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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel: In der vorliegenden Studie
wurde die neurotrophe und neuro-
protektive Wirkung der komple-
xen Zusammmensetzung der kon-
jugierten equinen Östrogene (CEE)
untersucht, die am häufigsten ver-
schriebene Östrogenersatztherapie
in den USA und die Östrogensub-
stitutionstherapie der ‚Women’s
Health Initiative‘.

Methoden: Durchführung video-
mikroskopischer, morphologi-
scher und biochemischer Analy-
sen an Primärkulturen von
Neuronen aus dem Hippokampus
zur Ermittlung der neurotrophen
und neuroprotektiven Eigenschaf-
ten von CEE.

Ergebnisse: Die Ergebnisse er-
brachten den Nachweis, daß CEE
den hippokampalen Neuronen-
auswuchs, einen zellulären Mark-
er der Gedächtnisbildung, stei-
gern. Dosis-Wirkungsanalysen
deuten darauf hin, daß die nied-
rigste noch wirksame CEE-Kon-
zentration die maximale neuro-
trophe Wirkung ausübt. Ergebnis-
se von Neuroprotektionsstudien
zeigen, daß CEE eine hoch-
signifikante Neuroprotektion ge-
gen β-Amyloid25-35-, wasser-
stoffperoxid- und glutamat-
induzierte Toxizität auslösten.

Schlußfolgerungen: CEE induzier-
ten zelluläre Marker der Gedächt-
nisfunktion in Neuronen, die für
das Gedächtnis wichtig und nega-
tiven Effekten des Alterns und der
Alzheimerschen Krankheit ausge-
setzt sind. Außerdem vermochten
CEE Neuronen signifikant und
potent gegen die mit Morbus
Alzheimer einhergehenden toxi-

schen Insulte zu schützen. Da
CEE die Östrogenersatztherapie
der ‚Women’s Health Initiative‘
sind, könnten die Ergebnisse der
vorliegenden Studie die zellulären
Mechanismen für die Effekte von
CEE auf die kognitive Funktion
und das Risiko für die Alzheimer-
sche Krankheit aufdecken, die
sich aus dieser prospektiven klini-
schen Studie ableiten lassen.

EINLEITUNG

Die vorteilhaften Wirkungen der
Östrogenersatztherapie (ERT) auf
die kurz- und langfristigen Folgen
des mit der Menopause einherge-
henden Östrogendefizits sind gut
dokumentiert. Die Östrogenersatz-
therapie ist wirksam bei der Ver-
hütung von Hitzewallungen,
Osteoporose und potentiell bei
primären kardiovaskulären Erkran-
kungen [1]. Außerdem gibt es Hin-
weise darauf, daß die kognitive
Funktion nach Östrogenverlust
infolge natürlich, chemisch oder
chirurgisch ausgelöster Menopau-
se nachteilig beeinflußt werden
kann. Die mit einem Östrogen-
verlust zusammenhängenden
Gedächtnisstörungen lassen sich
mit Östrogenersatz umkehren und
wieder auf den Stand der prä-
menopausalen Leistungsfähigkeit
bringen [2–5]. Zusätzlich zu die-
sen kontrollierten Laborstudien an
Frauen deuten epidemiologische
Daten von retrospektiven und
Fallkontroll-Studien darauf hin,
daß Frauen, die zu irgendeinem
Zeitpunkt eine ERT angewendet
haben, ein vermindertes Risiko
aufwiesen, an Morbus Alzheimer
zu erkranken [6–9].

Obgleich der epidemiologische
Hinweis ermutigend ist, daß die

CEE bei der Reduktion des Risi-
kos, an Morbus Alzheimer zu
erkranken, vorteilhaft wirken, sind
zur Dokumentation eines eindeu-
tigen Vorteils prospektive, place-
bokontrollierte, randomisierte
Studien notwendig. Eine prospek-
tive Studie dieser Art läuft zur
Zeit. In einem Arm der ‚Women’s
Health Initiative‘ der National
Institutes of Health (NIH), einer
großangelegten (Teilnahme von
über 8.000 Frauen), langzeitigen
(Verlaufskontrolle über minde-
stens 6 Jahre) Studie, wird die
Rolle CEE sowohl auf das Einset-
zen der Symptome als auch auf
die Progression von Morbus
Alzheimer untersucht [10].

CEE sind die in den USA am häu-
figsten verschriebene Östrogen-
ersatztherapie [11], daher basiert
der Großteil der Hinweise auf
günstige Effekte bei der Redukti-
on des Alzheimer-Risikos auf
dieser Substanz. Bei CEE, die
unter dem Handelsnamen
Premarin∗   angeboten werden,
handelt es sich um ein natürli-
ches Ausgangsprodukt, das sich
aus einer komplexen Mischung
zusammensetzt, die aus Östroge-
nen, Gestagenen, Androgenen
und einem großen Anteil nicht
näher charakterisierter Moleküle
besteht [1,12].

In der vorliegenden Studie haben
wir versucht, die Auswirkung die-
ser komplex zusammengesetzten
ERT auf die mit der Gedächtnis-
funktion und dem Überleben von
Neuronen assoziierten neuronalen
Merkmale zu ermitteln. Die Ergeb-
nisse dieser Analysen deuten dar-
auf hin, daß CEE für die an der ko-
gnitiven Funktion beteiligten
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Neuronenpopulationen neuro-
troph sind. Die erfaßten Daten
zeigen zudem auch, daß CEE eine
hochsignifikante neuroprotektive
Wirkung gegen toxische Insulte
ausüben, von denen bekannt ist,
daß sie bei der Alzheimerschen
Krankheit auftreten und die sich
auch im alternden Gehirn nach-
weisen lassen.

MATERIAL UND METHODEN

Neuronenkultur

Primärkulturen von dissoziierten,
aus dem Hippokampus stammen-
den Neuronen wurden wie von
Brinton [13] beschrieben angelegt.
CEE wurden in lyophilisierter Form
von der USC Health Science Phar-
macy in 5 ml-Ampullen Premarin
mit 25 mg  östrogenen Anteilen,
200 mg Laktose, 12,5 mg Na-
triumcitrat und 0,2 mg Simethi-
con, gelöst in sterilem H2O2, er-
worben. Die inerten Bestandteile,
200 mg Laktose, 12,5 mg Na-
triumcitrat und 0,2 mg Simethi-
con, wurden von den Wyeth-
Ayerst Laboratorien bezogen.

Morphologische Analyse

An polylysinbeschichteten Deck-
gläsern haftende Nervenzellen
wurden aus der Kuturschale ent-
fernt und rasch in einer Registrier-
kammer fixiert. Die Registrier-
kammerparameter, die morpholo-
gischen Kriterien des Verfahrens
und der videomikroskopische
Aufbau sind in Brinton et al. [13],
beschrieben.

Neuroprotektionsanalysen

Für die Analysen des Überlebens
von Neuronen wurden zwischen

40.000 und 60.000 Zellen auf
Deckgläser mit Poly-D-Lysin-Be-
schichtung und einer Gittergröße
von circa 600 µm2 geimpft, die
sich aus jeweils 520 alphanume-
rischen Gittern zusammensetzen.
Hippokampale Neuronenkulturen
wurden drei Toxinen ausgesetzt:
Der toxischen Komponente der β-
Amyloid-Plaques, β-Amyloid25-35
(Aβ25-35), dem Generator freier
Radikale, Wasserstoffperoxid
(H2O2) und dem Exzitotoxin Glut-
amat (0,2 mM). Nähere Einzel-
heiten zur Toxinexposition wer-
den in Brinton et al. [13] be-
schrieben. Die Kriterien für das
Überleben von Neuronen, Be-
schreibungen der biochemischen
LDH- und ATP-Assays sind eben-
falls in Brinton et al. [13] einzuse-
hen.

ERGEBNISSE

Neurotrophe Wirkungen von CEE
und Zellselektivität

In hippokampalen Neuronen stei-
gerten CEE signifikant den Neuro-
nenauswuchs in Pikogramm-
Mengen (Abb. 1, 2). Für ein ein-
zelnes Experiment wurden 540
Neuronen individuell analysiert.
Die nach Abschluß von drei
Wiederholungen der Dosis-
Wirkungsanalyse untersuchte
Neuronenzahl betrug insgesamt
1.620. In Abbildung 1 werden ein
Kontrollneuron und ein mit CEE
behandeltes Neuron gezeigt. Das
mit CEE behandelte Neuron wies
im Vergleich zum unbehandelten

Abbildung 1: Photomikroskopische Aufnahmen von Kontrollneuronen und mit
konjugierten equinen Östrogenen behandelten hippokampalen Neuronen.
Vom Hippokampus von jungen E18-Ratten stammende Neuronen wurden
einem serumfreien Medium bei An- oder Abwesenheit von 10 ng/ml CEE
ausgesetzt. Bild A zeigt ein repräsentatives Kontrollneuron nach 24-Stun-
den-Kultur. Bild B zeigt ein repräsentatives mit CEE behandeltes Neuron nach
24-Stunden-Kultur. Zu beachten ist die höhere Anzahl an Verzweigungen und
die morphologische Komplexität bei den mit CEE behandelten Neuronen.
Balken = 15 µm.
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Abbildung 2: Von konjugierten equinen Östrogenen induzierter Neuro-
trophismus in hippokampalen Neuronen. Von jungen E18-Ratten stammende
hippokampale Neuronen wurden 24 Stunden lang verschiedenen CEE-
Konzentrationen ausgesetzt. Nach 24 Stunden wurden die Neuronen aus dem
Hippokampus videomikroskopisch aufgezeichnet und später morphologisch
analysiert (jeweils gegenüber den Versuchsbedingungen verblindet). Die
Daten stammen von einem von drei Experimenten (75 Neuronen/Versuchs-
bedingung) und werden als Mittelwert ± SEM ausgedrückt, (*p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001, signifikant unterschiedlich im Vergleich zu der
Kontrollbedingung).

Kontrollneuron (Abbildung 1A)
eine verbesserte morphologische
Komplexität auf (Abbildung 1B).
Sowohl die makroskopischen
Merkmale der neuronalen Mor-
phologie als auch die Anzahl der
Neuriten (F = 2,89; Df 5.496;
p < 0,0138) und die Neuritenlän-
ge (F = 3,87; Df 5.496; p <
0,0019) waren signifikant gestei-
gert. Die mikroskopischen Merk-
male der Neuronenmorphologie
waren mit der Gesamtzahl der
Verzweigungen (F = 3,65; Df
5.496; p < 0,0030), Verzwei-
gungslänge (F = 3,23; Df 5.496;
p < 0,0070) und der Anzahl von
Mikrospikes (F= 5,31; Df 5.496;
p < 0,0001) ebenso signifikant
erhöht (Abbildung 2). Eine Analy-
se des Dosis-Wirkungsprofils deu-
tet darauf hin, daß der Auswuchs
der Neuronenfortsätze meist bei
den getesteten niedrigeren oder
niedrigsten Konzentrationen auf-
trat (0,2 ng/mg) und daß höhere
Konzentrationen nicht wirksamer
waren. Die Ausnahme bildete die
Anzahl an Neuriten, für die
10 ng/ml erforderlich waren,
damit eine signifikante Zunahme
auftrat. Ein derartiges Profil läßt
erkennen, daß der Mechanismus,
der dem durch ein östrogenes
Steroid induzierten Wachsen der
neuronalen Fortsätze zugrunde
liegt, bei den niedrigeren Konzen-
trationen gesättigt ist, oder daß
ein sekundärer Regulationsme-
chanismus aktiviert wird, der die
Größenordnung des Neurotro-
phismus limitiert und kontrolliert.

Neuroprotektion gegen neuroto-
xische Insulte

β-Amyloid25-35-Peptid-induzierte
Neurotoxizität

Die erste Reihe von Experimenten
zur Neuroprotektion untersuchte
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die Auswirkung von CEE auf die
durch β-Amyloid25-35 (Aβ25-35) in-
duzierte Toxizität. Nach 24stün-
diger Aβ25-35-Exposition waren die
Degeneration der kultivierten
hippokampalen Neuronenfort-
sätze und die Toxizität offensicht-
lich [13]. Neuronen, die vier Tage
lang mit 1 oder 100 ng/ml CEE
vorbehandelt wurden, wiesen
keine Aβ25-35-induzierte Degene-
ration der hippokampalen Neuro-
nenfortsätze auf [13].

Anhand von Analysen der LDH-
Freisetzung konnte nachgewiesen
werden, daß die Exposition ge-
genüber Pikogramm-Mengen von
CEE (100 pg/ml) das freigesetzte
LDH nach einer Exposition ge-
genüber 8 µg/ml Aβ25-35 signifi-
kant reduzierte (siehe Abbildung
3). Die neuroprotektive Wirksam-
keit und Potenz waren in kulti-
vierten hippokampalen Neuro-
nen, die eine mehr als 50%ige
Reduktion der LDH-Freisetzung

als Response auf 100 ng/ml CEE
aufwiesen, offensichtlich (siehe
Abbildung 3).

Analysen der intrazellulären ATP-
Spiegel im Anschluß an die
Aβ25-35-Exposition wiesen darauf
hin, daß Aβ25-35 die intrazellulären
ATP-Spiegel signifikant zu redu-
zieren vermochte (siehe Abbil-
dung 4). Exposition gegenüber 10
und 100 ng/ml CEE führte zu ei-
ner signifikanten Erhöhung der
intrazellulären ATP-Spiegel, die
über denen der mit Aβ25-35 be-
handelten hippokampalen Neuro-
nen lagen. Darüber hinaus unter-
schieden sich die ATP-Spiegel der
Neuronen aus dem Hippokampus,
die Aβ25-35 ausgesetzt und mit CEE
vorbehandelt wurden, nicht signi-
fikant von den Kontrollspiegeln.
Das läßt darauf schließen, daß die
neuronale Lebensfähigkeit in CEE-
behandelten Neuronen mit der
von Neuronen vergleichbar war,
die nicht Aβ25-35 ausgesetzt waren.

Wasserstoffperoxidinduzierte
Neurotoxizität

Mit 20 µM H2O2 behandelte
hippokampale Neuronen zeigten
eine ausgeprägte morphologische
Degeneration und Zelltod [13]. In
auffallendem Gegensatz dazu
überlebten die mit 1 ng/ml CEE
vorbehandelten hippokampalen
Neuronen weiterhin und wiesen
morphologische Merkmale auf,
die lebensfähigen Neuronen ent-
sprechen [13].

Anhand einer quantitativen Ana-
lyse zum Überleben von Neuro-
nen konnte der Nachweis er-
bracht werden, daß H2O2-
Exposition bei zirka 80 % der
Neuronen Zelltod auslöste, was
eine Überlebensrate von 20 %
ergibt (siehe Abbildung 5). Im

Abbildung 3: Wirkung konjugierter
equiner Östrogene auf die Aβ25-35-
induzierte LDH-Freisetzung. Für
die Dauer von vier Tagen in An- oder
Abwesenheit von CEE gezüchtete
hippokampale Neuronen in Primär-
kulturen (7–9 Tage in vitro) wurden
24 Stunden 8 mg/ml Aβ25-35

ausgesetzt. Am folgenden Tag
wurden die Medien von allen
Kulturen geerntet und auf ihren
LDH-Gehalt untersucht. Die Er-
gebnisse werden als Aβ25-35-
induzierte LDH-Freisetzung in
Prozent ausgedrückt. Die Daten
werden als Mittelwert ± SEM
angegeben und wurden von drei
separaten Experimenten kombi-
niert, n = 12 pro Bedingung. *
p < 0,05; ** p <  0 , 01 und
*** p < 0,001 im Vergleich zu
Aβ25-35-behandelten Kulturen.

Abbildung 4: Wirkung von konjugier-
ten equinen Östrogenen auf die
Aβ25-35-induzierte ATP-Depletion
hippokampaler Neuronen. Hippo-
kampale Neuronen (7–9 Tage in
vitro) wurden in An- oder Ab-
wesenheit der angezeigten CEE-
Konzentrationen vor der 24stündi-
gen Aβ25-35-Exposition für die
Dauer von 4 Tagen gezüchtet. Die
am Tag nach der Aβ25-35-Exposi-
tion bestimmten intrazellulären
ATP-Spiegel werden als Mittelwert
± SEM ausgedrückt. Die Daten
werden als Mittelwert ± SEM
angegeben und wurden von drei
separaten Experimenten kombi-
niert, n = 9 pro Bedingung.
* p < 0,05; ** p < 0,01 und
*** p < 0,0001.
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Gegensatz dazu überlebten 70–
80 % der CEE-vorbehandelten
hippokampalen Neuronen vier
Tage lang die Exposition gegen-
über H2O2 (Abbildung 5).

Anhand der biochemischen Ana-
lyse zur Auswirkung von CEE auf
die LDH-Freisetzung nach H2O2-
Exposition konnte nachgewiesen
werden, daß die Vorbehandlung

mit CEE eine hochpotente und
signifikante Reduktion der H2O2-
induzierten LDH-Freisetzung aus-
löste (siehe Abbildung 6). Die
größte Response, eine 50%ige
Senkung der H2O2-induzierten
LDH-Freisetzung, trat bei 0,1 ng/
ml auf (siehe Abbildung 6). Der
neuroprotektive Effekt von CEE
war bei der niedrigsten getesteten
Konzentration (0,1 ng/ml) bei
hippokampalen Neuronen
asymptotisch.

Die Ergebnisse weisen nach, daß
die komplexe CEE-Zusammen-
setzung einen deutlich sichtbaren
und hochsignifikanten Schutz
gegen die H2O2-induzierte Leta-
lität bewirkt. Die Dosis-Wirkungs-
beziehung für die CEE-induzierte
Neuroprotektion vor H2O2-indu-
zierter Toxizität zeigte ein lineares
Profil, das dem von β-Amyloid25-35
ähnlich ist.

Glutamatinduzierte Neurotoxizität

Es konnte nachgewiesen werden,
daß 200 µM Glutamat eine
sichtbare und ausgeprägte
Neuronentoxizität induzierten
[13]. Die Vorbehandlung von
kultivierten hippokampalen Neu-
ronen mit 1 ng/ml CEE für die
Dauer von vier Tagen übte einen
deutlichen neuroprotektiven Ef-
fekt auf die neurotoxischen Glut-
amat-Wirkungen aus. Exposition
hippokampaler Neuronen-
kulturen gegenüber 100 ng/ml
CEE für die Dauer von vier Tagen
schien einen größeren neuro-
protektiven Effekt zu bewirken,
wie die visuelle Kontrolle ergab
[13]. Die quantitative biochemi-
sche Beurteilung der Plasma-
membranschädigung ließ erken-
nen, daß CEE eine hochsigni-
fikante Reduktion der glutamat-
induzierten LDH-Freisetzung
ausübten, die potent und wirk-
sam war. In den hippokampalen
Neuronen trat eine signifikante
Reduktion der glutamatindu-
zierten LDH-Freisetzung bei
10 pg/ml CEE auf, die bei
100 pg/ml asymptotisch war
(siehe Abbildung 7). Die Größen-
ordnung der durch CEE hervorge-
rufenen Reduktion der glutamat-
induzierten Toxizität bewegte
sich zwischen 40 und 50 %.

Abbildung 5: Wirkung von konju-
gierten equinen Östrogenen auf
das Überleben von H2O2-behandel-
ten hippokampalen Neuronen. Hip-
pokampale Neuronen wurden vor
der Exposition gegenüber 20 µM
H2O2 für die Dauer von 4 Tagen mit
der angezeigten Konzentration von
konjugierten equinen Östrogenen
behandelt. Lebensfähige Neuronen
wurden kurz vor der H2O2-Exposi-
tion und 24 Stunden nach der
H2O2-Exposition gezählt. Die Daten
werden als Kontrolle des Über-
lebens von Neuronen in Prozent
angegeben (Mittelwert ± SEM
von 3 separaten Experimenten,
es wurden 100 Neuronen pro
Neuronenkultur ausgezählt, 7–8
Kulturen/Bedingung/Experiment
wurden analysiert). *** p < 0,001
im Vergleich zu H2O2-behandelten
Kulturen.

Abbildung 6: Wirkung konjugierter
equiner Östrogene auf die was-
serstoffperoxidinduzierte LDH-Frei-
setzung. Für die Dauer von 4 Tagen
in An- oder Abwesenheit von CEE
gezüchtete hippokampale Neuro-
nen in Primärkulturen (7–9 Tage in
vivo) wurden für die Dauer von 15
Minuten bei 37 °C 20 µM H2O2

ausgesetzt. Am folgenden Tag wur-
den die Medien von allen Kulturen
geerntet und auf ihren LDH-Gehalt
untersucht. Die Ergebnisse werden
als H2O2-induzierte LDH-Freiset-
zung in Prozent ausgedrückt. Die
Daten werden als Mittelwert ± SEM
angegeben und werden von drei
separaten Experimenten kombi-
niert, n = 18 pro Bedingung.
* p < 0,05; ** p < 0,01 und
*** p < 0,001 im Vergleich zu
H2O2-behandelten Kulturen.
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DISKUSSION

Neurotrophe Wirkungen konju-
gierter equiner Östrogene

Drei deutliche Merkmale des
durch CEE induzierten Neuro-
trophismus gingen aus den Dosis-
Wirkungsanalysen hervor:

1. CEE bewirkten eine hoch-

signifikante Zunahme des Aus-
wuchses der Neuronenfortsätze,
der erste obligatorische Schritt zur
Bildung neuer Neuronenvernet-
zungen, die für die Gedächtnis-
funktion wichtig sind.

2. Die Größenordnungen der sig-
nifikanten Zunahmen der mor-
phologischen Parameter reichte
von 20–50 %, bezogen auf die
Kontrollwerte.

3. Die niedrigste wirksame Kon-
zentration übte die maximale
neurotrophe Wirkung aus. Bei
höheren Konzentrationen wurde
kein zusätzlicher neurotropher
Vorteil erreicht. Die maximale
neurotrophe Wirkung war bei der
niedrigsten wirksamen Konzentra-
tion asymptotisch. Dieser Befund
kann in therapeutischer Hinsicht
von Wichtigkeit sein. Das würde
bedeuten, daß höhere Konzen-
trationen von CEE bei der Förde-
rung der zellulären Lern- und
Gedächtnismerkmale nicht wirk-
samer sind als die niedrigste wirk-
same Dosis.

Potentielle funktionelle Signifikanz
CEE-induzierter Veränderungen
der neuronalen Morphologie

Es stellt sich mehr und mehr her-
aus, daß das Wachstum der
neuronalen Ausläufer und deren
synaptischen Verbindungen zwi-
schen Neuronen die fundamenta-
len zellulären Mechanismen aus-
machen, die an der Lern- und
Gedächtnisleistung beteiligt sind.
Durch In-vitro- und In-vivo-Tier-
studien wurde gezeigt, daß
17-β-Östradiol, das von den Ova-
rien sezernierte wichtigste
neuroaktive Östrogen, einen di-
rekten Effekt auf die Neuronen
des ZNS ausübt. Anhand von In-
vitro-Studien wurde ein neuro-

tropher Effekt von 17-β-Östradiol
sowohl in kultivierten hippo-
kampalen Neuronen [14, 15] als
auch in kultivierten kortikalen
Neuronen dokumentiert [16, 17].
Noch wichtiger: Der gleiche mit
17-β-Östradiol in vitro beobach-
tete neurotrophe Effekt tritt auch
in vivo auf. Wooley et al. zeigten,
daß 17-β-Östradiol in vivo die
Anzahl an Dendritenspitzen auf
apikalen Dendriten von CA1-
Pyramidenzellen erhöht [18]  und
daß das Auftreten von Dendriten-
spitzen den gesamten Estruszyklus
der Ratte über ein östrogen-
abhängiger Vorgang ist [19].

Anhand von Modellen und von
Experimenten wurde gezeigt, daß
es sich bei den Erhöhungen der
Dendriten-Verzweigungskomple-
xität, wie zum Beispiel jener nach
CEE-Exposition, um einen wich-
tigen Faktor bei der Ermittlung
des Amplituden-Zeitverlaufs des
exzitatorischen postsynaptischen
Potentials (EPSP) handelt [20, 21].
Eine Vergrößerung der Dendriten-
oberfläche allein würde eine
strukturelle Grundlage für die
anschließende Entwicklung von
synaptischem Input von anderen
Neuronen bilden. Analysen an
Simulationsmodellen haben dar-
auf hingewiesen, daß eine größe-
re morphologische neuronale
Komplexität mit einer größeren
Verarbeitungs- und Speicher-
fähigkeit von Informationen ein-
hergeht [22].

Wenn sich die Komplexität der
Neuronenmorphologie auf die
kognitive Funktion auswirkt,
müßte eine Beziehung zwischen
der ERT und der kognitiven Funk-
tion bestehen. In Studien mit
neurologisch unauffälligen meno-
pausalen Frauen haben Sherwin
et al. nachgewiesen, daß ein Ab-

Abbildung 7: Wirkung konjugierter
equiner Östrogene auf die glut-
amatinduzierte LDH-Freisetzung.
Für die Dauer von vier Tagen in An-
oder Abwesenheit von CEE ge-
züchtete hippokampale Neuronen
in Primärkulturen (7–9 Tage in
vitro) wurden 5 Minuten bei
Raumtemperatur 0,2 mM Glutamat
ausgesetzt. Am folgenden Tag
wurden die Medien von allen
Kulturen geerntet und auf ihren
LDH-Gehalt untersucht. Die Ergeb-
nisse werden als Glutamat-
induzierte LDH-Freisetzung in
Prozent ausgedrückt. Die Daten
werden als Mittelwert ± SEM an-
gegeben und werden von drei se-
paraten Experimenten kombiniert,
n  = 18 pro Bedingung.
*  p < 0,05; ** p < 0,01 und
*** p < 0,001 im Vergleich zu
glutamatbehandelten Kulturen.
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fall der Östrogene mit einem Ver-
lust ausgewählter Gedächtnis-
funktionen einhergeht, die mit der
ERT rückgängig gemacht wurden
[2–5]. In Tierstudien haben
Simpkins et al. festgestellt, daß
ovariektomierte Ratten nicht so
gut lernen wie nichtovariekto-
mierte [23]. Sie fanden darüber
hinaus, daß der E2-Ersatz nicht
nur die Lernfähigkeitsbeeinträch-
tigung umkehrte, sondern auch
die Lernfähigkeit beschleunigte.
Kürzlich bekannt gewordene Da-
ten deuten darauf hin, daß CEE
die Hirnaktivierungsmuster post-
menopausaler Frauen in spezifi-
schen Hirnregionen während der
für das tägliche Leben relevanten
Leistung der Gedächtnisfunk-
tionen veränderten [24]. Bei Men-
schen und Tieren erhobene Daten
dokumentieren, daß Östrogene
eine positive Wirkung auf spezifi-
sche Formen der Gedächt-
nisfunktion ausüben und daß der
Östrogenverlust in einer Abnah-
me der Gedächtnisfunktion re-
sultiert. Ein Vorbehalt gegenüber
diesen Wirkungen bei Menschen
kann jedoch in einer dosisabhän-
gigen Wirkung der östrogenen
Steroide auf die kognitive Funk-
tion bestehen. Die sich von den
neurotrophen Experimenten her-
leitenden Dosis-Wirkungsdaten
würden voraussagen, daß optima-
le Konzentrationen vorliegen, die
positive Wirkungen auf die
Kognition ausüben, während an-
dere Konzentrationen wirkungslos
wären. Bisher wurden keine klini-
schen Studien durchgeführt, die
sich spezifisch mit dieser Frage
befaßt haben.

Durch konjugierte equine Östro-
gene induzierte Neuroprotektion

Es wurden drei verschiedene
neurotoxische Substanzen,

β-Amyloid-Peptid24-35, H2O2 und
Glutamat, aufgrund ihrer vermu-
teten Rolle bei der mit Alzheimer
einhergehenden Degeneration
untersucht [25]. Die Ergebnisse
dieser Experimente zeigen, daß
CEE hochneuroprotektiv gegen
jedes der untersuchten Neuro-
toxine ist.

Schutz gegen β-Amyloid25-35-
Peptid-induzierte Neurotoxizität

Die CEE bewirkten einen hoch-
signifikanten, morphologisch und
biochemisch zu Tage tretenden
Schutz gegen β-Amyloid25-35-indu-
zierte Toxizität. Die für die Dauer
von vier Tagen mit 1 oder
100 ng/ml CEE vorbehandelten
Neuronen wiesen keine Aβ25-35-
induzierte Degeneration der
hippokampalen neuronalen Fort-
sätze auf. Biochemische Analysen
deuten darauf hin, daß mit CEE
vorbehandelte Neuronen signi-
fikant weniger Marker der Plasma-
membranschädigung und signi-
fikant mehr Marker der neuro-
nalen Lebensfähigkeit aufweisen.
Das Konzentrations-Wirkungs-
profil für die CEE-induzierte Neu-
roprotektion gegen die Aβ25-35-
induzierte Toxizität unterschied
sich sehr wesentlich von der des
CEE-induzierten Neurotrophis-
mus. Das Konzentrations-Wir-
kungsprofil für die CEE-induzierte
Neuroprotektion gegen jedes der
drei Neurotoxine war im wesent-
lichen linear. Das unterschied-
liche Profil der Dosis-Wirkungs-
analysen zwischen den neuro-
trophen und den neuroprotek-
tiven Wirkungen von CEE, sowohl
hinsichtlich der Potenz als auch
des Musters, deutet stark auf un-
terschiedliche Wirkungsmecha-
nismen hin, die zur Zeit in Studi-
en untersucht werden.

Schutz gegen wasserstoffperoxid-
ausgelöste Neurotoxizität

Die Ergebnisse weisen darauf hin,
daß die CEE einen deutlich sicht-
baren und hochsignifikanten
Schutz gegen die H2O2-induzierte
Letalität bieten. Die Dosis-Wir-
kungsbeziehung für die Neuro-
protektion gegen H2O2-ausgelöste
Toxizität wies ein lineares Profil
auf, das den β-Amyloid25-35-Daten
ähnlich war.

Schutz gegen glutamatausgelöste
Neurotoxizität

Die Exposition der hippokampa-
len Neuronen gegenüber CEE
führte zu einer signifikanten Re-
duktion der glutamatinduzierten
Exzitotoxizität. Die Dosis-Wir-
kungsanalyse ergab sowohl einen
potenten als auch ziemlich linea-
ren neuroprotektiven Effekt von
CEE gegen die glutamatinduzierte
Toxizität. Die neuroprotektive
Wirkung war bei 0,01 ng/ml
asymptotisch. Die Größenord-
nung der CEE-induzierten Neuro-
protektion führte zu einer
40%igen Reduktion der LDH-
Spiegel.

Potentielle funktionelle Signifi-
kanz CEE-induziertrer Neuropro-
tektion

Die Fähigkeit von CEE, einen
hochsignifikanten neuroprotek-
tiven Effekt gegen drei mit dem
degenerativen Prozeß der Alzhei-
merschen Krankheit assoziierten
toxischen Substanzen zu bieten,
könnte eine Erklärung für das ver-
minderte Risiko von Frauen unter
ERT, an Morbus Alzheimer zu
erkranken, liefern.

Die anhand der vorliegenden Stu-
die erfaßten kollektiven Daten
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erbrachten den Nachweis, daß
CEE eine hochsignifikante Erhö-
hung der morphologischen Kom-
plexität von der mit Lern- und
Gedächtnisfähigkeit assoziierten
Neuronen bewirkt. Eine Erhöhung
der neuronalen Morphologie wur-
de für eines der zellulären Korre-
late der Gedächtnisfunktion ge-
halten. Es wurde postuliert, daß
sie einer der Mechanismen ist,
mit dessen Hilfe Informationen
zur Langzeitspeicherung kodiert
werden. CEE-induzierte Steige-
rungen der neuronalen Morpho-
logie können einen zellulären
Mechanismus bereitstellen, durch
den die ERT die kognitive Funkti-

on bei postmenopausalen Frauen
wieder auf prämenopausales Ni-
veau herstellen kann. Letztlich
kann die hochsignifikante neuro-
protektive Wirkung von CEE ei-
nen zellulären Mechanismus be-
reitstellen, über den die ERT das
Risiko für die Entstehung von
Morbus Alzheimer reduzieren
könnte und außerdem das Über-
leben der Neuronen bei Frauen
mit bestehender Alzheimerscher
Krankheit sichern kann. Da die
CEE die ERT der ‚Women’s Health
Initiative‘ sind, würden die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie ei-
nen zellulären Mechanismus für
Wirkungen der CEE auf die kogni-

tive Funktion und das sich aus
dieser prospektiven klinischen
Studie herleitende Risiko für Mor-
bus Alzheimer nahelegen.
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