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I Einleitung 
Diese Dissertationsarbeit beschäftigt sich mit Teilgebieten der Anatomie, 

Endokrinologie und Neurologie. Ich möchte einleitend einen Überblick zu Aspekten 

bieten, die diese Arbeit betreffen. 

1 Estrogene 

Estrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone aus der Klasse der 

Steroidhormone. Sie werden hauptsächlich in den Ovarien produziert, Männer 

produzieren ebenfalls im Testis geringe Mengen an Estrogenen. 

Estrogene sind Steroide, die als Grundgerüst Estran (13β-Methyl-gonan) besitzen. 

Abb. 1: Strukturformel von Estran 

 

Estradiol, genauer 17β-Estradiol, ist neben Estron und Estriol eines der wirksamsten, 

natürlichen Estrogene, mit einem Molekulargewicht von 272 Dalton. 

Cholesterin ist die Vorstufe der fünf Hauptklassen von Steroidhormonen, den 

Gestagenen, Glucocorticoiden, Mineralocorticoiden, Androgenen und Estrogenen. 

Über Pregnenolon, Progesteron, 17α-Hydroxyprogesteron, 4-Androsten-3,17-dion, 

Testosteron und 19-Hydroxytestosteron entsteht schlussendlich das Estradiol. 

Abb. 2: Strukturformel von 17-β-Estradiol 

 

Das Estrogen Estron leitet sich vom Androstendion ab, während Estradiol, aus der 

Aromatisierung von Testosteron durch das Enzym Aromatase entsteht (siehe 

Abbildung 3). 
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Gesteuert wird die Produktion von Sexualhormonen von der Hypophyse über die 

Gonadotropine FSH (Follikel-stimulierendes Hormon) und LH (Luteinisierendes 

Hormon).  

Die Freisetzung der Gonadotropine zeigen bei der Frau einen sehr spezifischen 

Rhythmus, der für den Ablauf des Menstruationszyklus verantwortlich ist.  

Nach der Menopause fällt die Estrogen-Synthese im weiblichen Körper stark ab. 

Steroidhormone wirken primär auf die Genexpression und nicht auf die 

Enzymaktivitäten oder auf Transportprozesse.  

Steroidhormone entfalten ihre Wirkung klassischer Weise über spezifische, 

intrazelluläre Rezeptoren. Zu diesem Zweck müssen Steroidhormone allerdings in die 

Zielzelle eindringen und an den zuerst inaktiven im Cytoplasma vorliegenden 

Steroidrezeptor binden. Die Bindung des Hormons an den unbesetzt, inaktiven 

Rezeptor induziert eine Aktivierungskaskade. 

Die Bindung führt zu einer Konformationsänderung des Rezeptors und assoziierte 

Proteine werden abgespalten. Anschließend lagern sich zwei ligandenbesetzte 

Rezeptoren zu einem Dimer aneinander, dieses wird phosphoryliert und wandert in 

den Kern. Im Zellkern aktiviert dieser Hormon-Rezeptor-Komplex die Transkription 

bestimmte Gene, indem er an spezifische Stellen der DNA, so genannten Estrogen 

Responsive Elements (EREs) bindet. Jedes dieser EREs induziert oder reprimiert die 

Transkription eines eigenen Satzes von durch Estrogen regulierten Genen [zur 

Übersicht siehe Jensen, 1992].  

Die volle Wirkung der Steroide tritt daher eher in Zeiträumen von Stunden statt in 

Sekunden oder Minuten ein, da neue messenger RNAs und daraufhin die 

entsprechenden Proteine erst synthetisiert werden müssen. 

Vom Estrogenrezeptor (ER) sind zwei Isoformen, α und β, beschrieben. ERα ist 

schon seit längerem bekannt [Green et al., 1986], ERβ wurde erst vor wenigen Jahren 

charakterisiert [Kuiper et al., 1996]. Während die beiden Isoformen bezüglich der 

DNA- und der Ligandenbindungsdomäne relativ große Homologien aufweisen und 

auch ihre Affinität zu Estradiol gleich stark ist, unterscheiden sie sich vor allem in der 

Transaktivationsdomäne. Während für ERα beschrieben ist, dass er die Transkription 

von estrogenabhängigen Genen fördert [Klinge, 2001], ist die Rolle der β-Isoform 

noch weitgehend unverstanden.  

Neben dieser so genannten genomischen Wirkung von Estrogenen, die über die 

bekannten Estrogenrezeptoren α und β vermittelt werden, wurde über verschiedene 



 3 

nicht-genomische Effekte berichtet. Als Vermittler dieser „neuen“ Estrogenwirkung 

werden unter anderen membranständige Rezeptoren postuliert [Toran-Allerand et al., 

2002]. Es ist noch nicht bekannt, ob es sich um Transkripte derselben Gene handelt, 

wie bei den nukleären Rezeptoren, oder ob sie von anderen Genen kodiert werden 

[Beyer et al., 2003]. Diese Estrogenwirkung soll extrem schnell vermittelt werden und 

steht den genomischen Effekten, als schneller Effekt (engl. rapid effect) gegenüber. 

 

2 Aromatase 
Das Enzym Aromatase, auch Cytochrom P450Aro genannt, aromatisiert Androgene zu 

Estrogenen. 

Die Cytochrom P450-Proteine sind Monooxygenasen, die Reaktionen katalysieren, die 

mit der Synthese von Cholesterol, Steroiden und Lipiden zusammenhängen und sind 

auch an der Verstoffwechslung von Pharmazeutika beteiligt. 

 

 
 

 

Abb. 3:  Steroidbiosyntheseweg von Cholesterol, bis zur Aromatisierung der Androgene zu Estron und 

Estradiol 
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Die Aromatase ist am Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und katalysiert dort 

den letzten Schritt in der Steroidbiosynthese von Estradiol aus Testosteron, sowie 

Estron aus Androstendion. 

Das für Aromatase kodierende Gen wird in zwei Transkriptionsvarianten exprimiert. 

Beim Menschen liegt CYP19, das Gen für Aromatase auf dem Chromosom 15q21.1 

(siehe Gendatenbank der NCBI). Die Transkriptionskontrolle des Aromatase-Gens 

unterliegt einem Promoter, der von Hormonen, Zytokinen und weiteren Faktoren 

reguliert wird. Die Aromatase konnte bisher in vielen verschiedenen Geweben 

nachgewiesen werden, z.B. in Haut-, Knochen- und Fettgewebe, sowie in Blutgefäßen. 

Seit 1980 ist bekannt, dass die Enzyme der klassischen, steroidogenen Gewebe auch 

im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert werden [Compagnone und Mellon, 

2000]. 

Baulieu zeigte (1997) das Steroide de novo im Gehirn synthetisiert werden können. 

 

3 Letrozol 
Letrozol wird unter dem Namen Femara® von der Firma Novartis vertrieben. Es ist 

ein oraler, nicht-steroidaler Aromatase-Hemmer, der in der Klinik bei der Therapie 

von Estrogen-abhängigem Mamma-Karzinomen seinen Einsatz findet. 

 

 
Abb. 4: Strukturformel von Letrozol 

Letrozol blockiert die Produktion von Estrogenen, indem es kompetitiv und reversibel 

an die Häm-Untereinheit der Aromatase bindet. Dabei ist die Wirkung von Letrozol so 

spezifisch, dass es nicht zu einer Reduktion der Mineralo- oder Kortikosteroid-

Produktion kommt. Letrozol reduziert den Umfang des frei-zirkulierenden Plasma-

Estrogens [Foidart et al., 1995; Geisler et al., 2002]. Es stellte sich als der effektivste 

Aromatase-Inhibitor in verschiedenen Kultur-Systemen heraus. 
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Von Vorteil ist, dass Letrozol – im Gegensatz zu den meisten Anti-Estrogenen und 

auch zu anderen Steroidbiosynthese-Inhibitoren - nicht mit den ER α und β interferiert 

[Nilsson und Gustafsson, 2002 und Puddlefoot et al., 2002]. 

In adulten hippocampalen Dispersionskulturen, war die Estrogen-Synthese mit 10-9 M 

Letrozol vollständig hemmbar [Prange-Kiel et al., 2003].  

Ein weiterer Vorteil der Substanz Letrozol ist, dass die Effekte nach einem 

Auswaschen der Substanz aus dem Kulturmedium, reversibel sind [Prange-Kiel et al., 

2006]. 

 

4  γ-Aminobuttersäure 
Die Transaminierung von α-Ketoglutarat zu Glutamat ist eine Schlüsselreaktion des 

Citratzyklus, für den Aufbau einiger weiterer Aminosäuren, wie Glutamin, Prolin und 

Arginin.  

Während Glycin einen inhibitorischen Transmitter im Rückenmark und im Stammhirn 

darstellt, ist die saure Aminosäure Glutamat der verbreiteste, erregende Transmitter.  

γ-Aminobuttersäure (GABA) ist der verbreiteste, hemmende Überträgerstoff im ZNS. 

Glutamat kann zu GABA decarboxyliert werden, diese Reaktion wird von dem Enzym 

Glutamatdecarboxylase (GAD) katalysiert (zur Übersicht siehe: Benninghoff).  

In einem Schritt wird also aus dem wichtigsten exzitatorischen, der wichtigste 

inhibitorische Transmitter im ZNS. 

 

  Abb. 5: Strukturformel von γ-Aminobuttersäure 
 

Diese im ZNS wirksamen Überträgerstoffe, werden als Neurotransmitter bezeichnet. 

Neurotransmitter sind kleine Moleküle, die im Intermediärstoffwechsel häufig 

vorkommen und an spezifische Rezeptoren in der postsynaptischen Membran binden, 

woraufhin sich die Leitfähigkeit für Natrium erhöht und Erregung übertragen wird. 

Oder im umgekehrten Fall, die Leitfähigkeit für Kalium oder Chlorid (wie im Falle 

von GABA) ansteigt und Hemmung erfolgt. 
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Spezifisch ist dabei nur die Reaktion des Transmitters mit dem Rezeptor; ob danach 

Erregung oder Hemmung erfolgt, hängt nur von der Ionenkanaleigenschaft des 

Rezeptors ab, und nicht vom Transmitter selbst. 

Von Neuronen freigesetztes und nicht an Rezeptoren gebundenes GABA wird zum 

Teil in benachbarte Gliazellen transportiert und dort durch die GABA-Transaminase 

zu Glutamin umgewandelt. Bei Bedarf wird es dann wieder in die präsynaptische Zelle 

gebracht und in Glutamat umgewandelt, woraus dann wieder GABA entstehen kann. 

 

5  γ-Aminobuttersäure-Rezeptoren 
Es existieren unterschiedliche Rezeptoren für GABA. Zum einen gibt es den  

γ-Aminobuttersäure-Rezeptor A (GABAA-Rezeptor). Er ist ein Membrankanal für 

Chlorid-Ionen. Der GABAA-Rezeptor gehört zu einer Superfamilie, welcher 

beispielsweise auch nikotinerge Rezeptoren und Glycin-Rezeptoren angehören. 

Kanäle sind allosterische Proteine, die durch Membranpotentiale, allosterische 

Effektoren oder kovalente Modifikationen in ihrer Öffnung gesteuert werden können. 

Die Bindung eines Neurotransmitters wie GABA stellt freie Energie zur Verfügung 

die zur Porenöffnung führt. GABAA-Rezeptoren sind Pentamere (siehe Abbildung 6), 

die durch die Assoziation mehrerer homologer Untereinheiten gebildet werden. Jede 

dieser Untereinheiten besitzt einen extrazellulären N- und C-Terminus, einen 

transmembranösen Anteil aus vier hydrophoben α-Helices und einen globulären 

intrazellulären Anteil zwischen den Domänen drei und vier. Kohlenhydrat-

Seitenketten die in den Extrazellularraum ragen, sind für die Selektivität des Kanals 

verantwortlich. Der homologe GABAA-Rezeptor leitet Anionen wie Cl-, nicht jedoch 

Kationen, da er positiv geladene Ringe enthält (zur Übersicht siehe: Löffler, Petrides).  
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Abb. 6: Aus Löffler, Petrides: Biochemie und Pathobiochemie; Springer Verlag: Schematischer Aufbau 

des GABAA-Rezeptors. Der mit einem P gekennzeichnete Bereich stellt einen Serylrest dar, der 

phosphoryliert werden kann. Nach Olsen und Tobin 1990. 

 

Es gibt sieben Klassen homologer GABAA-Rezeptor-Untereinheiten: α, β, γ, δ, ε,  π 

und θ. Von der α-Untereinheiten existieren sechs Isoformen (α1–α6), von der β- 

Untereinheit vier (β1–β4) und von der γ-Untereinheit drei (γ1–γ3) Isoformen. 

Extra- und intrazelluläre Anteile der Untereinheiten dieses Glykoproteins, bilden 

Bindungsstellen für verschiedene Liganden, die die Aktivität des Rezeptors regulieren. 

GABAA-Rezeptoren besitzen Bindungsstellen für Steroide, Benzodiazipine (an der α-

Untereinheit), Barbiturate und natürlich für GABA (an der β-Untereinheit). 

Allen Membrankanälen liegt die strukturelle Gemeinsamkeit zugrunde, dass die Pore 

entlang der Symmetrieachse des Kanals liegt (siehe Abbildung 7). 

Liganden-regulierte Ionenkanäle vermitteln die schnellsten bekannten, zellulären 

Reaktionen auf Hormone oder Transmitter, da die Bindung des Liganden unmittelbar 

mit der spezifischen Antwort, nämlich dem Öffnen oder Schließen eines Ionenkanals 

verknüpft ist. Anders als bei anderen Rezeptortypen ist die Erzeugung eines 

intrazellulären Boten für die Signaltransduktion hierbei nicht notwendig. 
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Abb. 7: Aus Stryer: Biochemie; Spektrum-Verlag. Membrankanal, bestehend aus fünf Domänen. Die 

zentrale Symmetrieachse markiert einen regulierten, wassergefüllten Kanal für Ionen. Die 

Lipiddoppelschicht ist dargestellt. 

 

Neben dem GABAA-Rezeptor gibt es noch weitere GABA-Rezeptortypen, die in 

dieser Arbeit nicht weiter untersucht worden sind. Zu den GABAB und GABAC -

Rezeptoren sei hier nur soviel gesagt:  

Der GABAB-Rezeptor ist ebenfalls ein Zelloberflächenprotein an welches GABA 

binden kann, allerdings gehört dieser Rezeptortyp den G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren an und wird als metabotrop bezeichnet. Pharmakologisch werden GABAB-

Rezeptoren durch ihre Insensitivität gegenüber dem GABA-Antagonisten Bicucullin 

und der Sensitivität gegenüber dem GABA-Agonisten L-Baclofen charakterisiert. 

Der GABAC-Rezeptor ist ähnlich wie der GABAA-Rezeptor ein heteropentamerer 

ionotroper Rezeptor. Die GABA-Rezeptoren A und C unterscheiden sich dadurch, dass 

der GABAC-Rezeptor für viele pharmakologische Substanzen wie Benzodiazepine 

und Barbiturate, aber auch Bicucullin unempfindlich ist und dass Neurosteroide nicht 

an ihm binden (zur Übersicht siehe: Löffler, Petrides, sowie Benninghoff). 

 

6 Glutamat-Decarboxylase (GAD) 
Die Abkürzung GAD steht für das Enzym Glutamat-Decarboxylase, welches Glutamat 

zu γ-Aminobuttersäure umwandelt. Dieses Enzym kommt in zwei funktionalen 

Isoformen vor, die nach ihrem Molekulargewicht GAD-65 (65 kDa) und GAD-67 (67 

kDa) benannt wurden.  

Beide Isoformen werden in Neuronen koexprimiert [Houser et al, 1994; Sloviter et al., 

1996; Stone et al., 1999], sie werden allerdings von verschiedenen Genen kodiert.  
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Cao und Mitarbeiter (1996) konnten mit einer Einzellzell-mRNA-Amplifikation und 

darauf folgender PCR nachweisen, dass sowohl GABAerge inhibitorische, als auch 

exzitatorische Neurone im Hippocampus mRNA für GAD besitzen. 

GAD-65 scheint in neuronalen Membranen, besonders in axonalen Varikositäten 

akkumuliert vorzuliegen, wird aber auch im Soma von GABAergen Neuronen 

exprimiert. Wohingegen GAD-67 in einem geringerem Ausmaß in Axonen zu finden 

ist, aber in höheren Konzentrationen im Zellkörper vorkommt als GAD-65 [Erlander 

et al., 1991b und Kaufman et al., 1991].  

Beide Isoformen benötigen für ihre Aktivität den Ko-Faktor Pyridoxalphosphat 

[Martin, et al., 1991]. Es wird spekuliert, dass GAD-65 vorwiegend auf schnelle 

Veränderungen in der Nachfrage für GABA reagiert, da eine große Fraktion dieser 

GAD-Isoform in der „apo“-Form –also ungebunden an den Ko-Faktor – vorliegt 

[Soghomonian et al., 1998]. Weitere funktionelle Unterschiede zwischen den beiden 

GAD-Isoformen sind bisher noch unbekannt [Erlander et al., 1991a und Soghomonian 

et al., 1998]. 

Weiland zeigte (1992), dass eine Estrogen-Behandlung hippocampaler Kulturen, die 

mRNA für GAD in den CA1-Pyramidenzellen ansteigen ließ, wohingegen eine 

Progesteron-Behandlung, den umgekehrten Effekt erzielte. 

Die Ko-Expression von ER-α und  GAD auf Neuronen konnten verschiedene 

Arbeitsgruppen zeigen [Weiland et al., 1997; Hart et al., 2001].  

 

7 Synapsen 
Der Begriff Synapse wurde im Jahre 1897 von Charles S. Sherrington geprägt. 

Synapsen (griech: syn-, heißt „zusammen“ und griech: haptein, heißt „ergreifen, 

fassen, tasten“) sind Kontaktstellen zwischen Nervenzelle untereinander und zwischen 

Neuronen und anderen Zellen, wie Sinnes-, Muskel- oder Drüsenzellen. In 

elektrischen Synapsen wird das Aktionspotential direkt und ohne Umwege auf die 

nachfolgende Zelle weitergeleitet. Sie haben direkte Verbindungskanäle, so genannte 

Gap junctions, über welche die Intrazellulärräume unmittelbar aneinander grenzender 

Zellen miteinander gekoppelt sind (zur Übersicht siehe: Alberts, et al.). 

Die meisten Synapsen sind chemische Synapsen, in ihnen wird ein zunächst 

elektrisches Signal in ein chemisches Signal umgewandelt: Eine in der signalgebenden 

Nervenzelle erzeugte elektrische Entladung führt dazu, dass an der präsynaptischen 
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Membran Neurotransmitter ausgeschüttet werden. Diese chemischen Botenstoffe 

regen dann wiederum eine signalempfangende Zelle an. Die Moleküle des 

Neurotransmitters werden in den Nervenzellen produziert und wandern - verstaut in 

Vesikeln - zum Synapsenendknöpfchen des Axons, dem so genannten Bouton. Der 

Bouton stellt den präsynaptischen Teil der Synapse dar. Die Freisetzung von 

Neurotransmittern wird dort durch einen Anstieg der intrazellulären Calcium-

Konzentration innerhalb weniger Millisekunden ausgelöst. Dies geschieht durch die 

Öffnung spannungsaktivierter Calciumkanäle. Voraussetzung dafür ist ein 

ankommendes Aktionspotential. Die Neurotransmitter-Vesikel sind direkt den der 

präsynaptischen Membran angedockt. Durch Konformationsänderungen Calcium-

bindender Proteine - besonders von Synaptotagmin - wird die exozytotische Fusion 

der Vesikel mit der präsynaptischen Membran herbeigeführt und der Inhalt der 

Vesikel in den synaptischen Spalt freigesetzt. An der postsynaptischen Membran, 

werden die freigesetzten Neurotransmitter an Rezeptoren der Synapsen gebunden. 

Dadurch kann es zu einer Öffnung von ligandenabhängigen Ionenkanälen und damit 

zu einer Änderung des Membranpotentials der postsynaptischen Nervenzelle kommen. 

Alternativ kann eine Second-Messenger-Kaskade ausgelöst werden, die ebenfalls zu 

einer Änderung des Membranpotentials in der postsynaptischen Zelle führt. 

Es gibt erregende (exzitatorische) und hemmende (inhibitorische) Synapsen, welche 

eine erregende (EPSP = exzitatorisches postsynaptisches Potential) oder eine 

hemmende (IPSP = inhibitorisches postsynaptisches Potential) Wirkung haben 

können. Die Aktivierung hemmender Synapsen führt zu Hyperpolarisation. EPSPs 

führen zu einer Depolarisation. Die Transmitter im synaptischen Spalt werden von 

Enzymen abgebaut oder von Gliazellen aufgenommen, so dass eine Repolarisation der 

Membran erfolgen kann (zur Übersicht siehe: Löffler, Petrides).  

Man unterscheidet Synapsen nach ihrer Wirkung (exzitatorische und inhibitorische 

Synapsern), nach ihrem Neurotransmitter (z.B. GABAerge oder serotonerge 

Synapsen) oder nach ihrer Funktion.  

Rezeptorsynapsen, z.B. dienen der sensiblen Innervation und interneuronale Synapsen, 

stellen den Kontakt zwischen Nervenzellen her. Man unterscheidet interneuronale 

Synapsen weiter durch die Kontaktstellen, an denen sie vermitteln. Es gibt z.B. axo-

somatische, axo-dendritische und axo-axonale Synapsen. 

In dieser Arbeit haben wir uns vorrangig für so genannte Dorn-Synapsen interessiert. 

Dorn-Synapsen  oder auch „dendritische Dornen“, sind kleine, membranöse 
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Vorwölbungen von einem Dendriten. Ein Dorn steht mit einem Bouton in 

synaptischen Kontakt. Dendritische Dornen bestehen aus einem dünnen Dorn-Hals 

(engl. spine neck) und einem rundlichen, dickeren Dorn-Köpfchen (engl. spine head). 

Typischerweise sind dendritische Dornen exzitatorische Synapsen und exprimieren 

somit vor allem Glutamat-Rezeptoren auf ihrer Oberfläche. Dorn-Synapsen kommen 

in sehr hoher Dichte vor. Dendriten können mehrere zehntausende, dendritischer 

Dornen aufweisen, die alle mit genauso vielen Axonen in Verbindungen stehen. 

Durchschnittlich findet man 200 Dornen auf 100 µm eines Dendriten.  

Die Morphologie und das Volumen der Dornen sind sehr variabel und werden mit 

ihrem Reifegrad in Zusammenhang gebracht. Man teilt dendritische Dornen in drei 

Klassen - von unreif bis reif - ein und nennt sie dann: „Dünn“ (engl. thin), stoppelig 

(engl. stubby), pilzförmig (engl. mushroom) oder verzweigt (engl. branched).  

Elektronenmikroskopische Studien zeigten, dass sich die Form der Dornen und damit 

auch ihr Entwicklungsstand und ihre Funktionalität fortwährend wandelt und somit als 

äußerst plastisch angesehen werden (zur Übersicht siehe: Atwood und McKay). 

 

8 Das limbische System 
Der Begriff „Limbisches System“ wurde von Paul Broca 1876 eingeführt. 

Dazu gehören der limbische Kortex, die limbischen Kerngebiete und die zwischen 

diesen Gebieten bestehenden Faserverbindungen. 

Der limbische Kortex beinhaltet einen Gürtel von Rindenfeldern, die an der medialen 

Hemisphärenwand zwei parallele nach ventral geöffnete Ringe bilden (siehe Abb. 8). 

Am medialen Pol des Temporallappens beginnend, umfassen die beiden Ringe das 

Corpus callosum und münden in die Area subcallosa und in den Gyrus paraterminalis 

der medialen Frontalhirnrinde. Im inneren Ring befindet sich die 

Hippocampusformation und deren suprakallosale, rudimentär entwickelte Fortsetzung, 

das Indusium griseum. Diese Strukturen bestehen zytoarchitektonisch aus 

Archikortex. Der äußere Ring wird vom Gyrus cinguli und vom Lobus piriformis 

gebildet [Mesulam, 1982]. 
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Abb. 8: Aus Benninghoff: Anatomie; Urban&Fischer Verlag. Limbischer Kortex. Nach Stephan, 1975 

 

Die limbischen Kerngebiete befinden sich im Telencephalon, Diencephalon und 

Mesencephalon (in Ventrikelnähe) und sind paarig angelegt. Im Telencephalon sind 

das beispielsweise der Mandelkernkomplex, im Diencephalon werden z.B. das Corpus 

mamillare, und bestimmte Thalamuskerne dazu gerechnet und im Mesencephalon 

gehören z.B. der Nucleus tegmentalis dorsalis und der Nucleus centralis superior 

tegmenti dazu (zur Übersicht siehe: Benninghoff). 

 

9 Die Hippocampusformation 
Die Hippocampusformation besteht aus dem Gyrus dentatus, dem Ammonshorn und 

dem Subikulum, sowie dessen suprakallosale, rudimentär entwickelte Fortsetzung, 

dem Indusium griseum. 

Die Hippocampusformation bildet am Boden des Seitenventrikel-Unterhorns die 

mediale Randzone des Temporallappens, bis auf Höhe des Splenium corporis callosi, 

wo sie in das Indusium griseum und schließlich in den Gyrus paraterminalis 

einmündet und im Septalgebiet endet.  

An einem Coronarschnitt (siehe Abb. 9) kann man den Hippocampus einteilen, in: 

Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA) oder Ammonshorn, Subikulum und 

Präsubikulum. 
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Abb. 9: Aus Benninghoff: Anatomie; Urban&Fischer Verlag.  

Schematische Darstellung der Hauptverbindungswege zwischen verschiedenen 

Abschnitten der Hippocampusformation.  

Abkürzungen: Sub: Subikulum; PSub: Präsubikulum; MEC/LEC: medialer / lateraler 

entorhinaler Kortex; TEC: transentorhinaler Kortex; PRC: perirhinaler Kortex. 

 

Das gemeinsame Merkmal dieser bei der Gehirnentwicklung eingerollten 

Rindengebiete ist, dass sie zum Archepallium gerechnet werden. Diese Tatsache 

macht sich z.B. darin bemerkbar, dass hier ein anderer als der im Neopallium 

anzutreffender sechsschichtiger Kortex (Neokortex) vorliegt, nämlich der 

dreischichtige Archikortex. 

Die Entwicklung des Archikortex beginnt an der medialen Hemisphärenwand dorsal 

von der Fissura choroidea. Der Archikortex rollt sich ein und bildet dabei die Fissura 

hippocampalis, die dorsal und parallel zur Fissura choroidea verläuft. Der 

Hippocampus wird verschoben von einer anterodorsalen Position nach hinten über das 

entstehende Corpus callosum (Balken). Der Hippocampus wird während der 

Gehirnentwicklung, durch die Hemisphären-Rotation in seine charakteristische C-

Form gebracht und nach posteroventral verlagert (siehe Abb. 10).  

Der prae- und suprakommissurale Hippocampus bleiben rudimentär, der 

retrokommissurale Hippocampus entwickelt sich zu Cornu ammonis, Gyrus dentatus, 

Subikulum und dazugehörigen Faserbahnen. 
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Abb. 10: Aus Benninghoff: Anatomie; Urban&Fischer Verlag.  

Frontalschnitt durch den medialen Teil des rechten Temporallappens des Menschen  

(Nissl-Färbung). SR: Sulcus rhinalis. 

 

Der Gyrus dentatus begleitet das Ammonshorn als randständige und leicht gezähnte 

Windung. Histologisch unterscheidet man im Gyrus dentatus drei Schichten: die 

molekulare, die granuläre und die plexiforme Schicht. Es dominieren die Körnerzellen 

der mittleren granulären Schicht. Sie sind dicht gepackt und bilden ein markantes 

Zellband. Die Dendriten sind reichlich mit Dornen versehen. Die Axone der 

Körnerzellen führen ausschließlich zu den Pyramidenzellen der Region CA3 im 

Ammonshorn und bilden das so genannte Moosfasersystem. Der Gyrus dentatus ist die 

Eingangspforte für Afferenzen, welche aus dem Neokortex via entorhinalem Kortex 

dem Ammonshorn zugeleitet werden. Hierin liegt auch die große Bedeutung des 

Moosfasersystems. 

Das Ammonshorn, besteht aus fünf Hauptschichten: 

Stratum moleculare, Stratum lacunare, Stratum radiatum, Stratum pyramidale und 

Stratum oriens; das letzte grenzt an den unter dem Ependym des Seitenventrikels 

liegenden Alveus. Oft werden Stratum moleculare und lacunare auch zum Stratum 

lacunosum-moleculare zusammengefaßt. 

Die wichtigsten Zellen im Ammonshorn sind die großen Pyramidenzellen, welche 

mehrere Reihen bilden und relativ eng nebeneinander liegen. Vom apikalen Pol ihrer 
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Zellkörper geht ein kurzer Dendritenstamm hervor, welcher sich sehr reichhaltig 

aufzweigt und in das Stratum radiatum bis in das Stratum lacunosum-moleculare 

hineinragt. Am basalen Pol entspringen zahlreiche Dendriten, welche in das Stratum 

oriens eindringen. Sowohl die apikalen, als auch die basalen Dendriten sind reich 

besetzt mit Dornen. Die Axone entlassen eine Anzahl von Kollateralen, bevor sie in 

den wichtigste efferente Bahn des Hippocampus, den Alveus, eintreten. 

Die Kollateralen endigen hauptsächlich im Stratum oriens, welches vorwiegend 

spindelförmige Korbzellen aufweist. Eine Korbzelle innerviert ein größeres Kollektiv 

von benachbarten Pyramidenzellen. Es ist bekannt, dass es sich dabei um eine 

GABAerge, inhibitorische Innervation handelt (zur Übersicht siehe: Benninghoff). 

Die transversale Einteilung des Ammonshorn in drei (früher vier) Sektoren stammt 

von Lorente de Nò (1934). Der erste Sektor, CA1, ist beim Menschen besonders stark 

entwickelt und besitzt eine besondere Anfälligkeit für schädigende Einflüsse. Die 

Pyramidenzellen sind in zwei Schichten geordnet: Stratum profunde und Stratum 

superficiale. Der zweite Sektor, CA2, weist ebenfalls eine zweischichtige Anordnung 

der Pyramidenzellen auf. Der dritte Sektor, CA3, zeigt eine einheitliche Schicht von 

Pyramidenzellen, welche am proximalen Abschnitt der apikalen Dendriten die großen 

Endfüße der aus dem Gyrus dentatus stammenden Moosfasern aufnehmen [Blackstad, 

1961]. Früher wurde noch ein weiterer Sektor, CA4, in die Nomenklatur 

aufgenommen, der heutzutage nur noch beim Hippocampus der Hausmaus (Mus 

musculus) beschrieben wird. 

Das Subikulum befindet sich zwischen dem Ammonshorn und dem Praesubikulum, es 

ist die Eingangspforte für Efferenzen, welche die Hippocampusformation mit 

kortikalen und subkortikalen Gebieten verbinden und einen wesentlichen Teil des 

Fornix bilden.  

Das Praesubikulum (Area 27) schließt an das Subikulum an und bildet den Übergang 

zur Area entorhinalis und damit zum Neokortex des Temporal- bzw. Okzipitallappens. 

Die verschiedenen Regionen der Hippocampusformation verfügen über zahlreiche 

intrinsische Verbindungen und dazu auch noch Austauschmöglichkeiten mit der 

Gegenseite via Kommissuren. 

Die Hauptachse der intrinsischen Informationsverarbeitung umfaßt folgende 

Stationen: Enthorinaler Kortex  Gyrus dentatus  CA3  (CA2) CA1  

Subikulum  Praesubikulum. 
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Durch mikroelektrophysiologische Untersuchungen beim Kaninchen konnte gezeigt 

werden, dass die gesamte Verschaltung modulartig nach einem Lamellenprinzip 

aufgebaut ist, wobei die Orientierung der Lamellen ungefähr quer zur longitudinalen 

Hauptachse des Hippocampus verläuft [Andersen, 1971]. 

Die Leitung erfolgt allerdings nicht nur in einer Richtung, sämtliche Elemente der 

Hippocampusformation weisen auch Verbindungen in der umgekehrten Richtung auf. 

 

Nicht nur wegen desselben Kortexaufbaus wie er beim Riechhirn vorliegt, wurde 

ursprünglich wurde angenommen, dass die Hippocampusformation ein olfaktorisches 

Zentrum darstellt. Die anatomische und physiologische Aufklärung der Verbindungen 

hat ergeben, dass alle Sinnesmodalitäten – nicht nur olfaktorische – in der 

Hippocampusformation vertreten sind [Brodal, 1947]. Aufgrund der oben 

aufgeführten Verbindungen ist die Hippocampusformation vielmehr ein 

polysensorisches, assoziatives Zentrum, das einerseits mit viszeralen und endokrinen 

Repräsentationsgebieten der Area preoptica und des Hypothalamus  und andererseits 

mit den kognitiven Arealen des temporalen, parietalen, okzipitalen und frontalen 

Neokortex in Verbindung steht und schließlich über das ventrale Striatum auch den 

Anschluß an die Trieb- und Ausdrucksmotorik findet. 

Der Hippocampus ist als wichtiges funktionelles Zentrum für die Generierung von 

Gedächtnisinhalten anzusehen. Dabei wird der Hippocampus nach der Theorie der 

kognitiven Areale (engl. cognitive map) besonders im Zusammenhang mit der Bildung 

von räumlichen Vorstellungen und des Ortsgedächtnisses gesehen, das im 

Hippocampus der Ratte über ortsspezifische Neurone kodiert wird [O´Keefe, 1978]. 

Zudem sind Fälle bekannt, mit umschriebenen, beidseitigen Ausfällen der 

Ammonshornrinde, bei denen eine schwere Demenz entstanden war. Beobachtungen 

von Klinikern, die bei neurochirurgischen Eingriffen elektrische Reizungen im 

Temporallappen durchführten und dabei z.T. weit zurückliegende Erlebnisinhalte 

wachrufen konnten, legen eine wichtige Rolle der Hippocampusformation bei der 

Engrammbildung und damit auch bei Lernvorgängen beim Menschen nahe. 

Das experimentelle Phänomen der Langzeitpotenzierung (kurz: LTP), die Eigenschaft 

von (hippocampalen) Neuronen auf einen wiederholten Stimulus mit lang anhaltenden 

Änderungen der synaptischen Übertragung und der Erregbarkeit plastisch zu 

reagieren, könnte eine physiologische Grundlage der Gedächtnisfunktion darstellen. 

Hierbei spielt die exzitatorische Signalübertragung durch Glutamat, besonders über 
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den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptorsubtyp, eine entscheidende Rolle. Die 

funktionelle Bedeutung dieser Befunde für das menschliche Verhalten ist allerdings 

bis heute noch unklar. 

 

10 Epilepsie 
Epilepsie, bezeichnet ein Krankheitsbild mit mindestens zwei wiederholt, spontan 

auftretenden Krampfanfällen, die nicht durch eine vorausgehende erkennbare Ursache 

hervorgerufen wurden. Ein solcher epileptischer Krampfanfall – im 

Wissenschaftsjargon auch als Seizure bezeichnet (engl. Anfall), ist die Folge 

synchroner Entladungen von Neuronengruppen im Gehirn, die zu plötzlichen 

unwillkürlichen stereotypen Verhaltens- oder Befindlichkeitsstörungen führen. 

Die verschiedenen Verlaufsformen der epileptischen Anfälle werden nach der 

Definition der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE) wie folgt eingeteilt: 

Beim generalisierten Krampfanfall, geben Verlauf und Symptomatik keine 

Aufschlüsse über eine anatomisch begrenzte Lokalisation und es gibt keine Zeichen 

eines herdförmigen Beginns. Die generalisierten Anfälle werden in drei Untertypen 

unterteilt: 

Konvulsive Seizures, gehen mit Bewußtseinsverlust, Sturz, Verkrampfung und 

anschließend mit rhythmischen Zuckungen beider Arme und Beine (tonisch-

klonischer oder früher auch französisch „Grand-mal“ genannt) einher, aber auch 

Verlust der Spannung der Muskulatur (atonischer Anfall) oder krampfhaft gesteigerte 

Anspannung der Muskulatur (tonischer Anfall). Nicht-konvulsive Anfälle sind so 

genannte „Absence“-Anfälle, mit kurzer Bewußtseinspause ohne Sturz (früher auch 

als „Petit-mal“ bezeichnet). 

Myoklonische Anfälle, zeichnen sich durch einzelne oder sich unregelmäßig 

wiederholende Zuckungen einzelner Muskelgruppen aus. 

Ein partieller (oder fokaler) Krampfanfall, ist dadurch gekennzeichnet, dass es ein 

Zeichen für einen Beginn des Anfallsgeschehens in einer umschriebenen Region des 

Gehirns gibt. Insbesondere ein Anfallsbeginn mit einer Aura hat einen hohen 

Aussagewert darüber, in welcher Hirnregion der Anfall seinen Ursprung hat. 

Wenn der Patient beim Anfall wach ist und angemessen auf seine Umgebung reagiert, 

wird der Anfall „einfach partiell“ genannt. Wenn das Bewußtsein eingeschränkt ist 



 18 

und eine Erinnerungslücke oder Verwirrtheitszustände während des Anfalls oder 

danach auftreten, wird der Anfall „komplex partiell“ genannt. 

Schon der Einteilung der Epilepsien läßt sich entnehmen, dass diese Gruppe von 

Erkrankungen Ausdruck von unterschiedlichen Krankheitszuständen des Gehirns sein 

kann und sich keine einheitliche Ursache benennen läßt. Grundsätzlich lassen sich 

aber drei Gruppen von zugrunde liegenden Ursachen unterscheiden: 

Symptomatische Epilepsien sind die Folge einer nachweisbaren Hirnschädigung. 

Hierbei kann es sich um eine Fehlbildung, eine Narbe, oder einen Tumor handeln. Bei 

den idiopathischen Epilepsien liegt eine erbliche Veranlagung zugrunde. Findet man 

keine der beiden vorgenannten Ursachen, nennt man die Epilepsie kryptogen. 

Obwohl das Wissen über die Entstehung von Epilepsien in den letzten Jahrzehnten 

deutlich zugenommen hat, sind die Zusammenhänge noch immer nicht vollständig 

verstanden. Zum Auftreten epileptischer Seizures tragen zum einen eine 

Übererregbarkeit (Hyperexzitabilität) von Nervenzellen, zum anderen eine abnorme 

gleichzeitige elektrische Aktivität von größeren Nervenzellverbänden (neuronale 

Netze) bei. So nimmt man an, dass ein Ungleichgewicht von Erregung und Hemmung 

in diesen neuronalen Netzen Krampfanfälle entstehen läßt. 

Verstärkte Erregung oder verminderte Hemmung können sowohl durch 

Veränderungen in den Membraneigenschaften der Nervenzellen als auch in der 

Erregungsübertragung von Nervenzelle zu Nervenzelle, durch Neurotransmitter 

bewirkt werden. So können sich Defekte in den Ionenkanälen für Na+- und Ca2+-Ionen 

an der Entstehung und Ausbreitung von Anfallsentladungen beteiligen. Auch Defekte 

in der GABA-Biosynthese, gesteigerter GABA-Abbau oder Hemmung der GABA-

Rezeptoren können zum Anfallsgeschehen beitragen.  

Die Mechanismen, die dazu führen, dass aus einzelnen Krampfanfällen eine Epilepsie 

entsteht, sind weitaus komplexer und noch unbekannt. Da die Mehrzahl der Anfälle 

Einzelereignisse bleiben, scheinen sie nicht zwangsläufig epilepsie-auslösende 

Veränderungen zu verursachen. Allerdings hat das tierexperimentelle Modell des 

„Kindling“ auch die Vorstellung zur Entstehung von Epilepsien beim Menschen 

geprägt. Beim Kindling wird durch die wiederholte Ausübung elektrischer Reize, die 

noch nicht ausreichen, einen Anfall hervorzurufen, eine zunehmende Verstärkung der 

Anfallsbereitschaft hervorgerufen, bis schließlich Krampfanfälle auftreten. 

Anschließend bleibt die erhöhte Empfindlichkeit gegenüber dem Reiz bestehen.  
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Bicucullin (siehe unten) ist eine chemische Substanz, die in verschiedenen 

experimentellen Epilepsie-Modellen zur Seizure-Induktion herangezogen wird. 

 

10.1 Temporallappen-Epilepsie 
Bei dieser Form der Epilepsie haben die Anfälle ihren Ursprung in definierten, 

anatomischen Strukturen des Schläfenlappens: Dem Mandelkern, dem Hippocampus 

und der Windung um den Hippocampus herum.  

Sie stellt mit etwa 27 % die häufigste Form der anatomisch klassifizierbaren, 

lokalisationsbezogenen Epilepsien dar. Die Hippocampusformation spielt 

wahrscheinlich deshalb bei der Temporallappen-Epilepsie (TLE) so eine 

entscheidende Rolle, da die Pyramidenzellen des Ammonshorns und die Körnerzellen 

des Gyrus dentatus auf Reize mit sehr niedriger Reizschwelle mit hochsynchronen und 

langandauernden Entladungen reagieren [Akert, 1980]. Die elektrophysiologische 

Grundlage dieses Phänomens wird in einer gestörten Interaktion von Area entorhinalis 

und Hippocampus vermutet. Diese herdförmigen Anfälle gehen mit einem 

Bewußtseinsverlust einher. Zudem zeigen die meisten Patienten schmatzend-kauenden 

Mundbewegungen, sich wiederholende Handbewegungen, dann Umhergucken und 

schließlich Bewegungen des ganzen Körpers [zur Übersicht siehe Review von Dubé et 

al.]. 

 

11 Bicucullin 
Bicucullin wurde 1932 in alkaloiden Pflanzenextrakten entdeckt [Manske, 1932].  

Es ist ein kompetitiver Antagonist am GABAA-Rezeptor und da es die inhibitorische 

Wirkung des Rezeptors blockiert, mimt Bicucullin sozusagen eine Epilepsie.  

 

Abb. 11: Strukturformel von Bicucullin 
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Diese Substanz wird weltweit in Laboratorien benutzt, um Epilepsie in vitro an 

präparierten Hirnschnitten zu studieren. 

 

12 Epilepsie und Steroidhormone 
Sexualhormone beeinflussen das Gehirn bereits in der frühen Entwicklung und sie 

modulieren die Gehirnaktivität ebenfalls während des Erwachsenenalters. 

Steroidhormone vermitteln ihre Effekte über spezifische Hormonrezeptoren (wie z.B. 

den Estrogenrezeptor, ER), aber auch über Neurotransmitter-Rezeptoren (z.B. 

NMDA- oder GABA-Rezeptor) [McEwen, 1991].  

Beide Estrogenrezeptor-Typen - ER-α und ER-β − können frei im Zytoplasma oder in 

die Zellmembran eingebaut vorkommen [McEwen, 2002]. ER-α und ER-β haben eine 

ähnliche Struktur, aber ein distinkt, unterschiedliches Vorkommen im Gehirn und sie 

vermitteln jeweils unterschiedliche Effekte. 

Estrogene können de novo von Neuronen des zentralen Nervensystems produziert 

werden [Baulieu, 1997]. 

Von klinische Studien an Menschen, die die Beziehung zwischen Estrogenen und 

neuronaler Erregbarkeit untersuchen, wird bereits seit über 150 Jahren berichtet 

[Locock, 1857 und Gowers, 1881]. 

Schon in der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde beobachtet und publiziert, dass die 

Krampfanfallsfrequenz bei einigen epilepsieerkrankten Frauen über den 

Menstruationszyklus stark variiert [Laidlaw, 1956; Logothetis und Harner, 1960; 

Mattson et al., 1985 und Herzog et al., 1997].  

Während der follikulären Phase, wenn die Estrogen-Werte ansteigen, steigt auch die 

Anfallshäufigkeit bei betroffenen Patientinnen. Im Gegensatz dazu, ist während der 

Lutealphase, wenn die Progesteron-Werte im Verhältnis zu Estrogen hoch sind, eine 

verminderte Anfallshäufigkeit beobachtet worden. Dieser Zustand wurde mit dem 

Terminus „Catameniale Epilepsie“ belegt.  

Bei an Epilepsie erkrankten Frauen, liegt die Inzidenz einer catamenialen Epilepsie bei 

ca. 40%, wie Herzog et al. kürzlich (2004) in einer Studie zeigen konnten. 

Veränderte hormonelle Konzentrationen während der Perimenarche und der 

Perimenopause können den Verlauf der Krampfanfälle beeinflussen und diese zudem 

auch verschlimmern [Rosciszewska, 1975 und Klein et al., 2003].  
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Verantwortlich für diese erhöhte Krampfanfalls-Häufigkeit während der 

Perimenopause, scheint eine erhöhte Estrogen:Progesteron-Ratio zu sein 

[Rosciszewska, 1978; Abbasi et al., 1999; Harden et al., 1999]. Eine Abnahme der 

Estrogen-Level nach der Menopause ist, im Besonderen bei Frauen mit catamenialer 

Epilepsie, assoziiert mit einer Abnahme der Krampfanfallshäufigkeit [Harden et al., 

1999]. 

In Tierversuchen, ergab die Estradiol-Administration eine Schwellenwert-

Erniedrigung für Seizures, während Progesteron den Schwellenwert steigen ließ 

[Beyenburg et al., 2001; Buterbaugh, 1987 und 1989; Buterbaugh und Hudson, 1991; 

Edwards et al., 1999; Hom und Buterbaugh, 1986]. Diese unterschiedlichen 

steroidalen Effekte werden herangezogen, um die vom Menstruationszyklus 

abhängigen Muster epileptischer Anfälle zu erklären. 

Estrogenen wird sowohl eine exzitationssteigernde als auch eine inhibitionhemmende 

Wirkung nachgesagt [Morell, 1999 und Woolley et al., 2000]. Vermittelt werden diese 

Effekte, indem Estradiol die Neurotransmission durch den inhibitorischen 

Neurotransmitter GABA reduziert und auch die Syntheseleistung von GABA negativ 

beeinflusst. Des weiteren berichtet Morell von einer ebenfalls reduzierten Synthese 

von bestimmten GABAA-Rezeptor-Untereinheiten nach einer Estradiol-Behandlung 

von hippocampalen Kulturen [Murphy et al., 1998]. 

Zudem konnte gezeigt werden, dass Estradiol als Agonist am Glutamat-Rezeptor des 

N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Typs wirkt und dadurch eine Exzitation in der CA1-

Region des Hippocampus vermittelt [Woolley, 1962 und Pozzo-Miller et al., 1999]. 

Verschiedenste Untersuchungen kamen also zu dem Ergebnis, dass Estradiol eine 

reduzierte neuronale Inhibition bewirkt.  

Diese molekularen Interaktionen von Estrogenen an NMDA- und GABA-Rezeptoren, 

zeigten eine pro-konvulsive Wirkung des Hormons und wiesen auch darauf hin, dass 

Estrogene einen Einfluß auf die Abläufe beim epileptischen Geschehen haben. 

Es ist bekannt, dass Estrogene bei Frauen mit Epilepsie, eine erhöhte Frequenz von 

epileptiformer Aktivität im Elektroencephalogramm (EEG) auslösen können [Klein et 

al., 1998; Herzog, 1995 und Beyenburg, 2001]. 

In den meisten Tiermodellen bei denen man Estradiol in pharmazeutischen 

Konzentrationen einsetze, führte diese Behandlung bei den Tieren nicht nur zu einer 

Herabsetzung der Reizschwelle für epileptische Krampfanfälle, sondern induzierte, 
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aggravierte und verlängerte die Seizures der Tiere zudem [Buterbaugh, 1987, 1989 

und 1991 und Edwards et al., 1999].  

Jedoch gibt es auch Arbeiten in denen Estrogene sowie in in vivo- als auch in in vitro- 

Studien, keine konvulsiven jedoch antikonvulsive Effekte zeigten. So fanden Marcus 

und Mitarbeiter (1966) nach einer in vivo Applikation von 17-β-Estradiol keine 

epileptogene Aktivität bei der Katze und beim Kaninchen.  

In elektrophysiologischen Ableitungs-Experimenten an hippocampalen Slice-Kulturen 

von nicht-ovarektomierten Ratten, konnte durch eine 17-β-Estradiol-Applikation keine 

Veränderung der Exzitation nachgewiesen werden [Teyler et al., 1980]. Velíšek und 

Mitarbeiter fanden (1999) keine Erhöhung in der Seizure-Empfänglichkeit in Slice-

Kulturen ovarektomierter Ratten, die mit 17-β-Estradiol behandelt wurden und 

Velíšková und Mitarbeiter stellten (2000) in ihren Untersuchungen fest, dass eine 

mehrtägige Vorbehandlung von ovarektomierten Ratten mit 10µg 17-β-Estradiol (pro 

kg Körpergewicht) einen verzögertes Einsetzen von Kainat-induzierten klonischen 

Krämpfen ergab, dass aber 20 µg 17-β-Estradiol keine Veränderung der Reizschwelle 

für Krämpfe zeigte. Reibel und Mitarbeiter (2000) zeigten, dass 40µg 17-β-Estradiol 

(pro kg Körpergewicht) sogar prokonvulsiv war. 

Auch konnten Hoffmann und Mitarbeiter (2003) keinen Effekt von Estradiol auf den 

Krampfanfalls-Verlauf nach Kainat-Behandlung detektieren. Sie implantierten den 

Versuchstieren 17-β-Estradiol-Stäbchen, die für physiologische Estradiol-Serumwerte 

sorgten. 

Es ist also fest zu stellen, dass die Wirkung von Estrogenen auf das epileptische 

Geschehen von verschiedenen Faktoren abhängt. Dabei ist die Behandlungsdauer, die 

Dosis, die estrogene Substanz, das Modell der Seizure-Induktion, die Spezies und das 

Geschlecht von Bedeutung, aber auch der hormonelle Status des Individuums scheint 

von äußerster Wichtigkeit zu sein.  

 

 

 

 

 



 23 

II Fragestellung 
Auf dem Hintergrund der dargestellten kontroversen Ergebnisse zur Wirkung von 

Estrogenen im epileptischen Geschehen, sollten folgende Fragen bearbeitet werden: 

1) Wir wollten in Vorversuchen klären, ob das Sexualhormon Estradiol, der 

Aromatase-Hemmer Letrozol oder der GABAA-Rezeptor-Blocker Bicucullin auf die 

neuronalen Zellen proliferativ, apoptotisch oder nekrotisch wirken.  

2) Auf dem Hintergrund der angenommenen prokonvulsiven Wirkung von 

Estradiol, haben wir den GABA-Metabolismus untersucht. Wir untersuchten den 

Einfluß von Estradiol auf die Expressionsstärke vom GABA-synthetisierenden Enzym 

GAD-65 und auf die Modulation der Anzahl von GAD-65 exprimierenden Zellen. 

3) Wir nutzten ein in vitro Modell für Epilepsie, bei dem man mit dem GABAA-

Rezeptor-Antagonisten Bicucullin, neuronale Übererregung simulieren kann. An 

diesen übererregten Kulturen untersuchten wir den Einfluß von Estradiol auf die 

Dichte von Dorn-Synapsen an hippocampalen Prinzipalneuronen. 
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III Material und Geräte 
Material, Substanzen und Geräte: 

Adhäsions Objektträger, Histobond SUPERIOR 

Bovines Serum Albumin FERMENTAS 

B-27  GIBCO 

Bicucullin SIGMA 

Brutschrank, WTC BINDER 

Kryo-Behälter NALGENE BRAND PRODUCTS 

Cytotoxicity Detection Kit (LDH-Assay) ROCHE 

Dako Fluorescent Mounting Medium DAKOCYTOMATION 

DAPI SIGMA 

Deckgläser Marienfeld 100, 24x32mm MARIENFELD 

Deckgläser, rund, Ø12mm ASSISTENT 

Falcon Röhrchen (15 und 50ml) BECTON DICKINSON 

Fötales Rinderserum GIBCO 

Heidemannspatel  AESCULAP  

Kryo-Mikrotom HM 560 MICROM 

Letrozol (Femara) NOVATIS 

Mikroskop: Axiovert 25 ZEISS 

Mikroskop: Axioskop 2, HBO100, MC80 ZEISS 

Mikroskop: Axiovert100, HBO50, 

MC100, MBG52ac 

ZEISS 

Mikro Dismembranator U B. BRAUN BIOTECH 

Minimal Essential Medium (MEM) GIBCO 

Neurobasal A Medium GIBCO 

Neurobasal A Medium; ohne Phenolrot GIBCO 

Pasteurpipetten, 25cm MERCK 

Pinzette nach Dumount MERCK 

Pipetten, verschiedene Volumina GILSON 

Reaktiongefäße 1,5ml EPPENDORF  

Schere AESCULAP  

Spritzenvorsatzfilter, 22µm  MERCK 

Sicherheitswerkbank Klasse 2 HERAEUS 

Gamma Zähler  PERKIN ELMER-WALLACE 

Gewebekultur-Schale; 35x10mm BECTON DICKINSON 
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McILWAIN Tissue Chopper H: SAUR LABORBEDARF 

Tissue Tek SAKURA FINETEK 

Vortexer SCIENTIFIC INDUSTRIES 

Waage SARTORIUS 

Wasserbad mit Schüttler  GFC 

Western Blot Apparatur BIORAD 

Zentrifuge, EBA1R HETTRICH 

Zentrifuge, Universal 32R HETTRICH 

Ziegenserum SIGMA 

 

Chemikalien: 
2-Methylbutane FLUKA 

Natrium Bicarbonat 7,5 % GIBCO 

Cholesterol SIGMA 

17-β-Estradiol (wasserlöslich) SIGMA 

Ethanol, 70% , 96% UKE-BETRIEBSAPOTHEKE 

Glycin  ROTH 

Poly-D-Lysin SIGMA 

L-Glutamin, 200mM SIGMA 

Natrium-Bicarbonate Solution SIGMA 

Natronlauge 1N MERCK 

Paraformaldehyd (reinst) MERCK 

Penicillin/Streptomycin INVITROGEN 

Saccharose FLUKA 

Salzsäure MERCK 

TOTO-3 MOLECULAR PROBES 

Tris INVITROGEN 

Trypsin EDTA-Lösung BIOCHROM 
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Lösungen: 
 
Phosphat-buffered Saline (PBS) 
8 g NaCl 

0,2 g KCl 

1,44 g Dinatriumhydrogenphosphat 

0,2 g Kaliumhydrogenphosphat  

1 Liter Aqua dest.; pH 7,4 bei RT 

 

Paraformaldehyd (PFA), 4%ig 

4 g Para-Formaldehyd in  

50 mL Aqua dest. (15 Minuten auf 60-65°C erhitzen, dann auf Eis abkühlen) 

50 mL 2x PBS zugeben (pH 7,4 bei RT) 

(evtl. zusätzlich 0,08% Glutardialdehyd zugeben) 

 

Kulturmedium für Dispersionskultur 

50 mL Neurobasal A 

500 µL B27 

125 µL L-Glutamin (200mM) 

500 µL Penicillin/Streptomycin 

 

Humaner Fibroblasten Wachstumsfaktor (engl. human basic fibroblast growth factor) 

bFGF 

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

50 µL bFGF in 1000 µL Tris-Lösung lösen, vortexen und aliqotieren 

bei -25°C lagern 

 

Beschichtung der Kulturplatten 

600 µL Poly-d-Lysin (0,1mg/mL Aqua dest.) pro Kavität 

12h inkubieren 

abpipettieren und mit Neurobasal A (mit Phenolrotzusatz) spülen 

mindestens 2h trocknen lassen 
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Präparationsmedium für hippocampale Slice-Kulturen 

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

1 mL Glutamin (200 mM), steril 

49 ml Aqua pro injectione steril 

durch Zugabe von 1 M NaOH oder 1 M HCl auf pH 7,35 einstellen 

Präparationsmedium im Kühlschrank aufbewahren, es sollte eine Temperatur von 4°C zur 

Präparation haben. 

 

Inkubationsmedium für Slice-Kulturen (Kulturmedium) 

25 mL MEM, 2-fach konzentriert, steril 

1 mL Glutamin, 200 mM, steril 

580 µL 7,5%ige Natriumbicarbonat Lösung, steril 

23,42 mL Aqua pro injectione, steril 

25 mL Hanks Balanced Salts (HBSS) 

25 mL Pferdeserum, hitzeinaktiviert und steril 

1 mL Penicillin/Streptomycin 

pH-Wert vor jedem Mediumwechsel neu einstellen, ist abhängig vom Explantationstag: 

P0-P8:                pH 7,2-7,3 

P9-P15:              pH 7,3-7,4 

P>15:                  pH 7,4-7,8 

 

Protein-Extraktionspuffer 

20 mM Tris pH 7,5 

100 mM NaCl 

0,5% NP-40 

0,5 mM EDTA 

0.5 mM PMSF 

 

TGS-Puffer 

1,514 g Tris 

9,39 g Glycin 

9,305 mL 20 % SDS 

auffüllen auf 500 mL Aqua dest. 
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Transfer-Puffer 

12,1 g Tris 

14,5 g Glycin 

auffüllen auf ein Liter Aqua dest. 

 

Sammelgelpuffer 

0,5 M Tris pH 6,8 

 

Trenngelpuffer 

1,5 M Tris pH 8,8 

10 % Glycin 

 

IV Methoden 
Hippocampus-Präparation 

Die Präparation des Ratten-Hippocampus erfolgt unter semisterilen Bedingungen. In den 

Experimenten wurden Ratten des Zuchtstamms WISTAR verwendet. Die postnatalen 

Ratten werden an Tag 5 (P5) decapitiert. Die Haut wird dabei über dem Schädeldach vom 

Nacken des Tieres her aufgetrennt und seitlich weggeschoben. Mit einer feinen geraden 

Schere wird das noch nicht verknöcherte Schädeldach eröffnet. Das Gehirn wird 

vorsichtig mit Hilfe eines Heidemannspatels entnommen und auf einen mit PBS 

getränkten Schwamm gelegt. Das Kleinhirn wird mit einem Skalpell abgetrennt und 

verworfen, das Gehirn wird sagittal durchtrennt, so dass man beide Hemisphären 

voneinander trennt. Aus den Hirnhälften werden nun nacheinander die Hippocampi mit 

einem Heidemannspatel herausgeschält und anschließend in gekühltes PBS gegeben.  

 

Dispersionskultur neuronaler Zellen 

Die Präparation hippocampaler Dispersionskulturen erfolgt nach der Methode von 

Brewer (1997) und wird im Folgenden kurz beschrieben. 

In Vorbereitung wird jeweils in je eine Kavität einer 24-well-Platte ein Glasplättchen 

gegeben, diese Glasplättchen werden anschließend mit 600µl Poly-D-Lysin beschichtet. 

Nach mindestens einer Stunde wird das Poly-D-Lysin mit einer Pipette entnommen und 

die Kavitäten anschließend mit dem Kulturmedium (Neurobasal A) gespült. Danach läßt 

man die Platte im Inkubator bei 37°C trocknen.  
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Die präparierten Hippocampi werden unter sterilen Bedingungen weiterbehandelt. Sie 

werden mehrmals mit PBS gespült, um überschüssiges Gewebe und Erythrozyten, die aus 

den Präparationsschritten stammen zu entfernen. Nach dem Spülen werden die 

Hippocampi mit einer Klinge grob zerkleinert und in ein Falcon-Röhrchen mit 25ml PBS 

aufgenommen. Das zerkleinerte Gewebe wird bei 4°C mit 5000U/min für 5 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Zum Pellet gibt man Trypsin/EDTA hinzu 

(500µl pro präparierter Hippocampus). Nach 2,5 Minuten unter kräftigem Schütteln 

entsteht eine homogene Suspension. Diese Zellsuspension wird nun zusammen mit 

Neurobasal A über ein Nylon Sieb gegeben, um große unverdaute Bestandteile 

zurückzuhalten. Erneut wird bei 4°C mit 5000U/min für fünf Minuten zentrifugiert.  

Im Laufe der weitern Kultivierung wird nur noch Phenolrot-freies Neurobasal A Medium 

verwendet. Der Waschschritt wird noch einmal wiederholt. Der Überstand wird 

verworfen und eine definierte Menge Neurobasal A wird zum Zellpellet gegeben.  

Die Zellzahl wird mit Hilfe einer Neubauer Zellzählkammer bestimmt. Die Menge der 

Zellen in der Suspension ist für die spätere Dichte der Zellkultur entscheidend. In der 

Präparation wurde immer mit einer Zelldichte von 100.000 Zellen/ml gearbeitet. Die 

Zellen müssen gründlich resuspendiert werden. 

Jeweils 1ml der Zellsupension (100.000 Zellen) wird auf die mit Poly-D-Lysin 

beschichteten Deckgläschen gegeben. Die Kulturplatten kommen anschließend für 1h bei 

37°C und 5% CO2 in den Brutschrank. In dieser Zeit setzen sich die Zellen ab und heften 

sich an das Deckgläschen.  

Nach einer Stunde wird Debris, der locker anhaftet, durch starkes Anstoßen (z.B. an eine 

Tischkante) der Kultur-Platte abgelöst und ein letzter Waschschritt folgt. In jedes Well 

wird 1ml Kulturmedium (Neurobasal KM) sowie 1µl bFGF Wachstumsfaktor zu den 

Zellen gegeben. 

Der erste Wechsel des Kulturmediums, einschließlich bFGF, erfolgt nach 24 Stunden und 

dann wird das Medium alle 48 Stunden gewechselt. 

 

Inhibition oder Stimulation der Kulturen 

Die Inhibition der Aromatase in der Estrogen-Synthese erfolgt durch Letrozol. In den 

Experimenten wurde Letrozol in Konzentrationen von 10-7M eingesetzt. Die Verdünnung 

von Letrozol erfolgt mit sterilem Aqua dest. 

Die Zellen der Dispersionskultur wurden weiterhin mit 10-7 M 17-β-Estradiol stimuliert, 

was einer pharmakologischen Konzentration entspricht. 10-10 M wird bei weiblichen und  
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10-12 M wird bei männlichen Ratten als physiologische Estradiol-Konzentration 

angesehen.  

Bicucullin wurde in 1µM oder 10 µM Konzentrationen eingesetzt und in Aqua dest. 

verdünnt. 

 

Fixierung der Dispersionskultur 

Hierfür wird eine 3,7%ige Formaldehydlösung in PBS angesetzt. Das Kulturmedium 

wird abgesaugt und durch PBS ersetzt. Nach 10 Minuten tauscht man das PBS mit der 

3,7%igen Formaldehydlösung aus und lässt sie 10 Minuten fixieren. Anschließend wird 

3x5 Minuten mit PBS gespült. In jede Kavität der Kulturplatte gibt man 1ml PBS und 

kann sie anschließend im Kühlschrank bei 4°C lagern. Die Zellen können im fixierten 

Zustand bis zu 6 Monate im Kühlschrank gelagert werden. 

 

Hippocampale Slice-Kulturen 

Die Präparation der Hippocampi erfolgt nach der Methode von Heimrich und Frotscher 

(1994). Die Extraktion der Hippocampi erfolgt wie bereits beschrieben. 

Die Hippocampi werden in auf Eis gekühltes Präparationsmedium überführt. Der 

Hippocampus wird mit einem Tissue Chopper sagittal, in 400 µm dicke Scheiben 

geschnitten. Diese werden unter der Stereolupe mit einem Heidemann-Spatel 

voneinander getrennt. Zehn solcher „Slices“ (engl. Scheiben) werden mit wenig 

Präparationsmedium auf ein Kultivierungssieb gegeben. Die Slices müssen vereinzelt 

und glatt auf dem Kultivierungssieb liegen. Überschüssiges Präparationsmedium wird 

mit der Pipette abgesaugt. Anschließend gibt man auf 37°C vorgewärmtes 

Inkubationsmedium unter das Zellsieb, auf dem die Slices liegen. Die Kulturschalen 

werden in den Brutschrank bei 37°C und fünf Prozent CO2, gestellt. Der erste 

Mediumwechsel erfolgt nach 24 Stunden und dann alle 48 Stunden. Die Slice-Kulturen 

können so für mehrere Wochen in Kultur gehalten werden. 

 

Inhibition oder Stimulation von Slice-Kulturen 

Die Slice-Kulturen wurden mit 10-7M Letrozol oder Estradiol behandelt. Bicucullin 

wurde in verschiedenen Dosen zwischen 1-10 µM eingesetzt. Slices, die mit normalem 

Kulturmedium kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. 
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Fixierung der Slice-Kulturen 

Die Fixierung der Slice-Kulturen wurde mit 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS (pH 7,4) 

vorgenommen. Falls die Slices später für die Elektronenmikroskopie verwendet werden 

sollten, setzten wir dem Fixativ noch 0,08% Glutardialdehyd zu. Glutardialdehyd 

gewährleistet eine bessere Gewebserhaltung. Die Slice-Kultur wird mindestens 12 

Stunden in dieser Fixierungslösung inkubiert. 

 

Entwässerung der Slices 

Der Fixierung schließt sich eine Entwässerung der Slices an. Das Fixativ wird mit 

mehrmaligem Waschen mit PBS gründlich entfernt und die Slices anschließend in eine 

25%ige Saccharose-Lösung (in PBS) gegeben. Durch die Entwässerung erreicht man 

beim späteren Gefrieren der Slice-Kulturen ein zusammenhängendes und rissfreies 

Gewebestück. Die Saccharose-Lösung bleibt mindestens üN, aber besser für 48-60 

Stunden auf den Slice-Kulturen.  

 

Einbettung der Slice-Kulturen 

In Vorbereitung kühlt man Methylbutan in einem Tiefkühl-Sicherheitsbehälter mit 

flüssigem Stickstoff.  

Die Einbettung der Slice-Kulturen erfolgt in einer viskösen Lösung auf Carbonwachs-

Basis, namens Tissue-Tek. Dafür wurden die Slices erst vorsichtig mit einer spitzen, 

gebogenen Nadel (Sonde) von der Kultivierungsmembran gelöst und dann in einem 

Tropfen der Saccharose-Lösung auf ein Deckgläschen überführt. Mit Hilfe eines 

Papiertuchstreifens, saugt man so viel wie möglich von der Saccharose-Lösung ab. Nun 

wird ein Tropfen Tissue-Tek auf den Slice gegeben und das Deckgläschen mit dem Slice, 

in das tiefgekühlte Methylbutan überführt. Innerhalb weniger Sekunden erstarrt das 

Tissue-Tek und der Slice ist darin fest eingefroren. Die eingebetteten Slices wurden bei 

mindestens -25°C gelagert. 

 

Gefrierschneiden von Slice-Kulturen 

Das Schneiden von Slice-Kulturen erfolgt am Kryotom. Die Slices im Tissue Tek-

Tropfen, werden auf einen Objekthalter festgefroren, dieser wird eingespannt und bei  

–16°C Objekthaltertemperatur und –15°C Messertemperatur wird der Slice in 12µm 

dünne Schnitte geschnitten. Der Gewebeschnitt wird auf einen Objektträger überführt 

und bei RT luftgetrocknet und danach 10 Minuten in -20°C kaltem Aceton nachfixiert. 
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Estradiol-Konzentration [pg] 
 

Die Gewebeschnitte können dann bei mindestens -25°C für wenige Wochen gelagert 

werden. 

 

Quantitative Estrogen-Bestimmung per Radio-Immuno-Assay (RIA) 

Über den Zeitraum der Kultivierung wurde bei jedem Mediumwechsel das Medium der 

jeweiligen Kultur (Slice-Kultur oder Dispersionskultur) aufgefangen und eingefroren. 

Die Proben wurden vor der Messung verblindet, dabei wurden die Proben fortlaufend 

nummeriert, so dass keine Behandlung zu zuordnen war. 

Von jeder Probe wurden fünf Milliliter Kulturüberstand für die Untersuchung verwendet, 

getrocknet und in 250µL Peptid-Puffer aufgenommen. Davon wurden 25µL in einer 

Doppelbestimmung eingesetzt. 

Die Gesamtmenge an 17β-Estradiol im Medium wurde mit Hilfe einer SEP-PAK C18 

Säule extrahiert und mit Methanol eluiert. Die Quantifizierung des 17β-Estradiol erfolgte 

anschließend mit dem Radio-Immuno-Assay (siehe Abb. 12). Der Estradiol bindende 

Antikörper wurde von Dr. H. Jarry (Göttingen) hergestellt. Er bindet 17β-Estradiol zu 

100%, Estron zu 10% und Estriol zu 20%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 12: Standardkurve für die quantitative Estrogen-Bestimmung 

 

Der RIA wurde unter Verwendung des Standardprotokolls durchgeführt und mit einen 

Gamma Zähler analysiert. Als Grundlage für die Messung wurde unbehandeltes, 

Phenolrot-freies Neurobasal Kulturmedium verwendet. 
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Immunhistochemie (IHC) 

Dispersionskulturen werden nach der Fixierung im Kühlschrank (4°C) aufbewahrt und 

können dann für die Immunhistochemie weiter verwendet werden.  

Die bereits fixierten Slice-Kulturen werden in -25°C kaltem Aceton für zehn Minuten 

nachfixiert und dann bei RT getrocknet. 

Die Zellen bzw. das Gewebe wird mit PBS drei Mal fünf Minuten gespült. Im nächsten 

Schritt erfolgt das Blockieren mit einer Blockierungslösung, bestehend aus fünf Prozent 

Normal Goat Serum (NGS) in PBS, um unspezifische Immunreaktionen zu vermindern. 

Man gibt 1ml dieser Blockierungs-Lösung in jede Kavität, bzw. 50µL auf jeden Slice und 

blockiert für eine Stunde bei Raumtemperatur.  

Der primäre Antikörper wird Blockierungslösung gelöst und nach Entfernen der BSA-

Lösung, werden 250µl der Antikörper-Lösung in die Kavität, bzw. 50µL auf jeden Slice 

gegeben. Die Inkubation der Slice-Kulturen mit dem ersten Antikörper erfolgt in einer 

feuchten Kammer, um ein An- oder Austrocknen der Gewebeschnitte zu vermeiden. 

Für eine Negativkontrolle, wird mindestens ein Slice bzw. eine Kavität der 

Dispersionskultur nicht mit dem Primär-Antikörper, sondern mit der Blockierungslösung 

behandelt.  

Als nächstes wird die Lösung mit dem Primär-Antikörper abgesaugt, bzw. von den Slices 

entfernt und die Zellen bzw. das Gewebe wird drei Mal fünf Minuten mit PBS gespült. 

Nach dem Spülen erfolgt die Zugabe des in PBS gelösten Sekundär-Antikörpers 

(Fluorochrom markiert). Hierfür wurde ein Cy3-markierter Antikörper im Verhältnis 

1:350, oder ein Alexa-488-gekoppelterAntikörper im Verhältnis 1:500, eingesetzt.  

Die Inkubation erfolgt bei RT für zwei Stunden. Wichtig ist diesen Schritt im Dunkeln 

ablaufen zu lassen, da Fluorochrome lichtempfindlich sind. Die Slices werden hierbei 

wieder ebenfalls in der feuchten Inkubationskammer inkubiert. 

Anschließend wird die Lösung abgenommen und es folgen wieder drei Waschschritte mit 

PBS, nun allerdings für jeweils zehn Minuten.  

Abschließend erfolgt die Kernfärbung mit DAPI (1:100.000) oder TOTO-3 (1:5.000) für 

wenige Minuten, dann werden die Zellen wieder drei Mal für fünf Minuten mit PBS 

gespült.  

Zuletzt wird, bei der Dispersionskultur, das Deckgläschen aus der Kavität genommen, 

auf einen Objektträger gelegt und mit ein bis zwei Tropfen Eindeckmedium (Dako 

Mounting Medium) überschichtet. Darauf gibt man – möglichst luftblasenfrei - ein 

Deckgläschen. Die Slices werden ebenfalls mit Dako Mounting Medium eingedeckt. 
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Verwendete Primär-Antikörper und die verwendete Verdünnung: 

cleaved Caspase-3 (Asp. 175), polyklonal; 1:500 (Fa. Cell Signaling) 

GABA; polyklonal; 1:750 (Fa. Sigma) 

GABA; monoklonal; 1:200 (Fa. Chemicon) 

GABAA-Rezeptor β 2/3; monokolonal; 1:300 (Fa. Upstate) 

Glutamat Decarboxylase (GAD) 65; polyklonal; 1:1000 (Fa. Chemicon) 

Glutamat Decarboxylase (GAD) 65; monoklonal; 1: 200 (Fa. Chemicon) 

Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP); monoklonal; 1:1000 (Fa. Chemicon) 

Ki-67 (Mib 5); monoklonal; 1:500 (Fa. Dako) 

 

Mikroskopische Dokumentation und Auswertung 

Die Intensitätsmessung der Immunhistochemie wurde mit Hilfe des Leica Laser Scanning 

Microscope SP2 durchgeführt. Dabei wurde bei gleicher Wellenlänge und Intensität des 

Lasers, das an den jeweiligen sekundären Antikörper gekoppelte Fluorochrom gemessen. 

Diese gescannten Bilder wurden dann semiqantitativ mit Hilfe der Openlab 2.2.5 

Software der Firma Improvision ausgewertet. Bei dieser Auswertungsmethode, wird von 

jedem Bild ein so genannter Density Slice erstellt, der dem Programm - in 255 

Graustufen - Informationen über die Farbintensität aller zur Auswertung herangezogenen 

Flächen angibt. Diese Intensitätswerte ergeben multipliziert mit der Fläche des Signals 

einen Wert, den so genannten „staining index“. Die Summe aller staining indexi, der 

immunzytochemisch angefärbten, fotografierten Zellen einer Behandlung, ergibt einen 

Vergleichswert, für die Stärke der Immunreaktivität des eingesetzten Primärantikörpers, 

bzw. für die Epitop-Expression, gegen die der Primärantikörper gerichtet war. Auf diese 

Weise kann man verschieden behandelte Zellen, immunzytochemisch anfärben und die 

Immunreaktivität gegen den Primärantikörper quantifizieren. 

 

Zytotoxizitätsassay / LDH-Assay 

Die Umwandlung von Lactat zu Pyruvat durch das Enzym Lactat-Dehydrogenase (LDH) 

ist ein Prozess, der bei der Nekrose von Zellen stattfindet. Der LDH-Assay ist ein 

Zytotoxizitäts-Test. Ein zugesetzter Katalysator setzt Tetrazolium-Salze in Formazan-

Salze um, dabei korreliert die Aktivität der LDH mit der Menge an gebildeten Formazan-

Salzen. Diese Salze können mit einem ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 500 nm 

detektiert werden. Als Positivkontrolle nutzten wir den Kulturüberstand von Zellen, die 
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durch eine toxische Triton-X-Behandlung nekrotisch wurden. Als Negativkontrolle 

verwendeten wir das Kulturmedium. 

 

Protein-Präparation aus Gewebe 

Aus den hippocampalen Slice-Kulturen wurde mit folgendem Protokoll Protein 

präpariert. 

Die hippocampalen Slices wurden von der Membran, auf der sie kultiviert wurden 

abgelöst und in ein Eppendorf Behälter überführt. Der Behälter mit den Slices wurde 

kurz in flüssigen Stickstoff gehalten um den Inhalt zu einem kleinen Klumpen gefrieren 

zu lassen. Dieser Klumpen wurde dann in einen vorgekühlten, metallenen Mörserbehälter 

gegeben und in die Mörser-Apparatur eingespannt. Eine Kugel im Behälter zerreibt das 

Gewebe für eine Minute mit 1500 RPM. Das entstandene zermahlene Gewebe wird in 

250 µL Protein-Extraktionspuffer aufgenommen und in ein neues Eppendorf Gefäß 

überführt. 

Nach einem Zentrifugationsschritt (4°C, 10.000 RPM) wird der Überstand in ein neues 

Gefäß überführt und kann dann anhand des Pierce BCA Protein-Assays quantifiziert 

werden. 

 

Western Blot 

Die aus behandelten und unbehandelten Zellen isolierten Proteine wurden aufgrund ihrer 

Größe mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend mittels Elektro-

Blotting auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Der Nachweis der zu 

untersuchenden Proteine (GAD-65) erfolgte analog zur Immunzytochemie über einen 

Primärantikörper und einen mit einem Enzym gekoppelten Sekundärantikörper. Das 

Enzym wurde durch eine Farbreaktion detektiert. 

Für die SDS-Gelelektrophorese wurde ein Gel, bestehend aus Trenn- und ein Sammelgel 

hergestellt. 

Trenngel 6%: 

5 mL 4x Trenngelpuffer 

4 mL 30 % Acrylamid 

11 mL Aqua dest. 

100 µL 10 % Ammoniumpersulfat 

20 µL TEMED 
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Das Gel wird in die Kammer gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Wenn das Gel 

auspolymerisiert ist wird das Isopropanol abgegossen, es wird mit Aqua dest. gespült und 

mit Papier abgetrocknet. 

Sammelgel: 

 2,5 mL 4x Sammelgelpuffer 

40 % Acrylamid 

6,2 mL Aqua dest. 

50 µL 10 % Ammoniumpersulfat 

12,5 µL TEMED 

Das Sammelgel wird auf das Trenngel gegossen und der Kamm hineingesteckt. Das Gel 

ist nach ca. einer Stunde auspolymerisiert. Wenn der Kamm entfernt wurde die 

entstandenen Taschen mit Tris-Gycin-SDS-Puffer (TGS-Puffer) auffüllen. 

Die Proben wurden folgendermaßen vorbereitet: 

12 µL Protein 

4 µL H2O 

5 µL Probenpuffer 

Fünf Minuten bei 95°C aufkochen, um die Proteine zu denaturieren und dann auf Eis 

abkühlen lassen. In eine Tasche wurden 20 µL der Probe pipettiert. 

Eine Protein-Marker-Leiter wurde in die erste (und letzte) Tasche pipettiert. 

Die SDS-Gelelektrophorese wird solange sich die Proben noch im Sammelgel befinden 

auf 100 Volt gelaufen und danach auf 200 Volt hochgestellt. Die Auftrennung dauerte ca. 

30-45 Minuten und wurde gestoppt, sobald der Blaupuffer auslief. 

Das fertige Gel wurde auf mit Blotpuffer getränktes Filterpapier in die Elektroblot-

Kammer gegeben. Die Nitrocellulosemembran, auf die die Proteine übertragen werden 

sollten, wurde zunächst mit Aqua dest., anschließend mit Blotpuffer gespült und dann 

blasenfrei auf das Gel gelegt. Der Transfer wurde bei einer Spannung von 8-12 Volt über 

zwei Stunden durchgeführt. 

Danach wird die Nitrocellulosemembran aus der Apparatur entnommen und 

unspezifische Bindungsstellen wurden mit drei prozentiger Milchpulverlösung in PBS 

blockiert. Die nachfolgende Inkubation mit dem in TTBS-Puffer verdünntem 

Primärantikörper wurde üN im Kühlschrank durchgeführt. Der GAD-65-Antikörper 

wurde dafür in einer Konzentration von 1:2000 eingesetzt. 

Am nächsten Morgen wird die Membran zunächst drei Mal für fünf Minuten mit TTBS-

Puffer gespült und dann mit einem Biotin-gelabelten Sekundärantikörper (1:500 in 
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TTBS) für 30 Minuten inkubiert. Nach erneuten dreimaligen Spülen in TTBS-Puffer 

erfolgte eine 30 minütige Inkubation mit Steptavidin-Alkalischer Phosphatase (1:500 in 

TTBS). Es folgten zwei weitere Waschschritte in TTBS-Puffer und ein weiterer 

Substratpuffer. Abschließend wurde die Substratlösung, bestehend aus  

10 mL Substratpuffer 

44 µL NBT 

33 µL BCIP 

auf die Membran gegeben. Nach einer etwa halbstündigen Entwicklungszeit wurde die 

Reaktion durch die Überführung der Membran in H2O gestoppt. 

Die Auswertung der Bandenintensität erfolgte mit der Software „Band Leader“. 
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V Ergebnisse 
De novo Synthese von Estradiol in neuronalen Kulturen 

Für den Nachweis einer hippocampalen – also endogenen – Estradiol-Synthese, haben 

wir in früheren Versuchen die Dispersionskultur als Zellkulturmodell gewählt. Dabei 

wurden hippocampale Neurone aus adulten Tieren unter serum- und steroidfreien 

Bedingungen kultiviert. Eine immunzytochemische Analyse mit entsprechenden 

Antikörpern bestätigte, dass diese hippocampale Dispersionskultur aus mindestens 

95% Neuronen bestand, bei den übrigen Zellen handelte es sich überwiegend um 

Oligodendrozyten. Die Freisetzung von E2 in das Kulturmedium wurde quantitativ 

mittels eines Radioimmunoassays (RIA) bestimmt. Unter Kontrollbedingungen 

wurden durchschnittlich 30 pg E2/mL Medium gemessen. Um zu untersuchen, ob die 

Abgabe von E2 in das Medium von der Aktivität der Aromatase abhängt, wurden die 

Zellen mit dem nicht-steroidalen Aromatasehemmer Letrozol in einer Konzentration 

von 10-9 M über acht Tage behandelt. Es zeigte sich, dass nach dieser Behandlung der 

E2-Gehalt im Medium nicht signifikant höher war, als der von frisch angesetztem 

Medium, welches nie mit Zellen in Berührung gekommen war. 

Dieser Versuch zeigte, dass kultivierte hippocampale Neurone prinzipiell in der Lage 

sind E2 zu synthetisieren. Diese Feststellung veranlaßte uns zur Untersuchung der 

Frage, ob mit Bicucullin übererregte Neurone eine veränderte Estradiol-Synthese-

Leistung aufweisen. Dafür wurden hippocampale Neurone einer Slice-Kultur nach 

einer Vorkulturzeit von 14 Tagen (alleinig mit Kulturmedium) noch weitere sieben 

Tage, mit Letrozol (10-7 M) oder mit 10-6 M Bicucullin, welches dem Medium 

zugesetzt wurde, behandelt.  

 
Abb. 13: Estradiol-Synthese in hippocampalen Slice-Kulturen. Nach einer Behandlung der Kulturen mit 

Letrozol (10-7 M) oder Bicucullin (1 µM), war die Konzentration von 17-β-Estradiol im 

Medium signifikant reduziert. (N=5 Kulturen pro Behandlung; Fehlerbalken: SEM; p≤0,05) 
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Nach der Kulturzeit wurde die Konzentration von Estradiol im Kulturmedium-

Überstand der Slice-Kulturen gemessen.  

Aus Abbildung 13 ist zu ersehen, dass nach einer Behandlung mit Bicucullin, im 

selben Maße wie mit dem Aromatasehemmer Letrozol, in der Slice-Kultur der 

Estradiol-Gehalt im Medium signifikant reduziert war. 

 

Untersuchungen zu Proliferation, Nekrose und Apoptose 

Grundsätzlich wollten wir untersuchen, ob die von uns eingesetzten Substanzen, also 

17-β-Estradiol, genauso wie Letrozol und Bicucullin, in den von uns verwendeten 

Konzentrationen proliferativ, apoptotisch oder nekrotisch wirken. Zu diesem Zweck 

führten wir zunächst einen Lactat-Dehydrogenase-Assay (kurz: LDH-Assay) durch. 

Hohe LDH-Mengen im Kulturüberstand weisen auf eine Nekrose der Zellen hin. Die 

Überstände der unbehandelten Kontroll-Slices und der Slices, die mit Bicucullin 

behandelt wurden, sind in einem solchen Assay untersucht worden. Es bestand kein 

Unterschied in der Nekrose zwischen Bicucullin-behandelten und unbehandelten 

Kulturen, wie man in Abbildung 14 G sehen kann. 

Prange-Kiel und Mitarbeiter, sowie Fester und Co-Autoren konnten (2006) in 

lichtmikroskopischen Morphologiestudien zeigen, dass die Zellviabilität weder durch 

eine Estradiol- noch durch eine Letrozol-Behandlung beeinträchtigt wird. 

Zudem stellten wir fest, dass eine Behandlung der kultivierten Hippocampi mit 

Bicucullin keinen Effekt auf die typische hippocampale Schichtung hatte.  

Hier zeigen wir elektronenmikroskopische Aufnahmen von hippocampalen 

Bicucullin-behandelten (Abb. 14 B und E) Slices in denen zu erkennen ist, dass es zu 

einer Abnahme von interzellulären Kontakten und einer Reduktion der Dorn-Synapsen 

kam. Allerdings war auch hier unter morphologischen Gesichtspunkten ebenfalls kein 

Hinweis für eine Nekrose der Zellen zu finden (Abb. 14A-F). 
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Abb. 14: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von hippocampalen Slice-Kulturen.  

(A) unbehandelte Kontrolle; (B) 1µM Bicucullin; (C) 10-7 M 17-β-Estradiol. Pfeile deuten auf 

Synapsen hin. (D-F) Ausschnitte mit Synapsen in höherer Vergrößerung. (G) Messung der 

Zytotoxizität in hippocampalen Dispersionskulturen, mittels LDH-Assay. Sieben Tage 

Vorkultur mit Kulturmedium, dann Zugabe von Bicucullin oder Estradiol für einen Tag.  

(N= fünf Kulturen pro Behandlung; Fehlerbalken: SD; p≤ 0,05; Messbalken entsprechen 1 µm) 

 

Der Frage, ob durch die Behandlungen Apoptose in den Zellen induziert wird, gingen 

wir immunzytochemisch mit Antikörpern gegen Caspase-3, einem Schlüsselenzym in 
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der Apoptose-Kaskade nach (siehe Abb. 16). Insgesamt war die Apoptose-Rate sehr 

niedrig und es zeigte sich, dass weder durch Letrozol noch durch Estradiol in den 

eingesetzten Konzentrationen Apoptose induziert wurde. 

 
Abb 15: Immunzytochemie gegen den Apoptose-Marker Caspase-3 in der hippocampalen 

Dispersionskultur. Eine Woche Vorkultur mit Kulturmedium; eine weitere Woche Behandlung 

mit Estradiol oder Letrozol. (N= fünf Kulturen pro Behandlung; Fehlerbalken: SD) 

 

Um zu untersuchen ob die Substanzen auf die Zellteilung (Proliferation) einen Einfluß 

haben, bestimmten wir die Expression des Proliferationsmakres Ki-67 

immunzytochemisch. Ki-67 wird während des Zellzyklus in der G1-, S-, G2 und in der 

M-Phase exprimiert. Ruhende Zellen die sich in der G0-Phase befinden exprimieren 

das Antigen nicht.  

Eine proliferative Wirkung konnte beiden Substanzen in den eingesetzten 

Konzentrationen nicht nachwiesen werden (siehe Abb.17).  

 
Abb. 16: Immunzytochemie gegen den Proliferationsmarker Ki-67 in der hippocampalen 

Dispersionskultur. Eine Woche Vorkultur mit Kulturmedium; eine weitere Woche 

Behandlung mit 10-7 M 17-β-Estradiol oder 10-7 M Letrozol. (N= fünf Kulturen pro 

Behandlung; Fehlerbalken: SD) 
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Zur Wirkung von Estrogen auf die neuronale Inhibition 

Um ermessen zu können, wie Estradiol auf die neuronale Inhibition wirkt, 

untersuchten wir zunächst die Expression des Enzyms Glutamat-Decarboxylase-65 

(GAD-65) und seines Produktes GABA unter Estradiol- bzw. Letrozol-Einfluß. Die 

immunzytochemischen Daten zur GAD-65- und GABA-Expression wurden 

gemeinschaftlich mit Ute Mares durchgeführt. In Dispersionskulturen, die eine Woche 

in Vorkultur und eine weitere Woche mit 10-7 M E2 oder mit 10-7 M Letrozol 

behandelt wurden, fanden wir in immunzytochemischen Färbungen einige Zellen, die 

eine starke Immunreaktivität gegen GAD-65 (Abb. 17 A-C) bzw. GABA (Abb. 17 D-

F) im Soma und den Dendriten aufwiesen. Wir sahen auch eine große Fraktion von 

Zellen, die nur eine schwache Immunreaktivität zeigten. Eine ähnliche Verteilung der 

Immunreaktivität von GAD-65 in ihren Dispersionskulturen, stellen auch Sloviter und 

Mitarbeitern (1996) dar.  

 
Abb.17: (A-C): Immunreaktivität gegen GAD-65; (D-F): Immunfärbung gegen GABA in 

hippocampalen Dispersionskultur-Zellen. (A und D): Kontrolle; (B und E): Zugabe von 

Estradiol (10-7 M) bzw. (C und F): Zugabe von Letrozol (10-7 M) zum Kulturmedium. 

Messbalken entspricht 10 µm. (G): Bildauswertung der GAD-65- und (H): der GABA- 

Immunzytochemie. (N= fünf Kulturen pro Behandlung; Fehlerbalken: SD; p≤ 0,05) 
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Für die quantitative Auswertung unserer Färbung zogen wir nur die stark 

immunreaktiven Zellen heran. Die Bildanalyse der Immunzytochemie der 

Dispersionskultur, ergab eine Abnahme der GAD-65-Immunreaktivität nach der 

einwöchigen Letrozol-Behandlung, im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Kulturen 

(Abb. 17G). Um diese Bildanalyse-Daten aus der Dispersionskultur zu verifizieren, 

führten wir einen GAD-65-Western Blot durch.  

 

 
 
Abb. 18: Western Blot Banden. Das Protein wurde aus Slice-Kulturen isoliert, die nach einer Woche 

Vorkultur eine weitere Woche mit 17-β-Estradiol oder mit Letrozol behandelt wurden. 

 

Dafür verwendeten wir Slice-Kulturen, die eine Woche mit Medium vorbehandelt 

wurden und anschließend eine Woche mit E2 oder Letrozol behandelt wurden und 

extrahierten nach der Kulturzeit aus den Slice-Kulturen jeder Behandlung die Proteine. 

Die Western-Blot-Banden sind in Abbildung 18 dargestellt. Die Auswertung der 

Banden-Intensität (siehe Abb. 19) bestätige die Abnahme der GAD-65-Expression 

nach Letrozol-Behandlung und verifizierte damit unseren Fund in der 

Dispersionskultur auch in der Slice-Kultur.  

 
Abb. 19: Auswertung der GAD-65 Western Blot Banden-Intensität. (N= drei Kulturen pro Behandlung; 

Fehlerbalken: SD; p≤ 0,05) 

GAD-65 

β-Aktin 

Unbehandelt     10-7 M Letrozol  10-7 M Estradiol 
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Wie in der GAD-65-Immunzytochemie der Dispersionskultur, sahen wir auch im 

Western Blot keine Veränderung der GAD-65-Expression (siehe Abb. 18 und 19) 

nach Zugabe von 17-β-Estradiol zu der hippocampalen Slice-Kultur. 

Die Anzahl der GAD-65-positiven Zellen (Abb. 20), fanden wir nach einer Letrozol-

Behandlung in der Dispersionskultur, genauso erniedrigt wie die Proteinmenge für das 

Enzym (Abb. 18). 

Die GABA-Expression war in Estradiol- oder Letrozol-behandelten Dispersions-

kulturen nicht signifikant verändert (Abb. 17).  

 

 
Abb. 20: Die Anzahl der GAD-65 positiven Zellen, war nach einer Zugabe von 10-7 M in das 

Kulturmedium signifikant reduziert, wohingegen die Zugabe von 10-7 M 17-β-Estradiol keinen 

Effekt auf die Anzahl der GAD-65-positiven Neurone hatte.  

(N= fünf Kulturen pro Behandlung; Fehlerbalken: SD; p≤ 0,05) 

 

Estrogen-induzierte Dorn-Synapsen-Formation 

Bereits in den elektronenmikroskopischen Morphologie-Studien (siehe Abb. 15) ist 

uns aufgefallen, dass wir nach einer Letrozol-Behandlung eine reduzierte Anzahl von 

Dorn-Synapsen in den Slice-Kulturen fanden. Selbiges haben auch Kretz und 

Mitarbeiter (2004) nach einer Letrozol-Behandlung festgestellt, als sie an Biocytin-

gefüllten Pyramidenzellen, die Dorn-Synapsenzahl auszählten. Von sehr ähnlichen 

Effekten in der synaptischen Plastizität nach einer Letrozol-Applikation, berichten 

Drakew et al. (1996) nach einer chemisch induzierten Übererregung in hippocampalen 

Slice-Kulturen. 

Wir zählten daraufhin ebenfalls die Dorn-Synapsen in elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen mit einem stereologischen Ansatz und fanden nach einer Letrozol-

Behandlung eine um ca. 40-50 Prozent reduzierte Dorn-Synapsen-Anzahl (Abb.21). 

Wir konnten auch zeigen, dass die Letrozol-induziete Dorn-Synapsen-Abnahme, 

durch eine spätere Estradiol-Applikation aufgehoben werden konnte. Diese Folge- 
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oder Zusatzbehandlung mit 17-β-Estradiol, nachdem man zuvor Letrozol appliziert 

hatte, nannten wir "Rescue" (engl. Rettung) -Experiment, da diese Nachbehandlung 

die Effekte von Letrozol aufgehoben zu sein schienen (Abb. 21).  
 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.21: Dorn-Synapsen-Dichte, bestimmt in elektronenmikroskopischen, stereologischen 

Aufnahmen. (N= fünf Kulturen pro Behandlung, Fehlerbalken: SEM; p≤ 0,05) 

 

Estradiole Wirkung bei mit Bicucullin induzierter experimenteller Übererregung 

In einer Veröffentlichung von 1996 betiteln Drakew et al. ihre mit Bicucullin-

behandelten Slices als „epileptische Slices“, in denen sie epileptische Aktivität 

feststellten.  

Die Dorn-Synapsen-Dichte in mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bicucullin 

behandelten, hippocampalen Slice-Kulturen, fanden wir ebenfalls herabgesetzt. Eine 

kombinierte Behandlung mit Bicucullin und Letrozol, verstärkte den Effekt, der mit 

alleiniger Bicucullin-Applikation erreicht wurde nicht. Da wir nach Behandlung mit 

höheren Dosen Bicucullin keine Verstärkung des Effekts auf die Dorn-Synapsen-

Dichte feststellten, vermuteten wir, dass bereits eine niedrige Dosis Bicucullin (1µM) 

eine maximale Inhibition der Dorn-Synapsen-Bildung zur Folge hat (siehe Abb. 22). 

 
Abb. 22: Letrozol-induzierter Dorn-Synapsen-Verlust, kann durch Estradiol-Gabe revidiert 

werden. (N= fünf Kulturen gleicher Behandlung; Fehlerbalken: SEM, p≤ 0,05) 
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Wir fanden in hippocampalen organotypischen Slice-Kulturen, in denen mit 

Bicucullin eine experimentelle Übererregung induziert wurde, also nicht nur eine 

Herabsetzung der Estradiol-Biosynthese (siehe dazu Abb. 13), die einer Verminderung 

entsprach, die durch eine Aromatase-Inhibition mit Letrozol erzielt wurde. Sondern 

wir stellten zudem fest, dass eine kombinierte Gabe von Bicucullin und Estradiol, die 

durch Bicucullin induzierte Reduktion der Dorn-Synapsen-Dichte (siehe Abb. 22) 

aufhob. 
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VI Diskussion 
Estrogene wirken nicht nur in den Organen des Reproduktionstraktes, sondern darüber 

hinaus in einer Vielzahl von anderen Geweben und Organen. In den letzten Jahren 

wurde gezeigt, dass Estrogene neuroportektive Wirkung bei verschiedenen 

Erkrankungen, wie z.B. Morbus Alzheimer und apoplektischem Insult besitzen [zur 

Übersicht siehe: Garcia-Segura et al., 2001]. Sie fördern spezifische kognitive 

Funktionen [LeBlanc et al., 2001; Sherwin, 2002; Krug et al., 2003] und beeinflussen 

die synaptische Plastizität [Gould et al., 1990; Woolley und McEwen, 1992; Murphy 

et al., 1998]. Bei all diesen Funktionen steht der Hippocampus – als Gehirnregion, die 

eng mit Lernen und Gedächtnis im Zusammenhang steht – im Fokus. 

Obwohl estrogene Effekte im Hippocampus schon seit mehr als einem Jahrzehnt 

bekannt waren, war bisher unklar, ob diese Effekte ausschließlich auf Estrogene aus 

peripheren Quellen – den Gonaden – zurückzuführen sind. Von anderen Geweben, die 

von Estrogen reguliert werden ist bekannt, dass sie lokal Estrogene synthetisieren. So 

weisen beispielsweise humane Osteoblasten- und Osteoklasten-Zelllinien eine hohe 

Aromatase-Aktivität auf [zur Übersicht siehe: Simpson et al, 1999]. Im Hippocampus 

wurde eine Vielzahl von Steroidbiosynthese-Enzymen, wie z.B. das „steroid acute 

regulatory protein“ (kurz StAR), Cytochrom P450SCC und 3-β-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase nachgewiesen [Furukawa et al., 1998; Wehrenberg et al., 2001]. Auch 

Aromatase wurde auf mRNA- und Proteinebene in hippocampalen Neuronen 

nachgewiesen [Abdelgadir et al., 1994; Garcia-Segura et al., 1999; Wehrenberg et al., 

2001]. Es war also denkbar, dass man auch im Hippocampus eine lokale Estrogen-

Synthese findet, den direkten Nachweis für eine Estrogen-Synthese in Neuronen 

lieferten Prange-Kiel und Mitarbeiter (2003). 

Da das verwendete Zellkulturmedium der Dispersionskultur (Neurobasal) keine 

Steroide enthält, stehen den Neuronen zumindest keine direkten Vorstufen für die 

Estradiol-Synthese zur Verfügung. Daraus schließen wir, dass die hippocampalen 

Neurone aus dem Medium Cholesterol als Substrat für eine Estradiol- de novo-

Synthese verwenden. Oligodendrozyten, der einzige Gliazelltyp, der in 

nennenswertem Umfang in der Dispersionskultur anzutreffen ist, sind nicht dazu in 

der Lage, Estradiol zu synthetisieren [Zwain und Yen, 1999]. Astrozyten, von denen 

bekannt ist, dass sie geringe Mengen Estradiol synthetisieren können [Garcia-Segura 

et al., 1999; Zwain und Yen, 1999], kommen in unseren Zellkulturen nur sehr 
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vereinzelt vor.  

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Estrogene die GABA-Synthese in 

Interneuronen supprimieren und man vermutete, dass diese verminderte GABA-

Synthese zu einer Disinhibition des CA1-Neuronen-Netzwerkes führt. Dies resultiert 

dann in einer erhöhten neuronalen Exzitation, was zu einer Vermehrung von Dorn-

Synapsen führt [Murphy et al., 1998].  

Wir spekulierten nun, dass eine verringerte Estrogen-Synthese in den Neuronen-

Kulturen zu einer Erhöhung der GABA-Synthese führt und dadurch die neuronale 

Inhibition in den so behandelten Kulturen steigt. Wenn also, so wie Murphy postuliert, 

der Verlust von Exzitation und die erhöhte Inhibition die Dorn-Synapsen-Anzahl 

verringert, sollte eine durch Aromatase-Inhibition verstärkte GABA-Synthese zu einer 

Abnahme der Dorn-Synapsen-Anzahl führen. 

Eine Letrozol-Behandlung der Kultur, erhöhte die GAD-65-Proteinexpression, 

allerdings fanden wir die GABA-Level unverändert. Ein GABA-Western Blot für eine 

Verifizierung der Ergebnisse in der Immunzytochemie der Dispersionskultur ist nicht 

möglich, da GABA ein zu geringes Molekulargewicht besitzt um im Protein-Gel 

aufgetrennt zu werden. 

Unsere Ergebnisse decken sich mit Weiland (1992), der allerdings eine signifikante 

Hochregulation von GAD-65-mRNA nach Estradiol-Behandlung fand und mit 

den Daten von Woolley und McEwen (1992), die in ovarektomierten Ratten – also bei 

Estrogen-Entzug – eine Abnahme der GAD-positiven Zellen feststellten. 

Rudnick et al. (2001) und Murphy et al. (1998) finden ebenfalls eine gesteigerte GAD-

65-Expression nach Estradiol-Applikation und interpretieren in ihren Publikationen 

diese Erhöhung als konstitutiven Feedback-Mechanismus auf eine initiale Reduktion 

der GAD-Expression. 

Die Befunde der Studien von Smith und McMahon (2005), demonstrieren die Rolle 

von Estrogen bei der Lang-Zeit-Potentierung (engl. Long-Term-Potentiation, LTP). 

Sie zeigten, dass die durch Estradiol induzierten Veränderungen der synaptischen 

Plastizität, sich nicht von GABA-Rezeptor-Blockern beeinflusst lassen. Zudem war es 

ein konsistentes „Phänomen“ in ihren Experimenten, dass Estradiol die GABA-

Synthese verringerte und dies eine Dorn-Synapsen-Bildung zu triggern schien. Die 

von ihnen festgestellte erhöhte Dorn-Synapsen-Dichte, blieb aber auch dann noch 

erhöht bzw. nahm sogar noch weiter zu, als die GABA-Expression wieder Kontroll-

Werte erreicht hatte.  
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Unsere Befunde nach Langzeit-Behandlung unserer hippocampalen Kulturen mit 

Estradiol oder Letrozol, unterstützen die Interpretation von Smith und McMahon 

allerdings nicht. 

Wir favorisieren die Idee, dass das endogene – also vom Hippocampus selbst 

synthetisierte – Estradiol vor einem Dorn-Synapsen-Verlust bei Hyperexzitation 

schützt. 

Wir fanden nach einer Übererregung der hippocampalen Slice-Kulturen, durch 

Blockade der GABAA-Rezeptoren mit Bicucullin, eine signifikant herabgesetzte 

Estradiol-Synthese. Die Verringerung der Synthese-Leistung der Aromatase, war in 

diesen Kulturen vergleichbar mit einer Letrozol-Behandlung. Da Letrozol keine 

Apoptose induziert und die Proliferation der Zellen nicht vermindert, kann die 

verminderte Estradiol-Konzentration im Zellkulturmedium von Letrozol-behandelten 

hippocampalen Kulturen nicht durch einen Zellverlust erklärt werden. 

Morphologische Kontrollen mittels Elektronenmikroskopie und ein Test auf Nekrose 

(LDH-Assay), blieben unauffällig. Somit ist eine Estrogen-Synthese-Minderung durch 

degenerative Prozesse durch Letrozol oder Bicucullin, höchst unwahrscheinlich. 

Die Verminderung der Estradiol-Synthese, bei unphysiologischer, neuronaler 

Aktivität, weist vielleicht darauf hin, dass diese steroidogenen Enzyme – so wie 

Aromatase – von neuronaler Aktivität beeinflusst werden. Diese Daten sind konsistent 

mit denen von der Arbeitsgruppe von Kawato [Hojo et al., 2004], die einen Anstieg 

der Estradiol-Synthese nach einer akuten Behandlung mit geringen Dosen NMDA 

fanden.  

Anscheinend vermittelt eine physiologische chemisch-induzierte Erregung einen 

Anstieg der Estrogen-Synthese und eine unphysiologische hohe Hyperexzitation, nach 

Langzeit-Behandlung mit Bicucullin hemmt die hippocampale Estradiol-Synthese. 

Aus diesen Befunden schließen wir, dass die endogene, aktivitätsregulierte Estradiol-

Synthese im Hippocampus, die Dorn-Synapsen-Entstehung reguliert. 

 

Die Wirkung von Estrogenen auf das epileptische Geschehen wird sehr 

widersprüchlich diskutiert. Es gibt viele Arbeiten, die für eine prokonvulsive Wirkung 

des Estrogens sprechen und genauso viele, die das Gegenteil behaupten. 

Estradiol vermindert den Neuronenverlust der durch epileptische Anfälle verursacht 

wird [Azcoitia et al., 1999; Velíšková et al., 2000]. Aus diesem Grund wird das 
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Hormon als neuroprotektiv bei Krampfanfall-induzierten Schaden angesehen 

[Galanopoulou et al., 2003 und Velíšková, 2006]. 

Unsere Daten unterstützen ebenfalls diese Vorstellung einer neuroprotektiven Rolle 

des Estrogens bei Anfall-induziertem Zell-Schaden, dabei scheint besonders dem im 

Hippocampus, lokal produziertem Estrogen, diese besondere Aufgabe zu zukommen. 

Denn wir sahen in hippocampalen Slice-Kulturen nach einer Behandlung mit 

Estrogen, zwar keinen Effekt auf die Dorn-Synapsenzahl [siehe auch: Kretz et al., 

2004], wenn wir allerdings die endogene Estradiol-Synthese mit Letrozol herunter 

regulieren, resultierte eine Dorn-Synapsen-Abnahme. Des weiteren konnte der durch 

Letrozol erzielte Effekt, durch eine spätere Zugabe von Estradiol zu den mit Letrozol 

vorbehandelten Slices, dann wieder aufgehoben werden. 

Ähnlich wie bei diesem Rescue-Experiment konnte nach einer Bicucullin-

Vorbehandlung, die Dorn-Synapsenabnahme durch eine Nachbehandlung der Kultur 

mit Estradiol wieder revidiert werden. Dieser Unterschied in der Dorn-Synapsen-

Anzahl zwischen alleiniger Bicucullin- und kombinierter Bicucullin- und Estradiol-

Behandlung war signifikant.  

Eine durch Bicucullin oder Letrozol verringerte Dorn-Synapsendichte war durch eine 

Kombination der Substanzen nicht weiter zu steigern. Was darauf hin deutet, dass 

möglicherweise sowohl bei der durch Estradiol-Synthese-Hemmung (mit Letrozol) als 

auch bei der Übererregung der Neurone (mit Bicucullin), dieselben Mechanismen zum 

Verlust der Dorn-Synapsen führen. 

Zusammenfassend gesehen, unterstreichen unserer Meinung nach, die hier 

vorgestellten Befunde, die Wichtigkeit von endogenem Estradiol in der Erhaltung von 

hippocampalen Synapsen. 
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VII Zusammenfassung 
Murphy und Mitarbeiter (1998) postulierten, dass Estrogene die GABA-Synthese in 

Interneuronen supprimieren und spekulierten, dass durch diese verminderte GABA-

Synthese eine Disinhibition des CA1-Neuronen-Netzwerkes erfolgt. Das Ergebnis 

einer solchen erhöhten neuronalen Exzitation ist eine Vermehrung von Dorn-

Synapsen. Demzufolge wäre Estradiol als prokonvulsiv anzusehen.  

Dieser Annahme wollten wir mit unseren Experimenten nachgehen. Dazu haben wir 

zunächst die GAD-65-Expression nach Estradiol-Applikation untersucht. Wir fanden 

im Gegensatz zu Murphy nach Gabe von Estradiol, keine Herunterregulation der 

GABA-Synthese und konnten somit eine prokonvulsive Wirkung von Estradiol nicht 

bestätigen. 

In einem weiteren Experiment haben wir in hippocampalen Slice-Kulturen den 

GABAA-Rezeptor mit Bicucullin blockiert und damit neuronale Übererregung erzeugt. 

Die Bicucullin-Behandlung der Kulturen führte erwartungsgemäß zu einem 

signifikanten Dorn-Synapsen-Verlust, der gleichzeitig aber auch mit einer 

signifikanten Verminderung der Estradiol-Synthese einherging. Durch die Zugabe des 

Aromatase-Hemmers Letrozol zu den Kulturen ließen sich diese Befunde ebenfalls 

erzielen. 

In einem Rescue-Experiment konnten wir mit der Gabe von Estradiol, den durch 

Bicucullin oder Letrozol induzierten Dorn-Synapsen-Verlust wieder aufheben.  

Die neuroprotektive Wirkung von 17-β-Estradiol im Rahmen der Epilepsie ist 

vermutlich auf die Wiederaufhebung der verminderten Estradiol-Synthese und in der 

Folge verminderten GABA-Synthese zurückzuführen. 
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VIII Anhang  

1 Erklärung der Abkürzungen 
 

Abb.       Abbildung 

ADP       Adenosin-diphosphat 

Aqua dest.      Aqua destillata 

ATP       Adenosin-triphosphat 

bzw.       beziehungsweise 

CA       Cornu ammonis (Ammonshorn) 

Ca2+       Calzium-Ionen 

DNA       Deoxyribonucleic acid 

E2       17-β-Estradiol 

EEG       Elektroenzephalogramm 

ER       Estrogen-Rezeptor 

ERE       Estrogen Responsive Element 

FSH       Follikel Simulierendes Hormon 

Fa.       Firma 

GAD       Glutamat-Decarboxylase 

GABA       gamma-Aminobuttersäure 

GABAAR      GABA-Rezeptor Typ A 

GABABR      GABA-Rezeptor Typ B 

GD       Gyrus dentatus 

h       Stunde 

Hil       Hilus 

HCl       Salzsäure 

H2O       Wasser 

K+       Kalium-Ionen 

KCl       Kaliumchlorid 

k Da       Kilo Dalton 

LH       Luteinisierendes Hormon 

LH-RH      LH-Releasing Hormone 

LTP       Long Term Potentiation 

mL       Milliliter 
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µL       Microliter 

µm       Micrometer 

µM       Micromolar 

Na+       Natrium-Ionen 

NaCl       Natriumchlorid 

NaOH       Natronlauge 

Nucl.       Nucleus 

P       Postnataler Tag 

PCR       Polymerase chain reaction 

pg       Picogramm 

RNA       Ribonucleic acid 

RPM       Rounds per minute 

SD       Standard Deviation 

SEM       Standard Error of Mean 

üN       über Nacht 

z.B.       zum Beispiel 

ZNS       Zentrales Nervensystem 

z.T.       zum Teil 
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