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1 Einleitung 

 

Die Substanzklasse der Steroide besitzt eine Vielzahl an cerebralen Wirkungen. 

Diese Eigenschaften sind  durch zahlreiche Studien belegt (Baulieu, 1997; Behl 

und Manthey, 2000; Cambiasso et al., 2000; Stoffel-Wagner, 2001). 

Einen wesentlichen Gegenstand aktueller Forschung stellen Östrogene dar, 

welche zur Klasse der Steroide gehören. Neben ihren Eigenschaften als 

Sexualhormon, bzw. ihrer Bedeutung für die weibliche Reproduktionsbiologie, 

besitzen sie auch neuroprotektive Eigenschaften. So sollen Östrogene das 

Risiko an Alzheimer oder Schizophrenie zu erkranken senken. Darüber hinaus 

wird ihnen ein positiver Einfluss auf die Regeneration traumatischer, neuronaler 

Verletzungen z.B. nach einem Schlaganfall, zugeschrieben (Garcia-Segura et 

al., 2001; Cho et al., 2003; Saunders-Pullman, 2003). Auch bei der Entwicklung 

des ZNS gilt Estradiol als wichtiger Differenzierungsfaktor (Beyer, 1999). 

Daneben konnten zahlreiche Studien eine Erhöhung der synaptischen 

Plastizität in hippocampalen Geweben und durch Östrogene zeigen (Woolley 

und McEwen, 1993; Murphy und Segal, 1996; Lee und McEwen, 2001; 

McEwen, 2002; Rune et al., 2002; Kretz et al., 2004; Prange-Kiel et al., 2004). 

Neuesten Untersuchungen zufolge haben endogen produzierte Östrogene 

sogar eine heilende und schützende Funktion bei Epilepsie. Mit Östrogenen 

Epilepsie zu behandeln, könnte daher ein neuer therapeutischer Ansatz sein 

(Zhou et al., 2007). Die meisten dieser Effekte wurden am Hippocampus 

untersucht.  

Auch wenn viele der molekularbiologischen Mechanismen für neuroprotektive 

Effekte von Östrogenen noch nicht hinreichend aufgeklärt sind, so wurde doch 

von Yokomaku und Mitarbeitern z.B in Kulturen hippocampaler Neurone 

gezeigt, dass Östrogene präsynaptische Funktionen über eine vermehrte 

Ausschüttung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat steigern sowie 

die Hochregulierung präsynaptischer Proteine, wie Synapsin, Synaptophysin, 

Synaptotagmin und Syntaxin bewirken (Yokomaku et al., 2003; Rune et al., 

2002; Kretz et al., 2004). Eine Blockierung des NMDA-Rezeptors (des 

Rezeptors für den erregenden Transmitter Glutamat) führte zu einer Blockade 

der östrogeninduzierten Synaptogenese an dendritischen Spines. Nach 

Östrogenbehandlung war die NMDA-Rezeptordichte erhöht (McEwen, 2002). 
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1.1 Östrogenwirkung auf Neurotransmittersysteme 

 

Östrogene bewirken durch indirekte Acetylcholinbildung eine Verbesserung 

kognitiver Fähigkeiten bei weiblichen Ratten (McEwen, 2002; Dominguez et al., 

2004). Im serotinergen System bewirken sie u.a. eine Regulierung des  

„serotonin reuptake transporters“ und üben so Einfluss auf Stimmungen, Lernen 

und Gedächtnis aus (McQueen et al., 1997). Im dopaminergen System sind 

Östrogeneinflüsse auf Dopaminsynthese und -freisetzung sowie 

Dopaminrezeptoren beschrieben (McEwen und Alves, 1999; Cyr et al., 2002). 

Entsprechende Auswirkungen auf Parkinson werden noch diskutiert. 

1990 wurde von Gould, Woolley und Mitarbeitern zum ersten Mal gezeigt, dass 

bei ovarektomierten, weiblichen Ratten eine Abnahme der 

Spinesynapsendichte im Stratum radiatum der CA1-Region des Hippocampus 

zu beobachten war (Gould et al., 1990). Im Gegenzug führte eine 

anschließende, systemische Östradiolapplikation zu einer Hochregulation jener 

Spinesynapsen. Eine Variabilität der Spinesynapsendichte in Abhängigkeit von 

schwankenden Östrogenspiegeln während des Östrogenzyklus weiblicher 

Ratten konnte von Woolley et al. ebenfalls 1990 entdeckt werden (Woolley et 

al., 1990). Diese Ergebnisse ließen zunächst die Schlussfolgerung zu, dass 

eine systemische Östradiolapplikation einen direkten positiven Effekt auf die 

Spinebildung im Hippocampus haben könnte. Untersuchungen an subkortikalen 

Strukturen, wie z.B. der medianen Raphe zeigen jedoch, dass systemische 

Östrogeneffekte wohl eher über verschiedene subkortikale Regionen vermittelt 

werden (Lam und Leranth, 2003; Prange-Kiel et al., 2004). Auch die Arbeiten 

von Kretz und Mitarbeitern können einen signifikanten Einfluss von exogenen 

Östrogenen auf die hippocampale Spinesynapsenentstehung nicht bestätigen 

(Kretz et al., 2004). Hier wird eher die Bedeutung der endogenen 

Östrogenproduktion im Hippocampus zunehmend deutlich. Endogene 

Östrogene induzieren im Hippocampus die Synthese von synaptischen 

Proteinen (Kretz et al., 2004). Indirekte Effekte führen zu morphologischen 

Änderungen hippocampaler Neurone (Prange-Kiel et al., 2004). 
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Amateau und McCarthy entdeckten 2002, dass Östrogene in der präoptischen 

Region von Ratten die Synthese von Prostaglandin E2 induzieren, was zu einer 

Erhöhung der Spinedichte führt (Amateau und McCarthy, 2002). 

In der CA3-Region des Hippocampus (s. Abb.3, S.9) ist im Vergleich zur CA1-

Region eine erhöhte Expression von ERα, ERβ  und Synaptophysin zu finden 

(Rune et al., 2002). In Slicekulturen konnte nun durch Östrogengabe eine 

Hochregulation von ERα in CA3 und eine Hochregulation von Synaphtophysin 

im Stratum radiatum von CA1 beobachtet werden, wo die Schaffer-Kollateralen 

(Axone der CA3-Neurone zur CA1-Region) enden (Rune et al., 2002). Diese 

Erkenntnisse lassen vermuten, dass Östrogene hier direkt auf die CA3-Region 

wirken und so indirekt eine Erhöhung präsynaptischer Markerproteine in den 

Schaffer-Kollateralen bewirken. Es konnte nach diesen Ergebnissen vermutet 

werden, dass östrogeninduzierte Spinebildung über präsynaptische 

Markerproteine vermittelt wird. 

Mit dem kürzlich erbrachten Nachweis der endogenen Östrogensynthese im 

Hippocampus gelang ein weiterer Schritt zur Aufdeckung des Zusammenhangs 

zwischen dem Hippocampus und Östrogenen (Prange-Kiel et al., 2003; Hojo et 

al., 2004). Durch diese Studie konnte belegt werden, dass Östrogene die ERα-

Expression erhöhen, die der ERβ-Expression jedoch erniedrigen. Der reversible 

Aromatasehemmer Letrozol ließ ein reziprokes Verhalten erkennen. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass Östrogene im Hippocampus auto- und parakrin wirken. 

Zahlreiche, frühere Studien belegten bereits, dass die für die Östradiolsynthese 

nötigen Enzyme in den Neuronen des Hippocampus vorhanden sind (Furukawa 

et al., 1998; Zwain und Yen, 1999; Mellon und Vaudry, 2001; Stoffel-Wagner, 

2001; Wehrenberg et al., 2001). 

1.2 Östrogensynthese im Hippocampus 

 

Die Synthese aller Steroide beginnt in den Neuronen mit der Bereitstellung von Cholesterol, 

welches durch Gliazellen produziert wird, durch apoE enthaltende Lipoproteine dann zur 

äußeren Mitochondrienmembran transportiert wird und dort mittels des Proteins 

Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR) von der äußeren zur inneren 

Mitochondrienmembran gelangt. 
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Abb. 1: Östrogensynthese (nach Keller, Thieme, 1991) 

 
(1) Nach diesem rate limiting step wandelt die Hydroxylase P450scc (side chain 

cleavage), ein Enzym aus der Familie der Cytochrom P450 Enzyme, welches 
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durch ein einzelnes Gen (CYP11A1-Gen) auf dem Chromosom 15 lokalisiert ist, 

Cholesterol in Pregnenolon um. 

 

(2;3) Das Enzym Cytochrom P450c17 (17alpha Hydrolase/ c17,20-Lyase) 

katalysiert die irreversible Umwandlung über den Zwischenschritt 17-Hydroxy-

Pregnenolon zu Dehydroepiandrosteron (DHEA). 

 

(4) Aus DHEA wird nun in einem reversiblen Schritt Androstendion mittels der 

3β-Hydroxysteroiddehydrogenase gebildet, welche nicht zur Gruppe der P450 

Enzyme gehört.  

 

(5) Durch einen Umlagerungsschritt entsteht durch die Isomerase aus Δ5-

Androstendion Δ4-Androstendion. 

 

(6) Die 17β-Hydroxysteroid-Oxidoreduktase, ebenfalls nicht zu der Gruppe der 

P450 Enzyme gehörig, ist für die irreversible Synthese des Testosterons 

verantwortlich. 

 

(7;8) Im letzten Schritt der Östradiolsynthese katalysiert das Enzym Cytochrom 

P450aro (CYP19A1, Aromatase) reversibel die Abspaltung der C19-

Methylgruppe und die Aromatisierung des Ringes A, woraus dann 17β-Estradiol 

entsteht.  

1.3 Inhibitoren der hippocampalen Estradiolsynthese 

 
Mittlerweile sind eine Reihe verschiedener, nichtsteroidaler, reversibler 

Aromataseinhibitoren gefunden worden: Aminoglutethimid (Orimeten), 

Anastrozol (Arimidex) und Letrozol (Femara) sind in der Lage, mit ihrer 

hemmenden Untereinheit kompetitiv an die Aromatase zu binden, wodurch 

deren katalytische Interaktion verhindert wird. 
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Abb. 2: Letrozol 

 

 

In einer in vivo Testreihe erwies sich Letrozol als ein 10000-fach potenterer 

Inhibitor als Aminoglutethimid und 10-fach stärker in seiner Wirkung als 

Anastrozol (Smith, 1999). 

Demnach ist Letrozol der potenteste und wirkungsvollste der aufgeführten 

Aromataseinhibitoren. Ein weiterer Vorteil ist die kompetetive Inhibition, da hier 

nach Entfernung des Letrozol die de novo-Synthese von Estradiol erneut 

beginnen kann, weil eine reversible Bindung vorliegt. Darüber hinaus 

unterliegen andere Syntheseleistungen der Zelle mit hoher Wahrscheinlichkeit 

keiner Hemmung durch Letrozol, da keine Wechselwirkung mit anderen 

Enzymen bekannt ist (Smith, 1999). 

Darüberhinaus findet Letrozol auch in der Rezidivprophylaxe des 

Mammakarzinoms Verwendung, da Mammakarzinome häufig ER-positiv sind 

und somit Östradiol als ein die Prognose des Patienten verschlechterndes 

Wachstumsstimulans wirkt. Letrozol kommt bei der Therapie des 

metastasierten, postmenopausalen Mammakarzinoms zum Einsatz 

(Thiantanawat et al., 2003). 

 

1.4 Neuronenwachstum und Apoptose in Abhängigkeit von Östrogenen 

 

In aktuellen Studien ist der Einfluss von Östrogenen auf Neurogenese und 

Apoptose im Hippocampus untersucht worden (Fester et al., 2006). Die 

Ergebnisse zeigen, dass Neurogenese und Apoptose im Hippocampus eine 

begrenzte Östrogenkonzentrationsspanne erfordern, welche durch 
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hippocampale und nicht durch gonadale Zellen bereitgestellt wird. Durch 

Letrozolbehandlungen oder siRNA gegen StAR (StAR transportiert Cholesterol 

von der äußeren zur inneren Mitochondrienmembran), kommt es zu vermehrter 

Apoptose und einer Verminderung von proliferativen Körnerzellen. In Rescue-

Experimenten kann dieser Effekt durch Östradiol wieder aufgehoben werden. 

(Tanapat et al., 2005). 

 

1.5 Axonwachstum in hippocampalen Neuronen 

 

GAP-43 ist ein in den Wachstumskolben von Axonen vorkommendes Protein, 

das als Marker für Axonwachstum genutzt werden kann, um damit 

Auswirkungen von Östrogenen auf Axonwachstum im Hippocampus zu 

untersuchen. 

Östrogene bewirken eine vermehrte Expression von GAP-43 im 

heranwachsenden und erwachsenen Gehirn (Lustig et al., 1991; Ferrini et al., 

2002). 

Untersuchungen an hippocampalen und hypothalamischen Dispersionskulturen 

konnten eine östradiolinduzierte Hochregulierung von GAP-43 bestätigen. 

Läsioneninduziertes Wachstum war in ovarektomierten Ratten gehemmt und 

konnte durch systemische, physiologische Östrogenkonzentrationen wieder 

aufgehoben werden (Garcia-Segura, 2001). Entorhinale Kortexläsionen führen 

wahrscheinlich zu einer Herunterregulierung der hippocampalen 

Östrogensynthese. Demnach imitieren niedrige Östrogenkonzentrationen 

(ovarektomiert) eine derartige Situation. Darüber hinaus konnten keine 

Unterschiede zwischen gemäßigten (di-oestrus-level) und hohen 

Östrogenkonzentrationen (pro-oestrus-level) hinsichtlich des Axonwachstums 

gefunden werden. Niedrige Östrogenserumkonzentrationen zeigten keine 

Effekte. Hier wird ein weiteres Mal die herausragende Rolle von im 

Hippocampus synthetisierten Östrogenen bei der Vermittlung neuronaler 

Plastizität und der Umgestaltung des Gyrus dentatus deutlich. Axonwachstum 

und GAP-43 Expression waren in Abhängigkeit von Letrozol und nach Knock-

down von StAR signifikant reduziert. Niedrige Östrogenserumkonzentrationen, 

die auf periphere Ursprünge zurückzuführen sind, haben keinen Effekt, 

während die endogene Östrogensynthese und hohe exogene Dosen 
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Neuritenwachstum regulieren. Diese Effekte werden über den klassischen Weg 

der Östrogenrezeptoren vermittelt (von Schassen et al., 2006). 

Diese Befunde bestätigen den Einfluss von Östrogenen auf neuronale 

Plastizität mittels GAP-43-Expression und die herausragende Rolle von 

hippocampalem Östradiol. 

 

1.6 Genomische und nichtgenomische Wirkungsweisen von Östrogenen 

 

Im klassischen Sinne wird davon ausgegangen, dass Östradiol an zytosolische 

Rezeptoren bindet, von denen zwei Isoformen bekannt sind (ERα und ERβ) und 

welche zur Gruppe der Steroide gehören. Ligandenaktivierte Rezeptordimere 

gelangen in den Zellkern, wo die Transkription entsprechender Zielgene durch 

Bindung an spezifische DNS-Sequenzen stattfindet. ERα und ERβ weisen trotz 

hoher Homologie im Aufbau einige Unterschiede auf. So hat 17β-Östradiol z.B. 

eine höhere Affinität zum ERα (Rune et al., 2002). Diese als klassische oder als 

genomisch bezeichneten Effekte beeinflussen die de novo Proteinsynthese, 

welche erst nach Stunden oder Tagen ihre Wirkung entfaltet (Beyer, 1999; Behl 

und Manthey, 2000; Lee und McEwen, 2001). 

Neben diesen genomischen Wirkungen von Östrogenen sind mittlerweile auch 

eine Vielzahl nichtgenomischer Effekte beschrieben worden. So ist Estradiol 

innerhalb von Sekunden in der Lage, die Physiologie von Nervenzellen zu 

verändern. Beispielhaft seien hier die Stimulation der cAMP-und IP3 –

Produktion, die Aktivierung des MAP-Kinaseweges und die Erhöhung des Ca2+-

Ausstromes aus dem endoplasmatischen Retikulum über den IP3-Signalweg 

aufgeführt (Beyer, 1999). Als Mediatoren für diese Form der Östrogenwirkung 

werden u.a. membranständige Rezeptoren (z.B. GPR30) postuliert (Behl und 

Manthey, 2000; Lee und McEwen, 2001; McEwen, 2002; Toran-Allerand et al., 

2002; Beyer et al., 2003; Farach-Carson und Davis, 2003; Walters und Nemere, 

2004; Revankar et al., 2005). Die Wirkungen über diese membranständigen 

Rezeptoren setzen innerhalb von Sekunden bis Minuten ein und werden als 

„rapid effects“ den genomischen Wirkungen gegenübergestellt. 
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1.7 Der Hippocampus 

 

Der vom Archipallium phylogenetisch abstammende Hippocampus der Ratte 

befindet sich im Gegensatz zu dem des Menschen weiter oberhalb, links und 

rechts des Balkens und dicht unter dem Kortex. Die mikroskopische Struktur 

hingegen ist der menschlichen sehr ähnlich und lässt ein Pyramidenzellband 

erkennen, welches sich in drei Abschnitte gliedern lässt. 

 

 

 

Abb. 3: Hippocampus  

Quelle: Prometheus Lernatlas der Anatomie, Thieme New York 2006, 

  M.Schünke, E. Schulte, U. Schumacher (Hrsg), S.375 

 

In der CA1-Region befinden sich vorwiegend kleine Pyramidenzellen. An diesen 

schließen sich die großen Pyramidenzellen der CA2-Region an, die eine sehr 

dichte Struktur bilden. Darauf folgt die CA3-Region mit einer lockeren 

Anordnung großer Pyramidenzellen. Das auslaufende Pyramidenzellband wird 

von einem schmalen Band dicht gepackter Körnerzellen umgriffen, dem Gyrus 
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dentatus. Die Pyramidenzellen bilden das Stratum pyramidale et oriens Dieses 

Stratum pyramidale wird durch die Strata oriens et radiatum umschlossen.  

Kleine (Körnerzellen des Gyrus dentatus) und große (Pyramidenzellen) 

Neurone sowie Gliazellen (Astrozyten, Oliogdendrozyten und Mikroglia) sind die 

zellulären Bestandteile des Hippocampus. Gliazellen sind für die Funktion der 

Neurone wichtig, da sie neben ihrer konstitutionellen Aufgabe in der 

Aufrechterhaltung der Bluthirnschranke (Astrozyten) die Pyramidenzellen 

einerseits vor neurotoxischen Substanzen schützen und andererseits mit 

Hormonen und Nährstoffen wie z.B. Glukose und Cholesterol versorgen. Diese 

Nährstoffe könnten dann nicht nur für den Eigenbedarf der Neurone, sondern 

auch für den Aufbau von Hormonen, wie z.B. Estradiol, genutzt werden. 

Afferente Fasern erhält der Hippocampus aus der Regio enthorhinalis. Es sind 

Impulse aus dem Riechhirn und dem Neokortex sowie afferente Fasern aus 

dem Gyrus cinguli und dem Septum, die somatische, visuelle, auditorische, 

olfaktorische und motorische Informationen übertragen. Diese Fasern enden in 

den Körnerzellen des Gyrus dentatus und im Ammonshorn. Deren Axone 

haben als Moosfasern Kontakt mit den Dendriten der CA3-Pyramidenzellen. 

Von den Axonen der CA3-Pyramidenzellen gehen rückläufig die Schaffer-

Kollateralen ab, die mit den Dendriten der CA1-Pyramidenzellen Synapsen 

bilden. 

Die Efferenzen verlaufen nahezu alle in den Fornix, der wiederum Fasern an 

den Thalamus, den Hypothalamus und das Septum abgibt. Ein Teil der Fasern 

des Fornix laufen in die Corpora mammillaria, wo sich nun der „Papez-

Neuronenkreis“ erkennen lässt. 

Der Hippocampus projiziert über den Fornix in die corpora mammillaria, welche 

über das Vicq-d`Azyr-Bündel (Tractus mamillothalamicus) die nuclei anteriores 

des dorsalen Thalamus erreichen und von dort aus über den Gyrus cinguli 

wieder zurück in den Hippocampus gelangen. Dieser Neuronenkreis soll eine 

entscheidende Rolle bei der Entstehung des Langzeitgedächtnisses spielen.  

Astrozyten und Gliazellen spielen bei der Versorgung der Neurone eine 

wichtige Rolle. Glukose, Cholesterol und auch Hormone werden durch das 

Endothel der Gefäße zu den Neuronen transportiert. Die Stoffe werden von den 

Neuronen zur Energiegewinnung, für den Auf- und Abbau von Proteinen, zur 
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Funktionsaufrechterhaltung sowie für die de novo-Synthese von Hormonen wie 

Östrogen genutzt. 

 

1.8 Definition, Variabilität und Funktionen von Synapsen 

 

Die terminalen Aufzweigungen (Telodendron) eines Axons weisen kleine, 

knötchenförmige Auftreibungen auf, welche als synaptische Endknöpfchen 

bezeichnet werden. Diese bilden zusammen mit der Zellmembran der 

nachfolgenden Zelle und dem dazwischen liegenden Spalt die sogenannten 

Synapsen. Hier findet die Erregungsübertragung von einem Neuron zum 

nächsten statt. Eine an den Endknöpfchen ankommende Erregung führt zu 

einem Einstrom von Kalziumionen an der präsynapischen Zellmembran. Dies 

führt zu einer Verschmelzung von synaptischen Vesikeln, welche sich in den 

Endknöpfchen befinden. Darauf folgt eine Ausschüttung von Transmittern in 

den synaptischen Spalt, welche erregend oder hemmend auf die Rezeptoren 

der nachfolgenden Zelle wirken kann. 

Man unterscheidet drei Formen von Synapsen: Boutonsynapsen, 

Schaftsynapsen und Spinesynapsen. Spinesynapsen sind der überwiegend 

vorkommende Synapsentyp im ZNS. 

Spines sind kleine Vorsprünge auf der Oberfläche von Dendriten und stellen die 

postsynaptische Komponente von exzitatorischen Synapsen dar. Ihr Cytoskelett 

besteht hauptsächlich aus Actinfilamenten und ihre ausgedehnten Köpfe sind 

über einen schmalen Hals mit einem Dendriten verbunden. Jeder Spine kann 

zum Teil als unabhängige Einheit angesehen werden (Ethell und Pasquale, 

2005). 

Sie vermehren sich auf dendritischen Schäften und ihre Anzahl erreicht im 

frühen Leben ein Maximum, welches dann im Erwachsenenalter auf ein 

konstantes Niveau abfällt. Der genaue Zeitpunkt, in der sich die Spinedichte 

ändert, variiert unter den verschiedenen Spezies (Galofre und Ferrer, 1987; 

Petit et al., 1988; Lubke und Albus, 1989; Anderson et al., 1995), bzw. zwischen 

männlichen und weiblichen Individuen innerhalb einer Spezies. Jedoch ist bei 

allen ein ähnliches Entwicklungsprofil erkennbar (Munoz-Cueto et al., 1990). 

Um die Jahrhundertwende entdeckte Ramon y Cajal Spines, (Ramon y Cajal, 

1893), welche einige Jahre später aufgrund ihrer verschiedenen Formen in vier 
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verschiedene Gruppen eingeteilt wurden: Dünn, pilzförmig, wurstfingerartig und 

verzweigt (Jones und Powell, 1969; Peters und Kaiserman-Abramof, 1970). 

Die Ergebnisse von Harris und dessen Mitarbeitern lassen vermuten, dass sich 

in der CA1-Region des Hippocampus zunächst Schaftsynapsen bilden, welche 

sich dann über „wurstförmige“ bzw. pilzartige, schließlich zu dünnen und 

verzweigten Spines weiterentwickeln (Harris und Stevens, 1989). 

Zev Parnass und dessen Mitarbeiter vertreten jedoch die Ansicht, dass 

verschiedene Spinepopulationen das Ergebnis von morphologischen 

Änderungen eines einzelnen Spines innerhalb einer gewissen Zeitspanne sein 

könnten (Parnass et al., 2000).  

Muller und Mitarbeiter gehen davon aus, dass morphologische Änderungen von 

Spines mit Langzeitpotenzierungen (LTP) assoziiert sind (Muller et al., 2000). 

Darüber hinaus machen sie deutlich, dass synaptische Aktivität und Kalzium zu 

Formänderungen und Neubildungen von Spines führen und das diese 

möglicherweise auch zur Erhöhung der synaptischen Transmission beitragen. 

Durch die Elektronenmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass 

dendritische Spines hauptsächliche Ziele exzitatorischer Synapsen im ZNS sind 

(Gray, 1959). Strukturänderungen im Halsbereich eines Spines wurden mit 

Modulationen synaptischer Übertragungen assoziiert (Scheibel und Scheibel, 

1968; Harris und Stevens, 1989; Desmond und Levy, 1990). In der CA1-Region 

des Hippocampus haben Spines einen „Halsdurchmesser“ von 0,4-0,5µm, 

während ihre Länge zwischen 0,2-2µm schwankt. Der Körperdurchmesser 

schwankt zwischen 0,32µm und 0,85µm (Harris und Stevens, 1989). 

 

1.9 Arbeitshypothese und Fragestellung 

 
In dieser Arbeit werden zum Einen die Auswirkungen der endogenen und 

exogenen Östradiolbildung hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Bildung von 

Spinesynapsen gegenübergestellt. Zum Anderen soll geprüft werden, ob sich 

bei den jeweiligen Vorstufen der Östrogensynthese Unterschiede hinsichtlich 

ihrer Auswirkung auf die Zahl der Spinesynapsen ergeben. Darüber hinaus soll 

geklärt werden, ob die Aktivität der Aromatase den entscheidenden Schritt bei 

östrogeninduzierter Bildung von Spinesynapsen darstellt. Zur Klärung dieser 

Fragestellung wurden u.a. die Auswirkungen der einzelnen Östrogenvorstufen 
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untersucht, welche durch eine vermehrte Substratbereitstellung für die 

Aromatase eine Effizienzsteigerung möglich machen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

2 Methoden 

 

2.1 Hippocampale Slicekultur 

 

2.1.1 Präparationstechnik des Hippocampus der Ratte 

 

Die Hippocampi wurden unter semisterilen Bedingungen präpariert (Heimrich 

und Frotscher, 1994). Es wurden dabei drei bis fünf Tage alte, sowohl 

männliche als auch weibliche Ratten decapitiert. Anschließend wurde die Haut 

des Schädeldachs vom Nacken aus aufgetrennt. Mit einer feinen Schere wurde 

der Schädel geöffnet, um dann das Gehirn mittels eines Heidemannspatels 

herauszulösen und es auf einem PBS getränkten Schwämmchen zu platzieren. 

Die beiden Hemisphären wurden voneinander getrennt, nachdem das Kleinhirn 

mittels eines Skalpells entfernt wurde. Diesem Schritt folgte die Präparation 

beider Hippocampi mit einem Heidemannspatel unter Stereolupeneinsicht. 

Diese Präparation und die anschließende Kultivierung wurden in Anlehnung an 

die Methode von Stoppini durchgefüht (Stoppini et al., 1991). 

Mit einem Tissue Chopper (H.Sauer) konnten die einzelnen Hippocampi nun in 

400µm dicke Frontalschnitte zerteilt werden. Die ausgewählten Schnitte wurden 

für 30-60 Minuten in ein auf 4°C gekühltes Präparationsmedium gegeben 

(Minimal Essential Medium, MEM und 2mM glutamine). Anschließend wurden 

die Schnitte  mit einem Heidemannspatel unter einer Stereolupe voneinander 

getrennt. Ungefähr 10 Slices wurden im Folgenden auf einem Kultursieb 

verteilt, wobei die Slices glatt auf diesem liegen mussten. Diese Slices wurden 

nun in eine 6 well Platte gesetzt, mit MEM-Inkubationsmedium versetzt und 

anschließend in den Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und einem 

CO2-Gehalt von 5% gestellt. Pro well benötigt man 1.0-1.2 ml Medium. Das 

Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Mit der Stimulation wurde nach vier 

Tagen begonnen. 
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2.1.2 Kultivierung der Slicekulturen mit verschiedenen Metaboliten der  

Steroidbiosynthese 

 

Die Slicekulturen wurden nach oben beschriebener Präparation und 

anschließender Vorbereitung in den Brutschrank überführt. Das 

Inkubationsmedium wurde alle zwei Tage gewechselt, bis am vierten Tag mit 

der Stimulation begonnen werden konnte. Dabei ist einer well jeweils ein 

Substrat aus folgender Liste zugeteilt worden (Cholesterol, Mevastatin, 

Cholesterol/Mevastatin, Testosteron, Trilostan, Testosteron/Trilostan, Östrogen, 

Letrozol, Östrogen/Letrozol, Cholesterol/Letrozol, Testosteron/Letrozol). Die 

Konzentrationen der zugesetzten Substanzen betrugen 10-7M. Diese 

Behandlung wurde nach zwei Tagen noch einmal wiederholt. Nachdem das 

Medium abgesaugt wurde, konnte zunächst mit  PBS (Phosphatpuffer: 

NaH2HPO4= 0.5M, Na2HPO4 = 0.5M) bei 37°C zweimal, dann mit PBS bei 4°C 

einmal gespült werden. Im nächsten Schritt folgte die Fixierung mit 2.5 %-iger 

Glutaraldehydlösung für drei Stunden bei 4°C und einem pH-Wert von 7.4. Im 

Folgenden wurde ein weiteres Mal mit 0.1M Phosphatpuffer bei 4°C gespült. 

Eine aufsteigende Alkoholreihe (beginnend mit 30%) wurde zum 

Flüssigkeitsentzug angeschlossen. Abschließend wurden die fixierten Slices 

flach zwischen zwei Folien in Epon 820 eingebettet. 

2.2 Semidünnschnitte 

 

Mittels eines Diamanten wurden 1µm dicke Schnitte auf einem Reichert-Jung 

OmU3 Ultramikrotom angefertigt. Anschließend folgte eine schwimmende 

Färbung mit 1%iger Toloidinblaulösung sowie ein paar Tropfen Pyronin zum 

Erreichen einer Zweifarbigkeit. Diese Färbung musste im Heißen (60-80°C) 

erfolgen. Im weiteren Verlauf wurde dann filtriert. 

2.3 Ultradünnschnitte, elektronenmikroskopische Bilder und deren 
Auswertung 

 
Die einzelnen Blöcke wurden so zurechtgeschnitten, dass nur das Stratum 

pyramidale und das Stratum radiatum der CA1-Region erhalten blieben. 

Anschließend wurden ca. 90nm dicke Ultradünnschnitte aus den 

Semidünnschnitten angefertigt. Dabei wurden Serien von paarigen 
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Ultradünnschnitten angefertigt, welche aus dem oberen und mittleren Drittel der 

CA1-Region des Stratum radiatum stammten. Das CM 100, PW 6021 

Elektronenmikroskop von Philips besaß eine 6600-fache Vergrößerung. 

Regionen mit großen Dendriten oder Blutgefäßen wurden ausgespart, um so 

eine mögliche Fehlerquelle beim späteren Auszählen zu minimieren. Um 

objektive Messungen zu erhalten, wurde die Disectortechnik angewendet 

(Sterio, 1984). Es wurden jetzt lediglich die Spinesynapsen gezählt, die nur in 

einem der Bilder zu identifizieren waren (Braendgaard und Gundersen, 1986). 

Anhand von Vesikeln in den terminalen Axonen sowie einer postsynaptischen 

Dichte konnten die Synapsen eindeutig identifiziert werden. Bei den 

Auszählungen wurden übereinstimmende Bereiche ausgewählt, diese auf einen 

Referenzwert umgerechnet, um anschließend eine Vergleichbarkeit unter den 

Bildern zu erzielen. Die bei den Zählungen entstehenden 

Standardabweichungsfehler +/- (SEM) wurden mit einkalkuliert. 

Aus diesen Ergebnissen wurden Mittelwerte und die jeweiligen 

Standardabweichungen ermittelt. Im Anschluss daran wurden die Mittelwerte 

mit ANOVA verglichen, um dann in einem post hoc test (LSD) auf Signifikanz 

geprüft zu werden. Das zulässige Konfidenzintervall ist standardmäßig auf 

p<0,05 gesetzt worden. 

 

2.4 Material 

 

2.4.1 Material und Geräte 

 
AxioCam HRcZEISS, Oberkochen 

 

Brutschrank, WTC BINDER, Tuttlingen 

 

Cryogenic Vials NALGENE BRAND 

 Rochester, USA 

Cutfix Scalpell BRAUN, Melsungen 

 

epT.I.P.S. Standard 500-1000µl EPPENDORF AG, Hamburg 
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Epon 820  Serva, Heidelberg, Germany  

  

Heidemannspatel M AESCULAPDE (Braun), 

 Melsungen 

Nuclon Surface, 24 Wellplatte NUNC BRAND PRODUCTS 

 Rochester, USA 

Stereolupe ZEISS, Oberkochen 

 

Tissue chopper H. SAUER, USA 

 

Wasserbad mit Schüttler Memmert 

 

Semidünnschnittgerät Leica RM 2065 

 

Ultradünnschnittgerät Ultra Cut, Reichert-Jung  

 OmU3 

Elektronenmikroskop CM 100, Philips, PW 6021 

 

2.4.2 Chemikalien 

 

Cholesterol C 3045, Sigma-Aldrich 

 

Ethanol 70%-ig Apotheke UKE, Hamburg 

 

Glutaraldehyd 2,5 %-ig Merck 

 

HCl 1M Merck 

 

Letrozol Novartis 

 

Mevastatin M 2537, Sigma Aldrich 

 

NaOH 1M Merck 
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Östrogen E 4389 Beta-Estradiol-Water 

 

 Soluble, Sigma-Aldrich 

 

Pyronin Merck 

 

Testosteron T 5035 Sigma-Aldrich 

 

Toloidinblau Merck 

 

Trilostan Sanofi Winthrop 220/510 

 

2.4.3 Lösungen und Kulturmedien 

 

PBS (Phosphate Buffered Saline): 

8g Natriumchlorid 

0.2g Kaliumchlorid 

1.44g Dinatriumhydrogenphosphat 

0.2g Kaliumhydrogenphosphat 

Ad 1000ml mit ayua bidest. 

pH 7.4 bei Raumtemperatur 

 

PB (0,1M) 

4.9g Kaliumhydrogenphosphat 

29.2g Dinatriumhydrogenphosphat 

ad 2000ml mit ayua bidest. 

pH 7.4 bei Raumtemperatur 

 

 

Präparationsmedium für Slicekulturen: 

Ansatz für 100ml: 

50 ml Minimal Essential Medium (MEM), steril, 2-fach konzentriert 

1ml Glutamin 200mM, steril 

49ml Wasser pro Kultur aqua bidest. Alternativ Tissue culture water, steril 
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Durch Zugabe von steriler 1M NaOH oder 1M HCl wird das 

Präparationsmedium auf einen pH-Wert von 7.35 eingestellt. 

Das Präparationsmedium wird im Kühlschrank aufbewahrt und sollte zur 

Präparation 4°C kühl sein. 

 

Kulturmedium für Slicekulturen : 

Ansatz für 100ml: 

25 ml Minimal Essential Medium (MEM), steril, 2-fach konzentriert 

1ml Glutamin 200mM, steril 

580µl 7.5%ige Sodium Bicarbonat Lösung, steril 

23.42 ml Wasser pro Ansatz oder Tissue Kulturwasser, steril 

25ml Hanks Balanced Salts (HBSS) 

25ml Pferdeserum, steril, hitzeinaktiviert 

Pro well werden 1.0ml Inkubationsmedium eingesetzt 

Der pH des Inkubationsmediums muß vor jedem Mediumwechsel neu 

eingestellt werden mit 1M NaOH, steril oder 1M HCl, steril auf pH 7.4. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Bestimmung der Spinesynapsenanzahl 

 

Zunächst wurden wie zuvor beschrieben Slicekulturen angelegt (Stoppini et al., 

1991). Nach vier Tagen Inkubationszeit wurde mit der Stimulation begonnen, 

welche nach zwei Tagen wiederholt wurde. Anschließend folgten Fixierung und 

Einbettung der verschiedenen Slices. Semidünn- und Ultradünnschnitte 

schlossen sich danach an. Aus den Ultradünnschnitten konnten 

elektronenmikroskopische Bilder angefertigt werden, die dann zum Auszählen 

von Spinesynapsen genutzt wurden. Dabei wurden die Synapsen gezählt, die 

nur in einem von zwei Parallelschnitten auftauchten. 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Vergleich zweier paralleler, elektronenmikroskopischer Bilder  
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Um einen Vergleich innerhalb der Versuchsreihe zu ermöglichen, wurden die 

Bildausschnitte, die Verwendung finden konnten, auf eine Fläche von 500µm2 

umgerechnet. Daran anschließend wurden für die einzelnen Stimulationen die 

Mittelwerte mit den dazugehörigen Standardabweichungen errechnet und in 

den folgenden Diagrammen aufgetragen ( * in den folgenden Diagrammen 

weisen auf Signifikanzen gegenüber der Kontrolle hin p<0,05). 

 

 

 

 Anzahl 
(n) 

Mittelwert 
Spinesynapsen 

Standardabweichung 
(SD) 

Kontrolle 40 7,1 1,1 

Cholesterol 16 11,4 2,9 

Mevastatin 32 4,0 1,3 

Cholesterol/Mevastatin 17 8,8 2,5 

Testosteron 26 9,6 2,6 

Trilostan 25 3,6 1,3 

Testosteron/Trilostan 14 8,3 1,6 

Östrogen 16 7,9 3,0 

Letrozol 16 4,5 1,0 

Östrogen/Letrozol 16 6,1 1,2 

Cholesterol/Letrozol 18 4,0 1,2 

Testosteron/Letrozol 14 5,3 1,5 

 

Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der Versuchsergebnisse 
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Abb. 5: Graphische Darstellung der gesamten Versuchsreihe 

 
In der Abbildung 5 sind auf der X-Achse zunächst die Kontrolle und 

anschließend die Metaboliten der Steroidbiosynthese den Synthesestufen nach 

geordnet dargestellt. Zusätzlich zu den Metaboliten sind die jeweiligen 

Hemmstoffe einer Östrogenvorstufe sowie der entsprechende Rescue mit 

aufgenommen worden (z.B. Cholesterol = Östrogenvorstufe, Mevastatin = 

Cholesterolsynthesehemmer, Mevastatin + Cholesterin = Rescue). Die letzten 

beiden Komponenten der X-Achse sind Cholesterol bzw. Testosteron in 

Kombination mit Letrozol, dem reversiblen Hemmer der Östrogensynthese. 

Diese zusätzliche Versuchsreihe dient der näheren Untersuchung von Letrozol 

bzw. Cholesterol und Testosteron. 

Auf der Y-Achse ist die Anzahl der Spinesynapsen aufgetragen. 

Aus dem Diagramm ist zu entnehmen, dass sich Cholesterol, Mevastatin, 

Testosteron, Trilostan, Letrozol, Cholesterol/Letrozol und Testosteron/Letrozol 

gegenüber der Kontrolle signifikant unterscheiden. Unter Cholesterol und 

Testosteron ist eine signifikante Hochregulierung der Spinesynapsen zu 

verzeichnen, während Mevastatin, Trilostan, Letrozol bzw. Cholesterol/Letrozol 

und Testosteron/Letrozol eine signifikante Reduzierung der Spinesynapsen 

erkennen lassen. 
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Die Behandlungen der Kulturen mit Östrogen und die Kombination von 

Östrogen und Letrozol in der Kombination haben zu keiner signifikanten, 

numerischen Veränderung der Spinesynapsen geführt. 

 

 

 

K
ontr

olle

C
hole

st
er

ol

Tes
to

st
er

on

Ö
st

ro
gen

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5 *

*

A
n

z
a
h

l 
S

p
in

e
s
y
n

a
p

s
e
n

 

 

Abb. 6: Darstellung der einzelnen Östrogenvorstufen 

 

In der Abbildung 6 sind die Östrogenvorstufen ihrer Synthesereihenfolge nach 

geordnet. Wie bereits erwähnt, ist bei Cholesterol und Testosteron eine 

signifikante Erhöhung der Spinesynapsen, im Gegensatz zu Östrogenen, 

gegenüber der Kontrolle zu erkennen. Darüber hinaus ist auffällig, dass 

Cholesterol zu der größten Hochregulierung der Spinesynapsen führt. 
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Abb. 7: Hemmstoffe der einzelnen Östrogenvorstufen 

 
Abbildung 7 zeigt die Auswirkungen der spezifischen Hemmungen der 

einzelnen Metaboliten. Mevastatin als Hemmer der Cholesterinsynthese, 

Trilostan als Hemmer der Testosteronsynthese und Letrozol als Hemmer der 

Östrogensynthese bewirken alle eine signifikante Senkung der 

Spinesynapsenanzahl gegenüber der Kontrolle. 
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Abb. 8: Gegenüberstellung von Hemmstoff und Östrogenvorstufe 
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Abb. 8 zeigt die Ergebnisse der letzten beiden Diagramme noch einmal in der  

Zusammenfassung. 
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Abb. 9: Rescuedarstellung der Versuchsreihe 

 
Der Rescueversuch wurde für die drei Synthesestufen durchgeführt. Beim 

Rescueversuch wird geprüft, ob die Effekte eines spezifischen Hemmers einer 

Vorstufe, z.B. Mevastatin als Hemmer von Cholesterol, durch die Kombination 

mit dem Substrat in einem Versuch wieder aufgehoben werden können. 

Aus dem Diagramm ist zunächst zu entnehmen, dass sich bis auf Östrogen und 

Östrogen/Letrozol, alle Metaboliten der Kontrolle gegenüber signifikant 

unterscheiden. Die hemmenden Effekte von Letrozol, Trilostan und Mevastatin 

konnten durch die Kombinationen Letrozol/Östrogen, Trilostan/Testosteron und 

Mevastatin/Cholesterol annähernd wieder aufgehoben werden. Sowohl 

Östrogen als auch der entsprechende Rescue Letrozol/Östrogen verhalten sich 

der Kontrolle gegenüber nicht signifikant unterschiedlich. Die hemmende 

Wirkung von Letrozol konnte also durch gleichzeitige Zugabe von Östrogenen 

aufgehoben werden. Testosteron, Trilostan/Testosteron bzw. Cholesterol und 

Mevastatin/Cholesterol sind gegenüber der Kontrolle alle signifikant erhöht. 
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Demnach wurden auch hier die spezifischen Hemmeffekte von Trilostan und 

Testosteron durch die jeweiligen Östrogenvorstufen wieder aufgehoben. 
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Abb. 10: Östrogenvorstufen in Kombination mit Letrozol  

 

Abbildung 10 macht deutlich, dass beim Vergleich der Östrogensynthesestufen 

in jeweiliger Kombination mit Letrozol, die Cholesterolkombination am stärksten 

gehemmt wird. Beim Östrogen kann die Hemmung am wenigsten Wirkung 

entfalten. Sie ist sogar im Gegensatz zu beiden anderen Kombinationen nicht 

mehr im signifikanten Bereich gegenüber der Kontrolle. Im folgenden Diagramm 

11 ist Letrozol mit zum Vergleich aufgetragen. Die Letrozolwerte gleichen 

(annäherungsweise) denen von Cholesterol/Letrozol. Demnach kann Letrozol 

seine hemmende Wirkung in Anwesenheit von Cholesterol ungehindert 

entfalten. Für Testosteron/Letrozol trifft dies ebenfalls annäherungsweise zu, 

d.h. die Hemmung ist noch im signifikanten Bereich gegenüber der Kontrolle, 

jedoch ist sie nicht so stark wie bei Cholesterol/Letrozol. 



 27 

K
ontr

olle

C
hole

st
er

ol/L
et

ro
zo

l

Tes
to

st
er

on/L
et

ro
zo

l

Ö
st

ro
gen

/L
et

ro
zo

l

Let
ro

zo
l

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

*

*
*

A
n

z
a
h

l 
S

p
in

e
s
y
n

a
p

s
e
n

 

 
 

Abb. 11: Letrozolauswirkungen mit und ohne Steroidzusatz 

 

Das Diagramm Nr. 12 verdeutlicht noch einmal die isolierten Letrozoleffekte. 

Zum einen tritt durch den Zusatz von Letrozol eine signifikante Reduzierung der 

Spinesynapsen ein, zum anderen können durch den Rescueversuch mit 

Letrozol und Östrogen in der Kombination die Hemmeffekte annäherungsweise 

wieder aufgehoben werden. Sowohl Östrogen als auch Letrozol/Östrogen 

verhalten sich der Kontrolle gegenüber nicht signifikant erhöht. 
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Abb. 12: Rescue durch Östrogen 
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4 Diskussion 

 

Bei der Betrachtung der Auswirkungen von Östrogenen auf die Bildung von 

Spinesynapsen sind unterschiedliche Positionen bezogen worden. Gould und 

Wolley waren 1990 der Meinung, dass eine systemische Östradiolapplikation 

bei ovarektomierten Ratten zu einer Hochregulation von Spinesynapsen im 

Hippocampus führen würde (Gould et al., 1990). Die Variabilität der 

Spinesynapsendichte in Abhängigkeit von schwankenden Östrogenspiegeln, 

während des Östrogenzyklus bei weiblichen Ratten, die von Wolley et al. 

ebenfalls 1990 entdeckt wurde, ließen zunächst die Schlussfolgerung zu, dass 

exogene Östrogene einen direkten Effekt auf die Bildung von Spinesynapsen 

haben könnten. Die Untersuchungen von Prange-Kiel an der medianen Raphe 

deuten jedoch eher darauf hin, dass exogene Östrogene ihre Wirkung über 

subkortikale Regionen vermitteln (Lam und Leranth, 2003; Prange-Kiel et al., 

2004) 

Kretz und Mitarbeiter konnten im Jahre 2004 einen signifikanten Einfluss von 

exogenen Östrogenen ebenfalls nicht bestätigen (Kretz et al., 2004). Sie 

machen eher auf die Bedeutung der endogenen Östrogenproduktion im 

Hippocampus aufmerksam. Diese führen zur Bildung von synaptischen 

Proteinen im Hippocampus. Nach Hemmung der Aromatase kam es zu einer 

Reduktion von Spinesynapsen und einer Herunterregulation von synaptischen 

Proteinen. 

Darüber hinaus wurde kürzlich entdeckt, dass die hippocampale 

Östrogensynthese ausreicht, um hippocampale Langzeitpotenziale zu erhöhen 

(Mukai et al., 2006). Parakrine Östrogenregulationen wurden in der 

Neurogenese und dem Axonwachstum gezeigt (Fester et al., 2006; von 

Schassen et al., 2006).  

Hippocampale Kulturen, die mit physiologischen Östrogendosen behandelt 

wurden, zeigten keine signifikanten Effekte im Hippocampus. Dies macht 

deutlich, dass eher hippocampales Östrogen als gonadales Östrogen essenziell 

für die hippocampale Synaptogenese ist (Fester et al., 2006; Kretz et al., 2004; 

von Schassen et al., 2006). Kurzzeitbehandlungen von frischen Slices (von 

männlichen, erwachsenen Ratten) mit Östradiol in einer Konzentration von 1 

nM, welche annähernd physiologischen Serumkonzentrationen entsprechen, 

konnten lediglich eine Zunahme in dünnen, nicht jedoch in ausgereiften Spines 
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erzielen (Mukai et al., 2007). Der Autor macht jedoch deutlich, dass diese 

dünnen Spines als Basis für die Entstehung von neuen Spinesynapsen nach 

mehr als 24 Stunden angesehen werden können. Zyklische Schwankungen in 

der Spinesynapsendichte bleiben jedoch weiterhin Gegenstand aktueller 

Forschung. 

Östrogenregulierte Feedbackmechanismen funktionieren über eine 

hypothalamo-hypophysär-gonadale Achse, welche eine GnRH-vermittelte 

zyklische Abgabe von gonadalen Östrogenen bedingen. GnRH kann aber auch  

als direkter Regulator der Östrogensynthese in ovariellen Granulosazellen 

fungieren. Niedrige Östrogendosen führen zur GnRH-Stimulation, während 

hohe Dosen die Abgabe hemmen (Janssens et al., 2000; Parinaud et al., 1988). 

GnRH-Bindungsstellen sind sowohl in den Ovarien, als auch im Hippocampus 

von Ratten durch Autoradiographie identifiziert worden (Badr und Pelletier, 

1987; Jennes et al., 1988; Leblanc et al., 1988; Reubi et al., 1987), wie auch 

GnRH-R mRNA-Expression durch in situ Hybridisierung verifiziert werden 

konnte (Jennes et al., 1995). Diese Erkenntnisse legen einen potenziellen, 

gemeinsamen Regulationsmechanismus in beiden Systemen, den Ovarien und 

dem Hippocampus, nahe.  

Darüber hinaus konnten überwiegend exzitatorische Effekte nach Behandlung 

hippocampaler Slicekulturen mit GnRH und auch nach Behandlungen mit 

Östradiol festgestellt werden, welche wiederum durch adäquate GnRH-

Antagonisten geblockt werden konnten (Wong et al., 1990; Yang et al., 1999). 

Diese Erkenntnisse deuten u.a. die neuroregulierende Rolle von GnRH auf die 

synaptische Transmission an. Die jüngsten Ergebnisse von Prange-Kiel und 

Mitarbeitern zeigen, dass zyklische GnRH-Abgaben und nicht gonadale 

Östrogene für zyklische, hippocampale Synapsenfluktuationen verantwortlich 

sind (Prange-Kiel et al., 2008). GnRH könnte die gonadale und hippocampale 

Östrogensynthese synchronisieren und für die Korrelation von hippocampaler 

Synaptogenese und den gonadalen Zyklus verantwortlich sein. GnRH war unter 

Anwesenheit von Aromataseinhibitoren oder GnRH-Antagonisten uneffektiv. 

Umgekehrt wurde eine erhöhte GnRH-Expression nach Hemmung der 

hippocampalen Aromatase beobachtet. Da zyklische Östrogenveränderungen 

und zyklische Spinedichteveränderungen im Hippocampus beobachtet werden 

konnten, nicht jedoch im Neocortex, ist davon auszugehen, dass die zyklische 
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Synaptogenese im weiblichen Hippocampus durch zyklische GnRH-Abgaben 

hervorgerufen wird. 

In der vorliegenden Arbeit diente die Elektronenmikroskopie zur Untersuchung 

der eingangs erwähnten Arbeitshypothese. Die hier erbrachten Ergebnisse 

zeigen, dass exogene Östrogene keine signifikante Spinesynapsenzunahme 

bewirken. Die von Kretz und Mitarbeitern sowie die von Prange-Kiel erbrachte 

These wird somit bestätigt (Kretz et al., 2004; Prange-Kiel et al., 2004). 

Beim Blick auf die Östrogenvorstufen ist jedoch auffällig, dass Cholesterol als 

erste Vorstufe im Vergleich zu Testosteron und Östrogen die größten, positiven 

Auswirkungen auf die Bildung von Spinesynapsen hat. Die Behandlung mit 

Letrozol, dem reversiblen Hemmer der Aromatase, führt wiederum zu einer 

signifikanten Verminderung der Spinesynapsen. 

Aus diesen ersten Ergebnissen kristallisiert sich zunehmend die Schlüsselrolle 

der Aromatase heraus. Je mehr Substrat der Aromatase angeboten wird, in 

dieser Untersuchung durch Cholesterol, desto mehr Östrogene werden 

endogen produziert und desto mehr Spinesynapsen können gebildet werden. 

Wird die Aromatase jedoch direkt gehemmt, werden diese Wirkungen wieder 

aufgehoben. Testosteron liefert ebenfalls Substrat für die Aromatase und führt 

somit ebenso zu einer signifikanten Spinesynapsenzunahme. 

Während Cholesterol frei durch die Zellmembran diffundieren kann, wird 

Testosteron in einem aktiven, limitierten Transport durch die Zellmembran 

befördert (Lin und Scalan, 2005). Hier liegt möglicherweise eine Ursache für die 

Unterschiede zwischen den zwei Substraten bezüglich ihrer Auswirkung auf die 

endogene Östrogensynthese beziehungsweise auf die Spinesynapsenbildung. 

Aus meinen Untersuchungsergebnissen entnehme ich, dass die Stimulation mit 

exogenem Östrogen die Aromatase nicht zu einer gesteigerten Tätigkeit anregt. 

Unter exogenem Östrogenzusatz kommt es zwar zu einer 

Spinesynapsenzunahme, jedoch ist diese nicht signifikant erhöht. 

Sowohl Mevastatin als auch Trilostan führen zu einer signifikanten 

Spinesynapsenverminderung. Beide führen letztlich durch ihre spezifische 

Hemmung einer Östrogenvorstufe zu einer Senkung der Substratbereitstellung 

für die Aromatase. Die jeweiligen Rescues heben diese Hemmeffekte wieder 

auf. Bei der Kombination von Mevastatin und Cholesterol hemmt Mevastatin 

zwar die Cholesterolsynthese, jedoch nicht das parallel hinzugefügte 
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Cholesterol, welches seine Wirkung frei entfalten kann. Es stimuliert schließlich 

die Aromatase und führt dadurch zu einer Spinesynapsenbildung im 

Hippocampus. Trilostan und Testosteron verhalten sich in der Kombination 

vergleichbar. 

Cholesterol und Testosteron jeweils in der Kombination mit Letrozol führen 

jedoch zu einer signifikanten Verminderung der Spinesynapsen. In diesem Fall 

fällt zwar mehr Substrat für die Aromatase an, doch können die entsprechenden 

Auswirkungen auf die Bildung von Spinesynapsen aufgrund der spezifischen 

Aromataseblockierung nicht umgesetzt werden.  

Die erbrachten Ergebnisse stützen die Beobachtungen von Kretz und 

Mitarbeitern insofern als die Schlüsselrolle der endogenen Östrogensynthese, 

speziell die Rolle der Aromatase, im Hinblick auf die Entstehung von 

Spinesynapsen im Hippocampus deutlich wird (Kretz et al., 2004). 

Östrogen und Letrozol in der Kombination führen wie auch Östrogen alleine 

nicht zu einer signifikanten Erhöhung der Spinesynapsen gegenüber der 

Kontrolle. Die Letrozoleffekte werden durch das exogene Östrogen wieder 

aufgehoben. Da die Spinesynapsenanzahl durch Letrozol signifikant reduziert 

wird und im Rescueversuch mit Östradiol wieder annähernd der Ausgangswert 

erreicht wird, ist zu vermuten, dass exogene Östrogene grundsätzlich schon 

einen positiven Effekt auf die Bildung von Spinesynapsen haben, dieser aber 

möglicherweise konzentrationsabhängig ist. Fügt man einer Kultur lediglich 

Östrogen hinzu, so ist das „System“ wahrscheinlich übersättigt, da ja schon auf 

endogenem Wege genügend Östrogene produziert werden. Dies ist zum einen 

durch den grundsätzlichen Nachweis der endogenen Östrogensynthese durch 

hippocampale Neurone (Prange-Kiel et al., 2003; Wehrenberg et al., 2001) und 

zum anderen durch den Nachweis der sechsfach erhöhten 

Östradiolkonzentration im Hippocampus im Vergleich zu Serumkonzentrationen 

von Hojo und Mitarbeitern belegt (Hojo et al., 2004). Durch einen abgesenkten 

Östradiolspiegel mittels Letrozol können exogene Östrogene (10-7M) jedoch 

ohne Überschreitung einer vermuteten Konzentrationsspanne ihre positive 

Wirkung auf die Bildung von Spinesynapsen erreichen. Welche 

Konzentrationen hierfür erforderlich sind, bleibt bis zu diesem Zeitpunkt noch 

ungeklärt. 
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Eine weitere mögliche Ursache für die nichtsignifikanten Auswirkungen des 

exogenen Östradiols auf die Bildung von Spinesynapsen liegt darin, dass 

Östrogene vergleichbar wie Testosteron aktiv durch die Plasmamembran 

transportiert werden müssen (Lin und Scalan, 2005; Hammes et al., 2005). 

Dieser Transportprozess ist limitiert und deshalb wohl einer der begrenzenden 

Faktoren für die freie Entfaltung überschüssiger, exogener Östrogene. 

In Anlehnung daran wurde herausgefunden, dass hohe 

Östrogenkonzentrationen (10-7M) über einen membrangebundenen, 

nichtgenomischen Signalweg zu einer Kalziumfreisetzung aus intrazellulären 

Speichern führen (Zhao et al., 2005). Diese Kalziumfreisetzung führt zu einer 

Herunterregulierung der Aromataseaktivität über kalziumabhängige Kinasen 

(Balthazart et al., 2006; Balthazart und Ball, 2006). Demnach würden hohe 

exogene Östrogendosen die Östrogensynthese in Neuronen inhibieren. 

Jüngste Forschungsergebnisse beschreiben darüber hinaus die Auswirkungen 

von Östrogen auf die Bildung von Langzeitpotenzialen (LTP). Dabei wurde von 

Rune und ihren Mitarbeitern herausgefunden, dass östradiolinduzierte 

Langzeitpotenziale über NMDAR (NR2b) in hippocampalen Slicekulturen 

vermittelt werden. Letrozolbehandlungen führten ähnlich wie bei Spinesynapsen 

zu einer signifikanten Reduktion der Langzeitpotenziale sowie der NMDAR-

Rezeptoren. Aus diesen Erkenntnissen wird auch die Bedeutung der 

hippocampalen Östrogene auf Lernprozesse im Allgemeinen und das 

Gedächtnis deutlich.  

Aromataseinhibitoren wie z.B. Letrozol werden in der Brusttumortherapie 

postmenopausaler Frauen mit hormonabhängigen Tumoren seit längerem 

eingesetzt (Geisler et al., 2002; Puddefoot et al., 2002). Klinische Pilotstudien 

demonstrierten, dass Frauen, mit Aromatasehemmern behandelt, an 

Erinnerungsdefiziten litten und ihre kognitiven Fähigkeiten vermindert waren 

(Shilling et al., 2005; Dowsett et al., 2005). Diese unerwünschten 

Nebenwirkungen in der Brustkrebstherapie mit Aromataseinhibitoren 

erscheinen vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse in einem neuen Licht. 
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Gegenüberstellung von exogenem und endogenem Estradiol 

 

Durch die Arbeit von Prange-Kiel und ihren Mitarbeitern ist im Jahr 2003 der 

Nachweis erbracht worden, dass hippocampale Neurone in der Lage sind, 

Östrogene de novo zu synthetisieren (Prange-Kiel et al., 2003). Die Tatsache, 

dass die ERα –Expression durch Östrogene erhöht und die der ERβ erniedrigt 

wird sowie Letrozol ein reziprokes Verhalten erkennen lässt, erlaubt die 

Schlussfolgerung, dass östrogene Wirkungen im Hippocampus auto- und 

parakrin vermittelt werden. 

Die vorliegende Arbeit zeigt den positiven, signifikanten Einfluss von 

endogenem Östrogen auf die Entstehung von Spinesynapsen. Ein 

vergleichbarer Effekt durch exogene Östrogene konnte jedoch nicht erzielt 

werden. Fester und dessen Mitarbeiter konnten sogar einen Einfluss endogener 

Östrogene auf Apoptose und Proliferation im Hippocampus entdecken (Fester 

et al., 2006). Forschungen über den Einfluss von Östrogenen auf die GAP43-

Expression und Axonlänge im Hippocampus beweisen, dass sowohl endogene 

als auch exogene Östrogene hier einen positiven Effekt haben (von Schassen 

et al., 2006).  

Diese Beobachtungen lassen den Schluß zu, dass sowohl endogene als auch 

exogene Östrogene eine differenzierte Wirkungsweise besitzen. 

Um dieser Frage intensiver nachzugehen, wurden Proliferationsraten in 

hippocampalen Dispersionskulturen unter Applikation verschiedener 

Antiöstrogene untersucht. 

Unter Letrozol konnten Proliferationsraten gesenkt werden, was durch ICI 

182,780 (Fulvestrant, Faslodex), einem Östrogenantagonisten am 

zytosolischen und membranständigen ER (Fitzpatrick et al., 2002), jedoch nicht 

wiederholt werden konnte (Fester et al., 2006). Es ist daher zu vermuten, dass 

für Östradiol ein weiterer Signalweg existiert. 

Ein Blick auf die eigenen Ergebnisse und die von Rune und ihren Mitarbeitern 

läßt vermuten, dass für die Östrogenwirkung eher die lokale Konzentration als 

der Ort der Entstehung von Bedeutung ist (Fester et al., 2006; Prange-Kiel et 

al., 2003; Rune et al., 2002). 

Alternativ ist es möglich, dass exogene Östrogene nur begrenzt ihre Wirkungen 

entfalten können, weil sie mittels eines limitierten, aktiven Transportprozesses 
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(Megalin) die Zellmembran passieren können (Hammes et al., 2005). Die 

positiven Einflüsse von Östrogenen auf die Bildung von Spinesynapsen und 

Langzeitpotenzialen kann durch vorherige Letrozolbehandlungen deutlich 

gemacht werden. Aus dieser reduzierten Östrogenkonzentration lassen sich 

positive, signifikante Effekte von Östrogenen hinsichtlich der Bildung von 

Spinesynapsen und Langzeitpotenzialen erzielen. Östrogenabhängige 

Spinebildungen und die Expression von synaptischen Proteinen ist wiederum 

von hochregulierten ERα–Konzentrationen abhängig (Mukai et al., 2007; Jelks 

et al., 2007). 

Die Idee, dass die Spinesynapsendichte eher endogen als exogen beeinflusst 

wird, wird durch kürzlich veröffentlichte Ergebnisse untermauert (Ivonen et al., 

2006). 

In der Tat wurde herausgefunden, dass GnRH, der Regulator des 

Östrogenzyklus, auch als Regulator der Östrogensynthese im Hippocampus 

fungiert und dieser Einfluss ebenfalls zyklisch abläuft (Prange-Kiel et al., 2008). 

Die Entdeckungen von Rune und Mitarbeitern stimmen mit vorherigen 

Ergebnissen überein, welche zeigen, dass die Langzeitpotenziale in akuten 

Slicekulturen, die man von ovarektomierten, östrogenbehandelten Tieren 

erhielt, sich verstärken (Cordoba-Montoyer und Carrer, 1997; Smith und 

McMahon, 2005; Smith und McMahon, 2006) und vom Östrogenzyklus 

abhängig sind (Warren et al., 1995). 

In Anlehnung an die Entdeckungen von Ivonen und Mitarbeitern sowie von 

Prange-Kiel und Mitarbeitern würden Ovarentfernungen zu einer Reduzierung 

der Östrogensynthese im Hippocampus führen (Ivonen et al., 2006; Prange-Kiel 

et al., 2008). Demnach würde eine Behandlung von akuten Slices 

ovarektomierter Tiere mit Östradiol zu einem Rescueeffekt führen. Dies ähnelt 

meinen Ergebnissen zur Spinesynapsendichte und Erkenntnissen zu 

Langzeitpotenzialen durch Östradiol nach letrozolbehandelten Kulturen. 

Eine lange Zeit als gültig anerkannte Hypothese sagte aus, dass eine 

GABAerge Inhibierung durch Östrogene ein unterstützender Mechanismus für 

erhöhte, neuronale Aktivität sein soll (Murphy et al., 1998), was wiederum die 

Bildung von Spinesynapsen fördert. Die jüngsten Ergebnisse zu diesem Thema 

stellen diese Hypothese jedoch in Frage (Rune et al., 2002; Zhou et al., 2007; 

Ikeda et al., 2006).  
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Die Induktion von Langzeitpotenzialen in Abhängigkeit von Östrogenen hat sich 

dabei in Anwesenheit von GABA-Rezeptoren nicht verändert, was einen 

Einfluss von GABAerger Inhibierung in östrogeninduzierter, synaptischer 

Plastizität sehr unwahrscheinlich macht. 

Darüber hinaus fanden Smith und McMahon im Jahre 2005 heraus, dass der 

zeitliche Ablauf der Spinesynapsenzunahme nicht mit Veränderungen bei den 

Langzeitpotenzialen einhergeht (Smith und McMahon, 2005). Obwohl sich die 

Spinesynapsenzahl nach entsprechender Hormonbehandlung erhöhte, 

normalisierten sich die Langzeitpotenziale mit der Zeit. Die Normalisierung tritt 

ein, sobald die erhöhte NMDA-Rezeptortransmission von einer verspäteten 

Zunahme der AMPA-Rezeptortransmission begleitet wird. Die Tatsache, dass 

nach einem Synapsenverlust von 40 % eine LTP-Induzierung nicht mehr 

möglich ist, zeigt, dass für die Induzierung von Langzeitpotenzialen ein 

Spinesynapsengrenzwert erforderlich sein muß. Auch wenn hier nicht zwingend 

von einem linearen Zusammenhang auszugehen ist, so ist in Anlehnung an 

Smith und McMahon und jüngsten Ergebnissen von Rune und Mitarbeitern 

anzunehmen, dass die Spinedichte auch der synaptischen Funktion unterliegt 

(Smith und McMahon, 2005; Smith und McMahon, 2006). 

Mit Blick auf die synaptische Plastizität ist herausgefunden worden, dass 

NMDA-Rezeptorsubtypen sowohl LTP als auch LTD beeinflussen (Liu et al., 

2004). Es ist jedoch weiterhin unklar, welcher NMDA-R-Subtyp in den 

plastischen Prozess involviert ist (Berberich et al., 2007; Morishita et al., 2007; 

Bartlett et al., 2007). Überexpression von NR2B und NMDARs erhöht die 

Langzeitpotenziale (Yang et al., 1999). Diese erhöhte Plastitzität wird wieder 

rückgängig gemacht, wenn NR2B- durch NR2A- Untereinheiten ersetzt wird 

(Barria und Malinow, 2005). Die robusteren, hippocampalen Langzeitpotenziale 

in NR2B-überexprimierenden Mäusen korrelieren mit verbessertem Lernen und 

Gedächtnisleistungen (Cao et al., 2007). 

Die östradiolinduzierte Zunahme der Langzeitpotenziale wird durch die 

Blockade der NMDARs unterbunden (Smith und McMahon, 2006). Zusätzlich 

wurden vergleichbare, signifikante Effekte durch Aromatasehemmer im Stratum 

radiatum der CA1-Region des Hippocampus erzielt. Die Reduktion der 

Spinesynapsenzahl ist sehr wahrscheinlich auf die Herunterregulierung der 

NR2B-Expression nach Inhibierung der Aromatase mit Letrozol zurückzuführen, 
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da in beiden Experimenten eine exakte Reduzierung um 40% sowohl in der 

Zahl der Spinesynapsen als auch in der Abnahme der NR2B-Rezeptoren 

beobachtet werden konnte. 

Auch diese Ergebnisse machen die essenzielle Bedeutung der Aromatase, 

insbesondere der hippocampalen Östrogene, in der Erhaltung von 

Langzeitpotenzialen im Hippocampus deutlich. Die Herunterregulierungen 

durch Letrozol führen zu Gedächtnisdefiziten und sind damit erklärbare 

Nebenwirkungen bei Patienten, die sich einer Letrozolbehandlung in Folge 

eines Brusttumorleidens aussetzen. 

Die neuroprotektiven und neurotrophischen Effekte des Östradiols im ZNS 

wurden in der Vergangenheit hinreichend dargestellt (Garcia-Segura et al., 

2001; Saunders-Pullman, 2003). Bei Krankheiten wie der Schizophrenie, dem 

M. Alzheimer oder der Regeneration nach cerebralen Traumata wie 

Schlaganfällen, wird die neuroprotektive Komponente des Östradiols durch eine 

Verbesserung der Prognose deutlich (Cho et al., 2003; Garcia-Segura et al., 

2001). 

Eine stärkere Fokussierung sollte jedoch auch die kürzlich bewiesene, 

hippocampale Östrogensynthese (Azcoitia et al., 2002; Prange-Kiel et al., 2003) 

und die damit verbundenen Effekte erhalten. Eine Inaktivierung der Aromatase 

im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen zeigt, dass eine 

entsprechende Enzyminduktion eine protektive Rolle spielt und unter 

Umständen neue, pharmakologische Behandlungskonzepte ermöglicht 

(Azcoitia et al., 2001). 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse sowie die von Fester und 

Mitarbeitern gefundenen proliferationsfördernden Effekte des endogenen 

Östradiols (Fester et al., 2006), stützen die These, dass endogene Östrogene 

eine umfassende Wirkung auf die Bildung von Neuronen, das Axonwachstum 

und auf die Bildung von Spinesynapsen haben (von Schassen et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 



 38 

 

5 Zusammenfassung 

 
In der vorliegenden Arbeit ist die Entstehung von Spinesynapsen in 

Slicekulturen hippocampaler Rattenneurone mittels Elektronenmikroskopie 

untersucht worden. Die Kulturen erhielten Zusätze von Östrogen, 

Östrogenvorstufen und Hemmern einzelner Östrogenvorstufen. In Rescue-

Experimenten wurde die Spezifität dieser Substanzen getestet. Anschließend 

wurden die Effekte auf die Spinesynapsenzahl untersucht. 

Es konnte dabei eine signifikante Zunahme der Spinesynapsen unter den 

jeweiligen Östrogenvorstufenbehandlungen beobachtet werden. Die 

Synthesehemmung der Östrogenvorstufen sowie im Speziellen die Hemmung 

der Aromatase, führten zu einer signifikanten Reduzierung der 

Spinesynapsenzahl. Die exogene Östrogenzufuhr führte zu keiner signifikanten 

Änderung der Spinesynapsenzahl. 

Die Spinesynapsen-induzierende Wirkung der Östrogenvorstufen wurde durch 

die gleichzeitige Behandlung der Kulturen mit dem Aromatasehemmer Letrozol 

aufgehoben. 

Anhand dieser Ergebnisse wird die Bedeutung der endogenen 

Östrogensynthese für die Bildung von Spinesynapsen im Hippocampus und 

insbesondere die Aktivität der Aromatase deutlich. Der Beleg, dass 

hippocampale Neurone Östradiol de novo synthetisieren, konnte bereits in 

vorangegangenen Studien geliefert werden. 
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