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2 Einleitung

2.1 Gegenstand der Arbeit

Ein riesiges Netzwerk von schatzungsweise 100 Milliarden Neuronen wirkt mit bis zu
Uber einer Billiarde Synapsen (Thompson 2001) zusammen, um hochkomplexe Vor-
gange, darunter auch die Gedachtnisbildung, im menschlichen Gehirn auszufuhren.
Bei der Bildung deklarativer Gedachtnisinhalte kommt dem im Temporallappen des
GrofRhirns lokalisierten Hippocampus eine mal3gebliche Rolle zu. Eine wesentliche
Voraussetzung fur die Gedachtnisfunktion des Hippocampus ist die neuronale Plasti-
zitat, d. h. die ausgepréagte Fahigkeit seiner Neurone, synaptische Kontakte mit ande-
ren Neuronen zu verstarken oder abzuschwachen. Diese Fahigkeit wird durch viele

Faktoren reguliert.

Auch Hormone wie das Sexualhormon 17-B-Ostradiol (E2) spielen eine entschei-
dende Rolle in der neuronalen Plastizitat (McEwen 2002, Rune et al. 2006). Insbe-
sondere im Hippocampus bt 17-B-Ostradiol wichtige Funktionen aus. Es reguliert
beispielsweise die Synapsendichte auf den dendritischen Dornfortsatzen (,Spines®)
hippocampaler Neurone und beeinflusst damit die fur die Konsolidierung von Ge-
dachtnisinhalten erforderliche Langzeitpotenzierung (Gould et al. 1990, Cordoba et
al. 1997, Foy et al. 1999, Kretz et al. 2004, Smith und McMahon 2005, Vierk et al.
2012). Die synaptische Plastizitat im Hippocampus wird wesentlich durch die lokal im
Hippocampus selbst stattfindende Synthese von 17-B-Ostradiol beeinflusst und nicht
vorrangig von in den Gonaden gebildetem Ostrogen (Kretz et al. 2004, Rune und
Frotscher 2005, Mukai et al. 2006).

Die Wirkung von 17-B-Ostradiol auf die synaptische Plastizitat ist bereits ausfiihrlich
in der CAl-Region untersucht, an den anatomisch wie funktionell gut charakteri-
sierten Synapsen der sog. Schaffer-Kollateralen, die aus CA3 kommend mit den
Dendriten von CA1-Pyramidenzellen synaptische Kontakte ausbilden. Uber die Wir-

kung von 17-B-Ostradiol im tibrigen Hippocampus ist vergleichsweise wenig bekannt.

Eine wichtige Schaltstelle im Hippocampus stellt der Gyrus dentatus dar. Ihn errei-
chen Uber den Tractus perforans Axone aus dem entorhinalen Cortex. Diese bilden

im Stratum moleculare des Gyrus dentatus mit Kornerzellen die erste synaptische
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Verschaltung eines trisynaptischen Schaltkreises durch den Hippocampus. Dieser
Schaltkreis spielt bei Lernprozessen eine wichtige Rolle (Treves et al. 2008). Es stellt
sich daher die Frage, ob 17-B-Ostradiol auch im Gyrus dentatus in der Lage ist, sy-
naptische Eigenschaften plastisch zu modulieren. Neuere Untersuchungen lassen
vermuten, dass der Gyrus dentatus eine wichtige Quelle des im Hippocampus gebil-
deten 17-B-Ostradiols ist (Bender et al. 2010).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, welche Auswirkungen experi-
mentell induzierte Veranderungen der Konzentration von 17-B-Ostradiol auf die
Spinesynapsendichte im Stratum moleculare des Gyrus dentatus haben kdnnen.
Durchgefihrt wurden diese Untersuchungen in vivo — an Mausen und Ratten
verschiedener Altersstufen — sowie an einem in vitro-Modell, organotypischen

Gewebekulturen des Gyrus dentatus.

2.2 Anatomie des Hippocampus

Der Hippocampus zahlt zu den evolutionar altesten Strukturen des Wirbeltiergehirns.
Er besteht aus dem Ammonshorn (,Cornu ammonis®, CA), dem Gyrus dentatus und
dem Subiculum. Beim Menschen liegt der Hippocampus in der Tiefe des Temporal-
lappens (Abb. 1). Bei Maus und Ratte befindet sich der Hippocampus weiter kranial
(Abb. 2).

Frontal f =
- -~ \

lobes

! Pt T Y, )
e Zr /9 7~ Hippocampus
Medial W » L a)
septum - N
w
Abbildung 1: Lage des Hippocampus im menschlichen Abbildung 2: Lage des Hippocampus im Gehirn
Gehirn. Miserlou 2008. der Ratte. Akert 1994.

Der Hippocampus ist eine zentrale Schaltstelle des limbischen Systems und steht mit
anderen Regionen dieses Systems (z. B. Hypothalamus, Septum-Kerne) tber Bahn-

systeme wie den Fornix in Verbindung.
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Medizinhistorisch von Interesse ist, dass der venezianische Anatom Caesar Aranzi
bereits 1564 den Hippocampus beschrieb als eine ,Erhdhung, welche auf dem Bo-
den des temporalen Hornes der Seitenventrikels entlang lauft“. Er verglich diese
Struktur zunachst mit einem Seidenwurm und spater mit einem Seepferdchen: ,Hip-
pocampus” von griechisch: imrmrog, "Pferd" and griechisch kautog, "Meerungeheuer",
dessen vordere Halfte ein Pferd, der hintere Teil ein Fisch ist. Wohl wegen seiner
optischen Ahnlichkeit mit einem Seepferdchen (Abb. 3) setzte sich seit 1706 der
Begriff ,Hippocampus® durch.

Abbildung 3: Vergleich Hippocampus und Seepferd. Seress 1980.

,Horn eines Widders®“ schlug der danische Anatom Jacob Winslgw 1732 als Be-
zeichnung vor und sein Pariser Kollege, der Chirurg René-Jaques Croissant de Ga-
rengeot pragte etwa zehn Jahre spater den Begriff ,cornu ammonis® (= Horn des
antiken agyptischen Gottes Amun). Diese Begriffsgebung verwendete der spanische
Mediziner Santiago Felipe Ramoén y Cajal 1911 in seinen Zeichnungen in seiner
Histologie des Nervensystems (Abb. 4), sie findet sich noch heute in den drei wich-
tigsten histologischen Untergliederungen des Hippocampus, CAl, CA2 und CA3

wieder (zur Medizinhistorie vgl. insgesamt http://en.wikipedia.org/wiki/Hippocampus).
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Abbildung 4: Zeichnung der neuronalen Verbindungen des Nagetier-Hippocampus. Cajal 1911.

Als archikortikale Struktur ist der Hippocampus dreischichtig: Im Ammonshorn und im
Subiculum enthélt die mittlere Schicht glutamaterge Pyramidenzellen. Die der Pia
mater zugewandte, aul3ere Schicht, das Stratum moleculare, wird weiter unterteilt in
ein Stratum lacunosum moleculare (SLM) und ein Stratum radiatum (SR), es ist
zellarm und enthalt vor allem die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen. Die inne-
re, dem Ventrikellumen zugewandte Schicht (Stratum oriens, SO) enthalt Zellkorper

der hemmenden Korbzellen und polymorphe Zellen (Rohen 2001).

2.3 Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus umgibt das CA3-Ende des Cornu ammonis hufeisenférmig. Wah-
rend der Hippocampus vorwiegend aus eng gepackten Pyramidenzellen besteht,
finden sich im Gyrus dentatus kleine, dicht gepackte Kdrnerzellen. Sie entwickeln
ihre Dendritenverzweigungen in nur einer Richtung auf die duRere Molekularschicht
hin, alle anderen Zellen sind Interneurone. Die Kdrnerzellen sind glutamaterge Pro-
jektionsneurone, die dicht gepackt im Koérnerzellband (Stratum granulare) gelegen
sind. Zur Pia mater hin wird der Gyrus dentatus ebenfalls begrenzt durch ein Stratum
moleculare, das die Dendriten der Kornerzellen enthalt und auf der Grundlage unter-

schiedlicher axonaler Eingange in eine innere, mittlere und &uf3ere Schicht unterglie-
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dert wird (siehe Abb. 5). Das polymorphe Stratum oriens der CA-Region entspricht
im Gyrus dentatus dem Hilus.

Der Gyrus dentatus ist Eingangsstation fur afferente Axone aus dem entorhinalen
Cortex (EC). Diese Axone bilden in ihrer Gesamtheit den Tractus perforans und
leiten dem Gyrus dentatus Informationen Uber nahezu alle Wahrnehmungen des
Kdrpers zu. Sie enden im Stratum moleculare des Gyrus dentatus in sehr koordinier-
ter Anordnung (Abb. 5): Axone aus dem medialen entorhinalen Cortex enden in der
mittleren Zone, Axone aus dem lateralen entorhinalen Cortex in der &usseren Zone.
Die innerste Zone des Stratum moleculare erhalt assoziative und kommissurale Axo-

ne aus dem Gyrus dentatus selbst (Treves et al. 2008).

Kornerzelle

CIA iML

Abbildung 5: Projektion des Tractus perforans in das Stratum moleculare des Gyrus dentatus
(modifiziert nach Forster et al. 2006)

Die synaptische Verbindung der Axone des Tractus perforans mit den Dendriten der
Kornerzellen stellt die erste Station des trisynaptischen Schaltkreises durch den
Hippocampus dar. Aktivierte Kérnerzellen projizieren ihrerseits Uber die Moosfaser-
bahn zu Pyramidenzellen der CA3-Region als zweiter Station des Schaltkreises.
Diese stellen Uber die Schaffer-Kollateralen mit Pyramidenzellen in CAl als dritter
Station Kontakt her, welche Uber eine Verbindung zuriick zum entorhinalen Cortex —
eventuell mit einer Zwischenstation im Subiculum — den Schaltkreis schliel3en. Somit
kann die in den Hippocampus geschleuste Information an mehreren Stellen ,bewer-

tet® und ,bearbeitet werden.
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2.4  Funktion des Hippocampus

Die medizinhistorisch alteste Hypothese ging davon aus, dass der Hippocampus eine
Rolle im Bereich des Riechens spielt (Akert 1994). Diese Vorstellung war weitgehend
durch die — spater als nicht zutreffend bewertete — Vorstellung bestimmt, der Hippo-

campus erhielte direkte Afferenzen aus dem Bulbus olfactorius.

Nach heutiger Auffassung flie3en im Hippocampus Informationen aus verschiedenen
sensorischen Systemen zusammen, die dort verarbeitet und zum Neocortex zurlck-
gesandt werden. Danach findet im Hippocampus die Uberfiihrung von Gedachtnis-
inhalten aus dem Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitgedachtnis, die Gedachtniskon-
solidierung statt (Wang und Morris 2010).

Der Hippocampus wird heute als Struktur gesehen, die Uber die Assoziation von
sensorischen Eindriicken Erinnerungen generiert und auch fur die Koordinierung der
verschiedenen Ged&achtnisinhalte verantwortlich ist. Bei Tieren hat der Hippocampus

grof3e Bedeutung fur die rdumliche Orientierung (Leutgeb et al. 2005).

2.5 Die Rolle von Ostrogen im Hippocampus

Zahlreichen Studien zufolge ist 17-B-Ostradiol im Hippocampus an mehreren Funk-
tionen wie der Regulierung der Spinesynapsendichte (Gould et al. 1990, Segal und
Murphy 2001, Kretz et al. 2004), der synaptischen Aktivitat (Smith und McMahon
2005), der Regulierung der Expression synaptischer Proteine (Furukawa et al. 1998,
Mellon et al. 2001, Stoffel-Wagner 2001, Wehrenberg et al. 2001, Prange-Kiel et al.
2006, Fester et al. 2009b) oder der Neurogenese (Cambiasso 2000, Tanapat et al.
2001, Fester et al. 2006) beteiligt. Diese Effekte des 17-B-Ostradiol wurden zun&chst
auf eine Synapsen-modulierende Funktion der aus den Gonaden stammenden
Ostrogene zuriickgefihrt (Woolley und McEwen 1992). Allerdings wurde schon
friher die Hypothese einer gonadenunabhangigen Wirkung von Steroiden im Gehirn
aufgestellt (Corpéchot et al. 1981, 1983).

Nachdem entdeckt wurde, dass im Hippocampus Aromatase, das finale Enzym der
Ostradiolsynthese, exprimiert wird (Wehrenberg et al. 2001, Hojo et al. 2004) und in
den Neuronen des Hippocampus 17-B-Ostradiol (E2) synthetisiert wird (Prange-Kiel
et al. 2003, Kretz et al. 2004), entstand die Auffassung, dass das im Hippocampus

selbst gebildete 17-B-Ostradiol — und nicht das aus den Gonaden stammende 17-B-
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Ostradiol — maRgeblich als neuronaler Modulator im Hippocampus aktiv ist (Rune et
al. 2006).

Andererseits ist aufgrund der Zyklus-Abhangigkeit der Effekte von 17-B-Ostradiol im
Hippocampus davon auszugehen, dass die Ostrogen-Produktion im Hippocampus
der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (Meethal et al. 2009) und damit
auch der zyklischen Regulierung durch das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)
unterliegt (Prange-Kiel et al. 2008, 2009).

Neurosteroide wirken offenbar neuroprotektiv — insbesondere Ostrogene im Hippo-
campus (Green et al. 1997, Behl 2000, Lee und McEwen 2001, 2006, Astous et al.
2003, Brito et al. 2004, Schumacher et al. 2004, Stirone et al. 2005, Brann et al.
2007, Pike et al. 2008, Arevalo et al. 2009, 2011, DonCarlos et al. 2009) und kénnen
maoglicherweise den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen, wie z. B. Morbus
Alzheimer (Pike 1999, 2001, Behl 2005, Rosario und Pike 2008, Pike et al. 2009)
oder Demenz verzdgern (Tang et al. 1996, Kawas et al. 1997) bzw. nach Intoxikatio-
nen (Singer et al. 1999), bei Epilepsie und nach einem Schlaganfall die Prognose
gunstig beeinflussen (Garcia-Segura et al. 2001, Zhao et al. 2011).

Auch in der pra- und postnatalen Gehirnentwicklung tiben Ostrogene auf vielfaltige,
noch wenig erforschte Weise entscheidende Funktionen aus (McCarthy 2008, Pe-
chenino und Frick 2009).

2.5.1 Ostrogenbiosynthese

Ostrogene sind Steroidhormone, die vorwiegend in den Gonaden (sowohl in den
Ovarien als auch — in geringer Konzentration — in den Hoden) und in der Nebennie-
renrinde, in geringeren Mengen aber auch im Fett- und Muskelgewebe, sowie im
Gehirn gebildet werden (Baulieu 1997, Zwain et al. 1999, Leidenberger et al. 2009).

Ausgangssubstanz der Biosynthese von 17-B-Ostradiol ist Cholesterol, das (ber
mehrere Zwischenstufen zu Androstendion und Testosteron umgewandelt wird. Im
letzten Schritt katalysiert Aromatase (Cytochrom P450 aro bzw. CYP19A1) — durch
die Abspaltung der C19-Methylgruppe und Aromatisierung des Ringes A — die Um-

wandlung von Testosteron zu 17-B-Ostradiol (L6ffler 2007).
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Bemerkenswert war der Befund, dass Neurone des Hippocampus alle fur die Stero-
idbiosynthese bendtigten Enzyme exprimieren (Furukawa et al. 1998, Brake et al.
2001, Stoffel-Wagner 2001, Wehrenberg et al. 2001). Die Neurone des Hippocampus
sind damit in der Lage, 17-B-Ostradiol de novo zu synthetisieren (Prange-Kiel et al.
2003, Hojo et al. 2004). Im Hippocampus von Ratten wurde sogar eine bis zu 6-fach
hohere Konzentration von 17-B-Ostradiol als im Serum nachgewiesen (Hojo et al.
2004).

Vor diesem Hintergrund lasst sich aus der Feststellung, dass die Hemmung der Ost-
rogensynthese im Hippocampus durch den Aromatase-Inhibitor Letrozol (Smith
1999) zu ganz erheblichen Veradnderungen der Synapsendichte im Hippocampus
fuhrt (Kretz et al. 2004), schliel3en, dass es fiir die Regulierung der Synapsendichte
im Hippocampus des in den Gonaden produzierten Ostrogens nicht bedarf und im
Hippocampus selbst synthetisiertes 17-B-Ostradiol entscheidenden Einfluss auf die
synaptische Plastizitat im Hippocampus hat (Prange-Kiel et al. 2004, Hojo et al.
2008, 2009). Das im Hippocampus gebildete 17-B-Ostradiol ist hier vermutlich der
potentere Regulator (Rune et al. 2006).

2.5.2 Wirkweise von Ostrogen im Hippocampus

Anders als in der Peripherie, wo Ostrogene ihre Wirkung endokrin entfalten, wirken
sie im Hippocampus para- und autokrin, d. h. sie gelangen durch Diffusion zu be-
nachbarten Zellen und dort tGber Diffusion oder aktive Transportmechanismen durch
die Plasmamembran ins Zytosol. Im Zytosol werden Ostrogene an Rezeptorproteine
gebunden und in den Zellkern transferiert. Diese Wirkweise wird als sogenannter
,genomischer Weg bezeichnet (Levin 2005). Dabei sind bislang zwei Ostrogenre-
zeptorsubtypen — ER-a und ER-B — bekannt (Osterland et al. 1998, Morisette et al.
2008a), weitere Subtypen werden vermutet (Toran-Allerand 2004).

Die Expression und Freisetzung von 17-B-Ostradiol wird unter anderem durch neuro-
nale Aktivitdt (Balthazart und Ball 2006) stimuliert und ihre Bindung an die Rezepto-
ren auf den Zielzellen bewirkt eine Veranderung dieser Zellen, die sehr schnell erfol-
gen kann. Neben der genomischen Signaltransduktion wird daher auch die Existenz
nicht-genomischer Signaltransduktionswege tber membranassoziierte Signalkaska-

den vermutet (Beyer et al. 2003, Levin 2005, Jelks et al. 2007, Fernandez et al.
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2008, Fan et al. 2010). Das neuronal freigesetzte 17-B-Ostradiol wird daher mehr als
Neurotransmitter bzw. Neuromodulator denn als Hormon angesehen (Balthazart und
Ball 2006).

2.6 Pathologische Veranderungen des Hippocampus

Pathologische Veranderungen des Hippocampus fiihren vor allem zu Verlusten des
deklarativen Gedachtnisses und zu 6rtlicher Desorientierung (Spiers et al. 2001), das
prozedurale Gedachtnis ist meist nicht betroffen. Die Bedeutung von Neurosteroiden
bei diesen Symptomen wurde bei Morbus Alzheimer (Henneman et al. 2009b, Whar-
ton et al. 2009), nach Zerebraltraumata und Schlaganfallen (Miller et al. 2005, Barre-
to et al. 2009, Li et al. 2011), bei Morbus Parkinson (Garcia-Segura et al. 2001,
Azcoitia et al. 2002, Kadish und van Groen 2002, Cho et al. 2003, Saunders-
Pullmann 2003, Morisette et al. 2008b), Hypoxie, Enzephalitis (Trepel 2008), bei
schizophrenen Krankheitsbildern (Harrison 2003), sowie bei Temporallappenepilep-
sie (Kurz et al. 2003, Duzel et al. 2004) untersucht.

Altern allein fUhrt zwar nicht zu einem substantiellen Neuronenverlust im Hippocam-
pus, doch die synaptischen Verbindungen verandern sich. Im Zusammenhang mit
Alterungsprozessen beim Menschen fiel vor allem bei Frauen nach der Menopause
ein Abbau der mnestischen Leistungsfahigkeit auf (Hampson 1990, Henderson
2009), der die Frage nach der Wirkung der Veranderungen des Ostrogen-Haushaltes

auf den Hippocampus aufwarf.

Es liegt nahe, nachlassende Gedachtnisleistungen auf einen in der Menopause herr-
schenden Ostrogenmangel zuriickzufiihren. Ein erhohter Ostrogenspiegel wiederum
kann sich offenbar positiv auf die Gedachtnisfunktion auswirken (Caldwell und
Watson 1952, Campbell und Whitehead 1977, Sherwin 1988, 1996, 2003, Hampson
1990, Dreher et al. 2007, Henderson 2009). Grundlage dafur konnten die von zahl-
reichen Arbeitsgruppen beobachteten Wirkungen von 17-B-Ostradiol auf die synap-

tische Plastizitat im Hippocampus sein.

2.7 Uberleitung zu den Experimenten

Die Ostrogenforschung im Hippocampus fokussierte sich lange Zeit auf die CA1-
Region, in der die ersten von 17-B-Ostradiol abhangigen Effekte beobachtet wurden
(Goeld et al. 1990, Woolley und McEwen 1992). Neuere Untersuchungen lassen
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vermuten, dass Ostrogenwirkungen im Hippocampus nicht auf die CA1-Region be-

schrankt sind.

Ostrogenrezeptoren werden hoch konzentriert auch in der CA3-Region exprimiert
(Shughrue und Merchenthaler 2000, Mehra et al. 2005) und — wie neue Arbeiten
zeigen — auch im Gyrus dentatus, in welchem insbesondere in frihen Entwicklungs-
stadien eine markante Expression in speziellen, die Differenzierung férdernden
Cajal-Retzius-Zellen gefunden wurde (Bender et al. 2010). Aul3erdem fordert das im
Hippocampus gebildete 17-B-Ostradiol die Neurogenese von Kérnerzellen im Gyrus
dentatus (Tanapat et al. 1999, Fester et al. 2006).

Es liegt daher die Hypothese nahe, dass 17-B-Ostradiol im Gyrus dentatus Einfluss
auf die Spinesynapsendichte nimmt — wie es in der CAl1-Region beobachtet wurde
(Leranth et al. 2003, Kretz et al. 2004).

Um diese Hypothese zu tUberprufen, wurden folgende Experimente durchgefuhrt:

1. Um die Wirkungen einer veranderten Produktion von 17-B-Ostradiol auf die
neuronale Plastizitat im Gyrus dentatus zu untersuchen, wurde adulten, zwolf
Wochen alten, weiblichen Mausen sieben Tage lang taglich intraperitoneal
Letrozol injiziert. Letrozol ist ein potenter Inhibitor der Aromatase (Smith
1999), der die Aktivitat des Enzyms bis auf zehn Prozent reduzieren kann und
dadurch die Menge an zirkulierendem Ostrogen massiv reduziert (Foidart et
al. 1995, Geisler et al. 2002). Am Ende der Behandlungsperiode wurden die
Méuse getotet, der Hippocampus fir eine elektronenmikroskopische Analyse
aufbereitet, und die Dichte exzitatorischer Synapsen, d. h. Synapsen auf Dorn-
fortsatzen (,Spinesynapsen®) im Stratum moleculare des Gyrus dentatus be-
stimmt. Als Kontrollgruppen wurden nur mit Kontroll-Losung behandelte weib-
liche sowie ovariektomierte Mause gleichen Alters gewahlt.

2. Um zu uberprifen, ob die Wirkung von 17-B-Ostradiol im Gyrus dentatus ent-
wicklungsabhangig auftritt, wurde in einem zweiten Versuchsansatz immatu-
ren, neun Tage alten, weiblichen Ratten ebenfalls sieben Tage lang taglich in-
traperitoneal Letrozol injiziert. Als Kontrollgruppe wurden hier nur mit Kontroll-

Losung behandelte, gleichaltrige Tiere verwendet.
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3. Organotypische Gewebekulturen des Hippocampus von immaturen, finf Tage
alten, weiblichen Ratten wurden verwendet, um zu testen, ob sich dieses Ex-
perimentalmodell fur Untersuchungen in vitro eignet. In diesen Experimenten
wurde den Kulturen in getrennten Ansatzen Letrozol bzw. 17-B-Ostradiol zu-
gegeben. Untersucht wurden ebenfalls Auswirkungen auf die Dichte exzitato-

rischer Synapsen.

Die Versuche selbst wurden von Mitarbeitern des Instituts fir Neuroanatomie
durchgefiuihrt. Meine Aufgabe bestand darin, als vollstandig geblindete Untersu-
cherin die elektronenmikroskopisch angefertigten Fotos auszuwerten und die Re-
sultate der experimentellen Ansatze miteinander zu vergleichen und zu bewerten.
Die Beschreibung der Versuchsablaufe und -methoden basiert auf Protokollen

und Darstellungen der Labormitarbeiter.



3 Material
3 Material

3.1 Arbeitsmaterialien, Gerate

Aluminiumfolie

Aesculap Rasierer

Brutschrank

Chirurgisches Besteck
COg-Inkubator
Desinfektionsmittel (Sterillium)
Einmalkantle
Einmalhandschuhe
Einmalskalpell

Einmalspritzen 1 ml
Elektronenmikroskop MC 100
Eukobrom SW Papierentwickler
Falcon Kulturplatten (“6 well”)
Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Fotopapier Nr. 3, DINA 4
Gewebehacksler (Tissue Chopper)
Heidemannspatel

Kihlschrank

Lichtmikroskop

Lupe

Millicell-CM (Biomembran)
Negativentwickler
Pasteurpipetten
Perfusionspumpe Masterflex®
Pipetten, verschiedene Gro3en

Pipettenspitzen verschiedene Grof3en

Reaktionsgeféalie verschiedene Grof3en

Rollrandschnappglaser
Rotlichtlampe
Scanner

Schere

LAGER UKE
BRAUN
MEMMERT

F.S.T. (Fine Science Tools)

HERAEUS

BODE

BRAUN

HARTMANN

BRAUN

BRAUN

PHILIPS

TETENAL

BECTON DICKINSON
BECTON DICKINSON
TETENAL

MC ILWAIN
AESCULAP DE
BOSCH/LIEBHERR
OLYMPUS/ZEISS
ZEISS

MILLIPORE

KODAK

ASSISTENT

COLE PARMER
EPPENDORF AG
EPPENDORF AG
EPPENDORF AG
WINDAUS
HANAULUX
BROTHER MFC 8440
FINE SCIENCE TOOLS
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Serologische Pipetten
Stericup Filter
Ultramikrotom

Waage

3.2 Chemikalien

Aqua dest.

Aqua ad iniectabilia

Blei-ll-citrat

Carprofen (Rimadyl®)
Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat
Dodecenylsuccinic anhydride (DDSA)
Ethanol 100 %

Glutamin

Glutardialdehyd

Glycidether 100

Hank’s Balanced Salzlésung (HBSS)
Ketamin

Letrozol (fest)

Letrozol-Stammldsung

Methyl Nadic Anhydrid (MNA)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumhydroxid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumtetraborat

17-B-Ostradiol (wasserldslich)
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd reinst
PBS-Tabletten

Penicillin

Pferdeserum

Propylenoxid

Saccharose

21

FALCON
MILLIPORE
REICHERT JUNG
METTLER

IONENAUSTAUSCHER/UKE
BAXTER
MERCK
PFIZER
MERCK
SERVA
MERCK
INVITROGEN
MERCK
SERVA
INVITROGEN
GRAUB
FEMARA
UKE-APOTHEKE
SERVA
MERCK
MERCK
MERCK
INVITROGEN
MERCK
SIGMA
ROTH
MERCK
INVITROGEN
INVITROGEN
INVITROGEN
SERVA
MERCK
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Streptomycin INVITROGEN
Toluidinblau CHROMA
Trinatriumcitrat Dihydrat MERCK
Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol SERVA
Uranylacetat MERCK
Xylazin (Rompun®) BAYER

3.3 Herstellung von Losungen

3.3.1 Versuchslésungen

3.3.1.1 Letrozol-Ansatz fur in vivo-Experimente mit Mausen und Ratten

Die Letrozol-Stammlésung 300 ug Letrozol in 50 ul 96 % Ethanol

(entspricht 6 pg Letrozol pro pl 96 % Ethanol) wurde fiir die Injektion
— adulter Maduse 1:1
— immaturer Ratten 1 : 2 mit

— 0,9 % NaCl-Lésung verdunnt.

3.3.1.2 Letrozol-Ansatz fir in vitro-Experimente (Gewebekulturen)

Zur Herstellung der Lésung wurden 2,85 mg Letrozol in
— 1 ml 96 % Ethanol gelst (102 M) und mit
— 99 ml Aqua dest. verdiinnt (Arbeitskonzentration 10* M). AnschlieRend
wurde diese Losung 1 : 1.000 mit Inkubationsmedium verdinnt (Endkon-

zentration: 107 M).

3.3.1.3 17-B-Ostradiol (E2)-Lésung fur in vitro-Experimente (Gewebekulturen)

Zur Herstellung der Lésung wurden 2,72 mg E2 in 100 ml Aqua dest. (Arbeitskon-
zentration 10 M) geldst. AnschlieBend wurde diese Lésung 1 : 1.000 mit Inkubati-

onsmedium (Endkonzentration: 10”7 M) verdiinnt.
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3.3.2 Medien (Gewebekulturen)

3.3.2.1 Praparationsmedium

Zur Herstellung von 100 ml Praparationsmedium wurden

— 50 ml Minimum Essential Medium

— 1 ml Glutamin (200 mM) und

— 49 ml aqua ad iniectabilia steril gemischt.
Einstellung des pH auf 7,35 mit Natronlauge (1 M NaOH).

3.3.2.2 Inkubationsmedium

Zur Herstellung von 100 ml Inkubationsmedium wurden

— 25 ml Minimum Essential Medium

— 1 ml Glutamin, 200 mM, steril

— 0,58 ml Natriumhydrogencarbonat-L6sung (7,5 %), steril
— 25 ml Hanks Balanced Salts (HBSS)

— 25 ml Pferdeserum, steril

— 1 ml Penicillin (10 Units)/Streptomycin (10* ug) und

— 22,42 Aqua ad iniectabilia steril gemischt.

Einstellung des pH auf 7,35 mit Natronlauge (1 M NaOH).

3.3.3 Anésthesie-Injektionsldésung

Zur Herstellung von 10 ml Anasthesie-Injektionslosung vor Ovariektomie bzw. trans-

kardialer Perfusion wurden

— 1,25 ml Ketamin-L6sung (100 mg/ml)
— 0,625 ml Xylazin (Rompun®-Lésung (20 mg/ml) mit
— 8,125 ml 0,9 % NaCl-Lésung gemischt.

Es wurden ca. 0,2 ml der Lésung pro Tier (Gewicht: 20 - 30 g) eingesetzt.

3.3.4 Schmerzbehandlung nach Ovariektomie

Zur Herstellung der Analgesie-Injektionslésung nach Ovariektomie wurde
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— 0,1 ml Carprofen (Rimadyl®, 50mg/ml) mit 0,9 % NaCl auf 8 ml aufgefillt.

3.3.5 Gewebefixierung

3.3.5.1 Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, 1 x), 1.000 mi

Hergestellt durch Losung einer PBS-Tablette in 1 | Aqua dest. Diese enthalt:

— 9 g Natriumchlorid (NaCl)
— 0,795 g Di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat (Na,HPO4 x 7H,0)
— 0,144 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Die Pufferldsung wurde abschlie3end mit Natronlauge (2M NaOH) auf einen pH von
7,4 eingestellt.

3.3.5.2 Phosphatpuffer (PB, 0,2 M) 1.000 mi

— 5,52 g Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (NaH,PO4 x H,0)

— 42,88 g Di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat (Na;HPO, x 7H,0)
wurden in

— 800 ml Aqua dest. geldst, mit Natronlauge (2M NaOH) auf einen pH von
7,4 eingestellt und mit Aqua dest. auf 1.000 ml aufgefuillt.

3.3.5.3 Glutardialdehyd (GA, 2,5 %), in 0,1 M PB, 10 ml, fir transkardiale Perfusion

— 1 ml 25 % Glutardialdehydlésung wurden mit
— 45ml0,2M PB und
— 4,5 ml Aqua dest. auf 10 ml aufgefullt.

3.3.5.4 Paraformaldehyd (PFA, 4 %) in PBS, 1.000 ml

— 40 g Paraformaldehyd wurden in

— ca. 850 ml 1x PBS 15 min. auf 60 - 65 °C erhitzt und

— mit 10-molarer Natronlauge (10M NaOH) tropfenweise Klar titriert

— auf Eis abgekuhlt, bei Raumtemperatur mit Salzsédure (2M HCI) auf pH 7,4
eingestellt und mit PBS auf 1.000 ml Volumen aufgefillt.
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3.3.5.5 Paraformaldehyd (PFA, 4 %) / Glutardialdehyd (GA, 0,1 %)-Gemisch,

PBS, fur die Fixierung von Gewebekulturen:

— zu 9,96 ml 4 % PFA-L6sung (in PBS) werden 0,04 ml 25 % GA-L6sung

zugegeben.

3.3.6 Aufbereitung fir die Elektronenmikroskopie

3.3.6.1 Nachfixierung

Stammlbsung A:

Zur Herstellung von 100 ml dieser Losung (2 % Osmiumtetroxid) wurden
— 2 g Osmiumtetroxid in
— 100 ml Aqua dest. gelost.

Stammlésung B:

Zur Herstellung von 100 ml dieser Losung wurden

— 6,846 g Saccharose in
— 100 ml 0,2 M PB gel6st.

Stammlésung A und B wurden im Verhéltnis 1 : 1 gemischt.

3.3.6.2 Dehydrierung

25

in

Zur Dehydrierung des Gewebes wurden eine aufsteigende Ethanolreihe (35 %,

50 %, 70 %, 96 %, 100 %) und abschlie3end eine Propylenoxid verwendet.

3.3.6.3 Polymerisierung

Stammlésung A:

— 77 ml Glycidether wurden mit
— 125 ml DDSA gemischt.

Stammldsung B:

— 100 ml Glycidether wurden mit
— 89 ml MNA gemischt.
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Die Stammlosungen A und B wurden im Verhaltnis 4 : 6 mit 2 % Accelerator (= 2,4,4-
Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol) schlierenfrei angeruhrt.

3.3.6.4 Einfarbung

Zur Herstellung der Losung wurde

— 1 g Toluidinblau (1 %) in
— 100 ml Borax-Ldsung (1 g Natriumtetraborat, 1 % in 100 ml 0,2 M PB)

gelost.

3.3.6.5 Kontrastierung

Zur Herstellung der Kontrastierungslésung wurden
— 0,5 g Uranylacetat in 50 ml Aqua dest. gelost
Zur Herstellung der Bleicitrat-Arbeitslosung nach Reynolds wurden

— 1,33 g Blei-lI-Nitrat und
— 1,76 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat zunachst in
— 30 ml Aqua dest. gelost, mit

— Natronlauge 1 M Klartitriert und auf 50 ml mit Aqua dest. aufgefullt.

3.4 Software

Adobe Reader 8.1.3. deutsch ADOBE
Brother MFL-Pro Suite BROTHER
Excel 2003 MICROSOFT
Photoshop CS3 ADOBE
Word 2003 MICROSOFT

GraphPadPrism GRAPHPAD SOFTWARE INC.
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4 Methoden

4.1 Eingesetzte Tiere

Die Versuchsreihe wurde von der zustandigen Behorde fur Umwelt und Gesundheit,
Referat Tierschutz genehmigt. Alle eingesetzten Tiere — Mause des Zuchtstammes
C57BL/6N bzw. Ratten des Zuchtstammes WISTAR — stammten aus der zentralen
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Tiere wur-
den in geraumigen Kafigen mit einem Licht-Dunkelzyklus von jeweils zwdlf Stunden
im Wechsel gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Insgesamt
wurden drei Versuchsreihen gebildet, eine mit adulten Mausen, eine mit immaturen
Ratten und eine mit Gewebekulturen von immaturen Ratten. Bei allen drei Experi-
menten wurde das in vivo bzw. in vitro gewonnene Hippocampus-Gewebe fir die
Elektronenmikroskopie préapariert, ultradiinn geschnitten und von den Schnitten elekt-
ronenmikroskopisch fotografische Aufnahmen aus dem Stratum moleculare (mittlere
Schicht) angefertigt. In diesen Fotografien wurden exzitatorische Synapsen, die typi-
scherweise an Dornfortsatzen — sog. ,Spinesynapsen® — zu finden sind, markiert, ihre
Dichte quantifiziert (zum Verfahren der Quantifizierung siehe 4.8.) und die Resultate

der experimentellen Anséatze miteinander verglichen.

Experimente in vivo Behandlungsart, -dauer und Anzahl (n) eingesetzter Tiere

Experiment 1: Letrozol 10 pg/g KG | Kontroll-Lésung OVX (11.Lebenswoche)

10 weibliche, adulte M&ause 7 Tage, 1 x taglich i. p. 7 Tage, 1 x taglich i. p. + Kontroll-Lésung
Injektionsbeginn 7 Tage, 1 x taglich i. p.
13. Lebenswoche
n=3 n=4 n=3

Experiment 2: Letrozol 4 ug/g KG Kontroll-Lésung
9 weibliche, immature Ratten | 7 Tage, 1 xtaglichi.p. | 7 Tage, 1 x taglich i. p.
Injektionsbeginn

10. Lebenstag . 4
n= n=

Tabelle 1: Schematische Ubersicht tiber die in vivo-Experimente

Experimente in vitro | Behandlungsart, -dauer und Anzahl (n) eingesetzter Kulturen

Experiment 3: 36 Letrozol 10" m Kontroll-Losung | E2 10" M Kontroll-L6sung
Gewebekulturen aus 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
8 weiblichen,

5 Tage alten Ratten
n=9 n=9 n=9 n=9

Tabelle 2: Schematische Ubersicht tiber die in vitro-Experimente
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4.2  Durchfihrung der Experimente in vivo mit adulten, weiblichen Mausen
(Experiment 1)

4.2.1 Behandlung mit Letrozol bzw. Kontroll-Lésung

Um die Wirkung der Aromataseinhibition auf die Spinesynapsendichte in der Moleku-
larschicht des Gyrus dentatus zu untersuchen, wurde in der ersten Versuchsreihe
drei adulten, d. h. bei Versuchsbeginn zwolf Wochen alten, weiblichen Mausen sie-
ben Tage lang einmal taglich, jeweils zur gleichen Uhrzeit intraperitoneal Letrozol
injiziert (10 pg/g KG, Injektionsvolumen 50-100 ul, Zhou et al. 2010). Letrozol ist in
der heute Ublicherweise verwendeten Konzentration nur in 96 % Ethanol gut I6slich.
Die adulten, etwa 25 g schweren Mause standen nach der Injektion einige Stunden
erkennbar unter der Wirkung des Alkohols. Andere Moglichkeiten, das Letrozol in
Uberprufbarer Menge mit geringerer Belastung der Tiere zu applizieren, wurden ge-

pruft, lagen aber nicht vor.

Vier adulten, zwolf Wochen alten, weiblichen Mausen der einen Kontrollgruppe (Kon-
troligruppe 1) wurde unter im Ubrigen gleichen Bedingungen die Kontroll-Lésung
(96 % Ethanol 1 : 1 verdunnt in 0,9 % NacCl) injiziert.

Um die Wirkung vollstandiger systemischer Inhibition der Ostrogenbildung durch
Letrozol mit der Wirkung des Verlustes nur des gonadal produzierten Ostrogens zu
vergleichen, war eine weitere Kontrollgruppe (Kontrollgruppe 2) mit drei adulten,
weiblichen M&ausen zuvor ovariektomiert worden (siehe 4.2.2). Ihnen wurde unter im

Ubrigen gleichen Bedingungen die Kontroll-Lésung injiziert.

4.2.2 Ovariektomie

Die Ovariektomie wurde zu Beginn der 11. Lebenswoche durchgefiihrt. Zur Vorbe-
reitung wurden die Mause zunachst mit einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin
(Rompun®, 0,2 ml i. p. bei ca. 25 g Korpergewicht) anasthetisiert. Diese Injektion
fuhrte nach etwa einer Minute zur tiefen Narkose der Tiere. Anschliel3end wurde im
Abdomenbereich zunéchst eine ca. 2 x 2 cm messende Flache des Fells rechts und
links oberhalb der Hinterlaufe mit einem handelsiblichen Handrasierer rasiert. Nach
Prifung der Schmerzreflexe wurde die rasierte Haut mit einem Einmalskalpell ca.
1,5 cm inzisiert. Die Faszie und der darunter liegende Muskel wurden in Langsrich-

tung eroffnet. Nach Aufsuchen der Tuba uterina wurden deren zu- und abfiihrende
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GefalRe mit resorbierbarem Faden abgebunden und die Ovarien danach entfernt.
AnschlieBend wurden Muskel und Muskelfaszie wieder vernaht und der Hautschnitt
mit Klammern wieder verschlossen. Zur Schmerzlinderung wurde den Mausen post-
operativ 0,125 mg Carprofen (Rimadyl®) intraperitoneal verabreicht. Um postopera-
tive Auskuhlung zu verhindern, wurden die ovariektomierten Mause bis zum Abklin-
gen der Narkose mit Rotlicht bestrahlt und nach Erwachen aus der Narkose zwei
Stunden lang beobachtet. Zu Beginn der 13. Lebenswoche wurde diesen Mausen
analog zur Kontrollgruppe 1 (siehe 4.2.1) sieben Tage lang einmal taglich Kontroll-

Losung injiziert (Kontrollgruppe 2).

4.3 Durchfuhrung der Experimente in vivo mit immaturen, weiblichen Ratten
(Experiment 2)

In diesem Experiment wurde funf immaturen — zu Beginn des Versuches neun Tage
alten — weiblichen Ratten sieben Tage lang einmal taglich und jeweils zur gleichen
Uhrzeit intraperitoneal eine Letrozol-L6sung injiziert. Da die immaturen Ratten die bei
adulten Mausen verwendete Letrozol-Konzentration nicht tolerierten, wurde ihnen
eine geringere Konzentration injiziert (4 ug/g KG). Die Kontrollgruppe mit vier gleich-
altrigen Ratten erhielt unter ansonsten gleichen Bedingungen sieben Tage téaglich
eine intraperitoneale Injektion der entsprechenden Kontroll-Losung (96 % Ethanol
1: 2 verdinntin 0,9 % NacCl).

4.4  Transkardiale Perfusion und Entnahme des Hippocampus

Sechs Stunden nach der letzten Injektion wurden die mit Letrozol- bzw. Kontroll-
Losung behandelten adulten Mause oder immaturen Ratten wie unter 4.2.2. be-
schrieben mit einer Ketamin-Xylazin-Lésung narkotisiert. Die drei ovariektomierten
Mé&ause wurden nach Abschluss der 13. Lebenswoche ebenso behandelt. Nach Ein-
tritt der Narkose wurden die Tiere auf dem Ricken liegend fixiert.

In tiefer Narkose wurden mit einer Schere Bauchdecke und Peritoneum eréffnet, das
Diaphragma durchtrennt und damit die Herzspitze sichtbar gemacht. Eine mit einem
Perfusor verbundene Kanule wurde in den linken Ventrikel geschoben und gleichzei-
tig der rechte Vorhof inzisiert. Uber den Perfusor wurde zuerst das Blut mittels PBS
aus dem Korper des Tieres gespult. AnschlieRend wurde das Tier etwa 15 Minuten
lang transkardial perfundiert (mit 2,5 % GA in 0,1 M PB) und so eine erste Fixierung
des Gehirns durchgefuhrt.
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Nach Abschluss der Perfusion wurde das jeweilige Tier dekapitiert und die Haut Uber
der Schadelkalotte resiziert. Nach median sagittaler Eroffnung des Schadeldachs mit
einer feinen Schere wurde das Gehirn mit einem Heidemannspatel aus dem Schéadel

entnommen und auf einen mit PBS getrankten Schwamm gelegt.

Das Kleinhirn wurde mit einem Skalpell abgetrennt und beide Gehirnhélften durch
einen median-sagittalen Schnitt voneinander getrennt. Mit einem Heidemannspatel
wurden aus beiden Gehirnhalften die Hippocampi herausprapariert, in jeweils ein
Roéhrchen mit 10 ml 2,5 % Glutardialdehyd in 0,1 M PB gegeben und 48 Stunden
lang bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Anschlie3end wurden die Hippocampi weitere
funfzehn Stunden lang bei 4 °C in 0,1 M PB gelagert, welcher alle drei Stunden er-

neuert wurde.

4.5 Herstellung und Behandlung organotypischer Gewebekulturen immatu-

rer, weiblicher Ratten (Experiment 3)
Zur Untersuchung der Wirkung von Letrozol und 17-B-Ostradiol in vitro wurden orga-
notypische Gewebeschnittkulturen des entorhino-hippocampalen Systems nach der
Methode von Li et al. (1994) angelegt und nach der Methode von Stoppini et al.
(1991) kultiviert. Dafur wurden insgesamt acht, bei Kulturanlage fiinf Tage alte, weib-
liche Ratten eingesetzt. Diese wurden durch einen Scherenschnitt dekapitiert, die
Schadelkalotte ertffnet, das Gehirn entnommen und entlang der Fissura sagittalis
halbiert. Der Hippocampus wurde zusammen mit dem benachbarten entorhinalen
Cortex mit einem Heidemannspatel explantiert, auf die Ablage eines Gewebehacks-
lers (Mcllwain) gelegt und in horizontaler Schnittebene geschnitten, so dass in den
entstehenden, 400 um dicken Scheiben sowohl Hippocampus als auch entorhinaler
Cortex zusammenhangend erhalten blieben. Bei dieser Schnitttechnik (Li et al. 1994)
bleiben viele Axone des Tractus perforans einerseits erhalten, andererseits wachsen
die wahrend der Praparation durchtrennten Axone innerhalb von Tagen wieder in ihr
Zielgebiet ein, so dass die entorhinal-hippocampale Verbindung substantiell erhalten
bleibt.

Die Schnitte wurden anschlieBend in Praparationsmedium gesammelt und unter
lichtmikroskopischer Kontrolle in jeweils benachbarte, morphologisch vergleichbare

Parchen (Schwesterkulturen) eingeteilt.
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Unter sterilen Bedingungen wurden dann Zellkulturplatten (six-wells) mit jeweils 1 ml
Inkubationsmedium befullt und Biomembranen (Millicell: 0,4 pm Dicke, 30 mm
Durchmesser) in diese eingelassen. Die ausgewahlten Kulturen wurden auf die an-
gefeuchteten Biomembranen transferiert und im befeuchteten Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO:z elf Tage lang kultiviert. ,Schwesterkulturen“ wurden dabei auf verschie-

dene Membranen verteilt, die unterschiedlichen Behandlungen ausgesetzt wurden.

Im weiteren Verlauf der Experimente wurde jede der insgesamt 36 Kulturen immer
nur mit der entsprechenden ,Schwesterkultur® verglichen. Das Medium wurde alle

zwei Tage erneuert.

Nach vier Tagen Vorinkubation wurde dem Medium Letrozol (107 M, 1 pl), E2
(107" M, 1 pl) bzw. in den ,Schwesterkulturen® nur das jeweilige Lésungsmittel (1 pl)
zugesetzt. Die Inkubation mit diesen Substanzen wurde Uber sieben Tage beibehal-
ten, das Medium dabei weiterhin jeden zweiten Tag gewechselt. Zum Abschluss
wurden die noch auf der Membran fixierten Kulturen kurz mit PBS gespult und da-
nach zur Gewebefixierung zwei Stunden lang mit einer Lésung von 4 % PFA und
0,1 % Glutardialdehyd (in PBS) Uberschichtet. Danach wurden die Kulturen von den
Membranen abgelost und weitere vier Stunden lang in Fixierungslosung und an-
schlieBend in 0,1 M PB gelagert.

4.6 Aufbereitung fur die Elektronenmikroskopie

4.6.1 Nachfixierung

Zur Optimierung der Darstellbarkeit des Gewebes wurden die wie beschrieben vorfi-
xierten Praparate nachfixiert. Dazu wurden eine Stammldsung mit 2 % Osmium-
tetroxid und eine zweite Stammlésung mit Sacharose in 0,2 M PB hergestellt. Die
beiden StammlGsungen wurden im Verhéltnis 1 : 1 gemischt. Mit dieser Fixierlésung
wurden die Praparate in Rollrandschnappglasern jeweils eine (Hippocampus) bzw.
zwei Stunden (Kulturen) lang vollstandig bedeckt.

4.6.2 Dehydrierung

Um die Praparate mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe zu entwassern, wurde

zunachst 35 % Ethanol so in die Rollrandschnappglaser gegossen, dass die Prapa-
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rate vollstandig bedeckt waren. Nach zehn bis finfzehn Minuten wurde der Alkohol
abgegossen. Der Vorgang wurde mit 50 %, 70 %, 96 % und quasi 100 % Ethanol
wiederholt. Um eine fast vollstdndige Entwasserung des Gewebes zu erreichen,
wurden die Praparate etwa eine Stunde lang mit stark fliichtigem Propylenoxid inku-
biert.

4.6.3 Polymerisierung

Zur Polymerisierung wurden vier Teile einer DDSA enthaltenden Glycidether-
Stammlésung und sechs Teile einer MNA enthaltenden Glycidether-Stammldsung
mit einem der Aushartung dienenden Accelerator schlierenfrei zu einer Gebrauchs-
l6sung angertihrt. Um das Eindringen des Kunststoffes in das Gewebe zu verbes-
sern, wurden drei Teile der Gebrauchslésung mit einem Teil Propylenoxid zu einem
Intermedium gemischt, in welches die Praparate zur Einwirkung tber Nacht tberfihrt
wurden. Die Praparate wurden in Flacheinbettungsformen utberfihrt und zur Aus-
polymerisierung bei 68 °C im Brutschrank tber Nacht gelagert. AnschlieRend wurden

die Polymere getrimmt.

4.6.4 Schnittanfertigung und Einfarbung

Die Polymere wurden in die Haltevorrichtung des Mikrotoms eingespannt. Mit Dia-
mantschneidern wurden 1-um dicke Schnitte angefertigt und schwimmend aufgefan-
gen und mit in Borax-Ldsung (1 %) geldstem Toluidinblau (1 %) bei 80 °C etwa zwei
Minuten lang fir die Lichtmikroskopie eingefarbt. Die Schnitte wurden auf Objekt-
trager aufgezogen, um geeignete Gewebeabschnitte unter der Lupe herauszuprepa-
rieren. Mit dem Ultramikrotom wurden maximal 0,1 um dicke Schnitte angefertigt.
Jeweils zwei Folgeschnitte wurden mit Platindrahtésen auf einen drei Millimeter

Durchmesser grof3en Schlitztrager mit 200 mesh (Linien pro Inch) aufgezogen.

4.6.5 Kontrastierung

Die Schnitte wurden mit in Aqua dest. geldstem Uranylacetat (1 %) und nach der
Methode von Reynolds (1963) hergestellten Bleicitrat-Losung kontrastiert. Anschlie-

Rend wurden die Schlitztrdger mit Aqua dest. gespult und in Sammeldosen Uberflhrt.
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4.7 Elektronenmikroskopie und Anfertigung der Fotos

Im Elektronenmikroskop wurden in den Schnitten bei etwa 6.600-facher Vergrélie-
rung geeignete Bereiche gesucht. Bereiche, welche von interferierenden Strukturen
wie grof3en Dendriten oder Blutgefal3en erfullt waren, wurden gezielt vermieden. Pro
Schlitztrager wurden von den jeweiligen Schwesterpraparaten jeweils zehn verschie-
dene Felder ausgesucht und ein elektronenmikroskopisches Negativbild angefertigt
(d. h. insgesamt zwanzig Aufnahmen bzw. zehn zu vergleichende Bildpaare), wel-

ches automatisch beschriftet und mit einem Mal3stab versehen wurde.

Das Fotonegativ wurde entwickelt, fixiert und getrocknet, mit einem Vergrof3erungs-
gerat Fotopapier (DIN A4-Format) belichtet, welches entwickelt, fixiert, gewéassert

und getrocknet wurde.

4.8 Bildanalyse und -auswertung

Die Anzahl der Spinesynapsen wurde anhand eines Standard-Protokolls ermittelt
(Leranth et al. 2000, Zhou et al. 2010). Die Analysen wurden vollstandig mit kodier-
ten Schnitten durchgefiihrt und die Untersucherin war nicht dartber informiert, wel-

ches Experiment sie bearbeitete.

Um eine vergleichbare Anzahl von Spinesynapsen zu erhalten, die mdglichst unbe-
einflusst von Veranderungen der Synapsengréf3e waren, wurde die Disector Technik
nach Sterio (1984) angewendet. Dazu wurde zuerst auf eines der Bildpaare (Bild 1)
mittels einer Folienschablone ein Zahlrahmen aufgelegt, danach wurden die inner-
halb dieses Rahmes enthaltenen Spinesynapsen aufgesucht und mit einem Farb-

marker markiert.

Anschlielend wurde die Folienschablone mit dem Zahlrahmen auf das zweite Foto
derselben Region (Bild 2) — welches die um 0,1 um vom zuvor untersuchten Bild 1
entfernte Schnittansicht zeigt — aufgelegt. Markante Strukturen, die zuvor in Bild 1
aufgefallen waren, wurden dabei in Bild 2 zur korrekten Orientierung des Z&hlrah-
mens wieder aufgesucht. Auch in Bild 2 wurden die Spinesynapsen innerhalb des

Rahmens farbig markiert.

Bei der nachfolgenden Auszéhlung wurde wie folgt vorgegangen: Synapsen, die

sowohl in Bild 1 als auch in Bild 2 enthalten waren, also doppelt markiert waren,
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wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Gezahlt wurden nur Synapsen, die
entweder nur in Bild 1 oder nur in Bild 2 zu identifizieren waren. Dadurch wurde eine

Mehrfachzahlung derselben Synapse vermieden.

Entscheidend war dabei jedoch die Einhaltung strikter Kriterien zur Definition von

pinesynapsen®. Als exzitatorisch Spinesynapse gewertet wurden nur Synapsen, an

denen

— die prasynaptische Seite deutlich durch die Anwesenheit von synaptischen

Vesikeln zu erkennen war,

— eine postsynaptische Dichte ausgebildet war, die es erlaubte, die Synapse als

.=asymmetrische® Synapse (Kennzeichen einer exzitatorischen Synapse) zu identi-

fizieren,

— zwischen prd- und postsynaptischer Seite ein durchgehender Synapsenspalt

ausgebildet war.

Da die Fotos, insbesondere hinsichtlich ihrer Kontrastierung haufig unterschiedliche
Qualitat zeigten, wurde nach anfangs erfolgter manueller Auswertung der Vorgang
zur Herstellung einer besseren Vergleichbarkeit der Fotopaare digitalisiert.

Dazu wurden die Fotos mit dem Scanner brother MFC 8440 und dem Programm
brother MFL-Pro Suite mit einer Bildaufldosung von 600 x 2.400 DPI eingescannt und
mit dem Programm Adobe Reader in pdf-Dateien gewandelt, welche im Programm
WORD eingefugt wurden, um anschlieend die Zahlung der Synapsen bei einer
VergroRerung von 200 % zu ermdglichen. Auch der Folien-Zahlrahmen war in
WORD digital erstellt worden.

Durch Einstellung von Helligkeit und Drehen der eingescannten und eingefligten
Fotodateien um die senkrechte Achse konnten diese weit besser abgeglichen wer-
den, als dies manuell mit den Folien mdglich war. Auch konnten die Fotos durch
Hintereinanderschalten in zwei Ebenen digital ,ubereinander” gelegt werden und so
durch einfachen Wechsel der beiden Ebenen die zu vergleichenden Gebiete exakter
beurteilt werden. Indem die Fotos auf den beiden Ebenen vor der digitalen Folie
jeweils an einer definierten Stelle fixiert werden konnten, wurde auch die Gefahr von

Fehlern durch fehlerhaftes Neuanlegen der Folie verringert.
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Die Referenzflache des Zahlrahmens betrug 16 x 16 cm. Anhand des abgebildeten
Malstabes konnte errechnet werden, dass die Flache des Zahlrahmens tatséchlich
einer Flache von 8 um x 8 um entspricht. Die der Zahlrahmenflache entsprechende
tatsachliche Flache wurde mit der Schnittdicke (0,1 pm) multipliziert, um das
Disektor-Volumen zu errechnen. Die Spinesynapsendichte wurde errechnet, indem
die Anzahl der gezahlten Spinesynapsen durch das Disektor-Volumen dividiert

wurde.

4.8  Statistische Auswertung

Pro untersuchtem Tier bzw. pro Gewebekultur wurden 20 elektronenmikroskopische
Aufnahmen (d. h. 10 Fotopaare) ausgewertet. Aus den erhaltenen Daten wurde fur
jedes untersuchte Tier bzw. fur jede Kultur ein Wert fur die ,Spinesynapsendichte®
(Anzahl der Spinesynapsen pro Volumen) im Stratum moleculare des Gyrus dentatus

ermittelt.

Aus allen Werten einer experimentellen Gruppe (,n“ = 1 Tier bzw. 1 Kultur) wurden
Mittelwert und Standardfehler fur die jeweilige Gruppe (mean +/- standard error of

mean) errechnet.

Diese Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes ,,GraphPad Prism“ statistisch
ausgewertet und auf ihre Signifikanz gepruft. Fir den statistischen Vergleich experi-
menteller Gruppen in den in vivo-Experimenten wurde der ,unpaired Student’s t-test"
verwendet. Die Resultate der in vitro-Experimente wurden, da hier stets nur
~Schwesterkulturen® miteinander verglichen wurden, Uber den ,paired t-test® bewer-

tet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde bei 5 % (a = 0,05) festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Experiment 1: Behandlung adulter, weiblicher Mause mit Letrozol

5.1.1 Einfluss von Letrozol auf die Spinesynapsendichte adulter Mause

Um die Wirkung einer Reduktion des physiologischen Ostrogenspiegels im Gyrus
dentatus von adulten, weiblichen Mausen zu beobachten, wurde den zwolf Wochen
alten Tieren eine Woche lang einmal taglich Letrozol und den — ebenfalls zwdlf Wo-
chen alten Tieren beider Kontrollgruppen — unter den gleichen Bedingungen — jeweils
Kontroll-Losung intraperitoneal injiziert. Der Behandlungszeitraum von einer Woche
wurde hier gewahlt, weil er — wie frihere Untersuchungen zeigten — fir eine drasti-
sche Reduktion der Serum-Konzentration von 17-B-Ostradiol ausreicht (Zhou et al.
2010).

Intraperitoneal injiziertes Letrozol blockiert die Aromatase systemisch, d. h. in allen
Korperorganen, einschliel3lich der Ovarien und dem Gehirn (Zhou et al. 2010). Um
diese Wirkungen des Letrozols von Wirkungen abzugrenzen, die ausschlie3lich auf
in den Gonaden gebildetes 17-B-Ostradiol zurtickzufiihren sind, wurde als weitere
Vergleichsgruppe eine Gruppe zuvor ovariektomierter Mause herangezogen, die
nicht mit Letrozol, jedoch fiir eine Woche mit Kontroll-Lésung injiziert worden war.

Die Analyse der Spinesynapsen im Stratum moleculare des Gyrus dentatus von
weiblichen Mausen, die mit Letrozol behandelt worden waren, ergab eine im Ver-
gleich zu der nur mit Losungsmittel behandelten Kontrollgruppe eine deutlich ernied-
rigte Spinesynapsendichte (Abb. 6 und 7). Diese war nach Letrozolbehandlung von
1,97 + 0,16/um® (n = 4) auf 1,29 + 0,06/um® (n = 3) verringert (Abb. 7). Dies ent-
spricht einer Reduktion um ca. 35 %. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant
(p =0,02).
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Abbildung 6: Auswirkungen der Letrozolbehandlung auf die Spinesynapsendichte: Exemplarische Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen aus dem Stratum moleculare des Gyrus dentatus adulter, weiblicher
Mause, welchen sieben Tage lang intraperitoneal Letrozol (A) bzw. Kontroll-Lésung (B) injiziert
worden war. Exzitatorische Synapsen (Pfeile) — erkennbar an der asymmetrischen postsynaptischen
Dichte, Vesikelansammlungen auf der prasynaptischen Seite und einem synaptischen Spalt — waren
nach Letrozolbehandlung verringert. Maf3stab: 0,2 ym
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Abbildung 7: Spinesynapsen-Dichte im Stratum moleculare weiblicher, adulter Mause nach 7-tagiger
intraperitonealer Behandlung mit Letrozol (MW = 1,29 + 0,06/pm3, n = 3) bzw.
Kontroll-L6sung (MW =1,97 + 0,16 pms, n=4)p=0,02.

5.1.2 Einfluss einer Ovariektomie auf die Spinesynapsendichte adulter Mause

Im Gegensatz zur Letrozol-Behandlung zeigte die Ovariektomie keine markanten

Auswirkungen auf die Spinesynapsendichte im Stratum moleculare. Zwar war die

gemessene Spinesynapsendichte in den ovariektomierten Tieren etwas geringer im
Vergleich zu den Kontrollen (von 1,97 £ 0,16/um? auf 1,8 + 0,29/um3, Abb. 8). Dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,6).
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Abbildung 8: Spinesynapsen-Dichte weiblicher, adulter Mause im Stratum moleculare nach Ovariektomie und
7-tagiger Behandlung mit Kontroll-Lésung (OVX MW = 1,80 + 0,29/um?, n = 3) bzw. nur
nach 7-tagiger Behandlung mit Kontroll-Lésung (MW = 1,97+ 0,16 ym®, n=4) p = 0,6.
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Aus der Zusammenschau dieser Befunde kann geschlossen werden, dass aus den
Ovarien stammendes 17-B-Ostradiol nicht entscheidend an der Regulierung der

Spinesynapsendichte im Stratum moleculare des Gyrus dentatus beteiligt ist. Es ist

daher zu vermuten, dass das im Hippocampus selbst gebildete 17-B-Ostradiol fiir die
Regulierung der Spinesynapsendichte ursachlich ist (Abb. 9).
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Abbildung 9: Zusammenschau der Spinesynapsen-Dichte im Stratum moleculare

weiblicher, adulter Mause nach 7-tagiger Behandlung mit
Letrozol (MW = 1,29 + 0,06/um?>, n = 3) bzw. mit
Kontroll-Lésung (MW = 1,97 + 0,16um™, n = 4) bzw. mit

Kontroll-Lésung nach Ovariektomie (OVX MW = 1,80 + 0,29/pm3, n=3).
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5.2 Experiment 2: Behandlung immaturer, weiblicher Ratten mit Letrozol

Angeregt durch die Befunde einer parallel durchgefiihrten Untersuchung (Bender et
al. 2010), die eine starke Expression von Aromatase im sich entwickelnden Gyrus
dentatus und eine massive Expression von Ostrogenrezeptoren (ERa) in Cajal-
Retzius-Zellen — einem fur den immaturen Hippocampus charakteristischen und an
der Reifung des Tractus perforans beteiligten Zelltypus (Ceranik et al. 1999) — nach-
wies, wurde in einem weiteren Experiment die Auswirkung von Letrozol auf die Spi-

nesynapsenbildung im immaturen Gyrus dentatus untersucht.

Fur diese Untersuchungen wurden — wegen der leichteren Handhabung — immature,
weibliche Ratten statt Mause eingesetzt. Diesen Tieren wurde ebenfalls sieben Tage
lang einmal taglich intraperitoneal Letrozol injiziert, jedoch aufgrund des geringeren
Lebensalters — und damit verbundener geringerer Vertraglichkeit — in einer gerin-
geren Konzentration, namlich mit 4 pug/g KG (statt mit 10 ug/g KG). AnschlieRend
wurde die Spinesynapsendichte im Stratum moleculare untersucht und mit der Spi-

nesynapsendichte in nur mit Kontroll-Losung injizierten Tieren verglichen.

Auch in diesem Experiment fuhrte die sieben Tage andauernde, systemische Inhibi-
tion der Aromatase zu einer signifikanten Reduktion der Spinesynapsendichte im
Stratum moleculare (Abb. 10 und 11).
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Abbildung 10: Auswirkungen der Letrozolbehandlung auf die Spinesynapsendichte: Exemplarische elektronenmikros-
kopische Aufnahmen aus dem Stratum moleculare des Gyrus dentatus immaturer weiblicher Ratten,
welchen sieben Tage lang intraperitoneal Letrozol (A) bzw. Kontroll-L6sung (B) injiziert worden war.
MafRstab: 0,2 ym.

Die Reduktion der Spinesynapsendichte war jedoch nicht so ausgepragt wie in den
adulten Tieren. Sie entsprach einer Verringerung um etwa elf Prozent (von 1,98
+ 0,02, Kontrolle n =5, auf 1,77 £ 0,07 Synapsen/um? nach Letrozolbehandlung, n =
4,p =0,04; Abb. 11).
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Abbildung 11: Spinesynapsen-Dichte im Stratum moleculare weiblicher, immaturer Ratten
nach 7-tagiger Behandlung mit Letrozol (MW = 1,77 + 0,07/pm3, n = 5) bzw.
Kontroll-Lésung (MW = 1,98 + 0,02/um®, n = 4) p = 0,04.
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Dieses Resultat konnte dadurch zu erklaren sein, dass die Regulierung der Spinesy-
napsendichte durch 17-B-Ostradiol in den jungen Tieren noch nicht so ausgepragt ist
wie in adulten Tieren. Es kbnnen aber auch andere Faktoren, wie eine moglicher-
weise unterschiedliche Empfindlichkeit der Ostrogenrezeptoren von Ratten gegen-
Uber denen von Mausen oder die Verwendung geringerer Konzentrationen von
Letrozol in immaturen gegentber adulten Tieren zur geringeren Auspragung des

Effekts beigetragen haben.

5.3  Experiment 3: Behandlung organotypischer Gewebekulturen mit Letrozol
bzw. mit 17-B-Ostradiol

In einem dritten Versuchsansatz wurden die Auswirkungen von Letrozol bzw. 17-3-

Ostradiol in einem in vitro-System — der organotypischen Gewebekultur — untersucht.

Mit diesem Versuchsaufbau sollte die lokale Ostrogensynthese im Hippocampus — im

Vergleich zu den in vivo-Experimenten — gezielter beeinflusst und ihre Rolle bei der

Regulierung der Spinesynapsendichte im Stratum moleculare des Gyrus dentatus

dadurch genauer bestimmt werden.

Die entorhino-hippocampalen Gewebekulturen wurden dafir aus immaturen, flunf
Tage alten, weiblichen Ratten gewonnen und danach Gber einen Zeitraum von elf
Tagen kultiviert. Ab dem flinften Tag wurde einer Gruppe der Kulturen (n = 9) in vitro
sieben Tage lang Letrozol (107 M) zugegeben, den ,Schwesterkulturen® (n = 9) hin-
gegen nur das Losungsmittel (Kontroll-Losung). In einem zweiten Versuchsansatz
wurde einer anderen Gruppe von Kulturen (n = 9) unter ansonsten gleichen Ver-
suchsbedingungen sieben Tage lang 17-B-Ostradiol (10" M) zugegeben. Auch hier
erhielten die Schwesterkulturen (n = 9) nur die entsprechende Kontroll-Losung. Am
Ende der Behandlungsperiode wurden alle experimentell behandelten Kulturen ge-
meinsam mit ihren ,Schwesterkulturen® fixiert und elektronenmikroskopisch ausge-

wertet.

Bei der Analyse dieser Kulturen zeigte sich, dass Letrozol in der gewahlten Konzent-
ration, die in vergleichbaren Experimenten in der CAl1-Region zu einer signifikanten
Reduktion der Spinesynapsen gefiihrt hatte (Kretz et al. 2004), keinen nachweisba-
ren Effekt auf die Spinesynapsendichte im Stratum moleculare hatte. Zwar war die
gemessene Spinesynapsendichte im Stratum moleculare der Kulturen nach Letro-

zolbehandlung etwas niedriger als in den Kontrollen (1,62 = 0,12 im Vergleich zu
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1,77 £ 0,13 Spinesynapsen/um?® bei den Kontrollen; n=9 pro Gruppe; Abb. 12).
Dieser Unterschied war mit p = 0,4 jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 12: Spinesynapsen-Dichte von Gewebekulturen im Stratum moleculare immaturer,
weiblicher Ratten nach 7-tagiger Behandlung mit Letrozol (MW 1,62 + 0,12/um°>, n = 9)
bzw. mit Kontroll-Lésung (MW 1,77 +0,13/um®, n=9)p = 0,4.

Noch geringer waren die Unterschiede, welche nach Behandlung mit 17-B-Ostradiol
im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellbar waren. Hier wurden in den Kontroll-
Kulturen 1,61 + 0,10 und in den mit 17-B-Ostradiol behandelten Kulturen 1,66 + 0,11
Spinesynapsen/um? (n = 9 pro Gruppe) gezéhlt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Spinesynapsen-Dichte im Stratum moleculare von Gewebekulturen immaturer,
weiblicher Ratten nach 7-tagiger Behandlung mit 17-3-Ostradiol (MW 1,66 + 0,1 1/pm3, n=9)
bzw. mit Kontroll-L6sung (MW 1,61 + 0,10/pm3, n=29).
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Auffallig war in beiden Experimenten die — im Vergleich zu den in vivo-Experimenten
— geringere Spinesynapsendichte in der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis konnte
dadurch bedingt sein, dass der Tractus perforans im Kultursystem etwas geringer als

in vivo ausgebildet wurde.
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6 Diskussion

In der vorgestellten Untersuchung wurde die Frage gestellt, welche Rolle endogen im
Hippocampus gebildetes 17-B-Ostradiol fiir die Regulierung der Spinesynapsenbil-
dung im Gyrus dentatus spielt. Verwendet wurde fur die durchgefiihrten Experimente
der Aromatase-Inhibitor Letrozol, mit dessen Hilfe die Produktion des im Hippocam-
pus produzierten 17-B-Ostradiol stark vermindert wurde. Als wesentliche Ergebnisse

wurden gefunden:

1. Im Stratum moleculare des Gyrus dentatus wird — wie in der CA1-Region des
Hippocampus proper (Zhou et al. 2010) — die Spinesynapsendichte nach systemi-
scher Gabe von Letrozol reduziert. Das deutet darauf hin, dass auch im Stratum

moleculare die Spinesynapsendichte durch 17-B-Ostradiol reguliert wird.

2. Eine Ovariektomie hatte einen im Gegensatz zur systemischen Letrozolgabe
keinen signifikanten Effekt auf die Spinesynasendichte im Stratum moleculare.
Dies legt den Schluss nahe, dass im Hippocampus selbst gebildetes — und nicht
aus den Ovarien entstammendes — 17-B-Ostradiol vorrangig an dieser Regulie-

rung beteiligt ist.

3. Eine signifikante Verminderung der Spinesynapsendichte nach systemischer
Letrozol-Gabe wurde auch bei immaturen Ratten beobachtet. Sie war jedoch

nicht so ausgepragt wie bei den adulten Mausen.

4. In entorhino-hippocampalen Gewebekulturen von immaturen Ratten lie3 sich der
Effekt der Senkung der Spinesynapsendichte nach systemischer Gabe von Letro-
zol nicht reproduzieren. Auch die Behandlung von 17-B-Ostradiol zeigte in den

Gewebekulturen keinen Effekt.

Diese Ergebnisse sollen nachfolgend diskutiert werden.

6.1 Einfluss von 17-B-Ostradiol auf die Spinesynapsendichte im Hippocam-
pus

17-B-Ostradiol fordert die Neurogenese (Tanapat et al. 1999, Fester et al. 2006),

auch die Synaptogenese und damit die fur die Gedachtnisbildung erforderliche sy-

naptische Plastizitat (Murphy und Segal 1996, Murphy et al. 1998, Woolley und
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McEwen 1992, Wolley 1998, McEwen 2001, 2002, Rune et al. 2002, Kretz et al.
2004, Mukai et al. 2007, Hatanaka et al. 2009, Zhou et al. 2010, Vierk et al. 2012).

Ostrogen wird de novo im Gehirn synthetisiert (Prange-Kiel et al. 2003, Amateau et
al. 2004). Seine Vorlauferstufe Cholesterol wird in Neuronen und Gliazellen produ-
ziert und ist an der Ausreifung von Synapsen beteiligt (Barres und Smith 2001, Pfrie-
ger 2003). Cholesterol stimuliert die Spinesynapsenbildung (Pfrieger 2003, Fester et
al. 2009a). Fir die Synaptogenese ist die Umwandlung von Cholesterol zu Ostrogen
erforderlich (Fester et al. 2009a). Die letzte Stufe dieser Umwandlung zu Ostrogen

wird durch das Enzym Aromatase katalysiert.

Das Enzym Aromatase wird auch im Gehirn exprimiert (Naftolin et al. 1975, Roselli et
al. 1985, Balthazart 1991, Abdelgadir et al. 1994). Die neuronale Expression von
Aromatase wurde lange Zeit mit einer neuroendokrinen Regulierung des Reproduk-
tionszyklus in Verbindung gebracht. Diese Ansicht @nderte sich, als nachgewiesen
wurde, dass im Gehirn produziertes Ostrogen bei Prozessen wie der Regulierung der
synaptischen Plastizitat, der Neurogenese oder Neuroprotektion eine Rolle spielt, die
uber die bekannte Wirkweise der in den Gonaden produzierten Hormone hinausgeht
(Balthazart und Ball 2006, Prange-Kiel und Rune 2006, Rune et al. 2006, Garcia-
Segura 2008).

Aromatase wurde im gesunden adulten und im gesunden immaturen Hippocampus
nachgewiesen (Amateau et al. 2004, Kretz et al. 2004, Zhao et al. 2007), aber auch
im epileptischen Hippocampus in vielen CA1-CA3-Pyramidenzellen, in Kérnerzellen
des Gyrus dentatus und in Interneuronen (Yague et al. 2008, 2010). Die ausgepragte
Expression der Aromatase in einer gro3en Neuronenpopulation im normalen und im
geschadigten Hippocampus legt den Schluss nahe, dass die lokale Ostrogen-
Situation eine wichtige Rolle fur die Funktion des Hippocampus und damit insbeson-

dere fur die Konsolidierung deklarativer Gedachtnisinhalte spielt.

Der potenteste Inhibitor der Aromatase ist das nichtsteroidale Letrozol (Smith 1999).
Letrozol bindet reversibel an das Enzym, seine Wirkung wird jedoch durch Ostrogen
aufgehoben, es hemmt die Aromatase also kompetitiv und beeintrachtigt nicht die
Ostrogenrezeptorfunktion (Prange-Kiel et al. 2003, Puddefoot et al. 2002). Letrozol
verringert die Menge an peripher zirkulierendem Ostrogen (Foidart et al. 1995, Geis-

ler et al. 2002) und kann die Aromataseaktivitdt erheblich reduzieren (Cohen et al.
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2002). Wechselwirkungen mit anderen Enzymen sind bislang nicht bekannt. Obwohl
Letrozol in den hier beschriebenen in vivo-Experimenten intraperitoneal injiziert wur-
de, zeigte sich eine signifikante Wirkung im Gehirn. Letrozol kann also offenbar die
Blut-Hirn-Schranke Uberschreiten und Wirkungen im Gehirn nach sich ziehen. Es ist
daher denkbar, dass in der Brustkrebstherapie haufig eingesetzte Aromataseinhibito-
ren mit vergleichbaren Eigenschaften die Gedachtnisfunktion negativ beeintrachtigen

kdnnten.

Die in den vorliegenden Experimenten eingesetzte Letrozol-Dosis (10 pg/g KG bei
adulten Mausen) wurde gewahlt, um eine signifikante Aromatase-Inhibition im Gehirn
wahrend des einwdchigen Behandlungszeitraumes zu gewahrleisten. Sie liegt weit
unter der Toxizitatsgrenze von Letrozol (als LDsy wurden vom Hersteller fur Mause
2.000 pg/g KG ermittelt, Novartis 2003). Es ist somit unwahrscheinlich, dass toxische
Effekte den beobachteten Befunden zu Grunde liegen. Andererseits ist die gewahlte
Dosis deutlich héher, als die in der Brustkrebs-Therapie Ublicherweise eingesetzte
Dosis (2,5 mg pro Tag). Daher kann aus diesen Experimenten nicht direkt auf Effekte
einer Letrozol-Therapie mit Ublicherweise geringeren, jedoch langerfristig eingesetz-
ten Dosen ruckgeschlossen werden. Dies wirde einen veranderten Versuchsaufbau
voraussetzen. Untersuchungen, die Auswirkungen einer Letrozol-Langzeittherapie
auf das menschliche Gedachtnis belegen, liegen bereits vor. Allerdings sind die Re-

sultate teilweise widerspruchlich (Phillips et al. 2011, siehe dazu auch 6.4).

6.2 Einfluss von 17-B-Ostradiol auf die Spinesynapsendichte spezifisch im
Gyrus dentatus
Eine stimulierende Wirkung von 17-B-Ostradiol auf die Synaptogenese ist in der
bereits gut untersuchten Region CA1 mehrfach belegt (Woolley und McEwen 1992,
McEwen 2001, 2002, Rune et al. 2002, Kretz et al. 2004, Mukai et al. 2007, Hatana-
ka et al. 2009, Zhou et al. 2010). Im Fokus der vorliegenden Untersuchung stand die
Frage, ob endogen im Hippocampus gebildetes 17-B-Ostradiol die Synapsenbildung
im Gyrus dentatus in &hnlicher Weise beeinflusst, wie dies in der CA1-Region offen-

bar der Fall ist.

Der Gyrus dentatus ist Eingangsstation fir Axone aus dem entorhinalen Cortex, die
Uber den Tractus perforans das Stratum moleculare erreichen. Dort enden sie

schichtenspezifisch und bilden exzitatorische Synapsen mit den Dendriten der Kor-
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nerzellen. An diesen Synapsen findet die erste ,Bewertung“ der aus dem entorhina-
len Cortex eingehenden Information statt. Sie sind — wie die Synapsen der Schaffer-
Kollateralen in CA1 — mit der Fahigkeit zur synaptischen Plastizitat ausgestattet (Co-
lino und Malenka 1993). Die Resultate der vorliegenden Untersuchungen lassen
darauf schlieRen, dass 17-B-Ostradiol auf die Regulierung dieser synaptischen Plas-
tizitat einen wesentlichen Einfluss hat. So war die Spinesynapsendichte im Stratum
moleculare nach systemischer Letrozolgabe in vivo in adulten Mausen um ca. 35 %

reduziert.

In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse nach einer relativ kurzen Behandlungszeit
von sieben Tagen untersucht. Die Ergebnisse hinsichtlich der Letrozol-Behandlung
decken sich bei adulten, nicht ovariektomierten weiblichen Mausen mit denen aus
parallel durchgefiihrten Untersuchungen in der CA1-Region, in denen Letrozol Uber
verschiedene Behandlungszeitraume (eine Woche und vier Wochen) appliziert wurde
(Zhou et al. 2010, von Blittersdorf 2011). Die hier gefundenen Ergebnisse unterstit-
zen somit die Hypothesen der neueren Neurosteroidforschung zur Ostrogen-
vermittelten Synaptogenese. Ostrogenmangel kann zu einer Verringerung der Spine-
synapsendichte und damit zu kognitiven Defiziten vor allem im Bereich des deklarati-

ven Gedéachtnisses fuhren.

Im Gegensatz dazu fuhrte eine Ovariektomie im Stratum moleculare des Gyrus den-
tatus nicht zu einem signifikanten Abfall der Spinesynapsendichte. Durch die Ova-
riektomie wird gezielt das in den Ovarien gebildete Ostradiol entfernt. Andere Quel-
len — wie die Bildung von 17-B-Ostradiol im Gehirn — sind davon nicht betroffen, auch
die — jedoch relativ geringfuigige — Ostrogenproduktion in anderen Geweben ist nicht
bertihrt. Dies lasst den Schluss zu, dass der hier festgestellte Synapsenverlust
hauptsachlich auf eine Verringerung des neuronal produzierten Ostrogens zuriickzu-
fuhren ist. Allerdings ist in Untersuchungen der CA1-Region auch ein signifikanter
Synapsenverlust nach Ovariektomie festgestellt worden (Gould et al. 1990, Wallace
et al. 2006, Zhou et al. 2010). In den Untersuchungen von Zhou et al. 2010 war der
beobachtete Effekt nach Kombination von Ovariektomie und Letrozolbehandlung
besonders ausgepragt. Das deutet auf eine wesentliche Rolle des im Hippocampus
gebildeten 17-B-Ostradiols hin, schlieRt einen Einfluss des aus den Ovarien stam-

menden 17-B-Ostradiols jedoch nicht véllig aus.
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Mogliche Erklarungen fiur die leicht diskrepanten Befunde in der CA1-Region kdnnten

sein:

Die CAl1-Region kénnte — moglicherweise durch starkere Expression von Ostrogen-
rezeptoren — eine ausgepragtere Empfindlichkeit fur 17-B-Ostradiol aufweisen. Ex-
pressionsstudien stutzen diese Erklarung allerdings nicht unbedingt, da auch im
Gyrus dentatus eine hohe Konzentration an Ostrogenrezeptoren gefunden wurde
(Bender et al. 2010).

Eine unterschiedliche Empfindlichkeit der Hippocampusregionen fir eine Regulie-
rung der 17-B-Ostradiol-Synthese durch GnRH kénnte fiir die leicht unterschiedlichen
Effekte verantwortlich sein. Die Aktivitat der im Hippocampus gebildeten Aromatase
wird auch durch GnRH reguliert, welches selbst im Hypothalamus in Abhangigkeit
von der Ostrogenkonzentration im Blutserum ausgeschiittet wird (Prange-Kiel et al.
2008). Auch die im Hippocampus stattfindende Ostrogensynthese steht danach,
wenn auch indirekt, unter dem Einfluss peripherer, zyklus-abhéangiger Regulierungs-
mechanismen. Eine unterschiedliche Ausstattung von Hippocampus-Regionen mit
GnRH-Rezeptoren kénnte daher zu unterschiedlichen Resultaten nach Ovariektomie
fuhren. Uber die Verbreitung und Regulierung der GnRH-Rezeptoren ist jedoch noch
wenig bekannt, diese Hypothese kann daher noch nicht abschlieRend bewertet wer-

den und erfordert weitere Untersuchungen.

6.3  Alters- und entwicklungsabhangige Effekte von 17-B-Ostradiol im Gyrus
dentatus

Die weiteren Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen lassen auf eine moégliche

Altersabhangigkeit der Spinesynapsen-Regulierung im Stratum moleculare des

Gyrus dentatus durch 17-B-Ostradiol schlielRen.

Der immature Gyrus dentatus exprimiert — wie der Rattenhippocampus insgesamt —
die den letzten Umwandlungsschritt in der Ostradiol-Synthese katalysierende Aroma-
tase (Amateau et al 2004, Kretz et al. 2004, Zhao et al. 2007, Bender et al. 2010).
Gleichzeitig ist die Ostrogenproduktion in den Ovarien wahrend der ersten beiden
postnatalen Wochen sehr niedrig (Lamprecht et al. 1976, Bakker und Baum 2008),
so dass in den Ovarien produziertes Ostradiol in dieser Entwicklungsphase kaum

Einfluss auf die Synaptogenese nehmen kann. Es ist daher anzunehmen, dass die
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beobachtete Reduktion der Spinesynapsendichte im Stratum moleculare immaturer
Ratten nach Letrozol-Behandlung ebenfalls auf die Hemmung des endogen im Hip-

pocampus gebildeten 17-B-Ostradiol zuriickzufiihren ist.

Der Effekt von Letrozol auf die Synaptogenese war jedoch in den immaturen Ratten
deutlich geringer augepragt als in adulten Mausen. Dieses Ergebnis konnte auf Un-
terschiede zwischen beiden Spezies oder auf methodische Aspekte, wie die Ver-

wendung geringerer Letrozolmengen bei immaturen Tieren, zurtickzufiihren sein.

Eine Erklarung konnte jedoch auch darin bestehen, dass 17-B-Ostradiol offenbar
bevorzugt mature Synapsen beeinflusst, wie Arbeiten von Fester et al. (2009a) nahe-
legen. Synapsen des Tractus perforans mit Kérnerzellen sind in der zweiten postna-
talen Woche tberwiegend noch unreif, d. h. noch nicht voll funktionsfahig ausgebil-
det, da der Uberwiegende Teil der Kdrnerzellen erst postnatal gebildet wird (Tama-
maki 1999). Auch diese Tatsache kdnnte den geringeren Effekt des Letrozol auf die
Spinesynapsendichte des Gyrus dentatus immaturer Ratten erklaren. Maoglicher-
weise sind die Spinesynapsen bei immaturen Ratten fur die Regulierung durch 17-3-
Ostradiol weniger sensibel.

Es fallt in diesem Zusammenhang jedoch auf, dass im immaturen Gyrus dentatus
eine hohe Expression von Ostrogenrezeptoren beobachtet wurde (Bender et al.
2010). Diese Rezeptoren befinden sich allerdings bevorzugt auf Cajal-Retzius-Zellen,
einem Zelltyp, der insbesondere fur den sich entwickelnden Hippocampus charakte-
ristisch ist und dort wesentlich an der Regulierung der Migration neugebildeter Neu-
rone beteiligt ist, die sich ohne das von den Cajal-Retzius-Zellen gebildete Protein
Reelin nicht in der physiologischen Form eines Zellbandes anordnen (Foérster et al.
2006). Reelin stimuliert dariber hinaus die postnatale Neurogenese, das neurale
Wachstum und die Langzeitpotenzierung (Rogers und Weeber 2008, Pujadas et al.
2010). Ihm wird auch eine Leitfunktion fur die in den Gyrus dentatus einwachsenden

entorhinalen Axone zugesprochen (Ceranik et al. 1999).

Es ist daher denkbar, dass dem im immaturen Gyrus dentatus gebildeten 17-B-
Ostradiol neben der Regulierung der Spinesynapsenbildung noch weitere regulatori-
sche Funktionen zukommen. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestutzt,
dass das im Hippocampus produzierte Ostradiol in primaren neuronalen Kulturen

auch die Neurogenese von Kornerzellen (Fester et al. 2006) und die neuronale Diffe-
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renzierung (von Schassen et al. 2006) reguliert. Ahnliche Aufgaben lassen sich auch
fur eine pranatale Produktion von 17-B-Ostradiol im sich entwickelnden Neocortex

von Ratten vermuten (Martinez-Cerdeno et al. 2007).

Im Gegensatz zu Letrozol-Injektionen immaturer Ratten in vivo, erbrachte eine Letro-
zol-Behandlung von organotypischen Gewebekulturen aus immaturen, weiblichen
Ratten keine signifikante Verringerung der Spinesynapsendichte, obwohl eine Ten-
denz zur Synapsenverringerung zu beobachten war. Da diese Kulturen hinsichtlich
ihres Entwicklungsstadiums den immaturen Ratten entsprachen, wirft dies die Frage

auf, warum vergleichbare Ergebnisse in vitro nicht erzielt wurden.

Ein Grund kdnnte sein, dass der Tractus perforans in der Kultur geringer ausgebildet
war. Dies war moglicherweise auf die Praparation zurtckzufihren, bei der unver-
meidlich Axone des Tractus perforans durchtrennt werden. Zwar wurde eine Prapa-
rationsmethode gewahlt, bei der diese Durchtrennung mdglichst gering ist und die
entorhinalen Axone verfiigen auch Uber eine starke Regenerationsfahigkeit (Li et al.
1994). Jedoch deutet die insgesamt geringere Spinesynapsendichte in vitro im Ver-

gleich zu in vivo darauf hin, dass ein mal3geblicher Axonenverlust eingetreten ist.

DarUberhinaus ist zu bedenken, dass in der Gewebekultur mdglicherweise auch
andere, noch nicht ausreichend spezifizierte Faktoren fehlten, die zu einer optimalen
Synapsenreifung notwendig sind. Beide Griinde kdnnten dazu beigetragen haben,
dass deutliche Effekte nach Letrozol bzw. 17-B-Ostradiol in der Gewebekultur nicht

nachweisbar waren.

6.4 Klinische Bedeutung der Ostradiolwirkung im Hippocampus

Periodische Schwankungen der Steroidspiegel in den Ovarien wahrend der repro-
duktiven Phase beeinflussen offenbar das Lernen (Crispino et al. 1999). Bei Frauen
nach der Menopause fiel ein besonderer Abbau der mnestischen Leistungsfahigkeit
auf (Henderson 2005, 2006, 2007, 2009 a, b, Frick 2009), der Fragen nach Ursachen
und Therapiemdglichkeiten aufwirft.

Die Menopause geht mit einer drastischen Verminderung der Ostradiol-Synthese in
den Ovarien einher, welche daher seit einiger Zeit als mogliche Ursache fir die Ab-

nahme der mnestischen Leistungsfahigkeit vermutet wird. Die Ergebnisse der vorlie-



6 Diskussion 51

genden Untersuchung, sowie die Resultate einer begleitend durchgefiuihrten Studie
(Zhou et al. 2010) stutzen diese These, riicken dabei den bislang noch unzureichend
beachteten Faktor der Produktion von Ostradiol im Gehirn selbst und insbesondere

im — fur deklarative Gedachtnisprozesse essentiellen — Hippocampus in den Fokus.

Verringerte Ostradiol-Produktion im Hippocampus fiihrt zum Spinesynapsenverlust
im Hippocampus (Prange-Kiel et al. 2008, Bender et al. 2010, Zhou et al. 2010).
Dieser Synapsenverlust ist — in Verbindung mit gleichzeitiger Abnahme des in den
Ovarien produzierten 17-B-Ostradiol im Alter progredient (Zhou et al. 2010). Die
Abnahme von 17-B-Ostradiol und der daraus folgende Synapsenverlusts kann zu
kognitiven Defiziten fuhren. Unter Hormonsubstitution wurde die teilweise Revidie-
rung der kognitiven Defizite beobachtet (Sherwin 1996, Berman et al. 1997, Cutter
2003), allerdings auch gefahrliche periphere Nebenwirkungen befurchtet (DonCarlos
et al 2009). Die Produktion von 17-B-Ostradiol im Hippocampus wird tiber GnRH
auch zyklusabhangig reguliert (Prange-Kiel et al. 2008) und ist folglich von den hor-

monellen Veranderungen nach der Menopause betroffen.

Klinisch bedeutsam ist in diesem Zusammenhang auch die Verwendung von Aroma-
tase-Inhibitoren bei der Behandlung von Mamma-Karzinomen. Bei mit dem Ostro-
genrezeptor-Antagonisten Tamoxifen behandelten Frauen wurden kognitive Defizite
als Nebeneffekte beobachtet (Paganini-Hill et al. 2000, Castellon et al. 2004, Bender
et al. 2006). Zuséatzliche Behandlung mit Aromataseinhibitoren fuhrt noch zu einer
Verstarkung dieser Defizite (Shilling et al. 2003, Jenkins et al. 2004). Andererseits
wurde festgestellt, dass eine Therapie mit Letrozol nicht nur hinsichtlich des Anspre-
chens des Tumors auf die Therapie, als auch hinsichtlich der tumorprogressionsfrei-
en Zeit (Cohen et al. 2002), sondern auch hinsichtlich der kognitiven Beeintrachti-
gungen Tamoxifen tberlegen ist (Phillips et al. 2011). Die Entwicklung von Substan-
zen, mit denen die Nebenwirkungen vermindert oder sogar vermieden werden kénn-
ten, ware fur die betroffenen Frauen ein grol3er Gewinn. Ein verbessertes Verstand-
nis der neuronalen Aromatase-Funktion, die eine solche Entwicklung eventuell er-

maoglicht, ist daher von betréchtlicher klinischer Relevanz.

Die Anzahl der Menschen, die mit zunehmendem Alter auch unter zunehmenden
Einbul3en ihrer kognitiven Fahigkeiten — insbesondere der deklarativen Gedachtnis-

leistung — leiden, wird angesichts der demografischen Entwicklung in der Zukunft
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deutlich steigen und die Gesellschaft und das Gesundheitssystem vor grol3e Heraus-
forderungen stellen. Die Entwicklung von Therapiemdglichkeiten zur Abmilderung
des Verlustes kognitiver Fahigkeiten im Alter ist ebenfalls von hoher klinischer, ge-
sellschafts- und gesundheitspolitischer Relevanz, welche sich am fachibergreifen-

den Interesse an der vorgestellten Thematik widerspiegelt.
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7 Zusammenfassung

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass 17-B-Ostradiol die Spinesynapsen-
dichte in den Regionen CA1-CA3 im Hippocampus reguliert. In dieser Arbeit wurde
der Einfluss von 17-B-Ostradiol auf die Synapsendichte im Gyrus dentatus unter-
sucht, in dessen Stratum moleculare eine erste synaptische Verschaltung der axona-

len Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex stattfindet.

Dazu wurde adulten Mausen der Aromatase-Inhibitor Letrozol injiziert und nach ein-
wochiger Behandlung die Spinesynapsendichte im Stratum moleculare des Gyrus
dentatus analysiert. Nach systemischer Letrozol-Behandlung war die Spinesynap-
sendichte im Vergleich zu den Kontrollen signifikant (um ca. 35 %) vermindert. Da
eine Ovariektomie adulter Mause nicht zu einer vergleichbaren Synapsenreduktion
fuhrte, kann aus diesen Experimenten geschlossen werden, dass nicht das in den
Gonaden gebildete, sondern aus anderen Quellen stammendes, vermutlich im Hip-
pocampus selbst gebildetes Ostrogen an der Regulierung der Spinesynapsendichte

im Stratum moleculare des Gyrus dentatus mal3geblich beteiligt ist.

Zur Uberpriifung der Altersabhangigkeit der vermuteten Regulierung wurden imma-
ture weibliche Ratten mit Letrozol behandelt. Auch in diesen Ratten bewirkte eine
einwochige systemische Letrozol-Gabe eine signifikante Abnahme der Spinesynap-
sendichte in Stratum moleculare des Gyrus dentatus, die jedoch nicht so ausgepragt

war wie in den adulten Mausen (ca. 11% im Vergleich zu den Kontrollen).

Desweiteren wurde der Versuch unternommen, die in vivo beobachteten Effekte an
einen in vitro-Modell — der organotypischen Gewebekultur — zu reproduzieren. Hierftr
wurden entorhino-hippocampale Kulturen eine Woche lang mit Letrozol bzw. mit 17-
B-Ostradiol behandelt und anschliessend die Spinesynapsendichte im Stratum
moleculare analysiert. Diese Analyse zeigte weder nach Letrozol- noch nach 17-3-

Ostradiol-Behandlung signifikante Veranderungen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten, dass Ostradiol
auch im Gyrus dentatus eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Spinesynapsen-
dichte zukommt. Die gefundenen Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass Ostradiol
die Spinesynapsendichte bei adulten Mausen starker férdert als bei immaturen Rat-
ten. Sie stutzen damit die Hypothese, dass die vermutete Regulierung der Spiniesy-
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napsendichte durch Ostradiol altersabhangig ist und moglicherweise bereits wahrend
der Entwicklung eine Rolle spielt.

Zur weiteren Aufklarung der Frage, worin diese Rolle besteht und inwieweit Ostradiol
bei der Differenzierung von Neuronen und der Formierung von Neuronenverbanden
fur die physiologische Funktion von Bedeutung ist, sind weitere Experimente not-
wendig, die auch zur Findung neuer Therapieanséatze — beispielsweise zur Reduktion
unerwinschter Nebenwirkungen von Aromatasehemmern in der Brustkrebstherapie
auf die kognitiven Fahigkeiten oder zur Verbesserung deklarativer Gedachtnislei-

stungen postmenopausaler Frauen — beitragen konnten.
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