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ZUSAMMENFASSUNG
Hemisphirenspezifische Wirkung von Erythropoetin
auf die GABAerge Transmission in dem Prilimbischen Cortex
Dik Andre

Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoprotein, bei dem neben seiner vorbekannten
hidmatopoetischen Wirksamkeit ein neuroprotektiver und modulatorischer Effekt auf das
zentrale Nervensystem (ZNS) mit klinischer und funktionaler Relevanz entdeckt wurde.
Trotz nachgewiesener modulatorischer Wirkung von EPO auf das inhibitorische System
neuronaler Netzwerke blieb weiterhin unklar auf welche Weise EPO diese Wirkung
entfaltet. Studien, die eine Konzentrationsdnderung von Dopamin sowie freier
intrazelluldrer Kalziumionen unmittelbar nach der EPO-Gabe zeigten, lassen eine
mogliche Rolle von EPO als Neurotransmitter vermuten. Um dem nachzugehen wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine mogliche derartige Wirkungsweise von EPO mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik untersucht. Dabei wurden sIPSC (spontaneus inhibitory
postsynaptic currents) von Zellen in der II/III. Zellschicht des Prialimbischen Cortex (PrL)
abgeleitet. Die Aufnahmen der Ableitungen wurden anschlieend vor und nach der EPO-
Gabe, seitendifferenziert miteinander verglichen. Neben insgesamt zwei statistisch nicht
signifikanten Wirkungstypen von EPO konnten zwei weitere Wirkungstypen ermittelt
werden, die statistisch signifikant waren und eine Hemisphéirenspezifitit zeigten. Dabei
wurde linkshemisphérisch die Frequenz der GABAergen Transmission eine Minute nach
der EPO-Gabe fiir eine halbe Stunde gesteigert und rechtshemisphérisch hingegen gesenkt.
Die Wirkungstypen traten auch innerhalb eines und desselben Individuums zur gleichen
Zeit auf. Innerhalb der Hemisphdren selbst gab es keine eindeutige Ortsspezifitidt. Die
Amplitude blieb wihrend dessen unverdndert. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine
rasche Verdnderung der synaptischen Transmission unter EPO. Somit weist das
Erythropoetin eine fiir die Neurotransmitter typische Wirkungsweise auf. Seine
Wirkungsweise ist dabei moglicherweise genauso, wie die beiden Hemisphéren es selbst
sind: intraindividuell asymmetrisch aber dennoch durch entgegengesetzten Charakter in
ithrer Wirkung ausbalanciert.
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Einleitung

1. Einleitung

“Hoffrung gegen alle Hoffnungslosigkeit erfahren, Enttduschung ohne jede

Selbsttiuschung ertragen, das Nein mit dem Ja ersticken!” (Unbekannter Autor 2014)

Die neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen bleiben auch im 21. Jahrhundert
schwer therapeutisch zuginglich und sind oft neben den hohen gesellschaftlichen
Kosten auch mit hoher Mortalitit sowie personlichen schweren Schicksalen ohne
Hoffnung auf Heilung verbunden (Stern et al. 2001). Nicht selten iiberschneiden sich
sowohl neurologische als auch psychiatrische Erkrankungen. Diese haben héufig nicht
nur gemeinsame Ursprilnge und Ursachen bei ihrer Entstehung, sondern konnen
aufgrund der dhnlichen Pathophysiologie mit gleichen Substanzen therapiert werden
(Hackett et al. 2014). Relativ oft liegt der gemeinsame Ursprung im Prifrontalen
Cortex. Dieser ist aufgrund seiner Ausdehnung, Lage und Blutversorgung bei
neurologischen Erkrankungen wie Schlaganfall, Multipler Sklerose oder Morbus
Alzheimer hiufig betroffen und spielt bei psychiatrischen FErkrankungen wie
Depressionen, Angststorung oder Schizophrenie mit oder ohne einer vorausgehenden
neurologischen Erkrankung eine zentrale Rolle (Goto et al. 2010; Forstl 2005). Die
gemeinsame Ursache ist letztendlich ein durch akuten oder chronischen metabolischen
Stress in Form von Hypoxie und Inflammation verursachter Schaden neuronaler
Netzwerke, begleitet von einer funktionalen Stérung der hemisphérischen Asymmetrie
dieser ~ Hirnregion  mit  daraus  resultierenden = Funktionseinbufien  und
Verhaltensaberrationen (Goto et al. 2010; Sun and Walsh 2006). Ein vielversprechender
Ansatz mit dem man dieser stressinduzierten Pathophysiologie in naher Zukunft
begegnen mochte ist die Therapie mit Erythropoetin, einem himatopoetischen Hormon,
dessen neuentdeckten neuroprotektiven Eigenschaften ein neues Kapitel im Kampf
gegen die , Hoffnungslosigkeit™ und gegen das , Ertragen® eréffnen konnten (Hand and

Brines 2011).

1.1. Der Pralimbische Cortex

Das Interesse an dem Prifrontalen Cortex (PFC) der Maus als Ganzes und somit auch
an dem Prilimbischen Cortex (PrL) als deren Bestandteil ist, aufgrund der relativ

leichten genetischen Manipulierbarkeit dieser Spezies, der Entwicklung neuer
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wissenschaftlicher ~ Verfahren  sowie neuer  Erklidrungsmodelle fiir  die
neuropsychiatrischen Erkrankungen anhand dieser Hirnregion, in den letzten Jahren
vermehrt gewachsen (van den Bos et al. 2014; Kovacevic et al. 2005; MacKenzie-
Graham et al. 2004). Nach der erstmalgen rein zytoarchitektonischen Beschreibung
dieses Hirnareales beim Menschen durch Brodmann vor mehr als einem Jahrhundert
(Zilles and Amunts 2010), gelang es nach der FEtablierung der anterograden
Markierungstechnik, die Existenz des PFC auch bei anderen Sidugern durch die
Anfiarbung dessen Projektionsbahnen aus den mediodorsalen Thalamuskernen
nachzuweisen (Akert and Hartmann-von Monakow 1980; Krettek and Price 1977;
Leonard 1969). Und obwohl anfangs neben den Primaten die Ratte, als der Maus am
néichsten stehende Spezies, im Mittelpunkt solcher Untersuchungen stand, wurde
vermehrt auch an Miusen in dieser Richtung geforscht (Hao et al. 2008; Ventura et al.
2007). Nichtsdestotrotz gibt es noch sehr wenig Literatur dariiber, sodass man aufgrund
vorliegender analytischer Vergleiche auch in dieser Arbeit weiterhin annehmen muss,
dass der PFC einer Maus im Grofien und Ganzen homolog zu dem einen Ratte ist
(Guldin et al. 1981). Auch wenn die Erkenntnisse an Nagern aufgrund des immensen
Speziesunterschieds nur bedingt und mit groBter Vorsicht auf den Menschen
iibertragbar sind (Ahn et al. 2006; Sweeney and Kernick 2002), sind sie dennoch enorm

wichtig fiir die Entschliisselung des PrL. mit seinen Funktionen.

1.1.1. Die Topographie und die Funktion

Nicht zu unterschitzen ist zudem die gute und fiir die elektrophysiologische Versuche
einfache Zugiinglichkeit dieser Hirnregion, denn wie der Name bereits suggerieren lésst,
erstreckt sich der sechs-schichtige PFC gut identifizierbar im Lobus frontalis rostral zur
Motorischen und Primotorischen Hirnrinde. Sein wissenschaftlicher Ursprung reicht bis
an die erstmalige Beschreibung einer granulidren Hirnrinde beim Menschen als Area
frontalis durch K. Brodmann zuriick, fiir die sich der heutige akademische Name iiber
Jahrzehnte etabliert hat (Groenewegen et al. 1997). Auch bei der Maus wird die
Lokalisation des PFC seinem Namen gerecht, doch anders als beim Menschen ist er
jedoch agranulidr (Van De Werd et al. 2010). In Anlehnung an die Ratte kann man den
PFC der Maus der Anatomie, Zytoarchitekur und Funktion entsprechend weiter in drei

Abschnitte gliedern, den dorsomedialen, den orbitofrontalen und den ventromedialen
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Abschnitt (Franklin and Chudasama 2012). Der ventromediale PFC unterteilt sich in
den Prélimbischen (PrL) und den Infralimbischen Cortex (IL). Speziell der Prilimbische
Cortex, der im Fokus der Versuchsreihen dieser Arbeit stand, liegt jeweils links und
rechts an der medialen Wand der Hemisphéren. Er erstreckt sich nach rostral oberhalb
der Medialen Orbitalen Hirnrinde und nach kaudal oberhalb des Infralimbischen Cortex.
Nach dorsal wird der PrLL von dem rostralen Anteil des Gyrus cinguli begrenzt (Franklin
and Paxinos 2007). Neuere immunhistochemische Firbetechniken in Kombination mit
bekannter Nissle-Féirbetechnik haben diese Eingrenzung von PrLL auch auf
zytoarchitektonischer Basis bestitigt und dessen Grenzen weiter prizisiert (Van De
Werd et al. 2010). Er erreicht iiber gegenseitige Projektionen iiberwiegend kognitive
und limbische Gehirnanteile, solche wie Striatum, basolaterale Amygdalakerne,
Nucleus accumbens, orbitofrontale Rinde, paraventrikulire und mediodorsale
Thalamuskerne, agranuldre und granulidre Inselrinde sowie Clasutrum (Vertes 2004).
Die Gehirn-MRT-Aufnahmen speziell bei Miusen zeigten, bis auf die nur bei den
Ratten vorhandene Verbindung des PrLL zum Hirnstamm, eine sehr hohe
Ubereinstimmung beider Spezies in der Vernetzung dieser Hirnregion mit anderen
Hirnanteilen (Gutman et al. 2012). In Anlehnung an die Primaten ist der PrLL der Nager
homolog zu dessen Dorso-Lateralem Prifrontalem-und Dorsalem Anteriorem
Cinguldirem Cortex, welcher die kognitiven und emotionalen Prozesse wesentlich
beeinflusst (Milad and Quirk 2012; Vertes 2006; Vertes 2004). Durch zahlreiche
Untersuchungen an Ratten und Primaten wird diesen homologen Hirnregionen eine
zentrale Rolle bei der Inhibitionskontrolle, dem Arbeitsgedichtnis, der
Aufmerksamkeitskontrolle, dem Planen von Handlungen sowie dem zielgerichtetem,
instrumentellem Verhalten zugeschrieben. (van den Bos et al. 2014; Balleine and
ODoherty 2010; Repovs and Baddeley 2006; Dalley et al. 2004; Fuster 2001; Barbas
2000; Laroche et al. 2000; Ongur and Price 2000; Smith and Jonides 1999; Petrides
1996; Petrides 1995; Barbas 1995). Auch bei Miusen ist der PrLL in die Prozesse der
exekutiven Funktionen integriert, die eine situationsangepasste, flexible und
zielgerichtete Handlung ermoglichen. Der Ausfall eben dieser Hirnregion fiihrt
unmittelbar zum Verlust oder zur deutlichen Storung dieser Flexibilitit mit
resultierender Verhaltenséinderung im Vergleich zu Individuen mit einem intakten PrL.

(Granon and Changeux 2012). Anhand weiterer Lisions-und Antagonisierungsversuche
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am PrLL konnte dessen wichtige Rolle beim Abrufen des Lang- und
Kurzzeitgedichtnisses nachgewiesen werden (DeVito et al. 2010; Blum et al. 2006).
Ebenfalls konnte anhand von Lisionsversuchen ein inhibitorischer Einfluss des PrLL auf
die hormonelle hypothalmo-hypophysér-adrenerge Stressachse (HHAS) gezeigt werden
(Radley et al. 2006). Eine andere, im Zusammenhang mit dem Stress recht gut
erforschte Funktion des PrL ist die Aktivierung des Angst- und Suchtverhaltens (Gass
and Chandler 2013; Peters et al. 2009). Mikrostimulationsversuche in dieser Region
filhrten zu einer Verstirkung des Angstverhaltens bei Ratten (Vidal-Gonzalez et al.
2006), eine medikamentdse Antagonisierung hingegen hemmte deren Angstreaktion
(Corcoran and Quirk 2007). Der PrLL moduliert speziell iiber die exzitatorischen
Afferenzen zu den basolateralen Kernen der Amygdala die Expression der
konditionierten Angst, die sich als Angststarre dullert (Sierra-Mercado et al. 2011). Der
wichtigste Transmitter ist hierbei das Glutamat, welches deutlich bei einem Stressreiz in
dem gesamten medialen PFC ansteigt (Moghaddam 1993). Die Dauer der Angststarre
korreliert wihrend eines bedingten Reizes unmittelbar mit der gleichzeitigen
Aktivititsdauer der Neurone im dem PrL (Burgos-Robles et al. 2009). Der wichtigste
inhibitorische Antagonist zu den von PrL angesteuerten Hirnarealen ist der IL, welcher
fiir die Ausloschung der Angstkonditionierung sorgt und mit PrL. gegenseitig negativ
gekoppelt ist (siche Abb. 1) (Sotres-Bayon and Quirk 2010). Auch bei den Méusen ist
dieser Zusammenhang nachgewiesen worden (Walker et al. 2011). Die heterogenen
Aufgaben des PrL sind aufgrund seiner zahlreichen Verkniipfungen anhand der
ortsspezifischen Vernetzung nachvollziehbar. Der PrLL unterliegt somit einem lange
schon bekannten Prinzip nach dem die funktionalen Eigenschaften eines Interneurons,
als dem kleinsten Baustein neuronaler Netzwerke, weniger von seiner Ontogenese, als

vielmehr von seiner lokalen Umgebung abhéngig sind (Fishell 2007).

1.1.2. Die hemispharenspezifischen Unterschiede im links-rechts Vergleich

Umso heterogener, jedoch auch interessanter erscheint der PrL., wenn man ihn als eine
seitenautonome, asymmetrische Funktionseinheit im interhemisphirischen Links-
Rechts-Vergleich betrachtet. Bereits seit den spiten siebziger Jahren ist auch bei
niederen Sédugetieren und Vogeln die evolutionér bedingte, anatomische, chemische und

funktionelle Hemisphérenasymmetrie bekannt. Aus zahlreichen Untersuchungen zur
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Hemisphirenlateralisation bei Ratten und anderen Tierarten geht hervor, dass &hnlich
wie beim Menschen, die Hemisphéren jeweils fiir sich hochspezifische Funktionen
besitzen (Denenberg 1983). So ist die rechte Seite iiberwiegend neben der emotionalen
und rdumlichen Verarbeitung fiir die Modulation des Stressverhaltens zustindig, die
linke hingegen ist vermehrt bei Prozessen der Motorik und sozialen Kommunikation
beteiligt (Cerqueira et al. 2008). Daraus darf man jedoch nicht eine strikte Regel
ableiten, denn es gibt dhnlich wie bei den Rechts- und Linkshéndern unter den
Menschen, auch individuelle Unterschiede innerhalb der Tierarten. Dies ist vor allem
darauf zuriickzufithren, dass die Lateralisation nicht ausschlieBlich nur préinatal
vorbestimmt ist, sondern auch einem dynamischen Prozess unterliegt, der sich unter
dem FEinfluss von Umweltfaktoren wihrend der individuellen Entwicklung
geschlechtsabhiingig vollzieht (Sullivan et al. 2014; 2004; Denenberg 1983). Neben der
funktionalen Lateralisation gibt es speziell in der III. Schicht des PrL. morphologische
Asymmetrie. Die Pyramidenzellneurone der rechten Seite weisen dabei verglichen mit
der linken Seite durchschnittlich lingere Fortsitze des Dendritenbaums auf (Czeh et al.
2008). Gerade diese Neurone, deren Fortsitze beidseits bis in die I. Schicht hinein
reichen, erhalten und verarbeiten Information vom Thalamus, Hippocampus und der
Amygdala (Cerqueira et al. 2008). Aufgrund dessen sind sie in die modulierenden
Prozesse der oben beschriebenen Funktionen stark eingebunden. Interessanterweise
reagieren die Pyramidenzellneurone im rechten PrL nur auf moderaten Stress mit einer
geringen Reduktion ihrer Dendritenléinge und Dornfortsatzanzahl (Perez-Cruz et al.
2009). Die linke Seite hingegen reagiert auf massiven Stress, welcher mittels
Glukokortikoidapplikation ~ simuliert werden kann, mit einer deutlichen
Volumenreduktion und scheint daher stressvulnerabler als der rechte PFC zu sein
(Cerqueira et al. 2005). Wie bereits oben erwéhnt, nimmt vor allem der rechte mediale
PFC nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell iiber die Steuerung der HHAS
eine dominante Rolle bei der Stressreaktion ein (Sullivan 2004). Beim Menschen fiihrt
eine Lésion der rechten Seite zur Senkung des Sympathikotonus infolgedessen das
Herzzeitvolumen und der Blutdruck ebenfalls sinken. Eine Lision der linken Seite
hingegen hat einen entgegengesetzten Effekt (Hilz et al. 2001). Dabei gilt Dopamin, das
beim moderaten Stresspegel links und bei hohem jedoch vermehrt im rechten PFC

gebildet wird, als molekulares Aquivalent der Stressmodulation und als protektiver
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Faktor gegeniiber Stress. In diesem Zusammenhang wird das hemisphérisch-
asymmetrische Konstrukt der Stressverarbeitung verstindlich. Die linke kognitive Seite
bewiiltigt moderate alltéigliche Stresssituationen und ldsst hierbei keine Aggravation zu,
welche sich schiddlich auf das individuelle Verhalten oder die Korperfunktionen
austiben konnte. Die rechte, emotionale Seite hingegen, wird immer dann aktiv, wenn
bei massiven Stresssituationen eine Verhaltensinderung oder korperliche
Alarmbereitschaft durch die Aktivierung von HHAS fiir die Situationsbewéltigung
notwendig ist. Doch gerade in solchen Situationen, in denen eine Uberreaktion der
Stressantwort schédlich sein kann, reguliert der linke PFC iiber die inhibierenden
kommissuralen Projektionen den rechten PFC herunter. (Sullivan 2004). Auch bei
niederen Siugetieren, wie zum Beispiel den Ratten, zeichnet sich aus einer Ubersicht
zahlreicher Versuche, eine dhnliche schematische Verschaltung beider PFC-Regionen

(sieche Abb. 1) (Cerqueira et al. 2008).
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Abb. 1 Die prifrontale Regulation der Stressachse und des Angstverhaltens

Bei gesunden Individuen werden die Reize aus der Umwelt im PFC verarbeitet und mit
Informationen aus anderen Hirnarealen wie dem Hippocampus verglichen. Bei Gefahr
stimuliert der PrLL zusammen mit dem Hippocampus den basolateralen Kern der
Amygdala (BL), nachdem er zuvor von ihm selbst oder anderen Hirnarealen wie dem
Hippocampus stimuliert wurde. BL stimuliert daraufthin den Nucleus -centralis
amygdalae (Nca), der iiber den Nucleus striae terminalis (Nst) und Nucleus
paraventricularis hypothalami (Nph) die HHAS stimuliert und somit auch die
Expression des Angstverhaltens fordert. (Fortsetzung folgt auf der niichsten Seite).
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Eine iiberschiefende Stressreaktion wird durch eine ipsilaterale inhibitorische
Projektion des IL auf den PrL verhindert. In gefahrloser Umgebung stimuliert der IL
unterstiitzt vom Hippocampus, der ebenfalls einerseits aktivierend auf den IL wirkt und
andererseits inhibierend auf den BL projiziert, die Interkalierenden Zellen der
Amygdala (IZA). Die IZA regulieren ihrerseits den Nca und somit die gesamte
Stressachse herunter. Dieser Prozess wird durch die inhibitorisch tonische kontralaterale
Projektion des linken PFC auf den rechten PFC unterstiitzt.

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an (Pattwell et al. 2013; Sotres-Bayon and
Quirk 2010; Cerqueira et al. 2008).

Die beiden PFC befinden sich also in einem Balanceakt, dessen Stérung insbesondere
durch den Ausfall des stressanfélligeren linken PFC zu psychiatrischen Erkrankungen

fiihren kann (siehe Abb. 2).
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Abb. 2 Storung der prifrontalen Regulation durch den chronischen Stress

B Acktivierung der Stressachse
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Inhibierung der Stressachse

Nach chronischem Stress werden insbesondere der stressanfilligere linke PFC und
beide Hippocampi geschidigt. Durch fehlende kontralaterale Inhibition und den
fehlenden ipsilateralen hippocampalen Input zum PFC und zur Amygdala kommt es zur
stindigen rechtsseitig bedingten Hochregulation der Stressachse und somit zum
permanent gesteigerten Sympathikotonus. Eingeschrinkte kognitive Leistungen,
dauerhafte Expression der Angst und andere Verhaltensaberrationen, welche einer
schizophrenen oder depressiven Symptomatik dhneln, sind die Folge.

Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an (Pattwell et al. 2013; Sotres-Bayon and
Quirk 2010; Cerqueira et al. 2008).

So zeigt ein Ausfall der analogen Hirnregionen bei linksseitig betroffenen Patienten,
nach einem einseitigen Frontalhirninfarkt eine erhohte Inzidenz an depressivem

Verhalten, wobei bei rechtsseitig Lédierten hingegen das hypomanische Verhalten
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dominiert (Robinson et al. 1984). Bei gesunden Probanden reguliert der linke
ventromedialen PFC die negativen Affekte durch eine Inaktivierung der Amygdala
herunter. Dagegen wird bei depressiven Patienten die Amygdala vermehrt vom rechten
ventromedialen PFC aktiviert, wodurch die negativen Affekte verstirkt werden
(Cerqueira et al. 2008). Beriicksichtigt man die Analogie des ventromedialen PFC zum
IL der Nager, so wird es deutlich, dass der PrLL aufgrund seiner reziprok inhibitorischen
Verbindungen zum IL, bei der Affektvermittlung beteiligt sein muss. Eine weitere
funktionale Asymmetrie des PFC besteht beim Prozess der Problemlésung, an dem das
Arbeitsgedichtnis, als ein weiterer, wichtiger, funktionaler Bereich von PrL, stark
beteiligt ist. Bei menschlichen Individuen konnte gezeigt werden, dass der linke PFC
vermehrt an der Problemlésung beteiligt ist, wenn genaue Informationen aus der
Umwelt vorliegen, wohingegen der rechte PFC bei unvollstindiger oder doppeldeutiger
Information vermehrt eingebunden wird. Der rechte PFC initiiert anschlieBend eine
kreative Problemlésung, welche wiederum durch den linken PFC der rationalen Welt
angepasst wird. Im Vergleich zum einseitig ausgerichteten System ermdoglichen beide
Seiten in gegenseitig-ausbalancierter Erginzung ein breiteres Spektrum an
Problemlosungen (Goel 2014; 2009; 2007). Auch hier scheint die wechselseitige
Balance ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen. Daher ist es absolut notwendig
die prifrontalen Rindenareale, zu denen auch der Prl gehort, als seitenindividuelle, sich
gegenseitig regulierende und ausbalancierte Einheit zu betrachten. Eine profundere
Erkenntnis tiber die Balance dieser Rindenareale konnte unser Verstindnis sowohl fiir
die grundlegenden gesunden als auch pathologischen Hirnfunktionen verbessern und
neue Therapieansitze bei neurologischen sowie psychiatrischen Erkrankungen

hervorbringen.

1.2. Erythropoetin und seine Rolle beim zentralen Nervensystem

1906 wurde zum ersten Mal von Carnot und Deflandre ein humoraler hiimatopoetischer
Faktor vermutet, der als Reaktion auf eine Animie die Blutmenge hochreguliert. Jedoch
verging fast ein halbes Jahrhundert bis dieser Faktor als ein Glykoprotein identifiziert
wurde und seinen uns heute bekannten Namen Erythropoetin (EPO) bekam (Jelkmann
1986). Die Forschungen folgender Jahre konzentrierten sich auf die zentrale Rolle von

EPO bei der Himatopoese, bei der es als antiapoptotischer Proliferations- und
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Differenzierungsfaktor die erythroiden Progenitorzellen stimuliert (Lombardero et al.
2011). Angeregt durch Hypoxie, wird das fertige 165 Aminosiuren grofle Glykoprotein
iiberwiegend in den Nieren gebildet (Maiese et al. 2012). Bei den erythroiden
Progenitorzellen bindet es an die jeweilige extrazellulire Doméne zweier
Zytokinrezeptoren, wobei deren Homodimerisierung iiber intrazellulire Januskinase-2-
Aktivierung eine durch weitere Phosphorylierung von Signalproteinen vermittelte
Signalkaskade in Gang setzt an deren Ende die Transkription von erythrozytiren Genen

steht (siehe Abb. 3) (Alnaeeli et al. 2012).
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Abb. 3 Die Signalwege von EPO

Durch die Bindung von EPO an das homodimere EPO-Rezeptor (EPO-R) auf der
Zelloberfliche kommt es zu dessen Konformationsinderung, wobei die intrazellulidren
Doménen des Rezeptors so nah zusammen kommen, dass die assoziierten Januskinasen
(JAK?2) sich gegenseitig durch Transphosphorylierung aktivieren. Aktivierte JAK2
setzen durch Phosphorylierung (P) weiterer Signalproteine wie Signal Transducers and
Activators of Transcription Protein (STAT), mitogen-activated protein kinase (MAPK),
Phosphoinositid-3-Kinase/Serin/Threonin-Kinase (PI3K/AKT) sowie Nukleare Faktor
kB (NF-kB) die Signalkaskade fort, an deren Ende eine Genexpression steht.
Untereinheiten des NF-«B (p50, p65 und IxB).

Quelle: Modifiziert nach (Alnaeeli et al. 2012).

Zahlreiche gewonnen Erkenntnisse auf diesem Gebiet ermoglichten am Ende des letzten
Jahrhunderts bei Patienten mit erythropoetischen Defiziten eine standardisierte

therapeutische Anwendung des mittlerweile in ausreichend grolen Mengen
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hergestellten rekombinanten EPO (Jacobs et al. 1985). Und obwohl Erythropoetin
relativ stark im Fokus der Forschungen stand, wurden erst zu Beginn dieses
Jahrhunderts auch weitere, auBlerhalb von FErythropoese liegende bedeutende
Funktionen von EPO entdeckt. Dabei ist dessen neuentdeckte Rolle im zentralen
Nervensystem (ZNS), im Hinblick auf neue Therapieméglichkeiten neurologischer und
psychiatrischer Erkrankungen, heute von groem Interesse fiir die Wissenschaft.

(Broxmeyer 2013).

1.2.1. Die Bedeutung fiir die neurologischen Erkrankungen

Die Erkenntnis iiber das Vorliegen eines von der Himatopoese unabhéngigen autokrin-
parakrinen EPO/EPO-Rezeptor-Systems im Gehirn war ausschlaggebend fiir die weitere
Forschung an diesem Glykoprotein in seiner Rolle als potentielles Heilmittel fiir
neurologische Erkrankungen. Die ersten Schritte zu dieser Erkenntnis begannen mit der
Entdeckung der hypoxieinduzierbaren mRNA von EPO und seinem Rezeptor im
zentralen Nervensystem sowohl beim Menschen als auch bei niederen Sdugetieren wie
der Maus (Marti et al. 1997; Digicaylioglu et al. 1995). Vor allem die Neurone des
Neocortex und des Hippocampus beider Spezies weisen die hochste Dichte an EPO-R
auf, wobei die Gefile und die Astrozyten hingegen das meiste orthotope Erythropoetin
produzieren (Juul et al. 1999; Liu et al. 1997). Die EPO-R-Anzahl und die produzierte
EPO-Menge im Gehirn schwankt entwicklungsabhéngig und ist in der Fetalphase am
hochsten (Liu et al. 1997). Im adulten Gehirn kommt es nach einer Verletzung zu einer
lokalen Induktion des autokrin-parakrinen EPO/EPO-R-Systems im Bereich der
Penumbra, ansonsten ist die EPO-Menge und die EPO-R-Anzahl im erwachsenen Alter
deutlich reduziert (Hand and Brines 2011; Liu et al. 1997). Der Beweis fiir die Autarkie
des Erythropoetins im Gehirn ist weiterhin zum einen die starke Undurchlissigkeit der
Blut-Hirnschranke fiir das nephrogene EPO und zum anderen das Vorkommen eines
anderen, nicht himatopoetischen, heterodimeren EPO-Rezeptortyps (Juul et al. 2004;
Jubinsky et al. 1997). Dieser Rezeptor-Typ bestehend aus einem EPO-
Rezeptormonomer, der gepaart mit CDI131 ist, kommt neben anderen nicht
himatopoetischen Gewebearten insbesondere vermehrt im Gehirn vor. Der Rezeptor
weist zwar eine geringere Affinitit fiir EPO auf, doch wird ihm eine entscheidende

Rolle bei der Neuroprotektion im ZNS zugeschrieben (Sanchez et al. 2009; Brines et al.
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2004). Es bleibt zwar weiterhin unklar, welcher der beiden Rezeptoren nun in dieser
Funktion dominiert und ob es noch weitere Rezeptoren gibt, bekannt sind jedoch die
intrazelluldren, EPO-R vermittelten Signalwege nach einer Hirnverletzung und dement-
sprechend der Effekt von EPO auf das verletzte Hirngewebe im adulten
Entwicklungsstadium (Chateauvieux et al. 2011). In der vulnerablen Umgebung um den
zerstorten Kernbereich bei einem Hirnschaden, reguliert EPO die Expression der
antiapoptotischen Proteine hoch, die der Apoptose-induzierenden Proteine dagegen
herunter und verhindert somit ein UberschieBen des programmierten Zelltodes im
vulnerablen Areal (Kumral et al. 2006; Wei et al. 2006; Spandou et al. 2004). Es
induziert die Angiogenese in schlecht durchbluteten Bereichen, verbessert die lokale
Durchblutung tiber die Induktion der vasoaktiven Substanz Stickstoffmonoxid (NO)
und wirkt antioxidativ (Su et al. 2011; Wang et al. 2011; Li et al. 2008; Kumral et al.
2005). Zudem inhibiert es die Produktion von proinflammatorschen Zytokinen,
reduziert das zytotoxische Odem iiber die Induktion von Aquaporinen in Astrozyten und
mindert die Exzitotoxizitit des bei einer Verletzung freigesetzten Glutamats durch
Senkung der intrazelluldren Kalziumionenkonzentration. Alles zusammen fithrt zum
Erhalt von mehr Penumbra (Andoh et al. 2011; Gunnarson et al. 2009; Shen et al.
2009). Experimente an EPO- und EPO-R-defizienten Knockout-Miusen sowohl
préapartal wihrend der ZNS-Entwicklung als auch postpartal nach einem hypoxischen
Hirnschaden, zeigen die bedeutende Rolle des Erythropoetins auch in der Neurogenese
(Tsai et al. 2006). Ahnlich seiner Aufgabe eines differenzierenden Faktors in der
Erythropoese, induziert das EPO die Differenzierung der pluripotenten Zellen im
Gehirn zu neuronalen Progenitorzellen und ermdoglicht bei einem Schlaganfall deren
Migration zum infarzierten Bereich (Iwai et al. 2007; Shingo et al. 2001). So wirkt das
EPO nicht nur schadensbegrenzend, sondern auch reparaturfordernd auf das ZNS ein
und wird somit seiner neuroprotektiven und neuroregenerativen Rolle gerecht. Sowohl
fiir die embryonale Gehirnentwicklung als auch fiir das adulte Gehirn selbst ist EPO von
groler Bedeutung, weil es das neurologische, vaskuldre und immunologische System
und somit die damit assoziierten Erkrankungen wie Schlaganfall, Alzheimer, Parkinson,
Multiple Sklerose Retinopathie oder Polyneuropathie in ihrem Verlauf positiv zu

beeinflussen vermag (Maiese et al. 2012).
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1.2.2. Die Bedeutung fiir die psychiatrischen Erkrankungen

Der Gedanke, das Erythropoetin als neues Therapeutikum bei unheilbaren
neurologischen Erkrankungen einzusetzen, ist mindestens genauso alt wie der Gedanke
es als mogliches Mittel bei schlecht therapierbaren psychiatrischen Erkrankungen wie
Depression oder Schizophrenie zu verwenden. Da viele psychiatrische Erkrankungen
zum Teil pathophysiologisch auf einer erworben beeintrichtigten Neuroplastizitit
beruhen, fiir die ein chronisch neurogener Schaden ursédchlich ist, erscheint so ein
Gedanke aufgrund der oben beschriebenen Potenz des EPO neuronale Netzwerke auch
im adulten Gehirn zu schiitzen und zu reparieren gar nicht mal so abwegig (Goto et al.
2010). Versuche an Méiusen, Ratten und Menschen bestitigten zudem einen nicht
hdmodynamischen Einfluss von EPO und seiner synthetischen Derivate auf die Stirke
der synaptischen Verkniipfungen, auf die Gedichtnis-Netzwerke und auf die
Neuroplastizitit im Hippocampus gesunder Individuen mit daraus folgender
Verbesserung der kognitiven Leistungen, welche héufig beim organischen Hirnschaden
oder psychiatrischen Erkrankungen eingeschriinkt sind (Ding et al. 2013; Adamcio et al.
2008; Miskowiak et al. 2008; 2007a; Mogensen et al. 2008). Noch héufiger als ein
akuter organischer Hirnschaden kommt ein Hirnschaden durch chronischen Stress,
welcher inflammatorische Prozesse aktiviert, zustande. Diese Prozesse wiederum fiithren
zu einer nachhaltigen Volumenreduktion des Hippocampus, zu den damit verbundenen
kognitiven Einschrinkungen und zur Entstehung einer Depression (Miskowiak et al.
2012). Das molekulare Korrelat fiir eine mogliche antidepressive Wirkung von EPO ist
die Stimulierung eines Wachstumsfaktors namens BDNF, welcher im Hippocampus
und der GroBhirnrinde des Vorderhirns protektive Eigenschaften gegeniiber
Stressfaktoren aufweist (Hayley and Litteljohn 2013). Dafiir muss EPO nicht einmal
exogen zugefithrt werden, denn durch mehrfache Anwendungen einer
Elektrokonvulsion bei Ratten, wurde ein EPO-Anstieg im Gehirn zusammen mit einer
antidepressiven Wirkung beobachtet (Girgenti et al. 2009). So konnte auch EPO eines
jener zahlreichen Hormone oder gar Neurotransmitter sein, welcher eine antidepressive
Wirkung nach der Elektrokonvulsionstherapie auch beim Menschen entfaltet. Der
reduzierte Verlust von der grauen Substanz und eine Verbesserung der kognitiven
Leistungen nach der EPO-Applikation, stellt das morphologische Korrelat fiir dessen
Wirksamkeit bei Schizophrenieerkrankten dar (Fond et al. 2012). Auch die emotionalen
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Prozesse wie Stimmung oder Angst, welche vom Hippocampus und anderen
Bestandteilen des limbischen Systems gesteuert werden und héufig bei psychiatrischen
Erkrankungen wie Depression oder Angststérung im Ablauf gestort sind, werden
ebenfalls von EPO bei beiden Spezies beeinflusst (Osborn et al. 2013; Miskowiak et al.
2007b). So reduziert bei den Maiusen das carbomyelierte EPO-Derivat ihr
Angstverhalten (Leconte et al. 2011). Im Zusammenschau all dieser Erkenntnisse wird
die Bedeutung von EPO fiir die Psychiatrie deutlich, weckt sie doch Hoffnungen, dass
in néchster Zukunft durch moderne, nebenwirkungsarme, ZNS-spezifische EPO-
Derivate und durch einfachere Applikationsmethoden, neue Therapiemdéglichkeiten fiir
schwer behandelbare psychiatrische Erkrankungen zur Verfiigung stehen werden

(Hayley and Litteljohn 2013).

1.3. Die Fragestellung und die Ziele der Arbeit

Die Aussicht darauf, dass Erythropoetin in naher Zukunft bei bisher prognostisch
ungiinstigen neurologischen und psychiatrischen FErkrankungen als ein neues
therapeutisches Mittel einzusetzen, forcierten in der letzten Dekade die Erforschung
seiner Rolle im zentralen Nervensystem (Alnaeeli et al. 2012). Doch obwohl die neu
gewonnen Erkenntnisse unser Bild vom urspriinglich rein erythropoetischen Zytokin
zum neuroprotektiven Agens enorm verdndert haben, erfuhr EPO dennoch auch
Riickschlidge auf diesem Gebiet und generierte zu seiner Rolle im ZNS mehr Fragen als
Antworten. Diese Riickschlidge zeigen uns deutlich, dass die bisherige Wirkung von
EPO auf das ZNS nicht hinreichend verstanden ist. Der Fehlschlag EPO als
Therapeutikum in groBen Studien erfolgreich anzuwenden ist nicht zuletzt durch eine
einseitige Fokussierung auf dessen alleinige langzeitliche neuroprotektive
Wirkungskomponente mit verursacht (Hand and Brines 2011). Weitere mogliche
Wirkungen und Nebenwirkungen im ZNS sind bisher nur wenig beachtet worden. Um
diesen Umstéinden Rechnung zu tragen, mochte ich mich durch diese Arbeit seiner
potentiellen direkten Wirkung als Neuromodulator auf das inhibitorische System
neuronaler Netzwerke zuwenden. Die Fihigkeit von EPO bereits zwei Tage nach dessen
Applikation sowohl die Konzentrationen anderer Neurotransmitter wie Monoamine
oder Acetylcholin in embryonalen Nervenzellkulturen zu steigern als auch die

GABAerge Transmission solcher kultivierten Neurone zu beeinflussen, gibt deutliche
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Hinweise auf seine modulatorische Rolle im ZNS (Wojtowicz and Mozrzymas 2008;
Tabira et al. 1995). Auch das Vorhandensein anderer bisher wenig erforschter EPO-R-
Typen ldsst weitere, iber diese Rezeptoren im Gehirn vermittelten Effekte von EPO
erwarten (Sanchez et al. 2009). Zwar konnte anhand von vitalen Hirnschnitten des
Hippocampus ein langzeitlicher Einfluss auf die GABAerge Transmission bei, mehrere
Wochen im Voraus, mit EPO behandelten Miusen, nachgewiesen werden (Adamcio et
al. 2008), dennoch blieb der Nachweis einer unmittelbaren Wirkung von EPO auf die
neuronale Transmission, Sekunden bis Minuten nach dessen Applikation auf beliebige
Hirnareale adulter Individuen, weiterhin aus. Fiir den fehlenden Nachweis ist auch im
Hinblick auf spétere klinische Studien, die Untersuchung der GABAergen Transmission
am PrL. bestens geeignet, da dieses Rindenareal als Ursprungsort fiir bedeutende
psychiatrische und neurologische Erkrankungen gilt (Goto et al. 2010), deren Verlauf
durch EPO in einigen Studien positiv beeinflusst werden konnte (Miskowiak et al.
2012). Um dabei nichts zu iibersehen und die Versuchsreihen so real wie moglich zu
gestalten, wende ich mich auch hierbei einer bisher nur wenig beachteten
wissenschaftlichen Betrachtungsweise zu, ndmlich einem hemisphérenspezifischen
links-rechts Seitenvergleich beziiglich einer moglichen EPO-Wirkung.
Mit dieser Vorgehensweise mochte ich dabei folgende Fragen beantworten:

a) Ubt EPO eine direkte Wirkung auf die synaptische GABAerge Transmission

unmittelbar nach seiner Applikation im PrL aus?
b) Wenn ja, ist diese Wirkung innerhalb des PrL iiberall gleich?
c) Gibt es seitenspezifische Unterschiede dieser Wirkung?

d) Sind diese Unterschiede inter- oder intraindividuell?
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2. Material und Methoden

Die elektrophysiologischen Experimente und die anschlieBende Auswertung der Daten
wurden durch den Autor selbst im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt. Bis zur
Organentnahme erfolgte die Aufzucht sowie die anschlieBende Dekapitation der

Versuchsmiuse unter strenger Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes (Stand 2011).

2.1. Die Versuchsvorbereitung

Zuerst wurden elektrophysiologische Losungen hergestellt, welche fiir die

darauffolgende Hirnprédparation und anschlieBende Patch-Clamp-Ableitung dienten.

2.1.1. Die elektrophysiologischen L.osungen

Alle Chemikalien fiir die elektrophysiologischen Losungen wurden bis auf

MgS0.,4.7H,0 (Sigma-Aldrich, Germany) von (Roth, Germany) hergestellt.

Die extrazelluliare Elektrolytlosung fiir die Hirnschnittpriaparation (in mmol/l)
3 K(l, 1.25 Na,H,P0O,, 6 MgS0,.7H,0, 26 NaHCO3, 0.2 CaCl,.2H,0, 10 Glucose, 220
Sucrose (pH 7.4, 310-320 mosm/1)

Die extrazellulire Elektrolytlosung fiir die Versuchsdurchfiihrung (in mmo/l)
126 NaCl, 3 KCl, 1.25 NaH,PO4, 1 MgSO4, 26 NaHCOs, 2 CaCl,.2H,0, 10 Glucose
(pH 7.4, 310-320 mosm/1)

Die intrazellulire auf KCI basierende Elektrolytlosung (in mmo/l)
140 KCl1, 2 MgCl,, 1 CaCl,, 10 HEPES, 0.5 Na;GTP, 10 EGTA, 4 Na;ATP (pH 7.2,
300-310 mosm/1)

2.1.2. Die Hirnschnittpraparation

Das Priparieren koronarer Frontalhirnschnitte erfolgte nach der etablierten, in
(Adamcio et al. 2008) beschriebenen Methode, die fiir den Prilimbischen Cortex
geringfiigig angepasst wurde. Als Hirnspender diente die gut erforschte und somit mit
anderen Forschungsergebnissen besser vergleichbare, zwischen 84 und 108 Tage adulte
C57BL/6 Maus. Da unter anderem ein Hemisphirenvergleich angestrebt wurde, dienten
ausschlieBlich ménnliche Individuen als Organspender, um die bekannten

geschlechtsspezifischen Alterationen im Seitenvergleich auszuschlieBen (Sullivan et al.
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2014). Zudem eigneten sich ménnliche Individuen als Versuchstiere am besten, da bei
allen Versuchstieren von einem relativ konstanten Geschlechtshormonspiegel
auszugehen war. Die Tiere wurden fiir die Organentnahme von der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung in Miinster, nach einer Genehmigung durch das
Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein Westfalen
(Aktenzeichen: 8.87-51.05.20.09.194), zur Verfiigung gestellt. Vor der Dekapitation
wurden die Tiere tief mit Isofluran (DeltaSelcet, Germany) anésthesiert. Nach der
Enthauptung und Er6ffnung der Schidelkalotte mittels einer feinen Schere entlang der
Sagittalnaht und anschlieendem seitlichem Aufklappen beider Scheitelbeine mit einer
Pinzette, wurde das gesamte Gehirn mit einem feinen Spatel von der Schidelbasis
gehebelt und fiir zwei Minuten in eine eiskalte, mit Carbogen (95% O, und 5% CO,) (3-
4 ml/min) begaste sowie auf den pH-Wert von 7,4 dquilibrierte, kiinstlich-hergestellte,
Liquor-dquivalente Hirnpriparierlosung (siehe Kap. 2.1.1) gelegt. Bevor das Gehirn mit
Sofortklebstoff (Loctite 401, Henkel, Germany) an eine Metallscheibe geklebt und in
ein Vibratom eingespannt wurde, erfolgte nach Entfernung des Kleinhirns eine
Markierung der linken und der rechten Hirnseite mit einem feinen Skalpell (Aesculap
instruments, Gemrany). Dabei wurden oberflichliche Hirnschnitte in sagittaler
Ausrichtung entlang der Hirnbasis gesetzt, sodass die Integritiit des weiter dorsal
liegenden PrL. und seiner benachbarten Strukturen erhalten blieb. Die rechte Seite
wurde mit einem und die linke mit zwei parallelen Schnitten markiert. Mit einem
Vibratom (752M vibroslice, Campden Instruments, Loughborough, UK) wurden danach
ca. 300-350 pm dinne Hirnschnitte von dem PrL angefertigt. Die préparierten
Hirnschnitte wurden schlielich in eine bereits mit der endstindigen Aufnahmelésung
(siehe Kap. 2.1.1) gefiillten und in einem auf 33 °C erhitzten Warmwasserbadbehilter
(Water bath D8, Haake, Germany) stehende Inkubationskammer (Eigenbau) gelegt und
fiir eine Stunde stehen gelassen. Vor den elektrophysiologischen Aufnahmen ruhten die
Hirnschnitte nach der Inkubation fiir weitere 30 Minuten bei Zimmertemperatur in der
Aufnahmeldsung. Auch die Aufnahmelosung wurde kontinuierlich wéihrend des
gesamten Prozesses vor und wihrend der Ableitungen mit Carbogen begast. An jedem
experimentellen Tag wies sowohl die Hirnpriparier- als auch die Aufnahmeldsung

annihernd die gleiche gemessene Osmolaritiit von ca. 310 mosm/1 auf.
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2.1.3. Die Pharmakologie

Alle Pharmaka bis auf das Erythropoetin wurden ca. 5 Minuten vor Beginn der
jeweiligen Patch-Clamp-Ableitung in die Aufnahmeldsung appliziert und sind wéhrend
des ganzen Experiments in der Losung enthalten gewesen. EPO wurde erst nach einer
Kontrollaufnahme von 3 Minuten in die Aufnahmeldsung gegeben, in der es bis zum
Ende der Ableitung verblieb.

(DL)-APs (50 pmol/l) DL-2-Amino-5-Phosphonovaleriansidure, NMDA-Rezeptor
Antagonist (Tocris, UK).

CNQX (10 umol/l) 6-Cyano-7-Nitroquinoxaline-2,3-Dion Disodium, AMPA-Rezeptor
Antagonist (Tocris, UK).

Strychnin (12 pumol/l) (—)-Strychnine, Glycin-Rezeptor Antagonist (Sigma-Aldrich,

Germany).

EPO (5 LE./ml) Epoetin alfa, (ERYPO® Janssen-Cilag GmbH, Germany)

Bei der Herstellung von EPO fiir die Versuchszwecke wurde 1 ml ERYPO® aus einer
Fertigspritze mit 9 ml Aqua ad injectabilia (B Braun Melsungen AG, Germany)
verdiinnt und auf 100 Rohrchen (Eppendorf) zu je 100 pl aufgeteilt und eingefroren.
Beim Versuch wurde EPO direkt in die Ableitkammer appliziert und erreichte in der
Aufnahmeldsung, die den Hirnschnitt umspiilte eine Konzentration von 5 LE./ml. Fiir
die Wahl des Priparats und dessen Dosis diente mit einer geringen Modifikation fiir

eine direkte EPO-Applikation die Veroffentlichung von (Adamcio et al. 2008).

2.2. Versuchsdurchfiithrung und Auswertung

Nach der Inkubation der Hirnschnitte erfolgte unter entsprechenden Pharmaka die
Patch-Clamp-Ableitung von sIPSC (spontaneus inhibitory postsynaptic currents) einer
Pyramidenzelle in der II/IIl. Hirnzellschicht des PrLL vor und nach der EPO-Gabe.
Dieses Vorgehen erlaubte es die sSIPSC nur jeweils einer Pyramidenzelle pro Hirnschnitt

aufzuzeichnen.

2.2.1. Die Patch-Clamp-Ableitung

Der Hirnschnitt wurde in einer Ableitkammer platziert, um es bei Zimmertemperatur

mit der Aufnahmeldsung samt oben beschriebenen Pharmaka im geschlossenen und mit
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Carbogen begasten Kreislauf kontinuierlich zu umspiilen. Im Kreislauf beférderte eine
peristaltische Wasserpumpe (505LA, Watson Marlow, USA) die Aufnahmeldsung mit
einer konstanten Geschwindigkeit von 2-3 ml/min. Eine U-formige Platin-Iridium Harfe
mit Nylon-Fédden bespannt, fixierte den Hirnschnitt wihrend des Versuchs auf einer und
derselben Position. Mithilfe eines iiber der Ableitkammer montierten Lichtmikroskops
(Axioskop 2 FS plus, Zeiss, Germany) erfolgte zunéchst die Identifizierung des PrL
anhand der lokalen Anatomie in Ubereinstimmung mit dem Maushirnatlas von
(Franklin and Paxinos 2007). Anhand der zuvor bei der Hirnschnittpriparation gesetzten
basalen Seitenmarkierungen konnte die jeweilige Hemisphire erkannt werden. Ebenso
wurde die grobe Lokalisation fiir die beabsichtigte Ableitung innerhalb des PrL.
identifiziert und in ein Koordinatensystem aus dorsalen, medianen und ventralen

Anteilen eingetragen (siehe Abb. 4, Beschreibung folgt auf der ndchsten Seite).
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Abb. 4 Die Ganzzell-Ableitung innerhalb des PrL.
In der Sagittalansicht ist die Erstreckung des PrL grau markiert zu sehen. Vom PrL
konnen bis zu sechs 300-350 um grof3e Hirnschnitte angefertigt werden und jeder davon
kann visuell annidhernd in dorsalen, medianen und ventralen Bereich unterteilt werden.
Im unteren mit * markiertem Bild ist der Préfrontale Cortex im koronaren Anschnitt
dargestellt, so wie man ihn auch wihrend der Experimente erkennen konnte. Auf dem
vergroerten koronaren Schnitt sind schematisch die Zellschichten, romisch I-VI mit
einer in der II/III. Schicht gesetzten, mit A wie Aufnahme gekennzeichneten Elektrode
dargestellt. Fine Originalaufnahme zeigt die Ganzzell-Konfiguration wéihrend der
Patch-Clamp-Ableitung. Die Bregma dient als Bezugspunkt fiir die Lage des PrL. und
der Hirnschnitte. Die Entfernung ist in Millimetern (mm) von der Bregma angegeben.
Cg: Cinguldrer Cortex Area 1; IL: Infralimibischer Cortex; fmi: Forceps minor corporis
callosi.
Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an (Franklin and Paxinos 2007) mit dem
durch Prof. W. Zhang freundlicherweise zur Verfiigung gestellten Foto.
Die zusitzliche Anwendung eines 40x Wasserimmersionsobjektivs mit infrarotem
Differentialinterferenzkontrast erlaubte eine genaue Erkennung von vitalen
Pyramidenzellen in der II/IIl. Nervenzellschicht des PrL. Diese Zellen zeichneten sich
durch ihre Helligkeit, eine glatte Oberfliche mit scharfer Begrenzung zu ihrer
Umgebung und einem nicht sichtbaren Zellkern aus (Edwards and Konnerth 1992). Vor
der Ableitung wurde die benétigte Messelektrode, auch als Patch-Pipette bezeichnet,
mit einem horizontalen Elektrodenziehgeridt (Flaming micropipette puller P87, Sutter
instrument, USA) aus Borosilikatglas-Kapillaren (BF150F-10) hergestellt. Mit einer
intrazelluliren Losung gefiillte Pipette (siehe Kap. 2.1.1) wurde dann in den
Elektrodenhalter eingespannt. Der Widerstand einer solchen Messelektrode betrug in
der Aufnahmelosung 4 bis 8 MQ. Bei allen folgenden Patch-Clamp-Ableitungen wurde
eine Ganzzell-Konfiguration im Voltage-Clamp-Modus durchgefiihrt, wobei dadurch
indirekte Messungen von Ionenstrémen durch alle Membrankanile einer Zelle, nach
deren Membrandurchbruch und Anlegung einer konstanten Spannung durch die Patch-
Pipette an die Zellmembran, erméglicht wurden (Fenwick et al. 1982). Um diesen
experimentellen Zustand zu erreichen, wurden einige typische Standardschritte
durchgefiihrt. Zunédchst wurde die Patch-Pipette unter visueller Kontrolle an eine
Pyramidenzelle im zuvor identifizierten PrL herangefithrt. Zur Vermeidung von
Verschmutzungen der Pipettenspitze durch Neuropil und totes Zellgewebe auf dem
Weg zur Pyramidenzelle wurde ihr Inhalt auf ein leichtes Uberdruckniveau (50 mbar)

angehoben. Nach entsprechender Einstellung des Patch-Clamp-Verstirkers (WPC-100,
ESF, Gottingen, Germany) in den Voltage-Clamp-Modus glich man an der Patch-
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Pipette, welche in die Aufnahmeldsung tauchte, die Offset-Spannung aus. Ebenso
wurde vor und wihrend der Ganzzell-Ableitung die Kompensation des
Serienwiderstands approximiert. Sobald sich die Pipettenspitze ganz nah an der
Zelloberfliche befand, erfolgte deren weitere vorsichtige Heranfithrung an die
Zellmembran iiber einen Mikromanipulator (Gottingen, Germany) soweit, bis eine
kleine tiberdruckbedingte Ausbeulung iiber der Elektrodenspitze an der Zellmembran
sichtbar wurde. Danach unterband man den Uberdruck und applizierte einen kleinen
Unterdruck an die Elektrode durch ein leichtes Ansaugen der Zelle. Ein leichter Anstieg
des positiven Widerstands an der Elektrode zeigte zusétzlich, wie nah die Pipettenspitze
an der Membran war. Infolge dieses Mandvers entstand zwischen der Elektrode und der
Zellmembran ein sogenanntes giga seal, ein hochohmiger Widerstand im Gigaohm-
Bereich. Eine Haltespannung von -70 mV unterstiitzte die Bildung vom giga seal. Nach
der Kompensierung der Membrankapazitiit erfolgte durch kurze aber kréftige Saugpulse
die Durchbrechung der Zellmembran. Dadurch war dann ein elektrischer Zugang zum
Zytosol gewihrleistet und eine Ganzzell-Ableitung im Voltage-Clamp-Modus konnte
beginnen (siehe Abb. 4). Eine detaillierte Beschreibung zur Ganzzell-Ableitung liefern
(Fenwick et al. 1982; Hamill et al. 1981). Wéihrend der Aufzeichnung wurden die
gemessenen lonenstréme durch die Zellmembrankanile mit einer Eckfrequenz von 1
kHz durch einen vier-poligen Bessel Filter gefiltert. AnschlieBend wurden diese mit
einem A/D-Wandler (Digidata 1322A, Molecular Devices, USA) nach einer Abtastrate
von 5 kHz digitalisiert und auf einem Personal Computer gespeichert. Daten von Zellen,
die wiahrend der Signalaufzeichnung einen Serienwiderstand unter 20 MQ, einen
Membranwiderstand iiber 200 mQ oder Leckstrome unter 200 pA nicht erreichten,
wurden nicht in die weitere Datenverwertung aufgenommen und anschliefend
verworfen. Das gleiche geschah mit den Daten von Zellen, deren jeweilige Amplitude
den zweifachen Wert des jeweiligen Hintergrundrauschens unterschritt oder deren

anfingliche Grundfrequenz in der Kontrollaufnahme nicht zwischen 2,5 und 8 Hz lag.

2.2.2. Die experimentelle Konfiguration

Nach Applikation aller bis auf EPO oben erwihnten Medikamente, erfolgte die
Positionierung der Patch-Pipette an eine Pyramidenzelle in der II/IIl. Schicht des PrL.

APs und CNQX dienten zur Ausschaltung der exzitatorischen Komponente der
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postsynaptischen Ionenstrome. Strychnin verhinderte eine mogliche Wirkung von
Glycin, das im EPO-Préparat laut Hersteller enthalten war. Insgesamt erlaubte die
Kombination aus allen drei Medikamenten die Aufzeichnung von transmembraniren
Ionenstromen, die aufgrund der GABAergen Transmission postsynaptisch zustande
kamen. Sie werden als spontaneus inhibitory postsynaptic currents (SIPSC) bezeichnet
(Edwards et al. 1990). Um eventuelle Anderungen der Transmission anhand der
Frequenz und Amplitude der sIPSC im zeitlichen Verlauf unter dem Einfluss von EPO
zu untersuchen, wurde das Medikament erst nach der dreiminiitigen Kontrollaufnahme,
die dem spiteren Vergleich diente, in die Ableitkammer hineingepumpt und fiir 27
Minuten beobachtet. Aufgrund noch fehlender wissenschaftlicher Erkenntnisse iiber die
Kurzzeitwirkung von EPO, war diese Beobachtungszeitspanne orientierend an der
bereits erforschten intrazelluldren Signalkaskade gewihlt worden. Diese endet etwa 30
bis 60 Minuten nach Bindung von EPO an EPO-R (Verdier et al. 2000). Andererseits
stellte die Aufnahmezeit allein durch den mechanischen Stress, der die intrazelluliren
Signalwege wihrend der Ableitung negativ beeinflusst, zugleich selbst einen
methodenbedingten limitierenden Faktor dar und war daher begrenzt (Hamill and

McBride 1997).

2.2.3. Die Datenauswertung und die Statistik

Die gewonnen Daten wurden von MiniAnalysis 6.0.3 (Synaptosoft, USA) ausgelesen
und die Ergebnisse in Form von Amplitude und Frequenz jedes einzelnen, erfassten
Ionenstroms in die Excel-Tabelle (Microsoft Office 2007, USA) iibertragen. Die Daten
von Zellen, welche die oben in (Kap. 2.2.1) beschriebenen Kriterien nicht erfiillten,
wurden keiner Datenverarbeitung unterzogen und aus der Statistik ausgeschlossen. Bei
der Auszdhlung wurden nur solche sIPSC als tatsdchlich stattgefundene Ereignisse
gewertet, deren Amplitude das Doppelte der Hintergrundgerduschamplitude {iberstieg.
Bei den auf diese Weise erfassten Parameter wurden pro aufgezeichnete Minute, vor
und nach der EPO-Gabe, die Durchschnittswerte mit entsprechenden Standardfehlern
berechnet und bei den Ergebnissen présentiert (Mittelwert + Standardfehler). Dabei
stellte n die Anzahl der durchgefiihrten Aufnahmen dividiert durch die Anzahl der
dazugehorigen Individuen dar. Die weitere Berechnung und das Kurvendesigne wurde

mit Hilfe der kommerziellen Software pClamp 10.1 (Molecular Devices, USA), Prism 5
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(GraphPad, USA) und Ilustrator CS 5 (Adobe Systems Incorporated, USA) erstellt.
Durch einen t-Test mit Welch Korrektur, welcher je nach Konstellation verbunden oder
unverbunden bzw. einseitig oder zweiseitig war, wurde ein P-Wert berechnet. Als
statistisch signifikant galten Werte unter 0,05 (p<0,05). Neben dem unverbundenen
links versus rechts Vergleich der EPO Wirkung, wurden auch die sIPSC einer und
derselben Zelle vor und nach der EPO-Gabe im verbundenen t-Test miteinander
verglichen. Die Entscheidung nach einer einseitigen oder zweiseitigen Durchfiihrung

des t-Tests hing von der Tendenz der sIPSC-Kurven im zeitlichen Verlauf ab.
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3. Ergebnisse

3.1. Vier ortsspezifische Wirkungstypen von EPO auf die sIPSC

Nachdem ein langzeitlicher Wirkungsnachweis von EPO auf die GABAerge
Transmission in adulten und um Wochen im Voraus behandelten Miusen erbracht
wurde (Adamcio et al. 2008), war es notwendig die unmittelbaren Wirkung von EPO
auf die neuronale Transmission, Minuten nach dessen Applikation auf ein vitales
Hirnschnitt zu untersuchen. Zwar ist bereits erwiesen, dass EPO innerhalb von zwei
Tagen die Konzentrationen anderer Neurotransmitter wie Monoamine oder
Acetylcholin in embryonalen Nervenzellkulturen steigern kann und somit als ein
Modulator infrage kommt (Tabira et al. 1995), doch beweist die Steigerung der
Neurotransmitter allein noch lange nicht ihr Wirkungspotential auf die neuronalen
Netzwerke. Auch blieb es bisher nicht erwiesen, ob EPO die Transmission sofort nach
dessen Applikation messbar verindern kann. Um dies kldren zu konnen wurde das
erythropoetische Zytokin in der nachgewiesenen langzeitwirksamen Dosis von 5
LE./ml, direkt den akuten Hirnschnitten einer Maus ohne deren Vorbehandlung mit
EPO zugefiihrt. Im Vorfeld wurde mittels CNQX, AP 5 und Strychnin eine Bedingung
fiir die isolierte Untersuchung der GABAergen Transmission mittels einer Patch-
Clamp-Ableitung im Ganzzellmodus geschaffen (siehe Kap. 2.). Die Ableitung von
akuten Hirnschnitten entsprach dabei am ehesten dem in vivo Zustand und war somit
der Realitdt am néchsten (Gibb and Edwards 1994). Der PrL als ein wichtiger Ort fiir
die Entstehung einiger neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen (Goto et al.
2010), die positiv durch die EPO-Gabe beeinflussbar sind (Miskowiak et al. 2012),
stand im Fokus dieser Versuchsreihen. Die Pyramidenzellen aus der II/III. Schicht,
welche mit Hilfe der inhibierenden Interneurone die afferente Information aus anderen
Rindenbereichen prozessieren und weiterleiten (Cerqueira et al. 2008), eigneten sich
dabei hervorragend zur elektrophysiologischen Untersuchung modulatorischer
Eigenschaften von EPO mittels Patch-Clamp-Ableitung. Aufgrund eines innerhalb des
PrL. moglichen ortsspezifischen Modulationsunterschieds wurde der genaue Ort der
Ableitung auch seitenbezogen stets identifiziert und notiert. Zum Vergleich dienten die
Amplitude und die Frequenz der sIPSC. Die Ergebnisse wurden einzeln, zunichst

seitenspezifisch beziiglich der Amplitude und der Frequenz untereinander verglichen.
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Ahnliche Kurvenverliufe einzelner Aufnahmen wurden zusammengefasst. Die
Gesamtaufnahmezeit von 30 Minuten aller Ableitungen unterteilt sich in drei
Abschnitte. Die drei miniitige Kontrollaufnahme stellt den ersten Abschnitt dar und
liefert zum Vergleich die Ausgangswerte fiir die folgenden zwei Abschnitte, ndmlich
fiir die frithe und die spéte Phase nach der EPO-Gabe. Demnach kristallisieren sich aus
der Gesamtheit aller sSIPSC-Aufnahmen etwa 4 verschiedene Wirkungstypen von EPO

heraus.

Fiir die in diesem Kapitel mit * gekennzeichneten Abbildungen gilt folgendes:

Das vorliegende Laufdiagramm stellt den zeitlichen Verlauf der Amplitude und der
Frequenz 3 Minuten vor und 27 Minuten nach der EPO-Gabe dar. Die einzelnen Punkte
reprisentieren die errechneten Mittelwerte zum jeweiligen Zeitpunkt mit den
entsprechenden beidseitigen Fehlerbalken, welche den Standardfehler dieser
Mittelwerte anzeigen. Gestrichelt sind die Hilfslinien, die als Mittelwerte aus den ersten
3 Minuten vor der EPO-Gabe ermittelt wurden. Sie sind jeweils mit dem fiktiven Wert
zum Zeitpunkt -3 (siehe Laufdiagramm) zu Beginn der Aufnahme (eigentlicher
Aufnahmezeitpunkt 0) identisch. Die oberen Grafiken zeigen die Originalaufnahmen
der sIPSC. Sie sind im Laufdiagramm mittels grauer Séulen zu den jeweiligen

Aufnahmezeitpunkten markiert. re bedeutet rechts, li bedeutet links.

Fiir die in diesem Kapitel mit ** gekennzeichneten Abbildungen gilt folgendes:

Es ist jeweils fiir die Amplitude und die Frequenz ein zusammenfassendes
Sdulendiagramm mit einem verbundenen zweiseitigen t-Test zu sehen. Die Séulen
orientieren sich nach der Zeitachse des jeweiligen Laufdiagramms und stellen
zusammengefasste Mittelwerte innerhalb der unten gekennzeichneten Zeitspanne dar.
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler dieser Mittelwerte an. Die Farbe
reprisentiert die Hemisphiren (rot fiir die linke und blau fiir die rechte Hemisphére).
Die in die Sdulen eingetragenen Ziffern stehen fiir n, die Anzahl der durchgefiihrten
Aufnahmen dividiert durch die Anzahl der dazugehérigen Individuen. P<0,05 spricht

fiir eine gegebene Signifikanz, wobei n. s. fiir nicht signifikant steht.
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3.1.1. Wirkungstyp I

Charakteristisch fiir diesen Wirkungstyp ist der nach oben gerichtete Trend der
Frequenz schon in der frithen Phase nach der EPO-Gabe, bei gleichzeitiger tendenzieller
Reduktion der Amplitude und anschlieBender Umkehr der Tendenz beider Parameter in

die jeweils entgegengesetzte Richtung im weiteren Aufnahmeverlauf (sieche Abb.5a).
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Abb. 5a Wirkungstyp I

EPO steigert tendenziell, bei einer gleichzeitigen tendenziellen Amplitudensenkung, nur
innerhalb der ersten 6 Minuten die Frequenz der sIPSC. Vor allem ist die
Frequenzsteigerung im Laufdiagramm und am Aufnahmebeispiel (B) zu Beginn der
frithen Phase deutlich erkennbar. Ab der 8. Minute kehrt sich diese Tendenz fiir beide
Parameter bis zur 22. Minute um. Die folgende Steigerung der Amplitude ist am ehesten
versuchsbedingt aufgrund der im Verlauf reduzierten Zellzahl (von 4 auf 3) entstanden.
* (siehe Beschreibung Kap. 3.1).
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Doch sowohl die Anderung der Frequenz (Kontrolle: 5,6+0,6 Hz; EPO frith: 6,3+0,7
Hz, P>0,05; EPO spit: 5,0+0,7 Hz, P>0,05) als auch der Amplitude (Kontrolle:
51,7440 pA; EPO frith: 53,4+3.9 pA, P>0,05; EPO spiit: 58,6+9,6 pA, P>0,05) bleiben

im verbundenen zweiseitigen t-Test statistisch nicht signifikant (siehe Abb. 5b).
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Abb. 5b Wirkungstyp I

Anhand der Histogramme ist im beidseitigen und verbundenen t-Test weder bei der
Amplitude, noch bei der Frequenz eine statistische Signifikanz zwischen
Kontrollaufnahme und Aufnahme nach der EPO-Gabe zu sehen.

** (siehe Beschreibung Kap. 3.1).

Am ehesten wird die Signifikanz aufgrund der geringen Anzahl der abgeleiteten Zellen
(n=4/3) nicht erreicht. Die Tendenz zu einer Frequenzsteigerung durch sIPSC mit
geringerer Amplitude ist dennoch insbesondere innerhalb der ersten 6 Minuten nach der
EPO-Gabe deutlich erkennbar (Kontrolle: 5,6+0,6 Hz; EPO 6 Minuten: 7,5+0,8 Hz),
sodass die Signifikanz nur knapp verfehlt wird (P=0,07). Auch eine lokal
unterschiedliche Anflutungszeit von EPO aufgrund seiner molekularen Grofe (Tao and
Nicholson 1996) bedingt durch die unterschiedliche Tiefe der abgeleiteten
Pyramidenzellen innerhalb des Hirnschnittes, konnte eine groflere Streuung der
Frequenzinderung innerhalb des zeitlichen Verlaufs verursachen, und dadurch die
Signifikanz negativ beeinflussen. So tritt die Wirkung von EPO bei tiefer liegenden
abgeleiteten Zellen viel spiter auf als bei denen, die oberflichlich im Hirnschnitt liegen
und daher schneller durch das Glykoprotein erreicht werden. Insgesamt ergibt sich dann
beziiglich des Wirkungseintritts ein recht unscharfes frequenzbezogenes Wirkungsprofil
von EPO. Wie dem auch sei, ist dieser Wirkungstyp stumm, da er im Allgemeinen bis
zum Beweis des Gegenteils, durch eine hohere Anzahl an Ableitungen, keine

signifikante Anderung von Frequenz oder Amplitude nach der EPO-Gabe zeigt.
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3.1.2. Wirkungstyp 11

Charakteristisch fiir die Pyramidenzellgruppe vom Wirkungstyp II ist ein Anstieg der
Frequenz von sIPSC nach der EPO-Gabe, welcher iiber die gesamte Aufnahmezeit im
Vergleich zur Kontrolle konstant auf einem alternierend hoheren Niveau verbleibt
(sieche Abb. 6a). Die Amplitude schwankt im gesamten Verlauf der Aufnahme, ohne
dabei eine definitive Tendenz nach oben oder unten aufzuweisen (Kontrolle: 41,0+2,6

pA; EPO frith: 44,0+2,6 pA; EPO spiit: 41,8+3,4 pA).
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Abb. 6a Wirkungstyp 11

EPO erhoht bereits in den ersten Minuten nach dessen Applikation langfristig die
Frequenz von sIPSC. Die Amplitude schwankt dagegen undulierend und weist bei
einem gleichzeitig hohen Standardfehler nur vereinzelte Ausreiler nach oben oder
unten.

* (siehe Beschreibung Kap. 3.1).
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Im Gegensatz zur Amplitude weist die Anderung der Frequenz von sIPSC durch EPO
(Kontrolle: 4,24+0,3 Hz; EPO frith: 5,0+0,5 Hz; EPO spit: 5,2+0,5 Hz) zusétzlich eine
statistische Signifikanz (EPO frith und EPO spit: P=0,03) auf. Bei der Amplitude ist die
unbedeutende Anderung nach der EPO-Gabe auch statistisch nicht signifikant (EPO-
frith und spét P>0,05) (siehe Abb. 6b).
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Abb. 6b Wirkungstyp II

Bei der Frequenz ist anhand der Histogramme im beidseitigen und verbundenen t-Test
eine statistische Signifikanz zwischen Kontrollaufnahme und Aufnahme nach der EPO-
Gabe, sowohl zum fritheren als auch zum spiteren Zeitpunkt zu sehen. Bei der
Amplitude besteht keine statistische Signifikanz.

** (siehe Beschreibung Kap. 3.1).

Im Vergleich zum Wirkungstyp I, liefert der II. Wirkungstyp einen deutlichen Hinweis,
dass Erythropoetin direkten FEinfluss auf die GABAerge Transmission durch
Frequenzsteigerung hat. Ahnlich dem Typ I setzt dieser Effekt bereits innerhalb der
ersten Minute nach der EPO-Gabe ein. Anders als bei dem bisher bekannten
modulierenden Effekt auf die GABAerge Transmission, der iiber die Genaktivierung
und Expression nach 48 Stunden verzogert auftritt (Wojtowicz and Mozrzymas 2008),
konnte es ein Beleg fiir die sofortige Wirkung von EPO sein. Im Vergleich zum
Wirkungstyp I, mit der tendenziell nur kurz andauernden Frequenzénderung, ist der
Wirkungstyp II langanhaltend. Eine genaue Wirkungsdauer ist jedoch nur schwer mit
Hilfe dieser experimentellen Konfiguration zu bestimmen, denn es ist zu
berlicksichtigen, dass proportional zur Aufnahmezeit die Vitalitéit der Pyramidenzellen
und die Integritiit zytosolischer Signalproteine durch mechanischen Stress immer weiter
abnimmt, sodass die Datenaufnahmekriterien (siehe Kap. 2.2.1) zum spéteren Zeitpunkt

nicht mehr erfiillt werden und die spiter Aufnahme nur bedingt mit der Kontrolle

vergleichbar ist (Hamill and McBride 1997).
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3.1.3. Wirkungstyp I1I

Charakteristisch fiir den Wirkungstyp III ist die unveréinderte Frequenz und Amplitude
nach der EPO-Applikation. Sowohl bei der Frequenz (Kontrolle: 5,8+0,8 Hz; EPO friih:
5,6+0,8 Hz; EPO spit: 5,7+0,8 Hz) als auch bei der Amplitude (Kontrolle: 57,948,8 pA;
EPO frith: 56,449,1 pA; EPO spit: 51,4+10,0 pA) schwanken zwar beide Groflen im
Verlauf, zeigen jedoch nur bei der Amplitude eine geringfiigige Tendenz nach unten,

die mit relativ hohen Standardfehlern vergesellschaftet ist (siche Abb. 7a).
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Abb. 7a Wirkungstyp II1

EPO verindert bei insgesamt 5 Aufnahmen, weder die Amplitude, noch die Frequenz.
Der Kurvenverlauf ist undulierend. Auch die Originalaufnahmen von sIPSC weisen
keine wesentlichen Verinderungen auf.

* (siehe Beschreibung Kap. 3.1).
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Zudem kann Kkein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu den
Kontrollwerten bei der Frequenz und bei der Amplitude nach der EPO-Applikation,
festgestellt werden (EPO friith und spéit P>0,05) (siehe Abb. 7b).
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Abb. 7b Wirkungstyp III )

Im Séulendiagramm sind keine wesentlichen Anderungen in der Amplitude oder
Frequenz wihrend der gesamten Aufnahme nach der EPO-Gabe zu sehen. Im Vergleich
zur Kontrolle ergibt sich bei den Parametern unter EPO, im beidseitigen verbundenen t-
Test, keine statistische Signifikanz. ** (siehe Beschreibung Kap. 3.1).

Aus den Ergebnissen lédsst sich keine Wirkung von EPO auf die zu diesem Wirkungstyp
zugeordneten Pyramidenzellen im rechten PrlL nachweisen. Anders als beim
Wirkungstyp I, bei dem zumindest eine Tendenz in der EPO-Wirkung zu verzeichnen
ist, sind die Werte von Frequenz und Amplitude in der frithen und spiiten Phase nach
der EPO-Gabe annidhernd gleich. Somit wiirde auch eine hhere Anzahl an Ableitungen
dieses Ergebnis eher nicht dndern. Von der statistischen Seite aus betrachtet ist dieser
Wirkungstyp dem Wirkungstyp I in der gegeniiberliegenden Hemisphére sehr dhnlich
und ist ebenfalls als stumm zu bezeichnen. Bei bestimmten Zellgruppen weist EPO in
beiden Hemisphiren keine sofortige Wirkung auf die Frequenz und die Amplitude auf.
Diese Erkenntnis ist von groer Bedeutung, denn das Vorhandensein solcher stummer
Wirkungstypen konnte die Erklidrung dafiir liefern, warum die bisherigen Versuche zum
Nachweis der unmittelbaren Wirkung von EPO auf die neuronalen Netzwerke héufig
keine eindeutigen Ergebnis lieferten oder aufgrund solcher Resultate sogar zur

Annahme der Nullhypothese fithrten (Wojtowicz and Mozrzymas 2008).

3.1.4. Wirkungstyp IV

Charakteristisch fiir den Wirkungstyp IV ist eine Minderung der Frequenz von sIPSC

nach der EPO-Gabe, die im Vergleich zur Kontrolle iiber die gesamte Zeit konstant auf
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dem nahezu gleichen Niveau verbleibt und somit das Gegenteil zum kontralateralen
Wirkungstyp II darstellt. Auch die Amplitude schwankt dhnlich dem Wirkungstyp II im
gesamten Verlauf der Aufnahme, jedoch weist diese im Gegensatz dazu eine Tendenz

nach unten auf (sieche Abb. 8a).
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Abb. 8a Wirkungstyp IV

EPO verringert langfristig, bereits in den ersten zwei Minuten nach dessen Applikation,
die Frequenz bis zum Aufnahmeschluss in der 27. Minute. Die Amplitude zeigt eine
Tendenz nach unten, weist jedoch gleichzeitig auch einen hohen Standardfehler und
insgesamt einen undulierenden Verlauf mit hohen Spriingen innerhalb kurzer
Zeitspannen auf. Der deutliche Kurvenknick in der 22. Minute ist am ehesten
versuchsbedingt aufgrund der im Verlauf reduzierten Zellzahl (von 7 auf 5) entstanden.
Die Originalaufnahmen der sIPSC oben im Bild, zeigen ebenfalls einen negativen
Effekt von EPO auf die Frequenz und die Amplitude.

* (siehe Beschreibung Kap. 3.1).
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Im Gegensatz zur Amplitude (Kontrolle: 47,1+10,3 pA; EPO frith: 42,5+6,0 pA; EPO
spit: 41,5+5,7 pA; EPO spiit und EPO frith P>0,05) weist die Anderung der Frequenz
von sIPSC durch EPO (Kontrolle: 3,9+0,5 Hz; EPO frith: 3,2+0,6 Hz; EPO spiit:
3,0+0,5 Hz) zusitzlich im beidseitigen verbundenen t-Test eine statistische Signifikanz

(EPO frith P=0,02 und EPO spit: P=0,01) auf (sieche Abb. 8b).
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Abb. 8b Wirkungstyp IV

Bei der Frequenz ist anhand der Histogramme, im beidseitigen und verbundenen t-Test,
eine statistische Signifikanz zwischen der Kontrollaufnahme und der Aufnahme nach
der EPO-Gabe, sowohl zum fritheren als auch zum spiteren Zeitpunkt zu sehen. Fiir die
Amplitude besteht keine statistische Signifikanz.

** (siehe Beschreibung Kap. 3.1).

Kontrolle EPO friih EPO spat

Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass das EPO nicht nur eine steigernde sondern
auch eine reduzierende Wirkung auf die Frequenz der sIPSC hat. Ahnlich dem
Wirkungstyp II tritt die Frequenzminderung sofort nach der EPO-Applikation auf und
hilt iiber die gesamte Aufnahmezeit an. Um tendenziell vorhandene Wirkung auf die
Amplitude statistisch zu bestitigen, ist eine hohere Anzahl an zu untersuchenden
Pyramidenzellen notwendig. Doch angesichts der bereits vorhandenen recht groflen
Menge an Aufnahmen (7 Aufnahmen bei 7 Individuen) wiirde die Anderung der
Amplitude nicht all zu grof3 ausfallen, sodass hier die Frequenzinderung im Mittelpunkt

steht.

Zusammenfassend zeichnet sich ein heterogenes Bild der EPO-Wirkung auf die sIPSC
der Pyramidenzellen in der II/III. Schicht des PrL ab.

Der Wirkungstyp I ist statistisch nicht signifikant und steht nur tendenziell fiir eine
unmittelbar starke jedoch kurzfristige Wirkung von EPO. Diese Wirkung ist

ausschlieBlich im linken PrL. verzeichnet und somit seitenspezifisch.
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Der Wirkungstyp III ist beziiglich der Frequenz und der Amplitude sowohl statistisch
als auch tendenziell im Kurvenverlauf als stumm zu bezeichnen und lésst sich nur im
rechten PrL nachweisen. Eine mogliche Fehleinschétzung dieses Typs durch Selektion
fehlerhafter Aufnahmen, kommt aufgrund dessen gegebener Seitenspezifitit weniger
infrage, denn wiirde man annehmen, dass die Werte genau die misslungenen
Aufnahmen der gesamten Versuchsreihe reprisentieren, so miisste deren Verteilung
zumindest liber beide Hemisphiiren bei einer relativ hohen Aufnahmeanzahl (7/7)
zufillig und somit annihernd gleich sein. Dies ist jedoch bei keinem der Wirkungstypen
der Fall.

Die Wirkungstypen II und IV liefern den Beweis fiir eine sofortige und langfristige
EPO-Wirkung auf die Frequenz der GABAergen Transmission in beiden Hemisphéren.
Diese Wirkung scheint sogar entgegengesetzt und hemisphirenspezifisch zu sein (siehe
Kap. 4.2).

Trotz zahlreicher Unterschiede in der EPO Wirkung gibt es dennoch einige
Gemeinsamkeiten: a) wenn EPO wirksam ist, dann tritt die Wirkung innerhalb einer
Minute ein; b) der zeitliche Verlauf der Kurven aller Wirkungstypen ist undulierend;

¢) bei allen vier Wirkungstypen zeigt EPO keinen deutlichen Einfluss auf die Amplitude
der GABAergen Transmission. Weitere Gemeinsamkeiten bediirfen groBerer

Aufmerksamkeit und werden weiter unten explizit in eigenen Kapiteln beschrieben.

3.1.5. Die Ortsspezifitit der Wirkungstypen innerhalb des PrL

Aufgrund der heterogenen Wirkung von EPO auf die Frequenz der sIPSC stellt sich
berechtigt die Frage, ob diese innerhalb des PrL ortsgebunden ist. Allein die
Verkniipfung des PrL zu zahlreichen Hirnarealen (siehe Kap. 1.1.1) kdnnte bereits eine
verschaltungsabhiingige lokale Differenz in der Modulation der GABAergen
Transmission durch EPO vermuten lassen. Zudem wurde bereits erwiihnt, dass die
funktionalen FEigenschaften eines Interneurons, dem kleinsten und wichtigsten
modulatorischen Baustein neuronaler Netzwerke, weniger von seiner Ontogenese und
seinen spezifischen Eigenschaften als vielmehr von seiner lokalen Umgebung abhéngig
sind (Fishell 2007). Gibt es woméglich genau begrenzte Bereiche innerhalb des linken
und des rechten PrL, auf die sich die vier Wirkungstypen unmittelbar beschrinken? Um

diese Frage zu beantworten, wurde der Ort jeder einzelnen Ableitung im Vorfeld der
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Aufnahmen anhand des Hirnatlas der Maus (Franklin and Paxinos 2007) identifiziert

und in ein speziell dafiir erstelltes Koordinatensystem (siehe Abb. 9) eingetragen.
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Abb. 9 Das Koordinatensystem der einzelnen Ableitungen

Es ist eine Gehirnschnittkarte mit den Koordinaten der jeweiligen sIPSC-Aufnahmen
schematisch dargestellt. Die oberen beiden Bilder zeigen jeweils einen sagittalen
Hemisphérenanschnitt, in der II/IIl. Zellschichtebene einer Maus, mit der entsprechend
markierten Ausdehnung des Prilimbischen Cortex (PrL), links (rot) und rechts (blau).
Die unteren beiden Bilder stellen jeweils die VergroBerung der oberen Hirnschnittbilder
dar. Die farbig markierten Areale sind in sechs frontale Schnittlevel entlang der
sagittalen Achse und in drei horizontal tibereinander liegenden Ebenen (dorsal, median,
ventral) in transversaler Richtung unterteilt. Den eingezeichneten Aufnahmeorten sind
vier verschiedenen Wirkungstypen von EPO zugeordnet und entsprechend farbig
markiert. Aufnahmen der Wirkung von Typ I und Typ II befinden sich nur auf der
linken, die von Typ III und Typ IV sind nur auf der rechten Seite vorzufinden. LV und
RV bezeichnen die rostralen Auslidufer der Seitenventrikel der jeweils rechten und
linken Hemisphire. Die projizierte Bregma dient als Landmarke fiir die metrischen
Angaben der Sagittalachsenlinge in Millimetern (mm).

Quelle: Eigene Darstellung mit Hilfe von (Franklin and Paxinos 2007).

Wie bereits im Kapitel 4.1 deutlich wurde, sind die Wirkungstypen definitiv
hemisphérenspezifisch. So erstrecken sich Typ I und II nur auf der linken und Typ III
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und IV nur auf der rechten Seite des PrL. Im Gegensatz zu der interhemisphérischen
Spezifitit der Wirkungstypen ist deren intrahemisphérische Spezifitit nicht eindeutig
gegeben, da es gewisse Uberlappungen in der Verteilung innerhalb der Hemisphiiren
gibt. So beschrinkt sich Typ I bis auf eine Ausnahme tiberwiegend auf die ventralen
Anteile des PrL, die rostral mit medialem orbitalem Cortex (MO) und kaudal mit IL
direkt benachbart sind. Bekanntlich kommunizieren benachbarte Hirnregionen durch
Assoziationsfasern miteinander (Bidhr and Frotscher 2009), so kommunizieren auch der
PrL und der IL iiber gegenseitige inhibitorische Projektionen untereinander (Sotres-
Bayon and Quirk 2010). Wirkungstyp I konnte also auf der linken Seite zumindest
hypothetisch nach der EPO-Gabe in solch eine Kommunikation zwischen PrL. und IL
involviert sein. Der Wirkungstyp II hingegen, zeigt eher eine gleichméfige Verteilung
iiber den gesamten untersuchten Rindenareal. Diese Verteilung verleitet zu der
Annahme, dass dieser Wirkungstyp eine allgemeine Modulation der GABAergen
Transmission vom Grofteil der ablaufenden Prozesse des inhibitorischen Systems im
linken PrLL nach der EPO-Gabe wiederspiegelt. Doch nur eine Vervollstindigung der
Koordinatenkarte durch die Ableitung von Zellen in den noch leer stehenden
Quadranten und insbesondere die Erhohung der Fallzahl vom Wirkungstyp I konnten
die tatséichliche Verteilung beider Wirkungstypen von EPO weiter prézisieren und ihr
intrahemisphérisches Nebeneinander néher beleuchten. Auf der rechten Seite zeichnet
sich aufgrund der ausreichenden Fallzahl fiir beide Wirkungstypen, ein deutlicheres
Bild ihrer Verteilung ab. So ist der beziiglich Frequenz und Amplitude stummer
Wirkungstyp III, in der gesamten sagittalen Ausdehnung iiberwiegend median und
dorsal verteilt. Der Wirkungstyp IV hingegen erstreckt sich bis auf zwei Ausnahmen
iiberwiegend im ventro-kaudalen Bereich, in direkter Nachbarschaft zum IL. Doch auch
hier miisste das Koordinatensystem vervollstindigt werden, bevor man endgiiltige
Riickschliisse zu der reellen Verteilung und sich daraus moglicherweise ergebenden
Funktionen ziehen kann. Eine Uberinterpretation und eine Ubersimplifizierung sind zu
vermeiden, denn das Koordinatensystem fiir beide Hemisphiren fiigt sich aus den Daten
von 14 verschiedenen Individuen zusammen. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass
aufgrund der individuellen intrahemisphérischen Unterschiede, die Verteilung der
Wirkungstypen auf einem vereinten Bild sich unscharf darstellt. Nichtsdestotrotz, wird

das Koordinatensystem seiner Rolle zur groben Orientierung dennoch gerecht.
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Sachlich zusammengefasst ist die Wirkung von Erythropoetin auf die inhibitorische
Transmission, in dem Prilimbischen Cortex zwar absolut vom interhemisphérischen Ort

der sIPSC-Aufnahme, jedoch nur bedingt vom intrahemisphérischen Ort abhéngig.

3.2. Die entgegengesetzte interhemisphirische EPO-Wirkung

Wie bereits durch Wirkungstyp II und IV beschrieben, hat EPO nachweislich eine
sofortige und relativ langandauernde Wirkung auf die Frequenz der GABAergen
Transmission der Pyramidenzellen in der II/IIl. Schicht des PrL.. Schaut man sich den
zeitlichen Verlauf beider Effekte an, so wird eine Tendenz zur Frequenzsteigerung auf
der einen und eine Tendenz zur Frequenzsenkung auf der anderen Seite offensichtlich.
Noch deutlicher stellen sich diese entgegengesetzten Wirkungen in einem direkten

Vergleich beider Wirkungstypen (siehe Abb. 10a) dar.
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Abb. 10a Wirkungstyp II und IV im direkten Seitenvergleich

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Frequenz auf der linken (rot) und der rechten
Seite (blau), 3 Minuten vor und 27 Minuten nach der EPO-Gabe. Die einzelnen Punkte
reprisentieren die errechneten Mittelwerte zum jeweiligen Zeitpunkt mit
entsprechenden einseitigen Fehlerbalken, welche den Standardfehler dieser Mittelwerte
anzeigen. Die Hilfslinie (gestrichelt) ist als Mittelwert aus den ersten 3 Minuten beider
Seiten vor der EPO-Applikation ermittelt worden. Die Werte zum Zeitpunkt -3, zu
Beginn der Aufnahme, stellen den  Mittelwert der drei folgenden
Kontrollaufnahmewerte der jeweiligen Seite dar und sind daher fiktiv.

Vor der EPO-Gabe liegen die Frequenzwerte auf einem nahezu gleich hohem Niveau,

unmittelbar nach der EPO-Gabe ist eine deutliche seitenabhiingig entgegengesetzte
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Frequenzwertinderung tiber 27 Minuten bis zum Schluss der Aufnahmen mit geringen
Schwankungen zum Mittelwert der Kontrollen (gestrichelte Linie) zu verzeichnen. Um
diese entgegengesetzte Wirkung auch statistisch zu verwerten, wurde zunéchst in einem
zweiseitigen unverbundenen t-Test gepriift, ob die Kontrollen beider Seiten, bereits im
Vorfeld aufgrund eventueller postnatal divergenter Entwicklung der Hemisphiren sich
beziiglich der Frequenz der GABAergen Transmission unterscheiden (Stevenson et al.

2008) oder sich dennoch dhneln (siehe Abb. 10b).
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Die Frequenzwerte beider Hemisphiren liegen vor der EPO-Gabe auf annédhernd
gleichem Niveau (Kontrolle links: 4,2+0,3 Hz; Kontrolle rechts: 3,9+0,5 Hz) und auch
die negative Signifikanz (P=0,6) spricht mit grofer Wahrscheinlichkeit fiir die
Gleichheit beider Kontrollen. Ein moglicher Storfaktor, der schon zu Beginn in Form
von unterschiedlich hohen Frequenzwerten beider Seiten vor der EPO-Gabe eine
entgegengesetzte Wirkung unter EPO suggerieren konnte, ist somit unwahrscheinlich
und erlaubt eine statistische Uberpriifung beidseitiger Frequenzwerte nach der EPO-
Applikation. Weil die Frequenzen im Verlauf nach der EPO-Gabe deutlich auseinander
weichen und ihre Distanz im Verlauf zueinander beibehalten (siehe Abb. 10a), ist ein
deutlich negativer Trend rechts sowie ein positiver Trend links zu verzeichnen. Somit
ist schon im Vorfeld eine Formulierung einer Negativ- bzw. Positivhypothese beziiglich
der Frequenzinderung nach der EPO-Gabe im gegenseitigen Vergleich zuléssig. Anders
als beim Vergleich der Kontrollen, in denen es nicht fest stand, ob die eine Seite hohere
oder niedrigere Frequenz aufweisen konnte, ist der Trend nach der EPO-Gabe eindeutig
und erlaubt daher die Wahl eines einseitigen unverbundenen t-Tests (siehe Abb. 10c auf

der nichsten Seite).
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Die durchschnittlichen Frequenzwerte beider Hemisphiren liegen nach der EPO-Gabe
weit auseinander (EPO links: 5,1+0,5 Hz; EPO rechts: 3,1+0,6 Hz). Die Frequenz der
linken Seite ist dabei statistisch signifikant hoher bzw. die Frequenz der rechten Seite
statistisch signifikant niedriger, im Vergleich zur jeweiligen kontralateralen Seite
(P=0,01).

Aus diesen Ergebnissen lidsst sich herleiten, dass das Erythropoetin bei nahezu gleichen
Frequenzausgangswerten der linken und der rechten Seite im direkten Seitenvergleich,
bereits nach kurzer Zeit hemisphirenabhingig und entgegengesetzt die Frequenz der
sIPSC der Pyramidenzellen in der II/IIl. Schicht des Pridlimbischen Cortex von Miusen

veridndert.

3.3. Die meisten Wirkungstypen von EPO sind intraindividuell

Die vier beschriebenen Wirkungstypen von EPO auf das inhibitorische System
neuronaler Netzwerke und die hemisphérenspezifisch entgegengesetzte Natur dieser
Wirkung lassen die Frage offen, ob bei der Anzahl von 14 Versuchsindividuen diese
Variabilitit auf den interindividuellen Unterschieden beruht oder ob diese
Wirkungstypen zur gleichen Zeit in ein und demselben Individuum nebeneinander
vorkommen. Fiir die interindividuellen Unterschiede wiirde die unterschiedliche
Entwicklung der Hemisphirenlateralisation und somit auch der PrL innerhalb einer
Spezies sprechen (Denenberg 1983). So wie es innerhalb der menschlichen Spezies
Links-und Rechtshiindler gibt, besteht eine unilaterale Spezialisierung beziiglich der
préferierten Gliedmaflen und anderen Gehirnfunktionen auch bei niederen Sdugetieren

wie der Ratte oder der Maus. Die Lateralisation ist nicht von vornherein determiniert,
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sondern kann durch duBere Einflusse im Entwicklungsverlauf innerhalb einer Art und
sogar eines Geschlechts variieren (Denenberg 1983). Dies konnte zu der Annahme
fithren, dass auch die Wirkung von EPO auf die Hemisphiren bei ménnlichen Méusen
je nach Individuum variiert. Andererseits werden die neuronalen Netzwerke beider
Hemisphéren durch gleiche globale Neurotransmittersysteme beeinflusst (Benninghoff
and Drenckhahn 2008). Zudem nutzen beide Hemisphéren gemeinsame Mechanismen
der Kommunikation und Datenverarbeitung, sodass auch ein Bestehen mehrerer
Wirkungstypen von EPO, innerhalb eines Individuums zur gleichen Zeit, nebeneinander
nachvollziehbar ist (Agnati et al. 2006). Eine Annidherung zur Losung dieser Frage
liefert ein Vergleich der Wirkungstypen von 8 Miusen, bei denen es gelang mehrere

Pyramidenzellen im Gehirn abzuleiten (siehe Tab. 1).

links rechts

Wirkungstyp 1 Wirkungstyp II Wirkungstyp 11T Wirkungstyp IV

Maus 1 v
Maus 2 v  /

Maus 3 J J
Maus 4

\
\

Maus 5
Maus 6

Maus 7

Maus 8

Tab. 1 Die Ubersicht von mehrfach abgeleiteten Individuen
In der Tabelle sind mehrfach abgeleitete Individuen, nach dem Wirkungstyp geordnet,

dargestellt. Das Zeichen  steht stellvertretend fiir die jeweils durchgefiihrte
Versuchsaufnahme. Zum besseren interhemisphirischen Vergleich wurde die linke
Seite rot und die rechte blau markiert. Méuse bei denen parallel zwei statistisch
signifikante, entgegengesetzte Wirkungstypen registriert wurden, sind farbig besonders
hervorgehoben.

Die Tabelle bestitigt zunéchst aufgrund mehrfacher Ableitungen der Maus 1 bis 3 die
Wiederholbarkeit von Messungen der ersten drei Wirkungstypen innerhalb eines

Individuums auf einer PrL-Seite. Die Ergebnisse sind also nicht nur interindividuell

(siehe Anzahl der Versuche und Individuen zum jeweiligen Wirkungstyp), sondern auch
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intraindividuell reproduzierbar. Doch am aufschlussreichsten sind die Ergebnisse der
letzteren 5 Individuen, die auf eine variable intraindividuelle hemisphérenspezifische
Wirkung von EPO hinweisen. Insbesondere Maus 6 und 7 bestiitigen diese Hypothese,
weil sie die beiden statistisch signifikanten Wirkungstypen nebeneinander aufweisen

(siehe Abb. 11).

M6 M7
links

20 1

Abb. 11 Intraindividuelles Nebeneinander von
104 Wirkungstyp II und IV

Dargestellt sind die durchschnittlichen Frequenzen der
sIPSC nach Gabe von Erythropoetin. Sie sind in
0 - Relation zum  jeweiligen = Durchschnitt  der
Kontrollaufnahmen gesetzt worden. Verglichen
werden dabei jeweils die linke (rot) und die rechte
10 - Seite (blau) einer Maus (M), bei insgesamt 2
Individuen.

sIPSC Frequenz (Kontrolle %)

Ko
(=
L

rechts

Die linke Seite erfihrt bei beiden Individuen eine durchschnittliche Frequenzsteigerung
iiber 27 Minuten nach EPO-Gabe (Maus 6: 6,5 %; Maus 7: 18,5 %), die rechte hingegen
eine Frequenzsenkung (Maus 6: -20,3%; Maus 7: -16,6 %). Stellenweise erreicht diese
Anderung auch héhere prozentuale Werte. Demnach beeinflusst Erythropoetin,
seitenabhingig und entgegengesetzt die Frequenz von sIPSC der Pyramidenzellen ein
und desselben Individuums in der II/III. Schicht des Prédlimbischen Cortex.

Zwar ist es nicht gelungen mehr als zwei unterschiedliche Aufnahmen an einem
Individuum zu machen, um endgiiltig zu kliren, ob alle vier Wirkungstypen innerhalb
eines Individuums auftreten konnten, dennoch liefert deren hohe Anzahl an
intraindividuell variablen Kombinationen einen deutlichen Hinweis darauf, dass die
Wirkungstypen, weniger interindividuell determiniert sind, sondern vielmehr die
Wirkungsbreite von EPO innerhalb eines Individuums wiederspiegeln.

Aus der wissenschaftlichen Sicht ist diese Erkenntnis wichtig fiir das weitere
Verstindnis tiber die Funktion der ortsabhiingig variablen Wirkungen von EPO im PrL
eines und desselben Individuums. Dagegen mahnt diese Erkenntnis, experimentell

betrachtet, zu grofler Vorsicht bei der Datengewinnung und deren Interpretation, denn

40



Ergebnisse

ein Zusammenfiihren aller Ergebnisse in eine Grafik (siehe Abb. 12), wie es hiufig bei
der Datenauswertung geschieht, ergibt zunidchst aufgrund der zum Teil

entgegengesetzten Effekte von EPO auf die Frequenz der sIPSC keine sichtbare

Wirkung.
7 4 —e— Wirkungstyp lund Il
== Alle Wirkungstypen
N |ink5 —e— Wirkungstyp lll und IV
N -
T 6
N
G
5 > ==
o
g
[
T
o rechts
%)
3 -
H"""-..

0 {Kontrolle| EPO |
L) 1

-2 0 2 4 6 8 10 1l2 14 16 18 20 22 24 26
Zeit (min)

Abb. 12 Die Gesamtiibersicht aller Daten der EPO-Wirkung auf die Frequenz
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Frequenz auf der linken (rot) und der rechten
Seite (blau), 3 Minuten vor und 27 Minuten nach der EPO-Gabe. Die einzelnen Punkte
reprisentieren die errechneten Mittelwerte zum jeweiligen Zeitpunkt mit
entsprechenden Fehlerbalken, welche den Standardfehler dieser Mittelwerte anzeigen.
Die stark hervorgehobene schwarze Linie in der Mitte des Laufdiagramms stellt die
Durchschnittswerte der Frequenz aller Versuchsaufnahmen, unabhingig von deren
Lateralisation dar.

Die schwarze Linie innerhalb der Grafik zeigt keinen Effekt von EPO auf die Frequenz,
denn durch das Zusammenfithren aller Daten ohne einen lokalen Bezug oder einer
Zuordnung zu einem Wirkungsmuster werden diese Effekte maskiert. Aus diesem
Grund miissen trotz der intraindividuell gleichzeitig bestehenden, heterogenen Wirkung
von EPO, welche zu einer gemeinsamen Betrachtungsweise aller Wirkungstypen als
Ganzes verleitet, die Effekte dennoch fiir sich allein isoliert betrachtet werden.
Einerseits wird dadurch eine Ubersimplifizierung der EPO-Wirkung verhindert,
andererseits verringert so eine Betrachtungsweise die Gefahr etwas dabei zu iibersehen.
Auf diese Weise eroffnet sich fiir uns eine bisher unbekannte neue EPO-FEigenschaft in

der Umgebung neuronaler Netzwerke.
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4. Diskussion

In dieser experimentellen Arbeit wurde die Wirkung von Erythropoetin auf die
GABAerge Transmission, der Pyramidenzellen in der II/IIl. Schicht, der vitalen
Hirnschnitte vom Prélimbischen Cortex adulter ménnlicher Méuse untersucht. Nach
unseren Erkenntnissen ist das Ergebnis dieses Experiments einzigartig, weil bisher
weder der Nachweis einer sofortigen Wirkung von EPO auf das inhibitorische System
neuronalen Netzwerke noch ein interhemisphérischer Vergleich dieser Wirkung in der
fachspezifischen Literatur beschrieben wurde. Die gewonnenen Erkenntnisse dieser
Versuchsreihe lassen sich wie folgt zusammenfassen: 1) Erythropoetin hat eine
sofortige Wirkung auf die Frequenz jedoch keine Wirkung auf die Amplitude der sIPSC
von Pyramidenzellen in der II/IIl. Nervenzellschicht des PrL; 2) es gibt zwei statistisch
signifikante unterschiedliche Wirkungstypen von EPO; 3) die Wirkungstypen sind im
interhemisphérischen Vergleich des PrL seitenspezifisch und haben einen
entgegengesetzten Effekt auf die Frequenz; 4) intrahemisphirisch sind die
Wirkungstypen nur bedingt an lokale Grenzen gebunden; 5) die Wirkungstypen treten
parallel bei einem und demselben Individuum zur gleichen Zeit auf. Diese Ergebnisse
unterstreichen die vielseitige Funktion des Erythropoetin im zentralen Nervensystem
und er6ffnen ein neues Kapitel in seiner Rolle als modulierendes Agens neuronal
inhibitorischer Transmission, bei der Aufrechterhaltung einer Balance zwischen dem

rechten und dem linken Prilimbischen Cortex.

4.1. EPO ein Neuromodulator mit direkter und schneller Wirkung

Nach aktuellem Stand der Forschung spielt das Erythropoetin sowohl bei der
Entwicklung neuronaler Netzwerke als auch bei deren Protektion im adulten Gehirn
nach akutem oder chronischem Schaden eine wichtige Rolle (Maiese et al. 2012). Dass
das EPO nun auch als ein moglicher Modulator neuronaler Transmission infrage
kommt, ist an sich nicht neu. So ist eine Beeinflussung der Langzeitpotenzierung als
Zeichen fiir eine langfristig verinderte neuronale Transmission durch EPO bereits in
anderen Hirnarealen wie dem Hippocampus nachgewiesen worden (Adamcio et al.
2008; Wojtowicz and Mozrzymas 2008). Neu ist dagegen, dass EPO nicht wie bisher
iiber die Neuroplastizitit, sondern unmittelbar nach seiner Applikation innerhalb einer

Minute die GABAerge Transmission beeinflusst und somit als ein chemischer,
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endogener Neuromodulator zu fungieren scheint. Fir diese neue Rolle erfiillt EPO
bereits folgende Kriterien, die von M. D. Berry tabellarisch aufgelistet wurden (Berry
2004). EPO wird von den Neuronen sowohl synthetisiert als auch von EPO-Rezeptoren,
trotz deren, verglichen mit der Embryonalzeit, deutlich reduzierten Zahl, im adulten
Gehirn gebunden (Chateauvieux et al. 2011). Nach einer Stimulation durch einen akuten
oder chronischen Schaden wird EPO vermehrt im Gehirn gebildet und freigesetzt
(Bernaudin et al. 2000). Es existieren intrazelluldre Signalwege fiir EPO, welche durch
Genaktivierung die neuronalen Netzwerke langfristig verdndern (Chateauvieux et al.
2011). Bei all diesen Kriterien bleiben dennoch manche davon nicht erfiillt. So wurde
EPO bei dieser Versuchsreihe in einer zwar therapeutischen aber physiologisch nicht
erreichbaren Konzentration von 5 L.E/ml appliziert. Die durchschnittliche Konzentration
von EPO im Serum ist aber um ein tausendfaches geringer (Foley 2008). Zudem kann
EPO die Blut-Hirnschranke, welche in unserer Versuchsreihe vollig fehlte, in einer
physiologisch geringen Konzentration in vivo kaum passieren (Chateauvieux et al.
2011). Nichtsdestotrotz ist zumindest im Serum eine Konzentration von bis zu 1,6
LE./ml nach Stimulierung durch Hypoxie moglich (Abbrecht and Littell 1972).
Desweiteren ist es anzunehmen, dass nach einer Stimulation die EPO-Konzentration im
Gehirn durch auto- oder parakrine Ausschuttung durchaus auch hohere Werte, lokal
begrenzt, erreichen kann. Ahnlich den Neuropeptiden ist eine groBe Konzentration von
EPO fiir eine ausgepriagte Wirkung auch gar nicht notwendig, denn durch die
konsekutive Expression und die parakrine Sekretion reichen im Vergleich zu
klassischen Neurotransmittern viel geringere Mengen des Effektors aus, um eine
Wirkung auszulosen (Nicholls et al. 2001). Wie dem auch sei, konnten Versuche mit
unterschiedlichen EPO-Dosierungen in Zukunft zur Erfilllung dieses Kriteriums
beitragen. Ein weiteres Kriterium, welches unerfiillt bleibt, ist ein Nachweis fehlender
Wirkung von EPO durch die Blockade von GABA, denn typisch fiir einen
Neuromodulator ist seine absolute Abhédngigkeit der Wirkung vom eigentlichen
Neurotransmitter (Berry 2004). Eine Versuchskonfiguration bei der nach der Detektion
der EPO-Wirkung Bicucullin zur GABA-Blockade appliziert wird, wire experimentell
sinnvoll. Eine Authebung der Wirkung wiirde dabei auf eine neuromodulatorische
Charaktereigenschaft von EPO hinweisen. Doch auch eine Fortsetzung der Wirkung

wire sehr aufschlussreich. Sie wiirde dann namlich auf die Existenz eines metabotropen
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EPO-Rezeptors im Gehirn hindeuten, welches &dhnlich den bekannten Neuropeptiden
iiber einen eigenen intrazelluliren Signalmechanismus die synaptische Ubertragung
ohne GABA als Vermittler beeinflussen konnte (Nicholls et al. 2001). Die in dieser
Arbeit beschriebene Versuchskonfiguration kann ein solches Wirkungsprinzip von EPO
nicht ausschlieBen. Zwar wurde standardméBig mittels von CNQX, AP5 und Strychnin
die GABAerge Transmission untersucht, dennoch wiirde auch eine direkte Verdnderung
der synaptischen Transmission durch einen GABA-unabhéingigen Signalweg von EPO
sich unabhéngig von seiner exzitatorischen oder inhibitorischen Eigenschaft, auf die
synaptische Ubertragung im Zusammenschau gewonnener Daten auswirken. Solch eine
Wirkung wire allerdings nur dann moglich, wenn die aufgenommene Zelle selbst
postsynaptisch EPO-R aufweisen wiirde, denn anders lokalisierte Rezeptoren wiirden
demzufolge eine Signalkaskade mit ferner EPO-Wirkung tiber die Transmitter wie
GABA voraussetzen. Bei zukiinftigen Versuchsreihen kdnnte man daher versuchen, auf
den unmittelbar elektrophysiologisch abgeleiteten Zellen, immunhistochemisch die
entsprechenden Rezeptoren zu detektieren. Die Wahl der richtigen Antikorper fiir die
EPO-R stellt dabei die groBite Herausforderung dar, denn es mehren sich Hinweise
darauf, dass es neben dem klassischen homodimeren EPO-R auch weitere bisher nicht
nédher erforschte Rezeptoren fiir EPO gibt (Chateauvieux et al. 2011; Sanchez et al.
2009). Diese weisen zwar eine geringere Affinitit zu EPO als ein gewdohnlicher
zentraler EPO-R auf, jedoch sind sie viel stirker in die weiter unten beschriebenen,
schnellen Signalwege von EPO integriert. Die elektrophysiologische oder
immunhistochemische Differenzierung zwischen der GABA-abhingigen oder der
GABA-unabhingigen Wirkung von EPO sollte daher das primére Ziel zukiinftiger
Versuchsreihen zu diesem Thema sein. Unabhiingig davon bleibt ein weiteres wichtiges
neuromodulatorisches Kriterium, ndmlich ein bereits bekannter schneller intrazellulirer
Signalweg von EPO im ZNS, welcher seine experimentell erhobene, sofortige Wirkung
erkldren konnte, unerfiillt. Jedoch gibt es Hinweise, dass einer der wahrscheinlichen
Hauptakteure bei einem solchen Signalweg moglicherweise das freie Kalziumion sein
konnte. So steigert EPO iiber die Aktivierung der Proteinkinase C in kiinstlich
geziichteten Phidochromozytom (PC12)-Zellen die intrazelluléire Konzentration freier
Kalziumione (Hand and Brines 2011). Diese Kalziumione kommen von extrazellulir

und deren Influx nach intrazellulir kann mittels EGTA unterbunden werden (Masuda et
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al. 1993). Kalzium ist auch insofern ein bedeutender Kandidat, als dass es neben den
bisher bekannten iiberwiegend langsamen Signalwegen von EPO (Chateauvieux et al.
2011) alternativ aufgrund seiner Beteiligung bei zahlreichen intrazelluldren
Signalkaskaden fiir den Beginn eines schnellen intrazelluldren Signalwegs infrage
kommt (Berridge 2004). Eine Entschliisselung eines solchen Signalwegs konnte
letztendlich die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse auf molekularer Ebene
bestitigen. In Zukunft kénnte man daher mithilfe von Kalzium-Imaging die Anderung
der intrazelluliren Kalziumionenkonzentration nach der EPO-Gabe in vitalen
Hirnschnitten messen (Higley and Sabatini 2008). Die kalziumvermittelte Wirkung
mittels intrazelluldr applizierter Chelatoren fiir Kalzium wie EDTA oder
Kalziumkanalblocker wie Nicardipin wihrend der Patch-Clamp-Ableitung zu beenden
oder von vorn herein zu verhindern, wire ebenfalls eine Option, um diesen Signalweg
zu priifen (Koshimura et al. 1999; Masuda et al. 1993). Allerdings konnte EPO
grundsitzlich entsprechend dem anatomischen und funktionellen Aufbau einer Synapse
sowohl prisynaptisch durch verdnderte Neurotransmitterausschiittung als auch
postsynaptisch durch verdnderte rezeptorvermittelte Neurotransmitterwirkung den
gemessenen Effekt auf die synaptische Ubertragung durch Kalzium triggern, sodass
unter Umstinden, ein auf die Zielzelle selbst begrenztes Kalzium-Imaging oder eine
intrazellulire EDTA-Applikation ergebnislos wire. Es wire also interessant auch
unabhiingig vom eigentlichen Signalweg zu wissen, ob der Signalursprung von EPO
pré-, postsynaptisch oder sogar beidseitig an der Synapse lokalisiert ist. Eine
Erforschung der EPO-Wirkung mithilfe der Patch-Clamp-Ableitungen von
inhibitorischen synaptischen Miniaturstrémen konnte diese Wissensliicke schlielen
(Edwards et al. 1990).

Neben Kalzium konnten auch andere Komponenten des schnellen Signalwegs nach der
EPO-Applikation von groBem Interesse sein. Zwar sind viele weitere Signalproteine
durch intrazellulidre Konzentrationserh6hung freier Kalziumione aktivierbar (Higley and
Sabatini 2008), doch der wahrscheinlichste Kandidat, der hierdurch die Wirkung von
EPO weiterleitetet ist Stickstoffmonoxid (NO). Er wird nach der Aktivierung der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) durch EPO in den Neuronen gebildet (Koshimura et
al.  1999). Eine Verkniipfung zwischen EPO-R und der endothelialen

Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) ist aulerdem auch bei den intrazerebralen Gefifien
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beschrieben worden (Su et al. 2011). Bemerkenswert ist hierbei der besondere EPO-R-
Typ mit Rezeptoruntereinheit CD 131, der sowohl auf den Neuronen als auch auf dem
Endothel zerebraler Gefille vorkommt und die Signalkaskade tiber Kalzium und NO in
Gang setzt (Su et al. 2011; Masuda et al. 1993). Ahnlich wie bei der neuroprotektiven
Wirkung von EPO, bei der neben dem Hirngewebe die Gefilie eine wichtige Rolle in
der endgiiltigen Effektvermittlung spielen (Santhanam and Katusic 2006), konnte EPO
nicht nur iiber die Neurone sondern auch iiber die GefiBle auf die unmittelbare
synaptische Transmission Finfluss nehmen. Nach der EPO-Applikation kann sowohl
neuronal als auch endothelial produziertes NO aufgrund seiner Eigenschaften das
benachbarte Gewebe perfundieren (Nicholls et al. 2001) und die im Versuch gemessene
Veriinderung bei der synaptische Ubertragung bewirken. Eine in unserem Labor
durchgefiihrte kleine Versuchsreihe am linken PrLL (Ergebnisse nicht dargestellt) hat
ergeben, dass der zuvor gemessene Effekt von EPO durch einen NOS-Inhibitor 7-
Nitroindazol (7NI) deutlich gemindert wird. Eine hohere Fallzahl und eine lingere
Inkubation mit dem NOS-Inhibitor konnte sehr wahrscheinlich die bereits gemessene
Tendenz auch statistisch bestétigen. Experimente mit Dexamethason, welches &hnlich
dem EPO {iiberwiegend fiir seinen langsamen neuromodulatorischen Effekt iiber
Genexpression bekannt ist, zeigten, dass das freigesetzte Stickstoffmonoxid eine
wichtige Rolle in der synaptischen Transmission spielt, indem es die Frequenz der
GABAergen Transmission direkt beeinflusst (Di et al. 2009). Der Grundstein fiir die
Erforschung schneller Signalwege fiir EPO ist also noch vor den Ergebnissen dieser
Arbeit bereits gelegt worden, deren weitere Aufdeckung ist prinzipiell durch
Experimente moglich. Schwierig ist es allerdings die experimentelle Unterscheidung
zwischen dem endothelialen und neuronalen Ursprung des Signalwegs vor allem dann,
wenn man unter realen Bedingungen mit vitalen Hirnschnitten arbeitet. Selektive NOS-
Blocker konnten dennoch dabei helfen die Rolle der jeweiligen Gewebesorte in der
synaptischen Ubertragung getrennt voneinander zu erforschen. Die Gefahr einiger
NOS-Blocker wie 7-NI besteht jedoch darin, dass sie durch die Aktivierung anderer
Transmittersysteme, die im Fokus der Versuche stehende synaptische Ubertragung
sekundér stéren konnten (Moore and Handy 1997). Nicht ausgeschlossen ist es auch,
dass EPO selbst nicht ilber GABA oder NO, sondern iiber andere Transmitter wie

Dopamin, Acetylcholin oder Serotonin die Anderung sekundir in der synaptische
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Ubertragung verursacht. Fiir Dopamin spricht dessen neuromodulatorische Rolle in der
asymmetrischen Stressverarbeitung durch PrL (Sullivan et al. 2014) und dessen
vermehrte Freisetzung durch EPO bereits wenige Minuten nach der EPO-Applikation in
kulitivierten Phdochromozytom (PC12)-Zellen (Koshimura et al. 1999; Masuda et al.
1993). Hierbei spielt freier Kalzium am Anfang der Signalkaskade ebenfalls eine
wichtige Rolle, indem es neben der kurzfristigen Dopaminfreisetzung auch dessen
Synthese tiber die Hochregulation der Tyrosinhydroxylase steigert (Masuda et al. 1993).
Zu guter Letzt sollte neben der Modulation der chemischen Transmission auch an eine
mogliche Modulation der elektrischen Transmission durch EPO gedacht werden.
Bekanntermaflien kommunizieren die Neurone iiber die Connexone mit benachbarten
Zellen, wodurch die Ionenstréme direkt weiter geleitet werden konnen (Budde 2003).
Genau wie die chemische Synapse unterliegt die elektrische Synapse zahlreichen
Modifikationsprozessen durch chemische Neurotransmitter wie Dopamin (Pereda et al.
2013). Die in dieser  Arbeit angewendete  Patch-Clamp-Technik in
Ganzzellkonfiguration ergibt nur ein Gesamtbild der detektierten Membranstréme, die
durch beide Synapsenarten vermittelt werden. Dieses Verfahren kann daher einen
moglichen Anteil elektrischer Synapsen an der Frequenzéinderung durch EPO nicht vom
Anteil chemischer Synapsen unterscheiden. Eine experimentelle Uberpriifung des
Ionenstromanteils an der synaptischen Ubertragung durch gap junctions unter EPO ist
nach der volligen Ausschaltung der chemischen Transmission mit AP5, CNQX,
Strychnin und Bicucullin bei gleichzeitiger extrazelluldrer Stimulation nahe des
Ableitungsortes mittels Patch-Clamp-Technik in Ganzzellkonfiguration und Voltage-
Clamp-Modus moglich (Pereda et al. 2013).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit kombiniert mit den Ergebnissen anderer Autoren
schlieBen Erythropoetin als potentiellen Neuromodulator mit sofortiger Wirkung auf die
neuronalen Netzwerke keinesfalls aus, sondern weisen eher im Gegenteil darauf hin,
dass EPO nahezu alle Kriterien dafiir bereits erfiillt oder durch weitere Experimente

nachweislich erfiillen konnte.

4.2. Die Mechanismen der hemisphiarenspezifischen EPO-Wirkung

Der Nachweis einer sofortigen Wirkung von EPO auf die Frequenz der sIPSC war in

dieser Arbeit genauso iberraschend, wie die Anzahl an hemisphirenspezifischen

47



Diskussion

Wirkungstypen und deren zum Teil entgegengesetzten Natur (siehe Wirkungstyp II und
VI). Die anatomische und funktionelle Asymmetrie der Hemisphdren und somit
einzelner Hirnregionen wie dem PrL ist bereits bekannt, neu allerdings ist, dass eine
potentiell neuromodulatorische Substanz wie EPO diese Asymmetrie durch messbar
unterschiedliche und entgegengesetzte Effekte wiederspiegelt. Um zu verstehen wie
eine und dieselbe Substanz mehrere unterschiedliche Wirkungen, die zum Teil
entgegengesetzt sind, innerhalb eines Individuums aufweisen kann, sollte zunichst die
Funktionalitét anderer bereits gut untersuchter Neurotransmitter und Neuromodulatoren
betrachtet ~ werden. Unter  Vernachldssigung einer  ortsspezifischen  und
hemisphérenabhingigen Wirkung kénnen Dopamin, Norepinephrin und Serotonin iiber
verschiedene Rezeptorsubtypen, welche verschiedene Signalwege in Gang setzten,
zahlreiche und zum Teil entgegengesetzte Wirkungen im ZNS auslosen. (Sarbadhikari
and Saha 2006). Auch EPO besitzt nach der Entdeckung einer weiteren, neben dem
bekannten Rezeptorhomodimer, CD 131 EPO-Rezeptor-Komponente, mindestens zwei
unterschiedliche Rezeptorsubtypen im ZNS (Sanchez et al. 2009). Die Variabilitiit an
Verkniipfungen von EPO-R mit unterschiedlichen second massenger ist sogar um ein
vielfaches hoher (siehe Abb. 3), sodass auch hier zum Teil entgegengesetzte Wirkungen
je nach Rezeptorkonstellation zu erwarten sind. Dennoch bleibt diese Annahme hochst
spekulativ, da es vor allem iiber die schnellen Signalwege von EPO, die im Mittelpunkt
dieser Arbeit stehen, nur wenig bekannt ist. Eine substantielle Grundlage fiir schnelle
Signalwege konnte, wie bereits im vorherigen Kapitel erwéhnt, das Kalziumion liefern.
Aufgrund der Variabilitit und der rdumlichen Trennung der durch Kalzium getriggerten
moglichen Signalwege, wiren die vier Wirkungstypen von EPO selbst durch nur einen
einzigen Rezeptortyp nicht nur intraindividuell, sondern sogar innerhalb einer und der
selben Zelle vorstellbar (Higley and Sabatini 2008). Doch die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen eher das Gegenteil. Die Wirkung von EPO scheint einer intrahemisphérischen
GesetzmiBigkeit zu folgen, die unter anderem durch eine hemisphérenspezifische
Rezeptorverteilung erklért sein konnte, sodass alle Wirkungstypen nicht in einem und
demselben Gebiet ableitbar sind. Dabei scheint die rechte Seite iiberwiegend
Rezeptorsubtypen zu besitzen, welche im Durchschnitt die GABAerge Transmission
nach der EPO-Gabe hemmen. Die linke Seite dagegen weist Rezeptorsubtypen auf,
welche die inhibitorisch synaptische Ubertragung umgekehrt unter EPO steigern. Dabei
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ist eine intraindividuell spezifische Verteilung von Rezeptoren zwischen den
Hemisphédren nicht neu und wurde bereits bei anderen Neurotransmittern und
Neuromodulatoren nachgewiesen (Sarbadhikari and Saha 2006). Auch wenn die
einzelnen Subtypen nicht absolut auf die jeweilige Hemisphire beschréinkt sein sollten
und die Rezeptorsubtypen der jeweiligen kontralateralen Seite sich ebenfalls in beiden
Hemisphiren zu geringeren Anteilen befinden kénnten, darf man nicht vergessen, dass
mittels der Ganzzell-Ableitung gleich ein groleres Netzwerk aus Neuronen
experimentell betrachtet wird, bei dem sich in der Summe nur der eine Wirkungstyp
durchschnittlich detektieren ldsst, welcher durch das am héufigsten in der jeweils
abgeleiteten Hirnregion vorkommenden EPO-R-Subtyp vermittelt wird. Desweiteren
haben sowohl die hemisphirenspezifischen Zellrezeptoren als auch deren spezifische
lateralisierte Verteilung eine zum Teil klar definierte molekulare Basis, denn je nach
Hemisphiire sind andere Gene aktiv, die letztendlich den links- und rechtsseitigen
hemisphirischen Phinotyp prigen (Alqadah et al. 2013). Dabei konnen die
molekularen, anatomischen und funktionalen Asymmetrien randomisiert (zufillig) und
oder direktional (gerichtet) auftreten (Sagasti 2007). In dieser Arbeit deutet die
hemisphérenspezifische EPO-Wirkung bei allen Versuchstieren auf eine gerichtete
Asymmetrie der Hemisphirenfunktion unter EPO hin, da die Wirkungstypen stets
spezifisch und regelmifBig auf nur eine der beiden Hemisphéren begrenzt sind. Anders
als die randomisierte Asymmetrie, welche sich erst nach einem postnatalen
Entwicklungsprozess auskristallisiert, ist die gerichtete Asymmetrie zu Beginn
embryonaler Entwicklung des Nervensystems bereits vorhanden (Sagasti 2007).
Hierdurch scheint es fast unmoglich zu sein, elektrophysiologisch die EPO-Wirkung
vor der Determinierung der Lateralisation zu priifen. Andererseits setzt eine frithe
strukturelle Lateralisation nicht unbedingt eine funktionelle Lateralisation im ZNS
voraus. So befindet sich die sprachdominante Hemisphire bei Patienten mit Kartagener
Syndrom, bei denen die Lateralisation der inneren unpaaren Organe héufig aufgrund
einer Mutation nicht mehr gerichtet, sondern randomisiert auftritt, trotzdem
iiberproportional hiufig auf der linken Seite (Lin and Burdine 2005). Dies legt die
Vermutung nahe, dass es vor allem im zentralen Nervensystem neben der gerichteten
entwicklungsunabhéngigen prinatalen Asymmetrie, eine gerichtete postnatale

Lateralisation zu geben scheint, welche wihrend der postnatalen Entwicklung durch die
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Umgebung beeinflussbar ist. Bereits in der Vergangenheit wurde Corpus calossum als
eine wichtige anatomische Struktur solch einer entwicklungsabhéngigen Lateralisation
identifiziert (Denenberg 1983). In Zukunft konnte die Erforschung von EPO-R-
Subtypen und deren interhemisphirischen Verteilung in adulten Individuen mit
genetischen und immunhistochemischen Methoden, einen Aufschluss iiber deren bereits
prénatal determinierte asymmetrische Natur erbringen. Die Anstrengungen, die dafiir
unternommen wurden, liegen Jahre zuriick und sind leider nicht unter dem Aspekt der
hemisphérenspezifischen Verteilung von EPO-R gemacht worden (Marti et al. 1997;
Digicaylioglu et al. 1995). Durch elektrophysiologische Experimente mit weitaus
jungeren Individuen aus der frithen postnatalen Periode wire es interessant zu erfahren,
ob die asymmetrische EPO-Wirkung in frithen Lebensstadien besteht und ob sie durch
postnatale mechanische Manipulation am Corpus calossum im spéteren
Entwicklungsstadium der Individuen beeinflussbar ist.

Eine andere mogliche Ursache fiir variable und teils entgegengesetzten EPO-Effekte
konnte die paradoxe bidirektionale EPO-Wirkung sein, bei der, die fiir die jeweilige
Hemisphédre individuelle  Wirkungsdosis fiir die vorhandene  Variabilitit
ausschlaggebend sein konnte. Allgemein ist bekannt, dass einige Substanzen anstelle
einer erwarteten Wirkung unter bestimmten Bedingungen eine entgegengesetzte
Wirkung zeigen (Smith et al. 2012). Untersuchungen der Dosis-Wirkungsbeziehungen
von EPO auf Phiochromozytom (PC12)-Zellen zeigten zum Teil einen umgekehrt U-
formigen Zusammenhang (Koshimura et al. 1999). So fiithrten héhere Dosen von EPO
zu einem viel geringeren Effekt als erwartet (Masuda et al. 1993). Somit scheint ein
mogliches Dosis-Optimum fiir EPO zu existieren. Weit hohere Dosen von EPO wurden
dabei nicht weiter untersucht, sodass ein entgegengesetzter Effekt von EPO im
zentralen Nervensystem bisher nur in dieser Arbeit beobachtet wurde. An anderen
Organen wie der Lunge konnte jedoch gezeigt werden, dass je nach Dosierung EPO
positive oder negative Effekte zumindest langfristig hervorrufen kann, in dem es
protektiv oder destruktiv auf das Lungengewebe einwirkt (Kakavas et al. 2011).
Angenommen die beiden Hemisphéren besitzen aufgrund der gegebenen Asymmetrie
jeweils ein eigenes Dosis-Optimum fiir EPO, so wiirde eine Uber-oder Unterdosierung
der rechten Seite zu geringerem beziehungsweise keinem Effekt von EPO fiihren (siehe

Wirkungstyp III) oder sogar einen negativen Effekt aufweisen (siehe Wirkungstyp IV).
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Wiirde die gleiche Dosis von EPO auf der linken Seite im optimalen Bereich liegen, so
wiirde infolgedessen ein positiver Effekt auftreten (siehe Wirkungstyp I und II). Somit
konnte nur ein einziger Rezeptortyp von EPO aufgrund seiner asymmetrischen
Verteilung auf beide Hemisphidren und gegebenen lokalen hemisphérenspezifischen
Faktoren fiir unterschiedliche Effekte von EPO verantwortlich sein. Ein weiterer
Hinweis auf ein hemisphirenspezifisches Dosisoptimum ist aus der Tabelle 1 zu
entnehmen. Es gibt zwar zahlreiche intraindividuelle Kombinationen der
Wirkungstypen, jedoch kommen der linksseitige Wirkungstyp I und 1I, ebenso wie der
rechtsseitige Wirkungstyp III und IV nicht gemeinsam nebeneinander in einem
Individuum vor. Dies konnte entweder mit der geringen Versuchszahl von 8 Individuen,
deren Gehirn mehrfach abgeleitet wurde, zusammen héngen oder ein indirekter Hinweis
dafiir sein, dass fiir jeden Wirkungstyp von EPO, ein intraindividuelles und
intrahemisphirisches Dosisoptimum besteht, welches bei der regelmifigen Gabe von 5
LE./ml EPO links tiberwiegend erreicht, rechts hingegen bis hin zum entgegengesetzten
Effekt verfehlt wird. Dieses Dosisoptimum miisste individuell so stabil sein, dass es pro
Individuum und Hemisphédre nur jeweils ein einziger Wirkungstyp bei unveridndert
bleibender EPO-Dosis detektiert werden konnte (siehe Tab. 1). Eine zukiinftige
Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von EPO auf beide Hemisphiren, bei der
eine Hemisphire eines Individuums durch unterschiedliche Dosierungen von EPO
untersucht wird, konnte diese Hypothese {iberpriifen. In der oben aufgefiihrten
Annahme, dass EPO iiber weitere signalweiterleitende Substanzen wie Dopamin oder
Stickstoffmonoxid seine Wirkung entfaltet (Koshimura et al. 1999), kénnte auch deren
Rezeptorverteilung und Mengenoptimum indirekt fiir die beschriebenen Effekte von
EPO verantwortlich sein. So konnte die in beiden Hemisphéren durch das gleiche EPO-
Rezeptor freigesetzte Menge an Dopamin aufgrund der unterschiedlichen
hemisphérenspezifischen Verteilung der dopaminergen Rezeptorsubtypen (Sarbadhikari
and Saha 2006), ebenso zu unterschiedlichen elektrophysiologisch messbaren,
hemisphirenspezifischen Effekten fithren. Auch mit dem Stickstoffmonoxid als
Effektvermittler wéren die aufgezeichneten verschiedenen Wirkungstypen von EPO
vorstellbar. BekanntermaBen wird die Konzentration von NO, der dann als second
massenger die GABAerge Transmission beeinflussen koénnte, durch EPO sowohl in

Neuronen als auch im Endothel erhoht (Su et al. 2011; Koshimura et al. 1999). So
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konnte die Konzentration von NO in der Umgebung der Zellen, welche in der Nihe
groBBer Gefille abgeleitet wurden nach einer Zeit (ca. 6 Minuten) so stark ansteigen, dass
die initial starke Frequenzsteigerung iiber NO durch EPO nicht mehr vermittelt wird
(sieche Wirkungstyp 1), da das Dosisoptimum iiberschritten wire. Die abseits grofer
Gefille abgeleiteten Zellen hingegen wiirden einen kontinuierlichen Effekt zeigen (siehe
Wirkungstyp 1II), weil die NO-Konzentration in ihrer Umgebung im Kkonstanten
optimalen Bereich verbliebe und die Wirkung daher kontinuierlich messbar wére. Unter
der Beriicksichtigung, dass die Hemisphédren anatomisch, funktional und molekular
asymmetrisch sind, konnte die rechte Seite im Durchschnitt mit geringeren Dosen von
NO, die durch EPO erzeugt werden auskommen beziehungsweise bei hoheren Dosen
keinen Effekt zeigen (siehe Wirkungstyp III) oder sogar einen entgegengesetzten Effekt
bewirken (siehe Wirkungstyp IV). Bei zukiinftigen Experimenten sollte daher auf jeden
Fall die Nihe des Ableitungsortes zu grolen Gefdlen mit viel Endothelgewebe
beriicksichtig werden, da dieser Umstand fiir die intrahemisphérische Effektvariabilitéit
von EPO infrage kommt.

Die aufgestellten Theorien zum Mechanismus, der zum Teil entgegengesetzten EPO-
Wirkung, schlieBen EPO als einen moéglichen Neuromodulator keinesfalls aus, sondern
zeigen eher, dass seine bidirektionale hemisphérenabhiingige Wirkungsweise mit seinen
Eigenschaften als Neuromodulator durchaus vereinbar ist. Die Neuromodulatoren
dienen gerade dazu, ein anatomisch vorstrukturiertes Netzwerk in ein funktionelles zu
konfigurieren (Pflueger 2007). Betrachtet man zwei Netzwerke, in diesem Falle die des
linken und des rechten PrL, die anatomisch und strukturell asymmetrisch sind, so wird
es offensichtlich, dass ein und derselbe Modulator wie EPO dementsprechend
funktional asymmetrische und zum Teil entgegengesetzte Wirkungen in diesen

Netzwerken hervorrufen kann.

4.3. Die Bedeutung der hemisphirenspezifischen EPO-Wirkung

Die Rolle von Erythropoetin im hédmatopoetischen System ist ausfiihrlich studiert
worden, wobei das Wissen dariiber seit Jahren erfolgreich in Therapiestrategien bei
Andmien unterschiedlichster Ursachen umgesetzt wird (Lombardero et al. 2011). Das
Endergebnis der therapeutischen und physiologischen Wirkung von EPO ist eine

Erhohung des Blutvolumens durch eine Steigerung der Sauerstofftrigeranzahl
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(Chateauvieux et al. 2011). Infolgedessen kommt es zu einer verbesserten Herz-
Kreislaufleistung, die eine Versorgung der Organe mit Sauerstoff gewéhrleistet. Auf
den ersten Blick haben die Ergebnisse dieser Arbeit nichts mit dem Herz-Kreislauf zu
tun, doch unter differenzierter Betrachtung wird deutlich, dass Erythropoetin durch eine
zentral vermittelte Erhohung des Blutdruckes und der Herzfrequenz, die Herz-
Kreislaufleistung parallel zur Erythropoese steigern konnte. Wie in dieser Arbeit
gezeigt, fiihrt Erythropoetin zentral zu einer Erhohung der Frequenz der GABAergen
Transmission im linken PFC und zu deren Senkung im rechten PFC. Unter der
Annahme, dass eine stressbedingte Uberfunktion des rechten PFC, welche zusammen
mit der Unterfunktion des linken PFC zu einem gesteigerten Sympathikotonus fiihrt
(Cerqueira et al. 2008), kann EPO durch eine Drosselung der Inhibition im rechten PFC
(siche Wirkungstyp IV) begleitet von einer Steigerung der Inhibition im linken PFC
(sieche Wirkungstyp II) ebenfalls sympathomimetisch wirken. Aufgrund der besonderen
Verkniipfung zwischen dem rechten und dem linken PFC (siehe Abb. 1) wird deutlich,
dass durch Steigerung der Inhibition auf der linken Seite (siehe Wirkungstyp II), die
inhibitorisch nach kontralateral projizieret, die rechte Seite in ihrer Funktion
moglicherweise weiter enthemmt wird. Fine Enthemmung der rechten Seite durch
gesteigerte Inhibition links und eine ipsilaterale Senkung der eigenen Inhibition,
konnten gemeinsam zu einer Potenzierung des rechtsseitig vermittelten
Sympathikotonus mit all den Folgen fiir den Herzkreislauf fithren (siehe. Abb. 2). So
erscheint es auch von physiologischer Seite aus betrachtet als plausibel, dass EPO bei
einer Hypoxie zur besseren Durchblutung hypoxischer Organe, nicht nur die
Sauerstofftrigeranzahl langfristig erhoht, sondern auch kurzfristig tiber Steigerung der
Herzfrequenz und des Blutdruckes die Herz-Kreislaufleistung verbessern kénnte. Eine
bekannte Nebenwirkung der EPO-Therapie ist zudem der Hypertonus, welcher
moglicherweise einen aggravierten Zustand der sympathomimetisch verursachten
Blutdrucksteigerung darstellen konnte. Zudem zeigte eine Metaanalyse, dass die
Entwicklung einer Hypertension wihrend der Therapie mit EPO-Derivaten zwar dosis-
jedoch nicht himoglobinabhéngig ist (Koulouridis et al. 2013). Dies konnte ein Hinweis
auf die zentral verursachte Hypertension durch EPO sein, welcher gleichzeitig indirekt
die Hypothese iiber die zentrale blutdrucksteigernde Wirkung von EPO stiitzt. Zwar ist

die Bluthirnschranke fiir EPO nur wenig permeabel (Chateauvieux et al. 2011), was
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gegen eine derartige Gleichschaltung der peripheren und zentralen EPO-Funktion
sprechen wiirde, doch kann eine Erhohung von verschiedenen Metaboliten chronisch
kranker, dialysepflichtiger Patienten, welche die gro3te Behandlungsgruppe durch EPO
in der Metaanalyse reprisentieren (Koulouridis et al. 2013), zur Aufhebung der
Bluthirnschranke fiithren. Interessant wire es daher in Zukunft zu erfahren, ob der
Hypertonus tiberwiegend zentral durch den gesteigerten Sympathikotonus oder peripher
durch erhohte Erythropoese vermittelt wird. Eine pathophysiologische Erklérung dafiir
wird leider nicht durch diese Arbeit hinreichend erbracht. So bleibt die Wirkung von
EPO auf den IL, einem wichtigen Bestandteil des PFC bei der Regulation des
Hypertonus bisher unerforscht. Auch ist es kaum moglich den rechten und den linken
PFC in einer gemeinsamen Ableitung miteinander vereint zu untersuchen, da die
commissurale Bahnen, iiber welche die beiden Rindenareale kommunizieren, (siehe
Abb. 1) bei der Anfertigung vitaler Hirnschnitte zerstort werden. Zumindest aber wére
ipsilateral eine erhaltene Kommunikation zwischen dem PrLL und dem IL in einem
Hirnschnitt vorstellbar, sodass diese unter EPO-Einfluss elektrophysiologisch
untersucht werden konnte. Interessant wiire es dabei auch zu erfahren, wie sich die
gegenseitig inhibitorische Kontrolle zwischen dem PrL. und dem IL nach der EPO-Gabe
ipsilateral verdndert und dadurch den Sympathikotonus beeinflusst.

Eine weitere gut erforschte Funktion von EPO im ZNS, die durch Ergebnisse dieser
Arbeit jedoch nur zum Teil gestiitzt wird, ist die Neuroprotektion beim akuten und
chronischen Stress. Zwar beruhen die antiapoptotischen, antiinflammatorischen und
antioxidativen Effekte von EPO auf Aktivierung von Genen, die erst nach mehrmaliger
Applikation von EPO mit einer Zeitverzogerung aktiv werden (Chateauvieux et al.
2011), dennoch scheint auch die sofortige Wirkung von EPO ein neuroprotektives
Potential zu besitzen. Die linke Seite des PFC, zu dem auch der in dieser Arbeit im
Fokus stehende PrLL gehort, ist stressanfilliger als die rechte Seite (Cerqueira et al.
2008). Eine Steigerung der GABAergen Transmission durch Frequenzerhéhung links
nach der EPO-Ausschiittung (sieche Wirkungstyp II) konnte also eine neuroprotektive
Wirkung auf den linken PrL ausiiben, indem dieser vor iibermifiger Exzitotoxizitét
geschiitzt wird. Welche Funktion in diesem Zusammenhang die gleichzeitige
intraindividuelle Deaktivierung des inhibitorischen Systems im rechten PrL hat, bleibt

allerdings unklar. Der rechte PFC, der unter Stress hypertrophiert (Cerqueira et al.
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2008), konnte durch eine Drosselung des inhibitorischen Systems vermehrt auf bisher
unbekannte Weise in seiner kompensatorischen Funktion von EPO profitieren.
Allerdings wiirde es dann auch bedeuten, dass Erythropoetin die stressbedingte
Symptomatik durch Desinhibition des rechten PFC verstéirkt (sieche Abb. 2). Aus
klinischen Studien geht jedoch hervor, dass eine Verabreichung von EPO eher eine
positive Auswirkung auf schwer therapierbare psychiatrische Erkrankungen wie
Depression und Angststorung zeigt und daher die stressbedingte Symptomatik eher
lindert als verstirkt (Miskowiak et al. 2012). Uber die gesteigerte rechtsseitige
Exzitation nach Drosselung des inhibitorischen Systems unter EPO, wiire auch eine
vermehrte ipsilaterale Aktivierung der AMPA-Rezeptoren vorstellbar, welche
erwiesenermallen einen neuroprotektiven Effekt unter chronischem Stress vermittelt
(Cerqueira et al. 2008). Isoliert betrachtet, lassen sich die EPO-Wirkungstypen mit den
bisher bekannten neuroprotektiven Eigenschaften von EPO durchaus vereinbaren. Eine
gemeinsame intraindividuelle Betrachtungsweise aller Wirkungstypen steht jedoch,
dhnlich wie es bei ihrer entgegengesetzten Wirkungsweise der Fall ist, in einem
Widerspruch zur Neuroprotektion. Nur eine differenziertere und detailliertere
Betrachtungsweise einzelner Kommunikationswege, samt der Faserqualititen und
Neurotransmitter kann die aufgetauchten Fragen beantworten und bestehende
Widerspriiche beseitigen. Bisher ist nur ein kleiner Anteil an Kommunikationswegen
durch diese Arbeit erfasst worden. In erster Linie wurde die hemisphérenspezifische
Wirkung von EPO auf die GABAerge Transmission in der II/IIl. Pyramidenzellschicht
des PrL erhoben, deren apikale Dendriten wichtige Afferenzen aus dem limbischen
System wie Amygdala und Hippocampus erhalten und deren basalen Dendriten
hingegen Afferenzen aus dem Thalamus empfangen (Cerqueira et al. 2008). Bereits im
gesunden Zustand gibt es hemisphérenspezifische Asymmetrien in der Dendritenlénge
und deren Besetzung mit Dornfortséitzen. Auf Stress reagieren die Pyramidenzellen
ebenfalls seitenspezifisch. Bei Ratten kommt es rechts zu einer Lingenreduktion der
apikalen Dendriten, links hingegen kommt es zu einer Abnahme der Dornfortsétze auf
basalen Dendriten ohne einer apikalen oder basalen Lingenédnderung (Perez-Cruz et al.
2009). Eine stressbedingte Veridnderung der anatomischen Verhiltnisse im PrL fiihrt
bekanntlich zu psychopathologischen Verhaltensaberrationen (Goto et al. 2010).

Hierbei konnte das Erythropoetin als Neuromodulator, die durch Stress neu
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geschaffenen anatomischen Verhéltnisse funktional kompensieren und dadurch die
Verhaltensflexibilitit und das Arbeitsgedichtnis aufrecht erhalten. In klinischen Studien
fithrte die Applikation von EPO bereits zur Linderung von psychiatrischen Symptomen
und zur Verbesserung der Verhaltensflexibilitit und des Arbeitsgedédchtnis (Miskowiak
et al. 2012). Somit konnte Erythropoetin, neben der Neuroprotektion des ZNS, eine
wichtige Rolle bei der funktionale Anpassung der neuronalen Kommunikation an die
durch Stress erzeugten anatomischen Verdnderungen spielen. Dabei konnte EPO direkt
oder tiber die Erhohung von Dopamin (Koshimura et al. 1999) die synaptische
Transmission modulieren (Stevenson et al. 2008). Anders als bisher gedacht, kdnnte
diese Modulation nicht nur als langfristiger und verspiteter Effekt (Adamcio et al.
2008), sondern wie in dieser Arbeit gezeigt, unmittelbar nach der ersten EPO-Gabe
innerhalb weniger Minuten auftreten. Dennoch ist das Wissen {iber die
interhemisphérische Asymmetrie von dem PFC und seiner Verkniipfung mit anderen
Hirnarealen trotz grofler Fortschritte der letzten Jahre noch zu gering. Umso mehr
bedarf EPO in seiner neuentdeckten, moglicherweise neuromodulatorischen Rolle, einer
weiteren Aufklidrung und einer tiefgreifenden Erforschung fiir ein neues Zeitalter im
Kampf gegen die neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen. Das wahre
Potential von EPO liegt auch Jahrzehnte nach seiner Entdeckung immer noch
groBtenteils verborgen und hilt noch viele wissenschaftliche Uberraschungen fiir uns

bereit.
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5. Zusammenfassung

Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoprotein, welches neben seiner peripheren und
iiberwiegend  hidmatopoetischen =~ Wirksamkeit einen  neuroprotektiven und
modulatorischen Effekt auf das zentrale Nervensystem (ZNS) entfalten kann. Durch
Studien an Schlaganfallpatienten und an Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen,
bei denen EPO deutlich schadensbegrenzend und symptomverbessernd wirkte, wurde
die klinische und funktionale Relevanz von EPO fiir das ZNS bewiesen.

In vorhergehenden Studien wurde seine modulatorische Wirkung auf das inhibitorische
System neuronaler Netzwerke entdeckt. Unklar blieb dennoch, ob EPO sofort und direkt
an den Neuronen wirksam ist oder ob der gemessene neuromodulatorische Effekt
aufgrund einer verdnderten Neuroplastizitiit zeitlich verzogert auftritt. Weitere Studien
zeigten, dass EPO in der Lage ist, unmittelbar nach dessen Gabe die Konzentration von
Dopamin und freier intrazelluldrer Kalziumionen zu beeinflussen. Diese Eigenschaft
von EPO und sein neuromodulatorisches Potential lassen vermuten, dass es innerhalb
kurzer Zeit als ein moglicher Neurotransmitter selbst auf das inhibitorische System
neuronaler Netzwerke einwirken konnte.

Um dem nachzugehen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine derartige Wirkungsweise
von EPO mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik untersucht. Dabei wurden sIPSC von
Zellen in der II/III. Zellschicht des gut zugénglichen und psychopathologisch
bedeutsamen Prilimbischen Cortex (PrL) abgeleitet. Die Aufnahmen der Ableitungen
wurden anschlieBend vor und nach der EPO-Gabe seitendifferenziert miteinander
verglichen.

Sowohl im linken als auch im rechten PrL. konnten insgesamt zwei statistisch
signifikante Wirkungstypen von EPO ermittelt werden. Dabei wurde links die Frequenz
der GABAergen Transmission eine Minute nach der EPO-Gabe fiir eine halbe Stunde
gesteigert und rechts hingegen gesenkt. Die Wirkungstypen traten auch innerhalb eines
und desselben Individuums zur gleichen Zeit auf. Es wurden zwei weitere nicht
statistisch signifikante Wirkungstypen von EPO detektiert, wobei einer regelmifig
rechtsseitig auftrat und kein Effekt zeigte, der andere trat links auf und wies eine starke
aber kurzzeitige Frequenzerhohung auf. Das Vorkommen des jeweiligen Wirkungstyps

war eindeutig hemisphirenspezifisch. Innerhalb der Hemisphiren waren die
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Zusammenfassung

Wirkungstypen aber nur bedingt ortsspezifisch. Die Amplitude blieb wihrend dessen
unverindert.

Die Veridnderung der Frequenz der sIPSC nach der EPO-Gabe in der II/IIl. Schicht des
Prl. beweist die funktionelle Relevanz von EPO fiir die sofortige synaptische
Transmission. Das Erythropoetin wirkt nicht nur iiber die langwierige genetische
Expression neuromodulatorischer Proteine, sondern auch sofort nach dessen
Applikation, wie ein Neurotransmitter. Seine Wirkungsweise ist dabei moglicherweise
genauso, wie die beiden Hemisphéren es selbst sind: intraindividuell asymmetrisch aber

dennoch durch entgegengesetzten Charakter in ihrer Wirkung ausbalanciert.
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