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I Einleitung 

Östrogen wurde lange ausschließlich als Sexualhormon zur Regulation der Ge-

schlechtsdifferenzierung und -reifung betrachtet. Woolley und Mitarbeiter demons-

trierten bereits 1990, dass die Dichte der Spinesynapsen während des gonadalen 

Zyklus weiblicher Ratten variiert. Die höchste Spinedichte war während des 

Proöstrus zu beobachten, wenn der Östrogengehalt im Serum seinen Maximalwert 

erreicht hat. Bei ovariektomierten Ratten kam es umgekehrt zu einer Abnahme der 

Spinesynapsendichte. Durch anschließende Östrogensubstitution dieser Ratten 

konnte ein Wiederanstieg der Synapsendichte erzielt werden (Gould et al., 1990).  

Östrogen beeinflusst somit die synaptische Plastizität (Woolley und McEwen, 

1992; Bisagno et al., 2003; Katja und Beyer, 2003; Saunders-Pullman, 2003) und 

besitzt darüber hinaus antioxidative Eigenschaften (Behl und Manthey, 2000). 

Zahlreiche Studien belegen zudem neuroprotektive Funktionen von Östrogen, wie 

zum Beispiel beim apoplektischen Insult (Garcia-Segura et al., 2001, Azcoitia et 

al., 2002). Östrogen wird de novo in hippocampalen Neuronen gebildet (Prange-

Kiel et al., 2003; Kretz et al., 2004; Hojo et al., 2004) und ist für die Aufrechterhal-

tung von Spinesynapsen essenziell (Kretz et al., 2004; Rune et al., 2006; Zhou et 

al., 2007). Eine entscheidende Rolle spielt in diesem Zusammenhang die 

Aromatase, das finale Enzym der Östrogensynthese (Fester et al., 2009). Nach 

Verletzungen des Gehirns wird die Aromatase vielfach aktiviert und Östrogen 

vermehrt gebildet. Dies konnte im Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit 

gezeigt werden (Schaeffer et al., 2008). Umgekehrt führt Überexzitation von 

neuronalem Gewebe zu einer Reduktion der Östrogensynthese und in Folge da-

von zu Synapsenverlust (Zhou et al., 2007). Dieser Zusammenhang könnte im 

Rahmen der Epilepsie eine Rolle spielen. Somit bietet die lokale Östrogensynthe-

se als Folge der Aromataseaktivität ein interessantes therapeutisches Ziel bei der 

Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen. 
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1 Der Hippocampus 

1.1  Struktur und Verschaltung 

Bereits 1878 beschrieb Broca das limbische System als einen Gürtel (Limbus) von 

Rindenfeldern, gegliedert in einen inneren Ring, der vom Hippocampus 

(archikortikaler Allokortex) gebildet wird, und einen äußeren Ring, bestehend aus 

Gyrus parahippocampalis und Gyrus cinguli. Die zwei parallel nebeneinander lie-

genden Ringsysteme der Hippocampusformation bilden am Boden des 

Seitenventrikelunterhornes die mediale Randzone des Temporallappens und 

münden am Splenium corporis callosi in das Indusium griseum ein.  

Im Gegensatz zum sechsschichtigen Neokortex ist der Aufbau dieser phylogene-

tisch älteren Region auf drei Schichten reduziert (Stephan, 1975). Im Frontal-

schnitt werden die zwei ineinander verschränkten, u-förmigen Neuronenstreifen 

sichtbar, bestehend aus dem Gyrus dentatus (Fascia dentata) und dem Ammons-

horn (Cornu ammonis). 

Im Ammonshorn liegt das Pyramidenzellband (Stratum pyramidale) eingebettet 

zwischen Stratum oriens und Stratum moleculare und kann aufgrund seiner Struk-

tur und Verschaltung in drei Bereiche CA1-CA3 unterteilt werden. Während die 

CA1 Region überwiegend aus kleinen Pyramidenzellen aufgebaut ist, befinden 

sich in den anderen beiden Regionen große Pyramidenzellen. Das Pyramidenzell-

band wird vom Gyrus dentatus, dessen Körnerzellen ein sichtbares Neuronenband 

bilden, umfasst. Die Axone dieser kleinen, erregenden, glutamatergen Neuronen 

ziehen als Moosfasern zu den Pyramidenzellen der CA3-Region des Ammonshor-

nes.  

Über den Tractus perforans erreichen den Hippocampus sensorische Informatio-

nen aller Sinnesmodalitäten aus der Regio enterohinalis, wie z. B.  Afferenzen aus 

Gyrus cinguli, Corpus amygdaloideum, Septum und Thalamus.  
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Abbildung 1: Hippocampus einer adulten Ratte; Mittels In-situ-Hybridisierung ist die Expression des 

ERα im Hippocampus gezeigt. Zellen der CA3 Region zeigen eine deutlich stärkere Expression als 

die hippocampalen Regionen CA1 und Gyrus dentatus (aus: Rune et al., 2002). 

Efferenzen ziehen im Fornix hauptsächlich zu den Corpora mamillaria und geben 

im Verlauf Fasern an das Septum, das Corpus amygdaloideum und den Hypotha-

lamus ab. Die sogenannten Schaffer-Kollateralen verbinden die CA3-Neurone mit 

den Pyramidenzellen der CA1-Region (Akert, 1994).  

1.2  Funktion  

Der Hippocampus und seine angrenzende Struktur, der entorhinale Kortex, spie-

len eine wichtige Rolle für das episodische und kontextuale Gedächtnis, die Ent-

deckung von Neuem, die sprachliche Informationsverarbeitung und die räumliche 

Erinnerung. Werden beide Seiten des Hippocampus beschädigt oder sogar zer-

stört, führt dies zum Gedächtnisverlust, sowohl in Form einer zeitlich begrenzten 

retrograden Amnesie, d. h. Verlust von Teilen des Altgedächtnisses, als auch in 

Form einer anterograden Amnesie, also der Unfähigkeit, Neues zu erlernen 

(Spiers et al., 2001).  



I Einleitung 9 

 

 

Als morphologisches Korrelat dieser funktionellen Prozesse ist seit Langem be-

kannt, dass die Speicherung der Gedächtnisinhalte auf Veränderung und Neubil-

dung synaptischer Verbindungen beruht (Hebb, 1949; Morris und Frey, 1999). 

Über die Projektion des Fornix in die Corpora mamillaria zu den Nuclei anteriores 

des dorsalen Thalamus und weiter zum Gyrus cinguli und parahippocampalis 

spielt der Papez-Kreis (Papez, 1937) eine wichtige Rolle bei der Entstehung der 

Langzeit-Potenzierung (long-term potentiation, LTP). Werden die afferenten Fa-

sern stimuliert, führt dies zu einer lang anhaltenden Verstärkung der synaptischen 

Übertragung (Bliss und Lomo, 1973). Dies wird als zellulärer Mechanismus bei der 

Entstehung neuer Synapsen gesehen (Yuste und Bonhoeffer, 2001). In den 

Schaffer-Kollateralen, der axonalen Verbindung zwischen CA3 und CA1, befinden 

sich spezielle Glutamat-Rezeptoren, die an der Langzeit-Potenzierung, also der 

Überführung von Gelerntem in das Langzeitgedächtnis, beteiligt sind. Östrogen 

steigert die Ausschüttung von Glutamat und die Expression synaptischer 

Vesikelproteine in hippocampalen Kulturen (Yokomaku et al., 2003). Rune und 

Mitarbeiter (2002) konnten die Heraufregulation des Proteins Synaptophysin, das 

bei synaptischen Vorgängen eine Rolle spielt, in der CA1-Region nach Östrogen-

gabe nachweisen.  

Ebenso hat der Hippocampus bei der Orientierung in Zeit und Raum eine wichtige 

Bedeutung, denn Menschen, deren Hippocampus geschädigt ist, können z. B. 

keine Wegbeschreibungen geben. Zudem scheint ein Zusammenhang mit der Pa-

thogenese von Morbus Parkinson, Schizophrenie und Epilepsie zu bestehen (Kurz 

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

2 Cholesterol  

2.1  Aufbau und Funktion 

Das Lipid Cholesterol ist Hauptbestandteil der Plasmamembran und ist für deren 

Stabilität sowie zur Aufrechterhaltung der Membranfluidität (Brown, 1998) verant-

wortlich. Zusammen mit anderen Proteinen in der Zellmembran ist es an der Ein- 
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und Ausschleusung von Signalstoffen beteiligt. Im Blut wird es an Lipoproteine 

gebunden und transportiert. Es ist die Vorstufe der Gallensäuren sowie aller Stero-

idhormone. Aus drei Molekülen aktivierter Essigsäure (Acetyl-CoA) entsteht über 

das Zwischenprodukt Acetoacetyl-CoA das β-Hydroxymethylglutaryl-CoA (β-HMG-

CoA). Mithilfe des Enzyms HMG-CoA-Reduktase und NADPH wird das β-HMG-

CoA zu Mevalonat reduziert. Der letzte Schritt gilt als geschwindigkeitsbestim-

mend bei der gesamten Synthese. Die HMG-CoA-Reduktase, als ein integrales 

Enzym im endoplasmatischen Retikulum, kann pharmakologisch durch Statine 

gehemmt werden und wird derzeit therapeutisch zur Senkung des 

Cholesterolspiegels eingesetzt. 

2.2  Wirkung im Gehirn  

Etwa 25 % des im menschlichen Körper gebildeten Cholesterols sind im Gehirn 

lokalisiert (Björkhem und Meany, 2004). Das Gehirn, das neben Eierstöcken, Ne-

bennieren und Hoden den höchsten Bedarf an diesem Hormon aufweist, syntheti-

siert das von ihm benötigte Cholesterol vollständig selbst. Cholesterol kann die 

Blut-Hirn-Schranke nicht passieren und wird daher de novo im Gehirn aus Acetyl-

CoA gebildet (Pfrieger, 2003). Sowohl Neurone als auch Gliazellen können 

Cholesterol synthetisieren (Mauch et al., 2001) und stellen so den Rohstoff zum 

Aufbau synaptischer Strukturen und Funktionen zur Verfügung (Suzuki et al., 

2007). Das von Neuronen produzierte Cholesterol deckt aber nur den Eigenbedarf 

der Zellen ab. Zur Synaptogenese bedarf es der Gliazellen, die Cholesterol im 

Überschuss produzieren und die Nervenzellen damit versorgen. Im Vergleich zu 

anderen Geweben befindet sich im Gehirn bis zu zehnmal mehr Cholesterol, das 

in den präsynaptischen Enden angereichert ist (Pfrieger, 2003). Cholesterol ver-

bessert die Expression synaptischer Proteine, erhöht die neuronale Aktivität und 

ist für die Ausdifferenzierung von Dendriten und Synapsen im ZNS verantwortlich 

(Koudinov und Koudinova, 2001; Goritz et al., 2005).  
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3 Östrogen 

3.1  Synthese  

Die natürlich auftretenden Östrogene 17β-Östradiol (E2), Östron (E1) und Östriol 

(E3) sind alle C-18-Steroid-Derivate von Cholesterol. Der initiale Schritt der eigent-

lichen Östrogensynthese ist der Transfer von Cholesterol aus dem Zytosol zur in-

neren Mitochondrienmembran, bei der das Transportprotein, das steroidogenic 

acute regulatory protein (StAR), eine entscheidende Rolle einnimmt und als rate 

limiting step gilt (Arakane et al., 1996; Kallen et al., 1998). Das Enzym 

Cytochromoxidase P450scc wandelt hier Cholesterol in Pregnenolon um. Im endo-

plasmatischen Retikulum wird Pregnenolon durch das Enzym P450c-17 zunächst 

in 17-Hydroxy-Pregnenolon umgewandelt. Die 17α-Hydroxylase, die ebenfalls zur 

Cytochrom-P450-Familie gehört, wandelt es zu Dehydroepi-androsteron (DHEA) 

um. DHEA wird durch die 17β-Hydroxysteroid-Oxydo-reduktase (17ß-HOR) zu 

Androstendion und schließlich irreversibel mittels der 3β-Hydrosteroid-

Dehydrogenase (3ß-HSD) zu Testosteron umgewandelt. In einem nächsten Schritt 

kann aus Testosteron dann 17β-Östradiol entstehen. Alternativ kann aus 

Androstendion auch Östron synthetisiert werden, das im Gleichgewicht mit 17β-

Östradiol steht. Die Aromatase ist das Schlüsselenzym, welches für den letzten 

Schritt der Kaskade der Östrogensynthese verantwortlich ist. Es katalysiert die 

Abspaltung der C19-Methylgruppe und bewirkt eine Ringbildung des Rings A mit 

den C-Atomen 1 bis 5 und 10 des Sterangerüstes in eine aromatische Struktur, 

wodurch 17β-Östradiol entsteht. 
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Abbildung 2: Östrogensynthese im menschlichen Körper (L. Fester). 

3.2  Östrogenwirkung im Gehirn 

Es wurden zahlreiche Wirkungsmechanismen und Funktionen im Gehirn be-

schrieben. Östrogen hat neuroprotektive Funktion (Garcia-Segura et al., 2001), 

moduliert die synaptische Plastizität (Woolley und McEwen, 1992; Bisagno et al., 

2003; Katja und Beyer, 2003; Saunders-Pullman, 2003) und beeinflusst den 

GABA-Stoffwechsel. Es erhöht das Ausmaß der LTP (Foy et al., 1999; Mukai et 

al., 2007) und steigert die Expression von NMDA-Rezeptoren (Adams et al., 2004; 

Jelks et al., 2007).  

3.3  Östrogenrezeptoren im Hippocampus 

Östrogenrezeptoren sind nukleäre Hormonrezeptoren und gehören der Familie 

ligandengesteuerter Transkriptionsfaktoren an, wie z. B. auch die Rezeptoren für 

Schilddrüsenhormone. Um ihre Wirkung entfalten zu können, müssen Steroidhor-

mone in die Zellen gelangen. Dort setzen sie sich an spezifische Rezeptoren, in-

duzieren eine Aktivierungskaskade und bilden einen Rezeptor-Hormon-Komplex, 

der in den Zellkern wandert. Nach Bindung des Komplexes an spezifische Stellen 



I Einleitung 13 

 

 

der DNA, die sogenannten estrogen responsive elements (EREs), erfolgt die 

Transkription bestimmter Gene. Folglich tritt die Wirkung der Steroide in einem 

Zeitraum von Stunden ein, da die benötigten Proteine zur Steroidsynthese erst 

synthetisiert werden müssen. Neben dem bereits seit längerer Zeit bekannten Öst-

rogenrezeptor ERα (Green et al., 1986) wurde ein weiterer Rezeptor ERβ entdeckt 

(Kuiper et al., 1996; Tremblay et al., 1997). In ihrer Struktur unterscheiden sich die 

Subtypen, die codierenden Gene liegen auf verschiedenen Chromosomen. Beide 

Rezeptortypen konnten auch in primären neuronalen Kulturen 

immunhistochemisch nachgewiesen werden (Hösli und Hösli, 1999).  

Neben dem klassischen Weg, der durch eine lange Latenzzeit gekennzeichnet ist, 

konnten auch schnelle Effekte des Östrogens gezeigt werden, die über 

membranständige Rezeptoren vermittelt werden (Toran-Allerand et al., 1999; Lee 

und McEwen, 2002). Dies gibt einen Hinweis auf die vielfältigen Signalwege von 

Östrogen. 

4 Synaptische Aktivität  

4.1  Synaptische Marker 

Synaptophysin: Dieses 38 kDa schwere Protein wird in synaptischen Vesikeln in 

großer Anzahl exprimiert (Jahn und Südhof, 1999; Leube et al., 1989) und ist ein 

essenzieller Bestandteil der Vesikelmembran.  Synaptophysin assoziiert direkt mit 

Synaptobrevin, indirekt mit anderen Vesikelproteinen, und steht im Zusammen-

hang mit plastischen Veränderungen im Gehirn (Janz et al., 1999). Rune und Mit-

arbeiter (2002) konnten nachweisen, dass es nach Östrogenapplikation im 

Hippocampus vor allem in der CA1-Region zu einer vermehrten Expression von 

Synaptophysin kommt. Die Hemmung der Östrogensynthese mit dem 

Aromatasehemmer Letrozol führte zu einer signifikanten Abnahme von 

Synaptophysin (Rune et al., 2002; Yokomaku et al., 2003).  

Spinophilin: Spinophilin gilt als indirekter Marker für Spines, da es vorwiegend in 

Spines und Dendriten vorkommt und die Bildung und Funktion der Spines reguliert 
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(Feng et al., 2000; Hao et al., 2003; Muly et al., 2004). Bisher konnten über 30 

Proteine nachgewiesen werden, mit denen Spinophilin interagiert, darunter 

Membranrezeptoren, Ionenkanäle, Zelladhäsionsmoleküle und Tumorsuppressor-

Proteine. Zudem bindet es F-Actin und die katalytische Untereinheit der Protein-

Phosphatase 1, einem Enzym, welches Rezeptoren und Transmitterkanäle an 

dendritischen Spines reguliert (Sarrouilhe et al., 2006).  

4.2  Marker für axonales Wachstum  

GAP43: An der Reifung von Nervenzellen ist das Membranprotein GAP43, growth-

associated protein oder Neuromodulin (Benowitz und Routtenberg, 1997), als 

wichtiger Faktor beteiligt. Es hat ein molekulares Gewicht von 43 kDa und ist beim 

Menschen auf dem Chromosom 3 lokalisiert.  

Das wachstums- und plastizitätsassoziierte Protein GAP43, ein calmodulin-

bindendes Phosphoprotein, wird durch eine phospholipidabhängige Protein-

Kinase C (PKC) phosphoryliert (Gispen et al., 1991; Schaechter und Benowitz, 

1993). Phosphoryliertes GAP43 hat erstens eine stabilisierende Wirkung auf das 

Zytoskelett und dient in dieser Weise dem Axonwachstum, zweitens wird die Aus-

schüttung von Neurotransmittern erhöht (Dekker et al., 1989).  

Während das Protein in der Phase des neuronalen Wachstums und der frühen 

Synaptogenese in Neuronen stark exprimiert wird (Skene und Willard, 1981), zeigt 

sich eine Abnahme der Aktivität im Laufe der postnatalen Entwicklung (Skene et 

al., 1989). In Neuronen des Hypothalamus wird die Expression durch Steroide re-

guliert (Singer et al., 1996). Lustig et al. (1991) wiesen nach, dass Östrogen die 

Expression von GAP43 im Gehirn steigert. In einigen Teilen des Neokortex und im 

limbischen System bleibt die Expression während des gesamten Lebens bestehen 

(Meberg et al., 1991). Regionen, die weiterhin GAP43 enthalten, sollen ein hohes 

Potenzial an Plastizität besitzen (Benowitz et al., 1991). Da das Protein speziell in 

Axonen und dort vorwiegend im Wachstumskegel exprimiert wird (Meiri et al., 

1998), gilt es als etablierter Marker für axonales Wachstum.  
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5 Wege der Beeinflussung der Expression synaptischer Proteine 

5.1  Pharmakologische Hemmung der Östrogensynthese 

Die pharmakologische Hemmung kann z. B. mittels Inhibierung des Schlüsselen-

zyms der Cholesterolsynthese, der HMG-CoA-Reduktase, erfolgen. Als Folge der 

Hemmung nimmt der Gesamtgehalt von Cholesterol in den Zellen ab, wodurch der 

Ausgangsstoff der Steroidbiosynthese nicht mehr zur Verfügung steht. Durch 

Letrozol, einem potenten Aromatasehemmer, kann die Verstoff-wechselung von 

Testosteron zu Östrogen unterbunden werden. Der Einfluss der Aromatase auf die 

synaptische Plastizität wurde bereits in zahlreichen Studien behandelt (Kretz et al., 

2004; Fester et al., 2006). Die Hemmung des Enzyms in hippocampalen Zellkultu-

ren resultierte in einer Abnahme der Synapsendichte, der dendritischen Spines 

und der Expression synaptischer Proteine. Diese Vorgänge konnten durch Östro-

gengabe wieder aufgehoben werden (Kretz et al., 2004; Zhou et al., 2007).  

5.2  Molekularbiologische Hemmung der Östrogensynthese 

Durch Inhibierung eines Gens (oder dessen korrespondierender mRNA) ist es 

möglich, die Genfunktion in Zellen zu untersuchen. Hierbei arbeitet man mit Anti-

sense-Oligonukleotiden, Aptameren und Ribozymen. Weiter kann zur Inhibierung 

der Genexpression eine sogenannte small interference RNA (siRNA) eingesetzt 

werden. SiRNA kommt in Organismen wie C. elegans und Drosophila, aber auch 

in Säugetierzellen vor (Fire, 1999; Elbashir et al., 2001). Bei dem Einsatz von lan-

gen dsRNA-Molekülen zeigte sich in den meisten Säugetierzellen eine unspezifi-

sche Toxizität. Auslöser dafür ist eine dsRNA-abhängige Proteinkinase, die einen 

Translationsfaktor inaktiviert und somit zu einer generalisierten Suppression der 

PBS der Zelle führt.  

Es konnte gezeigt werden, dass die PKN längenabhängig aktiviert wird (Caplen et 

al., 2001). So entsteht mithilfe der Ribonuclease III aus längeren dsRNA`s eine 

zwischen 21 und 22 Nukleotide (nt) lange siRNA (Hamilton und Beaulcombe, 

1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001). Das Prin-
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zip beruht darauf, dass diese synthetisch hergestellten Moleküle, sogenannte 

small interfering RNAs, in die Zelle eingebracht werden. In ihrer Struktur sind sie 

spiegelbildlich zum Ziel-Gen und bilden mit dessen Abbild, der mRNA, einen 

Komplex, der anschließend abgebaut wird (Hammond et al., 2001; Tuschl et al., 

2001).  

 

 

Abbildung 3: RNA interference, aus N. R. Wall und Y. Shi, Lancet, 2001. 

5.3.  StAR  

StAR (steroidogenic acute regulatory protein) ist ein Protein, das Cholesterol zur 

inneren Mitochondrienmembran transportiert, wo die Steroidsynthese startet 

(Clark et al., 1994). Neben dem Vorkommen im Ovar und den Nebennieren konnte 

das Enzym auch im Gehirn nachgewiesen werden, u. a. im Hippocampus 

(Wehrenberg et al., 2001). Das an der inneren Mitochondrienmembran gelegene 

Enzym P450scc katalysiert die Umwandlung von Cholesterol zu Pregnenolon.  
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Ein Beispiel für die Bedeutung des Proteins liefert die Betrachtung der Vorgänge 

im Gehirn von Alzheimer-Patienten. Morbus Alzheimer ist charakterisiert durch 

Gedächtnisverlust, Verhaltensauffälligkeiten sowie Verlust von sprachlichen Fä-

higkeiten und führt schließlich zum Tod. Epidemiologische Studien zeigen eine 

Prädisposition von postmenopausalen Frauen, bei denen die Hormone der 

hypothalamisch-hypophysär-gonadalen Achse rückläufig sind, an Morbus Alzhei-

mer zu erkranken. Verglichen mit gesundem Gewebe war StAR, welches durch 

das Hormon LH über den zyklischen AMP-second-messenger-Weg reguliert wird, 

u. a. in den hippocampalen Neuronen von Erkrankten hochreguliert (Webber et al., 

2006). 

6 Fragestellung und Zielsetzung 

Cholesterol, als ein essenzieller Baustein von Membranen und synaptischen 

Strukturen, galt lange als der elementare Baustein für die Synaptogenese. Es er-

höht die Expression synaptischer Proteine, steigert neuronale Aktivität und ver-

bessert die Differenzierung von Dendriten und Synapsen (Mauch et al., 2001; 

Pfrieger, 2003; Goritz et al., 2005; Koudinov und Koudinova, 2001; Suzuki et al., 

2007).  

Seit der Erkenntnis, dass Neurone de novo Östrogen produzieren (Prange-Kiel et 

al., 2003), stellt sich die Frage, ob Cholesterol-induzierte Synapsenbildung nicht 

de facto einer Östrogen-induzierten Synaptogenese zugrunde liegt, weil 

Cholesterol das Substrat für Östrogenbildung im Gehirn ist. In der vorliegenden 

Arbeit soll durch den knock down von StAR dieser Frage nachgegangen werden 

und die Wirkung von Cholesterol und Östrogen auf synaptische Proteine in siRNA 

gegen StAR transfizierten Neuronen untersucht werden. 
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II Material und Methoden  

1 Material und Geräte 

– Adhäsions-Objektträger, Histobond, ca. 75 x 25 x 1 mm, MARIENFELD 

– Aluminiumfolie, LAGER UKE 

– Brutschrank, WTC, BINDER 

– Cryogenic Vials, NALGENE BRAND PRODUCTS 

– Cutfix Scalpell, BRAUN 

– Deckgläser, verschiedene Größen, MARIENFELD 

– Einmalspritzen, verschiedene Größen, BRAUN 

– epT.I.P.S. Standard, 500–1000 µl, EPPENDORF AG 

– Falcon Cell Stainer, 40 µm Nylon, BECTON DICKINSON 

– Falcon Tissue Culture Plate, 24 well, BECTON DICKINSON 

– Falcon Tubes, 50 ml, 15 ml, BECTON DICKINSON 

– Handschuhe, KIMBERLY-CLARK 

– Heidemann-Spatel, AESCULAP DE 

– Hettrich Zentrifuge, EBA1R, HETTRICH 

– Hettrich Zentrifuge, Universal 32R, HETTRICH 

– Instrumentenkasten, 216F1383, MERCK 

– Mikroskop LSM 4.1, ZEISS 

– Mikroskop, LSM Meta 5.1, ZEISS 

– mikroskopische Deckgläser, rund, Ø 12 mm, ASSISTENT 

– Neubauer-Zählkammer, Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm², BRAND GERMANY 

– Nunclon Surface, 24 Well-Platte, NUNC BRAND PRODUCTS 

– Openlab 3.1.5 (Software) IMPROVISION 

– Parafilm, PECHINEY PLASTIC PACUAGING 

– Pasteurpipetten, 25 cm, MERCK 

– PCR-Tubes, 0,5 ml, BIOZYM 

– Pinzette nach Dumount, 232F1230, MERCK 

– Pipetten, verschiedene Volumen, GILSON 

– Reaktiongefäße, 3810X, 1,5 ml, EPPENDORF AG 

– Schere, AESCULAP DE 

– Sicherheitswerkbank, Klasse 2, HERAEUS 

– Spritzenvorsatzfilter, 022 µm, MILLEX GP 

– SSPS 13.0 für Windows, SSPS GMBH SOFTWARE 

– Tissue Culture Dish, 35 x 10 mm, BECTON DICKINSON 

– Vortex-Gene, 2, SCIENTIFIC INDUSTRIES 
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– Waage, SARTORIUS 

– Wasserbad mit Schüttler GFC, 1086, GFC 

– Zellstofftücher, WEPA 

2 Chemikalien 

– Albumin, Bovine, BSA, SIGMA-ALDRICH 

– Aqua ad injectabilia, 1 Liter, BAXTER  

– Alexa Fluor 488, monoclonal, JACKSON 

– Alexa Fluor 488, polyclonal, JACKSON 

– Anti-GAP43, polyclonal, SIGMA-ALDRICH 

– B27 Supplement, GIBCO 

– BARRYCIDAL 36, Desinfektionsmittel, HELMUT SCHRÖDER 

– β-Östradiol-Water soluble, 100 mg, SIGMA-ALDRICH 

– Cholesterol, SIGMA-ALDRICH 

– Cy3, monoclonal, JACKSON  

– Cy3, polyclonal, JACKSON  

– DAKO, DAKO CYTOMATION 

– DAPI, SIGMA-ALDRICH 

– Ethanol, 70 %, 96 %, Apotheke UKE 

– Formaldehydlösung min. 37 %, MERCK 

– Human bFGF-basic, STRATHMANN 

– 2-Hydroxypropyl-ß-Cyclodextrin, SIGMA-ALDRICH 

– L-Glutamin, 200 mM, SIGMA-ALDRICH 

– LipofektaminTM 2000 INVITROGEN 

– Natronlauge, 1N, MERCK 

– Neurobasal A Medium, GIBCO 

– Neurobasal A Medium ohne Phenolrot, GIBCO 

– Normal goat serum 2 % (NSG), SIGMA-ALDRICH  

– Oligonukleotide Eurofins MWG/ OPERON 

– Paraformaldehyd reinst, 4005, MERCK 

– PBS Tablets, GIBCO 

– Penicillin/ Streptomycin, GIBCO 

– Poly-d-Lysin, SIGMA-ALDRICH 

– Salzsäure, MERCK 

– SilencerTM siRNA Construction Kit, AMBION 

– SilencerTM siRNA Labeling Kit, AMBION 

– Synaptophysin, monoklonal, CHEMICON 

– Spinophilin, monoklonal, UPSTATE 
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– StAR, CHEMICON 

– Testosteron, T6147, SIGMA-ALDRICH 

– Tris (Trishydroxymethylaminomethan), INVITROGEN 

– Trypsin/ EDTA, L 2163, BIOCHROM 

3 Lösungen 

Beschichtung der Kulturplatten 

– 600 µl Poly-d-Lysin (0,1 mg/ ml Aqua dest.) pro Kavität 

– 12 h inkubieren 

– abpipettieren und mit Neurobasal A spülen (mit Phenolrotzusatz) 

– mindestens 2 h trocknen lassen 

bFGF 

– 5 mM Tris in Aqua dest. gelöst, pH = 7,6; steril filtrieren 

– 50 µl bFGF in 1000 µl Tris-Lösung lösen, vortexen und aliquotieren 

– bei -25 °C lagern 

Fixierung 

– 5 ml 37 % Formaldehydlösung 

– 45 ml PBS, pH 7,4, 3 x spülen 

– 10 min RT 

Kulturmedium für Dispersionskultur 

– 50 ml Neurobasal A 

– 500 µl B27 

– 125 µl L-Glutamin (200 mM) 

– 500 µl Penicillin/ Streptomycin bis zum 5. Tag 

– Transfektion mit Lipofektamin 2000 für 4 h im Brutschrank 

– 50 ml Neurobasal KM ohne Penicillin/ Streptomycin am 7. Tag 

– Zusätze: 17ß-Östradiol (10-7 M), Testosteron (10-7 M) und Cholesterol (10-7 

M)   

PBS 
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– 8 g NaCl 

– 0,2 g KCl 

– 1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat 

– 0,2 g Kaliumhydrogenphosphat 

– 1 Liter Aqua dest. 

– pH = 7,4 bei RT 

4 Methoden 

4.1 Tiere 

WISTAR-Ratten (Anatomisches Institut I: Zelluläre Neurobiologie, Universität 

Hamburg) wurden unter kontrollierten Bedingungen gehalten, Wasser und Futter 

standen zur freien Verfügung.  

4.2  Präparation des Hippocampus aus der Ratte 

Pro Experiment, Untersuchung der GAP43-Expression und Untersuchung der Ex-

pression synaptischer Proteine, wurden die je fünf bis sieben Tage alten Ratten 

mit CO2 anästhesiert und dekapitiert. Nach Öffnung des Schädels wurde das Ge-

hirn vorsichtig mithilfe eines Heidemann-Spatels entnommen und auf einen mit 

PBS getränkten Schwamm gelegt. Das Kleinhirn wurde entfernt und die Hemi-

sphären voneinander getrennt. Anschließend wurden aus den Hirnhälften nachei-

nander die beiden Hippocampi herauspräpariert und in gekühltes PBS gegeben. 

4.3  Dispersionskultur neuronaler Zellen 

Die Präparation erfolgte nach der Methode von G. J. Brewer (1997). Zunächst 

wurde in einer 24-well-Titerplatte in jede Kavität ein Glasplättchen gelegt und die-

se für eine Stunde mit 600 µl Poly-d-Lysin beschichtet, welches anschließend wie-

der abgesaugt wurde. Nach Spülen mit Neurobasal A trocknete die Titerplatte 

über Nacht im Inkubator bei 37 ºC. Am nächsten Tag wurde das Poly-d-Lysin mit 
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einer Pipette abgesaugt und die Kavitäten mit Neurobasal A Medium gespült. An-

schließend trocknete die Titerplatte unter der Sicherheitswerkbank. 

Die Hippocampi wurden am Präparationstag unter semisterilen Bedingungen unter 

der Sicherheitswerkbank weiterbehandelt. Um überschüssiges Gewebe zu entfer-

nen, erfolgte das mehrmalige Spülen mit PBS. Anschließend wurden die 

Hippocampi mit einer scharfen Klinge zerkleinert und in ein Falcon-Röhrchen mit 

25 ml PBS überführt. Der Zellbrei wurde für zehn Minuten bei 4 ºC und 5000 U/ 

min zentrifugiert, der dabei entstandene Überstand wurde verworfen. Durch Zu-

satz von 37 ºC warmem Trypsin/ EDTA (500 µl/ Hippocampus, 3 min) erfolgte der 

Verdau der extrazellulären Proteine, welcher nach zweieinhalb Minuten durch 

Neurobasal A gestoppt wurde. Um unverdautes Gewebe zurückzuhalten, filterte 

man die Zellsuspension durch ein Nylon-Sieb in ein neues Falconröhrchen. An-

schließend erfolgte ein weiteres, fünfminütiges Zentrifugieren bei 4 ºC und 5000 U/ 

min. Der Überstand wurde verworfen. Vor der nächsten Zentrifugation wurden 25 

ml phenolrotfreies Neurobasal A Medium zugesetzt, da Phenolrot im Verdacht 

steht, eine östradiolähnliche Wirkung zu haben. Erneut wurde für fünf  Minuten bei 

4 ºC und 5000 U/ min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und es wurde 

20 ml Neurobasal A Medium hinzugefügt. Die Zellzahl wurden anschließend mithil-

fe der Neubauer-Zählkammer bestimmt.  

Pro Kavität einer 24-well-Titerplatte wurden jeweils 1 ml der Zellsuspension (ent-

spricht 100 000 Zellen) auf die mit Poly-d-Lysin beschichten Deckgläschen gege-

ben. Während der folgenden, einstündigen Inkubation (37 ºC, 5 % CO2) konnten 

sich die Zellen absetzten und hafteten an den Deckgläschen. Danach wurden die 

Deckgläschen in eine neue Kulturplatte übertragen. Jedem well wurden 1 ml Kul-

turmedium mit 1 µl Wachstumsfaktor bFGF zugegeben. Nach 24 Stunden erfolgte 

der erste Wechsel des Kulturmediums, weiterhin erfolgte ein Wechsel alle 48 

Stunden. Nach viertägiger Vorkultur hatten sich die Zellen von der Präparation 

erholt und es erfolgte die Transfektion mit siRNA gegen StAR. 
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4.4  siRNA StAR knock down  

Es wurden spezifische Oligonukleotide von MWG-Biotech (Eurofins MWG/Operon) 

eingesetzt:  

– Antisense Strang: 5'-AAA GCT TGA TGC CTC AGT CCT CCT GTC TC- 3' 

Sense Strang: 5' –AAA GGA CTG AGG CAT CAA GCT CCT GTC TC- 3' 

– Kontrolle siRNA, Antisenses Strang: 5`- AAA GCT TGA TGC CTC AGT 

CCT CCT GTC TC- 3' Sense Strang: 5' –AAA GGA CTG AGG CAT CAA 

GCT CCT GTC TC- 3' 

Um die StAR-mRNA der Tiere zu degradieren, wurde der SilencerTM siRNA 

Construction Kit (Ambion) verwendet.  

Die siRNA wurde mit Fluorescein gelabelt (SilencerTM siRNA Labeling Kit, 

Ambion), die hippocampalen Zellen wurden nach sieben bis neun DIV durch vier- 

bis sechsstündige Zugabe von LipofektaminTM 2000 transfiziert. Der knock down 

wurde anhand des immunhistochemischen Färbeindex der transfizierten Zellen für 

StAR (1:1000, Chemicon) und mittels quantitativer Immunhistochemie (siehe dort) 

überprüft. 

4.5  Behandlung der Kulturen 

Die Zellen wurden nach einer Vorkultur im Abstand von 48 Stunden dreimal stimu-

liert. Den neuronalen Kulturen wurden Cholesterol, Testosteron und 17β-Östradiol 

(Sigma-Aldrich) in einer Konzentration von 10-7 M für sieben Tage zugesetzt. Bei 

der Stimulation mit Cholesterol wurde 2-Hydroxypropyl-ß-Cyclodextrin zugegeben, 

um das Cholesterol wasserlöslich zu machen. Unbehandelte Kontrollkulturen wur-

den jeweils mit neuem Kulturmedium versorgt. Die Inkubation fand bei 37 ºC und 

5 % CO2 im Brutschrank statt.  

4.6  Immunhistochemie der Dispersionskulturen 

Nach Herstellung einer Formaldehydlösung (3,7 % in PBS) wurde das Nährmedi-

um aus jedem well abgesaugt und durch die Formaldehydlösung ersetzt.  Nach 
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zehn Minuten wurde die Fixierung abgesaugt und es wurde 3 x 5 Minuten mit PBS 

gespült. Schließlich wurde je 1 ml PBS in jede Kavität gegeben und die Kulturplat-

te bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. 

Zu Beginn der Immunhistochemie, die unter semisterilen Bedingungen stattfand, 

wurden die fixierten Zellen wiederum 3 x 5 min in PBS gespült. Im nächsten Schritt 

erfolgte das Blockieren mit 2 % NSG in PBS, je 1 ml pro Kavität für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur, um unspezifische Immunreaktionen zu vermindern. Nach Ablauf 

der Zeit wurde die Lösung durch die Primärantikörper-Lösung ersetzt.  

Folgende primäre Antikörper wurden verwendet: GAP43-Antikörper (monoklonal, 

1:1000), Synaptophysin-Antikörper (monoklonal, 1:1000) und Spinophilin-

Antikörper (polyklonal, 1:750) in PBS gelöst. Nach Entfernen der NSG-Lösung 

wurden je 250 µl der jeweiligen Lösung in jede Kavität gegeben und bei 4 ºC über 

Nacht im Kühlschrank inkubiert. Nach zwölf Stunden wurde die Lösung mit dem 

Primärantikörper abgesaugt, anschließend wurde die Kultur 3 x 5 min mit PBS 

gespült. Nun folgte die Inkubation des Sekundärantikörpers, wobei hier ein Cy3-

Antikörper (monoklonal, 1:350) für Synaptophysin und GAP43 sowie ein Cy3-

Antikörper (polyklonal, 1:500) oder ein Alexa Fluor 488  (polyklonal 1:500) bei 

Spinophilin eingesetzt wurde. Die Kulturen wurden mit der Sekundärantikörper-

Lösung für eine Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte wieder ein 3-mal 

fünfminütiges Spülen mit PBS. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI 1:100 000 (Sig-

ma-Aldrich). Nach dreiminütiger Inkubation wurde die Färbung entfernt und gründ-

lich mit PBS (3 x 5 min) gespült. Anschließend wurden die Plättchen auf einen Ob-

jektträger überführt, je mit ein bis zwei Tropfen DAKO (fluoreszenzfreies 

Eindickmedium) überschichtet, mit einem Deckgläschen versehen und im Kühl-

schrank aufbewahrt. 

4.7  Bildanalyse 

Um systematische Fehler zu vermeiden, wurde die Auswertung der Bilder 

verblindet. Die Auswertung der Proben erfolgte durch die Laserscanmikroskope 

LSM 4.1 und LSM Meta 5.1 (Zeiss). Die Fluorochrom-markierten Antikörper wur-
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den bei gleicher Intensität und Wellenlänge gemessen und fotografiert. Die Bilder 

wurden digitalisiert und dann durch ein Zellbildsystem (Openlab 3.1.5) analysiert. 

Es wurden jeweils fünf Areale pro Nervenzelle ausgeschnitten. Die Fläche (darge-

stellt durch die Anzahl der Pixel) bestimmte den Färbeindex pro Zelle sowie die 

Intensität der Färbung, die in einer Grauskala ausgedrückt wurde. Dabei wurde 

durch Multiplikation von Fläche und Intensität ein relativer staining index (Fär-

bungsintensität) ermittelt. 

4.8  Statistische Analyse 

Zur statistischen Analyse wurde das Programm SSPS 13.0 für Windows verwen-

det. Für jede Versuchsreihe wurden der Mittelwert, die Standard-abweichung und 

das Signifikanzniveau bestimmt und mithilfe einfaktorieller ANOVA (analysis of 

variants for repeat measurements), gefolgt von einem Post-hoc-Test nach Dunett 

(zweiseitig), ausgewertet. Hierbei wurde *p < 0,05 als signifikant, * * p < 0,01 fest-

gelegt. 
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III Ergebnisse 

Bei diesem molekularbiologischen Ansatz wird der Transport von Cholesterol zur 

inneren Mitochondrienmembran durch Transfektion der hippocampalen Neurone 

mit siRNA gegen StAR unterbunden. Es konnte bereits in vorangehenden Unter-

suchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Transfektion mit 

siRNA gegen StAR die Qualität der Zellen nicht beeinflusst (Fester et al., 2006). 

So konnten bei morphologischer Betrachtung in Bezug auf PI-Staining, LDH-

Messung und Tunelstaining keine Unterschiede der mit siRNA gegen StAR 

transfizierten Kulturen zu siRNA-Kontrollgruppen aufgezeigt werden. Messungen 

von Östrogen im Medium der Kulturen nach 7 DIV ergaben eine um etwa 20 % 

verminderte Synthese in der mit siRNA gegen StAR behandelten Gruppe (Fester 

2006, 2009). Um die transfizierten Zellen zu identifizieren, wurde die siRNA mit 

Fluorescein inkubiert. Nach 12 h waren in erfolgreich transfizierten Somata und 

Neuriten unter dem Fluoreszenzmikroskop kleine, leuchtende Punkte (siehe Pfeil 

in Abbildung 4) zu erkennen. So konnte verhindert werden, dass nichttransfizierte 

Zellen in die Auswertung einbezogen wurden. Die Transfektionsrate belief sich in 

unseren Versuchen auf ca. 40 bis 60 % der Zellen.  

 

Abbildung 4: Die erfolgreiche Transfektion der Zelle mit siRNA gegen StAR ist durch die grüne 

Fluoreszenz indiziert (Pfeil). Der Skalierungsbalken entspricht 5 µm. 
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Abbildung 5: Quantitative Auswertung der Immunreaktivität von StAR in Neuronen nach 

Transfektion mit siRNA gegen StAR nach 12 h. (n = 3 Kulturen pro Gruppe; Mittelwert ± SEM; **p ≤ 

0,01). 

Abbildung 5 zeigt die Expression von StAR in hippocampalen Dispersionskulturen 

als staining index. Durch die Transfektion mit siRNA gegen StAR kommt es nach 

ca. 12 h zu einer deutlichen Herunterregulation des Proteins.  

1 Spinophilinexpression nach knock down von StAR 

Zur Messung der Expression von Spinophilin wurden hippocampale Dispersions-

kulturen, wie im Methodenteil beschrieben, mit siRNA gegen StAR transfiziert. 

Durch die Transfektion konnte Cholesterol nicht zur inneren 

Mitochondrienmembran gelangen, um weiter verstoffwechselt zu werden. Die 

transfizierten Kulturen wurden mit Cholesterol und 17ß-Östradiol in einer Dosie-

rung von 10-7 M behandelt. Dabei sollte getestet werden, ob die unterdrückte Ex-
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pression wieder angehoben werden kann, also ein sogenannter „Rescue“ stattfin-

det. 

In jedem der drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimente wurden 

jeweils drei Kulturen pro Gruppe angelegt. Aus jeder Gruppe wurden 20 Zellen 

nach dem Zufallsprinzip fotografiert und analysiert. Anschließend wurde ein Mit-

telwert für jede Gruppe gebildet. Die Auswertung des Färbeindex erfolgte mithilfe 

des Laserscanmikroskops.  

 

 

 

Kontrolle 

 

siRNA gegen StAR 

 

siRNA gegen StAR und 

Cholesterol 

 

siRNA gegen StAR und 

Östrogen 

Abbildung 6: Immunreaktivität von Spinophilin in hippocampalen Dispersionskulturen nach 

Transfektion mit siRNA gegen StAR. 

 
Die Abbildung 6 zeigt in den hippocampalen Zellen nach immunhistochemischer 

Färbung mit Anti-Spinophilin unterschiedliche Signale durch die Intensität der Rot-

färbung (Kontrolle, siRNA gegen StAR transfizierte Kulturen, transfizierte Kulturen 

nach Cholesterol- oder Östrogengabe). In siRNA gegen StAR transfizierten Zellen 

stellt sich eine deutlich verminderte Reaktion dar. Die Zugabe von Cholesterol in 

einer Dosierung von 10-7 M zu siRNA gegen StAR transfizierten Zellen konnte die 

geminderte Expression nicht signifikant beeinflussen, während Östrogen (10-7 M) 

zu einem deutlichen „Rescueeffekt“ führte.  
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Abbildung 7: Quantitative Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Spinophilin-Antikörper in siRNA-

transfizierten Kulturen nach Behandlung mit 17β-Östradiol und Cholesterol (n = jeweils 3 Kulturen 

pro Gruppe; Mittelwert ± SEM;  *p ≤  0,05). 

Das Diagramm in Abbildung 7 zeigt die Intensität der Spinophilin-Immunreaktion 

als staining index in Prozent. Die Kontrolle wurde gleich 100 % und die jeweils 

behandelten Kulturen wurden prozentual in Beziehung gesetzt. Bei mit Östrogen 

behandelten Kulturen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Spinophilinexpression 

im Vergleich zu Kulturen nach knock down von StAR. Ein leichter, jedoch nicht 

signifikanter Anstieg konnte auch nach Cholesterolgabe verzeichnet werden. Mög-

licherweise kann dieser Effekt durch einen inkompletten knock down oder eine 

Instabilität der siRNA hervorgerufen werden. Darüber hinaus waren transfizierte 

Zellen in den Kulturen weiterhin in der Lage, aus Cholesterol Östrogen zu synthe-

tisieren. Wesentlich ist jedoch, dass Östrogen die Herunterregulation aufheben 

kann. 
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2 Synaptophysinexpression nach knock down von StAR 

Die immunhistologische und statistische Auswertung des Synaptophysins, eines 

präsynaptischen Markers, erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei 

Spinophilin. Wiederum wurden hippocampale Dispersionskulturen, wie im Metho-

denteil beschrieben, mit siRNA gegen StAR transfiziert, nach Transfektion und 

Stimulation mit Cholesterol oder 17β-Östradiol immunhistochemisch mit einem 

spezifischen Antikörper inkubiert.   

Wiederum wurden drei voneinander unabhängige Experimente durchgeführt und 

jeweils drei Kulturen pro Gruppe angelegt. Aus jeder Gruppe wurden je 20 Zellen 

nach dem Zufallsprinzip fotografiert und analysiert. Wie bei Spinophilin zeigt sich 

eine signifikante Herunterregulation der mit siRNA gegen StAR transfizierten Kul-

turen. Stimulation mit Cholesterol zeigte keinen signifikanten Anstieg, während die 

Stimulation mit Östrogen zu einem signifikanten „Rescueeffekt“ führte.  



III Ergebnisse 31 

 

 

 

Abbildung 8: Immunhistochemie von Synaptophysin in hippocampalen Dispersionskulturen nach 

Transfektion mit siRNA gegen StAR. Der Skalierungsbalken entspricht  

Die Abbildung 8 zeigt Aufnahmen hippocampaler Neurone unter dem Laserscan-

mikroskop, bei der nach immunhistochemischer Färbung StAR (rot) und 
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Synaptophysin (grün) dargestellt ist. Die siRNA-negativen Kontrollen dienen dem 

Ausschluss unerwünschter Effekte durch die siRNA. In den mit siRNA gegen StAR 

transfizierten Kulturen ist Synaptophysin herunterreguliert. Diese 

Herunterregulation konnte durch Östrogensubstitution in einer Dosierung von 10-7 

M wieder aufgehoben werden, während dieser „Rescueeffekt“ bei Cholesterol in 

einer Dosierung von 10-7 M nicht eingetreten ist.  

 

Abbildung 9: Quantitative Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Synaptophysin-Antikörper in 

siRNA-transfizierten Kulturen nach Behandlung mit 17β-Östradiol und Cholesterol (n = jeweils 3 

Kulturen pro Gruppe; Mittelwert ± SEM;  *p ≤ 0,05). 

Das Diagramm in Abbildung 9 stellt die Immunreaktion von Synaptophysin wiede-

rum als staining index dar. Nach Östrogengabe ist analog zu Spinophilin die Ex-

pression des Proteins signifikant heraufreguliert. Cholesterol führt zu keinem signi-

fikanten Anstieg.  
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3 GAP43-Expression nach knock down von StAR   

In drei unabhängigen Experimenten erfolgte nach Transfektion und Inkubation mit 

GAP43-Antikörpern die immunhistochemische Darstellung der GAP43-Expression. 

Aus jeder Kultur wurden 20 Axone pro well analysiert und ein Mittelwert für jede 

Gruppe gebildet. Als Maß für die Expression von GAP43 wurde bei GAP43-

positiven Axonen in 400-facher Vergrößerung der Färbeindex (staining index) digi-

tal festgehalten. Wiederum wurden die mit siRNA gegen StAR transfizierten Zellen 

durch Doppelinkubation mit grün fluoreszierendem Farbstoff im Zellkörper kennt-

lich gemacht. Durch die Gabe von Östrogen in einer Dosierung von 10-7 M zeigte 

sich eine signifikante Heraufregulation der GAP43-Expression. Auch eine 

Testosteronapplikation in einer Dosierung von 10-7 M führte zu einem Wiederan-

steigen der GAP43-Expression in den mit siRNA gegen StAR transfizierten Kultu-

ren. 

 

Kontrolle 

 

siRNA gegen StAR 

 

siRNA gegen StAR+Östrogen 

Abbildung 10: Immunhistochemie mit GAP43-Antikörpern in hippocampalen Dispersionskulturen 

nach Transfektion mit siRNA gegen StAR.  

Die Abbildung 10 zeigt Aufnahmen vor und nach Behandlung mit 17β-Östradiol. 

Die Immunreaktivität stellt sich in transfizierten Kulturen als verminderte Farbreak-

tion im Axon (rot) dar. Nach Gabe von Östrogen ist eine vermehrte Farbintensität 

zu erkennen. Die Zellkerne wurden durch DAPI als blaue Punkte kenntlich ge-

macht. 
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Abbildung 11: Expression von GAP43 in siRNA-transfizierten Kulturen. 

(n = jeweils 3 Kulturen pro Gruppe; Mittelwert ± SEM;  *p ≤  0,05, **p ≤  0,01).  

Das Diagramm in Abbildung 11 zeigt die deutliche Herunterregulation der siRNA 

gegen StAR-knock-down-Zellen. Sowohl Testosteron- als auch Östrogen-

stimulation verursachen eine signifikante Zunahme der GAP43-Expression. Somit 

ist bei diesem Protein, im Gegensatz zu Spinophilin und Synaptophysin, die 

Aromatasewirkung weniger spezifisch. 
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IV Diskussion 

Seit mehr als einem Jahrzehnt ist bekannt, dass Östrogen Einfluss auf die synap-

tische Plastizität im Hippocampus hat. Woolley und Mitarbeiter zeigten, dass die 

Dichte der Spines in den Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus 

weiblicher Ratten mit dem Östrogenzyklus und somit dem Östrogenlevel im Serum 

variiert (Woolley et al., 1990). Bei ovariektomierten Ratten konnte eine Abnahme 

der Spinedichte der CA1-Region beobachtet werden, die durch Östrogen-

substitution wieder anstieg (Gould et al., 1990). Östrogen induziert die Expression 

synaptischer Vesikelproteinen wie z. B. Synaptophysin (Yokomaku et al., 2003) 

und postsynaptischer Proteine wie Spinophilin (Amateau und McCarthy, 2002). 

Darüber hinaus fördert es Neuritenwachstum (Dominguez et al., 2004), beeinflusst 

den GABA Stoffwechsel und verbessert die LTP an den CA3–CA1- Synapsen im 

Hippocampus (Warren et al., 1995; Smith and McMahon, 2006; Mukai et al., 

2007). Weiter stimuliert Östrogen die rezeptorvermittelte NMDA-Transmission 

(Foy et al., 2001; Jelks et al., 2007) und erhöht die Expression der NMDA-

Rezeptoren. All diese Effekte zeigen, dass Östrogen in die Kontrolle synaptischer 

Aktivität involviert und somit sehr wahrscheinlich an Prozessen der Gedächtnis-

bildung beteiligt ist.  

Seit der Entdeckung, dass Östrogen de novo von hippocampalen Neuronen im 

Kulturmedium synthetisiert und freigesetzt wird (Prange-Kiel et al., 2003) und die 

hippocampalen Neurone von der eigenen Östrogensynthese abhängen (Kretz et 

al., 2004), kann man nachvollziehen, warum physiologische Konzentrationen im 

Serum wenig Einfluss auf die Synapsenplastizität haben. Übereinstimmend mit 

dieser These konnten Hojo und Mitarbeiter (2004) eine sechsfach höhere Östro-

genkonzentration im Hippocampus männlicher Ratten als im Serum feststellen.  

Da auch Cholesterol die Synaptogenese fördert, stellt sich die Frage, ob diese 

Effekte direkt oder durch seine Umwandlung zu Östrogen vermittelt werden. 

Pfrieger postulierte 2003, dass die Cholesteroldosis, die eine effektive 

Synaptogenese nach sich zieht, höher sein muss als die Dosis der Metaboliten. 
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Diese These ist insoweit nachvollziehbar, betrachtet man die Doppelfunktion von 

Cholesterol: Das Steroidhormon spielt nicht nur bei der Synaptogenese eine Rolle, 

sondern wird auch zum Aufbau von Membranen benötigt. So enthalten die Memb-

ranen synaptischer Vesikel wesentlich mehr Cholesterol als andere intrazelluläre 

Organellen (Breckenridge et al., 1973; de Vries et al., 1981). Cholesterol inter-

agiert sehr spezifisch mit einzelnen integralen Membranproteinen und bestimmt 

dadurch deren Funktionen und Interaktionen. SNARE-abhängige Exozytose er-

folgt hauptsächlich in cholesterolreichen Domänen von Plasmamembranen. Als 

lipid rafts werden cholesterolreiche Subdomänen bezeichnet, die möglicherweise 

die Membran synaptischer Vesikel strukturieren (Huttner et al., 2000). Entzieht 

man Neuronen Cholesterol, beeinflusst das die Aktivität von Rezeptoren und somit 

die synaptische Übertragung und Plastizität (Frank et al., 2008). Hierbei wird auf 

die essenzielle Rolle von durch Gliazellen gebildetem Cholesterol bei der 

Synaptogenese hingewiesen (Mauch et al., 2001).  

Wie bereits beschrieben, können hippocampale Neurone adulter Ratten unter Ab-

wesenheit von Gliazellen Östrogen synthetisieren (Prange-Kiel et al., 2003). Im 

Hippocampus konnten die für die Neurosteroidsynthese wichtigen Proteine nach-

gewiesen werden, wie z. B. das steroidogenic acute regulatory protein, das 

Cytochrom P-450scc und die 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Furukawa et al., 

1998; Wehrenberg et al., 2001). Die Aromatase, welche die Umwandlung von Tes-

tosteron zu Östrogen induziert, konnte auf mRNA- und Proteinebene nachgewie-

sen werden (Abdelgadir et al., 1994; Garcia-Segura et al., 1999; Wehrenberg et 

al., 2001). Diesem Enzym wird eine Schlüsselrolle in Bezug auf die 

neuroprotektive Funktion zugesprochen (Leranth et al., 2004; Frotscher und Rune,   

2005). 

Die Dispersionskulturen, die in der aktuellen Versuchsreihe verwendet wurden, 

stammten von postnatalen Ratten. Im Gegensatz zur Aufarbeitung adulter 

Rattenhippocampi wurde auf Dichtegradientenzentrifugation verzichtet, um eine 

höhere Ausbeute zu erhalten. Es ist davon auszugehen, dass in den hier unter-

suchten Dispersionskulturen Prinzipalneurone des hippocampalen Pyramidenzell-

bandes, Körnerzellen des Gyrus dentatus, Astrozyten, Oligodendrozyten und 
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Mikroglia zu einem höheren Anteil als in den Kulturen adulter Tiere vorhanden wa-

ren (Prange-Kiel et al., 2003).  

Um die Reinheit der Kulturen zu bestimmen, wurden sie in Vorversuchen auf die 

einzelnen Zelltypen mittels Immunhistochemie getestet und mit spezifischen Anti-

körpern inkubiert (Fester et al., 2006). Folgende Antikörper wurden hierbei einge-

setzt: GFAP als Astrozytenmarker (Raff et al., 1979), MAP-2 als neuronaler Mar-

ker (Ferreira et al., 1987) und MOSP als Oligodendrozytenmarker. Es zeigte sich 

ein Anteil von 85 % Neuronen, 8 % Astrozyten und ein vernachlässigbar kleiner 

Anteil Oligodendrozyten und Mikroglia (2 %). Somit konnte durch die relative 

Reinheit der Kulturen der versorgende Aspekt der Gliazellen mit Cholesterol 

(Mauch et al., 2001) bei der Untersuchung neuronenspezifischer Proteine weitge-

hend unterbunden werden. In den Versuchen wurde mit wasserlöslichem 

Cholesterol gearbeitet, welches durch Behandlung mit Methyl-ß-cyclodextrin (Da-

niel et al., 2004; Daniel et al., 2007) die Plasmamembran ungehindert passieren 

konnte und nicht auf Lipoproteine angewiesen war.  

Um die essenzielle Rolle des endogenen Östrogens gegenüber seiner Vorstufen 

aufzuzeigen, wurde in dieser Arbeit durch den knock down von StAR Cholesterol 

der Zugang zur inneren Mitochondienmembran neuronaler Zellen unmöglich ge-

macht. Die Wirkung von Cholesterol auf die Synapsenbildung war somit aufgeho-

ben und resultierte in einer Herunterregulation synaptischer Proteine. In unseren 

Versuchen zeigte sich in den Kulturen sieben Tage nach Östrogenapplikation eine 

signifikante Heraufregulation der synaptischen Proteine. Dabei benutzten wir eine 

pharmakologische Dosis von 10-7 M. Diese Konzentration wurde von Rune und 

Mitarbeitern (2006) als nicht toxische Dosis ermittelt und liegt über der physiologi-

schen Dosis von 10-10 M. Die Anzahl apoptotischer und nekrotischer Zellen war in 

den transfizierten Kulturen etwas höher, was als unerwünschte Nebenwirkung be-

reits in vorangegangenen Studien bei dieser Methode auftrat (Bell et al., 1998). 

Die verblindete, bildanalytische Auswertung verhinderte, dass nicht transfizierte 

Zellen in die Auswertung miteinbezogen wurden. Eine Östrogengabe in einer Do-

sierung von 10-7 M führte zu einem signifikanten Wiederansteigen der Proteinex-

pression. Cholesterolgabe in gleicher Dosierung führte, wenn auch nicht signifi-
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kant, ebenfalls zu einer Heraufregulation synaptischer Proteine. Dieser Effekt ist 

möglicherweise darauf zurückzuführen, dass nicht transfizierte Zellen weiterhin in 

der Lage waren, aus Cholesterol Östrogen zu synthetisieren.  

Die Ergebnisse dieses molekularbiologischen Ansatzes zeigen große Überein-

stimmungen mit pharmakologischen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. 

Auch hier konnte demonstriert werden, dass die Proteinexpression der betrachte-

ten Marker Spinophilin und Synaptophsyin in hippocampalen Dispersionskulturen 

sowohl durch Östrogen als auch durch seine Vorläufer Testosteron und 

Cholesterol signifikant erhöht werden konnte (Fester et al., 2009). Zugaben von 

Mevastatin, einem HMG-Reduktaseinhibitor, und Trilostan, einem Hemmstoff der 

3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Enzym zur Testosteron-synthese), führten zu 

einer Abnahme der Proteinexpression. Kombinierte Gaben der Steroide und deren 

Inhibitoren führten zu einem „Rescue“, also zu einem Wiederansteigen der Prote-

inexpression. Nach simultaner Inhibition der Cholesterol-, Testosteron- und Östro-

gensynthese durch eine kombinierte Gabe aller genannten Hemmstoffe konnte 

jedoch nur durch Östrogen ein signifikanter Wiederanstieg der Proteinexpression 

erreicht werden (Fester et al., 2009).  

Obwohl die synaptischen Marker Spinophilin und Synaptophysin durch Östrogen 

hochreguliert werden, führte dies nicht zu einer Erhöhung der 

Spinesynapsendichte. Dies wirft die Frage auf, ob die von uns untersuchten Prote-

ine tatsächlich zur Untersuchung synaptischer Plastizität und Synaptogenese her-

angezogen werden können. Möglicherweise dient die Heraufregulation der Protei-

ne nur der Stabilisierung der Synapsen und führt nicht zu einem zahlenmäßigen 

Anstieg. In der Vergangenheit wurden östrogeninduzierte Spinebildung und eine 

Zunahme der präsynaptischen Boutons in der CA1-Region des Hippocampus be-

schrieben (Murphy und Segal, 1996). Dies konnte in der aktuellen Studie nicht 

bestätigt werden. Die Applikation von Östrogen bewirkte zwar eine verstärkte Akti-

vierung von ERα, beeinflusste aber nicht die Synapsendichte. Im Gegensatz dazu 

erhöht Cholesterol die Dichte der Spinesynapsen. Hieraus lässt sich schlussfol-

gern, dass die exogene Wirkung von Östrogen limitiert ist. Es wird angenommen, 

dass Östrogen über einen aktiven Mechanismus durch die Plasmamembran 
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transportiert wird (Hammes et al. 2005; Lin und Scalan, 2005). Die Aufnahme von 

externem Östrogen könnte durch intrazelluläre Konzentrationen limitiert sein. Dis-

kutiert wird auch ein verstärkter Kalziumeinfluss über membrangebundene Rezep-

toren, verursacht durch hohe Östrogenkonzentrationen, welche ihrerseits eine Ent-

leerung intrazellulärer Kalziumspeicher zur Folge haben. Dies führt letztlich zu ei-

ner Hemmung der Aromatase durch kalziumabhängige Kinasen (Zhao et al., 

2005). 

Die aktuellen Forschungsergebnisse deuten somit darauf hin, dass Östrogen kei-

ne direkten Effekte hervorruft, sondern auf die Verfügbarkeit seiner Substrate an-

gewiesen ist. Darüber hinaus bestätigen die Untersuchungen die bedeutende Rol-

le der Aromatase, dem Schlüsselenzym der Östrogensynthese. Unabhängig vom 

Geschlecht, korreliert in hippocampalen Kulturen die Expression der Östrogenre-

zeptoren, der synaptischen Proteine und auch die LTP positiv mit der Aktivität die-

ses Enzyms (Prange-Kiel et al., 2009). Aromatasehemmung durch Letrozol führte 

in hippocampalen Slicekulturen zu einer verringerten Spinedichte, 

Spinesynapsendichte sowie der Herunterregulation synaptischer Proteine (Zhou et 

al., 2007). Alle Effekte, welche durch Aromatasehemmung verursacht werden, 

konnten durch Östrogengabe aufgehoben werden.  

Die Inaktivierung der Aromatase im Rahmen neurogenerativer Prozesse zeigt, 

dass die Induktion dieses Enzyms eine neuroprotektive Rolle spielen kann und 

gegebenenfalls die Möglichkeit eines pharmakologischen Einsatzes besteht 

(Azcoitia et al., 2002). Das Enzym moduliert Stimmung und Affekt (Dalla et al., 

2004, 2005; Kravitz et al., 2006). Ein Mangel an Aromatase führte bei weiblichen 

Mäusen zu einem depressiven Verhalten und hatte Auswirkungen auf das Agg-

ressionsverhalten und andere kognitive Funktionen (Soma, 2006).  

Zur Therapie des Mammakarzinoms mit positivem Östrogen-Rezeptorstatus wer-

den derzeit Antiöstrogene und Enzyminhibitoren eingesetzt. Bei ca. 70% der er-

krankten Patientinnen konnte eine erhöhte Aromataseaktivität nachgewiesen wer-

den. Aromatasehemmer gelten als ein neuer Standard für die adjuvante, endokri-

ne Brustkrebstherapie. In prospektiv-randomisierten Studien konnte bei postme-

nopausalen Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom durch den Einsatz 
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von Aromatasehemmern die Ansprechrate gesteigert und das progressionsfreie 

Intervall verlängert werden. Darüber hinaus wurde eine Verbesserung der Ge-

samtüberlebensrate nachgewiesen. Als unerwünschte Nebenwirkung verschlech-

terte sich das verbale und visuelle Lernen der Patientinnen (Jenkins et al., 2002). 

Hier bleibt es eine individuelle Entscheidung, ob die intellektuellen Einschränkun-

gen - gemessen an der gewonnenen Lebenszeit – tolerabel sind.  Die Zusam-

menhänge und Mechanismen der zerebralen Östrogen- und Aromatasewirkung 

sind bei Weitem noch nicht geklärt und es bedarf noch einer Reihe weiterer Unter-

suchungen in diesem Zusammenhang, um eventuelle Therapien für neurodegene-

rative Erkrankungen zu entwickeln. 
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V Zusammenfassung 

Sowohl für Östradiol als auch Cholesterol ist eine Synapsen-induzierende Wirkung 

im Hippocampus nachgewiesen worden.  Da hippocampale Neurone in der Lage 

sind, Östrogen selbst zu synthetisieren, stellte sich die Frage, ob Cholesterol di-

rekt eine Zunahme der Anzahl der Spinesynapsen bewirkt oder ob es indirekt als 

Substrat der Östrogensynthese wirkt und somit der Cholesteroleffekt letzlich ein 

östrogener Effekt ist. Um diese Frage zu klären, wurden hippocampale Dispersi-

onskulturen mit siRNA gegen StAR transfiziert und die Expression synaptischer 

Proteine nach Behandlung mit entweder Cholesterol oder Östrogen untersucht. 

Nach quantitativer Bildanalyse der Immunhistochemie, zeigte sich in den siRNA 

gegen StAR transfizierten Zellen eine herunterregulierte Expression der prä- und 

postsynaptischen Marker Spinophilin und Synaptophysin. Diese 

Herunterregulation wurde durch Östrogen nicht hingegen durch Cholesterol auf-

gehoben. Dies deutet darauf hin, dass die Vorläuferstufen der Östrogensynthese 

nicht in der Lage sind, die synaptischen Proteine Synaptophysin und Spinophilin 

direkt zu beeinflussen, sondern es einer Umwandlung zu Östrogen bedarf. Zudem 

wurden in dieser Arbeit die GAP43-Expression in siRNA gegen StAR transfizierten 

Kulturen untersucht. Bei der GAP43-Expression zeichnete sich nach Behandlung 

mit siRNA gegen StAR eine signifikante Herunterregulation ab, die ähnlich wie bei 

den synaptischen Proteinen durch die zusätzliche Gabe von Östrogen wieder auf-

gehoben werden konnte. Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse dieser 

Arbeit die spezifische Rolle der Aromatase bei der Synapsenbildung im 

Hippocampus.  
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