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1. Abklrzungsverzeichnis
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2. Einleitung

Die Gonaden stellen die Hauptquelle der Sexualhnenar, deren Effekte hauptsachlich
endokrin reguliert werden und ihre Ziele Uber Plagansport erreichen. Die fur die
Ostrogen-Synthese bendtigten Enzyme sind aber iauden hippocampalen Neuronen des
Gehirns vorhanden (Furukawa et al., 1998; Wehr@nkeral., 2001) und Ostrogen wird in
diesen produziert und freigesetzt (Prange-Kiellgt2803). Ostrogen-Wirkungen innerhalb
des Gehirns sind in zahlreichen Studien beschrié®eyer, 1999). Aufgrund ihrer Bedeutung
fur die neuronale und synaptische Plastizitdt ssid zunehmend zum Gegenstand
neuroanatomischer Forschungen geworden. Die Tasaelss hippocampale Neurone fahig
sind, selbst Ostrogene zu bilden, begriindet digeFnach der funktionellen Bedeutung dieses
endogenen Steroids. Die neuroprotektive Funktiam®etrogen wurde besonders im Kontext
mit verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen detriert. Ostrogene sollen das Risiko
einer Alzheimer-Erkrankung mindern und das Aufineeiner Demenz verzégern bzw.
hemmen (Garcia-Segura et al., 2001). In Hinblick @me Vielzahl von Studien konnte
gezeigt werden, dass das Gehirn die Ostrogen-Ssetned Ostrogen-Rezeptorexpression im
Falle einer Verletzung reguliert. Dies lasst didl8ssfolgerung zu, dass die lokale Ostrogen-
Synthese eine grol3e Bedeutung fur die Regeneraiamatischer neuronaler Verletzungen
hat (Azcoita et al., 2002; Vaiga et al.,, 2003). Audie Aromatase, ein Enzym, das
Testosteron in Ostrogen umwandelt und somit ders@mnitt der Ostrogen-Synthese darstellt,
wird nach Gehirnlasionen vermehrt gebildet. Die ukitbn dieses Enzyms im Gehirn
reprasentiert maoglicherweise ein  neues Ziel fur rapeutische Ansatze bei
neurodegenerativen Krankheiten.

An zentraler Stelle steht bei der Beschreibungpietektiven Ostrogen-vermittelten Effekte
die Wirkung des Steroids auf die synaptische Riadti im Hippocampus (Woolley und
McEwen, 1992; McEwen, 2002). Nach Ostrogen-Appid@twurde eine Zunahme der
Spines an den apikalen Dendriten der CA1l- Pyramiglean sowie eine Erhoéhung

synaptischer Proteine und Forderung der Synaptsgamechgewiesen.

2.1 Der Hippocampus

Der Hippocampus liegt in der Tiefe der medialerck&des Temporallappens. Im Gegensatz
zum Menschen befindet sich der Hippocampus deeRattter oberhalb, links und rechts des
Balkens und dicht unter dem Kortex. Die mikroskopes Struktur ist der des Menschen
ahnlich. Man erkennt die Regionen des Gyrus destéidé) und der Pyramidenzellschicht
CA1-CA3. (Abb.1)
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Abb. 1 Hippocampus einer adulten Ratte; in situ-ttlisierung von ER
Rune et al., 2002

CA1 enthalt vorherrschend kleine Pyramidenzellesms Beld CA2 zeichnet sich durch grolRe
Pyramidenzellen aus, die ein dichtes, schmales Baldén. An diesem schliel3t sich die
CA3-Stratum pyramidale Region an, welche durch eloekere Anordnung grofR3er
Pyramidenzellen gekennzeichnet ist. Diese Strudes Ammonshorns setzt sich fort und
bildet den aufgelockerten Abschluss. Das schmaledBiicht bepackter Kdrnerzellen des
Gyrus dentatus umgreift das auslaufende Pyramitlbard. Die Pyramidenzellen bilden das
Stratum Pyramidale, das innen vom Stratum molekulard auf3en vom Stratum oriens
begrenzt wird. Afferenzen erhalt der Hippocampus dar Regio entorhinalis. Uber diese
flieBen dem Hippocampus Impulse aus dem Riechh@orpus amygdaloideum und
Neokortex zu. Weiterhin enden afferente Faserndans Thalamus, Gyrus cinguli und dem
Septum im Hippocampus. Die Efferenzen verlaufen Fornix, der auf seinem Weg
Faserziige an das Septum, Corpus amygdaloideum emdHypothalamus abgibt und mit
seinem Hauptteil in den Corpora mamillaria endet.biidet sich hierbei der so§apez-
Neuronenkreis. Der Hippocampus projiziert iber den Fornix in @erpora mamillaria, diese
in den Nucleus anterior des Thalamus, der wiederurden Gyrus cinguli. Dieser sendet
Fasern zurtick zum Hippocampus, so dass sich des Koblie3t. Vor dem Verlassen des
Hippocampus geben die Pyramidenzellaxone der CAfedReKollateralen ab, die sog.
Schaffer-Kollateralen, die an den Dendriten deaRydenzellen der CA1-Region enden.
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Zellulare und molekulare Grundlagen von Lern- uned&htnisprozessen im Gehirn von
Saugetieren sind in ersten Ansatzen verstandenrai@tzur Kurzspeicherung keine grof3en
Umstrukturierungen stattfinden mussen, verdnderoch sbei der Etablierung des
Langzeitgedachtnisses sowohl die Anzahl der Symaglseauch das Muster der dendritischen
Verzweigungen. Der Hippocampus spielt eine entsigmele Rolle fir das Gedachtnis, das
Verhalten sowie emotionale und vegetative Funktionélr die Gedachtnisfunktion des
Hippocampus ist das Phanomen der Langzeitpotemgetul P) von grof3er Bedeutung. Nach
erneuter aber gleichstarker Stimulation der CAlaRydenzellen féallt die Reizantwort
intensiver aus und halt noch Wochen an. Es konatthgewiesen werden, dass bei der
Aufrechterhaltung der LTP neue Synapsen entstelmeh so funktionelle in strukturelle
Veranderungen Ubersetzt werden kdnnen. Die Lanmgreitzierung ist demnach Ausdruck
synaptischer Plastizitdt, die das Langzeiterinngsuarmdgen initiert und die

Antwortfahigkeit der Synapsen auf Signale vergrt3er

2.2 Synaptophysin und Spinophilin

Bei der Signaliibertragung von Neuron zu Neuron wdid Information durch meist
niedermolekulare chemische Verbindungen Ubermitteln der préasynaptischen
Nervenendigung finden sich neben Mitochondrien no3gr Anzahl Vesikel, die mit
Neurotransmitter gefullt sind. Die Depolarisatioer dorasynaptischen Nerven fuhrt zur
Freisetzung der Neurotransmitter durch Exozytose.synaptischen Spalt werden schnell
hohe Konzentrationen des Neurotransmitters erretdnt an entsprechende Rezeptoren der
postsynaptischen Membran bindet. Somit wird diegiing weitergeleitet.

Synaptophysin ist ein charakteristischer Bestahdier Vesikelmembran und fir das
Anheften an die Plasmamembran notwendig (Braké ,e2@01; Tarsa und Goda, 2001). Das
Protein hat ein Molekulargewicht von 38 kDa undifzévier Transmembrandoméanen. Die
terminalen Amino- und Carboxylgruppen sind zur py@smatischen Seite der Vesikel
gerichtet, wodurch die zwei Schleifen des Proteims luminalen Seite der Vesikel zeigen.
Jeder dieser Schleifen wird durch Disulfidbrickewiszhen Cysteinresten stabilisiert.
Wahrend der Synaptogenese wird Synaptophysin imnegroQuantitat exprimiert und ist
eines der ersten Proteine, das sich in den Zallient anreichert (Tarsa und Goda, 2001).
Dieses fur die synaptischen Vesikel essentielleteifroermdglicht in sich entwickelnden
Synapsen eine individuelle Anpassung an erhdhte vemchinderte Transmitterfreisetzung.
Synaptophysin wird als prasynaptischer Marker agiges.
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In den Neuronen des Hippocampus ist Spinophilin fasschlie3lich in den Spines der
Dendriten lokalisiert und fur die Bildung und Fuiokt der Spines verantwortlich (Allen et al.,
1997; Feng et al., 2000; Hao et al., 2003; Mulynlet 2004). Deshalb kann Spinophilin als
indirekter Marker fir Spines betrachtet werden Kerat al., 2001; Alves et al., 2002). Man
geht davon aus, dass eine Veradnderung der Spinofxpression die veranderte Spine-
Dichte widerspiegelt (Amateau and McCarthy, 20@&)inophilin bundelt Actinfilamente und

reguliert die Produktion von F-Actin, das fur diédBng, Aufrechterhaltung und Gestalt der
Spines unerlasslich ist (Kaech et al., 2001). Ad&er bindet Spinophilin die katalytische
Untereinheit von Protein-Phosphatase 1, einem Enzjas die Aktivitdt verschiedener
lonenkanéle und Neurotransmitter-Rezeptoren dedrdesthen Spines reguliert.

Die im Zentrum unserer Untersuchungen stehendeteiReosind mit Hilfe von spezifischen

Antikérpern immunhistochemisch nachweisbar.

2.3 Cholesterol

Cholesterol ist ein essentieller Bestandteil dedlnZ@mbran und liegt als ein sehr
hydrophobes Molekul innerhalb der Lipiddoppelschiéts ist dabei nicht gleichmaliig in der
Membran vorhanden, sondern verteilt sich auf eirséfo aus nebeneinander vorliegenden
cholesterolreichen und —arm&omanen (Liscum und Munn et al., 1999). Cholestdreht
aber nicht nur der Aufrechterhaltung der Membraditéat und gleichzeitigen Stabilisierung
der Membranstruktur (Brown et al., 1998). Als Ausgsstoff der Ostrogen-Synthese ist
Cholesterol von besonderer Bedeutung. ZellulareslgSkerol wird in den Neuronen und
Gliazellen hippocampaler Zellkulturele novo aus Acetyl-CoA gebildet (Pfrieger, 2003).

Die Cholesterol-Synthese wird hauptsachlich aufStafe def3-Hydroxy{3-Methyl-Glutaryl-
CoA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) reguliert, dem zyEm das die
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt und Acetyl-CoAMavalonsaure reduziert. Diese wird
nach Phosphorylierung und Decarboxylierung zu Istgre/lpyrophosphat und
Dimethylallylpyrophosphat. Die Kondensation diesssprene bewirkt die Entstehung von
Isoprenoiden, die durch erneute Kondensation das3&uC-Atomen bestehende Squalen
liefern. Letzteres wird cyclisiert und zu Cholesteumgelagert. Eine Darstellung der
Verteilung von Cholesterol ergab, dass in der Membder synaptischen Vesikel mehr
Cholesterol enthalten ist als in anderen intraiéun Organellen (Yeagle, 1985; Schmitz et
al., 2001). Dies lasst einen Zusammenhang zwis@wrtheseleistung von Vesikeln und

Cholesterol-Konzentrationen vermuten.
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Der neuronale Cholesterol-Metabolismus ist in Holbl auf die Beeinflussung der

Synaptogenese von besonderer Bedeutung. Neuropgt gebduzieren genug Cholesterol,
um wachsen und Uberleben, aber scheinbar zu wemcgusreichend synaptische Kontakte
knipfen zu konnen (Pfrieger, 2001). Gliazellen dmgesollen Cholesterol im Uberschuss
bilden und die Nervenzellen damit beliefern. Es deurgezeigt, dass Cholesterol die
Synapsenbildung fordert (Mauch et al., 2001) unel \derfliigbarkeit von Cholesterol das
Ausmald der Synaptogenese begrenzt. Demnach wirch d8térungen im Cholesterol-

Stoffwechsel die Entwicklung und Funktion des Gehibeeintrachtigt.

2.4 Ostrogen-Synthese und Wirkungsweise

Die Steroidsynthese findet in verschiedenen Zellparmmenten hippocampaler Neurone
statt (Prange-Kiel et al., 2003). Der wichtigstd@tist die Umwandlung von Cholesterol in
Pregnenolon in den Mitochondrien durch eine Dess®l®azu wird Cholesterol von dem
Tragerproteinsteroidogenic acute regulatory protein (StAR) an die innere mitochondrale
Membran transportiert (Sugaware et al., 1996), mageich denrate limiting step in der
Ostrogen-Synthese darstellt. Die meisten Enzymetioidbiosynthese gehdren zur Familie
der Cytochrom-P450- Mischoxygenasen und katalysieredie verschiedenen
Hydroxylierungen aus den Vorlaufermolekilen. DasgAenolon verlasst das Mitochondrium
und wird im Endoplasmatischen Retikulum, indem flijenden enzymatischen Schritte
ablaufen, durch das Enzym P450c-17 irreversibdl7#Hydroxy-Pregnenolon und weiter in
das Dehydroepiandrosteron (DHEA) umgewandelt. Dawy® 17P-Hydroxysteroid-
Oxydoreduktase (BFHOR) katalysiert den reversiblen SyntheseschrinvDHEA zum
Androstendion. Letzteres wird durch Reduktion dé&rKetogruppe mit Hilfe der [B
Hydrosteroid-Dehydrogenasep(BISD) irreversibel in Testosteron tberfihrt34AHOR und
3B-HSD gehoéren nicht zur Gruppe der Cytochrom- PE&teyme. Der entscheidende Schritt
ist nun die Aromatisierung von Testosteron und dadie Bildung von Ostrogen. Die
Cytochrom- P450aro (Aromatase) spaltet die Methwdge (C19) ab und aromatisiert Ring A.

Die klassische Wirkung der Ostrogene erfolgt tiln¢razellulare Rezeptoren. Die Bindung
des steroidalen Signalmolekils an dem spezifiselygplasmatischen Rezeptor fuhrt dessen
Konformationsanderung herbei. Der durch Ostrogéiviakle Rezeptor wird in den Zellkern
transloziert und fungiert dort als Transkriptiondta (Klinge, 2001). Die Bindung an die
DNA regt spezifische DNA-Sequenzen an und damit &helerung der Transkriptionsrate

spezifischer Gene.
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Im Hippocampus existieren die Ostrogenrezeptorsggnt ER und ERB, die sowohl in den
Interneuronen (Weiland et al., 1997) als auch mMeuronen der Pyramidenzellschicht und
den Kornerzellen des Gyrus dentatus exprimiert erei@&hughrue and Merchenthaler, 2000,
2001; Wehrenberg et al., 2001; Rune et al., 20DB).Neurone der CA3-Region stellen den
Hauptangriffspunkt fir Ostrogen dar (Rune et a02), denn die m-RNA-Expression von
ERa und ER war in CA3 hoher als in CAL. In mit Ostrogen stlietten hippocampalen
Slicekulturen wurde nukledr der Anstieg von dERiicht aber von ER beobachtet. Im
Vergleich dazu stellte man in hippocampalen Dispaskulturen nach Ostrogen-Stimulation
das Ansteigen von ERund gleichzeitig das Abfallen von BRest (Prange-Kiel et al., 2003).
Beide Rezeptor-Isoformen unterliegen scheinbarradtgedlichen Regulationsmechanismen.

2.5 Hemmung der Ostrogen-Synthese

Alle fur die Ostrogen-Synthese notwendigen Enzynied sim Gehirn nachgewiesen
(Funkawa et al.,, 1998; Wehrenberg et al., 2001 ff&t@/agner, 2001). Hippocampale
Neurone sind in der Lage, Ostrogde novo zu synthetisieren (Prange-Kiel et al., 2003),
wobei die Zellen der Dispersionskulturen unter ater und serumfreien Bedingungen
kultiviert werden, um Wechselwirkungen mit darirtretenden Bestandteilen zu verhindern.
Es gibt zahlreiche Madglichkeiten, die Ostrogen-8gse zu inhibieren. Man kann
beispielsweise die Aktivitat des Schlisselenzymes MG-CoA-Reduktase) und damit den
ersten Schritt der Cholesterol-Synthese blockierBer Gesamtgehalt der Zellen an
Cholesterol nimmt ab und die Bereitstellung desld{ders aller Steroide ware demnach nicht
gewabhrleistet. Bei der Verstoffwechselung von Csigiel zu Ostrogen kénnen verschiedene
Enzyme, z. B. B-HSD gehemmt werden. StAR und Aromatase spieledein Ostrogen-
Synthese eine Schlusselrolle. Verhindert man diévad#t von StAR durch Transfektion
hippocampaler Neurone mit siRNA gegen StAR, wird Tensport von Cholesterol in das
Mitochondrium unterbunden und die Metabolisierungn vCholesterol unmdglich. Die
Aromatase synthetisiert Testosteron zu Estradidl stellt den letzten Schritt der Ostrogen-
Synthese dar. Der Aromatase-Enzymkomplex ist inzgarkKorper des Menschen verbreitet,
v. a. im Ovar, den Gonaden, im peripheren Gewebder Muskulatur und dem Fettgewebe,
aber auch im Gehirn. In hippocampalen Neuronen gvdmdmatase sowohl auf RNA-Ebene
(Abdelgadir et al., 1994; Wehrenberg et al., 20dl$)auch auf Protein-Ebene nachgewiesen
(Sanghera et al., 1991; Garcia-Segura et al., 13931).
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Der Einsatz von Hemmstoffen der Aromatase-Reakt@hindert die Bildung von Ostrogen,

was therapeutisch bei hormonabhhéngigen FormerMaesmacarcinoms ausgenutzt wird.
Ein sehr potenter, reversibler und nicht-steroid@leomatasehemmer ist Letrozol, welches
die Menge des zirkulierenden Estradiols reduzieoidart et al., 1995; Geisler et al., 2002).
Dabei bindet Letrozol mit seiner hemmenden Unté@inkompetitiv an dem Cytochrom-

P450- Enzym. Im Vergleich zu anderen Inhibitorerr @&eroidsynthese beeintrachtigt
Letrozol die ER-Funktion nicht (Puddefoot et aD02; Prange- Kiel et al., 2003).

2.6 Fragestellung

Neurone produzierede novo Ostrogen. Die Inhibierung dieser Ostrogen-Syntizésiat eine
veranderte Expression von Synaptophysin und Spihopmach sich (Kretz et al., 2004).
Nach Hemmung der Steroidsynthese durch den Aroefaasmer Letrozol wurde die
Herunterregulation beider Proteine und gleichzedige verminderte Anzahl von Spine-
Synapsen in hippocampalen Neuronen beobachtetz(Ktetl., 2004).

In der vorliegenden Arbeit soll geklart werden, wispezifisch Ostrogen als
neuromodulatorische Substanz im Hippocampus fungied ob auch Vorlauferstufen der
Ostrogen-Synthese Einfluss auf die synaptischetifitas haben. Zu diesem Zweck werden
hippocampale Ratten-Dispersionskulturen mit Chelestund Mevastatin (Hemmer der
Cholesterol-Synthese), Testosteron und Trilostaan{imer der B-HSD) und Ostrogen und
Letrozol (Hemmer der Aromatase) behandelt. In dettufen werden immunhistochemisch
das prasynaptische Markerprotein Synaptophysin dasl postsynaptische Markerprotein

Spinophilin nachgewiesen.
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3. Material, Gerate, Chemikalien und Losungen

3.1 Material und Geréate

Adhasions Objekttrager, Histobond
Aluminiumfolie

Brutschrank WTC

Cutfix Surgical Disposable Skalpell
Deckglaser, 21x26 mm
Deckglaser, 24x60 mm
Einmalspritzen, verschiedene Grof3en
ep T.I.P.S. Standard 500-1000 pl
Falcon Cell Stainer, 40 um Nylon
Falcon Tissue Cultur Platte, 24 well
Falcon Tubes, 15 ml, 50 ml
Gefrierschrank, -2&, -80C
Handschuhe

Heidemannspatel M

Hettrich Zentrifuge, EBA 1R
Hettrich Zentrifuge, Universal 32R
Instrumentenkasten

Kuhlschrank, 4C

Mikroskop Axiovert 2

Mikroskopische Deckglaser, rund, @12 mm
Neubauer Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm?2
Normal goat serum 2 % (NGS), S 2007

Pasteurpipetten, 25 cm
Pinzette nach Dumont
Pipettenspitzen
Reaktionsgefale 3810X, 1,5 ml
Schere

Spritzenvorsatzfilter, 0,22 um
Sicherheitswerkbank Klasse 2

Tissue Culture Dish, 35x10 mm

MARIENFELD
LAGER UKE
BINDER
BRAUN
MARIENFELD
MARIENFELD
BRAUN
EPPENDORF AG
BECTON DICKINSO
BECTON DIGISON
BECTON DICKINSON
LIEBHERR
KIMBERLY-CLARK
AESCULAP DE
HETTRICH
HETTRICH
MERCK
BOSCH
ZEISS
ASSISTENT
BRABERMANY
SIGMA
MERCK
MERCK
BECTON DICKINSON LABWARE
EPPENDORF AG
AESCULAP DE
MERCK
HERAEUS
BECKTON DICKINSON



Material, Gerate, Chemikalien und Losungen

13

Vortex-Gene 2
Waage
Wasserbad mit Schittler

Zellstofftiicher

3.2 Chemikalien

Albumine, Bovine, BSA, A 7906

Aqua ad iniectabilia, 1L

B27 Supplement, 0578

BARRYCIDAL 36, Desinfekionsmittel
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
B-Estradiol-Water-soluble, 100 mg, E 4389
Cholesterol, C 8667

Cy3, monoclonal, goat anti mouse, 67082
Cy3, polyclonal, goat anti rabbit, 63886
DAKO, S 3023

DAPCO, D 2522

DAPI

Ethanol, 70 %, 96 %
Formaldehydl6sung, 37 %
2-Hydroxypropylg-Cyclodextrin, C 0926
Letrozol

L-Glutamin, 200 mM, 67513
Mevastatin

Natronlauge

Neurobasal A Medium 21969-035
Neurobasal A Medium ohne Phenolrot
12349-015

Penicillin/Streptomycin 15140-122

PBS Tabletten

Poly-d-Lysin, P-6407

SCINTIFIC INDUSTRIES
SATORIUS

GFC
WEPA

SIGMA
BAXTER Deutschland
GIBCO
Helmut Schrod&tuttgart
GIBCO
SIGMA
SIGMA
JACKSON
JACKSON
DAKO CYTOMATION
SIGMA
SIGMA
Apotheke UKE
MERCK
SIGMA
NOVARTIS
GIBCO
SIGMA
MERCK
GIBCO
GIBCO

GIBCO
GIBCO
SIGMA
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Salzsaure, UN 1789 MERCK

Spinophilin, polyklonal, 27939 UPSTATE
Synaptophysin, monoklonal, 902322 CHEMICON
Testosteron, T 6147 SIGMA

Trilostan BIOINVITION; SANOFI
Tris (Trishydroxymethylaminomethan) INVITROGEN
Trypsin/EDTA, L 2163 BIOCHROM

3.3 Losungen

Beschichtung der Platten
e 600 pl Poly-d-Lysin (0,1 mg/ml Aqua dest.) pro Kavi
e 12 hinkubieren
» abpipettieren und mit Neurobasal A spilen (mit Phetzusatz)

* mindestens 2 h trocknen lassen

bFGF
5 mM Tris in Aqua dest. gelost, pH=7,6; sterilfilie
e 50 pl bFGF in 1000 pul Tris-Losung l6sen; vortexed aliquotieren
* bei-25C lagern

Cholesterol ansetzen
e 500 pg 2-Hydroxypropyp-Cyclodextrin ad 5 ml Aqua dest. I6sen

* 100 mg Cholesterol in Cyclodextrinlosung auflésen

DABCO
* 50 % Glycerol in PBS
2,59 DAPCO auf 10 ml Glycerol-PBS

Fixierung
* 5 ml Formaldehyd 37 %
45 ml PBS
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Kulturmedium fur Dispersionskultur

500 pl B27

125 pl L-Glutamin

500 pl Penicillin/Streptomycin
50 ul bFGF

ad 50 ml Neurobasal A

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat
0,2 g Kaliumhydrogenphosphat

1 Liter Aqua dest.

pH=7,4 bei RT
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4. Methoden

4.1 Hippocampale Dispersionskultur

4.1.1 Praparation des Hippocampus aus der Ratte

In den Experimenten wurden 5 Tage alte Ratten defhtgtamm3MSTAR verwendet. Die
Préaparation erfolgte unter semisterilen Bedingund®a Ratten wurden decapitiert und die
Haut Uber der Schadelkalotte entfernt. Das Schadkldvurde mit einer feinen geraden
Schere median saggital eroffnet, das freigelegtehirGevorsichtig mit Hilfe eines
Heidemannspatels entnommen und auf einen mit PB@&ndgen Schwamm gelegt. Nach
Entfernung von Kleinhirn und Hirnstamm mit einemafell wurden beide Hemispharen
voneinander getrennt. Aus den Hirnhalften wurden nacheinander die Hippocampi mit

einem Heidemannspatel herausgeschélt und auf gekUPBS gegeben.

4.1.2 Dispersionskultur neuronaler Zellen

Der Praparation hippocampaler Dispersionskultureemtd die Methode von G. J. Brewer
(Brewer, 1997). Einen Tag vor der Praparation wundede Kavitat einer 24vell Titerplatte
ein Glasplattchen plaziert und anschlie3end fire eBtunde mit 600 pl Poly-d-Lysin
beschichtet. Nach Absaugen des Poly-d-Lysins undeB8peder Kavitat mit Neurobasal A
verblieb die Titerplatte Giber Nacht zum Trocknenlikubator bei 3T.

Die Weiterbehandlung der zuvor entnommenen Hipppcdamd unter sterilen Bedingungen
unter der Sicherheitswerkbank statt. Zur Entferniibgrschissigen Gewebes wurden die
Hippocampi mehrmals mit PBS gespult, mit einer géngrob zerkleinert und in ein
Falconrohrchen mit 25 ml PBS (berfiihrt. Diese Zesliension wurde bei’ € mit 5000
U/min fur zehn Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand Uber dem Pellet wurde verworfen. Als@end erfolgte der Verdau der
extrazellularen Proteine. Dem Pellet fliigte manC3¥orgewarmtes Trypsin/EDTA (500 pl
pro prapariertes Gehirn) hinzu und schittelte dedisdspension alle 30 Sekunden. Nach
zweieinhalb Minuten wurde der Verdau durch Zugabe Weurobasal A gestoppt. Um
unverdaute Bestandteile zurlickzuhalten, filterten mi@ Zellsuspension Uber ein Nylon-Sieb
(Cell Stainer, 40 um) in ein neues Falconréhrclenfolgte eine Zentrifugation bei@ mit
5000 U/min fir funf Minuten. Der Uberstand wurderwerfen und durch Phenolrot-freies
Neurobasal A Medium ersetzt. Erneut wurde beC 4mit 5000 U/min fir finf Minuten
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes figia 20 ml Neurobasal A Medium (ohne

Phenolrot) hinzu und bestimmte die Zellzahl mitfélginer Neubauer Zahlkammer.
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Dies ist entscheidend fir die spatere Zelldichte Heltur. Auf die Poly-d-Lysin-
beschichteten Deckglaschen wurde je 1 ml Zellsuspen (entspricht 100 000 Zellen)
gegeben. In den Versuchen wurde immer mit einetdicbte von 100 000 Zellen/ml
gearbeitet.

Fir eine Stunde verblieben die Kulturplatten imtBcarank bei 3T und 5 % C@In dieser
Zeit konnten sich die Zellen absetzen und haftetem an den Deckglascheimschliel3end
wurden die Deckglaschen in eine neue Kulturplatberiiagen und jedemvell 1 ml
Kulturmedium mit 1 pl bFGF Wachstumsfaktor zugegeler erste Wechsel des serum-
und steroidfreiem Nahrmediums erfolgte nach 24 &uanund dann alle 48 Stundétach

vier Tagen Vorkultur begann die Stimulation derl&@el

4.1.3 Inhibition und Stimulation

Die Zellen wurden nach der Vorkultur dreimal im Adosd von 48 Stunden stimuliert.

In den Versuchsansatzen wurden die neuronalenrZelieCholesterol 10 pug/ml, Testosteron
und 1P-Estradiol jeweils in einer Konzentration von™Ml stimuliert. Zur Inhibition der
Cholesterol-Synthese eignete sich MevastatiiMpdas die Hydroxymethyl-Glutaryl-CoA-
Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) in der Cholesteroli®3se hemmt. Anderen
Dispersionskulturen wurde Trilostan 10 zugesetzt, um die Testosteron-Synthese zu
inhibieren.

Die Hemmung der Aromatase in der Ostrogen-Syntleefsgte durch Letrozol in einer
Konzentration von 16 M. Unbehandelte Kontroligruppen wurden jeweils moit neuem
Kulturmedium versorgt. Wahrend der Inkubationszmfanden sich die Kulturplatten im
Brutschrank bei 3T und 5 % C@

4.1.4 Fixierung der Dispersionskultur

Nach Herstellung einer 3,7 prozentigen Formaldelsidig wurde das Nahrmedium aus
jedemwell vorsichtig abgesaugt und durch die Formaldehydigsersetzt. Zehn Minuten

spater wurde die Fixierung gegen PBS ausgetauscthBux 5 min mit PBS gespilt. Dem
letzten Waschschritt folgte die Zugabe von 1 mBHB jede Kavitat und die Lagerung der
Kulturplatte im Kihlschrank bei €.
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4.1.5 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erfolgte unter semisterilerdiBgungen. Zu Beginn mussten die
fixierten Zellen 3 x 5 Minuten mit PBS gespult wend Danach wurden die Kulturen mit
NGS 2 % fur 30 min bei RT blockiert, um unspezifiscReaktionen zu verhindern. Als
Primar-Antikbrper verwendete man Synaptophysin [oktonal] im Verhaltnis 1:1000 und

Spinophilin [polyklonal] im Verhaltnis 1:750. Derimare Antikorper wurde in PBS gel6st
und nach Absaugen der NGS-L6ésung in jede Kavit@elgen. Die Inkubation der mit

Parafilm verschlossenen Kultur erfolgte 24 StunileN. bei 4C im Kihilschrank.

Am folgenden Tag wurde der Priméar-Antikérper abggsaund die Kultur erneut 3 x 5

Minuten mit PBS gespult. Im nachsten Arbeitsschmtisste der Flourochrom- markierte
Sekundar-Antikorper in PBS gel6st und in jede Katvitberflihrt werden. Fir Synaptophysin
benutzte man den Cy3-markierten goat-anti-mouséémter und flr Spinophilin den Cy3-

markierten goat-anti-rabbit-Antikorper jeweils imefaltnis 1:350. Die Inkubation dauerte
eine Stunde und fand bei Raumtemperatur im Durdaltt.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Lésung entfenmd s folgten drei Spulschritte mit PBS.
Fur die Kernfarbung diente DAPI in einer Verdinnwman 1:100 000. Nach dreimindtiger
Inkubation musste die Farbung entfernt und wied@ndjich (3 x 5min) gespult werden. Die
Glasplattchen wurden auf einen Objekttrager Ubetfihit zwei Tropfen DAKO beschichtet

und mit einem Deckglaschen bedeckt.

4.2 Mikroskopische Messung und Auswertung

Die Intensitdtsmessung der Immunhistochemie wurdeHitfe des LEICA Laser Scanning
Microscope SP2 durchgefuhrt. Die Fluorochrom-markierten Adtger wurden bei gleicher
Wellenlange und Intensitat des Lasers gemessen.dbit Programm OPENLAP 2.2.5
(Improvision) auf einem Mac 9.1 wurden die gescanrBilder semiquantitativ ausgewertet.
Es wurden immer funf definierte Areale pro Nervdlizausgeschnitten, die die Grol3e der
fluorochrom-markierten Flache (dargestellt durck tdenge der Pixel) prasentierten. Die
Flache jedes Synaptophysin- bzw. Spinophilin-Signalirde mit der jeweiligen Intensitat
multipliziert und ergab so destaining index.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Winderogramm SPSS, welches den
Mittelwert, die Standardabweichung und die Sigmifik (p<0,05) jeder Versuchsreihe

ermittelte.
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5.Ergebnisse

5.1 Synaptophysin-Expression
5.1.1 Synaptophysin-Expression unter Einfluss von lilesterol und Mevastatin

Wie zuvor beschrieben wurden Dispersionskulturechnaer Tagen Vorkultur sieben Tage
mit Cholesterol 10 pg/ml stimuliert. Cholesterohidheren Konzentrationen fihrte in anderen
Versuchsreihen zur Apoptose der Neuronen. In Matiasbehandelten Kulturen wurde die
Cholesterol-Synthese in den Neuronen gehemmt. YMeitesind Neurone mit beiden

Substanzen versetzt worden, wobei die Cholestgnolh®se gehemmt und gleichzeitig
Cholesterol hinzugefugt wurde. Mit diesem Versudfites getestet werden, ob ein sog.
"Rescue" stattfindet, dass heildt, die Wirkung vorevhktatin aufgehoben und die
ursprungliche Kontrollsituation wiederhergestelltdv Nach immunhistochemischer Farbung
mit Anti-Synaptophysin (rot) erfolgte die im Methaueil beschriebene Auswertung.
Abbildung 2 zeigt die unterschiedlichen Synaptopig&ignale. In Mevastatin-behandelten

Zellen sind diese deutlich schwacher als in Chetesistimulierten.

Kontrolle Cholesterol Mevastatin

Abb. 2 Synaptophysin-Signale neuronaler Zellendmrispersionskultur

Im Diagramm in Abbildung 3 ist die Immunreaktiors alaining index (siehe 4.2) dargestellt
(Kontrolle, Mevastatin-behandelt, Cholesterol-betedy "Rescue”-Versuch: je n=24). Die
Messwerte zeigen einen Anstieg von Synaptophysi@halesterol-behandelten Kulturen im
Verhaltnis zur Kontrolle. Die Unterschiede zwischeicht behandelten und simultan mit

Cholesterol- und Mevastatin-behandelten Zellen wareht signifikant.
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Synaptophysin-Expression unter Einfluss von Cholestol und Mevastatin
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Abb. 3 Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Syngpiysin-Antikdrper in Dispersionskulturen nach
Cholesterol- und Mevastatin-Behandlung
Die Sterne weisen auf signifikante Wsthiede hin (*p< 0.05, *p< 0,01, ***p < 0,001)

5.1.2 Synaptophysin-Expression unter Einfluss vondstosteron und Trilostan

Um die Auswirkungen von Testosteron und Trilostanf die Immunoreaktivitéat von
Synaptophysin in den hippocampalen Dispersionstartzu untersuchen, wurde ein Teil der
Kultur tber sieben Tage mit Testosteron stimuliéur Hemmung der Testosteron-Synthese
erfolgte in einem anderen Teil der Kultur ebensméadie Behandlung mit Trilostan, einem
Inhibitor der $-HSD. Zum Vergleich diente eine unbehandelte Kadlkiutiur.

Abbildung 4 zeigt die verschiedenen Intensitatemr &gnaptophysin-Signale. In den
Testosteron-behandelten Zellen sind diese staikeden Trilostan-behandelten dagegen
weniger intensiv als in den unbehandelten Zellen.

Nach Auswertung der gescannten Bilder mit dem GygeRlrogramm wurden die Daten mit
dem post-hoc (Dunnet)-Test ermittelt. Abbildungté&lisdie Ergebnisse von insgesamt n=76
gemessenen Neuronen und deren Synaptophtgsimng index in einem Diagramm dar. Nach
Inhibition der Testosteron-Synthese durch Trilostsindie Synaptophysin-Expression im
Vergleich zur Kontrolle und zur Testosteron-behdtetie Kultur herunterreguliert. Die
Behandlungen der Kulturen mit Testosteron und aleth'Rescue”-Versuch fuhren zu einer
signifikanten Zunahme desaining index.
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Kontrolle Testosteron Trilostan

Abb. 4 Immunoreaktivitdt Synaptophysin-positivell&e

Synaptophysin-Expression unter Einflusson Testosteron und Trilostan
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Abb. 5 Immunreaktion mit Anti-Synaptophysin-Antilg@r in Testosteron- und Trilostan-behandelten
hippocampalen Dispersionskulturen
Die Sterne weisen auf signifikante Wsthiede hin (*p< 0.05, *p< 0,01, ***p < 0,001)
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5.1.3 Synaptophysin-Expression unter Einfluss von €drogen und Letrozol

Im folgenden Experiment wurden hippocampale Digpaskulturen mit 1p-Estradiol und
Letrozol behandelt. Als Inhibitor der Ostrogen-$wde eignete sich Letrozol, das die
Aromatase und damit die Umwandlung von TestosteorOstrogen hemmt. Die mit dem
Laser-Scanning-Mikroskop angefertigten Fotos (Al@). machen die unterschiedlichen
Immunoreaktivitaten der einzelnen Synaptophysintpesn Zellen deutlich. Die
Synaptophysin-Intensitat ist in Letrozol-behandeltulturen im Verhaltnis zur Kontrolle
stark runterreguliert. In Ostrogen-stimulierten uén sind die Zellen dagegen intensiver

gefarbt.

Kontrolle Estradiol Letrozol

Abb. 6 neuronale Zellen aus Dispersionskultur,@@yophysin-Signale (rot)

In Abbildung 7 sind die Messwerte nach sieben Ta§émulation mit Ostrogen bzw.
Inhibition mit Letrozol, der "Rescue"-Versuch unde dunbehandelte Kontrolle der
hippocampalen Dispersionskultur dargestellt. B@ining index der Letrozol-behandelten
Kultur weist auf eine signifikante Verringerung d&ynaptophysin-Expression hin, dagegen

ist Synaptophysin in Ostrogen-behandelten Kultinechreguliert.
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Synaptophysin-Expression unter Einfiss von Ostrogen und Letrozol
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Abb. 7 Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Syrggysin Antikdrper in Dispersionskulturen nach
Estradiol- und Letrozol-Behandlung
Die Sterne weisen auf signifikante Wstdiede hin (*p< 0.05, **p< 0,01, ***p < 0,001)

5.1.4 Zusammenfassung der Synaptophysin-Daten

In Abbildung 8 sind alle Messergebnisse nach Satnh bzw. Inhibition der
Dispersionskulturen zusammengestellt. Die Intehglg& Synaptophysin-Immunreaktion ist
als staining index in Prozent aufgetragen. Es wurden unabhangige kutausgewertet,
wobei die Kontrolle gleich 100 % und die jeweilshbadelten Kulturen prozentual in
Beziehung gesetzt wurden. Das Diagramm zeigt dieeMierte aller Versuche. Die mit dem
post-hoc (Dunnet)-Test ermittelte Signifikanz istnz besseren Uberblick nicht nach hoch
oder sehr hoch signifikant unterschieden worderD,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen und mit einem Stern versehen. Die Eggebaeigen eine signifikante Abnahme
der Synaptophysin-Expression im Verhaltnis zur Kalfe in den Mevastatin-, Trilostan- und
Letrozol-behandelten Kulturen. Im Gegensatz darudies Expression von Synaptophysin in
den Cholesterol-, Testosteron- und Estradiol-siientén Kulturen hochreguliert. In allen

"Rescue"-Versuchen konnte durch simultane Applikates Substrats und seinem Inhibitor
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die urspringliche Kontrollsituation wiederhergestehd somit die Wirkung des Hemmstoffs
rickgéngig gemacht werden. Ein weiteres Experirgelite zeigen, wie sich die Behandlung
des Kulturmediums mit Letrozol nach Zugabe von €&i@rol bzw. Testosteron auf die
Expression auf Synaptophysin auswirkt. Beide Stieréionnten keine signifikante Erh6hung
des Proteins erzielen. In einem letzten Versuchdemrdie Dispersionskulturen mit allen
bisher verwendeten Inhibitoren Mevastatin, Trilostend Letrozol und gleichzeitig entweder
mit Cholesterol oder Estradiol behandelt. Nur im aeit Estradiol versorgten Kulturen ist
eine Heraufregulation der Synaptophysin-Expresgionerkennen, in den mit Cholesterol
behandelten Kulturen weist degaining index auf eine signifikante Verringerung der
Synaptophysin-Expression hin.
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Abb.8 Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Syngphgsin-Antikbrper in Dispersionskulturemach
Behandlung mit Cholesterol, Mevastatin, Testostefoitostan, Estradiol und Letrozol
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5.2 Spinophilin-Expression
5.2.1 Spinophilin-Expression unter Einfluss von Chiesterol und Mevastatin

In den weiteren Experimenten wurden Dispersionskeit wie im Methodenteil beschrieben
kultiviert. Um die Auswirkungen von Cholesterol uhtkvastatin auf die Immunoreaktivitat
von Spinophilin zu untersuchen, wurde ein Teil idelturen sieben Tage mit Cholesterol und
ein anderer Teil mit Mevastatin behandelt. Zum \&gofp diente eine Kultur, die die gesamte
Zeit unbehandelt blieb.

Die Dispersionskulturen wurden immunhistochemisahAnti-Spinophilin (rot) gefarbt und
wie im Methodenteil 4.2 beschrieben ausgewertetbildbng 9 zeigt die mit dem
Fluoreszenz-Mikroskop angefertigten Fotos. Die 8pinilin-Signale sind in den Cholesterol-
behandelten Neuronen deutlich starker als in dentigfkultur bzw. den Mevastatin-

behandelten Zellen.

—
10 um

Kontrolle Cholesterol Mevastatin

Abb. 9 Spinophilin-Signale neuronaler Zellen ausBispersionskultur

Das Diagramm in Abbildung 10 stellt die Immunreaktialsstaining index dar (Kontrolle,

Cholesterol-behandelt, Mevastatin-behandelt, si@melt Behandlung: n=18). In der mit
Mevastatin-behandelten Kulturen ist die Spinopkixpression im Verhaltnis zur Kontrolle
runterreguliert, womit sich das Resultat mit dermvgicheren Spinophilin-Signal in Abb. 9
deckt. In der Cholesterol-stimulierten Kultur ishe signifikante Zunahme der Spinophilin-

Expression zu erkennen.
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Spinophilin-Expression unter Einfluss von Cholestenl und Mevastatin
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Abb. 10 Immunreaktion mit Anti-Spinophilin-Antikdep in Cholesterol- und Mevastatin-behandelten
hippocampalen Dispersionskulturen
Die Sterne weisen auf signifikante éfathiede hin (*p< 0.05, *p< 0,01, ***p < 0,001)

5.2.2 Spinophilin-Expression unter Einfluss von Tdassteron und Trilostan

In Abbildung 11 sind Spinophilin-positive Neuronargdestellt; die Immunreaktion ist mit
Cy3-markiert (rot). Es ist deutlich zu erkennensdalie Signalintensitiat in Testosteron-
behandelten Kulturen starker ist als in der Koterdin Trilostan-behandelten Kulturen fallt
die Farbung viel schwacher aus. Die digital gestmmnBilder wurden anschlie3end
semiquantitativ mit dem Openlap-Programm ausgetwveBD&e Werte sind im Diagramm
Abbildung 12 alsstaining index eingetragen, wobei insgesamt n=72 Neurone auhgite
gemessen und statistisch ausgewertet wurden. DgebBisse zeigen eine signifikante
Zunahme der Spinophilin-Expression in den Testoststimulierten Kulturen im Vergleich
zur Kontrolle. In den Kulturen, in denen die Tegtosn-Synthese mit Trilostan gehemmt
wurde, findet sich dagegen eine deutliche Abnahnee 8pinophilin-ExpressionDie
Unterschiede zwischen nicht behandelten Zellendemn mit gleichzeitiger Behandlung mit

Testosteron und Trilostan waren nicht signifikant.
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Abb. 11 Neuronale Zellen einer Dispersionskultig, rdit Testosteron und Trilostan behandelt wurde,
sowie einer unbehandelten Kontrolle

Spinophilin-Expression unter Einfluss von Testostesn und Trilostan
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Abb. 12 Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Spahdin-Antikdrper in Dispersionskulturen nach
Behandlung mit Testosteron und Ttdas
Die Sterne weisen auf signifikanteésachiede hin (*g< 0.05, **p< 0,01, ***p < 0,001)
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5.2.3 Spinophilin-Expression unter Einfluss von Osbgen und Letrozol

Die Abbildung 13 zeigt die mit dem Laser-Scanningdidskop angefertigten Bilder und
verdeutlicht die unterschiedlichen Immunoreaktitété der verschiedenen Spinophilin-
positiven Zellen. Im Vergleich zur Kontrollkultursti die Signaldichte in den Letrozol-
behandelten Kulturen reduziert. Dagegen ist dien&piilin-Intensitdt in Neuronen von
Ostrogen-stimulierten Kulturen stark raufreguliént.dem Diagramm in Abbildung 14 sind
die Messergebnisse nach sieben Tagen Ostrogen- lLetdozol-Behandlung der
Dispersionskultur dargestellt. Insgesamt wurden2nN@urone ausgewertet und die Werte als
staining index eingetragen. Die Spinophilin-Expression ist im Meich zur Kontrolle in
Ostrogen-behandelter Kultur signifikant erhoht. Gegensatz dazu bewirkt die Letrozol-

Behandlung eine signifikante Herunterregulation$iginophilin-Expression.

Kontrolle Estradiol Letrozol

Abb. 13 Immunoreaktivitét Spinophilin-positiver Nene
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Spinophilin-Expression unter Einfluss von Estradiolund Letrozol
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Abb. 14 Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Sgahdin-Antikérper in Estradiol- und Letrozol-
behandelten hippocampalen Dispersionskulturen
Die Sterne weisen auf signifikante Unterschiede(tprn< 0.05, **p< 0,01, ***p < 0,001)

5.2.4 Zusammenfassung der Spinophilin-Daten

In Abbildung 15 sind alle nach Stimulation bzw. ilsiion der Dispersionskulturen
ermittelten Messergebnisse dargestellt. Auf dercirge ist die Intensitat der Spinophilin-
Immunreaktion alsstaining index in Prozent aufgetragen. Die von den unabhangig
ausgewerteten Kulturen erzielten Werte der Korgralurden gleich 100 % und die jeweils
behandelten Kulturen dazu prozentual in Beziehusgpzt. In dem Diagramm werden die
Mittelwerte aller Versuche gezeigt. Zur bessererrsight ist die mit dem post-hoc (Dunnet)-
Test errechnete Signifikanz nicht nach hoch bz Bech signifikant unterschieden worden.
P<0,05 wurde als statistisch signifikant angeseheh mit einem Stern gekennzeichnet. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass alle Inhibitoren Steroidbiosynthese eine signifikante
Abnahme der Spinophilin-Expression bewirken. In Hetturen, die dagegen mit Cholesterol,

Testosteron oder Estradiol stimuliert wurden, istixpression von Spinophilin hochreguliert.
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Die simultane Applikation der Kulturmedien mit Strlas und seinem Inhibitor zeigt eine der
Kontrolle ahnlichen Spinophilin-Expression; die heende Wirkung kann also durch das
Substrat wiederaufgehoben werdieneinem weiteren Experiment wurde die Behandluesg d

Kulturmediums mit Letrozol nach Zugabe von Choledtebzw. Testosteron auf die

Expression von Spinophilin gepruft. Beide Sterdidanten keine signifikante Erh6hung der
Proteinbildung erreichen. Zum Schluss sollte diager geklart werden, inwieweit sich

Cholesterol und Estradiol in ihrer Wirkung auf dé@inophilin-Expression unterscheiden.
Dazu wurden die Dispersionskulturen mit allen Iitioiten (Mevastatin, Trilostan und

Letrozol) und gleichzeitig entweder mit Cholestesdér Estradiol behandelt. Die Zugabe von
Estradiol fuhrt zu einer Hochregulation der Expr@ssrate von Spinophilin. Es kann folglich

die Wirkung der hemmenden Substanzen aufheberenrCtholesterol-behandelten Kulturen
weist derstaining index im Vergleich zur Kontrolle auf eine Abnahme derir®philin-

Expression hin.

Spinophilin-Expression

300% -

250% -

200% |

150% -
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Abb.1t Auswertung der Immunreaktion mit Anti-Spinophilmtikérper in Dispersionskulturen nach
Behandlung mit Cholesterol, Mevastatin, Testostefoitostan, Estradiol und Letrozol



Diskussion 31

6. Diskussion

Es ist bekannt, dasge novo in hippocampalen Neuronen gebildetes OstrogenluBimfauf
Synapsen, dendritische Spines und die Expressioapsigcher Proteine hdh dieser Arbeit
sollte geklart werden, ob auch Cholesterol undd&ston als Vorlauferstufen der Ostrogen-
Synthese die synaptische Plastizitat beeinflusSanlesterol wurde als ein in Neuronen und
Gliazellen produzierter Faktor identifiziert, ddirfdie Ausreifung der Synapsen im ZNS
verantwortlich ist (Barres et al., 2001). Wir sistl uns die Frage, ob die fordernde Wirkung
von Cholesterol auf die Synaptogenese nur mogithwieil Cholesterol als Substrat fir die
Ostrogen-Synthese zur Verfiigung steht. Bei der eulfierhaltung der Synapsendichte spielt
auch Testosteron eine wichtige RqMacLusky et al., 2006). Unsere Ergebnisse zeidass
der stimulierende Einfluss von Cholesterol auf Biglung der Synapsen aufgehoben ist,
wenn die von uns verwendeten Dispersionskulturerulsan mit Cholesterol und Letrozol
behandelt wurden. Demzufolge kann Cholesterol deffekte nicht ausiiben, wenn der letzte
Schritt der Ostrogen-Synthese mit einem potentenibitor der Aromatase (Letrozol)
blockiert wird. Wurden die Kulturen mit verschiegenHemmstoffen der Steroidsynthese
versorgt, konnte nur die Zugabe von Estradiol, tneder die Applikation von Cholesterol, der
Herunterregulation der synaptischen Proteine eetgegken. Vergleichbare Ergebnisse
erhielten wir bei der Verwendung von TestosteroactiNder Stimulation unserer Kulturen mit
Testosteron konnten wir eine signifikante ErhOohwtey von uns markierten pra- und
postsynaptischen Proteine messen. Die gleichzeiBghandlung mit Testosteron und
Letrozol bewirkte eine Abnahme der Protein-Exp@ssiso dass auch Testosteron seine
fordernden Effekte nicht zeigen kann, wenn keinerAatisierung zu Ostrogen erfolgt. Eine
Induktion der Synaptogenese findet folglich nurttstaeenn Cholesterol als Ausgangsstoff
bzw. Testosteron als Zwischenprodukt der OstrogertF@se zu Ostrogen verstoffwechselt
werden. Wir konnten somit erstmals nachweisen, das<holesterol-bedingte Stimulation
der Synapsenbildung (Pfrieger et al., 2002) alldaraus resultiert, dass Cholesterol in

Ostrogen umgewandelt wird.

Untersuchungen von Hojo et al. (2004) zufolge, di& Konzentration von Ostrogen im
mannlichen Hippocampus sechsmal héher als die dcinciittliche Konzentration im Plasma.
Prange-Kiel et al. (2003) konnten zeigen, dasstadhipppocampale Neurone in der Lage sind,
Ostrogenede novo zu synthetisieren. In einem identischen Kulturmbaheit neonatalen
hippocampalen Zellen wurde ebenfalls eifgenovo Ostrogen-Synthese festgestellt (Fester,

2003; Hojo et al., 2004). Bei der Herstellung ames Dispersionskulturen haben wir keine
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Dichtegradienten-Zentrifugation vorgenommen, unegrol3ere Zellausbeute zu erzielen. Es
ist deshalb davon auszugehen, dass sich die palstmatKulturen sowohl aus
Prinzipalneuronen des Pyramidenzellbandes, Korllerzedes Gyrus dentatus als auch
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia zusamsetmen. Die Problematik der
Heterogenitat der zellularen Zusammensetzung wlidt Frage auf, wie die proportionale
Verteilung von Neuronen und Gliazellen in der Drspenskultur aussieht. Zur Testung der
Reinheit der Dispersionskultur bestimmten Fested Witarbeiter (2006) die einzelnen
Zelltypen mittels Immunhistochemie. Nach zehntaglgdtivierung wurden die Kulturen mit
verschiedenen Antikorpern (GFAP als AstrozytenmarkBAP-2 als neuronaler Marker und
MOSP als Oligodendrozyten-Marker) behandelt. Die swWertung ergab, dass die
Dispersionskultur zu 80 % aus Neuronen, 12 % Asgtesz und wenigen Oligodendrozyten
und Mikroglia besteht. Garcia-Segura et al. (1999 Zwain and Yen (1999) identifizierten
neben Neuronen auch Astrozyten als derzeit bekaGitezellen, die ebenfalls Steroide

synthetisieren kénnen.

Die Wirkung von Ostrogen auf die synaptische Piagti ist bei der Beschreibung der
neuroprotektiven Effekte dieses Steroids von zétrdBedeutung. Vorausgegangene
Untersuchungen belegen, dass sownhiitro als auchin vivo Ostrogene eine Zunahme von
Spines an den apikalen Dendriten von Neuronen d&fL-Region im Hippocampus
induzieren (Woolley and McEwen, 1993, 2002; Murpdnyd Segal, 1996). Neben dem
Anstieg der postsynaptischen Strukturen zeigte awdh eine Zunahme der prasynaptischen
Boutons. Ostrogene konnen ihre protektiven Wirkungkirch genomische und nicht-
genomische Mechanismen erzielen (Garcia-Segurd,e2001). Letztere sind so genannte
‘rapid activities’, d. h. die Antwort erfolgt na&ekunden bis Minuten und ist nicht auf die
klassisch definierten ER angewiesen. Ostrogen kaofgrund seiner antioxidativen
Eigenschaften oxidativen Stress in Neuronen uriiek#n und diese beispielsweise gegen 13-
amyloid hervorgerufenen Zelltod schitzen (Behl iahthey, 2000). Diese Schutzfunktion
von Ostrogen wurde v. a. bei sehr hohen Konzeatrati (16° M) beobachtet und ist
unabhangig von der Aktivitat der ER (Behl et al99%/1997). Weitere nicht-genomische
Effekte basieren auf einen an einer Membran gednemn Ostrogen-Rezeptor, der nach
Ostrogenbindung eine intrazellulare Signalkaskaddoat (Ravankar et al., 2005). Die beiden
im Hippocampus nachgewiesenen OstrogenrezeptopSemtOstrogen-Rezeptor alpha

(ERa) und Ostrogen-Rezeptor beta (BRvermitteln klassische und membrangebundene
Effekte des Steroids.
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Nach Bindung von Ostrogen an einen nukledren Rez&utbtyp, bindet dieser ein Ostrogen-
‘responsive, element’, welches schliellich die Jkaptionsrate des Ostrogen Ziel- Gens
steigert (Klinge, 2001). Ostrogen-Rezeptoren existi in Interneuronen, in Pyramidenzellen
und Kornerzellen des Hippocampus (Osterlund et18I98; Azcoita et al., 1999; Hosli and
Hosli, 1999; Shungrue and Merchenthaler, 2000, 200dhrenberg et al., 2001). Rune und
Mitarbeiter (2002) konnten in ihren Arbeiten dieudene der CA3-Region als Hauptziel von
Ostrogen identifizieren. Nach Ostrogen-Behandluagbiachtete man eine starkere mRNA-
Expression beider ER-Subtypen in CA3 gegenuber (ZAsatzlich belegen die Ergebnisse
von Prange-Kiel et al. (2003) eine differentiellegRlation der Ostrogen-Rezeptoren. In mit
Ostrogen stimulierten hippocampalen Slicekulturemde immunhistochemisch nuklear eine
Erh6éhung von ER, aber nicht von ER gemessen. In hippocampalen Dispersionskulturen,
die mit Ostrogen behandelt wurden, stellte man gewgeeinen Anstieg von BRund
gleichzeitig ein Absinken von HRfest. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
Ostrogen einen starkeren Einfluss aufoEder CA3- Region, jedoch nicht auf CA1 besitzt.
Neben der Ostrogen-induzierten ausschlieRlich il ®&obachteten Spine-Bildung, ist auch
das Vesikelprotein Synaptophysin nach Ostrogen-Balnag dominant in CA1 hochreguliert.
Anhand dieser Ergebnisse kann man schlussfolgass die Aktivierung von ERin CA3
die Bildung von Boutons in den CA3- Pyramidenzebmegt, die Uber Schaffer-Kollateralen
an den Dendriten der CAl1-Pyramidenzellen termimiared dort die Bildung neuer Spines
induzieren. Ubereinstimmend mit diesen Beobachtukganten Prange-Kiel und Mitarbeiter
(2006) zeigen, dass die Expression von StAR unanatase in hippocampalen Slicekulturen
in der CA3- Region dreimal hoher ist als in der ERegion und den Kornerzellen des Gyrus
dentatus. Der Vergleich der Aktivitat der steroidogn Enzyme in den verschiedenen
Regionen lasst eine variable Ostrogen-Synthese uwvegion-spezifische Ostrogen-
Konzentration vermuten. Neben den Wirkungen vonrdgsh auf Spines und Boutons
konnten Veranderungen der synaptischen Proteine @atrogengabe demonstriert werden
(Crispino et al., 1999). Auf der prasynaptischenteSevurde eine Heraufregulation von
Vesikelproteinen (Brake et al., 2001; Rune et2002; Yokomaku et al., 2003) und auf der
postsynaptischen Seite die Hochregulation von $iiio nachgewiesen (Amateau et al.,
2002). Prange-Kiel et al. (2006) konnten beim Vel der Immunreaktivitaten von
Synaptophysin und Spinophilin die Herunterregutatieider synaptischen Proteine durch
Letrozol nachweisen. Auch hier wurden regionaleddstthiede festgestellt. Die Expression
von Synaptophysin war signifikant reduziert in d@yramidenzellen der CA3- Region, wo
die Schaffer-Kollateralen, die in der CA1- Regiomen, ihren Ursprung haben.
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Die Analyse der Spinophilin-Expression ergab eineutliche Verringerung des
postsynaptischen Markers in CA1 und im Gyrus destat

Die region-spezifische Expression der steroidogeBemyme und die region-spezifische
Herunterregulation der synaptischen Proteine naataBdlung mit Letrozol unterstreicht die
dominante Rolle der CA3- Region des Hippocampus digr Ostrogen-Synthese und -
Sensitivitat. Des Weiteren lassen die Ergebnisse Roange-Kiel et al. (2006) darauf
schlieRen, dass die Effekte von Ostrogen auf digpduampale Spinogenese indirekt
vermittelt werden. Die exogene Applikation von ©gen bewirkte nicht den erwarteten
Anstieg der Spine-Synapsen-Dichte. Die Behandlwrgim den Hippocampus projizierenden

Strukturen mit Ostrogen dagegen, fiihrte zu einerafhme der Spine-Dichte.

Die Arbeiten von Prange-Kiel et al. (2003) und Watirerg et al. (2001) belegen, dass in
hippocampalen Neuronen die Expression von stereit@y Enzymen stattfindet und diese
anhand ihrer Enzymausstattung zur Ostrogenbildéhgyfsind. Um diede novo Ostrogen-
Synthese in hippocampalen Dispersionskulturen zierbrechen und die Wirkung eines
Ostrogenmangels auf die synaptischen Proteine $yplaysin und Spinophilin  zu
untersuchen, verwendeten wir in dieser Arbeit LaitoDieser reversible Aromatasehemmer
reduziert die Menge an zirkulierendem Ostrogend&udiet al., 1995; Geisler et al., 2002),
indem der letzte Schritt der Ostrogen-Synthese linkirdie Aromatisierung von Testosteron
zu Ostrogen inhibiert wird. In seiner Wirkung begichtigt Letrozol die ER-Funktion nicht
(Puddefoot et al., 2002; Prange-Kiel et al., 200@8hippocampalen Dispersionskulturen kann
die Ostrogen-Synthese durch eine Letrozol-Dosis ¥6rm° M fast vollstandig gehemmt
werden (Prange-Kiel et al., 2003). Die starkstefelEé von Letrozol wurden allerdings bei
einer Dosis von 10’ M beschrieben (Kretz et al., 2004). Unsere Ergalenieigen deutlich,
dass die Zugabe von Letrozol zum Medium eine skamte Herunterregulation beider
Proteine bewirkt. Diese Beobachtung unterstreicht Bedeutung der Aromatase und die
endogene Ostrogen-Synthese fiir die Synapsenbildung.zu beweisen, dass Letrozol
spezifisch auf die Aromatase wirkt und somit tokesdEffekte auszuschlie3en sind, wurden
diese Kulturen gleichzeitig mit Ostrogen und Letdokzehandelt. Kretz et al. (2004) wiesen
nach, dass die simultane Applikation von Ostrogad seinem Inhibitor die Wirkung von
Letrozol aufhebt. Dies stimmt mit unseren Beobaatém Gberein. Die in unseren Versuchen
verwendeten Kulturen zeigten nach sieben Tagero@=trBehandlung eine signifikante
Hochregulation von Synaptophysin und Spinophilinr Bénutzten nicht die physiologischen
Serumkonzentrationen I8 M bei weiblichen bzw. 10" M bei ménnlichen Ratten,
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sondern eine pharmakologische Dosis vorr’M. Rune und Mitarbeiter (2006) testeten die
Effekte von Ostrogen auf die synaptische Plastizitaverschiedenen Konzentrationen. Das
Ergebnis dieser Studie belegte, dass niedrige @wnaduivalente Konzentrationen

wirkungslos blieben. Die Applikation von pharmakgikchen, aber nicht toxischen Ostrogen-
Dosen (107 M) stimulierte die Expression von Synaptophysinhimgegen die Anzahl der

Boutons nicht signifikant anstieg. Es ist davonzagghen, dass das fur die synaptische
Plastizitat essentielle Ostrogen nicht peripheresli@n entstammt, sondern im Hippocampus

gebildet wird.

Testosteron wirkt im adulten mannlichen Rattenhggmapus via Umwandlung in Ostrogen
durch Aromatisierung und auch durch Bindung anamikledre Androgenrezeptoren (AR).
Folglich sind Testosteron-Effekte sowohl Gber Artmsa-abhangige als auch Aromatase-
unabhangige Mechanismen mdglich. Leranth et al032@004) beobachteten, dass die
Gonadektomie adulter mannlicher und weiblicher €attu einer Reduktion der Spine-
Synapsen-Dichte in der CAl- Region des Hippocampiisrte. Die anschliel3ende
Substitution von Testosteron konnte diesen Synaeskist in beiden Geschlechtern wieder
aufheben. Diese Daten unterstreichen die Bedeutwom Testosteron flr die
Aufrechterhaltung der Spine-Synapsen in der CAlgidte des Rattenhippocampus. Die
Ergebnisse von Pike et al. (2001) belegen, dads &estosteron neuroprotektive Effekte auf
hippocampale Neurone hat, indem es [gi@amyloid Toxizitat in kultivierten Nervenzellen
reduziert. Ein wichtiges Ziel der neurowissensdiziién Forschung ist die
Gedéachtnisfunktion, fur die der Hippocampus lebetwandig ist. Untersuchungen zufolge
wirkte sich eine Testosteron-Behandlung sowohIMéiisen (Flood et al., 1995) als auch bei
jungen (Ross et al., 2003) und postmenopausaleanféwski et al., 2002) Frauen fordernd
auf die Erinnerungsfahigkeit aus. Eine positive oxsstion zwischen endogenem
Testosteronspiegel und kognitiven Leistungen wurdenMannern (Yaffe et al., 2002) und
Frauen (Barrett-Connor et al., 1999) gefunden. neeven Versuchen untersuchten wir die
Wirkung von Testosteron auf die Synapsenbildungennatalen Dispersionskulturen. Nach
Zugabe von Testosteron zum Kulturmedium konnte sigaifikante Heraufregulation von

Synaptophysin und Spinophilin gemessen werden.

Bei der Behandlung von Mammacarcinomen mit positivestrogen-Rezeptorstatus werden
derzeit v. a. Anti-Ostrogene und Enzyminhibitoréngesetzt. Ostrogen wirkt haufig als
Wachstumsfaktor und fordert somit die Proliferatidas Tumors. In mehr als 70 % der

Mammacarcinome wurde eine erhéhte Aromataseaktivatéhgewiesen.
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In diesem Fall kann im Rahmen einer adjuvanten dgiermit der Hemmung der Aromatase
mittels Letrozol eine Reduktion des Carcinomsietewerden. Anti-Ostrogene stellen eine
weitere Therapieoption dar. Dazu zahlt der komipetiinhibitor Tamoxifen, der an der
Liganden-Bindung-Seite den ER bindet. Im Falle eii@nmoxifen-Resistenz sind alternative
Anti-Hormontherapien notwendig. Puddefoot et abD02) untersuchten die Wirkung von
Trilostan, einem Inhibitor der B3HSD und damit der Testosteron-Synthese und konnten
ebenfalls eine Hemmung der Proliferation der Kreblsm beobachten. Die Beeinflussung des
Tumorwachstums wurde unter anderem der Inhibition ERx und ERB an die ‘responsive
elements” zugeschrieben. Vermutlich ist die positiwirkung von Trilostan bei der
Behandlung des Mammacarcinoms bedingt durch die bfiwettion aus seiner ausfuhrlich
dokumentierten Unterdriickung der Steroidsynthesed ulnti-Ostrogeneffekten. Die
Applikation von Trilostan zu unseren postnatalensdersionskulturen fihrte zu einer
Verringerung der Expression beider von uns untétemc Proteine. Dieser Effekt konnte
durch die simultane Gabe von Hemmstoff (Trilostand seinem Substrat (Testosteron)

wieder aufgehoben werden.

Um de novo Ostrogene synthetisieren zu kénnen, muss in degpobgmnpalen Zellkulturen
Cholesterol als Ausgangsstoff vorliegen. Die Ergedm von Mauch et al. (2001) konnten
nachweisen, dass Nervenzellen selbst genug Chalegieoduzieren, um Uberleben und
wachsen, aber zu wenig, um genigend synaptischégakienknipfen zu koénnen. Die
ausreichende Menge an Cholesterol wird von denz@llen bereitgestellt und anschlie3end
von den Neuronen aufgenommen. Besonders Astrozyagien durch die Freisetzung von
Cholesterol im ZNS wie auch in der Zellkultur zynaptischen Stabilitat bei (Barres and
Smith et al., 2001; Mauch et al., 2001). Diese Adredeuten darauf hin, dass Cholesterol die
Synaptogenese im ZNS fordert und die Verfugbankait Cholesterol scheinbar das Ausmalf3
der synaptischen Verschaltung begrenzt. In uns&pgrerimenten fiihrte der Zusatz von
Cholesterol in den Dispersionskulturen zu einemmiiganten Anstieg der Expression von
Synaptophysin und Spinophilin. Die Inkubation deippocampalen Zellkulturen mit
Mevastatin blockierte die Cholesterol-Synthese ien dNeuronen und kokultivierten
Gliazellen. Somit wurde die Versorgung der gesanztelle mit Cholesterol eingeschrankt
und der Cholesterolbedarf nur durch zelleigene €dtetolspeicher versorgt, bis diese
aufgebraucht waren und die Zellen schlie3lich meriCholesterolmangelzustand tbergingen.
Dies erklart, warum die Expressionsrate von Syr@ptsin und Spinophilin in den
Mevastatin-behandelten Zellkulturen deutlich geginggar als nach Behandlung von Trilostan

oder Letrozol.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob auRettr@@n auch Vorlaufermolekiile der
Ostrogen-Synthese die synaptische Plastizitat ippétiampus der Ratte beeinflussen. Wir
verwendeten zu diesem Zweck neonatale hippocanipajeersionskulturen, die Uber sieben
Tage mit Cholesterol, Testosteron und Ostrogen bzitvMevastatin, Trilostan und Letrozol
behandelt wurden. Durch Immunhistochemie und arefddhder semiquantitativer
Bildanalyse konnte gezeigt werden, dass die Exjgesste der von uns benutzten pra- und
postsynaptischen Marker sowohl unter Einfluss vatrdgen als auch der Vorlauferstufen
von Ostrogen -Cholesterol und Testosteron- sigmifikerhoht war. Die korrespondierenden
Inhibitoren der Steroidsynthese - Mevastatin, Fitidm, Letrozol- bewirkten entgegengesetzte
Effekte, die aber durch die simultane Applikatiownv Substrat und dem jeweiligen
Hemmstoff wiederhergestellt wurden. Dariber hingigdlten wir fest, dass die Expression
von Synaptophysin und Spinophilin nach Behandlueg Kulturen mit Testosteron und
Cholesterol nicht erhoht werden konnte, wenn diematase mittels Letrozol gehemmt
wurde. Diese Ergebnisse liefern deutliche Hinwelaeauf, dass Cholesterol und Testosteron
die Synapsenbildung nicht direkt induzieren, sondgimulierende Wirkungen nur mdglich
sind, weil sie als Substrat fir die Aromatase zwarfifgung stehen. Zusammenfassend
unterstreicht diese Entdeckung die Bedeutung detro@=n-induzierten synaptischen

Plastizitat im Hippocampus.
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