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1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung des Hormonrezeptorstatus

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau. Mit einer
Pravalenz von uber 30% kommt dieses wesentlich ofter vor als etwa das Ko-
lon- oder Bronchialkarzinom. (Siegel, Miller, & Jemal, 2016) Das Mammakar-
zinom ist nicht nur das haufigste Karzinom, sondern auch die zweithaufigste
Krebstodesursache der Frau. Jede achte Frau erkrankt statistisch gesehen im
Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom. (Hayat, Howlader, Reichman,
& Edwards, 2007)

Estimated New Cases

Prostate 180,820 21% Breast 246,660 29%

Lung & bronchus 117,920 14% Lung & bronchus 106,470 13%

Colon & rectum 70,820 8% Colon & rectum 63,670 8%

Urinary bladder 58,950 7% Uterine corpus 60,050 7%
Melanoma of the skin 46,870 6% Thyroid 49,350 6%
Non-Hodgkin lymphoma 40,170 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,410 4%
Kidney & renal pelvis 39,650 5% Melanoma of the skin 29,510 3%
Oral cavity & pharynx 34,780 4% Leukemia 26,050 3%
Leukemia 34,090 4% Pancreas 25,400 3%

Liver & intrahepatic bile duct 28,410 3% Kidney & renal pelvis 23,050 3%
All Sites 841,390 100% All Sites 843,820 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 85,920 27% Lung & bronchus 72,160 26%

Prostate 26,120 8% Breast 40,450 14%

Colon & rectum 26,020 8% Colon & rectum 23,170 8%

Pancreas 21,450 7% Pancreas 20,330 7%

Liver & intrahepatic bile duct 18,280 6% Ovary 14,240 5%
Leukemia 14,130 4% Uterine corpus 10,470 4%

Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,270 4%

Urinary bladder 11,820 4% Liver & intrahepatic bile duct 8,890 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,520 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,630 3%
Brain & other nervous system 9,440 3% Brain & other nervous system 6,610 2%
All Sites 314,290 100% All Sites 281,400 100%

Abbildung 1.1.: Die zehn héufigsten Krebsarten bei Neudiagnosen und Todesféllen in den
USA 2016 (Siegel et al., 2016)



In den letzten Jahrzenten ist intensiv nach neuen Methoden fur die Friherken-
nung des Mammakarzinoms gesucht worden. Durch diese Fortschritte in der
Medizin kann der Brustkrebs oft im Frahstadium erkannt werden und wird so-
mit immer besser therapierbar. In der Therapie hat die Exzision des Tumors
noch immer die grof3te Relevanz. (Untch et al., 2015) Dies kann heutzutage
bei gunstiger Relation von Tumor- zu Brustgrofie brusterhaltend geschehen.
Wie auch bei anderen Tumoren ist neben der Tumorgrof3e fur die weitere The-
rapiestrategie vor allem die Frage nach Lymph- und Fernmetastasen wichtig.
Insbesondere Knochenmetastasen sind mit 41,1% die am haufigsten be-
troffene anatomische Struktur fur Fernmetastasen beim Mammakarzinom.
(Berman, Thukral, Hwang, Solin, & Vapiwala, 2013) Durch Beurteilung dieser
Faktoren kann ein Therapieplan festgelegt werden mit der Frage nach Opera-
tion, Bestrahlung und/oder Chemotherapie. Ferner wird seit einigen Jahren
auch untersucht, ob die Tumorzellen den Wachstumsfaktor HER2/neu expri-
mieren, und somit adjuvant eine Antikorpertherapie durchgefuhrt werden kann.
(Hurvitz, Hu, O'Brien, & Finn, 2013; Joensuu, 2017) HER2/neu ist fur die the-
rapeutische Einschatzung wichtig und ist Gegenstand aktueller Forschungs-
gruppen. (Zardavas, Cameron, Krop, & Piccart, 2013) Bei der Behandlung des
Mammakarzinoms kommt jedoch noch ein weiterer Aspekt hinzu: der Hormon-

rezeptorstatus.

Dies ist einer der bedeutendsten Faktoren bei der therapeutischen Fragestel-
lung. Uber 70% der Mammakarzinome sind Ostrogenrezeptor-positiv
(ER+).(Howlader et al., 2014) Dieser positive Hormonrezeptorstatus bedeutet,
dass die Tumorzellen bei diesen Karzinomen Ostrogenrezeptoren exprimieren
und somit eine therapeutische Angriffsflache bieten.(Lumachi, Brunello, Ma-
ruzzo, Basso, & Basso, 2013) Auch pathophysiologisch spielt der ER eine
groRe Rolle beim Mammakarzinom. Die Interaktion des ER mit dem Ostrogen
wirkt stimulierend auf die Tumorzellen und fuhrt somit zum Tumorprogress.
Um diesen Wachstumsreiz zu unterbinden kann man eine adjuvante Hormon-
therapie (aHT) einleiten. Das Ziel dieser Therapie ist es entweder die Biosyn-

these von Ostrogen zu minimieren oder die Interaktion des Ostrogens mit dem



ER zu blockieren. Seit Jahrzenten ist die aHT deshalb ein elementarer Bau-
stein fur die Standardtherapie des ER+-Mammakarzinoms geworden.(Luma-
chi et al., 2016) Zurzeit gibt es drei verschiedene Substanzklassen in der aHT:

e GnRH-Antagonisten
e Selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs)
e Aromatase-Inhibitoren (Als)

Im Anschluss an einen multifaktoriellen Entscheidungsprozess, wird eine Sub-
stanzklasse fur die Behandlung ausgewahlt. Die SERMs, e.g. Tamoxifen, sind
Wirkstoffe, die selektiv Ostrogenrezeptoren an der Brust blockieren und somit
den durch Ostrogen getriggerten Wachstum der Tumorzellen hemmen. (Fa-
bian, 2007) Dieser Wirkstoff wird vorrangig bei pramenopausalen Frauen be-
nutzt, da es einen spezifischen Angriffspunkt gibt und der hormonelle Korper-

kreislauf des Ostrogens nicht unterbrochen wird.

1.2. Der Aromataseinhibitor Letrozol

Mit der Menopause beginnt ein Ubergang von der reproduktiven Zeit des
Ovars zum Erléschen der ovariellen Funktion. Das Ostrogen wird fortan haupt-
sachlich von dem Enzym Aromatase in den Fettzellen des Korpers gebildet.
(Au, Furness, & Brown, 2016) Die Hemmung dieses Enzyms wird somit post-
menopausal zu einem neuen Therapieziel. Aromatase-Inhibitoren (Als) kon-
nen die Ostrogenproduktion systemisch unterbinden. (McNamara, Guestini,
Sakurai, Kikuchi, & Sasano, 2016) Bei postmenopausalen Frauen war das
krankheitsfreie Uberleben signifikant hoher, wenn der Al Letrozol eingesetzt
wurde im Vergleich zur Therapie mit dem SERM Tamoxifen. (Dowsett et al.,
2010; Gelber et al., 2011) Letrozol ist ein kompetitiver Inhibitor der Aromatase.
Die Aromatase katalysiert als Enzym den finalen Schritt der Ostrogensyn-
these. Dieser Schritt ist die Konversion von Testosteron zu Ostrogen.
(Tashjian & Armstrong, 2011)
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Abbildung 1.2.: Die Biosynthese von Androgenen und Ostrogenen, mit Angriffspunkten von
Wirkstoffen (Rang, Dale, & Ritter, 1995)

Letrozol blockiert diesen Schritt effektiv, ohne dass andere steroidale Signal-
wege beeintrachtigt werden. Hinzu kommt, dass Letrozol ein h6heres Potential
als andere Als wie z.B. Anastrozol, Exemestan, Formestan und Aminogluthe-
thimid hat. (Bhatnagar, 2007) Es erreicht eine nahezu vollstandige Blockade
der Aromatase. Dies erklart, weshalb Letrozol ein wichtiger Bestandteil der
Hormontherapie beim ER+-Mammakarzinom bei postmenopausalen Frauen

geworden ist.

Nebenwirkungen in der Tumortherapie sind keine Seltenheit und manifestie-
ren sich vor allem bei Einsatz von Chemotherapeutika. (Curigliano, Criscitiello,
Esposito, & Pruneri, 2017) Doch auch Substanzen, die in den Hormonhaushalt
eingreifen, konnen beeintrachtigende Nebenwirkungen hervorrufen. Mehrere
multizentrische Studien haben gezeigt, dass es unter Al-Therapie mit Letrozol
zu Beeintrachtigungen der Gedachtnisfunktionen kommen kann. (Tuscher et
al., 2016) Patienten leiden haufig unter Einschrankungen von verbalen, episo-
dischen Gedachtnisfunktionen und unter Beeintrachtigungen beim Ausfuhren
von Tatigkeiten. (Le Rhun et al., 2015)
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1.3. Effekt der Steroidhormone auf synaptische
Plastizitat

Schon seit den 1950er Jahren ist bekannt, dass der Bereich des Hippocampus
eine wichtige Schaltstelle bei diesen Gedachtnisvorgangen ist. (Scoville & Mil-
ner, 1957) Gerade deshalb steht der Hippocampus schon lange im Fokus vie-
ler Forschungsgruppen. Als Teil des limbischen Systems ist der Hippocampus
einer von vielen komplexen Strukturen des medialen Temporallappens. (Bird
& Burgess, 2008) Der Hippocampus ist essentiell fur anatomische Verbindun-
gen, synaptische Plastizitat, Wahrnehmung und Verhalten, sowie rechneri-
sche Algorithmen. (Andersen, 2007)

Anterior thalamic ) = Cingulate gyrus
nucle :
e \ S / Fornix
Basal forebrain yy ) N : o
L T =
\ P R
\ . ’ \\ / S — e
— F\ e AT )~ D Retrosplenial
Amygdala ~£ \ > ~ =< A A cortex
Ao~ ’ { / s A A /
Y SNA 4 <. \ — . / L)
. e P . o Yy £ \
T N\ / ‘ Vo B — Mammilary
X RN - - e < body
s - - < b 4
ay ; \
b § ~E Z 2w =~ Parahippocampal
Perirhina e L N ' cortex
cortex p A = - ~
Entorhinal - 2 ¥ Hippocampus

cortex

Abbildung 1.3.: Der Hippocampus und seine Verbindungen (Bird & Burgess, 2008)

Bereits in den friihen 1990er Jahren konnte beobachtet werden, dass Ostro-
gene die synaptische Plastizitat im Hippocampus beeinflussen. (Harris, 1994)
Die Stabilitat und Funktionalitat von synaptischer Konnektivitat der Neurone
wird in Uber 90% durch die ,dendritic spines® gewahrleistet. In fruhen Experi-
menten fuhrten Ovariektomien bei Ratten zu einem Verlust von postsynapti-
schen ,dendritic spines® an Neuronen in der CA1-Region des Hippocampus.
(Gould, Woolley, Frankfurt, & McEwen, 1990) Somit konnte die Vermutung
geduBert werden, dass Ostrogene die Anzahl der Neurone beeinflussen kén-
nen. Die Bildung der Ostrogene unterliegt einem komplexen Regelkreis zwi-
schen dem Hypothalamus, dem Vorderlappen der Hypophyse (HVL) und den
Ovarien. (Harris Clark, 2003) Die Sekretion von GnRH aus dem Hypothalamus
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stimuliert die Freisetzung von LH/FSH aus dem HVL (,Anterior pituitary“). LH
und FSH bewirken das Wachstum ovarieller Follikel und das Ausbilden des
Corpus luteum im Ovar. Von diesen Zellen wird dann Ostrogen und Progeste-
ron gebildet und ins Blut sezerniert. Durch positives und negatives ,feedback”
wird dieser Kreis geregelt und balanciert. (Chen & Ward, 2014)

Female HPG Axis

=

y5
44 Hypothalamus
& —
'(___-(.3 nR |:|____>
."l " lf

= \ Anterior

. / \ =y pituitary
yd 2
oI® 3 ®
TN N
A LH ) ( FSH )

\ = / =) -
l

|

N AN e
. 3 &
\
1

— Owvaries
&
N\
~ ( Estrogen ) ¢ Pre terone>)
q gen ) (_Progesterone )

Abbildung 1.4.: Die weibliche Hypothalamus-Hypophysen-Ovarien-Achse (Kong et al., 2014)

Es konnte aber auch gezeigt werden, dass das Ovar nicht der einzige Ort der
Ostrogensynthese ist, sondern Neurone selbst im Hippocampus de novo Ost-
rogen synthetisieren. (Hojo et al., 2004; Prange-Kiel, Fester, Zhou, Jarry, &
Rune, 2009; Prange-Kiel, Wehrenberg, Jarry, & Rune, 2003) Die Inhibierung
dieser hippocampalen Ostrogensynthese hat einen negativen Einfluss auf die
Neurone. (Fester, Prange-Kiel, Jarry, & Rune, 2011; Fester et al., 2006; Kretz
et al., 2004; Prange-Kiel et al., 2006) Wie bereits erwahnt, kann die Blockade
der Ostrogensynthese sehr effektiv mit Letrozol erreicht werden. Unsere For-
schungsgruppe konnte zeigen, dass die Blockade der Aromatase mit Letrozol
einen negativen Einfluss auf die synaptische Plastizitat bei weiblichen Ratten

hat, bis hin zum Verlust von ,spine“-Synapsen. (Zhou et al., 2010)
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1.4. Die Antiandrogen-Therapie beim Prostatakarzinom

Der Effekt des Letrozols konnte nicht gleichermal3en bei den mannlichen Rat-
ten nachgewiesen werden, was auf einen sexuellen Dimorphismus hinweisen
konnte. (Vierk et al., 2012) In Bezug auf synaptische Plastizitat im Hippocam-
pus lieRen uns die Untersuchungen von Leranth (Leranth, 2003; Leranth, Hajs-
zan, & MacLusky, 2004) spekulieren, dass Dihydrotestosteron (DHT) eine
grol3e Rolle bei den mannlichen Tieren spielt. DHT ist der biologisch aktive
Metabolit des Hormons Testosteron, welches durch das Enzym 5a-Reduktase
gebildet wird. (Martini, 1982) In vielen Organen ist DHT das eigentliche wirk-
same Androgen. Die Bedeutung des sexuellen Dimorphismus und die Rolle
des DHT sind nicht nur fur die biologische Grundlagenforschung interessant,
sondern konnen auch klinische Implikationen zur Folge haben. Wahrend bei
den Frauen das Mammakarzinom die klinische Bedeutung des Steroidhor-
monhaushaltes verdeutlicht, gibt es auch bei Mannern ein Karzinom, welches
hormonsensibel sein kann und somit Ziel hormontherapeutischer Ma3nahmen
ist: das Prostatakarzinom.

Es ist die haufigste maligne Erkrankung und die zweithaufigste Krebstodesur-
sache des Mannes. (Brawley, 2012) Wahrend der Goldstandard in der Pros-
tatakarzinom-Therapie noch immer die radikale operative Resektion des Tu-
mors ist, werden insbesondere bei alteren Patienten oder bei hochdifferenzier-
ten und langsam progredienten Tumoren auch konservative Konzepte ange-
wandt. (Albertsen, Hanley, & Fine, 2005; Stangelberger, Waldert, & Djavan,
2008) Bei lokaler Lymphmetastasierung und vor allem bei klinisch fernmeta-
stasierten Prostatakarzinomen ist die erste therapeutische Wahl die Andro-
gendeprivation mit einer Hormontherapie. (Perlmutter & Lepor, 2007) Als Wirk-
stoffe gibt es - wie auch beim Mammakarzinom - die GnRH-Analoga. Hinzu
kommen steroidale Antiandrogene, wie Cyproteronacetat und nichtsteroidale
Antiandrogene, wie Flutamid. (Voegeli, Kurtz, Grimm, Effert, & Eckardt, 2005)
Da durch die Antiandrogen-Therapie (ADT) die Steroidhormone vermindert

werden, kommt es zu unerwinschten Nebenwirkungen. (Grossmann & Zajac,
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2011) Das Frakturrisiko steigt durch einen beschleunigten Knochenabbau und
viele Patienten erfahren Symptome wie Schwindel, sexuelle Dysfunktionen,
Hitzewallungen und Anamie.(Asbell et al., 1996; Richard J Wassersug, Lauren
Walker, & Robinson, 2014) Ferner konnte eine Herabsetzung zerebraler Funk-
tionen beobachtet werden. In Bereichen wie Sprachvermogen, Kurzzeitge-
dachtnis, Anpassungsfahigkeit, sowie Impulskontrolle hatte die ADT negative
Auswirkungen auf die Patienten. (Gunlusoy et al., 2017) Aus diesem Grund
sollten die Nebenwirkungen einer ADT stets mit den Vorteilen der Therapie
verglichen und mit dem Patienten besprochen werden. Die zahlreichen Ne-
benwirkungen einer ADT implizieren die wichtige Rolle des DHT, vor allem auf

neuronaler Ebene.

1.5. Austausch von Informationen auf neuronaler
Ebene

Bei den mannlichen und weiblichen Patienten fallt auf, dass unter der jeweili-
gen geschlechtsspezifischen Steroidbiosynthesehemmung zerebrale Beein-
trachtigungen auftreten. Die Hormone DHT und Ostrogen scheinen folglich
fundamental fur die Konnektivitat der Neurone zu sein. Um dieses Phanomen
morphologisch genauer zu untersuchen und zu quantifizieren, wurden in die-
ser Arbeit die hippocampalen Neurone auf synaptischer Ebene untersucht.
Eine Synapse ist die Verschaltung zwischen zwei oder mehreren Nervenzel-
len. (Pereda, 2014) Sie sind verantwortlich und notwendig fur den Austausch
von Informationen auf Zellebene und die Uberleitung von Signalen. (Edelman,
Gall, & Cowan, 1987) Ohne Synapsen ware dies nicht moglich. Zu dem struk-
turellen Gerust einer Synapse gehoren drei Bestandteile:

1. Prasynapse
2. Synaptischer Spalt

3. Postsynapse
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In der Prasynapse findet die Erregung der Reizweiterleitung statt. Diese Erre-
gung wird von der Postsynapse empfangen. Der synaptische Spalt liegt zwi-
schen diesen beiden Strukturen. Nach Art der Erregungsuberleitung kann man
Synapsen in elektrische und chemische Synapsen unterteilen. Elektrische Sy-
napsen zeichnen sich durch ,gap junctions® aus mit einem sehr kleinen synap-
tischen Spalt, welche z.B. beim Lidreflex vorkommen. Fur unsere Untersu-
chungen sind jedoch chemische Synapsen interessant, die ihre Reizweiterlei-
tung Uber Neurotransmitter gewahrleisten. Diese Neurotransmitter konnen sti-
mulierend (exzitatorisch) oder hemmend (inhibitorisch) sein. In der Prasy-
napse werden die Neurotransmitter in Vesikel verpackt und in den synapti-
schen Spalt abgegeben (Exzytose). Nach Diffusion durch den synaptischen
Spalt binden die Neurotransmitter an entsprechende Rezeptoren der Postsy-
napse. Diese Bindung o6ffnet postsynaptische lonenkanale, welche ein Akti-

onspotential auslésen und somit die Erregung weiterleiten.

A

An action potential invades
the presynaptic terminal

>,

Abbildung 1.5.: Sequenz von Schritten bei Weiterleitung von neuronalen Signalen einer typi-
schen chemischen Synapse. (Purves et al., 2001)
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In dieser Arbeit wird der Einfluss von Steroidhormonen sowie deren Entzug
auf die Anzahl der Synapsen im Hippocampus untersucht. Weibliche und
mannliche Tiere wurden mit folgenden vier verschiedenen Substanzen behan-

delt, sowie relevanter Kombinationen verschiedener Substanzklassen:
1. Ostrogen (Estradiol/E2)
2. Dihydrotestosteron (DHT)
3. Trilostan

4. Letrozol

Adrenal steroids and congenital adrenal hyperplasias

ACTH  Ketoconazole

% % Cholesterol

Cholesterol desmolase l

Pregnenolone M» 17-hydroxypregnenolone —— Dehydroepiandrosterone (DHEA)

3B-hydroxysteroid
dehydrogenase

17a:-hydroxyl
~Loydoyase) | 17-hydroxyprogesterone ——» Androstenedione Mb Estrone

S o | | |« |1

Progesterone

11-deoxycorticosterone 11-deoxycortisol Testosterone % Estradiol 1
Corticosterone Cortisol Joreductese » Dihydrotestosterone
(DHT)
Aldosterone synthase l 2
% Aldosterone
Angiotensin Il
ZONA GLOMERULOSA ZONA FASCICULATA ZONA RETICULARIS
Mineralocorticoids Glucocorticoids Androgens Estrogens, DHT

Abbildung 1.6.: Zuordnung von Substanzen in der Steroidbiosynthese. (Le, Bhushan, Sochat,
Kalani, & Chavda, 2017)

Die vier Substanzen lassen sich alle als Schlisselenzyme oder Substrate in
die Steroidbiosynthese einordnen. Die Bedeutung des Ostrogens, des
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Testosterons und des Letrozols sind bereits verdeutlicht worden. Trilostan ist
ein Steroidbiosynthesehemmer der im Vergleich zu Letrozol ein relativ unspe-
zifischer Inhibitor ist. (Macfarlane, Parkin, & Ramsey, 2016) Durch seine Hem-
mung der 3-B-hydroxysteroid-Dehydrogenase greift es an mehreren Stellen
hemmend ein. Wie in der Abbildung 1-6 zu sehen, hat dies nicht nur Auswir-
kungen auf die Synthese der Steroidhormone, sondern auch auf die Synthese
von Glukokortikoiden und Mineralkortikoiden. Beim Menschen wird es nicht
mehr als Therapeutikum eingesetzt. In der Veterinarmedizin macht man sich
dieses Wirkprofil jedoch zu nutzen, indem man Trilostan zur Behandlung des
Morbus Cushing einsetzt. (Nagata, Kojima, & Yuki, 2017)
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2. Zielsetzung

In dieser Dissertationsarbeit gilt es primar zwei Hypothesen zu untersuchen.
Zum einen stellt sich die Frage, ob Ostrogene den gleichen Effekt auf die
mannliche hippocampale Synapsendichte haben wie auf die der weiblichen
Tiere. Hier wurde der direkte Einfluss von Ostrogenen untersucht, sowie, ob
der Aromataseinhibitor Letrozol einen analogen Effekt auf mannliche Tiere hat,
wie der bereits gezeigte Effekt der down-regulation der Synapsen bei weibli-
chen Tieren. Auf dem Letrozol liegt ein besonderer Fokus, da dieses im klini-

schen Alltag bei der hormonsensitiven Brustkrebstherapie eingesetzt wird.

Daruber hinaus wurde untersucht, ob die Gabe von Dihydrotestosteron einen
positiven oder negativen Effekt auf die Synapsenplastizitat der weiblichen und
mannlichen Tiere hat. Auch hier wurde in diesem Zusammenhang der Effekt
von klinisch relevanten Steroidhormonbiosynthesehemmern wie Letrozol un-
tersucht. Ein weiterer Steroidbiosynthesehemmer, der in den Experimenten
bei weiblichen und mannlichen Tieren Anwendung fand, ist das Trilostan, wel-

ches Anwendung in der Veterinarmedizin findet.

Da es bisher nur Hinweise auf die Rolle von DHT im Hippocampus gab, sollte
die Bedeutung des DHT in Bezug auf einen sexuellen Dimorphismus naher
beleuchtet werden. Die These ist, dass das DHT fur hippocampale Neurone
mannlicher Tiere ebenso wichtig ist, wie das Ostrogen fir weibliche Tiere.



3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien
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3.1.1. Gerate
Brutschrank 37°C und 65°C Memmert
COz2 Inkubator, 37°C Heraeus
Culture Plate Insert Millipore
Diamantmesser Diatom
Drucker Canon
Elektronenmikroskop CM 100 Phillips
Gefrierschrank, -25°C und -80°C Liebherr
Heidemannspatel Aesculap DE

Kuhlschrank, 4°C

Liebherr + Bosch

Lichtmikroskop

Olympus

pH-Meter Radiometer Copenhagen
Pinzette Merck

Pipetten Eppendorf AG

Schere Fine Science Tool
Semidunnschnittgerat RM 2065 Leica
Ultradunnschnittgerat Ultra Cut OmU3 Reichert




20

Waage Mettler
3.1.2. Chemikalien
Aqua dest. Baxter DE
DHT Sigma Aldrich
Estradiol E4389, Sigma Aldrich
Ethanol Merck
Glutamin, 200 mM Sigma
Glycidether 100 (Epon 820) Serva
HBSS (Hanks Balanced Salts) Gibco
HEPES Sigma
Horse Serum (Pferdeserum) Gibco
Letrozol Tocris
Minimum Essential Medium Gibco
NaCl Merck
Na-Hydroxid (NaOH) Merck
Osmiumtetroxid (OsOa4) Roth
Paraformaldehyd Merck
Salzsaure (HCL) Merck
Na-Bicarbonat-Losung (NaHCO3), 7,5% | Sigma

Trilostan

Sanofi Winthrop




3.1.3. Software
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Mac OS X 10.13.3 Apple

MS Excel 2016 Microsoft

MS Word 2016 Microsoft

Prism 7 GraphPad

Windows XP/7/10 Microsoft
Losungen:

1% Osmiumtetroxid in 0,1M Natriumphophatpuffer mit Saccharose :

o 2% Osmiumtetroxid in Aqua dest. |0sen

e 5,52g Natriumhydrogenphosphat Monohydrat

e 42,889 Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat

e In 1000ml Aqua dest. lI6sen

e 06,8469 Saccharose in 100 ml des Puffers I6sen

e Osmiumlosung und Saccharose-Pufferlosung 1:1 mischen

HBSS

e 50ml 10x HBSS
5,04ml HEPES
e Bis auf 450ml H20

e pH-Wert auf 7,3 einstellen

e bis 500ml mit Aqua dest. auffullen

e steril filtrieren
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Kulturmedium fir Slicekulturen (in u.qg. Konzentration):

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

e L-Glutamin 200mM, steril

e Natrium-Bikarbonat Losung (NAOH3) (7,5%ig)

e Hanks Balanced Salts (HBSS)

e Pferdeserum, hitzeinaktiviert, steril

e Aqua dest.

e Zugabe von NaOH (1M), bzw. HCI (1M) (bis zum Erreichen Ziel-pH)

PBS (phosphate buffered saline):

e 8g NaCl

e 0,2g KCI

e 1,449 Dinatriumhydrogenphosphat
e 0,2g Kaliumhydrogenphosphat

e Bei Raumtemperatur in 11 Aqua dest. mischen

4%iges PFA:
e 4g Paraformaldehyd in 100ml PBS I6sen (bei ca. 55°C)

e Zugabe von NaOH (1M), o. HCI (1M) (bis zum Erreichen Ziel-pH: 7,4)

Praparationsmedium fir Slice-Kulturen

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

e L-Glutamin 200mM, steril

e Aqua dest.

e Zugabe von NaOH (1M), o. HCI (1M) (bis zum Erreichen Ziel-pH: 7,35)
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3.2. Methoden

3.2.1. Versuchstiere

Fur die Experimente wurden 5-Tage alte adoleszente Ratten (P5-Ratten) des
Stammes Wistar benutzt, die von der Tierhaltung des UKE zur Verfigung ge-
stellt wurden. Sie wurden unter kontrollierten Bedingungen gehalten und ad
libitum mit Nahrung und Wasser versorgt. Alle Experimente wurden entspre-
chend den geltenden gesetzlichen Bestimmungen der Behorde fur Gesundheit
und Wissenschaft durchgeflhrt.

3.2.2. Praparation der Hippocampi

Die adoleszenten Ratten wurden 5 Tage postnatal zunachst in tiefe Anasthe-
sie mittels CO- versetzt, und im Anschluss dekaptiert. Der Kortex wurde ent-
fernt und in eine kunstliche Liquorflissigkeit eingelegt. Die Praparation der
Hippocampi erfolgte nach der folgenden von Stoppini beschriebenen Methode.
(Stoppini et al., 1991) Nach Entfernung der Haut wurde das Schadeldach
sagittal eroffnet. Unter vorsichtigem Praparieren mit einem Heidemannspatel
konnte der Kortex nun herausgelost werden. Cerebellum und Hirnstamm wur-
den mit dem Spatel abgel6st und die beiden kortikalen Hemispharen vonei-
nander getrennt. Anschliel3end lag der Blick frei auf die Hippocampi, die her-
ausgelost wurden. Um eine moglichst kurze Ischamiezeit zu garantieren, wur-
den die Hippocampi umgehend in ein Kulturmedium (4° kaltes PBS (pH von
7,4)) transferiert und im Anschluss in Slice-Kulturen angelegt.

3.2.3. Hippocampale Slice-Kulturen

Nach Praparation der Hippocampi wurde das Gewebe anschlie3end unter Zu-
hilfenahme eines Gewebezerteilers senkrecht zu ihrer Langsachse in Schei-

ben geschnitten. Die Dicke der Scheiben betrug jeweils 400 um. Diese wurden



24

in einen Inkubator gegeben, der in vitro bei 37°C, 95%/5% CO: betrieben
wurde. Alle Zellkultur-Reagenzien wurden von der Firma Gibco BRL (Gaithers-
burg, MD, USA) bezogen.

Die Gewebeschnitte wurden kultiviert nach der Methode von Stoppini (Stoppini
et al., 1991). Zunachst wurden diese fur 10 Minuten bei 4°C gelagert in einem
Lésungsgemisch aus MEM (Minimal Essential Medium) und 2mM Glutamin.
Die Schnitte wurden anschlie3end auf angefeuchtete durchsichtige Membra-
nen (0.4 ym Culture Plate Insert, 30 mm Durchmesser, Millicell-CM, Millipore)
gelegt, welche in sechs ,well-plates” Uberfuhrt wurden. Die Transparenz der
Membranen sorgt dafur, dass die Kulturen regelmafdig durch Lichtmikroskopie
beobachtet werden konnten. (Stoppini, Buchs et al. 1993) Jede ,well-plate®
war gefullt mit 1 ml Kulturmedium, welches sich zusammensetzt aus 50%
MEM, 25% HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) und 25% Hitze-inaktivier-
tem Pferdeserum. Dieses hatte eine finale Konzentration von 2 mM Glutamin
und 0.044% NaHCO3. Der pH-Wert des Medium wurde reguliert auf 7.3, durch
Zugabe von NaOH bzw. HCL. Die Kulturen wurden unter diesen Bedingungen
fur 8 Tage bei 37°C kultiviert in einer CO2-angereicherten Atmosphare. Das
Kulturmedium wurde drei Mal wochentlich gewechselt, um eine ausreichende
Versorgung der Zellen zu gewahrleisten. An Tag 4 der Kultivierung in vitro (4
DIV) und an Tag 7 (7 DIV) wurden folgende Steroidhormone, bzw. Biosynthe-
sehemmstoffe, dem Nahrmedium bei Mediumwechsel hinzugefugt.

1. Estradiol (E2) (107 M)

2. Letrozol (107 M)

3. Estradiol (E2) + Letrozol (1077 M)

4. Dihydrotestosteron (DHT) (107 M)

5. Trilostan (107 M)

6. Dihydrotestosteron (DHT) + Letrozol (107 M)

7. Dihydrotestosteron (DHT) + Trilostan (1077 M)
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Das neue Kulturmedium nahrte die Zellen in dieser Zusammensetzung fur sie-

ben Tage.
Zur Ubersicht sind hier die angelegten Slice-Kulturen aufgefihrt:

Kultur 317, weiblich:
e Kontrolle (4+7d)

e Letrozol (4+7d)

e DHT (4+7d)

e DHT + Letrozol (4+7d)
e Trilostan (4+7d)

e DHT + Trilostan (4+7d)

Kultur 317, méannlich:

e Estradiol (4+7d)

e Estradiol + Letrozol (4+7d)
e Kontrolle (4+7d)

e DHT (4+7d)

e DHT + Letrozol (4+7d)

e Letrozol (4+7d)

e DHT + Trilostan (4+7d)

e Trilostan (4+7d)

Kultur 324, weiblich:
e Kontrolle (4+7d)

e Letrozol (4+7d)

e DHT (4+7d)

e DHT + Letrozol (4+7d)
e Trilostan (4+7d)

e DHT + Trilostan (4+7d)
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Kultur 324, méannlich:

e Kontrolle (4+7d)

e Letrozol (4+7d)

e DHT (4+7d)

e DHT + Letrozol (4+7d)
e Trilostan (4+7d)

e DHT + Trilostan (4+7d)

3.2.4. Elektronenmikroskop (EM)

Nach der siebentagigen Behandlung wurden die Kulturen fixiert, um die Slice-
Kulturen elektronenmikroskopisch zu untersuchen. Die Fixation erfolgte in ei-
nem Phosphat-Puffer (konstanter pH-Wert von 7.4) mit einer 2,5%igen
Glutaraldehyd-Losung (1,5-Pentandial) fur drei Stunden bei 4°C. Als zweites
Fixativum folgte die Einlage in 1%igem Osmiumtetroxid (OsO4) flr 30 min. An-
schliel3end erfolgte fur weitere 30 min. die Trocknung in einem Gemisch (70%
verdunntes Ethanol mit 1%igem Uranylacetat). Die finale Einbettung erfolgte
in Epon 820 (Serva). Epon 820 ist ein Glycidether 100-Gemisch aliphatischer
Di- und Tripoxide auf GlycidylGlycerin-Ether-Basis. Dieses Gemisch wird von
den Slice-Kulturen aufgesogen. Sobald dies geschehen ist, sinkt das Gewebe
zu Boden und kann auf eine Silikonplatte Ubertragen werden. Auf dieser Platte
wurden die Kulturen Uber Nacht bebrutet bei 65°C und harten in einer Gelati-
nekapsel aus. Hieraus wurden nun Blocke geschnitten. Diese Blocke sollten
nur das Stratum pyramidale und Strarum radiatum der hippocampalen CA1-
Region enthalten. Dafiir erfolgte die Uberfiihrung in Semidiinnschnitte, welche
mit dem Semidunnschnittgerat RM 2065 (Leica) auf 1um angefertigt wurden.
Die Semidunnschnitte wurden angefarbt mit einer 1%igen Toluidinblau-Lo-
sung. Die gewunschten Strukturen des CA1-Areals konnten so identifiziert
werden. Mit Hilfe eines Ultradinnschnittgerat Ultra Cut OmU3
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(Reichert/Leica), konnten die Schnitte nun auf ca. 90nm zugeschnitten wer-
den. Diese Ultradunnschnitte wurden zunachst fur 30 min. angefarbt mit
Uranylacetat. Zur Kontrastverstarkung wurde Bleicitrat fur ca. 5 min. hinzuge-
geben. Diese Methode erfolgte wie von Reynolds beschrieben. (Reynolds,
1963) Mit der nun durchgefuhrten Behandlung der Kulturen konnten diese in
das EM Uberfuhrt werden.

3.2.5. Messung der Synapsendichte

Um die Synapsen zu untersuchen und dessen Dichte zu messen, wurde fol-
gende stereologische Methode benutzt, wie von Kretz et al. beschrieben.
(Kretz et al., 2004): Mit dem EM wurden das obere und mittlere Drittel des
Stratum radiatum der CA1-Region aufgesucht. Es wurden Bilder mit einer
6600-fachen VergroRerung gemacht. Im Sinne einer Blindstudie wusste der
Untersuchende am EM nicht, welche Behandlungsgruppe untersucht wird. Be-
eintrachtigende Strukturen wie Blutgefalle, grolere Dendriten oder Gliazellen
wurden absichtlich durch den Untersucher gemieden, um diese Storfaktoren
zu eliminieren. Ferner wurden sogenannte Schaft-Synapsen nicht gezahilt.
Dies sind Synapsen, die sich entlang eines langen Dendriten befinden. Um
eine zu vergleichende Anzahl an Synapsen mit den Schnitten zu erlangen,
wurde die Dissektor-Technik benutzt. (Sterio, 1984) Hierbei wurde mit Hilfe
eines Planquadrats die Dichte der Spine-Synapsen der Pyramidenzelldendri-
ten berechnet. Es wurde ein Planquadrat berechnet, das den Rahmen fur den
relevanten Teil des EM Bildes definiert. Dieses Quadrat wurde auf das EM Bild
aufgesetzt. Das Planquadrat hatte eine feste Abmessung, die auf den EM Bil-
dern einem Quadrat von 0,8um x 0,8um, und einer Dicke von ca. 0,1um, ent-
spricht. Das Planquadrat war somit konstant bei allen Untersuchungen.

FUr das Zahlen der Synapsen gab es einen festgelegten Standard. Zum Ver-
gleich der Synapsen wurden immer nur diese Synapsen gezahlt, die in einer
Schicht (Referenzschicht) identifiziert werden konnten, aber nicht in der da-
rauffolgenden Schicht, der Kontrollschicht. (Leranth, Shanabrough, & Horvath,
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2000) Dies erfolgte mit Zuhilfenahme einer Klarsichtfolie. Hierauf wurden die
Synapsen auf der Kontrollschicht identifiziert und mit einem gelben Textmarker
markiert. Wurde diese Synapsen wieder als solche auf der Referenzschicht
identifiziert, wurden diese auf der Klarsichtfolie grin markiert. Die Synapsen,
die nur auf der Referenzschicht und nicht auf der Kontrollschicht auftauchten,
wurden lila markiert und gezahlt. Mit dieser Art und Weise der quantitativen
Auswertung konnte gewahrleistet werden, dass nur solche Synapsen gezahlt
wurden, die eindeutig in nur einem Abschnitt vorhanden waren. Um die Effizi-
enz der Synapsen-Zahlung zu steigern, wurde jede Referenzschicht wie eine
Kontrollschicht behandelt und umgekehrt. (Woolley & McEwen, 1992) Es
wurde ebenfalls im Vorfeld als Standard festgelegt, welche Strukturen als Sy-
napsen gelten und somit gezahlt wurden. Eine Synapse besteht aus funf An-
teilen, die vorgefunden werden mussten, um die Struktur als Synapse zu wer-
ten: (Purves et al., 2001)

1. Prasynaptischer Vesikel

2. Prasynaptische Membran
3. Synaptischer Spalt

4. Postsynaptische Membran

5. Postsynaptische Vesikel
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pre. ° P

S.V.

PSD
spine head

spine apparatu
spine neck

actin filaments

Abbildung 3.1.: EM-Bild und korrespondierende schematische Zeichnung einer einzelnen
exzitatorischen Synapse. (Palmer, Cotton, & Henley, 2005)

Auf der Abbildung 3.1. ist links exemplarisch ein EM-Bild zu sehen, welches
alle festgelegten Kriterien einer Synapse erfullt und somit als solche gezahlt
werden wurde. Der rechte Abschnitt zeigt eine schematische Zeichnung, re-
prasentativ zum EM-Bild.

Exemplarisch ist in der folgenden Abbildung dargestellt, wie mit Hilfe der oben
erlauterten Technik die Synapsen identifiziert und gezahlt werden konnten.
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Abbildung 3.2.: Messung der Ultratrukturen mit einem (iberlagerten Planquadrat. (Reichmann
et al.,, 2015)

Far jede Slice-Kultur wurde drei Blécke anfertigt. Aus jedem Block entstanden
fur jeden Ultradinnschnitt acht Aufnahmen. Somit erhielt man aus jeder Be-
handlungsgruppe 24 EM-Bilder, von denen immer zwei Bilder ein Paar bilde-
ten (Referenz- und Kontrollschicht).

3.3. Statistik

Alle Werte der Zahlung von Synapsen und dessen Abbildungen in den Gra-
phen prasentieren den Mittelwert +SEM (Standard Error of the Mean
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(Standardabweichung)). Um die Synapsendichte zu vergleichen, wurden die
Mittelwerte £SEM herangezogen. Ein Konfidenzintervall von p < 0.05 wurde
angenommen, um von einem signifikanten Unterschied auszugehen. Um die
verschiedenen Gruppen miteinander zu vergleichen, wurde eine ,multi-way-
ANOVA® (analysis of variance) durchgefuhrt. Die Analyse der ANOVA wurde
mit dem Programm Graphpad Prism 7 (GraphPad Software Inc., CA, USA)
ausgefuhrt.
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4. Ergebnisse

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist das Signifikanzniveau in den folgenden
Graphen in folgender Weise mit Asterisken (*) gekennzeichnet:

* = p < 0.05
w = p < 0.01
w% = p<0.001

i =p <0.0001

Der genaue p=Wert wird in dem Erlauterungstext angegeben. Die Bezeich-
nung in den Graphen ,n.s.” bedeutet, dass dieses Ergebnis nicht signifikant

war.
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4.1. Vergleich mannliche und weibliche hippocampale
Synapsen in Slicekulturen
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Abbildung 4.1.: Vergleich der Synapsenanzahl ménnlich und weiblich in hippocampalen

Slicekulturen.

Das Balkendiagramm demonstriert den quantitativen Unterschied der Synap-
senanzahl im Geschlechtervergleich. In der mannlichen Kontrollgruppe, die
nicht behandelt wurden, war die durchschnittliche Synapsenanzahl 4,56 + 0,19
pro 6,4 um3. Im Vergleich hierzu zeigte sich bei der weiblichen Kontrollkohorte
als Ausgangswert eine Synapsenanzahl 7,32 £+ 0,39 pro 6,4 um?3. Dieser ge-
schlechtsvergleichende Unterschied zeigte sich stark signifikant (p<0,0001).
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4.2. Ostrogen hat keinen Einfluss auf Synapsendichte
mannlicher Tiere in Slicekulturen

|("Dstrogen / Ostrogen + Letrozoll

a) mannlich
10~

8

a4+

number of spine synapses per 6.4 ym3

Abbildung 4.2.: Behandlung ménnlicher Tiere mit E2 / E2 + Letrozol in hippocampalen

Slicekulturen.

In hippocampalen Slice-Kulturen konnte sich durch die Anwesenheit von Ost-
rogen kein signifikanter Unterschied in der Synapsendichte bei mannlichen
Tieren festgestellt werden (p=0.1726). Auch die Behandlung der mannlichen
Slice-Kulturen mit Ostrogen + dem Aromatasehemmer Letrozol fiihrte zu kei-
nem signifikanten Unterschied in der Anzahl der Synapsen (p=0.2936).
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4.3. Der Einfluss des Aromatasehemmers Letrozol auf

number of spine synapses per 6.4 um3

die Synapsen in Slicekulturen
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Abbildung 4.3.: Behandlung mit Letrozol in hippocampalen Slicekulturen.

Die Behandlung mit Letrozol fihrte bei den weiblichen Tieren zu einer sig-
nifikanten Verminderung der Synapsen (p=0.0055). Dieses Ergebnis ist
analog zu den zuvor durchgefuhrten Untersuchungen unserer Arbeits-
gruppe. Bei den mannlichen Tieren fuhrte die alleinige Behandlung mit
Letrozol zwar tendenziell zu einer hOheren Synapsendichte, dieser Unter-
schied zeigte sich jedoch nicht signifikant (p=0.2439).
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4.4. DHT erhoht hippocampale Synapsen mannlicher
Tiere in Slicekulturen

IDihydrotestosteron (DHT)I

a.) weiblich b.) mannlich
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Abbildung 4.4.: Behandlung mit DHT in hippocampalen Slicekulturen.

Das Dihydrotestosteron ist das gemeinsame Substrat fur die Enzyme Aroma-
tase und 5a-Reduktase. Durch Letrozol wird die Ostrogensynthese unterbun-
den, was zu erhohten Testosteron-Konzentrationen fuhrt. (Harden &
Maclusky, 2005) Die erhdhte Testosteron-Konzentration fuhrt wiederum zur
erhohten Verfugbarkeit von DHT. Wenn den Zellen in den Slice-Kulturen DHT
hinzugefugt wurde, konnte eine signifikante Erhohung der Synapsendichte bei
den mannlichen Tieren nachgewiesen werden (p=0.0359). Wurde den Zellen
der weiblichen Tiere DHT hinzugefugt, verringerte sich die Synapsen-Anzahl
zwar, jedoch nicht im signifikanten Bereich (p=0.6737).
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4.5. Trilostan hat keinen signifikanten Einfluss auf
hippocampale Synapsen in Slicekulturen
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Abbildung 4.5.: Behandlung mit Trilostan in hippocampalen Slicekulturen.

Wie in der Einleitung beschrieben, ist Trilostan durch die Hemmung der 3-3-
hydroxysteroid-Dehydrogenase ein relativ unspezifischer Inhibitor der Biosyn-
these von Steroidhormonen, Glukokortikoiden und Mineralkortikoiden, da es
an mehreren Stellen gleichzeitig in verschiedene Synthesewege eingreift. Ein
signifikanter Unterschied auf die Synapsendichte konnte mit Trilostan weder
bei den weiblichen (p=0.0691), noch bei den mannlichen Tieren beobachtet
werden (p=0.8113).
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4.6. Kombination DHT + Letrozol vermindert bzw.
erhoht Synapsendichte in Slicekulturen
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Abbildung 4.6.: Behandlung mit DHT + Letrozol in hippocampalen Slicekulturen.

Letrozol blockiert als Hemmstoff der Aromatase die Ostrogensynthese. Der
Mangel an Ostrogen fiihrt bei den weiblichen Tieren zu einer erniedrigten An-
zahl an Synapsen (p=0.0055). Wenn Letrozol mit DHT kombiniert wird, ver-
mindert sich die Anzahl der weiblichen Synapsen noch weiter (p=0.0005). Der
gleiche Effekt in die entgegengesetzte Richtung ist bei den mannlichen Tieren
zu beobachten. Wie schon beschrieben, fuhrte schon das DHT allein zu einer
signifikanten Erhohung der Synapsen-Dichte bei den mannlichen Tieren
(p=0.0359). Die experimentelle Kombination von DHT + Letrozol sollte den
Neuronen eine noch hohere Konzentration an Testosteron zur Verfugung stel-
len. Durch das DHT wird die Testosteronkonzentration direkt erhoht. Letrozol
blockiert die Aromatase und hemmt damit die Synthese von Ostrogenen.
Dadurch verschiebt sich die Balance zugunsten der Testosteronkonzentration.
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In der Kombinationsbehandlung DHT + Letrozol steigt die Anzahl der mannli-

chen Synapsen auf ein hoch signifikantes Level (p=0.001).



4.7. Keine Veranderung unter DHT + Trilostan in
Slicekulturen
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Abbildung 4.7.: Behandlung von DHT + Trilostan in hippocampalen Slicekulturen.
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Ein additiver Effekt wie bei der Kombination DHT + Letrozol kann bei DHT +
Trilostan nicht verzeichnet werden. Bei den mannlichen Tieren wird die beo-
bachtete signifikante Erhéhung der Synapsen unter DHT wieder auf das Nor-
malniveau abgesenkt durch DHT + Trilostan, sodass kein Unterschied zur
Kontrolle besteht (p=1). Auch bei den weiblichen Tieren kann kein signifikanter

Unterschied zur Kontrolle beobachtet werden (p=0.148).

4.8. Elektronenmikroskopische Beispielbilder

Die folgenden EM-Bilder zeigen beispielhaft die Ansicht der Spinesynapsen
aus den oben genannten Slicekulturen. Es folgt eine Ubersichtsaufnahme ei-
ner weiblichen Slicekultur und in der Folge zwei Vergrélterungen aus der
Ubersichtsaufnahme zur detaillierteren Ansicht. Farblich gekennzeichnete
Pfeile zeigen die Spines, den synaptischen Spalt und die postsynaptischen
Vesikel.

Abbildung 4.8.: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer weiblichen Slicekultur
mit 2950-facher Vergr6Berung; Schwarzer/roter/dunkelblauer Pfeil: Spine + synaptischer

Spalt; weilBer/gelber/hellblauer Pfeil: postsynaptische Vesikel
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Abbildung 4.9.: VergréBerung aus der Ubersicht einer weiblichen Slicekultur, oben links;
Schwarzer Pfeil: Spine + synaptischer Spalt; weiler Pfeil: postsynaptische Vesikel

Abbildung 4.10.: VergréBerung aus der Ubersichtsaufnahme einer weiblichen Slicekultur,
oben rechts; Dunkelblauer Pfeil: Spine + synaptischer Spalt; Hellblauer Pfeil: postsynaptische
Vesikel
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5. Zusammenfassung

5.1. Zusammenfassung der Ergebnisse (deutsch)

Steroidhormone haben einen grofl3en Einfluss auf die Plastizitat der Synapsen.
Diese Arbeit konnte, wie auch oben zitierte Experimente unserer Forschungs-
gruppen, erneut belegen, dass das Hormon Ostrogen essentiell fiir die Synap-
sen des Hippocampus weiblicher Tiere ist. Die Behandlung der weiblichen
Neurone mit Letrozol fihrte zu einer signifikanten Verminderung von Synap-
sen. Ferner konnte diese Arbeit keinen signifikanten Einfluss von Ostrogenen
auf die mannlichen Synapsen feststellen.

Analog dazu fuhrte DHT bei den weiblichen Tieren zu keiner signifikanten Ver-
anderung der Synapsendichte. Bei den mannlichen Tieren hingegen fuhrte die
Behandlung der Neurone mit DHT zu einer signifikanten Erhhung der Synap-

senzahl.

Bei den weiblichen Tieren zeigte die Kombination von DHT + Letrozol eine
noch starkere Verminderung der Synapsendichte als schon unter der alleini-
gen Behandlung mit Letrozol. Bei den mannlichen Tieren konnte ein adversa-
tiver Effekt beobachtet werden. Die erhdhte Anzahl an Synapsen unter DHT-
Behandlung konnte noch weiter gesteigert werden. Unter der Behandlung
DHT + Letrozol zeigte sich die hochste Anzahl an Synapsen bei den mannli-
chen Tieren.

Der Hemmstoff Trilostan konnte weder bei den mannlichen, noch bei den
weiblichen Tieren einen signifikanten Einfluss auf synaptischer Ebene im Hip-
pocampus bewirken. Auch in der Kombination mit DHT hatte Trilostan keine
signifikante Wirkung auf die Synapsen.
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5.2. Summary of results (English)

Steroid hormones have a significant influence on the plasticity of synapses.
This dissertation was able to show that the hormone estrogen is essential for
the synapses of the hippocampus in female specimens. Treating these synap-
ses with letrozole lead to a significant decrease in synapse count. Further-
more, this dissertation found no difference in synapse count if male synapses
of the hippocampus were treated with estrogen.

Treatment of female hippocampal synapses with DHT did not lead to a signif-
icant difference in synapse count. However, when male hippocampal synap-
ses were treated with DHT, it led to a significant increase of synapses.

In female specimens, the combination treatment of DHT + letrozole decreased
the synapse count even more than treatment with letrozole alone. In the male
specimens, an opposite effect could be observed. The combination treatment
of DHT + letrozole led to a further increase in synapse count. With this combi-
nation treatment, the highest synapse count was recorded.

The steroidogenesis inhibitor trilostane did not have a significant influence on
the synapse count, either in male or female specimens. In addition, the com-
bination of DHT + trilostane did not have a significant impact on male or female
hippocampal synapses.
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6. Diskussion

6.1. Der geschlechtsspezifische Dimorphismus

Zur Ubersicht der Ergebnisse ist im Folgenden eine tabellarische Ubersicht mit
den Ergebnissen dieser Arbeit aufgeflhrt.

Treatment Synapse countin | Synapse countin
male hippocampi | female
hippocampi
Estradiol =
DHT (Testosterone) t —>

Letrozole =) ‘
Trilostan = =
DHT + Letrozole t t “

DHT + Trilostan - »

Abbildung 6.1.: Zusammenfassung der Ergebnisse verschiedener Behandlungen im Ge-
schlechtervergleich.

Die Konzentration der Sexualhormone Testosteron und Ostrogen scheint in
direkter Relation mit der Synapsendichte des Hippocampus zu stehen. Durch
die Kombination von DHT + Letrozol kann experimentell eine starke Repres-
sion der Ostrogenkonzentration erreicht werden, was zum stark signifikanten
Abfall der Synapsendichte bei den weiblichen Tieren flhrt. Die Kombination
von DHT + Letrozol bei den mannlichen Tieren hingegen fuhrt durch die Ver-
minderung der Ostrogenkonzentration im Gegenzug zu einer starken Erho-

hung der Testosteron-Konzentration, was eine signifikante Erhéhung der
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Synapsendichte zur Folge hat. Dies unterstreicht den geschlechtsspezifischen

Dimorphismus.

6.2. Steroidhormone essentiell fur Synapsen &
klinische Translation

Ostrogen ist ein wichtiges Steroidhormon fiir den menschlichen Organismus.
Es konnte schon friih gezeigt werden, dass das ovarielle Ostrogen Auswirkun-
gen auf neuronale Strukturen hat. Dies konnte an ovariektomierten Mausen
beobachtet werden, die eine signifikante Minderung an spine-Synapsen auf-
wiesen. (Gould et al., 1990; Woolley, Gould, Frankfurt, & McEwen, 1990) In
den kommenden Jahren wurde dann durch unsere Arbeitsgruppe festgestellt,
dass auch das Gehirn Enzyme fir die Ostrogensynthese hat, und somit de
novo Ostrogen herstellen kann. (Fester et al., 2011; Hojo et al., 2004; Prange-
Kiel et al., 2009) Die Ostrogensynthese in hippocampalen Neuronen ist wich-
tig fur organisierende Funktionen und bietet eine Neuroprotektion. (Azcoitia,
Garcia-Ovejero, Chowen, & Garcia-Segura, 2001; Fester et al., 2006; Schas-
sen et al., 2006; Veiga, Azcoitia, & Garcia-Segura, 2005; Zhou et al., 2007)
Das kann viele Implikationen fur klinische, teils noch unverstandene Erkran-
kungen haben. So konnte beobachtet werden, dass bei Alzheimer-Patienten
eine erhohte Konzentration von Aromatase im Hippocampus gemessen
wurde. Dies wurde interpretiert als Reaktion auf die Alzheimer-Erkrankung, um
mehr Ostrogen fiir die Neuroprotektion bereit zu stellen. (Prange-Kiel et al.,
2016) Die neuroprotektiven Funktionen des Ostrogens beginnen schon sehr
frih in der neuronalen Entwicklung. Die neuronale Ostrogensynthese ist auch
entscheidend fur die geschlechtsunterschiedliche neuronale Entwicklung.
(Ruiz-Palmero et al., 2016) Wahrend das ovarielle Ostrogen primar regulie-
rende Funktionen hat, scheint das neuronale Ostrogen vor allem der Neu-
roprotektion zu dienen. Da Neuroprotektion eine wichtige Funktion ist, konnte
der Ostrogen-Stoffwechsel auf neuronaler Ebene viele klinische Einfliisse ha-

ben und so moglicherweise Krankheitsverlaufe modulieren oder neue
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Therapieansatze bilden. Wie diese Arbeit gezeigt hat, ist der neuronale Ein-
fluss des Ostrogens bei Mannern und Frauen verschieden und weist somit auf
einen geschlechtsspezifischen Dimorphismus hin. Auch neuronale Erkrankun-
gen sind verschieden Uber die Geschlechter verteilt, sodass die Alzheimer-
Erkrankung (AD) zum Beispiel haufiger bei Frauen als bei Mannern auftritt.
Die AD ist die haufigste Form der Demenz und macht ungefahr 70% aller Falle
aus. (Waldemar & Burns, 2017) Bei der Alzheimer Erkrankung kommt es zu
einer Degeneration von Neuronen und neuronalen Kontaktstrukturen, vor al-
lem aber zu typischen Eiweil3ablagerungen, dem Amyloid-beta. (Sanabria-
Castro, Alvarado-Echeverria, & Monge-Bonilla, 2017) Auch wenn nach wie vor
das Alter den Hauptrisikofaktor fur die AD bildet, spielt das Geschlecht einen
entscheidenden Faktor. (Schmidt et al., 2008) Oft wird versucht, dies mit dem
demographischen Wandel zu erklaren. Die hohere Inzidenz an AD bei Frauen
sei darin begrundet, dass Frauen ein hoheres Lebensalter als Manner erreich-
ten. Fur die Altersklasse an Uber 90-Jahrigen kann so durchaus argumentiert
werden. In dem Lebensabschnitt zwischen 60 und 80 Jahren findet sich jedoch
ein geschlechtsspezifischer Unterschied bei der AD-Inzidenz, der nicht allein
durch die Demographie erklart werden kann. Folglich kann hier von einem spe-
zifischen pathogenetischem Mechanismus ausgegangen werden. (Vifia & Llo-
ret, 2010) Vina et al. gehen in ihrer Studie von einem protektiven Effekt des
Ostrogens aus, der sich durch eine Expression der Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase manifestiert. Diese Mechanismen hatten einen antioxi-
dativen Effekt und vermitteln somit inren neuroprotektiven Effekt auf Neurone.
Es wird jedoch auch vermutet, dass Ostrogen einen direkten Effekt auf Amy-
loid-beta hat und somit einen therapeutischen Angriffspunkt fur AD bieten
konnte.

Diese Arbeit weist auf einen sexuellen Dimorphismus hin. Ostrogen hat bei
weiblichen Tieren auf neuronaler Ebene einen anderen Effekt, als bei mannli-
chen Tieren. Dihydrotestosteron hat positive Auswirkungen auf die Synapsen-
dichte im Hippocampus bei mannlichen Tieren und nicht bei den Weiblichen.

Diese Studie lasst die Hypothese zu, dass das Testosteron eine ahnliche
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Bedeutung fiir die mannlichen Synapsen im Hippocampus hat, wie das Ostro-

gen fur die Synapsen der weiblichen Tiere.

6.3. Bedeutung des Testosterons in der Pathologie und
Therapie des Prostata-Karzinoms

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist das Prostata-Karzinom das haufigste
Karzinom des Mannes mit 21% an Tumorerkrankungen (Abbildung 1.1). Es
konnte gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen von Testosteron in Pati-
entenseren das Risiko erhdhen, an einem aggressiven Prostata-Karzinom zu
erkranken. (Pierorazio et al., 2010) Testosteron wurde schon frah als Trigger
fur den Wachstum des Prostata-Karzinoms identifiziert und ist somit ein Haupt-
angriffspunkt in der Therapie. (Claps et al., 2018) Schon 1941 berichteten
Huggins und Hodges, dass das dramatische Senken der Testosteron-Kon-
zentration eine Moglichkeit bietet zur Therapie des Prostata-Karzinoms. (Hug-
gins & Hodges, 1941) Dies wurde fruher durch die Orchiektomie erreicht oder
durch eine chemische Kastration mit Ostrogenderivaten, wie etwa dem Diet-
hylstilbestrol (DES), durchgefuhrt. (The Leuprolide Study Group, 1984) Im Ver-
lauf wurde DES ersetzt durch GnRH-Agonisten, wie Leuprorelin oder Gosere-
lin, welche insbesondere in Bezug auf kardiovaskulare Toxizitat ein geringeres
Nebenwirkungsprofil aufwiesen. (Balaji, Rabbani, Tsai, Bastar, & Fair, 1999)
Diese GnRH-Analoga werden auch heute noch als Mittel in der ADT des Pros-
tatakarzinoms angewandt, um die Testosteron-Konzentration zu senken. Auf
mogliche Nebenwirkungen einer ADT wurde bereits in der Einleitung hinge-
wiesen. Zusammenfassend sind an einem Prostata-Karzinom erkrankte Man-
ner unter ADT einem erhohten Risiko ausgesetzt, eine Osteoporose, Anamie,
Muskelschwund, Depressionen oder andere kognitive Defizite zu entwickeln.
(Richard J Wassersug et al., 2014) Diese Arbeit zeigt den positiven Einfluss
des Testosterons auf die Synapsendichte im Hippocampus der mannlichen
Tiere und unterstreicht somit die klinische Bedeutung des Testosterons auf
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neuronaler Ebene. Vor diesem Hintergrund sollte eine androgendeprivierende

Therapie stets mit den Nebenwirkungen abgewogen werden.

6.4. Beurteilung der Starken und Schwachen der Arbeit

Unsere Forschungsgruppe konnte in der Vergangenheit bereits zeigen, dass
bei weiblichen Tieren ein substantieller Verlust an hippocampalen Synapsen
erfolgt, wenn die Aromatase inhibiert wird. (Vierk et al., 2012) Diesen Effekt
konnte auch diese Arbeit unterstreichen und erneut belegen.

Die Untersuchungen von Leranth (2004 und 2003) fuhrten zu Spekulationen,
dass DHT das relevante neurosteroidale Hormon fur die Plastizitat der Synap-
sen bei den mannlichen Tieren sein konnte. Diese Arbeit konnte zeigen, dass
die Synapsendichte bei mannlichen hippocampalen Slice-Kulturen zunimmt,
wenn diese mit DHT stimuliert werden. Bei den weiblichen Kulturen hingegen
zeigte sich kein Unterschied in der Synapsendichte nach Beimpfung mit DHT.
Diese Studie belegt, dass die Neurosteroide Ostrogen und DHT die synapti-
sche Plastizitat in mannlichen und weiblichen Hippocampi geschlechtsspezi-
fisch beeinflussen. Die Stabilitat der Synapsendichte erfordert bei den weibli-
chen Tieren Ostrogen und bei den mannlichen Tieren DHT.

Trilostan konnte in keiner der durchgefuhrten Untersuchungsgruppen einen
signifikanten Unterschied erbringen, weder in positiver noch in negativer Aus-
wirkung auf die Synapsen des Hippocampus. Es kann vermutet werden, dass
dies an der relativ unspezifischen Inhibitorenfunktion des Trilostan liegt, da
dieses relativ frih in den Biosynthese-Kreislauf der Steroidhormone eingreift.
(siehe Abbildung 1.6.) Trilostan greift nicht nur in die Synthese von Testoste-
ron und Ostrogen ein, sondern durch seine unspezifische Hemmung auch in
die Kreislaufe der Mineral- und Glukokortikoide. Ferner ist der translationale
Aspekt und somit die klinische Bedeutung beim Letrozol grol3er, da dieses
therapeutisch beim Mammakarzinom Anwendung findet. Trilostan hingegen
wird bei Menschen nicht mehr eingesetzt und findet nur noch in der Tiermedi-

zin Anwendung.
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In den in-vivo Experimenten konnte demonstriert werden, dass Testosteron,
bzw. sein aktiver Metabolit DHT, eine zentrale Schlusselfunktion fur die Auf-
rechterhaltung synaptischer Verschaltungen im mannlichen Hippocampus er-
fullt. Als zu untersuchender Bereich des Hippocampus ist fur diese Studie die
CA1-Region gewahlt worden. Vorige Studien konnten zeigen, dass es in die-
sem Bereich des Hippocampus zu einer erhohten Androgenrezeptor-Immun-
reaktivitat kommt, insbesondere, wenn die CA1-Region vergleichen wird mit
der CA3-Region und dem DG des Hippocampus. (Ishii, Tsurugizawa, Ogiue-
Ilkeda, & Kawato, 2007) Um zu uberprufen, ob dieser Effekt des DHT lokal der
CA1-Region zuzuordnen ist, sollten weitere Studien erfolgen, die einen Ver-
gleich der DHT-Konzentrationen in den verschiedenen Hippocampus-Arealen
anstellen.

Bei den Konzentrationen der genutzten Substanzen wurden definierte Kon-
zentrationen konstant in 0.g. Weise ausgewahlt. Es ist jedoch schwierig diese
Konzentrationen mit denen eines menschlichen Organismus zu vergleichen.
Die Hormonkonzentrationen des menschlichen Organismus kdnnen stark va-
riieren und haben viele Einflussfaktoren, wie Angst, Stress und zirkadiane
Rhythmik, die im Versuchsaufbau schwierig abzubilden sind.

Vor dem Hintergrund der translationalen Medizin ware es interessant, ahnliche
Studien in einem Groltierversuch durchzufuhren, um den nachsten Schritt zur
klinischen Translation zu schaffen.

Diese Studie konnte zeigen, dass Testosteron einen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Synapsen im Hippocampus hat. Wie schon oben diskutiert,
stellt der Hippocampus eine entscheidende Schaltstelle in der Gedachtnisbil-
dung dar. Somit kann postuliert werden, dass Testosteron einen (neuro-)pro-
tektiven Effekt auf die Gedachtnisbildung und den Gedachtnistransfer hat.
Eine Abwesenheit dieses protektiven Hormons kann somit einen hemmenden
Einfluss auf die Gedachtnisleistung haben, was bei vielen klinischen Krank-
heitsbildern und Therapieformen von Relevanz sein kann. Weiterhin kdnnen
auf Basis dieser Studienergebnisse neue Therapeutika entwickelt werden ge-
gen Nebenwirkungen von (Anti-)Hormontherapien oder auch Wirkstoffe, die
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direkt einem Gedachtnisverlust entgegenwirken. Dies konnte bei der Therapie

der oben erwahnten Alzheimer-Demenz klinische Anwendung finden.
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