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1 Einleitung

Die 6strogeninduzierte Synaptogenese setzt voraus, dass es im Hyppocampus
auch Ostrogenrezeptoren (ER) gibt. Man unterscheidet zwischen den Ostrogen-
rezeptoruntereinheiten Alpha und Beta (o und /). Um die Wirkung der de novo
Ostrogensynthese auf die Synapsenbildung zu verstehen, muss auch die Rolle der
hippocampalen Ostrogenrezeptoren verstanden werden.

Durch zahlreiche Untersuchungen ist belegt, dass Ostrogen die Bildung postsyn-
aptischer Spines fordert. In der Arbeitsgruppe Rune konnte gezeigt werden, dass
hierbei das lokal, im Hippocampus synthetisierte Ostrogen, die entscheidende
Rolle spielt. Nach Hemmung der Aromatase, einem Enzym das den letzten Schritt
der Ostrogensynthese katalysiert, kommt es bei weiblichen Mausen zu einem
Synapsenverlust, einer Dephosphorylierung von Cofilin und einer Reduktion
der Langzeitpotenzierung. Diese Phdanomene konnten in der mannlichen Maus
nicht beobachtet werden. Dagegen konnte bei madnnlichen Tieren in einer rezenten
Studie gezeigt werden, dass der Ostrogenrezeptor3 dstrogeninduzierte Plastizi-
tat im méannlichen Tier vermittelt, wobei vorausgegangene Untersuchungen am
weiblichen Tier ergeben hatten, dass sehr wahrscheinlich beide Ostrogenrezeptor
Untereinheiten (o und ) an diesem Prozess beteiligt sind. Durch das Institut konnte
gezeigt werden, dass nach vorausgehender Inhibition der Ostrogensynthese, in
hippocampalen Schnittkulturen, der Agonist fiir den Ostrogenrezeptora die Syn-
aptogenese fordert und der Agonist fiir den Ostrogenrezeptor3 die Synaptogenese
hemmt.

Vor diesem Hintergrund soll die Signaliibertragung des Ostrogens durch die
Ostrogenrezeptoren untersucht und herausgefunden werden, welche Bedeutung
die Aktivitit der Aromatase fiir die Ostrogenrezeptor vermittelte Synapsenbildung
hat. Die Stimulation der Aromataseaktivitit soll dafiir durch ein erhéhtes Sub-
stratangebot in hippocampalen Slicekurturen durch Behandlung mit Cholesterol
erfolgen. Aufierdem sollen an mit und ohne Cholesterol behandelten Slicekurturen
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die beiden Antagonisten MPP und PHTPP fiir den Ostrogenrezeptoren a und
B sowie der Antagonist fiir beide, das ICI 182,780, zum Einsatz kommen. Des
Weiteren sollen die entsprechenden Ostrogenrezeptora- und B-knockout (KO)-
Maéiuse auf ihre Synapsendichte im Hippocampus untersucht werden.

Vorausgegangene und parallel durchgefiihrte Untersuchungen am Institut fiir Neu-
roanatomie des UKE Hamburg haben gezeigt, dass die lokale Ostrogensynthese im
Hippocampus bei der Spino- und Synaptogenese eine essentielle Rolle spielt. Um
die Wirkung des de novo synyhetisierten Ostrogens auf die Synapsenbildung zu
verstehen, muss auch die Rolle der hippocampalen Ostrogenrezeptoruntereinheiten
Alpha und Beta (o und ) besser verstanden werden. Vor diesem Hintergrund
soll von Knockout-Méaduse-Modellen und Slicekulturen die Signaliibertragung des
Ostrogens durch die Ostrogenrezeptoren anhand der wirkung auf die Synapsenan-
zahl in der Cal Region des Hippocampus untersucht werden.

1.1 Ostrogene

1.1.1 Struktur

Ostrogene (vom Griechischen ofstrds: Stachel, Leidenschaft) sind die primaren
weiblichen Sexualhormone. Chemisch gesehen handelt es sich bei den natiirlichen
Ostrogenen um Steroidhormone mit Ostran (133-Methyl-gonan) als Grundge-
riist.(Abb. ). Die wichtigsten natiirlichen Ostrogene sind das Ostron, Ostradiol
und Ostriol (Abb. -d). Beim Ostriol bzw. Ostradiol besitzt der Pentan-(D-) Ring
des Ostrans eine oder zwei OH- Gruppen, beim Ostron eine Ketogruppe. Nur
Ostradiol besitzt die volle Ostrogenwirkung, wihrend Ostriol und Ostron erst in

dieses umgewandelt werden miissen.
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1.1.2 Biosynthese

Ausgangssubstanz fiir die Synthese aller Steroidhormone und somit auch der
(natiirlichen) Ostrogene ist das Cholesterol. Dieses wird iiber verschiedene Pro-
gestagene (21 C-Atome) und Androgene (19 C-Atome) in Androstendion und
Testosteron tiberfiihrt, welche schliesslich durch Umwandlung von Ring A des
Ostrans in eine Aromatenstruktur (,, Aromatisierung”) zu Ostron bzw. Ostradiol
umgesetzt werden (Abb.[I.2).

Dieser letzte Schritt wird durch ein Enzym mit dem Namen Aromatase kataly-
siert. Ihre Aktivitdt in den Gonaden wird u.a. durch das Follikelstimulierende
Hormon (FSH) induziert, so dass die Ostrogenproduktion insgesamt zyklusabhan-
gig erfolgt. Dagegen wird die Aromatase des Fettgewebes nicht durch das FSH
induziert, und die extraovarielle Ostrogensynthese verlauft kontinuierlich und
unabhédnging vom Menstruationszyklus. Die Synapsendichte im Hippocampus
hédngt ebenfalls von der lokalen Aromataseaktivitdt ab und wechselt im verlauf
des menstruationszyklus. Diese Zyklusabhdngigkeit resultiert wahrscheinlich aus
der zyklischen GnRH freisetzung [PRANGE-KIEL et al. (2008)]. Dabei spricht die
fehlende expression von GnRH-Rezeptor-mRNA fiir einen direkten Effekt von
GnRH auf die Ostrogensynthese.

1.1.3 Aromatase - Aromatasehemmer

Aromatase (Ostrogensynthetase=Ostrogensynthase; CYP19A1; siehe auch Ab-
kiirzungsverzeichnis; E.C. 1.14.14.1) ist ein zur Gruppe der Monooxygenasen

HO
(a) Ostran (b) Ostron (E1) (c) Ostradiol (E2) (d) Ostriol (E3)

Abbildung 1.1 Ostran und davon abgeleitete natiirliche Ostrogene.
Bildquelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Estrogene
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zdhlender, membranassoziierter Enzymkomplex im endoplasmatischen Retiku-
lum!. Dieser iibertrdgt mit Hife von Him-Eisen als prosthetischer Gruppe aus
einem gebundenen O2-Molekiil ein Sauerstoffatom auf den Akzeptor. Das andere
Sauer-stoffatom wird auf das Cosubstrat NADPH {ibertragen. Letzteres geschieht
mittels der mit dem Aromatasekomplex assoziierten NADPH-Cytochrom-P450-
Oxidoreduktase (POR). POR bindet NADPH /H+ und aktiviert iiber FAD und FMN
das aktive Zentrum der Aromatase, woraufhin diese aktivierten Sauerstoff fiir den
oxidativen Angriff auf das C19-Kohlenstoff-Atom von Androgenen abgibt. Obwohl
man bereits in den 1930er Jahren [BOTELLA-L1LUSIA|(1953)] aus Tier- und Huma-
nexperimenten, in denen u.a. die Injektion von Androgenen eine hohere renale
Ostrogenausscheidung bewirkte, gefolgert hatte, dass im Kérper eine Umwandlung
von Androgenen in Ostrogene stattfinden miisse, gelang die Entdeckung der dafiir
notigen Aromatase erst in den 1980er Jahren. Die vollstindige Sequenzierung
des Enzyms, dessen Gen auf Chromosom 15 liegt, erfolgte dann im Rahmen des
Humangenomprojektes [SANTEN et al. (2009)]. Es besteht aus 10 Exons, neun

1http: / /www.uniprot.2. org/uniprot/P11511

Cholesterol THPROA | ALDO |

(allopregnanolone
114-HSD 118-HSD
JP“OSCC | P450(11/32) (type 1) l (type 2)

COCH3 COCH,0H COCH20H

P450(c21) HO

?&ng __P4502Dd)
- PaSO(111)
Jpasa(ﬂa) - - s

P450(17¢)

HO' 3p-HSD
(type 1) P450arom
17p-HSD 17p-HSD
(type 1 3) (type 1,3)
H

17-HSD
(type 1,3) ﬁ@ P450arom
e =
34-HSD
(type 1) 5a-reductase H
(type 1, 2)
_ 3aHSD

o H androstanedlol

Abbildung 1.2 Ostrogen-Biosynthese.
Das Schliisselenzym in der Ostrogenbiosynthese ist die Aromatase (P450arom).
Bildquelle: HOJO et al.| (2011)
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kodierenden und dem nicht-kodierenden Exon 1. Letzteres ist fiir die Regulation
der verschiedenen Expressionsorte zustdndig, indem gewebsspezifische Zytokine
und Hormone an den entsprechenden Promotor auf Exon 1 binden und auf diese
Weise die Expression der Aromatase in genau diesem Gewebe induzieren.

Expressionsorte sind vor allem die Ovarien von pramenopausalen Frauen, wo
man die grofite Aromatase-Aktivitat und damit die hochste Ostrogen-Produktion
tiberhaupt findet, sowie Fettgewebs-, Leber-, Haut- und Brustzellen, die Neben-
nieren und das Gehirn [MARTEL et al. (1994); SIMPSON et al. (2002)]. Mause mit
ausgeschaltetem Aromatase-(CYP19-A1-)Gen (Aromatase bzw. CYP19-A1-Gen
knockout (ArKO) Miuse) und somit fehlender Aromatase- und Ostrogenproduk-
tion sind ein anerkanntes Modell zur Untersuchung der funktionellen Bedeu-
tung von Ostrogenen an verschiedenen Expressionsorten. So werden weibliche
Aromatase-KOMaiuse zwar normal geboren, entwickeln dann aber einen mann-
lichen Habitus und sind in der Regel unfruchtbar [FISHER et al.| (1998)]. Weitere
Folgen des ArKO sind Gehirndefekte, Gedachtnisstorungen, Autoimmunitat mit
Lymphozyten-Vermehrung, Verkleinerung des Thymus mit geringerer Zelldichte,
Insulin-Resistenz, mit dem Altern ansteigende Adipositas, erhohte Cholesterol-,
Blutlipoprotein- und Triglycerid-Werte, abnehmende Knochenldnge und -dichte,
verringerte Aggression gegen mannliche Storenfriede, aber verstarkte Aggres-
sivitdt gegen paarungsbereite Weibchen [JONES et al. (2006)]. Dagegen werden
Substanzen, die die Aktivitdt der Aromatase hemmen und dadurch die Bildung
von Ostrogenen im Muskel- und Fettgewebe blockieren (sogenannte Aromatase-
hemmer), bei postmenopausalen Frauen (oder Frauen mit operativ entfernten
Eierstocken) zur Therapie von hormonempfindlichem Brustkrebs eingesetzt. Bei
Frauen vor den Wechseljahren wiéren die heute eingesetzten Aromatasehemmer
wirkungslos, da die ovarielle Ostrogenproduktion von ihnen nicht gehemmt wird.
Bei den Aromatasehemmern unterscheidet man steroidale Inhibitoren und solche
mit nicht-steroidaler Molekiilgestalt. Steroidale Aromatasehemmer, von denen
heute nur Exemestan(®) eingesetzt wird, wirken als kompetitive Substratanaloga,
die vom Enzym aber nicht umgesetzt werden. Die nicht-steroidalen Aromatas-
einhibitoren (Letrozol®), Anastrozol®); Abb. konnen mit einem basischen
Stickstoffatom koordinativ an das Ham-Eisen der Aromatase binden und dadurch

die Sauerstoffiibertragung blockieren.
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Sc N
CHs 4_\\
N
N N
ﬁ
<\N/N N
HoC CHs NZ NN
(a) Exemestan (b) Anastrozol (c) Letrozol

Abbildung 1.3 Steroidale (a) und nicht-steroidale (b, c) Aromatasehemmer.
Bildquelle: http:/ /de.wikipedia.org/wiki/Exemestan, Anastrozole, und Letrozol

1.1.4 Bedeutung von Ostrogenen

Die klassischen Funktionen der Ostrogene werden in erster Linie in Hinblick auf
die weibliche Reproduktion definiert: Ostrogene und speziell 173-Ostradiol, sind
essentiell fiir die weibliche Fertilitat, d.h. fiir Reifung und Funktion der weiblichen
Reproduktionsorgane, fiir die Ausbildung sekundérer Geschlechtsmerkmale und
den weiblichen Zyklus, fiir Vorbereitung und Erhalt der Schwangerschaft sowie fiir
die embryonale und fetale Entwicklung. Auch die Wirkungen von Ostrogenen auf
Thymus, Hypophyse, Haut, Leber, kardiovaskuldres System und Immunsystem
sowie die meisten anderen ihrer physiologischen Effekte wie beschleunigter Stoff-
wechsel, Zunahme des Fettgewebes, Auffiillung der Calciumspeicher und Erhalt
der Integritat des Skelettsystems (durch Steigerung der Kalziumabsorption und
Verringerung der Kalziumausscheidung) dienen zumindest indirekt als Vorberei-
tung der Reproduktion. Dariiberhinaus beeinflussen Ostrogene die Stimmungslage

im Menschen und das Fortpflanzungsverhalten von Labortieren.

1.1.5 Ostrogenbildung im Gehirn

Ostrogene findet man, zum Teil mit génzlich anderen Funktionen, auch in anderen
Organen, vor allem im Gehirn und speziell im Hippocampus. Dort sind sie in die
Regulation der Synaptogenese involviert. Weitere Effekte iiben Ostrogene bei der
pra- und postnatalen Hirnentwicklung aus und wirken, vermittelt durch direkte
Effekte (Beeinflussung von Wachstumsfaktorsystemen, vaskuldrer Funktionen,
intrazelluldrer Phosphorylierungsprozesse, antiapoptotischer Stoffwechselwege
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und des Metabolismus freier Radikale, sowie Hemmung der Lipidperoxidation
und der Sekretion Morbus Alzheimer-assoziierter Proteine) oder iiber genomische
Regulationsvorgédnge, insgesamt neuroprotektiv. Dadurch, so wird spekuliert,
konnten sie moglicherweise Entwicklung und Verlauf neurodegenerativer Er-
krankungen wie Demenz und Alzheimerkrankheit [STOPPE und VEDDER|(2000)]
ebenso wie die Prognose bei Epilepsie oder nach einem Schlaganfall [GARCIA+
SEGURA und BALTHAZART| (2009)] positiv beeinflussen. Die Beobachtung, dass
die Ostrogenkonzentration im Nervengewebe [BAULIEU und ROBEL|(1990)] bzw.
Hippocampus [HOJO et al.|(2011)] um bis zum 6fachen hohere Werte erreichen
kann als im Serum, der fehlende Abfall der Ostrogenkonzentration im Gehirn nach
Adrenektomie und Gonadektomie [CORPECHOT et al. (1983, 1981)] und Hinweise
auf eine Ostrogensynthese aus Cholesterol im Gehirn von Ratten [BAULIEU und
ROBEL|(1990)] legten den Schluss einer von endokrinen Organen unabhidngigen
Steroidsynthese im Nervengewebe nahe (,,Neurosteroide”). Inzwischen konnten
auf mRNA- und/oder Proteinebene alle in die Ostrogensynthese involvierten
Enzymsysteme nachgewiesen werden wie StAR ; Cytochrom p450scc, Cytochrom
p450c17, 175-HSD-I, 38-HSD-II und Aromatase (Baulieu und Robel 1990; Sanghera
et al. 1991; Abdelgadir et al. 1994; Furukawa et al. 1998; Stoffel-Wagner 2001;
Wehrenberg et al. 2001; Hojo et al.2004). Der endgiiltige Nachweis der Aromatase-
Aktivitat im Hippocampus gelang PRANGE-KIEL et al. (2003)]. Sie konnten in
dissoziierten Zellkulturen, aus hippocampalen Rattenzellen (95% Neuronen und
5% Oligodendrozyten), sowohl die neuronale Ostrogensynthese als auch deren
Hemmung durch einen Aromatasehemmer (Letrozol) zeigen. Auch im intak-
ten Nervenzellverband (hippocampale Slicekulturen) wurde eine durch Letrozol
hemmbare Ostrogensynthese beobachtet [KRETZ et al. (2004)], wahrend die Reduk-
tion der Ostrogensynthese nach Knockdown von StAR direkt die hippocampale de
novo Ostrogensynthese aus Cholesterol belegt{BENDER et al./(2010); FESTER et al.
(2006)].
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1.2 Ostrogenrezeptoren (ER)

1.2.1 Bau und Funktion von ERa und ERj

Ostrogene spielen bei vielen physiologischen Vorgiangen und in den verschiedens-
ten Organen und Geweben eine wichtige Rolle. In der Regel wirken sie dabei
durch Bindung an spezifische Ostrogenrezeptoren (estrogenreceptors; ER). Dies
ist von entscheidender Bedeutung, da es sich bei Ostrogenen wie auch bei den
anderen Steroidhormonen um relativ kleine, lipophile Molekiile handelt, die in
praktisch jede Zelle diffundieren konnen. Ob Ostrogene in einem bestimmten
Zielorgan eine Wirkung ausiiben, hdngt somit vor allem davon ab, ob dessen Zellen
Ostrogenrezeptoren besitzen und welche [MORISSETTE et al.| (2008)]. Von diesen
Ostrogenrezeptoren konnten bislang zwei Formen kloniert werden, namlich die
Ostrogenrezeptoren a und S (ERa und ERf). Dabei beziehen sich die a und S auf
die Reihenfolge der Entdeckung: ERax wurde 1986 [GREENE et al.| (1986)], der ER3
1996 kloniert[KUIPER et al. (1996)]. Weitere ER wurden postuliert . Dabei unterschei-
den sich ERa und ER3 durchaus in ihrer Wirkung, wie z.B. die unterschiedlichen
Phénotypen von ERa- und ER3-KO-Mausen zeigen. Ostrogenrezeptoren gehoren
als Steroidhormonrezeptoren zur Familie der nukledren Rezeptoren. Diese binden
nach ligandenabhingiger Aktivierung direkt an spezifische DNA-Abschnitte im
Bereich der Startsequenzen fiir die Transkription von Genen, iiben also als ligan-
denabhéngige Transkriptionsfaktoren eine genregulierende Funktion aus [BEATO
et al.| (1996)].

ERa und ERf liegen in der Zielzelle als Monomere vor, wo sie zusammen mit Hitze-
schockproteinen und Immunophilinen (intrazelluldren Peptidyl-Prolyl-Isomerasen)
einen Multiproteinkomplex bilden (Abb.[1.4). Sie besitzen jeweils sechs funktionelle
Doménen A-F (Abb.[L.5). Die A-B-Doméne entspricht der hormonunabhingigen
Transkriptions-Aktivierungsfunktion(AF)1. In der E-Doméne befindet sich die
Transkriptions-Aktivierungsfunktion(AF)2, welche durch Ostrogene (E2) oder
synthetische Agonisten die Transkription der jeweiligen Zielgene aktivieren kann.
Die C-Domine korrespondiert mit der DNA-Bindungsdomaéne (DBD), welche fiir
die Bindung des Rezeptors an die ERE im Promoter der Zielgene verantwortlich
ist. Die E-Doméne fungiert als Hormonbindungsstelle (HBD).

ERa und ERp stellen keine Splicing-Varianten sondern unabhéngige Rezeptoren
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Transkription des Zielgens

Abbildung 1.4 Klassisches Modell der Ostrogenwirkung.

Durch Ligandenbindung (E2) dissoziiert der Multiproteinkomplex. Die Ostrogenre-
zeptoren (ER) bilden Dimere und aktivieren nach Bindung von Co-Faktoren (C) die
Transkription.

Bildquelle: (Pfeiffer 2011 Fig.2)

DBD HBD
ER o A/B C D E F
1 595
AF-1 AF-2
ER B 95% 53%
1 530

Abbildung 1.5 Funktionelle Doménen der ERs mit der DNA- Bindungsdoméne (DBD)
und der Hormonbindungsdoméne (HBD).
Bildquelle: OSBORNE et al.{(2000)

dar, die auf unterschiedlichen Genen lokalisiert sind. Sie weisen im Bereich der
DNA-bindenden Doméne C betrichtliche Ahnlichkeiten auf: beim Menschen be-
tragt die Homologie 96%. Sie unterscheiden sich aber im Bereich der N-terminalen
Transaktivierungsdoméne und der C-terminalen Liganden-bindenden Doméne
A (58%ige Homologie beim Menschen) [MOSSELMAN et al. (1996)]. Osborne
(IOSBORNE et al.| (2000)]) nennt eine 95% und 53% Ubereinstimmung. Wegen der
wenig ausgeprigten Affinitit des ER fiir Ostrogene fiihren die Unterschiede in der

A-Domadne nicht zu entsprechenden Unterschiede im Ligandenbindungsvermdogen,

d.h. ERe und ERA binden 173-Ostradiol mit vergleichbarer Affinitat [KUIPER et al.
(1997)]. Die Verteilung bzw. relative Konzenzentration der beiden ER ist spezies-,
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ERa ERS
Hippocampusformation—dorsal
CAl + Fibers
CA2 -/+ -
CA3 + -/+
Stratum lucidum + Fibers
Gyrus dentatus (Hilus) + -/+
Subiculum - +
Hippocampusformation—ventral
CA1-CA3 ++ -+
Entorhinaler Cortex -/+ +

Tabelle 1.1 Vorkommen der Ostrogenrezeptor Untereinheiten o und 3 im Hippocampus
adulter ovarektomierter Mduse.
Bildquelle: Nach [MITRA et al.[(2003)]

geschlechts- und gewebeabhdngig. Bei der Ratte nimmt die Expression von ERa-
bzw. ERJ in folgender Reihenfolge ab [KUIPER et al.| (1997)]:

ERo: Nebennieren > Niere > Eierstocke > Hirnanhangdriise > Hoden > Uterus,
ERpB: Hoden > Uterus > Gehirn > Blase > Lunge > Eierstocke > Prostata.

Bei der Maus [MITRA et al| (2003)] mafien Couse und Korach [[COUSE et al.
(1997)] die hochste Dichte an ERa in den Ovarien und der Prostata, signifikante
Konzentrationen auch in der Brustdriise, in verschiedenen Hirnregionen, im
Knochen, dem kardiovaskuldren System sowie in Lunge und Hypothalamus. Die
hochsten ER5-Konzentrationen fanden die Autoren ebenfalls in den Ovarien, in
der Prostata und im Uterus. Auch in Lunge und Hypothalamus lief3 sich eine
signifikante Er-Expression nachweisen, wahrend Brustgewebe und Hoden Erf-
negativ waren. Die Verteilung von ERa und ERb in verschiedenen Regionen
des Médusehippocampus zeigt Tab. Insgesamt erscheinen die Befunde zur
Verteilung von ERa und ERf in einzelnen Geweben verschiedener Spezies noch zu

wenig abgesichert.

10
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1.2.2 Subzellulare Lokalisierung und Shuttle von
Ostrogenrezeptoren

Ostrogenrezeptoren sind in verschiedenen Kompartimenten der Zelle lokalisiert
und konnen inner- oder aufserhalb des Zellkerns, membrangebunden oder frei
im Cytosol vorkommen. Dabei ging man urspriinglich davon aus, dass Steroid-
hormone ausschliefllich {iber nukledre Rezeptoren wirken[JENSEN und JACOBSON
(1962)] und im Falle der Ostrogene cytosolische ER nach Bindung ihrer Liganden
(vor allem 173-Ostradiol) und der dadurch induzierten Dimerisierung in den
Zellkern gelangen und dort die Transkription der Zielgene bewirken. Durch
immunhistochemische Untersuchungen, Monitoring des Proteintransfers zwischen
verschiedenen Kernen in Heterokaryons und Messung der subzelluldren Verteilung
von Rezeptormutanten wurde in spédteren Studien die Existenz verschiedener ER-
Pools und ein bestdndiger Shuttle der ER zwischen Zellkern und Cytoplasma
belegt [ LEVIN| (2001); DAUVOIS et al.|(1993); KING und GREENE | (1984)]. Da der
Wiedereintritt der ER in den Zellkern durch Oligomycin hemmbar ist, liegt es nahe,
dass dieser Prozess energieabhédngig ist [GUIOCHON-MANTEL et al.|(1991)]. Die
subzelluldre Lokalisierung und steady state-Verteilung der Ostrogenrezeptoren
héngt u.a. von der Spezies, dem Zell- und Gewebstyp sowie von zugesetzten
oder natiirlichen Liganden ab. Bei Mdusen liefSen sich ER bei Abwesenheit von
Hormonliganden vorwiegend im Kern nachweisen. Die Zugabe von Ostradiol
aber auch des partiellen Ostrogenantagonisten 4-Hydroxytamoxifen steigerte den
Anteil an nukledrem ER noch einmal geringfiigig, wadhrend eine Behandlung
mit den reinen Ostrogenantagonisten ICI 182,780 oder ICI 164,384 zu einer ER-
Akkumulation im Zytoplasma fiihrte, wo ER dann in 80% der Zellen nachweisbar
waren [DAUVOIS et al.|(1993); CREASMAN et al.|(1985)]. Reine Antiostrogene hem-
men moglicherweise den Wiedereintritt der ER in den Zellkern und unterbrechen
damit den Shuttle, indem sie die Dephosphorylierung der ER storen[DAUVOIS et al.
(1993)]. Dieser Prozess erfolgt verhdltnisméafiig rasch und ist dosisabhédngig: in den
Experimenten von DAUVOIS et al.| (1993) waren ER ab einer Dosis von 1 nM ICI
182,780 oder 10nM ICI 164,384 innerhalb von 15 min im Zytoplasma nachweisbar.
Beim Menschen erfordert eine entsprechende Unterbrechung des ER-Shuttles ca.
10fach hohere ICI 164,384-Konzentrationen [YLIKOMI et al,| (1992)]. Insgesamt

11
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ergibt sich durch unterschiedliche transkriptionelle Aktivititen und die zelltypab-
hingige Verteilung der Ostrogenrezeptoren ERa und ERJ ein gewebsspezifisches

Genexpressionsmuster.

1.2.3 Mechanismen der rezeptorvermittelten Ostrogenwirkung

Ohne Liganden bilden die (nukledren) Ostrogenrezeptoren einen Komplex mit
Hitzeschockproteinen (HSP), die die Wirkung der ER hemmen. Nach Bindung
des Ostrogenliganden dndert die Liganden-bindende Doméne ihre Konformation
und die HSP spalten ab, was wiederum die Bindung von Kofaktoren erleichtert,
die als Koaktivatoren oder Korepressoren die Interaktion der Rezeptoren mit
ihren Zielgenen erleichtern bzw. hemmen. ER kénnen ihre Wirkung tiber unter-
schiedliche Mechanismen austiben: tiber genomische (d.h. durch Beeinflussung
der Genexpression) und nicht-genomische Mechanismen, sowie nach Bindung
eines Liganden wie Ostradiol oder ligandenunabhéngig [LEVIN| (2005); KUIPER
et al. (1997)); COUSE et al. (1997); PARKER (1995); MURDOCH und GORSKI (1991)].
Beim direkten, ligandenabhédngigen genomischen (oder , klassischen”) Signaltrans-
duktionsweg dimerisieren die ER nach Bindung des Liganden und Abspaltung
der HSP zu Homo- (ERa:ER«, ERB:ERS) oder Heterodimeren (ER«:ERf). Dabei
héngen die Anteile der verschiedenen Dimere auch von der relativen Haufig-
keit, d.h. der Verteilung, von ERa und ERS im Gewebe ab. Die Dimere binden
direkt an DNA-Zielgene mittels spezifischer Ostrogen-Responselemente (ERE;
Abb. [I.6h). Diese EREs stellen Pallindrome dar, Nukleinsdureketten, die mit ihren
Komplementérstran-gen identisch sind, wenn man beide Strange in der gleichen
Richtung liest (z.B. von 5 nach 3’). Perfekte Pallindrome fungieren héufig als
Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme. In Proteinbindungsstellen findet man
héufig Pallindrome, bei denen beide Strange nicht 100%ig tibereinstimmen. Der
ERa fungiert beim klassischen Mechanismus iiberwiegend als Aktivator, wahrend
der ERS den ERa durch Bildung von Heterodimeren zu hemmen vermag. Bei
den in Abb. [1.6|b-d dargestellten indirekten, ligandenabhdngigen genomischen
Signaltransduktionswegen kommt es nach Bindung eines Liganden an den ER zu
keiner Dimerisierung, und die monomeren Liganden-ER-Komplexe binden nicht
direkt an die Ziel-DNA sondern an andere DNA-gebundene Transkriptionsfaktoren

12
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Abbildung 1.6 Verschiedene Mechanismen zur Regulation der Transkription von Genen
durch Ostrogenrezeptoren (ER). Wahrend der erste Bildteil (Abb. 2.5a) den , klassischen”
Mechanismus mit direkter Bindung der ER(-Dimere) an die Ziel-DNA tiber EREs
reprdasentiert, zeigen die folgenden Bildabschnitte (Abb. 2.5 b, ¢ und d) indirekte
genomische Mechanismen, bei denen monomere ER-Ligandenkomplexe nicht an die
Ziel-DNA sondern an andere DNA-bindende Transkriptionsfaktoren (AP1, SP1 oder

NF-£B) binden.
Bildquelle:NILSSON et al.| (2001)

wie AP1 (activator protein 1), SP1 (specificity protein 1) oder NF-xB([GUIOCHON+
MANTEL et al|(1991)]). Weiterhin existieren intrazelluldre Signalwege wie der
MAP (= mitogen-activated protein)-Kinase Signalweg, tiber die ER ohne vorherige
Ligandenbindung tiber die Regulation ER-gebundener Kofaktoren wirken oder
durch Phosphorylierung der ER mittels Proteinkinasen|WEIGEL und ZHANG
(1998)].

Das komplexe Zusammenspiel von Transkription und anschliefSfender Protein-
synthese bote auch eine Erklarung dafiir, dass sich die Ostrogenwirkung haufig
langsam einstellt, d.h. eher nach Stunden als nach Minuten. Als Erklarung fiir
die Beobachtung schneller, direkter Ostrogeneffekte werden daher neben dem
geschilderten Mechanismus weitere Signalwege diskutiert (Fernandez et al. 2008).
So existiert eine zunehmende Evidenz dafiir, dass neben ihrer allgemein akzep-
tierten hormonellen, d.h. ER-vermittelten genomischen Wirkungsweise Ostrogene
wie 173-Ostradiol ihre Wirkung auch direkt ausiiben kénnen und beispielsweise
Hirnfunktionen mittels direkter Effekte auf neuronale Membranen zu beeinflus-
sen vermdgen. So lieB sich durch experimentell erzeugte schnelle Anderungen
der Ostradiolbioverfiigbarkeit im Gehirn ménnliches Sexualverhalten innerhalb
von Minuten verdndern, was sicherlich zu rasch fiir konventionelle genetische
Mechanismen ist [BALTHAZART und BALL (2006)); LEVIN|(2005)].

13
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1.3 Tiermodelle zur Untersuchung von Ostrogenen
und Ostrogenrezeptoren

Zur Erforschung der verschiedenen Funktionen von Ostrogenen und Ostro-
genrezeptoren und ihrer Wirkmechanismen wurden Mausmodelle mit funktio-
neller Inaktivierung eines Ostrogenrezeptor-Gens entwickelt. Es sind seit 1992
Ostrogenrezeptor-a knockout (ERa-KO-) Mause und seit 1998 Ostrogenrezeptor-/3
knockout (ER3-KO-) Mduse verfiigbar. Es existieren noch weitere Mausmodelle, die
aber in der vorliegenden Untersuchung nicht eingesetzt wurden: 1. infertile a/3-KO-
Mause, in denen beide ERs ausgeschaltet sind, und 2. Aromatase-knockout(ArKO)
Maéuse, die keine Aromatase exprimieren und daher kein 173-Ostradiol zu syn-
thetisieren vermogen, einen mannlichen Habitus entwickeln und ebenfalls infertil

sind.

1.4 Ostrogenrezeptor-Antagonisten

Zum selben Zweck lassen sich auch Ostrogenrezeptor—Antagonisten (,,Antiostro-
gene”) ebenso wie geeignete selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM) ein-
setzen, die vor allem zur Behandlung hormonabhéngiger Brusttumore, weiblicher
Unfruchtbarkeit, Endometriose sowie Osteoporose entwickelt worden waren. Bei
SERMs handelt es sich um unterschiedliche, nicht-steroidale Substanzen, deren
Tertidrstruktur eine Bindung an ERs ermoglicht [RIGGS und HARTMANN]| (2003);
OSBORNE et al.|(2000)]. Im Gegensatz zu Ostrogenen, die stets agonistisch wirken
und den spezifischen ER-Antagonisten (,, Antiostrogenen”), die stets antagonistisch
wirken, konnen SERMs selektiv - d.h. abhdngig von der Spezies (Mensch, Ratte,
Maus), vom Rezeptortyp (ERa oder ERf3), vom Zielgewebe der Ostrogenwirkung
und somit vom Verteilungsmuster der ER-agonistische oder antagonistische Effekte
austiben.

MPP und PHTPP (Abb. a, b) sind erfolgreiche Versuche, SERMs zu ent-
wickeln, die im Gegensatz zu ,klassischen” Ostrogenrezeptormodulatoren wie
Tamoxifen(®) sich entweder wie reine ERa- oder reine ER3-Antagonisten verhalten

14
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und dazu keine agonistische Aktivitdt aufweisen. Bei der Entwicklung von ERa-
Antagonisten wurden basische Seitenketten, die typischerweise in nichtsteroidalen
Antiostrogenen gefunden werden, an Pyrazolverbindungen gekniipft, die eine sehr
viel hohere Affinitdt zu ERa als zu ERS aufweisen. Als im gewtinschten Sinne
besonders effektiv erwies sich die Verkniipfung von Methylpiperidin mit dem
in Abb.[1.7|a gezeigten, mit drei Phenolgruppen substituierten Pyrazolring zum
MethylPiperidinoPyrazol (MPP; [SUN et al.| (2002)] ).

Zur Darstellung selektiver ER3-Antagonisten wurden Pyrazolo[1,5-a]Pyrimidine,
heterozyklische bizyklische Verbindungen ohne Ostrogenaktivitit gegeniiber bei-
den ER, aber mit erhohter Selektivitit fiir ERj3, systematisch derivatisiert. Das
herausragendste Derivat, 2-Phenyl-3-(4-Hydroxyphenyl)-5,7-bis(Trifluoromethyl)-
Pyrazolo[1,5-a]Pyrimidin, besitzt eine 36fach hohere Selektivitit fiir ER3 im Ver-
gleich zu ERa und wirkte im Transkriptionsassay als effektiver ER/3-Antagonist
ohne signifikante Aktivitit gegentiber ERa [COMPTON et al.| (2004)].

ICI 182,780 (Handelsname Faslodex®)) besitzt ein Ostradiolgerﬁst und eine hy-
drophobe Seitenkette in 7-a-Position (Abb. [1.7|c). Nach Bindung an den Ostro-
genrezeptor blockiert er diesen an beiden Transkriptions-Aktivierungsfunktionen
AF-1 und AF-2 und verhindert die Dimerisierung des ER und seine Bindung an
das ERE. Statt dessen wird der ER beschleunigt degradiert und sein Gehalt im
Zytosol sinkt [OSBORNE et al.| (2004)]. Weiterhin hemmt ICI (182,780) reversibel
die ER-Aufnahme in den Kern und/oder fordert den Ubertritt von ERs in andere
Zellkompartimente, wahrend der ER-Efflux aus dem Zellkern durch das Antitstro-
gen nicht beeinflusst wird. ICI gilt im allgemeinen als reiner ER-Antagonist, es

konnte jedoch auch eine agonistische Wirkung tiber nicht klassische Rezeptoren

OH
P N
N/N e
Me M
O/\““/ CF;

(a) MPP (b) PHTPP (c) ICI 182.780

Abbildung 1.7 Strukturformeln der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Ostrogenant-
agonisten.
Bildquelle: http:/ /www.tocris.com/
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nachgewiesen werden[FILARDO und THOMAS (2005); WEHLING et al. (2006)]. Seine
Spezifitit hangt von der Spezies und dem Gewebe ab. Beispielsweise hemmt es die

Expression von ERa in den Ductuli efferentes der Ratte, hat aber keine Wirkung
auf den ERS [OLIVEIRA et al.| (2003)].

1.5 Der Hippocampus

1.5.1 Struktur und Lage

Der zum Archi-(bzw. Allo-)cortex zdhlende Hippocampus (besser wire ,,die Hip-
pocampi”, da es in jeder Hirnhemisphére einen Hippocampus gibt) ist eine zentrale
Schaltstruktur des limbischen Systems und das anatomische Korrelat fiir Lern- und
Gedéachtnisvorgange oder allgemein fiir die Entstehung von Gedachnisinhalten.
Sein Name riihrt zum einen von der Ahnlichkeit menschlicher Hippocampusprapa-
rate mit einem Seepferdchen (AbbJL.8) her. Zum anderen war die Namensgebung
inspiriert durch den Hippocamp einem wurmartigen Meeresungeheuer aus der
griechischen Mytologie. Das lateinische Wort "irmérapns" (Hippocampus) bedeutet
Wortlich ,, Pferd” (irmos) und ,,Monster” (k& umos).

Der Hippocampus hat eine C-Férmige, im Frontalschnitt eine S-férmige Gestalt

Abbildung 1.8 Prdparat des ungarischen Neurowissenschaftlers Laszl6 Seress (1980):
Vergleich eines menschlichen Hippocampus inkl. Fornix mit einem Seepferdchen.
Bildquelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Hippocampus
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(Abb.[1.9p). Beim Menschen befindet er sich an der medialen Fliche der Temporal-
lappen, wihrend die Hippocampi bei der Ratte weiter kranial liegen, unmittelbar
unter dem Kortex (Abb. [1.9p-c).

Die gesamte hippocampale Formation ldsst sich bei allen Sdugetieren in drei Teile

Fimbria Alveus

Fimbriodentate Stratum oriens
Stratum pyramidale
Stratum radiatum

Stratum lacunosum

Stratum moleculare

-----

l:| Dentate gyrus |:| Entorhinal cortex

]:l Hippocampus (cornu ammonis) ]:l Parahippocampal gyrus

(a) Schematischer Frontalschnitt durch den Hippo-
campus

(b) Menschlicher Hippocampus (c) Hippocampus einer Ratte

Abbildung 1.9 Lage und Architektur des Hippocampus.
Bildquellen: a) https:/ /upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/39/Hippocampus
_%-28brain%29.jpg
b) http:/ /upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/57 /Hippolobes.gif
c)http:/ /edoc.hu-berlin.de/dissertationen/iserhot-claudia-2001-05-
02/HTML/Iserhot_html_m1lada4215.gif
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untergliedern: Gyrus dentatus (Fascia dentata), Ammonshorn (Cornu Ammonis),
Subicularkomplex (Prasubiculum, Parasubiculum). Das Ammonshorn bildet den
eigentlichen Hippocampus (Hippocampus proprius) und wird tangential in die
Regionen C1 bis C4 unterteilt Abb.[1.9), von denen aber nur C1 und C3 funktionell
von Bedeutung sind und der intermediére Bereich der CA2-Region heute von vielen
Autoren der CAl-Region zugerechnet wird. Die Abgrenzungen der einzelnen
Regionen des Ammonshorns im histologischen Praparat sind unterschiedlich gut
zu erkennen. Im Gegensatz zum Menschen lassen sich beim Nager die C2/3-Region
anhand der unterschiedlichen Zellgrofse gut von der CA1-Region unterscheiden.
Die Abgrenzungen des Gyrus dentatus zur CA3-Region ist bei allen Sdugern gleich
gut.

Die Anzahl pyramidaler Neuronen im Hippocampus (genauer: CA1-3-Region)
liegt in der Ratte in der Grofenordnung von 2x 10° (JAKDOGAN et al. (2011)]). Zum
Vergleich: das menschliche Gehirn besteht aus schiatzungsweise 100 Milliarden
(10') Nervenzellen, vergleichbar mit der Anzahl von Sternen in einer Galaxie.
Jede Nervenzelle steht {iber synaptische Verbindungen mit andere Nervenzellen in
Kontakt. Information empfangende Elemente einer Nervenzelle sind die Dendriten,
die wie das Wurzelwerk eines Baumes weit verzweigt sind. Die bis zu 1m langen
Axone einer Nervenzelle leiten die Informationen weiter. Auch sie haben meist an
ihren Enden mehrere Ausldufer. Dendriten wiederum besitzen zahlreiche Spines
(Membranausstiilpungen), bestehend aus einem Hals und einem Kopf der den post-
synaptischen Anteil einer synaptischen Verkniipfung bildet. Diese dornenartigen
Fortsdtze, formieren sich vor allem zu exzitatorischen (=erregende) Spinesynapsen.
Der prasynaptische Anteil wird meist durch Axonausldufer anderer Nervenzellen
gebildet.

Der Gyrus dentatus (GD) und die CA-Regionen unterscheiden sich in ihrer Fein-
struktur. Der GD bildet die Eingangsstruktur des Hippocampus. Er ist dreischichtig
aufgebaut und besteht aus einer mittleren Schicht, dem Stratum granulare (Koérner-
schicht), welchem apikal (=zur Spitze des Gyrus dentatus gerichtet) das Stratum
moleculare aufliegt, wahrend die innerhalb des Bogens der Kornerzellschicht
liegende Schicht als Hilum bezeichnet wird.

Die Hauptzellen des Gyrus dentatus sind erregende, glutamaterge Kornerzellen.
Diese senden Dendriten nach aufien in das Stratum moleculare und Axone (sog.

,Moosfasern”, welche aber nichts mit dem Moosfasersystem des Kleinhirns zu
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tun haben) durch das Hilum zu den Zellen der CA3- und CA4-Region des Am-
monshorns. Das Ammonshorn ist ebenfalls dreischichtig aufgebaut. Bei seinen
Hauptzellen handelt es sich um glutamaterge Pyramidenzellen. Sie bilden ein Band,
das Stratum pyramidale, welches apikal an das breite Stratum radiatum und das
schmalere Stratum lacunosum-moleculare grenzt. Basal grenzt es an das Stratum
oriens. Die Pyramidenzellen senden apikal Dendriten in das Stratum radiatum und
das Stratum lacunosum-moleculare, basal bis in das Stratum oriens. Ihre Axone
reichen in den Fornix oder projezieren als sog. Schaffer-Kollateralen von der CA3-
in die CA1-Region (Abb. [1.10). Das Stratum orions enthélt die Zellkorper der
hemmenden Korbzellen, deren interneurale Verschaltung mit den Pyramidenzellen
tiber das Stratum lacunosum moleculare lduft. Zum Hinterhaupt hin geht der
Hippocampus in den Fornix iiber, welcher die meisten Fasersysteme biindelt, tiber
die der Hippocampus mit anderen Hirngebieten in Verbindung steht.(Abb. [I.11).

1.5.2 Funktionalitat des Hippocampus

Wihrend éltere Hypothesen zur Funktion des Hippocampus (fdlschlich) direkte
Afferenzen aus dem Bulbus olfactorius und daher die Involvierung des Hippocam-
pus in den Riechprozess postulierten [WINKELMANN (1981)], sieht man heute die

Rolle des Hippocampus
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Abbildung 1.10 Schema Hippocampus mit Gyrus dentatus.
Bildquellen: a) http:/ /anatomie.vetmed.uni-leipzig.de/external /hippocampus /hippocampus-
farbig.jpg; b) http:/ /www.mbdefault.org/6_memory/6_7.JPG
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Cingulate

Abbildung 1.11 Der Hippocampus als Teil des limischen Systems steht in Verbindung mit
anderen Hirnstrukturen wie der Amygdala, dem Gyrus parahippocampalis, dem Gyrus
cinguli und weiteren Strukturen wie dem Hypothalamus.
Bildquelle: http:/ /www.gehirn-atlas.de/limbisches-system.html

- in der Zusammenfiihrung und Verarbeitung von Informationen aus verschie-
denen sensorischen Systemen und ihrer Riicksendung zum Neocortex, im
Zusammenfiigen von Sinneseindriicken und anderen Gedachnisinhalten, die
an verschiedenen Orten und zu verschiedenen Zeiten gewonnen wurden, zu
einem , Ganzen”,

- in der Konsolidierung von Gedéchnisinhalten, d.h. ihrer Uberfiihrung aus
dem Kurzzeit- in das Langzeitgeddchnis[WANG und MORRIS|(2010)]

- und in der Generierung von Erinnerungen, die dann anderswo in der Grofs-
hirnrinde gespeichert werden.

- Nicht zuletzt ist der Hippocampus auch wesentlich an emotionalen Prozessen
beteiligt. So fithrten dauerhafter emotionaler Stress und emotionale Traumata
im Tiermodell aber auch bei Menschen (Kriegsveteranen) zum Absterben
hippocampaler Neurone und zu hippocampaler Atrophie, und bei Personen
mit unipolarer Depression war das Hippocampusvolumen ebenfalls reduziert
(IMAGARINOS und MCEWEN]| (1995); VIDEBECH und RAVNKILDE| (2004);
WARNER-SCHMIDT und DUMAN] (2006) ]

- Bei Tieren spielt nach bisheriger Auffassung die durch NMDA-Rezeptoren
vermittelte hippocampale Plastizitédt eine entscheidende Rolle bei der raum-
lichen Orientierung und dem rdumlichen Lernen[LEUTGEB et al. (2005)].
Allerdings besafien in einer aktuellen Untersuchung genetisch verdanderte
Maéuse ohne funktionierende NMDA-Rezeptoren im Gyrus Dentatus (GD)
und der CAl-Region ihrer Hippocampi ein normales rdumliches Gedéchnis,
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waren aber unfihig, bei raumlichen Orientierungsaufgaben Entscheidungen
zu treffen[ BANNERMAN et al.| (2012)].

1.5.3 Ostrogene und synaptische Plastizitit
1.5.3.1 Neuronale und synaptische Plastizitat

Eine der Voraussetzungen, die den Hippocampus zur Bewiltigung dieser Aufgaben
befdhigen, ist seine ausgeprégte neuronale Plastizitdt. Unter neuronaler Plastizitat
versteht man den Umbau und/oder eine Leistungsanpassung neuronaler Struk-
turen in Abhédngigkeit von ihrer Belastung. So ist der Gyrus dentatus neben dem
Bulbus olfactorius, eine der beiden Strukturen des Saugetiergehirns, die zur lebens-
langen Neurogenese befdhigt sind [MING und SONG| (2005)]. Die hippocampale
Neurogenese glutamaterger Kdrnerzellen wurde 1965 in Ratten entdeckt [ALTMAN
und DAS|(1965)] und 1998 auch im Menschen gefunden [ERIKSSON et al.| (1998)].
In die 6strogeninduzierte Synaptogenese sind NMDA-Rezeptoren involviert, da
sie durch Liganden von NMDA-Rezeptoren (Aminosduren ) gesteigert und durch
NMDA-Rezeptorantagonisten blockiert werden kann (Woolley and McEwen 1994;
Woolley et al. 1997). NMDA-Rezeptoren sind ebenfalls in die Unterdriickung der
Neurogenese im Gyrus dentatus involviert, wie die Steigerung der Neurogenese
im Gyrus dentatus nach Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten zeigt [CA+
MERON et al.|(1995)]. Seit den 1990er Jahren wurden zahlreiche Faktoren entdeckt,
die die Neurogenese beeinflussen wie Stress, Sport (Laufen), Umweltreize oder
Lernen, Neurotransmitter, Aktivatoren des NMDA-Rezeptors, Wachstumsfaktoren,
Arzneistoffe oder Drogen. Eine weitere Form der neuronalen Plastizitat ist neben
der Neurogenese die synaptische Plastizitit, d.h. die aktivitatsabhidngige Anderung
(im Folgenden wird meist die Steigerung betrachtet) der synaptischen Ubertragung.
Letztere kann sowohl durch eine (langandauernde) Verstarkung der synaptischen
Ubertragung (long-term potentiation, LTP) als auch durch die Neubildung von
Synapsen erfolgen.

21



KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.5.3.2 Ostrogenabhingige Synaptogenese

Ostradiol ist ein essentieller Faktor fiir die synaptische Plastizitdt im Hippocampus,

wo es an der Regulation

a) der Synapsendichte

b) der synaptischen Aktivitat [SMITH und MCMAHON]| (2005)]

c) der Expression synaptischer Proteine (Mellon et al. 2001;[MATTSON MP
(1998)); STOFFEL-WAGNER (2001); WEHRENBERG et al.| (2001); PRANGE-KIEL
und RUNE (2006); [FESTER et al.| (2009b)])

d) der Neurogenese beteiligt ist [CAMBIASSO et al.|(2000); TANAPAT et al.| (2001);
FESTER et al. (2006)].

Dabei blieb die Herkunft des Ostradiols lange Zeit unklar. Denn obwohl bereits zu
Beginn der 1980er Jahre Corpéchot et al. postulierten, dass die Wirkung von Stero-
idhormonen im Gehirn gonadenunabhéingig sei [CORPECHOT et al.| (1981, 1983)],
wurden die Effekte von Ostrogenen im Gehirn zunéchst auf aus den Gonaden
stammende, zirkulierende Ostrogene zuriickgefithrt [WOOLLEY und MCEWEN
(1992)]. Dafiir hatten vor allem zwei Beobachtungen gesprochen, namlich

- dass Ovariektomie bei weiblichen Ratten zur Herunterregulation der (6stro-
geninduzierten) Synapsenbildung im Hippocampus fiihrt [GOULD et al.
(1990a)]

- und dass die Anderung der Synapsendichte parallel zu den sich zyklisch
verdndernden Ostrogenspiegeln im Plasma verlduft, so dass die maximale
Synapsendichte zu Zeiten maximaler Ostrogenspiegel im Plasma beobachtet
wurde [WOOLLEY et al.|(1990)].

Allerdings ist diese Argumentation nicht zwingend, und die Erklarung dafiir, dass
die hippocampalen Effekte von Ostrogenen zyklusabhingig sind, wird heute darin
gesehen, dass die hippocampale Ostrogenproduktion genau wie die gonadale
der zyklischen Regulierung durch GnRH (Gonado-tropin-Releasing Hormone)
unterliegt [PRANGE-KIEL et al.| (2008, 2009)] und somit von der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse abhdngt [MEETHAL et al. (2009)].

Vor diesem Hintergrund und angesichts der in Abschnitt ndher ausgefiihrten

Tatsache, dass hippocampale Neuronen zur Expression aller steroidogenen Enzyme
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und somit zur lokalen Ostrogensynthese befihigt sind und zudem beide Ostrogen-
rezeptoren exprimieren, muss die Frage nach der Herkunft des im Hippocampus
wirksamen 175-Ostradiols neu beantwortet werden. Vor allem zwei auf den ersten
Blick widerspriichliche Befunde [KRETZ et al. (2004)], ndmlich

- dass die Hemmung der Ostrogensynthese im Hippocampus durch den
Aromatase-Inhibitor Letrozol [SMITH| (1999)] die Synapsendichte im Hip-
pocampus ganz erheblich herabreguliert [KRETZ et al. (2004)],

- wihrend die Behandlung hippocampaler Schnittkulturen mit Ostrogen zu
keiner Erh6hung der Synapsenzahl fiihrt [FESTER et al.| (2009b)] lassen sich
am ehesten mit der Vorstellung vereinen, dass nicht das gonadale sondern
das im Hippocampus selbst synthetisierte 173-Ostradiol den entscheidenden
Einfluss auf dessen synaptische Plastizitdat hat [HOJO et al.| (2009, 2008); |RUNE
et al.| (2006); PRANGE-KIEL et al. (2004)] , wobei nicht das C)strogen per se die
Synaptogenese stimuliert [KRETZ et al. (2004)], sondern speziell die de novo
Ostrogensynthese im Hippocampus dieses tut [PRANGE-KIEL et al.| (2008)],
d.h. als neuronaler Modulator im Hippocampus aktiv ist.

1.5.4 Lokalisierung

Eine weitere Frage ist, ob 0strogenabhingige Synaptogenese im gesamten Hip-
pocampus stattfindet, oder nur in der CAl-Region. Dazu liegen eine Reihe von

Beobachtungen vor:

1. Die 6strogeninduzierte Heraufregulation der Synapsendichte wurde nur an
Pyramidenzellen der CA1-Region beobachtet, aber nicht an der CA3-Region
[PRANGE-KIEL et al.|(2006)].

2. Die ostrogeninduzierte Heraufregulation von Markerproteinen fiir das Synap-
senwachstum wurde (nur) im Stratum Radiatum der CA1-Region beobachtet.

3. In den Pyramidenneuronen der CA1-Region des Hippocampus findet die
Ostrogeninduzierte Synaptogenese an dendritischen Spines statt, aber nicht
an den Asten oder am Schaft. Dies ist spezifisch fiir die CA1-Region und
findet sich so nicht in der CA3-Region oder am Gyrus dentatus [WOOLLEY
et al.| (1990)].
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4. Auf der anderen Seite zeigen neuere Arbeiten, dass Ostrogenrezeptoren und

Ostrogenabhdngige Effekte nicht nur in der CA1-Region des Hippocampus,
sondern auch in der CA3-Region [OGIUE-IKEDA et al.|(2008); SHUGHRUE et al.
(2000)]( Mehra et al. 2005) und in den Cajal Retzius-Zellen des Gyrus dentatus
[BENDER et al. (2010); FESTER et al. (2006)] beobachtet werden konnen.

1.6 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte an den Modellen der adulten, ERa bzw. ERf-

KO-Maus und hippocampalen Slicekulturen aus neonatalen weiblichen Ratten

eine Reihe von Fragen zur Rolle der Ostrogenrezeptoren ERa und ERS bei der

Ostrogeninduzierten hippocampalen Synaptogenese untersucht werden:

1.

Sind ERa und ERfj qualitativ und quantitativ in gleicher Weise an der
Regulation der dstrogeninduzierten Synapsenbildung in der CAl-Region
im Hippocampus beteiligt und in welchem Ausmafs?

. Sind Ostrogenangebot und ER-Aktivitit bzw.—Hemmung von gleichem Ein-

fluss auf den Effekt?

. Korrelieren die akuten Effekte einer Steigerung oder Reduktion von Ostrogen-

angebot und ER-Aktivitdt mit dem lebenslangen Vorhandensein oder Fehlen
von ERa und ERj3?

. Konnten neben dem direkten, ligandenabhédngen (klassischen) genomischen

Mechanismus auch andere, indirekte und/oder nichtgenomische Mechanis-
men an der Ostrogenwirkung beteiligt sein?

. Bestehen beziiglich der Synaptogenese Unterschiede zwischen linkem und

rechtem Hippocampus?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Materialien und Gerate

Aesculap Rasierer BRAUN
Aluminiumfolie LAGER UKE
Brutschrank 65 °C MEMMERT
Chirurgisches Besteck ES.T. (Fine Science Tools)
C'Oy-Inkubator (37°C) HERAEUS
Deckglédser, 24x46 mm MARIENFELD
Desinfektionsmittel (Sterillium) BODE
Diamantmesser (1um fir LM) DIATOM
Dokumentenfolie LEITZ
Einbettungsformen PLANO
Einmalhandschuhe KIMBERLY-CLARK/ HARTMANN
Einmalkantile BRAUN
Einmalskalpell BRAUN
Einmalspritzen 1 ml BRAUN
Elektronenmikroskop CM 100 PHILIPS
Falcon Kulturplatten (6 well) BECTON DICKINSON
Falcon Rohrchen (15 ml, 50 ml) BECTON DICKINSON
Fotopapier Nr. 3, DIN A 4 (24 x 30,5cm) TETENAL
Gefrierschrank, -25°C LIEBHERR
Gelatinekapseln (iiber Slices in Block gestiilpt) PLANO

Gewebeschneider (Tissue Chopper, Mikrotom)

H. SAUR, REICHERT JUNG
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Gilder Grids (Kupferschlitztrager)
Heidemannspatel

Inkubator 37°C(Brutschrank bei 37°C)
Konfokales Mikroskop
Kosmetiktiicher

Kiihlschrank, 4°C

Lichtmikroskop

Loschpapier

Lupe

Lymphbecken

Millicell-CM (Biomembran)
Millicell-CM, Sterilized Culture Plate Insert
Negativentwickler

Parafilm

Pasteurpipetten

Perfusionspumpe Masterflex®
Pinzette nach Dumont

Pipetten, verschiedene Grofien
Pipettenspitzen verschiedene Grosen
Reaktionsgefase verschiedene Grosen
Rollrandschnappglédser
Rotlichtlampe

Schere

Serologische Pipetten
Sicherheitswerkbank Klasse 2
Stericup Filter

Tissue Tek

Trockeneis

Ultramicrotom (kleiner 100nm fiir EM)
Vergoserungsgerdt DURST

Waage

PLANO
AESCULAP DE
MEMMERT

WEPA, TAPIRA
LIEBHERR
OLYMPUS, ZEISS

ZEISS

MILLIPORE
MILLIPORE (DE)

KODAK

PECHINEY PLASTIC PACKAGING
ASSISTENT

COLE PARMER

MERCK

EPPENDORF AG

EPPENDORF AG

EPPENDORF AG

WINDAUS

HANAULUX

FINE SCIENCE TOOLS

FALCON

HERAEUS

MILLIPORE

SAKURA

REICHERT JUNG

METTLER
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2.1.2 Chemikalien

17-5 - ostradiol (wasserloslich) SIGMA
Dodecanylsuccinic acid anhydride (DDSA) SERVA
2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitrile (DPN) TOCRIS BIOSCIENCE (UK)
2% Accelerator (2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol) SERVA
Aqua ad iniectabilia BAXTER
Aqua dest. IONENAUSTAUSCHER/UKE
Blei-II-citrat MERCK
Bleicitrat MERCK
Carprofen (Rimadyl®) PFIZER
Cholesterol, Water Soluble SIGMA
Desinfektionsmittel BODE
Dihydrogenphosphat MERCK
Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat MERCK
Dodecenylsuccinic anhydride (DDSA) SERVA
Entwickler KODAK D19
Eukobrom SW Papierentwickler TETENAL
Ethanol, unverggllt (100 %, 95 %) MERCK
Femara (Letrozol) NOVARTIS (CH)
Glutamin SIGMA
Glutardialdehyd MERCK
Glycidether 100 SERVA
Hank’s Balanced Salzlésung (Hanks Balanced Salts, HBSS) GIBCO
ICI 182,780 TOCRIS
Ketamin GR&UB
Methyl Nadic Anhydrid (MNA) SERVA
Minimum Essential Medium (MEM), GIBCO
steril, 2-fach konzentriert

MPP TOCRIS
Natriumchlorid MERCK
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat MERCK
Natriumhydrogencarbonat I NVITROGEN
Natriumhydroxid MERCK
Natriumtetraborat MERCK

27



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Osmiumtetroxid OSO4
Paraformaldehyd

PBS Tablets

Penicillin

Pferdeserum (Horse Serum)
PHTPP

Propylenoxid

Saccharose

Streptomycin

Toluidinblau
Trinatriumcitrat Dihydrat
2,4,6-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol
Uranylacetat

Xylazin (Rompun®))

2.1.3 Software

Texmaker(Latex)
JabRef

Excel 2013

Word 2013

Powerpoint presentation

ROTH
MERCK
GIBCO
GIBCO
GIBCO
TOCRIS
SERVA
MERCK
GIBCO
CHROMA
MERCK
SERVA
MERCK
BAYER

GNU General Public License
GNU General Public License
MICROSOFT
MICROSOFT
MICROSOFT
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von Losungen

2.2.2 Versuchslosungen fur Slicekulturen (in
vitro-Experimente)

2.2.2.1 Cholesterol: Vorstufe des Ostrogens
Zur Herstellung der Cholesterollosung wurden:

e 30myg "wasserlosliches"Cholesterolpulver (Gehalt: 1,2mg Cholesterol
(MW 386,7) in

e 3ml Aqua dest gelost und mit

o 27ml Inkubationsmedium verdiinnt.

Endkonzentration von 10~" M

2.2.2.2 Letrozol: Aromatase Inhibitor

Zur Herstellung der Losung wurden:

e 2,85mg Letrozol (MW 289,8) in
e 1ml 96% Ethanol gelost (102M/) und mit

e 99ml Aqua dest. verdiinnt (Arbeitskonzentration 10~*M).
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Anschliefiend wurde diese Losung 1:1 mit Inkubationsmedium verdiinnt um

eine Endkonzentration von 10~7 M zu erreichen.

2.2.2.3 ICI 182,780: Estrogenrezeptor Inhibitor

Zur Herstellung der ICI Losung wurden:

e 10mg ICI (MG 606,77) mit
e 1,648ml Ethanol versetzt und mit

e Aqua dest 1:10 verdiinnt.

Endkonzentration von 10~ M

2.2.2.4 MPP: Estrogenrezeptor o Antagonist

Zur Herstellung der MPP Losung wurden:

e 10mg MPP (MW 556,01) mit
e 1,798 ml Ethanol versetzt und mit

e Aqua dest 1:10 verdiinnt.

Endkonzentration von 1075\
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2.2.2.5 PHTPP: Estrogenrezeptor 5 Antagonist
Zur Herstellung der PHTPP Losung wurden:

e 10mg PHTPP (MW 423,31)) in
e 2,362ml Ethanol geldst und mit

e Aqua dest 1:10 verdiinnt.

Endkonzentration von 10~5M

2.2.2.6 Kontrollmedium: Siehe Herstellung des Inkubationsmediums

2.2.3 Medien (Gewebekulturen / Slicekulturen)
2.2.3.1 Praparationsmedium
Zur Herstellung von 100m! Praparationsmedium wurden:

e 50m! Minimum Essential Medium, 2-fach konzentriert
e 1ml Glutamin (200mM) und

e 49ml aqua ad iniectabilia steril gemischt.

Titration des pH auf 7,35 mit Natronlauge (1// NaOH) oder Salzsdure (1M
HCL).
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2.2.3.2 Inkubationsmedium

Zur Herstellung von 100m/ Inkubationsmedium wurden:

e 25ml Minimum Essential Medium

e 1ml Glutamin, 200m M, steril

e 0,58m! Natriumhydrogencarbonat-Losung (7,5%), steril
e 25ml Hanks Balanced Salzlosung (HBSS)

e 25ml Pferdeserum, steril

e 1ml Penicillin (104 Units)/Streptomycin (104xg) und

e 15601l Glukose (40%) in

19ml Aqua ad iniectabilia steril gemischt.

Titration des pH auf 7,25 mit Natronlauge (1M/ NaOH) oder Salzsaure (1//
HCL).

2.2.3.3 Anasthesie-Injektionslosung

Zur Herstellung von 10m! Anéasthesie-Injektionslosung wurden:

e 1,25ml Ketamin-Losung (100mg/ml)
e 0,625ml Xylazin (Rompun®-Losung (20mg/ml) mit

e 8,125ml 0,9% NaCl-Losung gemischt.

32



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

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

2.2.4 Gewebefixierung
2.2.4.1 Phosphatgepufferte Salzlosung

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS)
Hergestellt durch Losung einer PBS-Tablette in 1/ Aqua dest. Diese enthalt:

e 9¢ Natriumchlorid (NaCl)
e 0,795¢ Di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat (Na,HPO,+7H,0O)

¢ 0,144¢ Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Die Pufferlosung wurde abschlieffend mit Natronlauge (2)// NaOH) auf einen
pH von 7,4 eingestellt.

2.2.4.2 Phosphatpuffer (PB)
Zur Herstellung einer 0,11/ PB Losung wurden

e 5,52¢ Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (NaH,PO,+H,0O) und

e 42,88g Di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat (Na,HPO,+7H,0)

m

e 800ml Aqua dest. geldst

Anschliefiend wurde die Pufferlosungmit NaOH (2)/) auf einen pH von 7,4
eingestellt und mit Aqua dest. auf 1.000m/ aufgefiillt.
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2.2.4.3 2,5% Glutardialdehyd (GA)
Zur Herstellung einer transkardialen Perfusionlésung wurden:

e 1ml 2,5 % Glutardialdehydlosung
e 4,5m!0,1M PB und

e 4,5ml Aqua dest. auf 10m! aufgefiillt.

2.2.5 Aufbereitung flr die Elektronenmikroskopie
2.2.5.1 Nachfixierung

Die Nachfixierung erfolgte mit 1% Osmiumtetroxid in saccharosehaltigem, 0,1/

Natriumphosphatpuffer bei 4°C fiir 30 Minuten. Dazu wurden:

Stammlosung A:

e 2g Osmiumtetroxid in

e 100m! Aqua dest. gelost.
Stammlosung B:

e 6,846 Saccharose in
e 100ml 0,2M PB gelost.

Stammlosung A und B wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt.
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2.2.5.2 Dehydrierung

Zur Dehydrierung des Gewebes wurden eine aufsteigende Ethanolreihe (35%, 50%,
70%, 96%, 100%) und abschlieffend Propylenoxid verwendet.

2.2.5.3 Polymerisierung

Stammlosung A:

o 77ml Glycidether wurden mit
e 125m! DDSA gemischt.

Stammlosung B:

e 100m! Glycidether wurden mit
e 89ml MNA gemischt.

Die gebrauchsfertige Losung bestand aus 4 Teilen Losungen A, 6 Teilen Losung B

und 2 % Accelerator (= 2,4,4-Tris(dimethyl-aminomethyl)phenol).

2.2.5.4 Farbung

Zur Herstellung der Losung wurde:

e 1g Toluidinblau (1%) in

e 100m! Borax-Losung (1g Natriumtetraborat, 1% in 100m! 0,2)M PB) gelost.
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2.2.5.5 Kontrastierung

Zur Herstellung der Kontrastierungslosung wurden:

e 0,5g Uranylacetat in

e 50 ml Aqua dest. gelost.

Zur Herstellung der Bleicitrat-Arbeitslosung nach Reynolds wurden:

e 1,33¢ Blei-II-Nitrat und
e 1,76g Tri-Natriumcitrat Dihydrat zunédchst in
e 30ml Aqua dest. gelost, mit NaOH (1) Klar titriert und auf

e 50m! mit Aqua dest. aufgefiillt.

2.2.6 Eingesetzte Tiere

In den in vivo Versuchen wurden insgesamt 10 Maduse eingesetzt, namlich:

4 weibliche, 12 Wochen alte, ERae KO Méuse (Stamm B6.129P2-Esr1tm&sF /1)
3 weibliche, 12 Wochen alte, ER3 KO Miuse (Stamm B6,129 P2-Esr2!miUne /1)
3 weibliche, 12 Wochen alte Wildtyp-Méuse als Kontrollen

Diese stammten aus den (lizensierten) Charles River Laboratorien, Sulzfeld,
Deutschland und waren dort mit phytodstrogenfreiem Futter aufgezogen wor-

den.

Die fiir die in vitro Versuche genutzten Gewebeschnitte stammten von insgesamt 4

Wistar-Ratten, namlich:
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3 weiblichen, vier Tage alten Ratten; Versuch A
1 weibliche, fiinf Tage alte Ratte; Versuch B

Die Tiere waren registriert und stammten aus der zentralen Tierhaltung des Uni-
versitdtsklinikums Hamburg - Eppendorf. Alle Tiere wurden unter kontrollierten
Bedingungen (12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus, rel. Luftfeuchtigkeit 50-60 %, 20+1
°C) mit freiem Zugang zu Wasser und Futter (sniff® R/M-H Extrudat, Alleinfutter
fir die Ratten- und Mausehaltung; sniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)
gehalten. Die Haltung der Tiere und die Durchfithrung der Versuche erfolgte
unter Beachtung aller giangigen Rechtsvorschriften und war von der zustiandigen
Behorde fiir Umwelt und Gesundheit in Hamburg, Referat Tierschutz, genehmigt

worden.

2.2.7 Praparation der Hippocampi

Die in vivo und in vitro Versuche unterschieden sich hinsichtlich der gewé&hlten
Methoden zur Gewinnung und Verarbeitung der Hippocampi. Fiir die in vivo
Untersuchungen an ERa- und ER3-KO-Mdusen wurden, um die Verhéltnisse in den
Hippocampi lebender Tiere moglichst zeitnah zu erfassen, die Hippocampi durch
transabdominale und transkardiale Perfusion der tief narkotisierten Tiere mit Puffer
und Fixationslosung bereits in situ fixiert, bevor sie operativ entnommen wurden.
Fiir die in vitro Untersuchungen an Rattenhippocampi wurden aus 375 jzm grofien
hippocampalen Schnitten Slicekulturen angelegt und mit den interessierenden
Substanzen 11 Tage lang kultiviert. Die weitere Verarbeitung der in den in vivo und
in vitro Versuchen gewonnenen Préaparate folgte dem tiblichen Schema [ROBINSON
et al.| (2013)]:

1 Fixierung mit Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid zur Stabilisierung von
Proteinstrukturen bzw. Membranen.

2 Entwisserung

3 Einbettung in (Epoxidharz-basiertes) Kunstharz mittels einem Glycidether-

gemisch (frither Epon 820). Dies ermoglicht nicht nur die Anfertigung der
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Schnitte, sondern die Impréagnierung stabilisiert auch zelluldre Strukturen,
die sonst im Vakuum des Elektronenmikroskops kollabieren wiirden.

4 Schneiden des in Kunstharz eingeschlossenen Materials: Benotigt wird ein
Ultramikrotom mit Diamantmesser, mit dem Schnittdicken von 15-100 nm
erzielt werden konnen.

5 tiberfithrung der Schnitte auf einen Objekttrager (Schlitztrager) aus nicht
beschichteten Kupfernetzchen.

6 Kontrastierung durch “Farbung” der Prdparate mit Schwermetallionen
(Uranylacetat-, Bleicitratlosung). Dabei absorbieren unterschiedliche Gewebe-

strukturen die Metallsalzlosung unterschiedlich stark (”positive staining”)

2.2.8 Gewinnung der Hippocampi von KO-und Wildtypmausen

Nach einer 1-wochigen Akklimatisierungsphase wurden am Explantationstag die
insgesamt 12 Wochen alte KO- oder Wildtyp-Méuse durch eine intramuskuldre
Ketamin-Xylazin-Injektion in tiefe Narkose versetzt. Dann wurden sie auf einer
Unterlage auf dem Riicken liegend fixiert, um die Herzspitze freizulegen. Dazu
musste die Bauchdecke rasiert,eréffnet und Peritoneum und Diaphragma durch-
trennt werden. In die linke Herzkammer wurde eine Kandile eingebracht. Uber
diese Kantile, die an einem Perfusor angeschlossen war, wurde das Blut durch eine
Phosphatpufferlosung (PBS) Losung aus den Kreislauf des Tieres heraus gewaschen
und in einem weiteren Schritt durch eine spezielle Perfusionslosung (200m! 2,5%
Glytaraldehyd (GA) ausgetauscht. So war das Gehirn nach ca. 15 Min. vorfixiert.
Um die Hippocampi zu gewinnen, trennte man mit einer Schere den Kopf vom
Rumpf der Tiere und erdffnete durch einen median angesetzten sagittalen Schnitt
mit einer Schere am Nacken beginnen schichtweise erst die Kopfhaut, dann das
Schiadeldach. Nun konnte man den Schidel entlang der Sagittalnaht nach lateral
aufklappen, um das Gehirn vorsichtig mit einem Heidemannspatel heraus zu
hebeln. Auf einer weichen, mit PBS getrankten Unterlage wurde das Stammbhirn
und das Kleinhirn mit Hilfe eines Skalpell scharf abgetrennt und dann das relativ
weiche Gehirngewebe durch den Heidemanspatel in seine zwei Hemisphéren
aufgetrennt, um den rechten und linken Hippocampus zu entnehmen. Vor allem
um ein vollstdndiges Eindringen der Losungen in das Gewebe zu gewéhrleisten

wurden Letztere noch einmal in einen dorsalen (lat. dorsum = Riicken) und einen
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ventralen (lat. venter = Bauch), bzw. apikalen und temporalen (Abb.[1.9c)) Anteil
geteilt und bis zur weiteren Bearbeitung in 2,5 % GA (in 0,1 M PB, ph 7,4) in einem
Kiihlschrank (4 °C) aufbewahrt. Zur Nachfixierung wurden die Hippocampusge-
webe fiir 2 h in mit 1 %ig Osmiumtetroxid (in 0,1M PB) befiillte Rollschnappgldsern
gelegt. Den Préparaten wurde dann in einer aufsteigende Alkoholreihe das Wasser
entzogen. Dazu wurden sie nacheinander fiir jeweils 10 Minuten in 35 %, 50 %, 70
%, 95 %ge Ethanollosung und dann zweimal fiir 15 Minuten in 100%iges Ethanol
tiberfiihrt. Zur vollstandigen Entwésserung wurden sie anschlieffend noch fiir
zweimal 15 Minuten in Propylenoxid eingelegt. Um die Gewebe spiter fiir die
elektronenmikroskopische Untersuchungen schneiden zu konnen, erfolgte eine
Einbettung mit Glycidether (frither Epon 820) in Ahnlehnung an das Verfahren nach
Luft [LUFT|(1961)]. Dazu wurden die fiir 30 Minuten mit Propylenoxid behandelten
Gewebestticke zuerst fiir 2 h in ein 1:1, dann in ein 1 : 3 Gemisch aus Propylen-
oxid und Glycidether plus 2 % 2,4,6-Tri(dimethylaminomethyl)phenol (DMP30,
Epoxyaccelerator) gegeben und in Einbettungsformen aus Silikon tiberfiihrt und
tiber Nacht in einem Brutschrank bei 68 °C zur Aushédrtung gebracht. Fiir die
elektromikroskopische Untersuchung wurden die entstandenen Gewebeblocke

wie unter Abschnitt[2.2.10|beschrieben weiter bearbeitet.

2.2.9 Gewinnung der Rattenhippocampi und das Anlegen einer
hippocampalen Slicekultur mit anschlieBender in vitro
Fixierung

Fiir in vitro Untersuchungen wurden Slicekulturen nach der Methodik von Stoppini
[STOPPINI et al.| (1991)] angelegt. Dafiir wurden die Hippocampi von insgesamt
vier Wistar-Ratten verwendet. Es wurden in einem Versuch eine fiinf Tage alte
weibliche Ratte verwendet und in einem weiteren Versuch drei weibliche, vier Tage
alte Tiere (sie Tabelle 2.1). Auf einem speziellem Mikrotom wurden unter semiste-
rilen Bedingungen Schnittpraparate (Slices) aus den Rattenhippocamie mit einer
Schnittdicke von 375 um angefertigt. Ihre 11 tagige Kultivierung mit Inkubations -
und verschiedenen Versuchslosungen erfolgte auf speziellen Membranen in Flakon
6 - Well Kulturplatten. Gelagert wurden die Platten in einem Inkubator bei 37 °C
und einem Gasgemisch von 5 % CO2 und 95 % O2. Diese Methode ermoglicht

39



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Konzentration/Behandlung Funktion
Versuch A
Gruppe 1 | Inkubationsmedium Kontrolle
10~ M Cholesterol Substrat fiir Ostrogensynthese
10~"M ICI ERa plus 3 - Antagonist
10~ M Cholesterol+10~5M ICI | Substrat + ERa//3 - Antagonist
10~"M Letrozol Aromatase-Inhibitor
107" M Letrozol+10~7 M ICI Aromatase- + ER-Hemmung
Gruppe 2 | Inkubationsmedium Kontrolle
10~°M MPP ERa - Antagonist
10~¢M PHTPP ERJ3 - Antagonist
107°M MPP + 10~°M PHTPP ERa/f - Antagonist
10-7M Cgolesterol + 107°M Substrat + ERa/ 3 - Antagonist
MPP + 10~°M PHTPP
18:2% II;?—%“O IfI(’)l +107°M MPP + Aromatase- + ER-Hemmung
Versuch B
Inkubationsmedium Kontrolle
10~5M PHTPP ERJ - Antagonist
ing PHTPP + 10~"M Letro- ERp - Antagonist + Aromatase-Inhibitor

Tabelle 2.1 Behandlung der Slicekulturen. Die beiden Versuchsreihen A und B unterschie-
den sich nur hinsichtlich des Alters der eingesetzten Ratte(n):
Versuch A; 3 weibliche, vier Tage alte Wistar-Ratten
Versuch B; 1 weibliche, fiinf Tage alte Wistar-Ratte

es, gewebetypische Zellorganisationen in vitro iiber einen langeren Zeitraum zu
erhalten, um sie manipulieren und untersuchen zu kénnen. Die gewahlte Schnitt-
bzw. Slicedicke richtet sich nach Alter, Art und Verwendungszweck des Tieres
am Explantationstag. Durch physiologische Ausdiinnung in Kultur gehaltener
Slices, flachen die verschiedenen Zellschichten im Verlauf der Kultivierung ab (hier

anfangs 375 pm dicke Slices auf 200-300 ysm zum Zeitpunkt der Einbettung).

Am Tag Null des Versuches wurden die Ratten durch eine schnelle Riickenmarks-
durchtrennung mit Hilfe einer Schere getotet und dekapitiert. Kopthaut und Scha-
deldach wurden vom Nacken her beginnend mit einem medianen Sagittalschnitt

eroffnet und das Gehirn mit Hilfe eines Heidemannspatels herausgeholt. Dann
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wurde das Gehirn auf einer kleinen, mit PBS getrankten Unterlage abgelegt, mit
einem Skalpell vom Stamm- und Kleinhirn befreit und mit einem Heidenmanspatel
in seine zwei Gehirnhalften aufgetrennt, um die Hippocampi herauszulésen. Durch
die Verwendung eines Heidemannspatels anstelle eines schneidenden Skalpells
lassen sich bei der Isolierung des relativ weichen Hippocampusgewebes die zusam-
mengehdrenden Gehirnstrukturen leichter unversehrt auseinander driicken. Die
so gewonnenen Hippocampi wurden auf dem Gewebeschneider (Tissue Chopper)
des Institutes entlang der longitudinalen Achse in 375 jzm diinne Slices geschnitten.
Diese wurden in mit Praparationsmedium gefiillten Petrischalen gesammelt und
mit Hilfe einer Lupe auf Unversehrtheit, besonders der Ammonshornregion hin
untersucht. Anschliessend wurden sie sofort unter einer Bench randomisiert auf
Biomembranen aufgebracht und in die Napfe (Wells) von 6-Well-Kulturplatten
verteilt, in denen sich jeweils 1 ml des Inkubationsmediums befand. Der pH Wert
war in Abhdngigkeit des Explantationsalters der Slices auf pH 7,25 eingestellt.
Pro Rattenhippocampi erhielt man ca. 20 Slices. Pro Membran und Well konnten
3-5 Slices aufgenommen werden. Die speziellen Membranen waren steril und
pords. Sie hatten den Zweck, ein Ubereinanderlagern der Slices zu verhindern
und eine ausreichende Versorgung der Slices mit Medium und Sauerstoff zu
gewdhrleisten, indem sie diese an der Oberfldche fixierten. Wahrend der 11 tigigen
Inkubation wurde an jedem zweitem Tag (Tag 1, 3, 5,7, 9 und 11 des Versuches)
das Inkubationsmedium erneuert. Wahrend der ersten fiinf Versuchstagen (Tag
0 - 5) hatten die Slices Zeit, sich fest an die Membran anzuheften. An den Tagen
5,7,9 und 11 wurden die Wells zusétzlich mit jeweils 1m/! einer der in Tabelle
beschriebenen Versuchslosung beimpft. Die nur mit Inkubationsmedium gefiillten
Wells diente als Kontrolle. Fiir Versuch A wurden 4 Kulturplatten mit je sechs Wells
angelegt. Fiir den Versuch B wurde eine Kulturplatte mit je sechs Wells angelegt.
Jeweils zwei Wells wurden identisch behandelt. Bei den gewdhlten Behandlungsbe-
dingungen und Konzentrationen handelte es sich um in der Literatur beschriebene
und sich in vorherigen Versuchen des Institutes als am geeignetsten erwiesene
Angaben ([RUNE et al.|(2006)]). An Tag 12 wurden die Gewebe unter einer Bench
zweimal bei 37 °C, einmal bei 4 °C mit 0,1 M Phosphatgepufferten Salzlosung
(PBS, pH 7,4) und einmal bei 4 °C in Phosphatpuffer (PB; pH 7,4) gewaschen.
Anschliessend erfolgte eine drei stiindige Fixierung mit 2,5% GA in 0,1 M PB bei
4 °C. Zuletzt erfolgte fiir mindestens dreiffig Minuten eine nachfixiert in einer
1 %igen Osmiumtetroxid-Losung in 0,1M PB plus Saccharose bei 4 °C wurden.
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Durch Dehydrierung in einer aufsteigende Alkoholreihe wurde den Praparaten
das Wasser entzogen. Dazu wurden die Wells nacheinander fiir jeweils 10 Minuten
mit 35%, 50% und 70%iges Ethanol gefiillt. Dann wurden die Slices mechanisch
von den Membranen gelost und in Rollschnappglédser tiberfiihrt, um einmal 10
Minuten mit 95%iges und fiir einmal 15 Minuten in 100 %igem Ethanol getrankt
zu werden. Zur vollstindigen Entwasserung wurden sie anschliefSfend noch einmal
fiir mindestens 15 Minuten in Propylenoxid eingelegt. Um die Slices am Mikrotom
Schneiden zu konnen, erfolgte eine Einbettung mit Glycidether (frither Epon 820)
in Gelantinekapseln in Ahnlehnung an das von Luft [LUFT| (1961)] verbesserte
Verfahren. Dazu wurden die fiir 30 Minuten mit Propylenoxid behandelten Gewe-
bestticke, fiir 3 Stunden in ein 1 : 3 Gemisch aus Propylenoxid und Glycidether plus
2 % 2,4,6-Tri(dimethylaminomethyl)phenol (DMP30, Epoxyaccelerator) gegeben,
anschliessend durch einen diinnen Film Glycidether auf einer Silikonplatte fixiert,
durch eine mit Blei beschwerter Alufolie abgedeckt und iiber Nacht in einem
Brutschrank bei ca. 68 °C ausgehirtet. Die so entstandenen gehérteten Slicesblo-
cke wurden zur Anfertigung von Schnitten fiir die Elektronenmikroskopie mit
Glycidether gefiillte Gelatinekapselhdlfte tiberstiilpt und erneut tiber Nacht zum
Aushiérten gebracht. Fiir die elektromikroskopische Untersuchung wurden die
Blocke wie unter Abschnitt[2.2.10/beschrieben weiter bearbeitet.

2.2.10 Elektromikroskopische Untersuchung der
Hippocampusgewebe und Anfertigung von Bildern zur
Analyse der synaptischen Plastizitat

Fiir die elektromikroskopische Untersuchung mussten 0,1um feine Ultradiinn-
schnittpaare von der CAl-Region (mit Stratum pyramidale und Stratum radiale)
der Hippocampi angefertigt werden. Dafiir mufiten die aus den in vivo und in
vitro Versuchen stammenden und in Kunstharz eingebetteten Praparate weiter

bearbeitet werden.

Zuerst mufste unter stereomikroskopischer Kontrolle, mittels einer scharfen Klinge
das Gewebe grob wieder aus dem oberen Teil des Kunstharzblockes befreit werden.
So konnte der untere Teil eingespannt werden und von Gewebe Schnitte gewonnen
werden. Um sich an die gesuchte Regionen (oberen und mittleren Drittel der CAl
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Region) heran zu tasten, wurden zur Ubersicht an einem Mikrotom ein 1ym dicker
Semidiinnschnitte angefertigt werden, der in einer Toluidinblauldsung frei schwim-
mend bei 80 °C' gefirbt, auf einen Objekttrager gezogen, mit DePex eingedeckt
und unter dem Lichtmikroskop betrachtet wurde. Die Semidiinnschnitte dienten
zuerst der Orientierung beim Herauspraparieren der gewiinschten Geweberegion.
Hatte man die geeignete Stelle gefunden und aus dem Kunstharzbloéck getrimmt,
wurden 0,1pm feine Ultradiinnschnitte fiir die elektromikroskopische Betrachtung
angefertigt und ein weiterer Semidiinnschnitt als Orientierungshilfe beim spéter
Mikroskopieren der Ultradiinnschnitte am Elektronenmikroskop angefertigt. Am
Ultramikrotom (Reichert - Jung OmU3) wurden Serien von 0,1m feinen Ultra-
diinnschnitten angefertigt. Jeweils zwei aufeinander folgende Ultradiinnschnitte
bildeten ein Paar und wurden mit Hilfe einer Platindrahtdse nebeneinander und in
gleicher Ausrichtung auf einen Schlitztrager {iberfiihrt. Bei diesen Schlitztragern
handelte es sich um runde (§ 3mm), Kupfernetzchen (Grid) mit einem Gitterab-
stand von 200 mesh.

Die Kontrastierung der Ultradiinnschnitte fiir die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen erfolgte mit Bleicitrat und anschliessend mit Uranylacetat (nach der
Methode von Reynolds 1993[|REYNOLDS (1963)].

Daraufhin wurden mit einem Elekronenmikroskop (Philipps CM 100, PW 6021;
VergroBerung 6,6 x10%) von allen Schnittpaaren Aufnahmen von verschiedenen Re-
gionen gemacht, wobei auf beiden Schnitten eines Paares moglichst exakt dieselben
Stellen fotografiert wurde. Dabei wurden, um das Risiko von Fehlern beim spateren
Auszdhlen der Synapsen zu minimieren, Regionen ausgespart, die viele storende
Elemente wie Blutgefafie und grofie Dendriten enthielten. Als Orientierungshilfe
wurde parallel der zugehorige Semidiinnschnitt im Lichtmikroskop betrachtet.
Da die so erhaltenen Negative der elektronenmikroskopischen Aufnahmen bei
der Anfertigung von Positiven auf DIN A4 messendem Fotopapier noch um den
Faktor 3 vergrofert wurden, betrug die Gesamtvergroerung 19,8x10°, d.h. 1em
auf den Positiven entsprach 0,5m im Diinnschnitt.

2.2.11 Synapsenzahlung und Auswertung

Die Auszdhlung der Synapsen erfolgte unter Beachtung folgender Prinzipien:

43



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

X g_:;a .’
1 Pos_-& !

Abbildung 2.1 Synapsenaufbau. Die Spinesynapsen wurden u.a. anhand von synaptischen
Vesikeln in den Axonausldufern (prasynaptische Membran) und der postsynaptischen
elektronendichte der denditischen Spinemembranen und einem synaptischen Spalt

(Pfeil) eindeutig identifiziert.

1 Die Gewinnung der Hippocampi und die Praparation der Ultradiinnschnitte
erfolgte durch das Technische Personal des Institutes die mit der Studie nichts
zu tun hatten. Anfertigung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen
(EM Positive), die Zahlung der Synapsen und Auswertung der Ergebnisse
erfolgte verblindet, d.h. der Untersucher wusste nicht, aus welcher Gruppe
die Préparate stammten.

2 Es wurden nur exzitatorische, asymmetrische Spine-, keine Schaftsynapsen
gezahlt.

3 Als Spinesynapsen wurden nur Strukturen identifiziert, die einen gut einseh-
baren synaptischen Spalt, prasynaptische Vesikel im Axonende bzw. Dendri-
ten, sowie die postsynaptische elektronische Verdichtung erkennen lieflen
(siehe Abb. [NIMCHINSKY et al.| (2002); |GUILLERY| (2000); WESTRUM und
BLACKSTAD|(1962)].

4 Es wurden nur die Bereiche maximaler Synapsendichte ausgezahlt, um
das Risiko tiberméfSiger prozentualer Abweichungen von der tatsdchlichen

Synapsendichte zu minimieren.

Die Dichte der Spinsynapsen im untersuchten Gewebe wurde ohne weitere Volu-
menkorrektur gemafs dem Institutsprotokoll (kurz beschrieben in [PRANGE-KIEL
et al. (2008);|ZHOU et al|(2014)]) ermittelt, wobei aber ein systematischer Zahlfehler
("bias”) auf Grund von Schwankungen der Synapsengrofse durch Verwendung der
"disector”-Technik [STERIO| (1984)] korrigiert wurde [LERANTH et al.| (2004, 2000)].

Dazu wurden zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen (EM Bildpaare also EM
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Abbildung 2.2 Auswertung von EM Bildern.
Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen von dem Stratum radiatum der CA1l-
Region zweier aufeinander folgender Bildpaare. Es wurden nur die Synapsen gezahlt,
die vollstandig auf einem Bild, nicht aber mehr in dem anderen Bild eines Paares zu

sehen waren (roter Kreis).

Positive) zweier aufeinander folgender, (mdglichst) identisch positionierter Ultra-
diinnschnitteaufnahmen (EM Negative) ausgewertet, wobei ausschlieflich jene
Spinesynapsen gezdhlt wurden, die nur auf dem einen Bild (“reference section”)
oder auf dem anderen Bild (”"look-up section”) gesehen wurden, nicht aber auf
beiden (siehe Abb.[2.2).

Praktisch ging man dabei so vor, dass zunédchst von den (kodierten) Negativen
der elektronenmikroskopischen Aufnahmen Positive im Format DIN A4 ange-
fertigt wurden. Dann wurden alle Spinesynapsen, die auf der“look-up section”
des interessierenden Schnittpaares eindeutig identifiziert werden konnten, auf
einer dariiber gelegten transparenten Folie farbig markiert, ebenso einige charakte-
ristische Bildmerkmale wie myelinierte Fasern, grofse Dendrite oder Blutgefafde.
Anschlieflend wurde die Folie auf das Positiv der “reference section” gelegt,
und mit Hilfe der erwdhnten charakteristischen Bildmerkmale so ausgerichtet,
dass identische Bildausschnitte von look-up- und reference-section moglichst
deckungsgleich tibereinander lagen. Dazu musste die Folie zwischendurch immer
wieder leicht verschoben werden. So konnten nun die Synapsen andersfarbig
auf der Folie markiert werden die vorher schon auf der “look-up section” zu
sehen waren. Mit einer dritten Farbe makierte man zuletzt noch Synapsen, die
nur auf der “reference-" nicht aber auf der “look-up section” vorhanden waren.
Schlieilich wurden die Markierungen gezahlt, die nur auf einer Ebene gesehen
wurden. Dazu wurde ein Zahlquadrat der Grofie 16,4x16,4 cm so auf die Folie
aufgelegt, dass ein Bereich maximaler Synapsendichte erfasst wurde. Bei einer
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Gesamtvergrofierung von 2x10* entsprach dies einem Zéhlvolumen im Hippocam-
pusgewebe von 8umx8umx0,1um =6,4um?®. Die weitere Auswertung basierte auf
der Annahme, dass die Verteilung der Synapsen ausreichend homogen und die
insgesamt ausgezahlte Flache so grof3 sei, dass, bezogen auf die gleiche Zahlfl4che,
in allen Schnittebenen die Anzahl der “intrasektionalen” Synapsen, die also nur
die betrachtete Referenzschnittebene, aber weder die vorhergehende noch die
folgende (“look up”) Schnittebene durchstofien, gleich ist und die Anzahl der
“intersektionalen” Synapsen, die zwei Schnittebenen (d.h. die Referenzschnittebene
und die vorhergehende bzw. nachfolgende (“look up”) Schnittebene) gleichzeitig
durchstofien, ebenfalls gleich, aber nicht notwendigerweise identisch mit der
Dichte intrasektionaler Synapsen ist. Weiterhin muss bedacht werden, dass fiir die
Berechnung der Synapsendichte in einer Schnittebene (hier: Referenzschnittebene)
die intersektionalen Synapsen mit dem Zahlfaktor 0,5 zu versehen sind, da sie
gleichzeitig zwei Schnittebenen angehoren. Nur die intrasektionalen Synapsen
werden voll gewertet. Allerdings kann im Bild eines Schnittes nicht zwischen
intra- und intersektionalen Spinesynapsen unterschieden werden. Daher wurde
zusétzlich zur Referenzschnittebene (A) auch die “look up”-Schnittebene (B) mit in
die Auswertung einbezogen (siehe Abb.[2.3).

Vorausgesetzt, dass in einer Reihe konsekutiver Schnitte die Synapsendichte zwi-
schen allen Schnittpaaren gleich ist, kann die Formel (I) fiir die (flichenbezogene)
Synapsendichte D(R), in der die Anzahl intersektionaler Synapsen zwischen
Referenz- und vorheriger (,,preceding”) Schnittebene (P) nicht bekannt ist, durch

die Formel II) ersetzt werden, in der alle Parameter gezdhlt werden kénnen:
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> ook up section” (L)

Jeference-section (R)

preceding section” (P}

m @ @ (1 @ 3

Abbildung 2.3 Bestimmung der Synapsendichte (stark vereinfchtes Beispiel). Im darge-
stellten Zahlbereich des Referenzschnittes (“reference section”) (R) werden insgesamt 6
Synapsen gezahlt, zwei intrasektionale Synapsen 1 und 1, sowie vier intersektionale
Synapsen 2,2, 3 und 3'. Da die intersektionalen Synapsen, da sie jeweils zwei Schnit-
tebenen angehoren, nur halb zuzédhlen sind, betrdgt die tatsdchliche Synapsenzahl im
Ziahlbereich von (R) nur N=2+4/2=4. Den selben Wert erhdlt man auch, wenn man von
den insgesamt gezihlten sechs Synapsen die Anzahl der Synapsen (2 und 2') abzieht,
die man sowohl in der Referenz- als auch in der look-up-Schnittfliche wiederfindet:

N=6—2=4.

Dy (R) = ns(R) + 0, 5zns(R —AL) + 0,5xns(R — P)] 2.1)

(ns(R — P) ist nicht bekannt)

[NS(R) - n8(R - L)]

D¢(R) = )

(2.2)

D¢(R) = flachenbezogene Synapsendichte in der Referenzschnittebene
A = fausgezdhlte Flache
im Referenzschnitt innerhalb der Zahlflache gezdhlte Synapsen-

N (R) =
zahl
(R—1) = Anzahl intersektionaler Synapsen zwischen Referenz- und look-
e " up-Schnittebene (L)
no(R—P) = Anzahl intersektionaler Synapsen zwischen Referenz- und vorhe-

riger Schnittebene (P)

Um Fehler auf Grund einer ungleichen Verteilung von Synapsendichte und -grofie
zu kompensieren, wurde die gesamte Prozedur unter Vertauschung von Referenz-
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und , look-up”-Schnittebene wiederholt. Aus den Zahlwerten beider Durchgénge
wurde der Mittelwert gebildet, der dann in die weitere Auswertung einfloss.

2.2.11.1 Auswertung

Die Anzahl der bei den in vitro Versuchen ausgezdhlten und ausgewerteten elektro-
nenmikroskopischen Bildpaare ergab sich wie folgt:

In vitro Rattenversuch

Von jeweils drei Slices eines Wells wurden Serien von Ultradiinnschnitten ange-
fertigt, von denen jeweils ein Paar aufeinanderfolgender Ultradiinnschnitte als
,reference section” und ,look up-section” fiir die Auszdhlung verwertet wurde.
Von diesen Paaren wurden unter dem Elektronenmikroskop Aufnahmen von 4 ver-
schiedenen, auf beiden Schnitten (moglichst) identischen Regionen angefertigt. So
entstanden 4 auszuwertende Bildpaare pro Slice, also 12 pro Versuchsbehanblung.
Diese wurden dann nach dem Disector-Verfahren ausgezahlt.

in vivo Mauseversuch

Von insgesamt 10 M&dusen (vier ERa-KO-, drei ERbeta-KO-, und drei Wildtyp-
Maiuse) wurden die Hippocampi isoliert und pro eingebettetes Hippocampusge-
webes wurde eine Serie von Ultradiinnschnitten angefertigt, von denen jeweils ein
Paar aufeinanderfolgender Ultradiinnschnitte als , reference section” und , look
up-section” fiir die Auszdhlung verwertet wurde. Von diesen Paaren wurden
unter dem Elektronenmikroskop Aufnahmen von 10 verschiedenen, auf beiden
Schnitten (moglichst) identischen Regionen angefertigt. Diese 10 Bildpaare pro
Ultradiinnschnittpaar wurden dann nach dem Disector-Verfahren ausgezéahlt.
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Statistik

Aus diesen Ergebnissen wurden zunéchst statistische Kenndaten (Mittelwert,
Standardabweichung des Mittelwertes (SEM), Median, 25/75 % Quartile und
Skewness ermittelt. Obwohl die Werte fiir die standardisierte Skewness (in den
meisten Féllen) keine Hinweise auf starke Abweichungen von der Normalitat
lieferte (d.h., die Werte lagen nicht auSerhalb des Bereichs von —2 bis +2), erfolgte
dann wegen der geringen Versuchsgruppenstiarke die Priifung auf Signifikanz
nicht nur mittels t-Test und ANOVA, sondern zusitzlich auch mit Hilfe eines
parameterfreier Tests (Mann-Whitney U-Test). Der Mann-Whitney U-Test wird fiir
den Vergleich zweier Gruppen herangezogen. Der Kruskal-Wallis-Test diehnt dem
Vergleich mehrerer Gruppen. Ein p< 0,05 galt als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der in vivo Versuche an knockout
Mausen

In den Untersuchungen an knockout (KO) Médusen wurden die Effekte des lebens-
langen Fehlens des Ostrogenrezeptors alpha (ERa) oder des Ostrogenrezeptors beta
(ERp) auf die hippocampale Synapsenbildung untersucht. Als Kontrolle dienten
Wildtypmause, die beide Ostrogenrezeptoren besitzen.

In einem Vorversuch wurde geschaut, ob es hinsichtlich der rechten und linken
Hippocampi Unterschiede in der Synapsenanzahl gibt. Die Tabelle [3.1| zeigt die
Ergebnisse des Zweistichprobenvergleichs der Gruppen “Links” und “Rechts”
(Synapsenbildung in der linken oder rechten Hippocampushailfte aller untersuchten
ERa-KO-, ER3-KO- und Wildtypmaéuse) mittels abhéngigem t-Test und (wegen der
geringen n-Zahl) Mann-Whitney-Rangtest. Die geringen Unterschiede zwischen
den Mittelwerten und Medianen beider Gruppen und einem p-Wert von 0,71 (t-Test)
bzw. 0,97 (Mann-Whitney-Test) zeigen, dass kein Unterschied zwischen dem linken
und dem rechten Hippocampus hinsichtlich der Synapsendichte besteht.

Daher erfolgte die weitere Auswertung der in vivo Mdusedaten mittels einfaktoriel-
ler ANOVA mit dem Faktor “Gruppe” sowie - wegen der geringen Probenzahl und
der unterschiedlichen Standardabweichungen beider Gruppen - einem Kruskal-
Wallis-Test. Dabei wurden die Synapsenzahlen der Slices aus den linken und
rechten Hippocampus vereinigt.

Die Tabelle 3.2 zeigt die Summenstatistik und die Ergebnisse von ANOVA und
Kruskal-Wallis-Test hinsichtlich des Vergleichs von ERa-KO-, ER3-KO- und Wild-
typmédusen. Die ANOVA belegt dabei einen hoch signifikanten Einfluss des Faktors
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Gruppe Links Rechts
n 10,00 10,00
Mittelwert 12,77 12,18
Median 11,35 12,15
Standardabweichung 4,09 2,76
25% Pctl. 9,80 10,50
75% Pctl 16,60 12,50
Stnd. skewness 1,08 1,43
Pe.Test) 0,710
P (Mann-Whitney) 0,970

Tabelle 3.1 Vergleich der Synapsendichten (n/6,4um?) in der CA1-Region von rechtem und
linkem Hippocampus aller untersuchten Kontroll-, ERa-KO- und ER3-KO-Méuse. Da
auf Grund der Datenlage Normalverteilung nicht abgelehnt werden kann, die Standard-
abweichungen einzelner Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich unterscheiden konnen
(>Faktor 3), erfolgte die statistische Versuchsauswertung sowohl nach parametrischen
als auch nach nicht-parametrischen Verfahren. Daher sind in der Tabelle neben der
Summenstatistik die Ergebnisse des ungepaarten t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests

angegeben. Dabei bedeutet ein p<0,05 ,Signifikanz”.

“Gruppe” auf die Synapsendichte (globaler p-Wert = 0,001), der durch einen Kruskal-
Wallis-Test bestatigt wurde (p = 0,0181). Die Ergebnisse der Summenstatistik

und der multiplen Vergleiche der drei Faktorstufen von “Gruppe” (ERa, ERf

und Kontrolle) ist in Abb. als Balkendiagramm dargestellt. Darin bedeuten

gleiche Buchstaben iiber den Balken “keine Ablehnung” der Nullhypothese (“keine

Signifikanz”). Diese Balkengrafik zeigt keinen Effekt (des Fehlens) vom ERa auf

die Synapsendichte in vivo wiahrend das Fehlen des ERf3 die Synapsendichte in den

Maéusehippocampi sogar signifikant erhohte.
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a) Synapsendichte (n/6,4um?)
) Standard Standard multiple
Gruppe n Mittelwert Abweihung Skewness Panow) Vergleich(LSD)
Kontrollen 3 19,6 0,44 1,15 a
.. 0,001
ERa-KO-Miuse 4 22,63 1,67 -0,84 a
ERB-KO-Méduse 3 334 4,04 -1,06 b
b) Synapsendichte (n/6,4um?3)
Gruppe n Median 25% Pct. 75% Pct. P (ruskal-wallis)
Kontrollen 3 194 19,30 20,10
ERa-KO-Méuse 4 22,95 21,45 23,80 0,018
ERB-KO-Miuse 3 35,00 28,80 36,40

Tabelle 3.2 Vergleich der Synapsendichten in der CAl-Region der Hippocampi von
Wildtyp- (Kontroll-), ERa-KO- und ERB-KO-M4dusen. Die Synapsendichte wurde
anhand von EM-Bildern (Zahlvolumen 6,4um?) ausgezédhlt (siehe Materialien und
Methoden). Da auf Grund der Datenlage Normalverteilung nicht abgelehnt werden
kann, die Standardabweichungen einzelner Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich
unterscheiden konnen (>Faktor 3), erfolgte die statistische Versuchsauswertung sowohl
nach parametrischen als auch nach nicht-parametrischen Verfahren. Daher sind in der
Tabelle neben der Summenstatistik die Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA und des
Kruskal-Wallis-Test angegeben. Ein p-Werte <0,05 bedeutet hier ,globale Signifikanz”,
zwischen Versuchsgruppen, die in der Spalte ,multiple Vergleiche” einen oder mehrere

Buchstaben gemeinsam haben, bestehen keine signifikanten Unterschiede.

3.2 Auswertung der in vitro Versuche mit
Slicekulturen von Rattenhippocampi

In den Slicekulturexperimenten (Tabelle Versuch A) wurde die Bedeutung
des Substratangebotes (Ostrogenangebot) und der Ostrogenrezeptoraktivitat un-
tersucht. Dabei wurde das Ostrogenangebot durch Substratzugabe (Cholesterol)
erhoht bzw. ernierdrigt durch Hemmung der Synthese mittels des Aromatasehem-
mers Letrozol. Der Effekt der Ostrogenrezeptoren wurde durch Blockierung mittels
des ER-Antagonisten ICI (182,780) erfasst.

Die Auswertung der Versuchsergebnisse mittels ANOVA (Tabelle ) zeigt einen
signifikanten globalen Einfluss der Behandlung auf die Synapsendichte (p = 0,0146),
das heif3t, die Synaptogenese 146t sich durch Veranderungen von Ostrogensynthese
und/oder Ostrogenrezeptoraktivitit beeinflussen. Allerdings wird die Bedeutung
dieser Aussage durch die geringe Fallzahl des Versuches eingeschrankt. Aufierdem

52



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

25

[s]
o
1

ME 4|;
=L

qﬂ

©

= 151

[}

1] a

o

g a T

>

W 10 -

=

@©

N

e

<

5 o
0 T T T
Kontrolle Eralpha Erbeta
Gruppe

Abbildung 3.1 Die Abbildung zeigt die Synapsendichte in der CA1 Region der Hip-
pocampi weiblicher, 12 Wochen alter Knockout (KO-)Méduse. Angegeben sind hier
die Mittelwerte von jeweils 3 Kontroll und ER3-KO- bzw. 4 ERa-KO-M4dusen. Die

Synapsendichte wurde anhand von EM-Bildern (Zahlvolumen 6,4;:m?3) ausgezéhlt .

lassen sich die Werte der Skewness zwar mit einer Normalverteilung der Daten
vereinbaren, doch ist das Verhétnis von kleinster und grofiter Standardabweichung
(>3) fiir eine ANOVA (die anndhernde Varianzgleichheit voraussetzt) zu grofs, so
dass die globale Signifikanz zus&tzlich mit einem Kurskal-Wallis bestatigt wurde
(p = 0,0322; Tabelle 3.3b).

Die Auswertungsergebnisse sind, zusammen mit den Ergebnissen der multiplen
Vergleiche in Abb. 3.2 als Balkengrafik wiedergegeben. Darin bedeuten gleiche
Buchstaben tiber den Balken “keine Ablehnung” der Nullhypothese (“keine Signi-
fikanz”).

Erwartungsgemaf fiihrte die Erhohung des Substratangebotes durch Cholesterol-
zugabe zu einer relevanten (+39%), wenn auch nicht signifikanten Erh6hung der
Synapsendichte.

Der positive Effekt von Cholesterol auf die Synapsenbildung wird durch die
gleichzeitige Hemmung der Ostrogenrezeptoren durch ICI nur unvollstindig
aufgehoben, so dass die gleichzeitige Inkubation mit Cholesterol und ICI immer
noch eine um 23% hohere Synapsenbildung im Vergleich zur Kontrolle bewirkt
(nicht signifikant).

Dagegen reduziert die Hemmung der Ostradiolsynthese mit dem Aromatase-
hemmer Letrozol die Synapsendichte um -32% (nicht signifikant), wahrend die
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Hemmung der Ostrogenrezeptoren mit ICI die Synapsendichte nur um -16%
reduziert (nicht signifikant).

Sowohl Letrozol als auch Letrozol plus ICI bewirken im Vergleich zur Kontrolle
einen deutlichen ( -29%) wenn auch nicht signifikanten Abfall der Synapsendichte.
Dies zeigt, dass auch in der Kontrollgruppe wihrend der Inkubation eine Ostrogen-
synthese aus Cholesterol und die dazu gehorende Synapsenbildung stattgefunden
haben muss. Diese hingt stiarker vom Substratangebot bzw. der Ostrogensynthese
ab als von der Rezeptoraktivitdt, wie der fehlende Effekt des zuséitzlichen ICI
(Letrozol + ICI) zeigt.

Auch die Beobachtung, dass die Zugabe von ICI einen geringeren Abfall der
Synapsendichte bewirkt als Letrozol (-16% versus -29%) belegt - unter der Vor-
raussetzung, dass ICI und Letrozol in einer Konzentration gegeben wurde, die
maximale Hemmung bewirkt (Sattigungskonzentration) - den geringeren Effekt
der Rezeptorblockierung.

In einer weiteren Reihe von Experimenten ( Tabelle Versuch A) wurden
unterschiedliche Inhibitoren fiir die Ostrogenrezeptoren a (MPP) und 8 (PHTPP)
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4/ dargestellt.

Die Auswertung der Versuchsergebnisse mittels ANOVA ( Tabelle [3.4p) zeigt wie-
der einen signifikanten globalen Einfluss der Behandlung auf die Synapsendichte
(p = 0,001), das heifit, die Synaptogenese 143t sich iiber die Ostrogenrezeptora
und/oder $-Aktivitdt und oder iiber das Substratangebot beeinflussen. Wieder-
um ist die Bedeutung dieser Aussage durch die geringe Fallzahl des Versuches
eingeschrankt. Aufierdem lassen sich die zwischen -2 und +2 liegenden Werte der
Skewness zwar mit einer Normalverteilung der Daten vereinbaren, doch war das
Verhiltnis von kleinster zu grofiter Standardabweichung wiederum >3, so dass
die globale Signifikanz zusatzlich mit einem Kurskal-Wallis-Test bestatigt wurde
(p = 0,049; Tabelle 3.4p). Die Auswertungsergebnisse sind zusammen mit den
Ergebnissen der multiplen Vergleiche in Abb.3.3|als Balkengrafik wiedergegeben.
Darin bedeuten gleiche Buchstaben tiber den Balken “keine Ablehnung” der
Nullhypothese (“keine Signifikanz”).

Der Mittelwert der Synapsendichte in den Kontrollgruppen der Slicekulturen aus
Versuch A, war mit den Kontrollslicekulturen aus Gruppe 2 (8,33 Synapsen/6,4um?)
etwas hoher als in den Kontrollen aus Gruppe 1 (7,33 Synapsen/6,4um?), doch war
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der Unterschied nicht signifikant und lag in der Grofsenordnung der Standardab-
weichung. Durch Hemmung des Ostrogenrezeptors o (MPP) bzw. 3 (PHTPP) wur-
de die Synapsendichte um 27% bzw. 37% reduziert. Bei gleichzeitiger Inkubation
mit MPP und PHTPP betrug die Reduktion sogar 54%. Postuliert man, dass 1. sich
die Blockierung des Ostrogenrezeptors o durch MPP und des Ostrogenrezeptor 3
durch PHTPP additiv verhalten und 2. die Beeinflussung der Synaptogenese durch
MPP einer durch das PHTPP um 37% verringerten Synaptogenese “aufsitzt”, so
muss man zur Berechnung der Hemmung durch MPP + PHTPP zunéchst die
Hemmung durch MPP allein um 9% (=100% x 27% x 37%) auf 18% verringern.
Durch Addition der Hemmung durch PHTPP ergibt sich eine Gesamthemmung
von -(18% + 37%) = -55%, ein Wert, der dem experimentell bestimmten Wert (-54%)
ziemlich nahe kommt. Bei Erhshung der Ostrogenkonzentration durch Zugabe
von Cholesterol plus MPP+PHTPP lies sich, obwohl beide Ostrogenrezeptoren
gehemmt waren, die Synapsendichte im Vergleich zu den nur mit MPP+PHTPP
behandelten Slices um 74% erhdhen. Dieser Wert ist 22% niedriger als die Synap-
sendichte in den Kontrollslices.

Uberaschenderweise fiihrte die Hemmung der endogenen Cholesterolsynthese
durch Letrozol ohne zusitzliche Inkubation mit Cholesterol in mit MPP+PHTPP
behandelten Slices zu keiner Reduktion der Synapsendichte im Vergleich zur
Cholesterol+MPP+PHTPP-Gruppe, aber zu einer Erhthung gegeniiber der mit
MPP+PHTPP behandelten Gruppe. Dieses Ergebnis ist umso verwunderlicher, als
dass im vorigen Versuch die Inkubation ICI behandelter Slices mit Letrozol (ver-
gleichbar mit den MPP+PHTPP-und den Letrozol+PMM+PHTPP- behandelten
Slices) zu einer signifikanten Reduktion der Synapsendichte gefiihrt hatte.

Die Mittelwerte der Synapsendichte in den Slicekulturen der Kontrollgruppen war
in Versuch 2 mit 8,4 Synapsen/6,3um? etwas hoher als bei den Kontrollen aus Ver-
such 1 (7,33 Synapsen/ 6,33 um?®), doch war der Unterschied nicht signifikant und
lag in der Grofsenordnung der Standardabweichung. Daher wurden zur Erh6hung
der n-Zahl der Kontrollgruppe die beiden Versuche gemeinsam mittels ANOVA
und Kruskal-Wallis-Test statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse deckten sich
insgesamt mit denen aus den Tabelle und Tabelle Die Synapsenanzahl
wurde in jeweils 4 EM-Bildpaaren von der Ober- und Unterseite ultradiinner
Schnitte (Z&hlvolumen 6,4um?) nach der Methode von Leranth et al. (2000) gezéhlt.
Angegeben sind die Mittelwerte von jeweils 12 Bildpaaren, bei den Kontrollen
24 Bildpaare). Behandlungen mit ausschliefdlich unterschiedlichen Indizes a,b,c
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unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05; ANOVA mit nachgeschalteten
multiplen (LSD-)Vergleichen). Im Slicekulturexperimenten (Tabelle Versuch Y)
wurde die Bedeutung von PHTPP und PHTPP+Letrozol untersucht.

a) Synapsendichte (n/6,4um?)
Grappe | m | Mt | ot S P | egreenion)
Kontrollen 3 7,33 1,01 1,24 a,b,c
+Cholesterol 3 10,17 2,88 -0,09 C
+Cholesterol+ICI 3 8,92 1,38 1,18 0,015 b,c
+ICI 3 6,17 0,76 0,66 a,b
+Letrozol 3 5,08 0,58 1,22 a
+ICI+Letrozol 3 5,25 2,14 -0,37 a
b) Synapsendichte (n/6,4um?)
Gruppe n Median 25% Pct. 75% Pct. P (kruskal-wallis)
Kontrollen 3 6,75 6,75 8,50
+Cholesterol 3 10,25 7,25 13,00
+Cholesterol+ICI 3 8,25 8,00 10,50
+ICIL 3 6,00 5,50 7,00 0,034
+Letrozol 3 4,75 4,75 5,75
+ICI+Letrozol 3 5,50 3,00 7,25

Tabelle 3.3 Einfluss von Substrat (Cholesterol) und Inhibitoren der Ostrogensynthese
(Letrozol) bzw. beider Ostrogenrezeptoren (ICI) auf die 6strogeninduzierte hippo-
campale Synaptogenese. Gemessen wurde die Synapsendichte in Slicekulturen von
Hippocampi (CA1-Region) aus neonatalen weiblichen Ratten (hinsichtlich der ein-
gesetzten Substanzen und weiterer Einzelheiten der Behandlung siehe Material und
Methoden). Da auf Grund der Datenlage Normalverteilung nicht abgelehnt werden
kann, die Standardabweichungen einzelner Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich
unterscheiden konnen (>Faktor 3), erfolgte die statistische Versuchsauswertung sowohl
nach parametrischen als auch nach nicht-parametrischen Verfahren. Daher sind in der
Tabelle neben der Summenstatistik die Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA und des
Kruskal-Wallis-Test angegeben. Ein p-Werte <0,05 bedeutet hier , globale Signifikanz”,
zwischen Versuchsgruppen, die in der Spalte ,multiple Vergleiche” einen oder mehrere

Buchstaben gemeinsam haben, bestehen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.2 Die Grafik zeigt die Synapsendichte in der CA1 Region der Hippocampi
weiblicher, 4 Tage alter Wistar-Ratten (hinsichtlich der eingesetzten Substanzen und
weiterer Einzelheiten der Behandlung siehe Material und Methoden). Angegeben sind
hier die Mittelwerte von je 12 Bildpaaren. Behandlungen mit ausschliefdlich unterschied-
lichen Indizes a,b,c unterscheiden sich signifikant voneinander (p < 0.05; ANOVA mit

nachgeschalteten multiplen (LSD-) Vergleichen).

57



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

a) Synapsendichte (n/6,4um?)
Gruppe n | Mittelwert A?otva:zr:}?;ig ssﬁii‘ffifs Praxova) Verglelilgﬁfsm
Kontrollen 3 8,33 2,13 0,12 a
+MPP 3 6,00 1,81 0,81 a,b,c
+PHTPP 3 5,25 075 0,00 0,032 b, c
+MPP+PHTPP 3 3,83 0,58 1,22 c
+Chol+MPP+PHTPP | 3 6,50 1,00 0,00 a,b
+Letr+MPP+PHTPP | 3 6,83 1,38 0,19 a,b
b) Synapsendichte (n/6,4um?)
Gruppe n Median 25% Pct. 75% Pct. P kruskalwaltis
Kontrollen 3 8,25 6,25 10,50
+MPP 3 5,50 4,50 8,00
+PHTPP 3 5,25 4,50 6,00
+MPP+PHTPP 3 3,50 3,50 4,50 0,049
+Chol+MPP+PHTPP 3 6,50 5,50 7,50
+Letr+MPP+PHTPP 3 6,75 5,50 8,25

Tabelle 3.4 Einfluss von Inhibitoren der Ostrogenrezeptoren ERae (MPP) und ER3 (PHTPP)
auf die Ostrogeninduzierte hippocampale Synaptogenese bei unbeeinflusstem, erhh-
ten (+Cholesterol) oder erniedrigtem (+Letrozol) Ostrogenangebot. Gemessen wurde
die Synapsendichte in Slicekulturen von Hippocampi (CAl-Region) aus neonatalen
weiblichen Ratten (hinsichtlich der eingesetzten Substanzen und weiterer Einzelheiten
der Behandlung siehe Material und Methoden). Da auf Grund der Datenlage Nor-
malverteilung nicht abgelehnt werden kann, die Standardabweichungen einzelner
Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich unterscheiden konnen (>Faktor 3), erfolgte
die statistische Versuchsauswertung sowohl nach parametrischen als auch nach nicht-
parametrischen Verfahren. Daher sind in der Tabelle neben der Summenstatistik die
Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA und des Kruskal-Wallis-Test angegeben. Ein
p-Werte <0,05 bedeutet hier ,,globale Signifikanz”, zwischen Versuchsgruppen, die in
der Spalte ,multiple Vergleiche” einen oder mehrere Buchstaben gemeinsam haben,

bestehen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.3 Synapsendichte in unterschiedlich behandelten Schnitten der CA1 Region
von Hippocampi weiblicher, 4 Tage alter Wistar-Ratten (hinsichtlich der eingesetzten
Substanzen und weiterer Einzelheiten der Behandlung siehe Material und Methoden).
Angegeben sind hier die Mittelwerte von je 12 Bildpaaren. Behandlungen mit ausschlief3-
lich unterschiedlichen Indizes a,b,c unterscheiden sich signifikant voneinander (p < 0.05;

ANOVA mit nachgeschalteten multiplen (LSD-) Vergleichen).
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Abbildung 3.4 Synapsendichte in unterschiedlich behandelten Schnitten der CA1 Region
der Hippocampi einer weiblichen, 5 Tage alten Wistar-Ratte. Angegeben sind hier
die Mittelwerte von je 12 Bildpaaren. Behandlungen mit ausschliefslich unterschiedli-
chen Indizes a,b,c unterscheiden sich signifikant voneinander (p < 0.05; ANOVA mit

nachgeschalteten multiplen (LSD-) Vergleichen).
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a) Synapsendichte (n/6,4um?)
Gruppe n Mittelwert Ait:,r;?;éig SSlt(aelenaé;is Pianova) VergzilzﬁfSD)
Kontrollen 6 7,83 1,59 0,96 c,d
+Cholesterol 3 10,17 2,88 -0,09 e
+Cholesterol+ICI 3 8,92 1,38 1,18 d, e
+ICI 3 6,17 0,76 0,66 a,b,c
0,001
+Letrozol 3 5,08 0,58 1,22 a,b
+ICI+Letrozol 3 5,25 2,14 -0,37 a,b
+MPP 3 6,00 1,81 0,81 a,b,c
+PHTPP 3 5,25 0,75 0,00 a,b
+MPP+PHTPP 3 3,83 0,58 1,22 a
+Chol+MPP+PHTPP 3 6,50 1,00 0,00 b,c, d
+Letr+MPP+PHTPP 3 6,83 1,38 0,19 b,c, d
b) Synapsendichte (n/6,4um?3)
Gruppe n Median 25% Pct. 75% Pct. P (Kruskal-waliis)
Kontrollen 6 7,50 7,75 8,50
+Cholesterol 3 10,25 7,25 13,00
+Cholesterol+ICI 3 8,25 8,00 10,50
+ICI 3 6,00 5,50 7,00
+Letrozol 3 4,75 4,75 5,75 0,049
+ICI+Letrozol 3 5,50 3,00 7,25
+MPP 3 5,50 4,50 8,00
+PHTPP 3 5,25 4,50 6,00
+MPP+PHTPP 3 3,50 3,50 4,50
+Chol+MPP+PHTPP 3 6,50 5,50 7,50
+Letr+MPP+PHTPP 3 6,75 5,50 8,25

Tabelle 3.5 Synapsendichte in unterschiedlich vorbehandeltern Schnitten der CA1 Region
der Hippocampi weiblicher, 4 Tage alter Wistar-Ratten (hinsichtlich der eingesetzten
Substanzen und weiterer Einzelheiten der Behandlung siehe Material und Methoden).
Da auf Grund der Datenlage Normalverteilung nicht abgelehnt werden kann, die
Standardabweichungen einzelner Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich unterschei-
den konnen (>Faktor 3), erfolgte die statistische Versuchsauswertung sowohl nach
parametrischen als auch nach nicht-parametrischen Verfahren. Daher sind in der Ta-
belle neben der Summenstatistik die Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA und des
Kruskal-Wallis-Test angegeben. Ein p-Werte <0,05 bedeutet hier ,globale Signifikanz”,
zwischen Versuchsgruppen, die in der Spalte , multiple Vergleiche” einen oder mehrere

Buchstaben gemeinsam haben, bestehen keine signifikanten Unterschiede.
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a) Synapsendichte (n/6,4um3)
. Standard Standard multiple
Gruppe n Mittelwert Abweihung Skewness Pianova) Vergleich(LSD)
Kontrolle 3 7,33 1,13 0,23 a
+PHTPP 3 3,83 2,10 1,21 0119 b
+PHTPP+Letr. 3 5,50 1,80 0,81 a,b
b) Synapsendichte (n/6,4um?)
Gruppe n Median 25% Pet. 75% Pct. Pikruskal-wallis
Kontrolle 3 7,25 6,25 8,50
+PHTPP 3 2,75 2,50 6,25 0,0151
+PHTPP+Letr 3 5,00 4,00 7,50

Tabelle 3.6 Einfluss auf die 6strogeninduzierte hippocampale Synaptogenese durch den
ERfB Antagonist (PHTPP) und dem Aromatasehemmer Letrozol. Gemessen wurde die
Synapsendichte in Slicekulturen von Hippocampi (CA1-Region) aus einer neonatalen
weiblichen Ratten (hinsichtlich der eingesetzten Substanzen und weiterer Einzelheiten
der Behandlung siehe Material und Methoden). Da auf Grund der Datenlage Nor-
malverteilung nicht abgelehnt werden kann, die Standardabweichungen einzelner
Versuchsgruppen sich z.T. aber erheblich unterscheiden kénnen (>Faktor 3), erfolgte
die statistische Versuchsauswertung sowohl nach parametrischen als auch nach nicht-
parametrischen Verfahren. Daher sind in der Tabelle neben der Summenstatistik die
Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA und des Kruskal-Wallis-Test angegeben. Ein
p-Werte <0,05 bedeutet hier ,,globale Signifikanz”, zwischen Versuchsgruppen, die in
der Spalte , multiple Vergleiche” einen oder mehrere Buchstaben gemeinsam haben,

bestehen keine signifikanten Unterschiede.
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung und wichtigste Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde an den Modellen der adulten, ERae bzw. ER3-KO-
Maus und hippocampaler Slicekulturen aus neonatalen weiblichen Ratten folgende

Fragen untersucht oder zumindest mit berticksichtigt:

1. Sind ERa und ERJ qualitativ und quantitativ in gleicher Weise an der Regu-
lation der dstrogeninduzierten Synapsenbildung im Hippocampus beteiligt
und in welchem Ausmaf3? Gibt es dabei Wechselwirkungen zwischen den
beiden Ostrogenrezeptoren und sind Ostrogenangebot und ER-Aktivitit bzw.
—hemmung von gleichen Einfluss auf den Effekt?

2. Korrelieren die akuten Effekte einer Steigerung oder Reduktion von Ostro-
genangebot und ER-Aktivitdt mit dem lebenslangen Vorhandensein oder
Fehlen von ERa und ERS oder mit anderen Worten, in welchem Umfang
und/oder auf welche Weise sind an der Regulation der (6strogeninduzierten)
Synaptogenese im Hippocampus extrahippocampale Prozesse beteiligt?

Die wichtigsten Ergebnisse der Untersuchung waren:

1. In den a- oder ERB-KO-Médusen hatte der Ausfall des ER« keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Synaptogenese, wahrend das lebenslange Fehlen von
ERp sogar die hippocampale Synapsendichte steigerte.

Die Untersuchungen an Slicekulturen aus den Hippocampi neonataler Ratten

zeigten dagegen:
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2. Die Blockierung von ERa- oder/und ERS durch MPP, PHTPP, MPP+PHTPP
oder ICI reduzierte die hippocampale Synapsendichte, wobei die Hemmung
von ERfJ zu einer starkeren Reduktion der Synaptogenese fiihrte und die
Effekte von MPP und PHTPP sich anndhernd additiv verhielten.

3. Cholesterolzugabe zum Kulturmedium steigerte die Synapsendichte. Bei
gleichzeitiger Hemmung von ERa und ERS (durch MPP + PHTPP) fiihrten
sowohl ein Cholesterolzusatz zum Kulturmedium als auch die Hemmung der
Ostrogeneigensynthese durch Letrozol zu einer vergleichbaren Steigerung
der Synapsendichte .

4.2 Methodenkritik

Da einige Versuchsergebnisse anders ausgefallen waren als vorher erwartet, soll
der eigentlichen Diskussion der Ergebnisse eine kritische Methodenevaluation
vorausgehen.

Eine wesentliche Schwéche der Arbeit besteht darin, dass nur 3 oder 4 Méuse pro
Versuchsgruppe bzw. 6 Schnittprdparate pro Behandlung ausgewertet werden
konnten. Dass trotz dieser geringen Fallzahl ,signifikante Ergebnisse” erzielt
wurden, die zudem zu einem grofSen Teil mit den Ergebnissen unserer und anderer
Forschergruppen in Einklang stehen, spricht dafiir, dass die dem zu Grunde
liegenden Effekte und Mechanismen fundamental sind und nicht so sehr von
der individuellen Merkmalsausprdagung der Versuchstiere abhingen. Kleinere
Schwichen der vorliegenden Arbeit, die aber die Interpretation der Ergebnisse
erschweren, sind das Fehlen von Dosis-Wirkungsuntersuchungen und die Tatsache,
dass zwar die Hemmung der ER untersucht wurde, aber nicht deren Stimulation
durch ER-Agonisten.

Dartiber hinaus bestehen zwischen den in vivo-Versuchen an ERa- und ER3-KO-
Maiusen und den in vitro-Inkubationsexperimenten mit hippocampalen Slicekultu-
ren fundamentale Unterschiede, die bei der Interpretation der Versuchsergebnisse
und eventueller (scheinbarer) Unstimmigkeiten berticksichtigt werden miissen.
So wurde in den in vitro-Experimenten mit hippocampalen Slicekulturen aus-
schliellich die akute Regulation der hippocampalen Synaptogenese und — bei

Verwendung eines ,reinen” Inkubationsmediums — die Bedeutung des zugesetzten
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Substrates oder von Inhibitoren der Ostrogensynthese bzw.der ER-Aktivitit erfasst.
Dagegen stellt die hippocampale Synapsendichte in den in vivo-Untersuchungen
an den Méausen das Ergebnis eines 12-wdchigen , lebenslangen” Prozesses dar, in
welchem die Synapsendichte im Hippocampus nicht nur durch den Metabolismus
des Hippocampus reguliert wird, sondern zusétzlich durch extrahippocampale
Ostrogenquellen und letzlich die Physiologie des gesamten Organismus. Auch
wegen des Einsatzes adulter Méduse in den in vivo- und neonataler Ratten in den
Slicekulturuntersuchungen lassen sich beide nicht 1:1 miteinander vergleichen,
was bei der Diskussion der Ergebnisse ebenfalls berticksichtigt werden muss. So
bestehen beispielsweise Unterschiede hinsichtlich der Verteilung und Aktivitit der
ER zwischen Maus und Ratte: im Rattenhippocampus ist ER der vorherrschende
Rezeptor ([SHUGHRUE et al.|(1997); MILNER et al.|(2001)]), wéhrend es im M&usehip-
pocampus ERa ist ([MITRA et al.|(2003)]). Beides mag damit zusammenhé&ngen,
dass Ostradiol in Ratten die Spinogenese induziert, in Mausen lediglich die Genese
grofser Spines ([GOULD et al.| (1990b); L1 et al. (2004); XU und ZHANG (2006)])
Die ER-Expression zeigt zudem eine signifikante Altersabhdngigkeit (Abnahme
mit zunehmendem Alter) ([WATERS et al.| (2009); THAKUR und SHARMA| (2007));
SHARMA und THAKUR (2006)]), ebenso die Wirksamkeit einer Ostradiolzufuhr
bei Ostrogenmangel ([FOSTER! (2012); (WITTY et al. (2012); BOHACEK und DA+
NIEL|(2009); DANIEL et al.|(2006)); SAVONENKO und MARKOWSKA|(2003); GIBBS
(2000)]. Diese Altersabhdngigkeit mag, zusammen mit den bereits erwdhnten
fundamentalen Unterschieden zwischen den in vivo- und in vitro-Experimenten,
mit dazu beitragen, dass die in den Slicekulturen gemessenen Synapsendichten

nicht vollstandig mit der Situation in adulten M&dusen korrelieren.
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4.3 Ergebnisdiskussion

4.3.1 In vivo Untersuchungen an ERa und ER5-KOMause
4.3.1.1 Entgegengerichtete Effekte von ERa- und ERj

Der positive Einfluss von Ostrogenen und Ostrogenrezeptoren auf die hippocampa-
le Synaptogenese und synaptische Plastizitdt sowie auf basierende Wahrnehmungs-
und Gedachnisfunktionen gilt, wie schon in der Einleitung ausgefiihrt, als ge-
sichert (JGOULD et al. (1990b); WOOLLEY et al. (1990); SPENCER et al. (2008);
MCCARTHY| (2011); |DANIEL (2013); FRICK]| (2013)]). Dagegen wird die Rolle,
die beide Ostrogenrezeptor-Subtypen dabei spielen, in der Literatur kontrovers
diskutiert. Die von Qu et al. 2013 (JQU et al. (2013)]) beobachtete Reduktion
Ovariektomie-induzierter Neuronen- und Synapsenverluste in den Hippocampi
junger Ratten durch den ERa-Agonisten PPT (4,4’,4”-(4-Propyl-[1H]-pyrazol-1,3,5-
triyl)trisphenol) gilt als Beleg fiir ein Primat von ER« bei der Ostrogen-induzierten
Forderung von Spino- und Synaptogenese im Hippocampus von Nagern. Dagegen
tanden Waters et al. ((WATERS et al.| (2009)]), dass ERa- und ERf in gleicher
Weise die Expression des synaptischen Proteins und Spinogenesemarkers PSD95
(postsynaptic density protein 95) im Rattenhippocampus heraufregulieren, wah-
rend bei Spencer-Segal et al. ([SPENCER-SEGAL et al. (2012)]) Ostradiol in den
Hippocampi von ERa-KO-Méusen die PSD95-Expression steigerte und in ERf-
KO-Madusen herabsetzte. In mehreren Untersuchen liefs sich durch ER3-Agonisten
die synaptische Plastizitdt und die Bildung dendritischer Spines im Hippocampus
heraufregulieren ([SRIVASTAVA et al. (2010); KRAMAR et al.[{(2009); L1U et al.| (2008)]),
wiahrend in anderen Studien ERfJ die Zahl dendritischer Spines reduzierte ([TAN
et al. (2012)]). Unter der Voraussetzung, dass die Ostrogen-induzierte Heraufregu-
lation von Spinogenese und synaptischer Plastizitdt im Hippocampus vor allem
durch rezeptorabhidngige genomische Mechanismen vermittelt wird, hitte man
auf Grund der Literaturdaten erwarten konnen, dass zumindest bei einem der
beiden ER ein knockout zu einer Reduktion der hippocampalen Synapsendichte
fiihren wiirde. Insofern stimmten die in 12 Wochen alten ERa-KO -, ER5-KO-
oder Wildtypmdusen gemessenen Spinesynapsendichten in summa nicht mit den

erwarteten Ergebnissen iiberein, zumindest nicht beziiglich der ERa-KO-Méuse.
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Weder das “lebenslange” Fehlen des ERa oder des ER/3 bewirkte in den adulten
Maéusen eine Reduktion der Synapsendichte im Hippocampus. Wahrend zwischen
den Wildtyp- und den ERa-KO-Maiusen diesbeziiglich kein Unterschied bestand
(bzw. der ERa-knockout sogar zu einer leichten, nicht signifikanten Erhhung
der Synapsendichte fiihrte), war in den ER3-KO-Méusen die hippocampale Syn-
apsendichte signifikant erhoht. Die Ergebnisse der in vivo Untersuchung in der
vorliegenden Studie demonstrieren zundchst einmal entgegengerichtete Effekte
von ERa und ERf auf den Erhalt der Spinesynapsendichte in den Hippocampi
weiblicher Mause. Dies wurde bereits vielfach in der Literatur beschrieben, wobei
die Stimulation von ER« generell die hippocampale Spino- bzw. Synaptogenese
forderte, wahrend ER/ einen negativen Effekt auf die Spinesynapsendichte und
die synaptische Plastizitdt in den Hippocampi von Médusen und Ratten ausiibte
(Tabelle 4.1). Als Grund fiir die entgegengerichteten Effekte von ERa und ERf3
wird vor allem eine hemmende Wirkung von ER/ auf ERa angesehen, wie sie
von verschiedenen Autoren bei verschiedenen Spezies und in unterschiedlichen
Organen einschliefllich des Hippocampus beschrieben worden ist (Tabelle [4.T).
So fanden beispielsweise Hall et al. (1999) ([HALL und MCDONNELL (1999)])

Modell Behandlung Zielparameter _ Bffektvon Autoren
ERa ERB
a) ERa-/ERB-Effekte
> . . SPENCER-SEGAL
Maus (H) +Ostradiol PSD95 Expression + J ot al) (2012)
Maus (H) +ERj-Ligand Dendritische Spines 1 TAN et al.|(2012)
Ratte (H) +QOstradiol NMDA-Rezeptoren 1T 1 TANSKS und SOK A
BE| (2013)
Reduktion
Ratte (H) ERa-Agonist (PPT) ovx-induzierter n QU et al|(2013)
Spineverluste

ovx-Maus (H) +ERa/B-Agonist () Spinogenese im Stratum L.m. 0 1 PHAN et al.{(2011)
Maus (H) ER,B—Uberexpression Spinogenese 1 (2803\6(;\/ICZAK et _al}
b) ERa-/ERS-Interaktionen

- . . . s HALL und MCDON-
Mensch +Ostradiol / Tamoxifen ERa-regulierte Gentranskription + NELL (1999)
Maus (K, L) + Ostrogen ERa-regulierte Gentranskription + E()l\(l)l;;SERG et all
ovxERp S . . i RISSMAN et al.
KO-Maus ,+ERB”, (+Ostrogen) Anzahl immunreaktiver ERa-Zellen 0 002)

H=Hippocampus, K=Knochen, L=Leber

Tabelle 4.1 Entgegengesetzte Effekte von ERa und ER/ im Hippocampus in den in vivo

Versuchen.
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und Lindberg et al. (2003) ([LINDBERG et al.| (2003)]) eine Hemmung der ERa-
regulierte Gentranskription durch ER3 bei mit Ostrogenen oder dem Ostrogenre-
zeptormodulator Tamoxifen® behandelten Menschen bzw. Mdusen. Grund fiir
diese Hemmung konnte die Bildung von ERa-/ER -Heterodimeren sein ([HALL
und MCDONNELL/(1999)]), so dass dieser Effekt u.a. von Haufigkeit und Verteilung
der ER im betrachteten Kompartiment abhinge. Allerdings wurde eine Hemmung
von ERa durch ERf nicht von allen Autoren beobachtet. Rissman et al. [RISSMAN
et al. (2002)] beispielsweise fanden in den Hippocampi von ovariektomierten
Wildtypmaéusen im Vergleich zu dstrogenbehandelten, ovx-ER3-KO-Méusen eine
hohere Anzahl immunreaktiver ERa-Zellen. Alles in allem ldsst sich aber die in der
vorliegenden Dissertation beobachtete erhohte hippocampale Spinesynapsendichte
in den ER-KO-Méusen ausreichend mit dem Fortfall der in den Wildtypméusen
wirksamen Hemmung des ERa durch den ERf erkldren.

4.3.1.2 Kein negativer Effekt des ERa-knockout

Auf den ersten Blick schwieriger ist die Interpretation der ebenfalls in der vorlie-
genden Dissertation gemachten Beobachtung, dass die Spinesynapsendichte in den
Hippocampi adulter weiblicher ERa-KO-Maéuse nicht reduziert, sondern sogar ge-
ringfiigig aber nicht signifikant gegentiber WT-Médusen erhoht war. Positive Effekte
des ERa auf Spino- bzw. Synaptogenese und synaptische Plastizitit sind in der
Literatur vielfach beschrieben worden (Tabelle 4.T), sein Ausfall hitte eigentlich zu
einer geringeren Synapsendichte fithren sollen. Um den fehlenden negativen Effekt
des ERa-Knockouts auf die Synapsendichte zu erklédren, soll hier postuliert werden,
dass der ER3 neben der (durch Heterodimerenbildung verursachten) Hemmung
des ERa auch eine durch den , klassischen” genomischen Mechanismus vermittelte
Forderwirkung auf die Synapsenbildung bzw. die synaptische Plastizitat hat. Letz-
tere wire dann durch eine Ostrogen-induzierte ERa/ER3- Heterodimerenbildung
und somit durch den ER«a ebenfalls hemmbar. Mit anderen Worten, Heterodimeri-
sierung kann im Rahmen des , klassischen” Mechanismus der Ostrogenwirkung
nicht nur zur Hemmung des ERa durch ERf, sondern umgekehrt auch von ERf3
durch ERa fiihren. Welche Auswirkung diese entgegengesetzten Effekte letzlich
haben, hdngt u.a. von der Verteilung von ERa und ERf im betrachteten Gewebe
ab (d.h. davon, ob beide Rezeptoren aktuell im gleichen Kompartiment vorhanden
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sind und in welcher Menge), von der Ostrogenkonzentration, der Anwesenheit
weiterer ER-Agonisten und/oder Antagonisten, sowie davon, in wieweit neben
dem , klassischen” genomischen Weg noch weitere Mechanismen wirksam sind.
Mit den drei Postulaten

1. einer durch Heterodimerisierung verursachten gegenseitigen Hemmung von
ERa und ERp,

2. einer hoheren ERa-Dichte in der (untersuchten) CA1-Region des Maushippo-
campus und

3. einer in den untersuchten Mausen tiberwiegend auf dem , klassischen” Me-
chanismus basierenden Beeinflussung der hippocampalen Synapsendichte durch
Ostrogene lassen sich die Beobachtungen an den ERa-KO-Méusen wie folgt quali-
tativ deuten: Bei den Wildtypméusen wird die 6strogeninduzierte Synaptogenese
in der CA1-Region des Hippocampus wegen der dortigen hoheren ERa-Dichte vor
allem durch die additiven Effekte einer mafligen Hemmung des ERa durch ERf
und der stdrkeren bis vollstaindigen Hemmung des ERS durch ERa beeinflusst.
In den entfillt zwar der in WT-M&usen ohnehin schwache Effekt des ERj, doch
ist wegen des Fortfalls der Hemmung durch ERJ die positive Wirkung des ER«
auf die Synaptogenese signifikant stdarker, woraus sich die hohere hippocampale
Synapsendichte in diesen Mdusen erkldrt. Bei den ERa-KO-Méusen entfallt zwar
die Stimulation der Synaptogenese durch den (in den WT-Mdusen gehemmten)
ERq, dafiir kann der ERf seinen positiven Effekt ungehemmt ausiiben, wobei
sich beide Effekte in etwa aufheben diirften. Dass im Vergleich zu WT-Mdusen
in Era-KO-Maéusen sogar leicht (aber nicht signifikant) erhéhte hippocampale
Spinesynapsendichten beobachtet werden, ist moglicherweise eine Folge der in
Era-KO-Méusen vorhandenen hoheren Ostrogenspiegel ([COUSE und KORACH
(2001); COUSE et al. (1995)]).

4.3.1.3 Zusitzlicher Einfluss von Ostrogenen

Daher soll der Einfluss von Ostrogenen noch genauer betrachtet werden. So
konnte vielfach gezeigt werden, dass Ostradiol im wachsenden oder im adulten
Organismus die Spinebildung induziert und die synaptische Plastizitit reguliert
(IGOULD et al. (1990b); WOOLLEY et al.|(1990); SPENCER et al.| (2008); MCCARTHY
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(2011); IDANIEL| (2013); [FRICK (2013)]. Auch durch eine voriibergehende Unter-
driickung der Wirkung von GABA und die daraus resultierende Aufhebung der
Hemmung einer Vielzahl von CA1-Neuronen kann Ostradiol die Bildung neuer
Spines auslosen ([MENDOZA-GARCES et al. (2011)]) wahrend die Hemmung der
hippocampalen Ostrogensynthese durch Aromataseinhibitoren die Expression
synaptischer Proteine in hippocampalen Neuronen herunterreguliert ([PRANGE+
KIEL et al. (2006)]) und in ovariektomierten Mdusen zu Synapsenverlusten fiihrt
([ZHOU et al. (2010)]). Auch in weiblichen Aromatase-KO-(ArKO-)Mausen ist die
hippocampale Spinesynapsendichte reduziert, wiahrend die Spinesynapsendichte
in den Hippocampi mannlicher Mause oder in anderen Hirnregionen (Neocor-
tex, Cerebellum) gegeniiber den entsprechenden Wildtypmausen unverdndert ist
([ZHOU et al. (2014); WALF et al. (2008)]). Dabei unterscheiden sich die Ostradiol-
spiegel in Wildtyp- und ER3-KO-Miusen nicht vobeinander ([WALF et al.| (2008)]),
wihrend 10fach hohere Ostradiolkonzentrationen ERa-KO-Méausen gemessenen
wurden ([[COUSE und KORACH| (2001); COUSE et al. (1995)]). Die Frage, ob die
im Hippocampus messbaren Ostrogenspiegel fiir signifikante Effekte auf die
Synapsenbildung iiberhaupt ausreichend sind, wurde u.a. von (JOOISHI et al.
(2012)]) eindeutig mit ,ja” beantwortet. Nach diesen Autoren findet man z.B. in
weiblichen und ménnlichen Rattenhippocampi Ostradiolkonzentrationen von 0,5-2
bzw. 5 nM, was deutlich hoher ist als in der Zirkulation. In den vorliegenden
in vivo Versuchen konnte daher das Fehlen der ERa-Wirkung auch durch die
erhohten Ostrogenspiegel in den ERa-KO-Méusen kompensiert worden sein. Ob
dabei die 6strogeninduzierte Modulation der synaptischen Plastizitét (allein) tiber
den langsamen genomischen (, klassischen”) Signalweg erfolgte oder ob rasche,
dstrogengetriggerte Signalwege via synaptische Ostrogenrezeptoren ebenfalls eine
Rolle gespielt haben, kann nicht entschieden werden, da wir es hier mit dem

Ergebnis langfristiger Prozesse zu tun haben.
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4.3.2 In vitro Versuche mit hippocampalen Slicekulturen aus
den Gehirnen neonataler weiblichen Ratten

4.3.2.1 Die Stimulation der Ostrogensynthese durch Cholesterol steigert
die Synapsendichte

In der vorliegenden Untersuchung erhohte die Zugabe von Cholesterol die Spi-
nesynapsendichte in den hippocampalen Slicekulturen um rund 50%. Dieser
Befund erscheint plausibel, da die hippocampale Synthese von Ostrogenen aus
Cholesterol durch zahllose Untersuchungen belegt ist (siehe Abschnitt [1.1.5),
ebenso wie die Cholesterol- ((MAUCH et al.| (2001)]) bzw. Ostrogen-induzierte
Synaptogenese in den Hippocampi von Ratten und Mausen (siehe Abschnitt[1.5.3.2)
sowie [RUNE et al| (2002)]). Allerdings forderte Ostradiol in anderen Studien
die Spino- und Synaptogenese in hippocampalen Slicekulturen nur bei niedri-
ger Ostrogenkonzentration, beispielsweise nach Austausch des Kulturmediums
gegen ein Ostrogenfreies Medium ([MENDEZ et al. (2011)]). Ebenso liefs sich in
fritheren Untersuchungen unseres Arbeitskreises ([KRETZ et al. (2004); |ZHOU
et al.| (2014)]) die Spinesynapsendichte in Slicekulturen von Rattenhippocampi
weder durch Zusatz von Ostradiol zum Kulturmedium noch durch die ERa- und
ERp-Agonisten (PPT (4,4’ ,4”-(4-Propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol) und
DPN (2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-propionitril)) steigern, solange die hippocampale
Ostrogensynthese nicht durch den Aromataseinhibitor Letrozol gehemmt wurde.
Diese Befunde wurden von den Autoren zur Aussage verallgemeinert, dass in
Slicekulturen mit komplettem, funktionierendem steroidogenen Apparat Ostradiol
die Synaptogenese nicht steigert ([ZHOU et al.| (2014)]). Diese Literaturbefunde
lassen sich am ehesten mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung in
Einklang bringen, wenn man annimmt, dass nicht so sehr (extern zugefiihrtes)
Ostradiol per se die Synaptogenese in hippocampalen Slicekulturen stimuliert,
sondern dass die lokale Ostrogensynthese, also der Prozess der Konversion von
Cholesterol in Ostradiol, die erhohte Synapsendichte nach Cholesterolzufuhr
induziert. Dies war bereits von Fester et al. (2009) postuliert worden ([FESTER et al.
(2009a)]). Diese Autoren hatten die Moglichkeit, dass die Synaptogenese durch das
Cholesterolmolekiil selbst stimuliert wird, untersucht (und sie verworfen), indem

sie den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Steroidsynthnese durch
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knock-down von STAR (steroidogenic acute regulatory protein) blockierten ([FESTER
et al.| (2009a)]).

4.3.2.2 Die Hemmung beider ER durch ICI 182,780 oder der
Ostrogensynthese durch Letrozol reduziert die Synapsendichte in
hippocampalen Slicekulturen

Die gleichzeitige Hemmung von ERa und ERS durch (10~*mM) ICI (182,780)
reduzierte erwartungsgemaf die Spinesynapsendichte in den Slicekulturen. Das
Ausmafs der Reduktion betrug rund. 15% im Vergleich zu den Kontrollen, was
deutlich weniger war, als die Hemmung beider ERs durch MPP+PHTPP bewirkt
hatte (siehe Abschnitt [4.3.2.4). Ein Zusatz von 10~*mM Cholesterol zu den mit
ICI behandelten Slicekulturen erhohte signifikant die Synapsendichte auf einen
Wert, der noch hoher war als in den Kontrollen. Dies unterscheidet sich etwas
von den Befunden von Fester et al. 2009 ([FESTER et al.| (2009a)]), wonach in
hippocampalen Slicekulturen die Hemmung der Ostrogenrezeptoren durch ICI die
Cholesterol-induzierte Synapsenbildung ausschaltete. Fiir eine Erkldarung dieser
Diskrepanz sowie der hier gemessenen relativ geringen Hemmwirkung von ICI ist
die Datenlage nicht ausreichend. Es liefSe sich allenfalls dariiber spekulieren, ob in
der vorliegenden Untersuchung eine hohe Cholesterolkonzentrationen im nativen
Gewebe oder nach Cholesterolzufuhr zu einer gesteigerten Ostradioleigensynthese
in den Hippocampusschnitten gefiihrt und das (im Verhéltnis zu ICI) in hoher Kon-
zentration vorliegende Ostrogen einen Teil des ICI aus seinen ER-Bindungsplitzen
verdrangt habe. Angesichts der Tatsache, dass die Hemmwirkung von ICI auf
einer Hemmung der Dimerisierung der ER beruht, liegt auch die Vermutung
nahe, dass in den vorliegenden Slicekulturexperimenten die Beeinflussung der
synaptischen Plastizitdt durch Cholesterol (bzw. Ostrogene) nicht nur auf dem lang-
samen ,klassischen” genomischen, die Dimerisierung des ER-Ligandenkomplexes
erfordernden Signaltransduktionsweg erfolgt sei. Allerdings sind derartige nicht-
klassische, iiber membranstdndige Rezeptoren laufende Signalwege eher in rasche
Ostrogeneffekte involviert. So wurde zwar die Ostradiol-induzierte (10~>mM
- 1072mM Ostradiol) rasche Modulation verschiedener elektrophysiologischer
Eigenschaften, wie z.B. Kainat-induzierte Stréme in dissoziierten hippocampalen
CA1 Neuronen ([GU und M0OsS| (1996)]), nicht von ICI inhibiert ((OHMICHI et al.
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(2005)]), andererseits liefs sich aber, analog zur Studie von Fester et al. 2009 ([FESTER
et al.| (2009a)]), die Ostrogen-induzierte Spinogenese durch ICI komplett hemmen
(IMUKAI et al.| (2007)]). Dartiber hinaus lief sich die Ostradiol-induzierte Erho-
hung der Spinedichte in Slices von Rattenhippocampi (Stratum oriens und Stratum
lacunosum-moleculare) aufier durch ER-Antagonisten auch durch Inhibitoren der
Erk/MAP Kinase (ERK/mitogen-activated protein kinase) blockieren , woraus der
Schluss gezogen wurde, dass die rasche Ostrogen-induzierte Erhohung der CA1
Spinedichte durch Aktivierung der MAP Kinase via ER« erfolgt.
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4.3.2.3 Letrozol erniedrigt die Synapsendichte genauso stark wie Letrozol +
ICI 182,780

Die Hemmung der Ostrogensynthese in den Slicekulturen durch Letrozol ernied-
rigte wie erwartet in der vorliegenden Studie die Spinesynapsendichte um rund
30%, was unwesentlich stiarker war als der Effekt von ICI (182,780). Warum die
gleichzeitige Zugabe von ICI und Letrozol zu keiner stirkeren Hemmung fiihrte als
beide Substanzen allein, lasst sich aus den vorliegenden Studienergebnissen nicht
zwingend ableiten. Auf Grund der Tatsache, dass ICI und Letrozol in Abhangigkeit
von den lokalen Konzentrationen von ER«, ERf3, Ostradiol und dem Inhibitor die
Synaptogenese in den Slicekulturen unterschiedlich beeinflussen kénnen (Tabelle
K.2), kann man dartiber spekulieren, ob sich unter den vorliegenden Versuchsbe-
dingungen sich die positiven und negativen Effekte von ICI, Letrozol oder beiden
soweit gegenseitig aufgehoben haben, dass daraus in allen drei Féllen ungefahr die

gleiche Erniedrigung der Synapsendichte resultierte.

1. ICI = ERa | = Synaptogenese |
2. 1CI = ERG | = ERo-Hemmung | = Synaptogenese 1
3.Letrozol = Ostradiol | = Synaptogenese |
4.Letrozol = Ostradiol | = ERa 1 = Synaptogenese 1

Tabelle 4.2 Einfluss von ICI (182,780) und Letrozol auf Ostrogenrezeptoren und Ostrogene
und daraus resultierende Effekte auf Synaptogenese und Synapsendichte in Slicekultu-
ren von Rattenhippocampi

73



KAPITEL 4. DISKUSSION

4.3.2.4 Die Hemmung von ERa und/oder ER3 durch MPP und PHTPP
erniedrigt additiv die Spinesynapsendichte in hippocampalen
Slicekulturen

Beide, der ERa-Antagonist MPP und der ER3-Antagonist PHTPP, erniedrigten in
den hippocampalen Slicekulturen die Spinsynapsendichte. Die gleichzeitige Gabe
von MPP und PHTPP fiihrte zu einer zusatzlichen Reduktion der Synapsendichte,
wobei sich die Effekte der einzelnen Antagonisten addierten. Auf den ersten Blick
stehen diese Befunde in Widerspruch zu den Ergebnisse der in vivo Versuche mit
ERa- und ER3-KO-Mdusen, in denen der knock-out des ERJ die hippocampale
Synapsendichte erhohte und auch der ERa-KO nicht zu einer Reduktion der
Synapsendichte fiihrte (siehe Abschnitt4.3.1.1jund 4.3.1.2). Auch in der Literatur
werden entgegengerichtete Effekte von ERa- und ERf berichtet, wobei ERa die

Synaptogenese fordernde Effekte vermittelte, wiahrend ER3 durch Hemmung des
ERa einen eher hemmenden Effekt auf die Synaptogenese ausiibt (siehe Tabelle

4.1)).

Da die Hemmung des ERa durch ER3 (und vielleicht auch eine Hemmung von ER3
durch ERa) moglicherweise ganz oder zum Teil auf der Bildung von Heterodimeren
zwischen den dstradiolgebundenen ERa und ERJ3 im Rahmen des klassischen
Mechanismus der Ostrogen-induzierten Synaptogenese beruht ((HALL und Mc+
DONNELL|(1999)]), liegt der Schluss nahe, dass die Hemmung beider ER durch
MPP und PHTPP unabhéngig von der Heterodimerisierung ist und/oder dass hier
noch andere, rasche Signalwege involviert sind als der klassische Mechanismus.
Auch dass erhohte Ostrogenspiegel, wie sie in ERa-KO-Méusen beobachtet werden
(ICOUSE und KORACH] (2001); [COUSE et al. (1995)]) und daraus resultierende
positive Effekte auf die Synaptogenese, bei den Slicekulturexperimenten keine
Rolle gespielt haben, mag mit zu den unterschiedichen Ergebnissen der in vivo und
in vitro Versuche beigetragen haben (siehe auch Abschnitte|4.3.1.2lund 4.3.1.3). Alles
in allem sind die Experimente mit MPP und PHTPP ein starkes Indiz dafiir, dass

unter den Bedingungen der untersuchten Slicekulturen beide Ostrogenrezeptoren
einen fordernden Effekt auf die Ostrogen-induzierte Synaptogenese im Hippo-
campus ausiiben. Dies stimmt auch mit parallel durchgefiihrten Untersuchungen
von Behem (2014) an ovariektomierten ERa-KO-Méusen iiberein. Wahrend die
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Ovariektomie-induzierte Abnahme der hippocampalen Synapsendichte in ovx-
Wildtypmaéusen durch Ostrogenzufuhr kompensiert werden kann ([GOULD et al.
(1990b))]), sowie [MACLUSKY et al.[(2005); WOOLLEY und MCEWEN (1992); WOOL+
LEY et al.[(1990)]) , wurde dieser Effekt in ERa-KO-Mausen nicht beobachtet, was
dafiir spricht, dass der ERa bei der Ostrogen-induzierten hippocampalen Synapto-
genese eine Rolle spielt (ER3-KO-Miuse standen fiir eine Untersuchung nicht zur
Verfiigung) (Behem 2014). Demgegentiber war auf Grund der Beobachtung, dass
die Ostradiolbehandlung ovarektomierter ER3-KO-Miuse zu keiner Erhdhung
der Spinesynapsendichte fiihrte, in dlteren Untersuchungen postuliert worden,
dass einzig der ERS an der Ostrogen-induzierten hippocampalen Synaptogenese
beteiligt ist ([LIU et al.[(2008)]).

4.3.2.5 Substrat und Inhibitor der Ostrogensynthese steigern in gleicher
Weise die durch Hemmung von ERa und ERpg reduzierte
Spinesynapsendichte

In den in vivo Untersuchungen von Qu et al. ([QU et al.|(2013)]) an ovx-Ratten
kam es, ebenso wie in den parallel zur vorliegenden Doktorarbeit von Zhou et
al. (JZHOU et al.| (2014)) durchgefiihrten in vitro Experimenten mit Slicekulturen
von Rattenhippocampi, nur bei niedrigen Ostrogenspiegeln (durch Ovariektomie
[QU et al.|(2013)]) bzw. nach Zugabe des Aromataseinhibitors Letrozol ([ZHOU
et al.| (2014)]) zu einem ERa-vermittelten Anstieg der hippocampalen Spine- bzw.
Spinesynapsendichte. Dabei liefs sich in den Experimenten von Zhou et al. (|[ZHOU
et al. (2014)]) die Spinesynapsendichte nur durch den gleichzeitigen Zusatz von
Letrozol und den ERa-Agonisten PPT erhohen, aber nicht durch Letrozol plus den
ERB-Agonisten DPN oder durch Ostradiol, PPT oder DPN ohne Letrozolzusatz.
Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen &lterer Untersuchungen, wonach
niedrige Ostradiolkonzentrationen nachhaltig die Aktivierung des ERa induzieren
([SEGAL und MURPHY| (2001); KUIPER et al.|(1997)); TREMBLAY et al.|(1997)]).

Diese Befunde boten auch einen Erklarungsansatz fiir die in der vorliegenden
Arbeit gemachte Beobachtung, dass in den hippocampalen Slicekulturen, in denen
beide ER durch MPP und PHTPP gehemmt worden waren, sowohl das Sub-
strat (Cholesterol) als auch der Inhibitor der Ostrogensynthese (Letrozol) die

Ostrogeninduzierte Synaptogenese in gleicher Weise auf ca. 75% des Wertes in
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den Kontrollslices steigerten. Auch wenn nur der ER3 durch PHTPP gehemmt
wurde, liefs sich durch Letrozol (Cholesterol war in diesem Fall nicht untersucht
worden) die Synapsendichte auf ca. 75% des Kontrollwertes steigern, was die
gleiche Interpretation nahelegt wie zuvor.

4.3.2.6 Vergleich der in vivo und in vitro Versuchsergebnisse

Beide ER zeigen — in Abhdngigkeit sowohl von der lokalen Verteilung und Kon-
zentration der an der Signaltransduktion beteiligten Komponenten, als auch vom
Versuchsmodell - férdernde und hemmende Effekte auf die Synaptische Plastizi-
tat.

In den in vivo Untersuchungen an Méausen fiihrte das Fehlen der ERa: und ER/ in
den entsprechenen KO-Médusen zu einer schwachen, nicht-signifikanten bzw. einer
deutlichen, signifikanten Erhohung der Spinesynapsendichte. Dagegen bewirkte
in den Experimenten an Schnittkulturen von Rattenhippocampi (CA1-Region) die
Hemmung von ERa, ERf oder beider ER durch MPP, PHTPP, MPP+PHTPP oder
ICI eine signifikante Erniedrigung der Synapsendichte. Vergleiche mit Literatur-
daten und insbesondere Untersuchungen mit ER-Agonisten zeigten teils zu den
vorliegenden Ergebnissen passende und teils ihnen widersprechende Befunde
und waren insgesamt in sich widerspriichlich. So fiihrte die Behandlung mit ERa-
Agonisten in dissoziierten hippocampalen Zellkulturen zur Zunahme von Spine-
synapsen ([JELKS et al.| (2007)]) und in hippocampalen Slicekulturen zur Zunahme
von ,thin spines” und Filopodien in der CA1-Region ([MUKALI et al. (2007)]). Der
Einsatz eines ER3-Agonisten fiihrte dagegen (im Widerspruch zu den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit) bei Mdusen zur Zunahme von ,mushroom”-Spines im
Gyrus dentatus ([LIU et al.| (2008)] ). In Untersuchungen des Arbeitskreises um
Rune et al. fithrten in hippocampalen Schnittkulturen weder eine Behandlung mit
ERa- und ERB-Agonisten (ohne gleichzeitige Hemmung der Ostrogensynthese
durch Letrozol) noch die Zufuhr von Ostradiol zu einer (positiven) Regulation der
Synaptogenese ([KRETZ et al.|(2004)]) Zur Erklarung der (scheinbar) gegensatzli-
chen Befunde in der vorliegenden Dissertation wurde folgendes postuliert: Beide
ER wirken als ligandeninduzierbare Transkriptionsfaktoren und stimulieren nach

Bindung des Ostrogenliganden und Dimerisierung (, klassischer Mechanismus®)
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die Ostrogen-induzierte Synaptogenese und beeinflussen somit die synaptische
Plastizitat ([PRANGE-KIEL et al.| (2003)]). Daneben konnen ERa und ERS einander
auch wechselseitig hemmen auf Grund der Bildung von Heterodimeren ([HALL
und MCDONNELL| (1999); COWLEY et al. (1997)]). Es ist einsichtig, dass dabei
der in hoherer Konzentration vorliegende ER zu einem geringeren Prozentsatz
gehemmt wird als der in niedrigerer Konzentration voliegende Rezeptor, bei dem
die Hemmung bis zu 100% betragen kann. Gemaf3 der Verteilung der ER im Gewebe
- in Méausehippocampi ist der ERa der vorherrschende Rezeptor, in den Schnitten
von Rattenhippocampi ist es der ERJ - ist dabei die Hemmung von ERa durch
ERp stéarker als umgekehrt, so dass in den ER3-KO-Mdusen der Fortfall der ERa-
Hemmung den signifikanten Anstieg der Synapsendichte erklart, wahrend aus
dem ERa-knockout nur ein geringer Effekt resultiert. Neben der langfristigen
Haufigkeitsverteilung von ERa und ERf in verschiedenen Spezies und Geweben
konnten auch kurzfristigere Effekte eine Rolle spielen wie die Regulation der
ER-Expression durch Ostrogene. Dazu liegen in der Literatur allerdings wider-
spriichliche Befunde vor. Beispielsweise beobachteten [RISSMAN et al.| (2002)] bei
ovx ERB-KO-Mausen eine Herabregulation des ERa durch Ostradiol, wahrend
[PRANGE-KIEL et al.|(2003)] eine Hochregulation des ERa durch Ostradiol in vitro
beschrieben haben. Umgekehrt sind 10fach hohere Ostrogenspiegel in ERa-KO-
Maiusen beschrieben worden, was im vorliegenden in vivo Versuch einen starkeren
positiven Effekt des ERS auf die Ostrogen-induzierte Synaptogenese und damit
eine mehr oder weniger starke Kompensation des fehlenden ERa bedeuten wiirde.
In den Slicekulturexperimenten im Rahmen der vorliegenden Dissertation fiihrte
die Hemmung der ER durch MPP, PHTPP oder ICI anders als ein ER-KO in allen
Fallen zu einer Reduktion der Synapsendichte. MPP bzw. PHTPP binden bei den
in der Arbeit gewédhlten Konzentrationen wirkungsvoll und spezifisch an den
ERa bzw. ERfS und verhindern dadurch nicht nur die Bildung von Homo- oder
Heterodimeren aus den ERa/ER3-Komplexen mit den Ostrogenliganden, sondern
verhindern auch jegliche transkriptionelle Aktivitdt an der DNA bzw. den EREs
([SUN et al.| (2002); |[COMPTON et al.[(2004)]). Auch ICI als Inhibitor von ER«a und
ERp verhindert sowohl die Dimerisierung der ERs als auch ihre transkriptionellen
Aktivitaten.Daher fiihrte die Hemmung der ERs durch MPP, PHTPP, MPP+PHTPP
oder ICI in allen Fillen zu einer Reduktion der Synapsendichte.

Ein weiterer Grund fiir die (scheinbaren) Widerspriiche zwischen den in vitro- und
in vivo-Versuchen und Literaturdaten ist die Tatsache, dass neben dem bislang
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diskutierten direkten genomischen ,klassischen” Signalweg die Ostrogenwirkung
im Gehirn auch iiber andere, genomische und nicht-genomische ,rasche” Me-
chanismen vermittelt sein kann, die anders reguliert sind und nicht tiber die
Bildung von Homo- und Heterodimeren laufen. So binden bei den indirekten
genomischen Mechanismen monomere ER-Ligandenkomplexe nicht direkt an EREs
bzw. die Ziel-DNA sondern an andere DNA-bindende Transkriptionsfaktoren wie
AP1, SP1 oder NF-xB ([NILSSON et al. (2001)]). Seit langem sind nicht-nukleére,
membrangebundene (synaptische) ERs auch in verschedenen Hirnregionen ein-
schliefllich des Hippocampus nachgewiesen worden ([BECKER|(1999)]). Ein Beispiel
ist der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 30 (GPR30), der sich u.a. im Vorderhirn
(Cortex, Hypothalamus, Hippocampus) von Mdusen und Ratten nachweisen
lasst, zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) zdhlt und mittlerweile
als Ostrogenrezeptor identifiziert worden ist ([BRAILOIU et al.| (2007)]). GPR30
bindet spezifisch und hochaffin an Ostradiol und bewirkt rasche, nicht-genomische
Effekte auf Neuronen, Neuropeptidsysteme und auf die Peripherie ([HAZELL et al.
(2009)]). GPR30 induziert u.a. die Mobilisierung von Ca2+ aus intrazelluldren
Speichern und reguliert die rasche Wirkung von Ostrogenen auf MAP-Kinasen
([FILARDO et al.|(2000)]); direkte Effekte auf Spines oder die synaptische Plastizitit
konnten aber nicht gezeigt werden ([MUKATI et al.|(2007)]). Wie in Abschnitt
ausgefiihrt, konnen Ostrogene nicht nur iiber ER-vermittelte genomische Mecha-
nismen wirken, sondern auch direkte Effekte austiben. So liefien sich beispielsweise
Hirnfunktionen durch direkte Effekte auf neuronale Membranen beeinflussen und
Verdanderungen des mannlichen Sexualverhalten innerhalb von Minuten durch
experimentell erzeugte Anderungen der Ostradiolbioverfiigbarkeit im Gehirn
auslosen ( [BALTHAZART und BALL (2006); LEVIN| (2005)]). Auch die innerhalb
von Minuten erfolgende Anderung synaptischer Strome nach Ostradiolgabe wird
weder durch ERa-KO noch durch ERa- und ER3-Antagonisten beeinflusst ([GU
et al. (1999)]). In anderen Untersuchungen war allerdings ein Einfluss des ERa-KO
auf den Ostradiol-induzierten raschen Anstieg der synaptischen Transmission in
Maiusehippocampi nachweisbar ([FUGGER et al.| (2001)]).

Alle diese Mechanismen kénnten einen Einfluss auf die Ostrogen-induzierte
Synaptogenese haben zusatzlich zu den Effekten des ERa- und ER3-KOs, der
zugesetzten ERa- und ERB-Antagonisten und der Steigerung oder Hemmung der

Ostrogensynthese in den Slicekulturen.
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5 Zusammenfassung

Vorausgegangene und parallel durchgefiihrte Untersuchungen am Institut fiir Neu-
roanatomie des UKE Hamburg haben gezeigt, dass die lokale Ostrogensynthese
Ostrogenrezeptor (ER) vermittelt im Hippocampus bei der Spino- und Synaptoge-
nese eine essentielle Rolle spielt. In der vorliegenden Dissertation hatte untersucht
werden sollen, ob beide ubiquitir im Hippocampus exprimierten Ostrogenrezeptor-
Subtypen Alpha und Beta (o und f) fiir die Synapsenbildung verantwortlich seien.

Dazu waren sowohl

a) 12 Wochen alte weibliche ERa-, und ERF-KO-Méuse untersucht und mit
Wildtypmaéusen verglichen als auch

b) Slicekulturen aus den Hippocampi neonataler Ratten mit Cholesterol und/oder
spezifischen Inhibitoren der Ostrogensynthese (Letrozol), des ER-ao (MPP),
des ER-3 (PHTPP) oder von beiden (ICI 182,780) behandelt worden.

Der Zielparameter , Synaptische Plastizitdt” wurde an Hand der Spinesynapsen-
dichte im untersuchten Gewebe gemessen. Als priméres Ergebnis und als Antwort
auf die zentrale Frage der vorliegenden Dissertation zeigte sich, dass beide ERs in
unterschiedlichem Ausmaf in die Regulation der Ostrogen-induzierten Synaptoge-
nese und damit der synaptischen Plastizitédt involviert sind. Dies steht im Gegensatz
zu anderen Publikationen, wonach der ER/ allein diese Funktion ausiibt. Wahrend
in den Untersuchungen an ER-KO-Méusen der Ausfall des ERa zu einem geringen
und nicht signifikanten Anstieg und das Fehlen des ER3 sogar zu einem 75%igen
signifikanten Anstieg der Spinesynapsendichte fiihrte, reduzierte in den Schnitt-
kulturexperimenten die Hemmung von ERa, ERf oder beider ER durch MPP,
PHTPP, MPP+PHTPP oder ICI die Spinesynapsendichte relevant und signifikant,
wobei sich die Effekte von MPP und PHTPP anndhernd additiv verhielten. Der
Effekt von ICI war schwicher als der von MPP und/oder PHTPP. Als Erklarung
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hierfiir wurde postuliert, dass ERa und ER nicht nur die hippocampale Synapsen-
bildung via des , klassischen” genomischen Signaltransduktionsweg und andere
Mechanismen regulieren, sondern einander auch wechselseitig auf Grund der
Bildung von Heterodimeren hemmen konnen. Geméf3 der Verteilung der ER in den
Hippocampi ist dabei die Hemmung von ERa durch ER/3 stédrker als umgekehrt,
so dass in den ER3-KO-Maéusen der Fortfall der ERa-Hemmung den signifikanten
Anstieg der Synapsendichte erkldart, wahrend aus dem ERa-KO nur ein ganz
geringer Effekt resultiert. Bei der Hemmung der ER durch MPP, PHTPP oder
ICI sind Ligandenbindung, Dimerisierung und/oder dieAktivitd des Liganden-
Rezeptor-Komplexes an der DNA bzw. den ERs gestort, so dass die wechselseitige
Hemmung beider ERs durch Heterodimerisierung und ihre Aufhebung durch
KO keine Rolle spielen. Daher fiihrt die Hemmung der ERs in allen Fillen zu
einer Reduktion der Synapsendichte. Aufier tiber den ,klassischen” genomischen
Mechanismus kénnten Ostrogene die hippocampale Synaptogenese iiber weitere,
i.d.R. raschere Signaltransduktionswege beeinflussen. Dazu zdhlen genomische
Mechanismen, die ohne Dimerisierung und Bindung an EREs ablaufen, ebenso wie
Signalwege, bei denen Ostrogene an membranstidndige Rezeptoren binden oder
ihre Wirkung ganz ohne Bindung an Rezeptoren ausiiben. Daraus ergeben sich
weitere Interpretationsmoglichkeiten fiir die beobachteten Effekte. Nicht zuletzt
konnten Versuchsmodell und -dauer, der Effekt von extrahippocampalem Ostrogen
in den Méauseversuchen, die Ostrogenkonzentration (z.B. 10fach hohere Ostrogen-
spiegel in ERa-KO-Miusen) und der Einfluss der Ostrogenkonzentration auf die
Rezeptorexpression zu den beobachteten (scheinbaren) Diskrepanzen zwischen

den verschiedenen Experimenten beigetragen haben.

Alles zusammen genommen zeigt die vorliegende Dissertation, dass an der Regu-
lation der Ostrogen-induzierten Synaptogenese beide Ostrogenrezeptoren beteiligt
sind, wobei beide ER fordernde und hemmende Effekte auf die synaptische
Plastizitdt ausiiben konnen und die resultierende Wirkung sowohl von der lo-
kalen Verteilung und Konzentration der an der Signaltransduktion beteiligten
Komponenten als auch vom Versuchsmodell abhidngt.
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