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1. Einleitung 
 

 

1.1 Die hypothalamo-hypophysio-ovarielle Achse 

 

Die reproduktive Phase aller weiblichen Säugetiere wird durch das Vorhandensein 

des weiblichen Zyklus charakterisiert. Die Regulation dieses Zyklus erfolgt über 

komplexe, hormonelle Interaktionen, den hypothalamo-hypophysio-ovariellen 

Regelkreis. Durch das hypothalamische Neurohormon GnRH (Gonadotropin-

Releasing Hormon) werden sowohl die LH- (luteinisierendes Hormon) als auch die 

FSH- (Follikel-stimulierendes Hormon) Sekretion aus der Adenohypophyse 

stimuliert. Die GnRH-Sekretion aus den hypothalamischen Neuronen in die portalen 

Blutgefäße des Hypophysenstiels erfolgt in allen Spezies in pulsatiler und synchroner 

Freisetzung (Carmel et al., 1976; Clarke; Cummins, 1982; Wilson et al., 1984). 

Demzufolge schüttet die Hypophyse ebenso pulsartig LH und FSH aus. Im Ovar 

induziert FSH die Reifung einer Kohorte von Follikeln, aus denen sich im Menschen 

in der Regel nur ein sogenannter Graaf-Follikel entwickelt (Jaffe et al., 1993). Die 

heranreifenden Follikel produzieren Estrogene, insbesondere Estradiol. Beim 

Zyklusbeginn beeinflussen die noch geringen Estradiolkonzentrationen das 

Sensibilitätsniveau des GnRH-Rezeptors der LH- und FSH-produzierenden Zellen, 

der sogenannten gonadotrophen Zellen, so dass die Wirkung von GnRH niedrig 

gehalten wird. Zusätzlich zur Wirkung in der Hypophyse reduziert Estradiol die 

hypothalamische GnRH-Ausschüttung. Dies wird als die negative, rückkoppelnde 

Wirkung von Estradiol bezeichnet. Mit zunehmender Reifung des Follikels zum 

Graaf-Follikel  steigt der Estradiolspiegel und erreicht seinen Höhepunkt unmittelbar 

vor der Ovulationsphase. Als Folge dieser Estradiol-Erhöhung nimmt die 

Pulsaktivität der GnRH-Freisetzung aus dem Hypothalamus zu. Charakteristisch für 

die ovulatorische Phase ist eine sehr große, jedoch vorübergehende Spitze in der LH-

Plasma-Konzentration. Anders als diese LH-Konzentrationspitze zeichnet sich der 

FSH-Plasma-Spiegel durch einen weniger starken Anstieg aus. Der präovulatorische 

Gonadotropin-Peak wird zuerst durch den Estradiol-Anstieg und anschließend durch 

den Anstieg der GnRH-Pulse hervorgerufen (Genuth, 2000). Der beschriebene Effekt 

des Estradiols in dieser Phase wird als positive Rückkopplung des Estradiols 
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bezeichnet. Die beschriebenen Abläufe führen schließlich zur Follikelruptur. Der 

Follikel wird nun zum Corpus luteum, welches Estradiol und Progesteron 

ausschüttet. Durch die erneute gemeinsame negative Rückkopplung von Estradiol 

und Progesteron auf den Hypothalamus und auf die Hypophyse sinkt nun die LH- 

und FSH- Sekretion wieder auf basale Werte herab. Die weitere Estradiol- und 

Progesteron-Produktion ist von der Befruchtung des Eies abhängig. Bleibt die 

Befruchtung aus, bildet sich das Corpus luteum zurück und die 

Steroidkonzentrationen sinken ab, so dass ein neuer Zyklus beginnen kann.  

In der Ratte sind die GnRH-Neurone zahlenmäßig mit ungefähr 1000 Neuronen nur 

gering vorhanden (Silverman, 1994) und im medialen, septal-diagonalen 

Bandkomplex sowie im rostalen Hypothalamus verteilt. Hauptsächlich liegen ihre 

Axone in der Eminentia mediana des mediobasalen Hypothalamus (MBH). Ihre 

Perikarya befinden sich aber in der präoptischen Region (POA) des vorderen 

Hypothalamus (Silverman et al., 1987; Merchenthaler et al., 1989). Aufgrund dieser 

räumlichen Trennung von Axonen und Perikarya wird die Untersuchung der 

Regulationsmechanismen der GnRH-Freisetzung in diesen Spezien deutlich 

vereinfacht.  

Immunohistochemische Untersuchungen, kombiniert mit retrograden-Transport-

Experimenten, haben gezeigt, dass die axonalen Projektionen aus den GnRH-

Neuronen relativ weitverbreitet sind und verschiedene Zielregionen erreichen 

(Übersicht bei Jennes und Conn, 1994). Genau so erhalten die GnRH-Neurone 

zahlreiche hypothalamische und extrahypothalamische Afferenzen (Übersicht bei 

Kalra et al., 1997). Somit entsteht ein neuronales Netzwerk, für das der Begriff 

„GnRH-Pulsgenerator“ geprägt wurde (Knobil, 1989; Knobil, 1990). Um einen LH-

Puls aus der Hypophyse zu erzeugen müssen eine Mindestanzahl von, wenn nicht 

sogar alle GnRH-Neuronen synchron ihre Peptide freisetzen. Der GnRH-

Pulsgenerator muss also en block aktiv werden. 

Die LH-Puls-Aktivität entsteht erst in Verlauf der Geschlechtsreifung durch die 

Aktivierung des hypothalamischen GnRH-Pulsgenerators. Der GnRH-Pulsgenerator 

zeigt eine funktionale Aktivität in der Prepubertätsphase mit erhöhten LH-Pulsen 

nach dem Eintritt des Schlafs (Yen et al., 1993; Apter et al., 1993). In der späteren 

Pubertätsphase wird eine Veränderung in der Pulsatilität während der nächtlichen 

Periode beobachtet: in der Schlafphase nimmt die Frequenz der Pulse stärk ab und 

die Amplitude steigt an (Apter et al., 1993; Grumbach, 1980; Boyer, 1978; Judd et 

al., 1977).  
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Die LH-Pulse treten in der Follikelphase der Primaten und der Menschen alle 70 bis 

80 Minuten auf (Dierschke et al., 1970; Naftolin et al., 1972; Yen et al., 1972). Diese 

Frequenz verlangsamt sich jedoch während der Nacht. (Filicori et al., 1986; Reame 

et al., 1984). Während der negativen Rückkopplung des Estradiols im 

Menstrualzyklus ist die Pulsamplitude sehr klein und hochfrequent, zum Zeitpunkt 

des Umschlagens in den positiven Feedback steigt die Amplitude jedoch stark an. 

Zur Zeit des LH-Peaks kommt es zu einer Abnahme der Frequenz der LH-Pulse im 

Blut (Übersicht bei Jaffe et al., 1990). Durch den anschließenden Progesteron-

Anstieg im Blut nimmt die LH-Pulsfrequenz ab und die Amplitude steigt an.  

Bei der Ratte findet während der reproduktiven Periode eine analoge LH-Sekretion 

statt (Levine und Ramirez, 1982; Dluzen und Ramirez, 1986; Park et al., 1989). Die 

Steroide spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der LH-Pulsatilität. Bei 

fehlenden Steroiden, wie zu Beispiel nach einer Gonadektomie, ist eine 

Beschleunigung der Frequenz und eine erhöhte Amplitude bei den GnRH-Peaks zu 

beobachten. Neben den gonadalen Steroiden beeinflussen auch zahlreiche 

Substanzen direkt bzw. indirekt die Frequenz und Amplitude des GnRH-Netzwerks 

(Übersicht bei Kalra, 1993). Diese Substanzen weisen ein breites Spektrum auf und 

umfassen Gase, Amine, Aminosäuren, Neuropeptide und Proteine. Sie regulieren die 

LH-Pulsatilität sowohl auf der Ebene der Transkription als auch der Translation. 

 

 

1.2  GABA-erges System 

 

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass der inhibitorische Aminosäure-

Neurotransmitter Gamma-Amino-Buttersäure (GABA) eine zentrale Rolle für die 

pulsatile Sekretion von GnRH spielt. Jarry et al. (1988) konnten bei Ratten 

nachweisen, dass die GABA-Sekretion in der POA vor dem Auftreten eines LH-

Pulses im Blut dramatisch reduziert wird. Daraus folgerte man, dass GABA die 

GnRH-Neuronen stark inhibiert. Dies wurde auch bei anderen Spezien bestätigt 

(Robinson et al., 1991). Bei der Unterbrechung dieser tonischen Inhibition werden 

alle GnRH-Neurone simultan desinhibiert und dadurch synchronisiert, so dass eine 

massive GnRH-Sekretion in die portalen Gefäße erfolgt. Diese inhibitorische 

Wirkung von GABA auf die GnRH-Neurone wurde bei beiden Geschlechtern 

beobachtet (Hood & Schwartz, 2000). Durch eine dauerhafte Infusion von GABA in 
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physiologische Konzentrationen oder eines GABA-Agonisten in die preoptische 

Region konnte die pulsatile LH-Sekretion reversibel zum Erliegen gebracht werden, 

d.h. der GnRH-Pulsgenerator wurde auf diese Weise gehemmt (Leonhardt et al., 

1995; Hiruma et al., 1994; Akema & Kemura, 1992). Da die GnRH-Perikarya in der 

POA mit zahlreichen GABA-ergen Synapsen verbunden sind (Leranth et al., 1985), 

liegt die Vermutung nahe, dass die inhibitorischen Effekte von GABA auf die 

GnRH-Sekretion direkt auf die Ebene der Perikarya der GnRH-Neurone einwirken.  

Trotz der Tatsache, dass neuerdings widersprüchliche Hinweise auf die Existenz von 

Estrogen-Rezeptoren in GnRH-Neuronen bekannt wurden (Hrabovszky et al., 2001; 

Hrabovszky et al., 2000; Skynner et al., 1999), bleibt die zyklisch biosynthetische 

und elektrische Aktivität in den GnRH-Neuronen durch die Wirkung von Estrogen 

und Progesteron während des ovariellen Zyklus ungeklärt (Herbison, 1998; Kalra, 

1993). Als Erklärung für die Wirkung gonadalen Steroide auf die GnRH-Neurone 

wird in der Literatur die „transsynaptische Hypothese“ favorisiert. Dabei wird 

angenommen, dass die GnRH-Neuronenaktivität durch steroidrezeptive, primäre 

Afferenten moduliert wird (Levine, 1997; Herbison, 1998). Simonian et al. (1999) 

konnten zeigen, dass dichte Populationen von estrogenrezeptiven Neuronen im 

Hypothalamus in die Nähe von GnRH-Perikarya in der POA projizieren. In dieser 

Gehirnregion sind zahlreiche GABA-erge Neurone vorhanden (Decavel & van den 

Pol, 1990; Mugnaini & Oertel, 1985), die im Gegensatz zu den GnRH-Neuronen 

estrogenrezeptiv sind (Flügge et al., 1986; Herbison et al., 1993). Eine deutliche 

Estradiol-Wirkung auf die GABA-Freisetzung (Jarry et al., 1992; Fleischmann et al., 

1992), Wiederaufnahme (Luine et al., 1999; Etchegoyen & Del Zotto, 1996) und 

Expression von GABA-Rezeptoren (Herbison & Fenelon, 1995; Scott & Clarke, 

1993) wurde in diesen Neuronen beobachtet. Diese Fakten deuten darauf hin, dass 

GABA-erge Neurone wegen ihrer Estrogenrezeptoren eine wichtige Rolle bei der 

Vermittlung der estrogenabhängigen, transsynaptischen Regulation 

(negative/positive Rückkoppelung des Estradiols) auf die GnRH-Sekretion spielen. 

Jarry et al. (1995) konnten diese beiden Vermutungen durch die Beobachtung 

bekräftigen, dass unmittelbar vor und während des estrogeninduzierten LH-Peaks in 

ovariektomierten Ratten die GABA-Sekretion nur in der POA und nicht im MBH 

deutlich absinkt und dadurch vermehrt GnRH freigesetzt wird. Diese 

Sekretionsänderungen von GABA sind auf die Aktivierung der Gen- und 

Transkriptionsebenen von GABA-Systemen zurückzuführen (Leonhardt et al., 2000, 

Herbison, et al., 1992). Eine zusätzliche Ebene der Estradiol-Wirkung auf GABA 
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besteht im Hinblick auf dessen extrazelluläre Konzentration. Aufgrund der Tatsache, 

dass Estrogene die Transkription des GABA-Transporters 1 (GAT-1) regulieren 

(Herbison et al., 1996), kann davon ausgegangen werden, dass diese Regulation zur 

Wirkung von Estrogenen auf die extrazelluläre GABA-Konzentration beitragen kann 

(Herbison, 1997).  

Bei der Synthese von GABA dient Glutamat im Gehirn als primäres Substrat des 

Enzyms Glutamat-Decarboxylase (GAD) (Robert et al., 1951). Glutamat gilt als 

hauptsächlicher excitatorischer Aminosäure-Neurotransmitter und gehört auch zu 

den Substanzen, die das GnRH-Netzwerk beeinflussen (Ford & Ebling, 2000; 

Kawakami et al., 1998a; Kawakami et al., 1998b; Brann, 1995; Gargiulo & Donoso, 

1995). Für das ratenlimitierende Enzym, GAD, wurden zwei separate cDNA 

identifiziert, die zwei verschiedene Formen von GAD kodieren (Erlander et al., 

1991a; Bu et al., 1992). Diese beiden Isoformen sind in der Lage, GABA zu 

synthetisieren (Bu et al., 1992), unterscheiden sich jedoch in der 

Aminosäurensequenz, in ihren Molekulargewichten und in ihrer Interaktion mit 

ihrem Kofaktor Pyridoxyal 5´-Phosphat (Kaufman et al., 1991). 

Humane GAD Isoformen bestehen aus zwei Domänen: Einer hochdivergenten N-

terminalen Domäne, die eine 23%-ige Homologie zwischen den beiden GAD-

Formen zeigt. Diese N-terminale Domäne ist an der Membranassoziation und den 

heteromeren  Interaktionen (GAD65 mit GAD67) beteiligt (Namchuk et al., 1997; 

Sloviter et al., 1996; Dirkx et al., 1995; Shi et al., 1994; Christgau et al., 1992; 

Erlander et al., 1991b; Martin et al., 1991). Die zweite Domäne ist größer und 

konservierter. Sie liegt im C-terminalen Bereich und beinhaltet das katalytische 

Zentrum (Qu et al., 1998). Im Promoterbereich besteht aber wenig Homologie 

zwischen den beiden Isoformen (Pinal et al., 1997). Die gesamte Homologie 

zwischen GAD65 und GAD67 beträgt in der Ratte 65% (Bu et al., 1992). Das 

Molekulargewicht von GAD65  bemisst sich auf 65 kDa bzw. bei GAD67 67 kDa. Die 

Namen der beiden Isoformen beziehen sich auf ihr jeweiliges Molekulargewicht. 

Immunohistochemische Studien haben gezeigt, dass die intraneuronale Verteilung 

von GAD65 und GAD67 verschieden ist. Der Großteil von GAD65 ist in den 

synaptischen Verbindungen lokalisiert, während GAD67  überwiegend in den Somata 

und Dentriten gefunden wurde (Kaufman et al., 1991; Gonzales et al., 1991). 

Aufgrund dieser Tatsachen wurde vermutet, dass GAD67 an der Synthese von GABA 

im Rahmen der allgemeinen metabolischen Aktivität beteiligt ist, während GAD65  

für die synaptische Transmission verantwortlich ist (Martin & Rimvall, 1993). Da 



1.  Einleitung                                                                                                         6 

GABA in zwei Mechanismen, dem vesikulären und nicht-vesikulären, freigesetzt 

wird, kann gefolgert werden, dass beide Isoformen unterschiedlich in den 

Sekretionsmechanismen der GABA involviert sind (Belhage et al., 1993). GAD65 

dürfte dabei vorrangig an der Synthese und Sekretion von vesikulärer GABA 

beteiligt sein, während GAD67 vorrangig die nicht-vesikuläre-Sekretion von GABA 

synthetisieren könnte (Übersicht bei Soghomonian & Martin, 1998). 

GABA-erge Neurone sind durch das ganze zentrale Nervensystem verteilt. Die 

meisten inhibitorischen Interneurone des Rückenmarks und des Gehirns sind GABA-

erge Neurone wie die Korbzellen des Cerebellums und des Hippocampus, die 

Purkinje-Zellen des Cerebellums, die Granulazellen vom olfaktorischen Bulbus und 

die amakrinen Zellen der Retina. Sie sind auch in großer Zahl im Thalamus und im 

Hypothalamus vorhanden (Übersicht bei Schwartz 2000), wobei mehr als 50% der 

Neuronen im Hypothalamus und der preoptischen Region GABA-erge Neurone sind 

(Decavel & van den Pol, 1990; Mugnaini & Oertel, 1985). 

Radioaktive und nicht-radioaktive in situ Hybridisierungsstudien haben gezeigt, dass 

die beiden Isoformen des GAD, GAD65 und GAD67, in verschiedenen 

Gehirnregionen der Ratte in gleichen und unterschiedlichen Mengen exprimiert 

werden, wobei in den meisten Gehirnstrukturen die in situ Hybridisierungssignale für 

GAD65 und GAD67 ähnliche Muster gezeigt haben (Feldblum et al., 1993; Escalpez 

et al., 1993; Escalpez et al., 1994). Stärkere Signale für GAD65  als für GAD67 

wurden bei der Hybridisierung innerhalb des olfaktorischen Tuberkels (pyramidische 

Schicht), im Hypothalamus (Preoptische Region und suprachiasmatische Nuklei) und 

im lateralen hypothalamischen Nukleus, im lateralen geniklaten Körper sowie in den 

superioren Kollikuli nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde eine höhere 

Signalintensität für GAD67 als für GAD65  in den Strukturen des olfaktorischen 

Bulbus (glomerularen- und granularen Schicht sowie anterioren Nuklei), im 

medialen Septum und im Cerebellum (Purkinje Zellen) gemessen. Im Hippocampus 

konnte mittels Doppel-in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass in CA1- und 

CA3-Sektoren ungefähr 5-10% derjenigen Zellen, die positive Signale für GAD67  

aufwiesen, schwache bzw. keinerlei Signale für GAD65 zeigten (Stone et al., 1999).  

Wie bereits oben beschrieben, regulieren die endogenen und exogenen 

Steroidhormone sowohl die Synthese als auch die Freisetzung (Turnover) von 

GABA. Da die meisten GABA-ergen Neurone estrogen- und progesteronrezeptiv 

sind (Brown et al., 1990; Le´rànth et al., 1992), konnte diese Regulation untersucht 

und durch die Manipulation mit Steroiden bestätigt werden (Kornblatt & Grattan, 
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2001; Majdoubi et al., 2000; Herbison et al., 1998; Grattan & Selmanoff, 1994; 

Grattan & Selmanoff, 1993; McCarthy et al., 1992; Demling et al., 1985). Dabei 

bleibt aber die Richtung der Regulation von GAD ungeklärt. 

 

Zusammenfassend ist folgendes festzuhalten: Wegen der wesentlich inhibitorischen 

Funktion von GABA erscheint die Regulation von GAD durch Steroidhormone ein 

logischer Mechanismus für die Kontrolle der GnRH- und LH-Sekretion.  

 

 

1.3  Die Alterungsprozesse des Reproduktionssystems 

 

Die altersabhängigen Veränderungen der humanen, weiblichen 

Reproduktionsfunktionen sind durch folgende Phasen charakterisiert: Zunahme der 

Zykluslänge, Verlust der Regelmäßigkeit und anschließend komplettes Sistieren des 

Zyklus (Aschheim, 1983; Mandl, 1961; Huang und Meites, 1975; Lu et al., 1979). 

Die letzte Phase, die sog. Menopause, tritt ungefähr im 51. Lebensjahr einer Frau ein 

und beendet somit die fertile Lebensphase (Übersicht bei Wise et al., 1999). Frauen 

werden mit einem großen, aber begrenzten, Vorrat an postmitotischen, nicht-

erneuerbaren Follikeln geboren (Wassarman und Albertini, 1994). Ihre Zahl wird auf 

bis zu mehrere Millionen geschätzt (Yen und Jaffe, 1986). Die meisten dieser 

Follikel degenerieren jedoch während der Entwicklung zur Pubertät. Bis zu einigen 

Hunderttausend primäre Follikel können sich potenziell zur Ovulation weiter 

differenzieren, jedoch reift im Menschen pro Menstruationszyklus nur ein Follikel 

bis zur Ovulation. Die Abnahme der Follikelzahl beschleunigt sich dramatisch in 

einer zehnjährigen Phase vor dem Eintritt der Menopause, also bei Frauen mittleren 

Alters mit irregulärem Menstruationszyklus (Richardson et al., 1987), der 

sogenannten perimenopausalen Phase, so dass in einem postmenopausalen Ovar 

keine Follikel mehr nachweisbar sind (Costoff und Mahesh, 1975). Seit vielen Jahren 

wurde die Erschöpfung der ovariellen Follikel einfach als die Ursache für die 

Menopause angenommen (von Saal et al., 1994). Die Menopause begleitende 

Veränderungen im reproduktiven System, der hypothalamo-hypophysiären Achse, 

wurden somit lediglich als Konsequenz der Terminierung der endokrinen Aktivität 

des Ovars angesehen. 
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In jüngster Zeit wird mehr Aufmerksamkeit auf die Möglichkeit gerichtet, dass 

altersabhängige Änderungen im Hypothalamus und im zentralen Nervensystem 

(ZNS) eine wichtige Rolle bei einer Reihe von Ereignissen spielen, die zur 

Menopause führen: Die beschleunigte Erschöpfung des Follikelvorrats im Ovar wird 

möglicherweise bei Frauen mittleren Alters als Konsequenz einer Signaländerung 

aus dem ZNS hervorgerufen (Wise, 1997; Wise 1997). 

 

 

1.3.1  Die Laborratte als geeignetes Modell  

 

Zur Erforschung der altersabhängigen Veränderungen der weiblichen reproduktiven 

Funktionen wurden zahlreiche Untersuchungen an Labornagetieren unternommen. 

Bei der Ratte unterscheidet man drei Altersstufen: Junge Ratten im Alter von 2 

Monaten, mittelalte Tiere zwischen 9-11 Monaten und alte Ratten im Alter von mehr 

als 20 Monaten.  

Bei mittelalten Ratten sind wiederum drei Phasen in der Länge des Östrus-Zyklus zu 

unterscheiden: Während der Alterung der Ratte geht der reguläre 4-5-tägige Östrus-

Zyklus langsam in einen irregulären Östrus-Zyklus über (Lu et al., 1994; Lu, 1983a); 

dieser ist durch seine Zyklusverlängerung und durch ein späteres Eintreten der 

Ovulation gekennzeichnet. Dabei bleibt jedoch die periodische Estrogen-Sekretion 

erhalten. Anschließend tritt die anovulatorische Periode, die als persistent östrisch 

bezeichnet wird, auf. 

Definitionsgemäß kommt die Menopause bei dieser Spezies nicht zustande, da sie 

keine Menstruationsblutung während des reproduktiven Lebensabschnitts aufweist. 

Deutliche physiologische Unterschiede existieren zwischen postmenopausalen 

Frauen und alten azyklischen Ratten. Der dramatische Verlust von ovariellen 

Follikeln ist bei Mensch und Ratte fundamental unterschiedlich. Bei Eintritt der 

Menopause weisen die Ovarien von Frauen keine Follikel auf (Richardson et al., 

1987). Dagegen sind bei persistent östrischen Ratten im Ovar verschiedene 

Entwicklungsstadien von Follikeln, nicht aber von corpora lutea vorhanden (Meites 

& Lu, 1994; Lu, 1983a). Hierbei scheinen also der Mechanismus der Rekrutierung 

und das Wachstum der Follikel nicht mehr zu funktionieren. Damit ist die 

Gonadenfunktion hinsichtlich der Gametenreifung terminiert. Trotz dieser 

Unterschiede existieren analoge endokrine Veränderungen bei pre- und 
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perimenopausalen Frauen und bei mittelalten Ratten. 

In mehreren Studien wurde beobachtet, dass die Estradiol-Konzentrationen während 

der pre- und perimenopausalen Perioden bei Frauen sowie auch bei mittelalten 

Ratten nicht gesenkt wurden, sondern normal blieben oder sogar angestiegen (Klein 

et al., 1996a; Santoro et al., 1996; MacNaughton et al., 1992; Lu, 1983a). Ein 

deutlicher Anstieg der FSH-Konzentrationen wurde auch beim Menschen und der 

Ratte während der Transitionsphase gemessen (DePaolo, 1987; Klein et al., 1996b). 

Dieser selektive, supraphysiologische FSH-Konzentrationsanstieg wird als eines der 

frühesten Anzeichen von pre- und perimenopausalen Phasen bei Frauen sowie der 

Transition zum irregulären Östrus-Zyklus angesehen (Klein et al., 1996a; Klein et 

al., 1996b; Klein et al., 1996c). Das pulsatile LH-Sekretionsmuster zeigt auch 

Veränderungen, die bei Frauen und weiblichen Ratten mittleren Alters ähnlich sind. 

Bei mittelalten Ratten wurde sowohl eine Verzögerung als auch eine „Dämpfung“ 

des LH-Peaks beobachtet, bevor die Tiere in ihre irreguläre Phase eintraten (Nass et 

al., 1984; Wise 1982; Copper et al., 1980). Eine weitere Ähnlichkeit zwischen den 

beiden Spezies in der Transitionsphase ist die abnehmende Fähigkeit von Estradiol, 

einen LH-Peak hervorzurufen (Wise, 1984; Van Look et al., 1977). Wegen dieser 

auch beim Menschen auftretenden Modifikationen der Estradiol-, LH- und FSH-

Spiegel ist die Ratte als Tiermodell zur Untersuchung der reproduktiven 

Alterungsprozesse geeignet. 

 

 

1.3.2  ZNS als Taktgeber der reproduktiven Seneszenz 

 

In jüngster Zeit wurden in der hypothalamo-hypophysiären Achse deutliche 

Veränderungen während der Transitionsphase des reproduktiven Alterns bei Frauen 

sowie in Tiermodellen beobachtet. Diese neurochemischen und neuroendokrinen 

Signaländerungen bekräftigen die These, dass initiale Änderungen im Hypothalamus 

den Verlust der reproduktiven Phase sowohl bei Frauen als auch bei Ratten 

hervorrufen könnten.  

Zum ersten Mal konnten Scarbrough und Wise (1990) zeigen, dass Veränderungen in 

der Funktion des Pulsgenerators bei mittelalten Ratten, deren reproduktiver Status 

sich aufgrund ihres regulären Östrus-Zyklus nicht von dem der jungen Ratten 

unterschied, auftreten können. Durch den Vergleich der pulsatilen LH-Sekretion von 
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ovariektomierten jungen Ratten, die vor der Ovariektomie regulär zyklisch waren, 

und ovariektomierten mittelalten Ratten, die vor der Ovariektomie gemäß ihres 

zyklischen Zustandes (regulärer oder irregulärer Zyklus bzw. persistent östrisch) 

unterteilt waren, wurde ermittelt, dass die Amplitude der LH-Pulse mit dem Altern 

und dem reproduktiven Verlust abnimmt. Dagegen wurde ein Anstieg des 

Interpulsintervalls und der durchschnittlichen Dauer der einzelnen Pulse gemessen.  

Während dieses Veränderungsmusters der Pulsamplitude als Folge von 

Veränderungen in Hypothalamus und/oder Hypophyse gewertet werden kann, sind 

die Änderungen in Interpulsintervall und -dauer ausschließlich auf Änderungen in 

dem hypothalamischen GnRH-Pulsgenerator zurückzuführen.  

Um zu ermitteln, zu welchem Zeitpunkt in der Transition zum Sistieren des Zyklus 

Veränderungen im LH-Pulsgenerator gemessen werden, wurde eine genaue 

Untersuchung der Interpulsintervalle der jungen und mittelalten Ratten 

unternommen. Dabei ergab sich, dass die beobachtete Erhöhung des 

Interpulsintervalls erst bei Beginn des irregulären Zyklus der mittelalten Ratten 

zustande kam. Im Gegensatz dazu zeigte die Frequenzverteilung des Intervalls bei 

mittelalten Ratten, die vor der Ovariektomie noch regulär zyklisch waren, eine 

längere Phase zwischen den Pulsen (Scarbrough und Wise, 1990). Analoge 

Änderungen des LH-Pulses wurden in mittelalten Frauen in pre-menopausalen, 

regulär zyklischen Phasen (Matt et al., 1998; Matt et al., 1994) und in 

perimenopausalen, irregulär-zyklischen Phasen (Prior, 1998; Reame et al., 1996; 

Santoro et al., 1996 Batista et al., 1995) beobachtet. Diese Daten wurden als 

gewichtiger Nachweis dafür gewertet, dass subtile Änderungen im GnRH-

Pulsgenerator früh, vor der Transition von regulären zu irregulären Zyklen, auftreten, 

und dass diese Veränderungen ein Teil von einer Kaskade von Ereignissen sein 

könnten, die zum reproduktiven Altern beitragen (Wise , 1999; Wise et al., 1997). 

 

 

1.4   Die Hormon-Rezeptoren der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse 

 

Die hormonellen Komponenten der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse 

können sowohl sich (Autoregulation) als auch andere Zielorgane regulieren. Ein 

Organ oder eine Zelle ist dann ein Zielorgan oder eine Zielzelle eines Hormons, 

wenn Rezeptoren für das jeweilige Hormon gebildet werden. Der Einfluss der 
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Steroidhormone wird durch die Steroid-Rezeptoren, die GnRH-Peptid durch GnRH-

Rezeptoren vermittelt. 

 

 

1.4.1.  Estrogen-Rezeptor 

 

Die Estrogen-Rezeptoren gehören zu der Steroidhormon-Rezeptoren-Superfamilie. 

Diese cytoplasmatischen Rezeptoren interagieren mit den ins Cytoplasma 

diffundierenden Steroidhormonen. Nach der Entstehung des Hormon-Rezeptor-

Komplexes erfolgt eine Konformationsänderung, die den Rezeptor an Hormone 

Response Elements  (HRE) von steroidregulierten Genen binden lässt (Bettuzi et al., 

1991; Carson-Jurica et al., 1990). Die Interaktion zwischen Hormon-Rezeptor-

Komplex und HRE moduliert die Transkription der Zielgene (Jansen, 1995; Beato et 

al., 1995; Tsai & O'Malley, 1994).  

Die Wirkung von Estrogenen wird in der Zelle durch die Estrogenrezeptor Subtypen 

α und β vermittelt, die als ER α  und ER β bekannt sind. Lange Zeit galt der ER 

α  als der einzige Rezeptor des Estradiols. Die humane, kodierende Sequenz des ER 

α besteht aus 6322 Nukleotiden und ist in acht Exone aufgeteilt (Green et al., 1986). 

Das translatierte Protein hat eine Größe von 66 kDa und entsteht durch Faltung von 

595 AS. Die klonierte komplementäre DNA (cDNA) der Ratte hat eine 88%-ige 

Sequenzhomologie mit der des Menschen und kodiert ein 600 AS langes Protein, das 

eine Größe von 67 kDa hat (Koike et al., 1987). 

Die Ergebnisse von „knock-out“-Mäusen für ER α (Couse et al., 1995; Lubahn et 

al., 1993) lieferten die ersten Hinweise auf die Existenz eines alternativen ER. 

Kuiper et al. isolierte und klonierte 1996 erstmals den neuen ER Subtyp, ER β, aus 

Prostata-cDNA der Ratte. ER β kodiert ein Protein von 485 AS mit einem 

Molekulargewicht von 54,2 kDa. Das ER β-Protein weist eine 95%-ige Homologie 

mit ER α auf. Gegenwärtig ist keine Intron-Exon-Struktur von ER β der Ratte 

bekannt. Beim Menschen wurde das ER β-Gen isoliert (Mosselmann et al., 1996) 

und auf dem Chromosom 14 (14q22-24) lokalisiert (Enmark et al., 1997). Aufgrund 

dieses Nachweises kann ausgeschlossen werden, dass es sich beim ER β um eine 

„Splicing“ Isoform von ER α handelt, da das humane ER α-Gen auf dem langen 
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Arm des Chromosom 6 lokalisiert wurde (Gosden et al., 1986). ER β bindet ebenso 

wie ER α Estrogen mit hoher Affinität und Spezifität und kann die Transkription 

über das Estrogen-Response Element (ERE) aktivieren (Kiuper et al., 1996; Kuiper 

et al., 1997). 

ER α und  ER β werden in verschiedenen Organen und Zelltypen in 

unterschiedlichen Mengen exprimiert (Laflamme et al., 1998; Mitchner et al., 1998; 

Byers et al., 1997; Kuiper et al., 1997; Shughrue et al., 1997a). Die Regulation der 

Estrogen-Rezeptoren durch Estrogen oder durch synthetische und pflanzliche 

Steroidanaloga erfolgt sowohl gewebe- als auch rezeptorspezifisch, d.h., die Wirkung 

auf ER α und/oder ER β ist z.B. einmal in bestimmten Zielorganen/-zellen 

antagonistisch und in anderen agonistisch (Makela et al., 2000; Tessier et al., 2000; 

Österlund et al., 1998; Orikasa et al., 1996; Katzenellenbogen et al., 1996). 

 

 

1.4.2  GnRH-Rezeptor 

 

Im Gegensatz zu den Steroid-Rezeptoren gehört der plasmamembranständige GnRH-

Rezeptor (GnRH-R) zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der metabotropischen 

Rezeptor-Superfamilie. Der ligand-beladene Rezeptor interagiert mit einem G-

Protein und aktiviert dieses. Das aktivierte G-Protein bindet GTP und interagiert mit 

dessen Effektoren und löst die sog. „Second Messenger Cascade“ aus, die zur 

Öffnung Calcium-Kanälen in der Membran führt (Sieglbaum et al., 2000). Die aus 

der Hypophyse isolierte cDNA des Ratten-GnRH-R ist 2,9 kb groß und kodiert ein 

327 AS langes Protein mit drei N-gebundenen Glykosylationsseiten (Kaiser et al., 

1994). Die Topologie zeigt sieben hochhydrophobe Regionen, die alle typischen 

Eigenschaften einer Transmembrandomäne aufweisen (Kakar et al., 1994; Tsutsumi 

et al,. 1992).  

Die Expressionsmuster von GnRH-R im Hypothalamus (Han et al., 1999; Jennes et 

al., 1996), Hippocampus (Jennes et al., 1997), in der Hypophyse (Kakar et al., 1994) 

und im Ovar (Kogo et al., 1999) können durch Steroide und/oder GnRH reguliert 

werden. 
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1.5.  Zielsetzung 

 

Signalveränderungen im GnRH-Netzwerk rufen lange vor dem Auftritt der 

Transition vom regulären in den irregulären Zyklus altersabhängige Änderungen in 

der reproduktiven Phase hervor. In jungen Ratten fungiert der Neurotransmitter 

GABA als ein wichtiger Bestandteil des GnRH-Netzwerks. Aufgrund seiner 

inhibitorischen Wirkung sowie seiner Bedeutung als „Eintrittspforte“ für die 

negative/positive Rückkoppelung des Estradiols spielt GABA eine unverzichtbare 

Rolle bei der Regulation der GnRH-Sekretion. Durch die Messung der 

Freisetzungsraten von GABA in verschiedenen hypothalamischen Regionen von 

mittelalt persistent östrischen bzw. persistent dieöstrischen Ratten im Vergleich zu 

jungen Ratten konnten Jarry et al. (1999) zeigen, dass die Aktivität von GABA-ergen 

Neuronen auch eine Rolle während des Alterns spielt. Diese beobachteten 

hypothalamischen Aktivitätsveränderungen während des Alterns sind Teil einer 

Kaskade von Ereignissen, die zum Ende des Zyklus-Verlaufes führen könnten. 

 

Im ersten Teil dieser Arbeit soll der Einfluss von Steroiden auf die Sekretion von 

GABA in einem Tiermodell untersucht werden. Um den endokrinen Zustand der 

Tiere gleich zu halten und den Einfluss des Östrus-Zyklus auszuschließen, ist das 

männliche Rattenmodell zu wählen. In diesem Modell soll der Einfluss von 

Testosteron und Estradiol im Vergleich zur Gonadektomie untersucht werden. Die 

Synthese von GABA ist anhand der Expression von GAD65 und GAD67 mit der 

Methode der in situ Hybridisierung zu messen. Als Gehirnareale werden die 

Preoptische Region (POA), der suprachiasmatische Nukleus (SCN), der mediobasale 

Hypothalamus (MBH) und der Hippocampus (Gyrus dentatus) ausgesucht.  

 

Um endokrine und molekularbiologische Untersuchungen während der 

Transitionsphase durchführen zu können, soll im zweiten Teil dieser Arbeit ein 

Tiermodell, das die regulär zyklische Phase bei den mittelalten Ratten wiedergibt, 

entwickelt werden. Dieses Modell soll auch von der Handhabung her als eine 

einfache Alternative zu einer langfristige Vaginal-Abstriche erfordernden Ermittlung 

der Transitionsphase fungieren. Dabei werden 3 Monate alte proöstrische Ratten (Y) 

und 12 Monate alte persistent östrische Ratten (MA) benutzt. Den MA-Ratten wird 

über einen Zeitraum von 12 Tagen jeden vierten Tag um 12 Uhr Progesteron 
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injiziert. Die Progesteroninjektion kann bei persistent östrischen Ratten den Östrus-

Zyklus wieder in Gang bringen (Huang et al., 1976; Quadri et al., 1973; Clemens et 

al., 1969). Die MA-Ratten werden am Tag 12 um 10 Uhr, 13 Uhr sowie um 17 Uhr 

und die Y-Ratten um 13 Uhr und 17 Uhr getötet. Die Prolaktin-, FSH- und LH-

Konzentrationen im Serum sollen mit Radio-Immuno-Assay (RIA) festgestellt 

werden. Der LH-Spiegel soll als Kontrollwert für eine positive Reaktion der Tiere 

auf Progesteron sowie auch als Kontrolle des Tiermodells fungieren.  

Die molekularbiologischen Untersuchungen werden auf den drei Ebenen der 

hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse durchgeführt, um die Expression 

verschiedener Rezeptoren und Peptide zu studieren. In dieser Arbeit soll zunächst die 

aus Hypophyse, Ovarien und verschieden Regionen des Gehirns isolierte RNA 

quantitativ bestimmt werden. Dafür soll die kompetitative RT-PCR als 

Meßinstrument etabliert werden. Durch die Verkürzung der cDNA der untersuchten 

Rezeptoren bzw. Peptide wird eine exogene Sequenz als interner Standard 

hergestellt. Dadurch wird das gleiche Primer-Paar für den jeweiligen Rezeptor/das 

Peptid und für den Standard benutzt. Die Etablierung der quantitativen Real-Time 

RT-PCR mit Taqman  soll die kompetitive RT-PCR ergänzen. Folgende Gene sind 

zu untersuchen: Estrogen-Rezeptoren α und β, GnRH, GnRH-Rezeptor, beide 

Isoformen des GABA-synthetisierenden Enzyms Glutamat Decarboxylase (GAD 65 

und GAD 67), LH-β sowie FSH−β. 
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Material und Methoden 
 
 

2.  Methoden 
 

Die Prinzipien der in dieser Arbeit angewandten Methoden sollen in diesem Kapitel 

dargestellt werden. Die dafür benutzten Chemikalien und Materialien und die 

Rezepturen für Medien und Puffer sind im Anschluss an dieses Kapitel separat 

aufgelistet. 

 

 

2.1   Allgemeine molekular-biologische Methoden 

 

 

2.1.1  Kultivierung von E. coli DH 5 a 

 
Für Plasmidpräparationen in kleinerem Maßstab werden die Bakterien, ausgehend 

von einer Einzelkolonie, in 5 ml des entsprechenden Nährmediums (mit Antibiotika) 

im Luftschüttler  bei 37°C und 120 rpm angezogen. Größere Volumina werden im 

Erlenmeyer-Kolben kultiviert. 

 

Bei Kulturausstrichen auf Festmedien erfolgt die Inkubation bei 37°C im 

Brutschrank. 

 

 

2.1.2 Stammhaltung und Konservierung von E.coli DH 5 a 

 

Zur Lagerung von E. coli DH 5 α wird der Stamm selektiv auf Festmedium 

angezogen. Einzelne Kolonien werden mit einer Pipette abgenommen und über 

Nacht in 2 ml LB-Medium bei 37°C kultiviert. Aliquots der Flüssigkultur werden mit 

15 % Glycerin versetzt und bei - 70°C als Glycerin- Suspension aufbewahrt. Zur 
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Reaktivierung werden die Suspensionen auf Eis aufgetaut. Anschließend werden 10 

µl Bakterien-Stammkultur in 10 ml LB-Medium über Nacht bei 37°C inkubiert. 

 

 

2.1.3 Plasmid-Minipräparation (nach Qiagen ®) 

 

Die Minipräparation dient der schnellen Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA, 

die sauber genug ist, um für Restriktionsanalysen und Klonierungsexperimente 

eingesetzt werden zu können. Die folgenden Zentrifiigationsschritte werden in einer 

Tischzentrifuge durchgeführt: 
 

- selektive Anzucht der Bakterien über Nacht in LB-Medium 

- 2 ml Kultur 3 min bei 12.000 rpm zentrifugieren, Überstand quantitativ abnehmen 

- Pellet in 200 µ1 Puffer 1 aufnehmen 

- Zugabe von 200 µl Puffer 2, vorsichtig mischen 

- 5 min bei Raumtemperatur inkubieren 

- Zugabe von 200 µl Puffer 3, vorsichtig mischen 

- 15 min bei 12.000 rpm zentrifugieren 

- Überstand in neues Gefäß überfuhren 

 je 300 µl Phenol (pH 8) und Chloroform zufügen, kurz mischen 

- wässrige Phase in ein neues Gefäß überfuhren 

- Phenol/Chloroform-Extraktion wiederholen 

- Ethanol- oder Isopropanol-Fällung der DNA 

 

 

2.1.4 Entfernen von RNA 

 

Für die Restriktionsanalyse und weitere DNA-Manipulationen ist es notwendig, die 

bei der Plasmid-Minipräparation mit isolierter RNA vollständig zu entfernen. Dieses 

wird durch eine RNase-Behandlung erreicht, die entweder gleichzeitig mit der 

Restriktionsspaltung erfolgt oder folgendermaßen durchgeführt wird: 

DNA mit 1 IU Rnase/µg DNA versetzen und 10 min bei 37°C inkubieren. 
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2.1.5 Reinigung von DNA durch Phenolextraktion 

 

Zur Inaktivierung von Restriktionsenzymen und zum Entfernen von Proteinen aus 

DNA-Präparationen wird die DNA mit Phenol extrahiert. Durch eine kurze 

Zentrifugation wird eine Phasentrennung herbeigeführt. Die in der wässrigen Phase 

vorhandene DNA wird anschließend mit Alkohol gefällt. Die Alkoholfällung erfolgt 

folgendermaßen:  

- Zugabe von 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1) zum DNA-Präparat, mischen 

- 5 min Zentrifugation bei 12.000 rpm 

- obere (wäßrige) Phase abnehmen und in ein neues Gefäß überführen 

- Extraktion eventuell wiederholen, bis die Interphase nicht mehr vorhanden ist 

- Alkoholfällung 

 

 

2.1.6 Konzentrierung der DNA durch Alkoholfallung 

 

Zur Konzentrierung und Reinigung kann DNA aus einer wässrigen Lösung gefällt 

werden. Dies kann folgendermaßen durchgeführt werden: 

- Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 4,8 - 5,2) zum DNA-Präparat 

- Zugabe des zweifachen Volumens 96%igen Ethanol oder des 0,6fachen Volumens 

Isopropanol 

- mindestens 20 min bei - 20°C inkubieren 

- 15 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugieren, Überstand vorsichtig dekantieren 

- Pellet mit 70%igem Ethanol waschen 

- 10 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugieren 

- Pellet trocknen 

- DNA in adäquater Menge Wasser aufnehmen 

 

 

2.1.7 DNA-Reinigung mit dem „Nucleotrap®-Kit“ 

 

Diese Methode stellt eine schnelle und effektive Art der DNA-Reinigung dar. Unter 
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anderem kann DNA aus Agarose-Gelen isoliert werden. Die DNA wird an eine 

Silika-Matrix (Glasmilch) gebunden. Verunreinigungen wie Salze, Nukleotide, 

Agarose oder Proteine werden nicht gebunden und können somit durch mehrere 

Waschschritte entfernt werden. Durch Resuspension der Glasmilch in Wasser und 

Erhöhung der Temperatur wird die DNA von der Matrix gelöst und kann weiter 

verwendet werden. 

 

 

2.1.8  Bestimmung der Reinheit und Konzentration von DNA und RNA 

 

Die Konzentration der isolierten DNA oder RNA kann photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 260 nm gemessen werden. Eine OD260 von 1 entspricht bei einer 

Schichtdichte der Küvette von 1 cm 50 µg/ml DNA, bzw. 40 µg/ml RNA. Die 

Reinheit der DNA/RNA wird anhand der Extinktion bei den Wellenlängen 260 nm 

und 280 nm bestimmt. Die Nukleinsäuren werden als rein bezeichnet, wenn der 

Quotient aus OD260 und OD280 zwischen 1,8 und 2,0 liegt. 

 

 

2.1.9  Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die unter nicht-denaturierenden Bedingungen durchgeführte Gel-Elektrophorese 

führt zu einer Auftrennung von DNA-Molekülen nach ihrer Größe. Zur 

Visualisierung der PCR-Produkte oder DNA-Fragmente nach Restriktion und 

Ligation werden in horizontalen Flachbettapparaturen Gele aus 0,8 - 1,5 % Agarose 

gegossen, welche einen Trennbereich von 0,2 - 4 Kilobasen aufweisen. Zur 

Größenbestimmung wird ein DNA-Längenstandard von GIBCO-BRL (Karlsruhe) 

mit aufgetragen. Die Taschen in den Gelen können ein Volumen von ca. 10 µl 

aufnehmen. 

Es werden folgende Arbeitsschritte ausgeführt: 

- die Agarose wird in 0,5 fachem TBE-Puffer gekocht, bis sie vollständig gelöst ist 

- Abkühlung der Lösung auf ca. 60°C 

- die warme Agarose-Lösung luftblasenfrei in die Flachbettkammer gießen, Kamm 

einsetzen 
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- nach Erstarren des Gels den Kamm entfernen 

- das Gel mit 0,5 X TBE überschichten 

- 10 µl DNA-Probe mit 2 µl Stop-Mix mischen und in die Taschen geben. 

 

Der Elektrophorese-Lauf erfolgt 1 - 3 Stunden bei 60 - 100 Volt, wobei die Qualität 

der Auftrennung und die Schärfe der Banden von der angelegten Spannung und der 

Laufzeit abhängig sind. Anschließend wird das Gel in Ethidiumbromid-Lösung 

gefarbt und auf einem UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge von 254 nm mit 

einer digitalen-Kodak®-Kamera unter Verwendung eines Rot-Orange-Filters 

fotografiert. 

 

 

2.1.10 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen 

 

Die Reaktionsbedingungen der Restriktionsanalysen sind von verschiedenen 

Faktoren abhängig, die vom verwendeten Enzym bestimmt werden. So sind die 

Reaktionstemperatur und die Konzentration des Enzyms von entscheidender 

Bedeutung. Ein Restriktionsansatz von 20 µl kann z.B. folgendermaßen aussehen: 
 

3 µl DNA 

2 µl 10 x Restriktionspuffer 

13 µ1 H2O Bidest 

1 µl Enzym (5U/1µg DNA) 
 

Die Ansätze werden ca. 1 - 2 Stunden bei der vom Hersteller angegebenen 

Temperatur inkubiert. Anschließend kann eine Inaktivierung des Enzyms durch 

Hitze (10 min 70°C), Phenol-Extraktion oder Reinigung der DNA mit 

NUCLEOTRAP® erfolgen. 

 

 

2.1.11 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase 

 

Vektor- und Insert-DNA werden nach der Restriktion in geeignetem Verhältnis 
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gemischt, wobei das Mischungsverhältnis von der Konzentration der DNA abhängig 

ist. Die Ligation verläuft optimal in einem geringen Reaktionsvolumen bei hoher 

DNA-Konzentration. Dazu wird die DNA in Ligationspuffer (G1BCO-BRL, 

Karlsruhe) aufgenommen bzw. verdünnt. Die Reaktion wird durch Zugabe von T4-

DNA-Ligase gestartet, wobei die Menge des Enzyms von der Größe des Ansatzes 

abhängt. Die Inkubation erfolgt über Nacht bei einer Temperatur von 16°C. Das 

Ligationsgemisch kann anschließend zur Transformation eingesetzt werden. 

 

 

2.1.12  Präparation von kompetenten Bakterien DH 5 α  

 

Die kompetenten Bakterien wurden nach Inoue et al. (1990) präpariert. 5 ml DH 5 α 

Übernachtkultur in LB-Medium werden in 250 ml SOB-Medium angeimpft und bei 

18°C bis zu einer OD600 von 0,55 bis 0,63 wachsen gelassen. Die Kulturen werden 

auf Eis für 10 min inkubiert. Die Zellen werden dann durch Zentrifugation mit 4000 

rpm bei 4°C für 10 min pelletiert und der Überstand verworfen. Die Zellen werden 

mit 0°C-kaltem 80 ml TB resuspendiert und anschließend auf Eis für 10 min 

inkubiert. Die Zellen werden dann durch Zentrifugation mit 4000 rpm bei 4°C für 10 

min pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wird nun mit 0°C-kaltem 40 

ml TB resuspendiert und anschließend auf Eis für 10 min inkubiert. Die Zellen 

werden mit 1,4 ml DMSO vermischt und anschließend auf Eis für 10 min inkubiert. 

Die Zellen werden nun in 100 µl aliquotiert und können anschließend direkt zur 

Transformation eingesetzt oder für längere Zeit bei -70°C tiefgefroren werden.  

 

 

2.1.13  Transformation von Plasmiden nach E. coli 

 

Kompetente Bakterien des Stammes DH 5 α sind in der Lage, freie Plasmid-DNA 

aufzunehmen. Die Transformation wurde nach einer Methode nach Hanahan 

(Hanahan et al., 1983) durchgeführt: 
 

- kompetente Bakterien auf Eis auftauen 

- 5 - 10 µ1 DNA auf Eis vorkühlen 
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- die DNA zu den Bakterien geben, leicht mischen 

- 30 min auf Eis inkubieren 

- Durchführung eines Hitzeschocks von 2 min bei 42°C 

- Zugabe von 1 ml LB-Medium, leicht mischen 

- 5 min auf Eis inkubieren 

- 30 - 60 min im Schüttler bei 37°C inkubieren (Ausbildung der Antibiotika-

Resistenzen) 

- Bakterien 1 min bei 12.000 rpm zentrifugieren, Überstand verwerfen 

- Pellet im Rücklauf resuspendieren 

- Bakterien auf Selektionsmedium ausplattieren und über Nacht bei 37°C im 

Brutschrank aufbewahren. 

 

 

2.1.14 Maßnahmen für den Umgang mit RNA 

 

Um die RNase-Aktivität möglichst gering zu halten, werden folgende Maßnahmen 

durchgeführt: 

 

- Bei allen RNA-Methoden wird mit Ethanol-desinifizierten Handschuhen 

gearbeitet. 

- Alle Arbeitsschritte werden möglichst schnell und auf Eis durchgeführt 

(Ausnahme Rneasy). 

- Die Glasgefäße werden bei 240°C für 12 Stunden sterilisiert, alle anderen 

Materialien werden für 30 min bei 121°C autoklaviert. 

- Zu den Lösungen wird 0,1 % Velcorin® (Dimethylpyrocarbonat, Bayer, 

Leverkusen) gegeben, welches RNasen durch kovalente Modifikationen 

inaktiviert. Anschließend werden auch diese Lösungen autoklaviert. 

- Reagenzien wie Tris und DTT, die durch eine Behandlung mit Velcorin® zersetzt 

werden, werden anschließend autoklaviert. 
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2.2   in situ Hybridisierung 

 

Das in diesem Abschnitt benutze bidestilierte H2O wurde mit 0,1% Velcorin® 

(Dimethylpyrocarbonat, Bayer, Leverkusen) behandelt und anschließend 

autoklaviert. 

 

 

2.2.1  Herstellung von radioaktiven Sense- und Antisense-cRNA für 

GAD65 bzw. GAD67   

 

Für die Herstellung der Sense- und Antisense-Proben wurde das GAD65-cDNA 

enthaltende Plasmid mit dem Restriktionsenzym StuI, das GAD67-cDNA enthaltende 

Plasmid mit dem Restriktionsenzym HincII linearisiert. Die Restriktionsschnittstelle 

des Enzyms StuI liegt innerhalb der GAD65-cDNA, so dass zwischen der Multiple 

Cloning Site und der Schnittstelle ein ungefähr 0,9 kb großes Fragment entsteht. Im 

Gegensatz verdaut HincII  sowohl den Vektor als auch das Insert von GAD67-cDNA. 

Die Größe des entstandenen Fragments beträgt ungefähr 1,1 kb. 

Für die Herstellung des Sense-Transkriptes wurden 200-300 ng gereinigte und auf 

dem Gel geprüfte linearisierte-cDNA beider GAD-Isoformen mit 35S markierten 

UTP (Uridine-5´-Triphosphate, [α-35S], ICN, USA) und mit T7-RNA-Polymerase 

transkribiert. Auf gleiche Weise wurde die Antisense-cRNA hergestellt, allerdings 

unter Verwendung von T3-RNA-Polymerase.  

 

 

2.2.2   Transkription 

 

Zur Herstellung der radioaktiv markierten Sense- und Antisense-cRNA wurde 30 µl 

10 mCi/ml Uridine-5´-Triphosphat [α -35S] in 5 mM Tris (ICN, USA) eingesetzt.  

Die radioaktiv markierten UTP wurden vor dem Ansetzen in einer 

Vakuumzentrifuge für 30 Minuten getrocknet. Der Transkriptionsansatz setzte sich 

wie folgt zusammen: 
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1 µl Transkriptionspuffer (10X) 

1 µl 5 mM NTP mix (ATP, CTP, GTP) 

1 µl 100 mM DTT 

5,5 – Y Velcorin® H2O bidest 

Y µl 200 – 300 ng linearisierten cDNA 

0,5 µl RNasin. 

 

Nach dem leichten Mischen wurde dem Ansatz 1 µl RNA Polymerase zugegeben und 

anschließend bei 37°C für 120 Minuten inkubiert. 

Nach Zugabe von RNase-freier DNase folgte eine Inkubation bei 37°C für 30 

Minuten. Der DAN-Verdau-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

 

80 µl Velcorin® H2O bidest  

5 µl 1 M Tris 

1 µl 1 M MgCl2 

1 µl tRNA (10mg/ml) 

1 µl RNasin 

2 µl Dnase. 

 

Zur Berechnung der Inkorporation, die zur Kontrolle der Effizienz der Transkription 

dient, wurde 1 µl aus dem Ansatz entnommen, 1:10 verdünnt und anschließend in 1 

ml Scinti Verse® vermischt. 

Die radioaktiv markierte cRNA-Lösung wurde folgenermaßen durch die Quick 

Spin™ Säulen (G-50 Sephadex® Columns for Radiolabeled RNA Purification, 

Boehringer Mannheim) gereinigt: 

 

Puffer aus der Säule laufen lassen  

Säule 2 Minuten bei 1100 x g zentrifugieren 

Die cRNA-Lösung (100 µl) auf die Säule geben 

4 Minuten bei 1100 x g zentrifugieren. 

 

Nach der Reinigung wurde 1 µl gereinigter cRNA entnommen und 1:10 verdünnt 

sowie anschließend mit 1 ml Scinti Verse® vermischt. 
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Die Aktivität der beiden Ansätze, vor und nach der Reinigung, wurde durch den γ-

Counter gezählt. Die Korrelation zwischen der Zählerrate vor der Reinigung und 

nach der Reinigung wurde durch die Inkorporation in Prozent ermittelt. 

Die Inkorporation einer effizienten Transkription liegt bei 30% und 80%. 

 

 

2.2.3  Pre-Hybridisierung und Präparation der Gewebe 

 

Die tiefgefrorenen auf Objektträger aufgezogenen Gehirnschnitte wurden bei 

Raumtemperatur (RT) aufgetaut. Es folgten die folgenden Arbeitsschritte: 

 

- Dehydration durch 4% Paraformaldehyd in 100 mM PBS (pH7.4) bei RT für 5 

Minuten  

- Waschen mit PBS (pH 7,4) bei RT für 2 Minuten 

- Waschen mit 100 mM TEA (, pH 8,0) bei RT für 1 Minute 

- Waschen mit TEA unter Zugabe von Essigsäureanhydrid bei RT für 10 Minuten 

unter ständigem Bewegen  

- Waschen mit 2XSSC bei RT für 2 Minuten 

- Dehydration durch: 

- 70% Ethanol; 2 Minuten 

- 95% Ethanol; 2 Minuten 

- 100% Ethanol; 2 Minuten 

- Chloroform; 5 Minuten 

- 100%Ethanol; 2 Minuten 

- 95% Ethanol; 2 Minuten 

- Die Objektträger wurden bei RT trocknen gelassen. 

 

 

2.2.4  Hybridisierung 

 

Auf die fixierten Gewebeschnitte wurde 200 µl einer Hybridisierungsmischung 

aufgetragen. Ein Einsatz dieser Mischung besteht aus vier Anteilen einer 

Hybridisierungslösung und einem Anteil cRNA-Probe in TED-Puffer. Die 
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beschichteten Gewebeschnitte wurden in einer mit einem Kammer-Puffer 

aufgeleuchteten Hybridisierungskammer bei 55°C 20 Stunden lang inkubiert.  

 

Während der Hybridisierung wird bei den herkömmlichen Methoden die 

Hybridisierungsmischung, die auf die Gewebe aufgetragen wird, mit einem Deckglas 

bedeckt. Dies kann erfahrungsgemäß Artefakte, wie eine ungleichmäßige Verteilung 

der Hybridisierung, hervorrufen. Um diese unerwünschten Effekte zu vermeiden, 

wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode benutzt, bei der eine viskosere 

Hybridisierungsmischung ohne die Verwendung von Deckgläsern verwendet wurde. 

Dabei wurden die Objektträger mit den Gewebeschnitten, die mit der 

Hybridisierungsmischung überschichtet waren, in einer hermetisch abgeschlossenen 

und ein durch Kammer-Puffer angefeuchteten, sogenannten Hybridisierungskammer 

inkubiert. Die Effizienz dieser Methode wurde durch verschiedene Studien belegt 

(Horvath et al., 1999; Shughrue et al., 1997a; Shughrue et al., 1997b). 

 

 

2.2.5   Post-Hybridisierung 

 
Die hybridisierten Gewebeschnitte wurden in einer 107 mM DTT in 2XSSC Lösung 

eingetaucht und anschließend mit frischer 2XSSC/107 mM DTT Lösung bei RT für 

15 min unter ständigem Bewegen gewaschen. Im Einzelnen wurden folgende 

Schritte durchgeführt:  

- 30 min lang Waschen mit RNase-Puffer bei 37°C  

- Waschen mit RNase-Puffer mit Zugabe von 30 ng/ml RNase A bei 37°C 30 min 

unter ständigem Bewegen 

- Waschen mit 1XSSC bei RT 15 min unter ständigem Bewegen 

- Waschen mit 0,1XSSC bei 67°C 30 min  

- Waschen mit 0,1XSSC bei 67°C 30min  

- Waschen mit 0,1XSSC bei RT 15 min unter ständigem Bewegen 

   Dehydration durch: 

- 300 mM Ammunium-Acetat in 70% Ethanol bei RT 5 min  

- 300 mM Ammunium-Acetat in 94% Ethanol bei RT 5 min 

- 100% Ethanol bei RT 5 min 

- Die Objektträger wurden bei RT trocken gelassen 
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2.2.6  Auflegung der Objektträger auf Filme 

 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Filmen BioMax MR der Firma Kodak, USA, 

ist die Photoemulsion auf nur einer der Kunststoff-Folien aufgebracht.  

Die getrockneten Objektträger wurden in einer Reihenfolge, die dem 

Versuchsverlauf entspricht, in die Film-Kassetten sortiert. Unter Rotlicht wurden die 

Filme aufgelegt. Die Kassetten wurden geschlossen und in lichtdichte Tüten bis zum 

Ende der Expositionszeit verpackt.  

 

 

2.2.7  Entwicklung der Filme 

 

Der Entwicklungsprozess muss bis zum Fixieren unter Rotlicht durchgeführt werden: 

 

- Den belichteten Film mit der beschichteten Seite nach oben in die Fotoschale geben 

- in eiskaltem LX-24-Entwickler (Kodak, USA) 1-5 min unter ständigem Bewegen 

inkubieren 

- den Film in den Rahmen einspannen 

- Entwicklungsprozess in 400mM Eisessig 30 sec stoppen 

- den Film in Unifix®-Lösung (Kodak, USA) 20 min fixieren  

- Waschen mit kalten fließendem Wasser 20 min 

- Film zum trocknen aufhängen. 

 

 

2.2.8  Densitometrische Auswertung der Filme 

 

Die Filme wurden mit Hilfe des Bildanalyse-Softewareprogramms MCID® (The 

Microcomputer Imaging Device), der Firma Imaging Rsearch Inc., digital 

densitometrisch ausgewertet. Die am Imaging-System ermittelten Daten wurden 

statistisch sortiert und ausgewertet. 
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2.2.9 Emulsionsbeschichtung der Objektträger 

 

Der Emulsionsbeschichtungsprozess muss unter Rotlicht durchgeführt. Für die 

Emulsionsbeschichtung der Objektträger wurde die Fotoemulsion NTB 2 von Kodak 

verwendet. Die bei -20°C eliquotierte Emulsionen wurden bei einem Wasserbad von 

45°C über eine Stunde aufgetaut. Die flüssige Emulsion wurde in eine Dippküvette 

gefüllt. Die Objektträger wurden kurz in die befüllten Dippküvette bis zur 

Bedeckung der Gewebeschitte eingetaucht. Die beschichteten Objektträger wurden 

waagerecht auf eiskalte Metallplatte gelegt und für zwei Stunden trocken gelassen. 

Die beschichteten trockenen Objektträger wurden in schwarze Kästen sortiert, 

lichtdicht verpackt und für eine Expositionszeit, die 4-5 Mal länger als bei den 

Filmen ausfiel, gelagert. 

 

 

2.2.10  Entwicklung und Färbung der Objektträger 

 

Der Entwicklungsprozess sollte unter Rotlicht durchgeführt werden:  

 

- Objektträger in 15°C kaltem D-19-Entwickler-Lösung (Kodak, USA) für 4 min 

inkubieren 

- zweimal kurz mit Wasser Waschen 

- die Objektträger in Unifix-Lösung (Kodak, USA) 5 min fixieren.  

- zweimal kurz mit Wasser Waschen. 

 

Die Färbung der Objektträger erfolgt mit Kresylviolett nach Nissel (Kernfärbung): 

- 5 min Entfetter-Lösung 

- 1 min 100% Ethanol 

- 1 min 100 % Ethanol 

- 1 min 90 % Ethanol 

- 1 min 80 % Ethanol 

- 1 min 70 % Ethanol 

- 1 min 50 % Ethanol 
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- 10 sec H20 bidest waschen 

- 1 min in Kresylviolett-Lösung färben 

- 10 sec H20 bidest waschen 

- 3 min in Eisessig-H20-Lösung (1:250) differenzieren 

- 2 min in Eisessig-H20-Lösung (1:125) differenzieren 

- 10 sec H20 bidest waschen 

- 1 min 50 % Ethanol 

- 1 min 70 % Ethanol 

- 1 min 80 % Ethanol 

- 1 min 90 % Ethanol 

- 1 min 100 % Ethanol 

- 1 min 100 % Ethanol 

- 1 min Xylol 

- 4 mal nach einander 1 min Xylol 

mit Eukitt eindecken 

über Nacht trocknen lassen. 

 

 

2.3  Kompetitive Reverse Transkription mit anschließender 

Polymerase-kettenreaktion 

 

2.3.1  Isolierung von Gesamt-RNA 

 

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgt mit dem Rneasy Kit® (QIAGEN, Hilden). 

Die RNA wird an eine Silikon-Gelmembran in den verwendeten Säulen gebunden 

und kann nach den Waschschritten mit Wasser eluiert werden. Diese Methode wird 

für die Analyse von allen untersuchten Geweben verwendet. 

 

— Zugabe von 350 µ1 Puffer RLT (10 µl β-Mercaptoethanol pro ml Puffer RLT) zu 

den Geweben bzw. den Zellen 

- 30 sec Ultraschall, um Homogenisierung und Lyse zu unterstützen 

- Zugabe von 350 µl 70 %igen Ethanol zum Lysat, durch Pipettieren mischen 
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- das Gemisch auf die Rneasy Säulen geben 

- 15 sec bei 8000 x g zentrifugieren 

- Flüssigkeit verwerfen 

- Säule mit 700 µl Puffer RWI waschen (15 sec bei 8000 x g) 

- Säule mit 500 µl Puffer RPE waschen (15 sec bei 8000 x g) 

- Säule erneut mit 500 µl Puffer RPE waschen 

- 2 min bei 10.000 x g zentrifugieren 

- Elution der RNA durch Zugabe von 30 µl H2O Bidest. 

- 1 min Zentrifugation bei 8000 x g 

 

 

2.3.2 Reverse Transkription 

 

Durch die RNA-abhängige DNA-Polymerase reverse Transkriptase wird mRNA in 

cDNA umgeschrieben. Zum „priming“ können sequenzspezifische Primer, 

„random“-Hexamere oder Oligo-dT-Primer verwendet werden. In dieser Arbeit 

wurde mit „random“-Hexamer-Primern gearbeitet. 

Die reverse Transkription wurde mit dem SUPERSCRIPT® Präamplifikationssystem 

der Firma GIBCO BRL durchgeführt. Das in diesem System verwendete Enzym 

weist keine RNase-H-Aktivität auf, so dass ein vorzeitiger Abbau der RNA während 

der Transkription vermieden wird. Das Reaktionsvolumen von 20 µl besteht aus 

folgenden Reagenzien:  

 

1 - 10 µl     Gesamt-RNA oder 10 µ1 mRNA 

1 µl     „random“-Hexamer-Primer (0,5 mg/ml) 

0 – 9 µl  Velcorin®-H2O Bidest 

4 µl  5 x Transkriptionspuffer 

0,5 µl  Rnasin (40 IU/ml) (PROMEGA, Madison, USA) 

1 µl  dNTP-Mix (10 mM) 

1 µl  MML V-SUPERSCRIPT-Reverse Traskriptase  

 (200 IU/ml) 

 

Zur Denaturierung der RNA wird der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

r 
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Der Reaktionsansatz durchläuft im Thermocycler folgende Inkubationsschritte: 

10 min Primer-Annealing bei 22°C 

50 min Gegenstrangsynthese bei 42°C 

10 min Denaturierung bei 95°C 

 

Die cDNA wird entweder sofort in die PCR eingesetzt oder bei - 70°C gelagert. 

 

 

2.3.3   Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Durch die PCR wird eine schnelle und effektive Amplifikation kleinster DNA-

Mengen möglich. Das Prinzip ist die mehrfache Wiederholung von Denaturierung 

der Template-DNA, Hybridisierung der für das zu untersuchende Gen spezifischen 

Primern an die Template-DNA und Gegenstrangsynthese durch das thermostabile 

Enzym Taq-DNA-Polymerase. Falls die Expression eines Gens untersucht werden 

soll, so muss die RNA zunächst in cDNA umgeschrieben werden. Aufgrund der 

hohen Sensitivität der Reaktion werden bei jedem Experiment Negativ-Kontrollen 

durchgeführt. 

 

 

2.3.3.1  Kompetitive RT-PCR 

 

Aufgrund der exponentiellen Natur der PCR führt schon eine sehr kleine 

Veränderung der Amplifikationseffizienz zu einer großen Veränderung der Menge 

des Reaktionsprodukts. Die Amplifikationseffizienz ist als die amplifizierte Menge 

an DNA während eines Zyklus zu definieren und wird durch verschiedene Faktoren 

beeinflußt, z.B. durch die Bindung des Primers, vor allem aber auch durch die 

Aktivität der Polymerase. Diese Beeinflussungen lassen sich nicht ausschalten. Das 

Problem wird für die Quantifizierung der PCR-Produkte oft durch eine 

Amplifikation eines endogenen Standards umgangen. Die kompetitive RT-PCR-

Methode wird durch die Zugabe von exogener Sequenz zu einer quantitativen 

Methode optimiert. Die exogene Sequenz wird jeder Probe zugefügt. Diese Sequenz 
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ist annährend gleich lang wie das gewünschte PCR-Produkt und besitzt dessen 

Primer-Sequenz. Diese Voraussetzungen sind bei einer homologen Sequenz erfüllt. 

Daher werden verkürzte Formen der gewünschten cDNA als interner Standard 

hergestellt. 

Durch die vorherige Bestimmung der Konzentration des eingesetzten Standards ist 

die Messung der absoluten Menge der nativen Sequenz ebenso wie die Messung der 

relativen Veränderungen in Versuchsgruppen möglich. Mit einer Titrationskurve 

kann man diejenige Menge der mutanten cRNA bestimmen, welche in die RT-PCR 

eingesetzt werden muss, um ein äquivalentes Signal aus einer definierten Menge 

totaler RNA aus einer biologischen Probe zu erhalten. 

 

 

2.3.4   Wahl und Synthese der PCR-Primer 

 

Bei der Auswahl der Primern müssen folgende Punkte beachtet werden: 

 

- Die Länge der Primern sollte 20 - 30 Basen betragen. 

- Der GC-Gehalt darf nicht höher als 60 % liegen und sollte für beide Primer 

möglichst gleich sein. 

- AT- und GC-reiche Regionen (Haarnadelstrukturen) sowie Bereiche mit 

Polypurinen und Polypyrimidinen sollten vermieden werden. 

- Die beiden Primer dürfen keine komplementären Sequenzen besitzen.  

 

Da in der Ratte gegenwärtig die vollständige Gensequenz der beiden Estrogen-

Rezeptoren (Intron/Exon-Sequenz) noch unbekannt ist, wurde für die ER α  Primer 

auf die humane Sequenz zurückgegriffen (Ponglikitmongkol et al., 1988). Sie liegen 

in der für die Hormon-Bindungsstelle kodierenden Region und begrenzen die Exone 

vier bis acht. Das erwartete PCR-Produkt ist 638 bp groß. Für die Wahl der Primer 

für ER β wurde die Ratten-cDNA verwendet (Kuiper et al., 1996). Da eine hohe 

Sequenzhomologie zwischen ER β der Ratte und der Maus besteht, kann aufgrund 

der komplett bekannten Maus-Gensequenz die wahrscheinliche Lage der Ratten-

Primer zwischen Exon zwei bis vier in der kodierenden Region der Hormon-

Bindungsstelle festgestellt werden (Tremblay et al., 1997). Das erwartete PCR-
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Produkt ist -734 bp groß. 

 

Estrogen-Rezeptor α : 

Sense Primer: 5´-GGCGGATCCGACCAGATGTCAGTGCCT-3´ 

Antisense Primer: 5´-GGCGTCGACAGATGCTCCATGCCTTTGTTAC-3´ 

 

Estrogen-Rezeptor β : 

Sense Primer: 5´-GCATCTGGGTATCATTACGG-3´ 

Antisense Primer: 5´-GCCAGGAGCATGTCAAAGAT-3´ 

 

Folgende Primer-Paare wurden in dieser Arbeit verwendet: 

 

GnRH-Rezeptor (Kaiser et al., 1992):  

Sense Primer: 5´-TCAGTGGTATGCTGGAGAGT-3´ 

Antisense Primer: 5´-ATATAAGTGGGTCGAAGCAC-3´ 

 

LH-β (Chin et al., 1983): 

Sense Primer: 5´-GGCGGATCCTGCAAGAGAATGAGTTCTGCC-3´ 

Antisense Primer: 5´-GGCAAGCTTGTCACAGGTCATTGGTTGAG-3´ 

 

FSH-β (Kato et al., 1990): 

Sense Primer: 5´-CAGAAGCTTCTCCTCAGGATCTGGTGTAT-3´ 

Antisense Primer: 5´-ACTGAATTCACAATAGTGGAGCCGATGGT-3` 

 

 

2.3.5 Klonierung der PCR-Fragmente für ER α, ERβ, GnRH-R, LHβ 

und FSHβ  

 

Zum Nachweis von ER α - und ER β -mRNA wurde totale RNA aus der 

Rattenhypophyse isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNAs wurden 

anschließend in die PCR-Reaktionen eingesetzt und mit 28 Zyklen für ER α  und 36 

Zyklen für ER β amplifiziert. 

Dem Verfahren bei ER α  und ER β ähnliche Strategien wurden auch bei der PCR-



2.  Material und Methoden 33 

Amplifikation und -Klonierung der Gene GnRH-R, LH-β und FSH-β  durchgeführt 

und in Tabelle I zusammengefasst.  

 

Gene PCR-Produkt Amplifikation-Zyklus-Zahl 

GnRH-R 650 bp 22 Zyklen 

LH-β 284 bp 22 Zyklen 

FSH-β 362 27 Zyklen 

 

Tab. I: Zusammenfassung der Strategien zur PCR-Amplifikation und -Klonierung der Gene 

GnRH-R, LH-β und FSH-β 

 

 

2.3.6 Strategie zu Klonierung und Synthese von internen Standards der 

kompetitiven RT-PCR für, ER β, GnRH-R, LH-β und FSH-β  

 

Die PCR-Fragmente der beiden Estrogen-Rezeptoren wurden bewusst so gewählt, 

dass möglichst große Fragmente mit zwei verschiedenen Restriktionsschnittstellen 

gewonnen werden konnten. Dies ist für die anschließende Trennung der 

Restriktionsprodukte von Vorteil. Nach der Restriktionsreaktion der 

Expressionsvektoren mit wurden die Produkte auf einem Agarose-Gel getrennt.  

Die kleineren Fragmente beider Produkte wurden aus dem Gel entfernt. Die 

restlichen Fragmente (die verbliebenen PCR-Fragmente mit dem Vektor) wurden aus 

dem Gel isoliert und gereinigt. Ihre Enden wurden anschließend mit T4-DNA-Ligase 

ligiert. Auf diese Weise entstanden kleinere „Deletionsmutanten“, die aber noch die 

Komplementärsequenzen für die jeweiligen Primer enthielten. Vor der in vitro-

Transkription wurden die Plasmide linearisiert. Die entstandenen Fragmente 

enthielten die „multiple cloning region“ und die RNA-T7-Polymerase-Promotor. Die 

„Teilplasmide“ mit der integrierten cDNA für die nativen und mutierten cDNA 

wurden sequenziert. Alle untersuchten nativen und mutanten Inserts der Ziel-Gene 

waren zu 100% homolog zu dem entsprechenden Abschnitt der 

Datenbanksequenzen.  
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2.3.7 Klonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte 

 

Die PCR-Produkte wurden aus dem Agarose-Gel mit dem NUCLEOTRAP®-Kit 

(QIAGEN, Hilden) isoliert und gereinigt. Der Vektor wurde mit dem Enzym Not 1 

verdaut. Nach dem Entfernen der Restriktionsenzyme durch Phenolextraktion wurde 

eine Ligation von Fragment und Vektor mit anschließender Transformation nach E. 

coli DH5 α durchgeführt. Durch selektive Anzucht der Klone entstehen 

Transformanten, die den neuen Vektor mit dem entsprechenden PCR-Produkt 

enthalten. Diese Klone wurden über Nacht im LB-Medium kultiviert, um genügend 

Material für eine Plasmid-Präparation (QIAGEN, Hilden) zu erhalten. Die neuen 

Vektoren wurden anschließend sequenziert. Die Sequenzierungen wurden von der 

Firma SequeLab, Göttingen, durchgeführt. 

 

 

2.3.8 In-vitro-Transkription von sense-RNA 

 

Zur Herstellung von in vitro-transkribierter sense-RNA wurde ein in Vitro-

Transkriptionssystem der Firma PROMEGA® (Madison, USA) verwendet. Der 

Transkriptionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
 

4 µl Transkriptionspuffer (5 X) 

4 µl dNTP-Mix (je 2,5 mM ATP, CTP, GTP, UTP) 

1 µl linearisierte DNA 

1 µl T7-RNA-Polymerase (20 Einheiten/µl) 

1 µl RNase-Inhibitor (20 Einheiten/µl) 

9 µ1 Velcorin®-H2O Bidest. 

 

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von RNase-freier 

DNase (eine Einheit/µg DNA) folgte eine Inkubation bei 37°C für 15 Minuten. Die 

RNA-Lösung wurde einmal mit einem Volumen Phenol-Chloroform (1:1) und 

anschließend mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Zur Präzipitation der RNA 

wurden dem abgenommenen Überstand 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 

Volumen Ethanol zugesetzt. Es folgten Fällung, Zentrifugation und Resuspendierung 

der RNA. 
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2.3.9 Durchführung der PCR 

 

Für die Analyse der Genexpression im Ovar, der Hypophyse, POA und MBH wird 

aus dem Gewebe die totale RNA isoliert, von der 100 ng in die reverse Transkription 

eingesetzt werden. Von der resultierenden cDNA werden 2 µ1 in der 50 µl PCR-

Reaktion amplifiziert. Bei allen PCR-Reaktionen wurden regelmäßig Negativ-

Kontrollen mitgeführt, um die möglichen Konzentrationen des Reaktionsansatzes zu 

überprüfen. Die PCR-Reaktion setze sich wie folgt zusammen: 

 

  2 µ1 cDNA 

45 µl PCR SuperMix (GIBCO®)  

0,25 µl sense Primer (25 pmol) 

0,25 µl antisense Primer (25 pmol) 

2,5 µl H20. 

 

Die Ansätze durchlaufen im Thermocycler folgendes Programm: 

 

1. 3 min 94°C (primärer Denaturierungsscbritt) 

2. 1 min 94°C (Denaturierung) 

3. 1 min 62°C (Primer-Annealing) 

4. 1 min 72°C (Gegenstrangsynthese) 

5. 10 min 72°C (finale Gegenstrangsynthese). 

 

Die Schritte 2-4 werden als Zyklus je nach cDNA-Konzentration und 

Amplifikationseffizienz 25-36 mal wiederholt 

2.3.10 Densitometrische Auswertung der PCR-Agarose-Gele 

 

Die zu analysierenden PCR-Proben werden auf ein 1,5%iges Agarose-Gel 

aufgetragen, das nach dem Lauf im Ethidiumbromid-Bad gefärbt und anschließend 

digital fotografiert wird. Die digitalen Fotos werden mit Hilfe des 

Softwareprogramms Kodak® densitometrisch ausgewertet. Die so ermittelten Daten 

werden einer statistischen Auswertung unterzogen. 
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2.4.  Real-Time Taqman® Polymerase Kettenreaktion 

 

Bei der Real-Time Taqman® PCR werden mittels Taq Polymerase einzelne 

komplementäre Oligonukleotide, die sich an die aufgetrennte DNA-Doppelhelix 

angelagert haben, zu einem Strang verbunden. Bei diesem System hybridisiert jedoch 

während der PCR eine markierte Sonde mit den Primern zusammen an den 

Matrizenstrang. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen 5`-Ende mit 

einem fluoreszierenden „Reporter“-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat) markiert ist und 

der am 3`-Ende einen „Quencher“-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) trägt. Solange die 

beiden Farbstoffe räumlich eng angeordnet sind, wie es bei Anlagerung der Sonde an 

den DNA-Einzelstrang der Fall ist, wird durch einen Fluoreszenz-Energietransfer die 

Emission des Reporter-Farbstoffes unterdrückt. Wenn nach der Hybridisierung der 

Primer und der Sonde an den Matrizenstrang die Taq Polymerase die einzelnen 

Nukleotide zusammenfügt, trifft sie auch auf die Sonde. Während die Taq 

Polymerase die Sonde vom Matrizenstrang verdrängt, entsteht eine y-förmige 

Sekundärstruktur, wodurch die 5`-3`-Exonuklease-Aktivität der Taq Polymerase 

induziert wird. Die Sonde wird somit abgetrennt und geschnitten. Dadurch wird der 

Abstand zwischen dem fluoreszierenden Farbstoff und dem Quencher-Farbstoff 

größer, der Fluoreszenz-Energietransfer wird ausgeschaltet und der Reporter-

Farbstoff gibt sein Signal ab. Sonden, die während der PCR nicht an den DNA-

Strang angelagert waren, werden nicht hydrolysiert. Somit wird die räumliche Nähe 

zwischen den beiden Farbstoffen auch nicht unterbrochen und die nicht angelagerten 

Sonden geben daher kein Signal ab. Auf diese Weise ist es möglich, an der Stärke 

des Fluoreszenzsignals die Akkumulation der PCR-Produkte abzulesen. Dies wird 

mit Hilfe des ABI PRISM™ 7700 Sequence Detektors im geschlossenen 

Reaktionsgefäß Zyklus für Zyklus erfasst. Die Real Time Taqmann® PCR erfordert 

also keine post-PCR Auswertung per Gel-Elektrophorese.  

Als Referenz werden bei der Taqman® PCR bekannte Mengen von Ziel-cDNA, die 

zuvor aus einer cRNA revers transkribiert wurden, als Standardkurve amplifiziert. 

Die sogenannten CT-Werte werden in Abhängigkeit von der Standard-cDNA-Menge 

anhand des Auswertungsprogramms aufgetragen und dienen als Bezug für die 

Messwerte der Proben. 
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2.4.1  Wahl der Primern und Sonden der Taqman®-PCR 

 

Bei der Wahl der Sonde sollten einige Punkte berücksichtigt werden: 

- Das 5´-Ende der Sonde sollte sich in relativer Nähe des 3´-Endes des PCR-

Primers befinden 

- Die Sondenlänge sollte 20-30 Basen umfassen 

- Der GC-Gehalt sollte 40-60 % betragen 

- Am 5´-Ende der Sonde darf keine G liegen 

- Es dürfen nie mehr als drei gleiche Base hintereinander liegen 

- Sonde und PCR-Primer dürfen nicht komplementär zueinander sein 

- Auffällige Sekundärstrukturen (z.B. hairpin-loops) sollten vermieden werden 

 

Die eingesetzte Sonde ist an ihrem 5´-Ende mit dem Farbstoff FAM (6-Carboxy-

Fluoreszein) und an ihrem 3´-Ende mit dem Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-

Tetramethyl-Rhodamin) markiert. 

Für die Auswahl der Primern gelten die schon in 2.3.4. genannten Kriterien. 

 

Folgende Sonden und Primer wurden in dieser Arbeit verwendet: 

 

GAD65 (Erlander et al., 1991): 

Sense Primer: 5´-ATGCACTTCTCCACGCAACA-3´ 

Antisense Primer: 5´-AGAAATGCGAGAGTGGGCC-3´ 

Sonde: 5´-FAM-TTCTCCTTCACAGGCTGGCAGCAGG-TAMRA-3´ 

 

GAD67 (Michelsen et al., 1991): 

Sense Primer: 5´-TGAGCGCCTTCAGGGAGAG-3´ 

Antisense Primer: 5´-GGGCACCAGGGTCACTGTT-3´ 

Sonde: 5´-FAM-AGGCCTCCAAGAACCTGCTTTCCTGTG-TAMRA-3´ 

 

GnRH: (Bond et al., 1989): 

Sense Primer: 5´-GCAGAACCCCAGAACTTCGA-3´ 

Antisense Primer: 5´-TGCCCAGCTTCCTCTTCAAT-3´ 

Sonde: 5´-FAM-TCTGCGAGGAGCTCTGGAACGTCTG-TAMRA-3´ 
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2.4.2   Durchführung der Real-Time Taqman® 

 

Die Durchführung der Taqman® erfolgte wie bereits unter beschrieben 2.3.9. Das 

Reaktionsvolumen betrug 25 µl und wurde wie folgt eingesetzt: 

 

12,5 µ l 2X Puffer 

2,5 µl Sense-Primer (300 nM) 

2,5 µl Antisense Primer (300 nM) 

2,5 µl Sonde (225 nM) 

3 µl H2O (Ampuwa®) 

2 µl cDNA 

 

Diese Reagenzien wurden in eine 96-Microtiterplatte (MicroAmp® Optical 96 well 

reaction plate, Pe Applied Biosystems) pipettiert, und die Platte mit optischen 

Deckeln (MicroAmp® Optical caps, Applied Biosystems) verschlossen. 

Zur Analyse wurde die Microtiterplatte in das ABI PRISM™ 7700 Detection System 

überführt. 

 

 

2.4.4   ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System 

 

Das ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System (7700 SDS, PE Applied 

Biosystems) verfügt über einen eingebauten Thermocycler, in welchem die Proben 

40mal den folgenden Zyklus durchlaufen: 

 

 

 

 

2 min 50°C (ab dem zweiten Zyklus Strangsynthese)  

10 min 95°C (primärer Denaturierungsschritt) 

15 sec 95°C (Denaturierung) 

1 min 60°C (Primer-Annealing). 
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Über den Reaktionsgefäßen der Microtiterplatte befindet sich eine Linse, die den 

Strahl eines Argon-Lasers (488 nm) in die Gefäße weiterleitet, wodurch eine 

Fluoreszenzanregung erfolgen kann. Die Fluoreszenzemission wird über denselben 

optischen Leiter gemessen. Die Steuerung des gesamten Systems leistet ein Power 

Macintosh® 4400. 

 

 

2.5  Statistische Auswertung 

 

Für alle Experimente werden der Mittelwert (AVG) und der Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) berechnet. Die Messwerte werden prozentrelativiert, um die zu 

verschiedenen Zeitpunkten durchgeführten Experimente miteinander vergleichen zu 

können. Der Durchschnitt der Basalwerte wird gleich 100 % gesetzt. Alle anderen 

Messwerte werden in Relation zu den Kontrollen berechnet.  

Für die Statistik wird das Computerprogramm PRISM® verwendet. Das 

Signifikanzniveau wird auf p<0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung erfolgt 

durch Anwendung einer Varianzanalyse für wiederholte Messung eines Faktors 

(ANOVA) und anschließendem multiplen t-Test nach Bonferroni auf signifikanten 

Veränderungen geprüft. 

 

 

2.5.1  Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse der in situ 

Hybridisierung 

 

Für die Auswertung der Versuchsergebnisse wurde der Versuchsverlauf nach 

Gehirnregionen durchgeführt. Je Region wurde ein Objektträger mit zwei 

Gewebeschnitten eines Tieres benutzt. Je Versuchsverlauf wurden aus jeder Gruppe 

sechs Tiere verwendet. Die dem Versuchsanlauf unterzogenen 24 Objektträgern 

wurden auf einen Film aufgelegt und nach der benötigten Expositionszeit 

densitometrisch ausgewertet.  
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2.5.2  Statistische Auswertung der Versuchergebnisse RT-PCR 

 

Für die statistische Auswertung der durch die kompetitive RT-PCR gewonnenen 

Ergebnisse wurden Maxi-Gele, die eine Fläche von 20X10 cm2 haben, benützt. Auf 

dem Gel wurde eine komplette Aufarbeitung, die aus 18 Proben von allen Gruppen 

zusammengesetzt wurde, aufgetragen. Die resultierten kompetitiven RT-PCR-

Signale wurden anschließend digital ausgewertet (Kodak, USA). 

 

Bei der Taqman® RT-PCR konnte neben der Standardkurve in der 96-well-

Microtiterplatte zwei komplette Aufarbeitungen eingesetzt und anschließend 

bewertet werden. Jede Aufarbeitung beinhaltete 18 Proben aus allen Gruppen. Die 

Messung und Auswertung der Ergebnisse erfolgen durch das ABI PRISM™ System. 

 

 

2.6  Tierexperimentelle Methoden 

 

Eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig für die Durchführung der 

Tierversuche liegt vor. 

 

 

2.6.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 

 

Für alle Experimente wurden Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Die adulten Tiere 

haben ein Gewicht von ca. 300 g und werden in Makrolon-Käfigen Typ III in 

Gruppen von drei Ratten pro Käfig gehalten. Die Belichtung des Raumes erfolgt im 

12h Rythmus von 06:00 – 18:00 Uhr. Die Raumtemperatur beträgt 23°C ± 1°C, die 

relative Luftfeuchtigkeit schwankt zwischen 50 und 80 %. Beide Parameter werden 

mit einem Thermo-Hygrometer registriert. Den Tieren steht Futter und Wasser ad 

libidum zur Verfügung. Nach operativen Eingriffen werden die Tiere einzeln in 

Makrolon-Käfigen Typ III gehalten. Die übrigen Bedingungen sind identisch mit 

denen der Gruppentierhaltung.  

 



2.  Material und Methoden 41 

2.6.2  Tierexperimentelle Methoden zum Effekt von Testosteron im 

Vergleich zu Estradiol und Gonadektomie auf die GABA-

Expression innerhalb des GnRH-Netzwerks  

 

Die Quantifizierung der in situ Hybridisierung ist, wie bei allen morphologischen 

Methoden, sehr aufwendig (Kim et al., 1989). In der Literatur liegt die 

durchschnittliche Zahl der Tiere bzw. der Proben per Gruppe zwischen drei und 

sieben (Patisaul et al., 1999; Finn et al., 1998; Shughrue et al., 1997b; Sannella und 

Petersen, 1997). Daher wurde die Zahl der Tiere der untersuchten Gruppen mit sechs 

Tieren festgesetzt. 

24 männliche Ratten im Alter von 90 Tage wurden unter gleichen Bedingungen 

gehalten. 18 Tiere davon wurden zunächst gonadoektomiert. Die restlichen intakten 

Tiere wurden als Kontrollgruppe vorgesehen.  

Die gonadoektomierten Tiere wurden in drei Gruppen unterteilt. Jede Gruppe 

bestand aus sechs Tieren. Nach dreiwöchiger Erholungszeit wurde einer 

gonadoektomierten Gruppe mit 3,5 µg/Tier Estradiol und eine andere mit 3,5 

mg/Tier Testosteron subkutan injiziert. Die dritte gonadoektomierte Gruppe wurde 

mit Olivenöl behandelt. Die Dekapitation erfolgte nach einer Woche. 

 

 

2.6.2.1  Gonadektomie (Orchidektomie) 

 

Unter leichter Ethernarkose wurde das Fell vom Scrotum entfernt. Durch einen 

medianen Einschnitt von 1 cm an der Spitze des Scrotums und durch einen Einschnitt 

von 7 mm an den beiden Seiten der Kremastermuskeln wurden die beiden Testes aus 

der Leibeshöhle freigelegt. Nach dem Abbinden der Blutgefäße wurden die beiden 

Testes mit einem Skalpell entfernt. Die Muskelschichten und die Haut wurden mit 

sterilem Nahtmaterial vernäht. 
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2.6.2.2 Dekapitation und Entnahme von Geweben 

 

Nach der Dekapitation und der Blutentnahme wurde das Gehirn durch Öffnung der 

Schädeldecke mit Hilfe einer Knochenzange freigelegt, nach Durchtrennen der 

Sehnerven entnommen und sofort auf Trockeneis tiefgefroren. Die Hypophyse wurde 

nach Abtrennung des Hinterlappens in Flüssigstickstoff tiefgefroren und 

anschließend bei -70°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. Das bei der 

Dekapitation aufgefangene Blut wurde etwa 24 Stunden bei 4°C gelagert und dann 

bei 3000 rpm zentrifugiert und das gewonnene Serum bei - 20°C aufbewahrt. 

2.6.2.3  Präparation von Gewebeproben aus dem Gehirn 

 

Für die Gewinnung der Gehirngewebeschnitte wurden die gefrorenen Gehirne im 

Kryostat geschnitten. Die Temperatur der Kryostatkammer und des Objekthalters 

wurden auf -20°C eingestellt. Die Gehirne wurden über Trockeneis mit 

Gewebeeinbettungsmittel (Tissue Tek®) auf dem Objektträger des Kryostats 

aufgefroren, der anschließend auf den Objekthalter im Kryostat aufgeschraubt. 12 

µm dicke Schnitte wurden auf positiv geladene Antifrost-Glasobjektträger, die im 

Kryostatkammer schon aufbewahrt wurden, aufgezogen. Die aufgezogenen Schnitte 

wurden in der Kryostatkammer nur für kurze Zeit kalt gehalten und anschließend bei 

-80°C für längere Zeit eingefroren.  

Für die untersuchten Regionen wurden die folgenden Schnitte nach der Bregma-

Messung (Paxinos und Watson, 1986) präpariert: 

POA: Bregma -0,4 mm; SCN: Bregma -1,30 mm; MBH: Bregma -2,12 mm; HIP: 

Bregma -3,30 mm. 
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2.6.3  Tierexperimentelle Methoden zur Untersuchung der 

physiologischen und molekular-biologischen Alterungsprozesse 

der weiblichen Ratte 

 

151 weibliche Sprague Dawly Ratten im Alter von 12 Monate (mittelalte Tiere, MA) 

wurden unter Standard-Verhältnisse gehalten. Die Tiere wurden in drei Gruppen 

unterteilt. 18 von ihnen wurden als Kontrollgruppe vorgesehen, die um 10 Uhr des 

Dekapitationstages getötet sein sollten. 42 Tiere wurden als 13 Uhr-Gruppe 

(Dekapitation um 13 Uhr) und 55 Tiere als 17 Uhr-Gruppe (Dekapitation um 17 Uhr) 

eingeplant. 18 Tiere der 13 Uhr-Gruppe und 36 Tiere der 17 Uhr-Gruppe wurden 

über einen Zeitraum von 12 Tagen jeden vierten Tag um 12 Uhr Progesteron 

(0,5mg/100g BW) subkutan injiziert. Die Dekapitation der Tiere erfolgte 

anschließend am Proöstrus-Tag an vier aufeinander folgenden Tagen. 

 

Als Kontrolltiere zu den MA Tiere wurden 34 90-Tage-alte weibliche Sprague 

Dawley Ratten (junge Tiere, Y) benutzt. Die Tiere wurden in zwei Gruppen 

unterteilt: 16 Tiere für die 13 Uhr-Gruppe Dekapitation um 13 Uhr) und 18 Tiere für 

die 17 Uhr-Gruppe (Dekapitation um 17 Uhr). Die Tiere wurden an ihrem Proöstrus. 

Tag dekapitiert. 

 

 

2.6.3.1  Dekapitation  und Entnahme von Geweben 

 

Die Prozedur der Dekapitation und Entnahme von Gehirngeweben entspricht wie 

unter 2.6.2.1 erwähnt. Nach der Entnahme des Gehirns wurde die Hypophyse nach 

Abtrennung des Hinterlappens in Flüssigstickstoff tiefgefroren. Die Ovarien wurden 

nach dem Öffnen der Bauchdecke etwa 2 cm kaudal der Rippenbögen freigelegt, mit 

einem Skalpell entnommen und in Flüssigstickstoff tiefgefroren. 
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2.6.3.2  Präparation von Gewebeproben aus dem Gehirn 

 

Für die Isolierung der RNA aus Mikrostanzen werden die gefrorenen Gehirne wie 

folgt aufgearbeitet:  

Aus den auf einem Kryostat in Einbettungsmedium gefrorenen Gehirnen werden 600 

µm dicke Schnitte angefertigt. Für die untersuchten Regionen werden drei 

verschiedene aufeinander folgende  Schnitte präpariert. Der erste Schnitt enthält die 

Struktur der Präoptischen Region des anterioren Hypothalamus (POA), Bregma -0,4 

mm. Der zweite Schnitt enthält die Strukturen des Nukleus suprachiasmaticus 

(SCN), Bregma –1,30 mm. Die Struktur des Hippocampus (HIP) ist im dritten 

Schnitt zu finden, -3,30 mm.  

Die Schnitte werden auf Objektträger aufgebracht und bei - 70°C gelagert. auf 

Trockeneis werden später die gewünschten Areale aus den Hirnschnitten mit 

hypodermischen Nadeln (∅ 1,1 mm) ausgestanzt, in Reaktionsgefäße überführt und 

bei - 70°C aufbewahrt oder sofort zur RNA-Isolierung weiter verwendet.  

Der mediobasale Hypothalamus (MBH) wird als Block aus den Gehirnen 

geschnitten, in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße gegeben. und bei -70°C gelagert. 

 

 

2.7  Radioimmunoassay (RIA) 

 

2.7.1  Radioimmunoassay für die Messung von Prolaktin 

 

In den Ratten-Seren wird das Proteohormon Prolaktin mit einem Doppelantikörper 

Radioimmunoassay (RIA) in Anlehnung an die Methoden von Nisweder et al. (1968, 

1969) nach Vorgaben des NIH gemessen. Die radioaktive Markierung der 

Referenzhormone mit 125Jod erfolgt nach der Chloramin-T-Methode von Hunter und 

Greenwood (1962). 

 

Jodierungspräparat: NIADDK-RP I-V 

Prolaktin-Antiserum: rPRL-S-9 (1: 12800 in NRS verdünnt) 

Referenzpräparat: NIADDK-rPRL-RP-3 
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1. Tag: 

- Verdünnung von 25 µl Serum in PBS-BSA (Endvolumen: 500 µ1) 

- Zugabe von 200 µ1 rPRL-S-9 (erstes Antiserum) ins Probenröhrchen, mischen 

-24 Stunden Inkubation bei 4 °C 

 

2. Tag: 

- Zugabe von 100 µl des radioaktiv markierten Hormons (Tracer, ca. 20.000 cpm, in 

PBSBSA verdünnt) 

- 24 Stunden Inkubation bei 4°C 

 

3. Tag: 

- Zugabe von 200 p1 des zweiten Antikörpers 

- 72 Stunden Inkubation bei 4°C 

6. Tag: 

- Zugabe von 4 ml PBS 

- 45 min Zentrifugation bei 2500 X g 

- Dekantieren des Überstandes 

- Messung der Radioaktivität im Gamma-Zähler 

- Auswertung mit dem Programm RIA-Calc 

 

 

2.7.2  Radioimmunoassay für die Messung von LH 

 

Die Durchführung des LH-RIA erfolgt analog zum Prolaktin-RIA. Es werden 50 µl 

Serum für die Messung eingesetzt. 

Jodierungspräparat: NTH-I-5 

LH-Antiserum: NH-I rLH-S-7 (1: 7500 in NRS verdünnt) 

Refernzpräparat: NIH rLH-RP-2 

 

Die Kreuzreaktivität des LH-Antikörpers beträgt 5 % mit rR-TSH-I und weniger als 

0,1 % mit anderen Hypophysen-Hormonen. 
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2.7.3 Radioimmunoassay für die Messung von FSH 

 

Die Proben aus den Versuchen werden, wenn nötig, aufgetaut und sortiert. 400 µl 1 

% BSA werden in die Assayröhrchen vorgelegt. In den vorgelegten Puffer werden 

100 µl Probe pipettiert. Anschließend werden die Standardkurve vorbereitet. Dazu 

werden noch einmal 40 PS-Röhrchen benötigt: 3 mal Total counts, 3 mal 

unspezifische Bindung, 4 mal spezifische Bindung und 10 Standardpunkte mit je 3 

Röhrchen. Die Standardlösung (Referenzpräparat NIDDK-RAT-FSH-RP-2) enthält 1 

ng / µl. Die Standardlösung wird in den Puffer hineinpipettiert, dabei sollen Puffer 

und Standardlösung ebenfalls 500 µl Volumen ergeben. Jeder Standardpunkt enthält 

doppelt soviel Referenzpräparat als der vorhergehende. Zur Vorbereitung gehört 

auch die Herstellung des 125Jod markierten Ratten-FSH-Tracer. 5µg des 

Jodierungspräparates wird mit  Chloramin T (Methode von Hunter und Greenwood 

1962) jodiert.  

Nachdem Standardkurve und Proben pipettiert sind, werden 200 µl 1. Antikörper 

(Anti -Rat-FSH-AK S 11) in einer Verdünnung von 1:25000 in 1:300 verdünntem 

NRS mit der Multipette zugegeben. In die unspezifische Bindung kommen 200 µl 

1:300 verdünntes NRS. Anschließend werden die Proben geschüttelt und 24 Stunden 

bei 40 C inkubiert. 

Nach der 1. Inkubation wird das jodierte Hormon zugegeben. Es werden mit der 

Multipette 100 µl (ca. 20000 cpm) in jedes Assayröhrchen gegeben. Die Proben 

werden wieder geschüttelt und weitere 24 Stunden bei + 40 C inkubiert. 

Der letzte Inkubationsschrittt erfolgt nach der Zugabe des 2. Antikörpers. Es werden 

200 µl des 2. Antikörpers in einer Verdünnung von 1:30 in PBS mit der Multipette in 

alle Assayröhrchen außer TC dazugegeben. Nach der Zugabe werden die Proben 

wieder geschüttelt und für mindestens 48 bis maximal 72  Stunden bei + 40C 

inkubiert. 

Der letzte Assayschritt ist die Zentrifugation. Dazu werden alle Röhrchen mit 

Ausnahme der Total Counts mit 2 ml PBS versetzt und 60 Min. bei 3000 upm  

zentrifugiert. Sofort danach werden die Proben dekantiert und auf einer 

Zellstoffunterlage umgekehrt zum Abtropfen gestellt. 

Zum Schluß werden alle Assayröhrchen im Gamma-counter mindestens 1 Min. 

gemessen und mit dem RIA-CALC-PROGRAMM der Firma Wallac ausgewertet. 
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NIDDK-anti-rFSH-S-11 Spezifität 

NIDDK-rFSH-I-8           100% 

NIDDK-rFSH-RP-2       100% 

NIDDK-rTSH-I-5            1,7137% 

NIDDK-rPRL-RP-2         0,0609% 

NIDDK-rGH-I-4               0,0219% 

NIDDK-rLH-I-5                0,0082% 

 

 

2.7.4 Radioimmunoassay für die Messung von Testosteron  

 

Das Verfahren beruht auf dem Grundprinzip eines Radioimmunoassy, wobei 

radioaktive (125 Jod- Testosteron) und nicht radioaktives (Testosteron aus Serum 

oder Plasma, Standards,Kontrollen) Antigene um eine begrenzte Anzahl von 

Bindungsstellen hochspezifischer Antikörper, die an der Wandung von 

Polypropylenröhrchen immobilisiert sind, konkurrieren. Die Menge von 125Jod- 

markiertem Antigen, das an die Antikörper gebunden ist , ist umgekehrt proportional 

zur Analytkonzentration der Probe.  Die Trennung von freiem und ungebundenem 

Antigen erfolgt durch Dekantieren oder Absaugen des Röhrcheninhalts,. Die 

Einheiten sind in ng/ml ausgedrückt. Die Sensitivität, definiert als niedrigster vom 

Nullstandard nachweisbarer Testosteronwert beträgt 0,08ng/ml. Es werden 50µl 

Serum in die gecoateten  Röhrchen gegeben, dazu kommen 500µl 125jod    

Testosteron, vortexen, 60-70 Min bei 37 Grad im Wasserbad inkubieren, dekantieren 

und im Gammacounter 1 Min messen. 

Dies ist das wichtigste aus der Anleitung. Als Anhang die  Arbeitsanleitung von FSH 
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3.  Puffer und Lösungen 

 

 

3.1  Allgemeine molekular-biologische Methoden 

 

In dieser Abschnitt sind nur Puffern und Lösungen, die für die verlauf der Versuche 

eingesetzt wurden müssen und nicht von der Hersteller der Kitts mit geliefert waren. 

 

Agarose-Gel 

0,8 – 1,5 g Agarose in  

100 ml TBE-Lösung (Kochen) 

 

Ampicillin  

Stammlösung: 25 mg/ml in H20 

Endkonzentration: 100 µg/ml in LB-Medium 

 

Chloroform  

49:1 Chloroform/Isoamylalkohol 

 

DAN-Längestandard  

50 µl 100 pb DAN Leiter 

450 µl H20 bidest 

100 µl Stop-Mix 

 



3.  Puffer und Lösungen 

 

49 

dNTP  (Fa. GIBCO) 

je 10 mM dAT, dCTP, dGTP, dTTP 

 

Elutionspuffer  

2 m EDTA, pH 7,5 

Ethidiumbromid-Bad   

13 µl Ethidiumbromid in 

750 ml H20  

 

IPTG   

Stammlösung: 200 mg/ml H20 bidest 

Endkonzentration: 40 µg/ml in LB-Medium 

 

Lysis-Puffer  

100 mM Tris-HCL, pH 8,0 

500 mM LiCl 

10 mM EDTA, pH 8,0 

1 % SDS 

5,5 mM DTT 

40 U/ml Rnasin (Promega) 

 

Luria-Bertani (LB)-Medium  

10 g Trypton 

5 g Hefeextrakt  

5 g NaCl 

pH 7,4 
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Luria-Bertani (LB)-Agar  

37 g Luria-Agar in 

100 ml H20 bidest 

 

Stop-Mix  

50 % Saccharose 

7 M Harnstoff 

1 mM EDTA 

0,1 % Bromphenolblau 

 

10 X TBE-Puffer  

0,5 M Tris 

0,5 M Borsäure 

25 mM EDTA 

 

X-Gal  

Stammlösung: 20mg/ml in Dimethylformamid 

Endkonzentration: 20 µg/ml in LB-Medium 

 

3.2   in situ Hybridisierung 
 

Entfetter-Lösung  

348 ml Chloroform 

48 ml Ether 

48 ml Methanol 
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Hybridisierngskammer-Puffer  

250 ml 100% Formamid 

60 ml 5 M NaCl 

190 ml H20 bidest 

 

Hybridisierungslösung (50ml) 

31,25 ml deionisierten Formamid 

12,5 ml 50% Dextran Sulfat 

3.75 ml 5M NaCl 

625 µl 1M Tris, pH 8,0 

125 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 

1,25 ml 50X Denhard 

1,93 DTT 

auf 50 ml H20 bidest 

 

Hybridisierungsmix (200µl) 

vier Teile aus Hybridisierungslösung 

Ein Teil cRNA in TED-Puffer 

 

Kresylviolett nach Nissel  

5,44 g Natriumacetat in 100 H20  

5 g Kresyviolett in Natriumacetat lösen 

auf 500 H20  

9,6 ml Eisessig 

Filtrieren 
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10X PBS  

NaCl 80g 

KCl  2g 

Na2HPO4 14.4g 

KH2PO4 2.4g 

PH 7,5 

 

Rnase A  

Stammlösung 25 mg/ml  

Endkonzentration 30 µg/ml in Rnase-Puffer 

 

RNnase-Puffer  

10 ml 1M Tris 

100 ml 5M NaCl 

2 ml 0,5M EDTA 

auf 1000ml H20 bidest 

 

10X SSC  

NaCl 175,3g 

Na Citrat 88,2g 

PH 7,4 

 

TE-Puffer  

10 mM Tris, pH 7,5 

1 mM EDTA 

 



3.  Puffer und Lösungen 

 

53 

TEA  

100 mM Triethanolamin, pH 8,0 

 

TED-Puffer  

1 mM DTT in TE-Puffer 

 

 

3.3   Tierexperimente 
 

Für die subkutane Injektion von Estradiol Testosteron und Progesteron wurden die 

Konzentrationen wie folgend eingesetzt: 

Estradiol 3,5 µg/Tier 

Testosteron 3,5 mg/Tier 

Progesteron 0,5 mg/Tier 

Olivenöl 0,5mg/Tier 
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4.  Ergebnisse 

 

 

4.1  Etablierung einer in situ Hybridisierung zur RNA-Quantifizierung von 

GAD65 und GAD67 in den Rattengehirnarealen  

 

 

Wegen der inhibitorischen Funktion von GABA im GnRH-Netzwerk sowie ihrer 

Auswirkung auf die Alterungsprozesse, spielt die Regulation von GAD durch die 

Steroidhormone eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der GnRH- und LH-Sekretion. 

Die Expression von mRNA der beiden Isoformen der GAD wird unter den Einfluss 

von Steroiden in Abhängigkeit der Gehirnregionen reguliert.  

 

In der Literatur ist die in situ Hybridisierung als die bestgeeignete Methode zum 

Nachweis und zur Lokalisierung zellulärer Gentranskripte auf der Einzel-Zell-Ebene 

beschrieben (Park et al., 1990; Shivers et al., 1986). Ein weiterer Vorteil der 

Methode besteht im Hinblick auf ihr Anwendungsspektrum darin, dass sie es 

ermöglicht, die Expression einzelner Gene in Geweben in quantitativ 

aussagekräftiger Weise zu beschreiben. 

Zur regionsspezifischen Quantifizierung der RNA-Level für GAD65 und GAD67 in 

Rattengehirnen wurde in der vorliegenden Arbeit eine in situ Hybridisierung für die 

Messung von Expressionsveränderungen durch Steroide entwickelt.  

Die dafür benötigte GAD67-cDNA wurde aus Klonen, die aus der Gesamt-

Rattengehirn-cDNA-Bank (Tillakaratne et al., 1992) isolierten wurden, subkloniert. 

Aus der Rattenhippocampus-cDNA-Bank (Erlander et al., 1991a) entstammenden 

Klone wurde die GAD65-cDNA subkloniert. Beide cDNA wurden jeweils in den 

Bluescript-Transkriptionsvektor in beiden Richtungen zur Herstellung von 

Antisense- und Sense-Proben in E. coli DH 5α transformiert. Die in Vektoren 

subklonierten GAD65-(2.4 kb) und GAD67-cDNAs (2.7 kb) beinhalten jeweils die 

gesamte kodierende Region und wurden freundlicherweise aus den Laboratorien von 

Dr. James P. Herman (Department of Anatomy and Neurobiology, University of 

Kentucky Medical Center, Lexington, Kentucky, USA) zur Verfügung gestellt. Die 



4.  Ergebnisse 

 

55 

Richtigkeit der subklonierten cDNA wurde durch Sequenzierung und den Vergleich 

mit den veröffentlichten Sequenzen bestätigt.  

 

 

4.1.1  Durchführung der Hybridisierung  

 

Zur Etablierung der in situ Hybridisierung wurde zunächst die Antisense-cRNA von 

GAD65 und GAD67 benutzt. Je 3X106 Counts 35S-UTP-cRNA von GAD65 oder 

GAD67 wurden in 200µl Hybridisierungsmix vermischt, auf fixierte Gewebeschnitte, 

die POA, SCN, MBH und Hippocampus der Ratte beinhalteten, aufgetragen und bei 

55°C 20 Stunden lang hybridisiert. Nach dem Waschen bei 67°C zur Reduzierung 

nicht-spezifischer Bindungen und im Anschluss an die Dehydrierung wurden die nun 

radioaktiv markierten Gewebeschnitte auf Kodak Röntgen-Filme (Kodak BioMAX 

MR) für 3 (Abb. 1) bzw. 7 (Abb. 2) Tage zur Belichtung der Filme im totalen Dunkel 

aufbewahrt. Die Filme wurden danach entwickelt. Densitometrische Messungen 

dieser Filme haben gezeigt, dass die Expositionszeit von 7 Tagen optimal ist. 
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Abb. 1: 3-Tage-Expositionszeit der Schnitte auf dem Film am Beispiel von GAD67-

mRNA. Die Expression des Gens wurde in zahlreichen Regionen, u.a. in der 

präoptischen Region (POA), im Nukleus suprachiasmaticus (SCN), im 

mediobasalen Hypothalamus (MBH) und im Hippocampus (HIP), 

nachgewiesen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

POA SCN 

MBH HIP
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Abb. 2: 7-Tage-Expositionszeit der Schnitte auf dem Film am Beispiel von GAD65-

mRNA. Die Expression des Gens wurde in zahlreichen Regionen, u.a. in der 

präoptischen Region (POA), im Nukleus suprachiasmaticus (SCN), im 

mediobasalen Hypothalamus (MBH) und im Hippocampus (HIP), 

nachgewiesen 

 

 

Im Interesse einer möglichst exakten Untersuchung der spezifischen Bindung der 

radioaktiven Sonde und zur genauen zellulären Lokalisationsspezifität der Methode 

wurden die radioaktiv markierten Gewebeschnitte in einer nuklearen Emulsion (NTB 

2, Kodak) für 24 Tage in absoluter Dunkelheit inkubiert. Die Schnitte wurden 

entwickelt und mit Cresyl-Violet zur Zellkernfärbung behandelt (Abb. 3 und Abb. 4). 

 

POA SCN

MBH HIP
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Abb. 3:  Mikroskopische Aufnahme (40-fache Vergrößerung) vom Hippocampus (Gyrus 

dentatus) nach der Hybridisierung mit 35S-UTP-markierter Sonde für GAD65-mRNA. 

Die Silberkörner (durch Pfeile markiert) sind in den GABA-ergen Neuronen 

konzentriert.  

 

 

 
 

Abb. 4:  Mikroskopische Aufnahme (40-fache Vergrößerung) des mediobasalen 

Hypothalamus (MBH) nach der Hybridisierung mit 35S-UTP-markierter Sonde für 

GAD65-mRNA. Die Silberkörner (durch Pfeile markiert) sind in den GABA-ergen 

Neuronen konzentriert.  

 

 

HIP-DG GAD65  40X

MBH GAD65  40X
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Die Silberkörner, die durch die Strahlenemission der radioaktiven Sonden von 

GAD65 und GAD67 entstanden sind, zeigen eine Konzentration nur in bestimmten 

Zellentypen. Der Zellkern der Neuronen ist durch die cresyl-violette Färbung 

kenntlich gemacht. Wegen der spezifischen Markierung der Zellen durch die GAD65 

und GAD67–Sonden sind diese markierten Zellentypen als GABA-erge Neurone zu 

identifizieren.  

 

Um einen Vergleich der Sense-Proben zu den Antisense-Proben ziehen zu können, 

wurden getrennt je 3X106 Counts 35S-UTP-Sense-cRNA oder 35S-UTP-Antisense-

cRNA von GAD65 oder GAD67 in 200µl Hybridisierungsmix vermischt, auf fixierte 

Gewebeschnitte der Ratte aufgetragen, unter gleichen Bedingungen hybridisiert und 

weiterverarbeitet. Die mit der Sense- bzw. Antisense-cRNA markierten 

Schnittgewebe des jeweiligen Gens wurden zusammen auf dem Film zu dessen 

Belichtung inkubiert. Die Filme wurden nach sieben Tagen entwickelt (Abb. 5 und 

Abb. 6). Die sehr schwachen Hintergrundsignale der Sense-cRNA der beiden Gene 

bestätigen die Spezifität der Methode. 

 

 
 

Abb. 5:  Vergleichende Hybridisierung für Sense- und Antisense- cRNA-35S-UTP 

Proben für GAD65 am Beispiel der präoptischen Region (POA) und des 

mediobasalen Hypothalamus (MBH). A: GAD65 Sense-cRNA, POA. B: 

GAD65 Sense-cRNA, MBH. C: GAD65 Antisense-cRNA, POA. D: GAD65 

Antisense-cRNA, MBH 

A B

C D
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Abb. 6:  Vergleichende Hybridisierung für Sense- und Antisense- cRNA-35S-UTP 

Proben für GAD67 am Beispiel des Nukleus suprachiasmaticus (SCN) und 

des Hippocampus (HIP). A: GAD67 Sense-cRNA, SCN. B: GAD67 Sense-

cRNA, HIP. C: GAD67 Antisense-cRNA, SCN. D: GAD67 Antisense-cRNA, 

HIP 

 

 

Um das Vorhandensein einer möglichen Artefakte-Bildung während der 

Hybridisierung zu testen, wurden für jede Gehirnregion vier aufeinanderfolgende 

Gebewebeschnitte aus einem Tier mit 35S-UTP-cRNA für GAD65 bzw. für GAD67 

hybridisiert, wobei sich an jedem Objektträger zwei Gewebeschnitte befanden. 

Wegen der Symmetrie der Gewebeschnitte waren jeweils zwei Regionen zu 

untersuchen, also insgesamt vier Regionen pro Objektträger. Die einzelnen 

densitometrischen Messungen der markierten Regionen innerhalb eines 

Objektträgers zeigten für die beiden Gene einen sehr niedrigen Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM). Der Mittelwert (AVG) der gesamten Messungen einer Region 

wies daher ebenfalls eine niedrige SEM auf. Die Ergebnisse der durchgeführten 

Messungen sind in den Tabellen I und II zusammengefasst.  

 

A

DC

B
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Region 

 

Mittelwert 

per Region  

 

SEM 

per 

Region 

Anzahl der 

Messungen 

per OT 

Zusammenfassung 

der Messungen 

POA: OT1 125,831 4,41 4   

POA: OT2 125,784 0,193 4 AVG 128,22 

POA: OT3 128,941 2,713 4 SEM 1,80 

POA: OT4 132,339 9,566 4  

  

SCN: OT1 137,094 1,767 4  

SCN: OT2 135,483 5,114 4 AVG 143,96 

SCN: OT3 149,499 2,975 4 SEM 5,23 

SCN: OT4 153,778 4,241 4   

     

MBH: OT1 122,812 1,842 4  

MBH: OT2 112,478 4,232 4 AVG 115,93 

MBH: OT3 114,29 5,201 4 SEM 2,69 

MBH: OT4 114,16 1,69 4   

     

HIP: OT1 123,559 6,285 4  

HIP: OT2 121,308 6,823 4 AVG 120,42 

HIP: OT3 118,867 8,324 4 SEM 1,46 

HIP: OT4 117,965 7,17 4   

 

 

Tabelle I:  Darstellungen der Messungen für die Ermittlung der Präzision der 

Hybridisierung für GAD65. OT: Objektträger. AVG: Der Mittelwert der 

gesamten Messungen einer Region bei allen vier Objektträgern. SEM: 

Standardfehler des Mittelwertes. Da sich an jedem Objektträger zwei 

Gewebeschnitte befanden und eine Symmetrie der Gewebeschnitte 

vorhanden ist, ergaben sich pro Objektträger vier Messungen. 
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Region 

 

Mittelwert 

per Region 

 

SEM 

per 

Region 

Anzahl der 

Messungen 

per OT 

Zusammenfassung 

der Messungen 

POA: OT1 102,36 11,02 4   

POA: OT2 97,837 7,269 4 AVG 100,47 

POA: OT3 92,435 6,464 4 SEM 4,12 

POA: OT4 109,28 0,863 4   

     

SCN: OT1 128,56 0,172 4   

SCN:OT 2 125,28 5,477 4 AVG 122,08 

SCN: OT3 116,35 4,563 4 SEM 3,34 

SCN: OT4 118,15 4,341 4   

     

MBH: OT1 90,771 6,029 4   

MBH: OT2 100,57 6,241 4 AVG 100,78 

MBH: OT3 116,05 4,543 4 SEM 6,31 

MBH: OT4 95,735 5,023 4   

     

Hip: OT1 115,04 7,609 4   

Hip: OT2 110,74 9,433 4 AVG 112,80 

Hip: OT3 113,16 9,993 4 SEM 1,04 

Hip: OT4 112,26 5,564 4   

 

 

Tabelle II:  Darstellungen der Messungen für die Ermittlung der Präzision der 

Hybridisierung für GAD67. OT: Objektträger. AVG: Der Mittelwert der 

gesamten Messungen einer Region bei allen vier Objektträgern. SEM: 

Standardfehler des Mittelwertes. Da sich an jedem Objektträger zwei 

Gewebeschnitte befanden und eine Symmetrie der Gewebeschnitte 

vorhanden ist, ergaben sich pro Objektträger vier Messungen. 
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4.2  Effekte von Testosteron im Vergleich zu Estradiol und Gonadektomie 

auf die GABA-Expression innerhalb des GnRH-Netzwerks  

 

 

Nach der Etablierung der in situ Hybridisierung für GAD65 und GAD67 ist es 

sinnvoll, eine genauere, regionspezifische Quantifizierung der Regulation durch 

Steroide in hypothalamischen und extra-hypothalamischen Regionen durchzuführen, 

die zum GnRH-Netzwerk gehören. 

Für diese Untersuchungen wurde das männliche Rattenmodell gewählt. Bei diesem 

Modell kann der endokrine Zustand der Tiere gleich gehalten und der Einfluss des 

Östrus-Zyklus ausgeschlossen werden. Dies ist ein Vorteil gegenüber dem 

weiblichen Rattenmodell. 

Intakte sowie gonadektomierte und gonadektomierte mit Estradiol (3,5 µg/Tier)- 

oder Testosteron (3,5 mg/Tier) behandelte Ratten wurden miteinander verglichen. 

Die Synthese von GABA wurde anhand der Expression von GAD65 und GAD67 

durch die in situ Hybridisierung in der POA, im SCN, im MBH und im Gyrus 

dentatus (DG) des Hippocampus untersucht. ermittelt.  

 

 

 4.2.1  Bestimmung der Serumkonzentration von LH, Prolaktin und 

Testosteron in den Kontroll- und behandelten Ratten 

 

Vor den molekularen Untersuchungen zur Expression von GAD65 und GAD67 wurde 

im Serum der Ratten die Konzentration von LH, Prolaktin und Testosteron gemessen 

(Abb. 7 +8). 

Im Vergleich zu den intakten Kontrolltieren zeigte der LH-Spiegel eine deutliche 

Erhöhung durch die Gonadektomie (21 ng/ml ± 0,7). Die Zugabe von Estradiol 

dämpfte zwar die durch die Gonadektomie erzeugte Erhöhung, die LH-

Konzentration blieb jedoch signifikant hoch (12,65 ng/ml ± 0,86). Bei den mit 

Testosteron behandelten, gonadektomierten Ratten wurde der LH-Spiegel auf das 

Kontroll-Niveau gebracht. Es wurde einen Wert von 0,26 ng/ml gemessen.  

Die Serumkonzentration von Prolaktin (Abb. 8) zeigte bei der mit Estradiol 

behandelten Gruppe einen signifikanten Anstieg (42,19 ng/ml ± 6,82). Eine 



4.  Ergebnisse 

 

64 

erhebliche Zunahme wurde bei der mit Testosteron behandelten Gruppe (75.6 ng/ml 

± 15,6) gemessen. Der Prolaktinspiegel blieb bei den Gonadektomierten Tieren (24.9 

ng/ml ± 2,6) auf dem Niveau der Kontrollgruppe.  

Der Konzentrationsmittelwert von Testosteron (Abb. 8) im Serum der 

gonadektomierten Gruppe fiel sehr niedrig aus: 0,77 ng/ml. Die Applikation von 

Estradiol zu den gonadektomierten Raten erniedrigt zwar den Testosteronspiegel 

(0,59 ng/ml), jedoch blieb dieser Wert im Vergleich zu der gonadektomierten Gruppe 

insignifikant. 

Wie erwartet war der Konzentrationsmittelwert der mit Testosteron behandelten 

Ratten erheblich höher und lag bei 124,63 ng/ml. 
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Abb. 7:  Serumkonzentrationen von LH in behandelten sowie unbehandelten Tieren, 

pro Gruppe n=6. DGX: Gonadektomierte Ratten GDX+E2 und GDX+T 

Gonadektomierte Ratten, behandelt mit 3,5 ug/ml Estradiol bzw. mit 3,5 

mg/ml Testosteron. 
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Abb. 8:  Serumkonzentrationen von Prolaktin und Testosteron behandelten sowie 

unbehandelten Tieren, pro Gruppe n=6. GDX: Gonadektomierte Ratten 

GDX+E2 und GDX+T Gonadektomierte Ratten, behandelt mit 3,5 ug/ml 

Estradiol bzw. mit 3,5 mg/ml Testosteron. 
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4.2.2  Die Expression von GAD65 und GAD67 in der POA, im SCN, im MBH 

und im Hippocampus unter Einfluss von Gonadektomie sowie 

Testosteron- und Estradiol-Substitution 

 

 

In der präoptischen Region wurde ein signifikanter Anstieg der Expression von 

GAD65 und GAD67 in den mit Estradiol behandelten Gruppen beobachtet. Dabei 

stiegen die mRNA-Signale für GAD65 um nahezu 40% (138,99 ± 12,11). Für GAD67 

wurde ein ähnlicher Anstieg gemessen (143,24 ± 7,9). Im Gegensatz dazu wurde bei 

den mit Testosteron behandelten Tieren eine niedrigere Expression (71,43 ± 10,6) 

von GAD67 festgestellt (Abb. 9). 

 

Im Nukleus suprachiasmaticus (SCN) bewirkte die Zugabe von Testosteron bei den 

gonadektomierten Tieren eine signifikante Absenkung der GAD67-mRNA-

Konzentration um 15% (74,61 ± 6,86). Die GAD65-Werte blieben auf dem 

Kontrollniveau (Abb. 10). 
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Abb. 9: Genexpresion von GAD65 und GAD67 in der präoptischen Region (POA) der Ratte 

unter dem Einfluss von Gonadektomie, Testosteron und Estradiol, pro Gruppe n=6. 

In dieser und allen folgenden Abbildungen sind die Mittelwerte der 

densitometrischen Werte der Kontrolltiere (intakt) gleich 100% ± SEM gesetzt.  

*: p< 0,05 vs. intakte Kontrolltiere. Die folgenden Abkürzungen gelten auch für die 

übrigen Abbildungen des Kapitels: Intakt: Unbehandelte Tiere, die als Kontrolle 

dienen. GDX: Gonadektomierte Ratten 

GDX + E2: Gonadektomierte, mit 3,5 µg/ml Estradiol behandelte Tiere 

GDX + T: Gonadektomierte, mit 3,5 mg/ml Testosteron behandelte Tiere 
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Abb. 10:  Genexpression von GAD65 und GAD67 im Nukleus suprachiasmaticus (SCN) 

der Ratte unter dem Einfluss von Gonadektomie, Testosteron und Estradiol, 

pro Gruppe n=6. *: p< 0,05 vs. intakte Kontrolltiere.  

 

Eine signifikante Änderung wurde in dem mediobasalen Hypothalamus (MBH) 

durch die Gonadektomie mit einer Testosteronbehandlung beobachtet. Die 

Expression von GAD65 sank bei dieser behandelten Gruppe um 21 % (78,67 ± 6,71). 
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Abb. 11:  Genexpression von GAD65 und GAD67 im mediobasalen Hypothalamus 

(MBH) der Ratte unter dem Einfluss von Gonadektomie, Testosteron und 

Estradiol, pro Gruppe n=6. *: p< 0,05 vs. intakte Kontrolltiere.  

 

Wie bereits bei der MBH wurde eine signifikante Abnahme der Genexpression von 

GAD65 im Gyrus dentatus des Hippocampus (Hip-DG) bei den gonadoktomierten 
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und mit testosteronbehandelten Tieren beobachtet. Dabei fiel das Niveau der mRNA-

Konzentration in dieser Gruppe um 16% (83,45 ± 3,27). 
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Abb. 12:  Genexpression von GAD65 und GAD67 im Gyrus dentatus des Hippocampus 

(HIP-DG) der Ratte unter dem Einfluss von Gonadektomie, Testosteron und 

Estradiol, pro Gruppe n=6. *: p< 0,05 vs. intakte Kontrolltiere.  
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Die Gonadektomie, die Estradiol- sowie die Testosterongabe zeigten auf die 

Expression der beiden GAD-Isoformen in der POA, im SCN, im MBH und im Gyrus 

dentatus des Hippocampus unterschiedliche Wirkungen.  

Die Ergebnisse der untersuchten Regionen innerhalb des GnRH-Netzwerks sind in 

Tabelle III zusammengefasst. 

 

 

Regulation der beiden untersuchten Gene  

im Vergleich zu den Kontrolltiere 

GAD65 GAD67 

POA SCN MBH HIP-DG POA SCN MBH HIP-DG 
 

        GDX 

+    +    GDX+E2 

  - - - -   GDX+T 

 

 

Tab. III:  Zusammenfassung der untersuchten Regionen für GAD65 und GAD67 unter 

dem Einfluss von Gonadektomie, Estradiol und Testosteron.  

: Keine signifikante Änderungen 

+ : Signifikante Erhöhung der mRNA-Menge 

- : Signifikante Abnahme der mRNA-Menge 
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4.3 Entwicklung eines Tiermodells zur Untersuchung der physiologischen 

und molekularbiologischen Alterungsprozesse der weiblichen Ratte 

 

In jungen weiblichen Ratten bewirkt der am Proöstrus-Tag hervorgerufenen Anstieg 

des Estradiol-Spiegels eine plötzliche Erhöhung der LH-Konzentration im Blut. 

Diese positive Rückkopplung von Estradiol wird von einem weiteren Anstieg von 

Progesteron unterstützt und ist eine Vorrausetzung für die Ovulation. Das 

hypothalamische GnRH-Netzwerk reguliert diesen estradiolinduzierten LH-Peak. 

Beim Eintritt in die Transitionsphase, von der regulären in den irregulären Zyklus-

Verlauf, verliert Estradiol seine Fähigkeit, einen LH-Peak auszulösen. In der 

persistent-östrischen Phase kann ein Estradiol-Anstieg keine LH-

Konzentrationszunahme im Blut bewirken. Im Gegensatz dazu verursacht eine 

Progesteron-Erhöhung einen LH-Peak (Everett und Tyrey et al., 1982). Diese und 

weitere Veränderungen während der Transitionsphase wurden sowohl bei der Ratte 

als auch beim Menschen beobachtet (s. 1.3.1, S. 8). 

Um die physiologischen und molekularbiologischen Veränderungen während dieser 

Phase zu studieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Rattenmodell entwickelt.  

Dabei wurden 3 Monate alte, proöstrische Ratten (Y) und 12 Monate alte, persistent-

östrische Ratten (MA) benutzt. Den MA-Ratten wurde jeden vierten Tag um 12 Uhr 

über einen Zeitraum von 12 Tagen Progesteron (0,5 mg / 100 g BW) injiziert. Die 

MA-Ratten wurden am Tag 12 der Behandlung um 10 Uhr, 13 Uhr sowie um 17 Uhr 

und die Y-Ratten um 13 Uhr und 17 Uhr getötet. 

 

 

4.3.1 Bestimmung der Serumkonzentration von LH, FSH, Prolaktin und 

Estradiol im benutzten Tiermodell 

 
Die nach der Dekapitation gesammelten Blutproben dienten zur Messung der 

Serumkonzentration von LH. Anhand der gemessenen LH-Konzentrationen (Abb. 

13) wurden Subgruppen der Tier gebildet. Eine LH-Konzentration von 5 ng/ml 

wurde als Grenzwert für eine positive Reaktion der Tiere auf Progesteron 

(responding animals) eingesetzt. Die Tiere, die weniger als 5 ng/ml LH-

Konzentration im Serum aufwiesen, wurden als „non-responding animals“ definiert. 
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Als Vergleich wurde eine weitere Gruppe gebildet, die alle mit Progesteron 

injizierten Tiere, unabhängig von der Reaktion der LH-Sekretion umfasst. In dieser 

Gruppe waren also sowohl die non- als auch responding animals vertreten. Die um 

10 Uhr getöteten, unbehandelten MA-Tiere dienten hier als Kontrollgruppe. 

Die gesamte Anzahl der mit Progesteron behandelten Tiere, die um 17 Uhr getötet 

wurden, lag bei 36. Davon wurden 16 Tiere als responding und 20 Tieren als non-

responding definiert. In persistent östrischen, mittelalten Ratten konnte somit durch 

die Progesteron-Applikation 44 % der Tiere der Östrus-Zyklus anhand der 

gemessenen LH-Werte wieder hergestellt werden.  

 

Bei den um 13 Uhr behandelten bzw. unbehandelten MA-Gruppen blieb der LH-

Spiegel auf dem niedrigsten Niveau. Ähnliche LH-Konzentrationen wurden bei der 

um 17 Uhr unbehandelten MA-Gruppe beobachtet. Die Zugabe von Progesteron 

bewirkte einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die 

zusammengefasste Gruppe aller Progesteron injizierten Tiere, die MA17 LH ≥ 0 

Gruppe, zeigte eine signifikante Erhöhung der LH-Konzentration im Blut auf 7,10 

ng/ml. Die non-responding Tiere (LH ≤ 5 ng/ml) zeigten einen niedrigen LH-

Spiegel: 0,5 ng/ml, der auf der Ebene der Kontrollgruppe blieb. Bei den responding 

Tieren (LH ≥ 5 ng/ml) wurde eine Konzentration von 15,32 ng/ml (15,32 ± 2,32) 

gemessen. Die jungen Tiere, die gegen 13 Uhr getötet wurden (Y13), zeigten einen 

auf dem Niveau der Kotrollgruppe verbliebenen Stand. Dagegen stieg der LH-

Spiegel der Y17-Gruppe auf eine Konzentration von 22,84 ng/ml (22,84 ± 7,70) an. 

Anhand der gemessenen LH-Konzentration konnte eine Analogie zwischen den 

Gruppen festgestellt werden: Die mit Progesteron behandelte MA 13 Uhr-Gruppe 

wies eine Analogie zu der Y13-Gruppe auf. Die responding Tiere zeigten ebenfalls 

eine Analogie im Verhältnis zu der Y17-Gruppe. Diese Gruppenanalogie wird für die 

übrigen Messungen der untersuchten Hormone und mRNA-Konzentrationen als 

Maßstab der Gruppenvergleiche berücksichtigt. 
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Abb. 13: LH-Serum-Konzentrationen in den verschiedenen Subgruppen des benutzten 

Tiermodells. Die folgenden Abkürzungen gelten auch für die übrigen Abbildungen des 

Kapitels. *: p< 0,05 vs. intakte Kontrolltiere 

 MA: 12 Monate alte, mittelalte, persistent östrische Ratten.  
Y: 3 Monate alte, junge, proöstrische Ratten 

 Con 10:00:      Gegen 10 Uhr getötete MA Tiere.  
MA 13:00 -P: Gegen 13 Uhr getötete MA Tiere, ohne Progesteron-Behandlung 
MA 13:00 +P: Gegen 13 Uhr getötete MA Tiere, mit Pogesteron-Behandlung 

 MA 17:00 –P: Gegen 17 Uhr getötete MA Tiere, ohne Progesteron-Behandlung 
MA 17 +P: gegen 17 Uhr getöteten MA Tiere, mit Progesteron Behandlung. 
MA 17 +P/LH ≤ 5:        Gegen 17 Uhr getötete non-responding MA  
MA 17 +p/LH ≥ 5: Um 17 Uhr getötete responding MA  
Y13:00:  Um 13 Uhr getötete Y Tiere. 
Y17:00: Um 17 Uhr getötete Y Tiere 
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Die FSH- und Prolaktin-Konzentrationen im Serum der Tiere dieses Modells zeigten 

ähnliche Ergebnisse, welche die der LH-Ergebnisse ergänzten (Abb. 14 und 15).  
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Abb. 14:  Serum-Konzentration von FSH des benutzten Tiermodells. *: p< 0,05 vs. 

intakte Kontrolltiere 

 

 

Sowohl die FSH- als auch die Prolaktin-Konzenration der unbehandelten Tieren 

blieb auf dem Niveau der Kontrollgruppe und analog zu der Y13-Gruppe. Bei den 

non-responding Tieren wurde eine leichte Erhöhung der FSH- und Prolaktin-

Konzenration beobachtet, die jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe insignifikant 

war. Bei den responding-Tieren wurde ein signifikanter Anstieg der FSH-Sekretion 

gemessen (5,78 ng/ml), welcher mit dem der Y17-Gruppe analog war (7,79 ng/ml). 

Der Prolaktinspiegel bei den responding-Tieren stieg auf 56,82 ng/ml, während sich 

derjenige der Y17-Gruppe erheblich erhöhte (129,31 ng/ml).  
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Abb. 15:  Serum-Konzentration von Prolaktin des benutzten Tiermodells. *: p< 0,05 

vs. intakte Kontrolltiere 

 

 

 

Das hier vorgestellte Tiermodell hat sich wegen der LH-, FSH-, und Prolaktin-

Konzentrationen im Serum und aufgrund der zufriedenstellenden Ausbeute zur 

Wiederherstellung des Östrus-Zyklus (44%) als geeignet erwiesen, die 

physiologischen und molekularbiologischen Prozesse des Alterns zu studieren. 
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4.5  Molekularbiologische Untersuchungen zu Alterungsprozessen auf der 

Ebene der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse  

 

Für die weiteren Untersuchungen altersabhängigen Prozesse in dem hier 

vorgestellten Tiermodell auf der Ebene der Molekularbiologie sollte eine Methode 

eingesetzt werden, die für diesen Zweck bestgeeignet ist. Dadurch sollte die 

Genexpression verschiedener Rezeptoren und Peptide/Proteine, die für die 

Alterungsprozesse relevant sind, untersucht werden. Zu den Rezeptoren gehören: Die 

Estrogen-Rezeptoren α und β  (ER α  und ER β) sowie der GnRH-Rezeptor (GnRH-

R). Zu den untersuchten Peptiden/Proteinen zählen die beiden Isoformen des GABA-

synthetisierenden Enzyms Glutamat Decarboxylase (GAD65 und GAD67), das GnRH, 

LH-β und FSH-β. 

 

Trotz ihrer Spezifität und ihrer genauen Quantifizierung der zellulären Lokalisation 

der Genexpression beibt die in situ Hybridisierung eine sehr aufwendige Methode, 

bei der nur eine begrenzte Anzahl von Proben untersucht kann. Bei dem hier 

vorgestellten Tiermodell, mit einer derart hohen Anzahl von Tieren, erscheint die in 

situ Hybridisierung als nicht geeignet, um eine aussagekräftige Statistik zu 

Veränderungen in individuellen Tieren zu erhalten. Als alternative Methoden haben 

sich die Real-Time Taqman® Polymerase-Kettenreaktion (Taqman®-PCR) und die 

reverse Transkription mit anschließender, kompetitiver Polymerase-Kettenreaktion 

(RT-PCR) erwiesen. 

 

 

4.5.1  Etablierung und Durchführung der kompetitiven RT-PCR 

 

Der Vorteil der PCR als Untersuchungsmethode besteht darin, dass bereits kleine 

Mengen an RNA durch die reverse Transkription und die anschließende Polymerase-

Kettenreaktion amplifiziert und nachgewiesen werden können. Durch die 

Amplifikation eines Standards können Artefakt-Probleme bei der Quantifizierung der 

PCR-Produkte vermieden werden. Die Methode der kompetitiven RT-PCR basiert 

auf der Zugabe von einer exogenen Sequenz, die zu jeder Probe in einer cRNA-Form 

zugegeben wird. Diese hergestellte Sequenz ist eine verkürzte cDNA des 
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gewünschten PCR-Produkts und besitzt dessen Primer-Sequenz.  

Durch die vorherige Bestimmung der Konzentration des eingesetzten Standards ist 

die Messung der absoluten Menge der nativen Sequenz ebenso wie die Messung der 

relativen Veränderungen in Versuchsgruppen möglich. Mit einer Titrationskurve 

kann man diejenige Menge der „mutanten“ cRNA bestimmen, die in der RT-PCR 

eingesetzt werden muss, um ein äquivalentes Signal aus einer definierten Menge 

totaler RNA aus einer biologischen Probe zu erhalten. 

Die kompetitive RT-PCR wurde auch für ER β, GnRH-R, LH β und FSH β 

durchgeführt und in Abbildung 16 zusammengefasst.  

 

 

 

 
 

 
Abb. 16: Zusammenfassung der etablierten kompetitiven RT-PCR von 1: ER α, 2: ER β, 3 

und 4: GnRH-R sowie 5: FSH β. M: 100 pb DNA-Längenstandard (helle Bande:  

600 bp). 
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4.5.2 Etablierung der Real-Time Taqman® PCR für GAD65, GAD67 und 

GnRH  

 

Die Real-Time Taqman® PCR (Applied Biosystems GmbH, BRD) ermöglicht es, 

PCR-Produkte zu amplifizieren und gleichzeitig die amplifizierte Menge an DNA 

quantitativ nachzuweisen (Lee et al., 1993). Bei diesem System hybridisiert jedoch 

während der PCR eine fluorogene Sonde mit den Primern zusammen am 

Matrizenstrang. In der Extensionsphase der PCR-Reaktion „verdrängt“ die AmpliTaq 

DNA Polymerase® die Sonde und lässt dadurch eine Y-förmige Sekundärstruktur 

entstehen, wodurch die 5´-3´-Exonuklease-Aktivität der AmpliTaq DNA 

Polymerase® induziert wird. Die Sonde wird somit abgetrennt und hydrolysiert. 

Freie, nicht-hybridisierte Sonden werden hingegen nicht hydrolysiert. Die Hydrolyse 

der Sonde führt zur Abspaltung eines an diese Sonde gekoppelten fluoreszierenden 

Farbstoffs, der durch einen Sequenz-Detektor gemessen werden kann.  

Entsprechend der Akkumulation des PCR-Produkts steigt die Fluoreszenz also mit 

jedem PCR-Zyklus an. Auf diese Weise ist es möglich, an der Stärke des 

spezifischen Fluoreszenzsignals die Akkumulation der PCR-Produkte abzulesen.  

Diese Methode der PCR-Durchführung erfordert also keine post-PCR Auswertung 

per Gel-Elektrophorese und es sind auch keine Mutanten (kompetitive RT-PCR) oder 

House-Keeping-Genes (Semiquantitative RT-PCR) notwendig, um eine 

Vergleichsgröße zu erhalten und damit die Ergebnisse zu standardisieren. 

Als Referenz werden bei der Taqman® PCR bekannte Mengen von Ziel-cDNA, die 

zuvor aus einer cRNA revers transkribiert wurden, als Standardkurve amplifiziert. 

Die sogenannten CT-Werte werden in Abhängigkeit von der Standard-cDNA-Menge 

anhand des Auswertungsprogramms aufgetragen und dienen als Bezug für die 

Messwerte der Proben. 
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4.6  Die Expressionsveränderungen der untersuchten Gene auf der Ebene der 

hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse 

 

Aus technischen Gründen konnte nicht immer die gleiche RNA Mengen aus den 

Tieren gewonnen werden. Daher konnte sich eine Abweichung der Zahl der Tiere 

innerhalb bestimmter Gruppen (n= x) in einigen Versuchsreihen ergeben.  

 

 

4.6.1  Die präoptische Region des vorderen Hypothalamus (POA) 

 

In der hypothalamischen Region POA (Perikarya der GnRH-Neurone) wurden die 

folgenden Gene, die für das GnRH-Netzwerk relevant sind und so eine wichtige 

Rolle bei den Alterungsprozessen spielen, untersucht: GAD65 und GAD67, GnRH 

und dessen Rezeptor (GnRH–R), ER α  sowie ER β. 

 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde bei der Messung der Konzentration von 

GAD65 – und GAD67 –mRNA keine signifikanten Veränderungen in der POA des 

Rattenmodells beobachtet. Ebenso wurden im Vergleich zu den jungen Tieren (Y13-

Gruppe und Y17-Gruppe) keine Änderungen in deren analogen Gruppen (MA 13:00 

+P und MA 17:00 +P) detektiert.  
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Abb. 17: Genexpression von GAD65 der POA des Rattenmodells. In dieser und allen 
folgenden Abbildungen sind die Mittelwerte der densitometrischen Werte 
der Kontrollgruppe gleich 100 % ± SEM gesetzt. Die hier und in den übrigen 
Abbildungen des Kapitels verwandten Abkürzungen entsprechen denen in 
Abbildung 13. 
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Abb. 18:  Genexpression von GAD67 in der POA des Rattenmodells. 
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Die Expression von GnRH und dessen Rezeptor, der GnRH-R, in der POA blieben 

auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Die Vergleiche mit den jungen Tieren behielten 

insignifikante Veränderungen bei (Abb. 19 und Abb. 20). 
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Abb. 19: Die Expression des GnRH in der POA des Rattenmodells.  
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Abb. 20: Die Expression des GnRH-R in der POA des Rattenmodells.  
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In der POA des untersuchten Tiermodells wurden keine Veränderungen der 

Expression von ER α  beobachtet (Abb. 21). 

 

POA
ER α

Con
 10

:00
 n=

17  

MA13
:00

 -P
/LH

- n
=2

2

MA13
:00

 +P
/LH

- n
=1

8  

MA17
:00

 -P
/LH

- n
=1

9

MA17
 +P

   n
=3

4

MA17
 +P

/LH
≤ 5

 n=
18

MA17
 +P

/LH
 ≥ 

5 n
=1

5  

Y 13
:00

  n
=1

5

Y 17
:00

 n=
17

0

50

100

150
ER

α
-T

ra
ns

kr
ip

t i
n 

%

 
 

Abb. 21: Die Expression des ER α  in der POA des Rattenmodells.  

Im Gegensatz zu ER α -mRNA zeigte die ER β -mRNA (Abb. 22)eine signifikante 

Absenkung um 34% in den responding Tieren (66 ± 13) sowie um 34% in deren 

analoger Gruppe der jungen Tiere der 17 Uhr-Gruppe (66 ± 13,7).  
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Abb. 22: Die Expression des ER β in der POA des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere.  
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Die Ergebnisse der untersuchten Gene in der POA sind in der Tabelle IV 

zusammengefasst. 

 

 

 

Regulation der untersuchten Gene in der POA 

im Vergleich zu den Kontrolltieren 

 GAD65 GAD67 GnRH GnRH-R ER α  ER β 

MA 10:00 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

 

MA 13:00 –P       
MA 13:00 +P       

 

MA 17:00 –P       
MA17 +P/LH ≥ 0       
MA17 +P/LH ≤ 5       

MA17 +P/LH ≥ 5      - 34% 

 

Y 13:00       

Y 17:00      - 34% 

 

 

Tab. IV: Zusammenfassung der untersuchten Gene in der POA des Rattenmodells. 

: Keine signifikante Änderung.  

+ : Signifikante Erhöhung der mRNA-Menge 

- : Signifikante Abnahme der mRNA-Menge 
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4.6.2  Der mediobasale Hypothalamus 

 

Folgende, für die Alterungsprozesse relevante Gene wurden im mediobasalen 

Hypothalamus (MBH), in dem sich die Axone der GnRH-Neurone befinden, auf 

Veränderungen im Tiermodell untersucht: GAD65 und GAD67, GnRH-Rezeptor 

(GnRH-R), ER α  sowie ER β.  

Die mRNA-Transkripte von GAD65 und GAD67 sanken gleicherweise bei der 

Y17:00-Gruppe um ungefähr 15% ab (Abb. 23 und Abb. 24).  
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Abb. 23: Die Expression des GAD65 im MBH des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere. 
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Abb. 24: Die Expression des GAD67 im MBH des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere.  

 

Bei der Messung von GnRH-R-mRNA-Konzentrationen im MBH wurde bei der 

Y13-Gruppe eine Absenkung von 30% (70 ± 10.70) festgestellt. Diese Abweichung 

gegenüber der dazu analogen Gruppe MA13:00 +P zeichnete sich durch eine 

Erhöhung der MA13:00 +P um 70% aus. 

 

Eine signifikante Absenkung der ER α -mRNA-Werte wurde im MBH nur in den 

beiden jungen Tieren beobachtet (Abb. 26). Die restlichen Gruppen blieben auf dem 

Kontrollniveau. Die Abnahme der Werte war bei der Y17-Gruppe (58% ± 8) 

deutlicher als bei der Y13-Gruppe (77% ± 10). Der Unterschied zwischen der Y17-

Gruppe und den analogen mittelalten Gruppen war eindeutig und signifikant.  
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Abb. 25: Die Expression des GnRH-R im MBH des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere. : p< 0,05 vs. dazugehörige analoge Gruppe. 
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Abb. 26: Die Expression des ER α  im MBH des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere. : p< 0,05 vs. dazu gehörige analoge Gruppe. 

 

 

Die ER β-Expression zeigte eine Veränderung nur bei der Y17-Gruppe (Abb. 27). 

Dabei sank die Expression um 25.5% (74,5 ± 8,5) ab. Diese Absenkung machte 

einen Unterschied zu der analogen responding-Gruppe kenntlich.  
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Abb. 27: Die Expression des ER β im MBH des Rattenmodells.  

*: p> 0,05 vs. Kontrolltiere. : p> 0,05 vs. dazu gehörige analoge Gruppe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.  Ergebnisse 

 

90 

Die Werte der untersuchten Gene im MBH sind in Tabelle V dargestellt. 

 

 

Regulation der untersuchten Gene im MBH 

im Vergleich zu den Kontrolltieren 

  GAD65  GAD67 GnRH-R ER α   ER β  

MA 10:00 100% 100% 100% 100% 100% 

 

MA 13:00 –P      
MA 13:00 +P   +    
 

MA 17:00 –P      
MA17 +P/LH ≥ 0      

MA17 +P/LH ≤ 5      
MA17 +P/LH ≥ 5    +  +  
 

Y 13:00   - 30 % - 23 %  

Y 17:00 - 15 % - 15 %  - 42 % -25,5% 

 

Tab. V: Zusammenfassung der untersuchten Gene im MBH des Rattenmodells 

: Keine signifikante Änderung.  

-  bzw. + : Ab- bzw. Anstieg vs. dazugehörige analogen Gruppe. 

+ : Signifikante Erhöhung der mRNA-Menge 

- : Signifikante Abnahme der mRNA-Menge 

 

 

4.6.3  Die Hypophyse 

 

Die Expression der folgenden Gene wurde in der Hypophyse untersucht: Der GnRH-

Rezeptor (GnRH–R), ER α  sowie ER β und die β Untereinheiten von LH und FSH 

(LH-β und FSH-β). 

 

Im Zusammenhang mit der GnRH-R-Genexpression bei den non-responding Tieren 

wurde eine Absenkung (63% ± 13,7) in der Hypophyse festgestellt. Die gesamte 
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behandelte Tiergruppe zeigte mit der Abnahme von 32% (68 ± 11,7) ein ähnliches 

Expressionsmuster. Die restlichen, gemessenen Veränderungen in den anderen 

Gruppen waren insignifikant (Abb. 28). Gegenüber der analogen Y17:00-Gruppe 

wurde ebenfalls eine Absenkung bei den behandelten Tiergruppen erkennbar.  
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Abb. 28: Die Expression des GnRH-R in der Hypophyse des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere. : p< 0,05 vs. dazugehörige analoge Gruppe. 

 

In der MA13:00 +P-Gruppe und deren analoger Gruppe, der Y13-Gruppe, wurde 

eine Expressionserhöhung von ER α  gemessen (Abb. 29). Dieser Expressionsanstieg 

wurde bei den mittelalten Tieren auf 155% (155 ± 25) gemessen. Eine erhebliche 

Zunahme wurde bei der Y13-Gruppe (253% ±48) gemessen. Die restlichen Gruppen 

blieben auf dem Niveau der Kontrollgruppe.  
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Abb. 29: Die Expression des ER α  in der Hypophyse des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere.  

 

 

Im Gegensatz zu ER α  zeigten die ER β-mRNA-Konzentrationsrate eine Absenkung 

in der Hypophyse (Abb. 30). Die mRNA-Konzentration sanken in der responding 

Tiergruppe (56% ± 17,3) und deren analogen Y17-Gruppe (56,6% ± 16). Bei den 

Transkript-Werten von ER β in den restlichen Gruppen wurde keine signifikante 

Veränderung gemessen. 
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Abb. 30: Die Expression des ER β  in der Hypophyse des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere.  

 

 

Signifikante Erhöhungen der Transkripte der β-Untereinheit von FSH wurden in der 

Hypophyse beobachtet (Abb. 31). Die mRNA-Werte von FSH-β nahmen bei der 

responding Tiergruppe (296% ± 53) sowie deren analogen Y17-Gruppen (293% ± 

45) zu. Die gesamten, behandelten Tiere zeigten auch eine Erhöhung der FSH-β 

mRNA-Konzentration (238% ± 42). Auch bei der non-responding Tiergruppe stieg 

das mRNA-Niveau (191,5% ± 30). Desweiteren dazu wurde eine leichtere Erhöhung 

(146% ± 20,8) bei der jungen Y13-Gruppe beobachtet. Eine Zunahme der 

Transkripte bei der MA13:00 +P (analog zu Y13) blieb jedoch insignifikant.  

 

Aus technischen Gründen konnte leider die Methode der kompetitiven RT-PCR zur 

Messung der Genexpression von LH β nicht etabliert wurden. Zahlreiche Versuche 

wurden unternommen, um diese Methode für LH β zu optimieren, die jedoch nicht 

erfolgreich waren.  
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Abb. 31: Die Expression des FSH-β  in der Hypophyse des Rattenmodells.  

*: p< 0,05 vs. Kontrolltiere.  
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Die Ergebnisse der untersuchten Gene in der Hypophyse des Rattenmodells sind in der 

Tabelle VI aufgelistet.  

 

 

Regulation der untersuchten Gene in der Hypophyse  

im Vergleich zu den Kontrolltieren 

 GnRH-R ER α  ER β  FSH-β LH-β  

MA 10:00 100% 100% 100% 100% 100% 
   

MA 13:00 –P      

MA 13:00 +P  + 155%    
   

MA 17:00 –P      

MA17 +P/LH ≥ 0    + 238%  

MA17 +P/LH ≤ 5    + 191,5%  

MA17 +P/LH ≥ 5 -  + 253% - 56 % + 296%  
   

Y 13:00      

Y 17:00   - 46,6 % + 293%  

 

 

Tab. VI:  Zusammenfassung der untersuchten Gene in der Hypophyse des 

Rattenmodells 

 : Keine signifikante Änderung.  

-  bzw. + : Ab- bzw. Anstieg vs. dazugehörige analogen Gruppe. 

+ : Signifikante Erhöhung der mRNA-Menge 

- : Signifikante Abnahme der mRNA-Menge 
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4.6.4 Das Ovar 

 

Im Ovar wurden die folgenden Gene, die für die Alterungsprozesse relevant sind, auf 

Veränderungen im Rattenmodell untersucht: GnRH, GnRH-R, ER α  und ER β. 

 

Die Expression von GnRH und dessen Rezeptor, GnRH-R, zeigte keine signifikante 

Veränderung in allen untersuchten Gruppen (Abb. 32 und Abb. 33).  
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Abb. 32: Die Expression des GnRH im Ovar des Rattenmodells. 

 

Die ER α -mRNA-Konzentrationen im Ovar blieben bei allen Tiergruppen des 

Modells auf dem Niveau der Kontrollgruppe (Abb. 34). 
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Abb. 33: Die Expression des GnRH-R im Ovar des Rattenmodells. 
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Abb. 34: Die Expression des ER α  im Ovar des Rattenmodells. 

 

Im Gegensatz zu den ER α  wurde bei den ER β Transkript-Werten eine Absenkung 

gemessen (Abb. 35). Die Expression von ER β sank bei den responding Tieren auf 

68,3% (68,3 ± 12) im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Die dazu analoge Y17-

Gruppe verzeichnete auch eine signifikante Absenkung der ER β -Expression (73,3% 

± 12,5). 
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Abb. 35: Die Expression des ER β im Ovar des Rattenmodells. 
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Die im Ovar untersuchten Gene sind in der Tabelle VII zusammengefasst. 

 

 

 

Regulation der untersuchten Gene im Ovar  

im Vergleich zu den Kontrolltieren 

 GnRH GnRH-R ER α  ER β  

MA 10:00 100% 100% 100% 100% 

 
MA 13:00 –P     
MA 13:00 +P     

 
MA 17:00 –P     
MA17 +P/LH ≥ 0     
MA17 +P/LH ≤ 5     
MA17 +P/LH ≥ 5    - 68,3% 

 
Y 13:00     
Y 17:00    - 73,3% 

 

Tab. VII:  Zusammenfassung der untersuchten Gene im Ovar des Rattenmodells.  

 : Keine signifikante Änderung.  

+ : Signifikante Erhöhung der mRNA-Menge 

- : Signifikante Abnahme der mRNA-Menge 
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5.  Diskussion 
 

Die charakteristische Pulsatilität der hypothalamischen GnRH-Neurone ist eine 

unabdingbare Vorrausetzung für die Funktion des hypothalamo-hypophysio-

gonadalen Regelkreises. Da die GnRH-Neurone zahlreiche hypothalamische und 

extrahypothalamische Afferenzen erhalten, wurde für dieses neuronale Netzwerk der 

Begriff „GnRH-Pulsgenerator“ geprägt. Frequenz und Amplitude der GnRH-

Freisetzung werden direkt bzw. indirekt durch viele Substanzen beeinflusst. Eines 

dieser Produkte ist der Neurotransmitter GABA, der - neben seiner Rolle als 

„Vermittler“ des Estrogen-Einflusses auf die GnRH-Neurone - auf die Regulation 

der GnRH-Sekretion inhibitorisch wirkt. Altersabhängige Veränderungen in der 

Regulation des GnRH-Netzwerks tragen zum reproduktiven Altern bei. 

Hypothalamische Aktivitätsveränderungen der GABA-ergen Neurone während des 

Alters könnten daher als ein wichtiger Teil einer Kaskade, die zum Erliegen des 

reproduktiven Zyklus führen, sein. Das Rattenmodell hat sich als geeignet erwiesen, 

Studien zur Untersuchung des GnRH-Netzwerks und der Alterungsprozesse des 

Reproduktionssystems durchzuführen: In dieser Spezies sind die in der POA 

gelegene Perikarya der GnRH-Neurone von der Terminalienebene im MBH  

räumlich weit getrennt (Pellegrino et al., 1979). Dadurch bietet sich die Möglichkeit, 

die beiden Regionen auf getrennten Ebenen zu untersuchen. Analoge Veränderungen 

in der Estradiol-, FSH- und LH-Sekretion sowie auch des LH-Peaks treten während 

des Alters auch bei Menschen auf, was im folgender Text diskutiert werden soll. 

 

 

5.1  Die Wirkung von Steroiden auf die GABA-erge Aktivität 
 

Der Neurotransmitters Gamma-Amino-Buttersäure ist ein wichtiger Bestandteil des 

GnRH-Netzwerks und von wesentlicher Bedeutung bei der Regulation des GnRH-

Pulsgenerators: Maßgeblich ist in diesem zusammhang vor allem seine inhibitorische 

Wirkung auf die GnRH-Sekretion (Hood & Schwartz, 2000; Hiruma et al., 1994; Lee 

& Pelletier 1993; Akema & Kimura, 1992; Bergen et al., 1991; Jarry et al., 1991; 

Jarry et al., 1988) sowie seine Bedeutung als „Eintrittspforte“ für die 

negative/positive Rückkopplung des Estradiols (Übersicht bei Herbison 1998).  
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Die altersabhängigen Prozesse der Reproduktionsfunktion werden durch 

Veränderungen im hypothalamischen GnRH-Netzwerk hervorgerufen. Zu diesen 

Veränderungen tragen auch die GABA-ergen Neurone während des Alters aktiv bei. 

Die Aussage beruht auf der Beobachtung, dass im Vergleich von 22 Monate alten die 

persistent östrischen Ratten und 4 Monate alten Ratten, die einen normalen 

östrischen Zyklus zeigten, eine Abnahme der Freisetzungsrate von GABA in der 

preoptischen Region der alten Ratten beschrieben wurde (Jarry et al., 1999). Diese 

Rolle des GABA-ergen Systems bei Alterungsprozessen der Reproduktion wurde 

ebenso von Herman und Larson (2001) bekräftigt. Sie beobachteten eine signifikante 

Zunahme der Expression von GAD65 mRNA in der medialen preoptischen Region 

der alten Ratten (30Monate alt), die mit jungen Ratten (3 Monate bzw. 15 Monate 

alt) verglichen wurden. Die altersabhängigen Veränderungen im Hypothalamus und 

im zentralen Nervensystem führen generell zu deutlichen Änderungen der Steroid-

Spiegel (Klein et al., 1996a; Santoro et al., 1996; Nass et al., 1984; Wise, 1984). Die 

Steroide wiederum regulieren die Freisetzung (Jarry et al., 1992; Fleischmann et al., 

1992) und Wiederaufnahme von GABA (Luine et al., 1999; Etchegoyen & Del 

Zotto, 1996) sowie auch die Expression von GAD (Kornbach & Grattan, 2001; 

Majdoubi et al., 2000; Herbison et al., 1998) erheblich. 

 

 

5.1.1  Methodische Aspekte der RNA-Quantifizierung 

 

Für das Verständnis der spezifischen Regulation der GABA-Synthese unter dem 

Einfluss von Steroiden ist es notwendig, die RNA-Spiegel von GAD65 und GAD67, 

beides Isoformen des Enzyms Glutamat Decarboxylase, in definierten 

Zellpopulationen des Gehirns zu messen. Im Hinblick auf die Sensibilität hat sich die 

Methode der in situ Hybridisierung als beste Methode zum Nachweis und zur 

Lokalisierung zellulärer Gentranskripte in Geweben erwiesen (Park et al., 1990; 

Shivers et al., 1986). Andere quantitative Methoden wie Northern Blot und der 

Ribonuklease-Protektion-Assay sind nicht sensitiv genug für den Nachweis der 

geringen mRNA-Mengen eines Genes, die etwa  aus hypothalamischen Geweben 

eines Gehirns isoliert werden. Um einen Messwert zu erhalten, müssen mehrere 

RNA-Proben mehrer Tiere einer Behandlungsgruppe zusammen analysiert werden 

(Lee et al., 1990), so dass Aussagen zu Veränderungen in individuellen Tieren nicht 
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möglich sind. Andere quantitativen Methoden wie quantitativer reversen 

Transkription mit anschließender Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und wie die 

quantitativen Real-Time RT-PCR, sind extrem sensitiv, erlauben jedoch eine 

Aussage über die Veränderung der Genexpression in einem Hirnareal, nicht aber auf 

zellulärer Ebene. 

In der vorliegenden Arbeit wurden diese beiden Methoden, in situ Hybridisierung 

und RT-PCR, für zwei spezifische Fragestellungen des GABA-ergen Systems 

verwendet. Beide Techniken haben sich, wie nun folgt diskutiert als geeignet zu der 

gestellten Fragen erwiesen.  

 

 

5.1.2  Die Verteilung von GAD65 und GAD67 im GnRH-Netzwerk 
 

In fast allen GABA-ergen Neuronen des Ratengehirns werden die beiden Isoformen 

der GAD expremiert. Die preoptische Region (POA) ist die wichtigste Region im 

GnRH-Netzwerk. Die Perikarya der GnRH-Neurone sind in der POA lokalisiert. Zu 

diesen Neuronen bestehen direkte synaptische Verbindungen mit GABA-ergen 

Neuronen (Léránth et al., 1988). Durch Doppelmarkierung mit in situ Hybridisierung 

wurde gezeigt, dass die GnRH-Neurone in der POA GABA-Rezeptoren besitzen 

(Peterson et al., 1993). Die POA ist an verschiedenen Regulationen von zahlreichen 

autonomen und neuroendokrinen Funktionen beteiligt. Ebenso wichtig ist der 

Nukleus suprachiasmaticus (SCN). Der SCN ist der zirkadianisch Haupttaktgeber bei 

den Mammalien. In jungen Ratten werden in dem SCN täglich neurochemische 

Signale erzeugt, die sich auf die GnRH-Neuronen richten und den richtigen 

Zeitpunkt des preovulatorischen LH-Surges hervorrufen (Van der Beek et al., 1997; 

Harney et al., 1996). Im SCN ist GABA der überwiegende Neurotransmitter (Moore 

und Speh, 1993). Von den beiden Isoformen der GAD in der POA und im SCN 

wurden bei der in situ Hybridisierung stärkere Signale für GAD65 als für GAD67 

gemessen (Feldblum et al., 1993; Escalpez et al., 1993; Escalpez et al., 1994).  

Im Gegensatz zu der POA und SCN ist die Expression von GAD65 und GAD67 im 

mediobasalen Hypothalamus (MBH) der Ratte gleich (Feldblum et al., 1993). Die 

Axone der GnRH-Neurone liegen im posterioren mediobasalen Hypothalamus 

(PMBH), in der Eminentia mediana. Dort interagiert die GABA präsynaptisch mit 

den GnRH-Terminalen. Diese Interaktion wurde in jüngster Zeit durch molekular-
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biologische Studie eindeutig belegt (Bilger et al., 2001). 

Im Hippocampus konnte durch doppelt-in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass 

in Sektoren der CA1 und CA3 stärkere Signale für GAD67 als für GAD65 gemessen 

werden (Stone et al., 1999; Houser und Esclapez, 1994). Im Gyrus dentatus ist 

GAD67 ebenfalls der dominante Subtyp der GAD (Feldblum et al., 1993). Die 

hippocampale Formation gehört zum limibischen System. In ihr werden Lernen, 

Sexualverhalten und Stresseinflüsse verarbeitet. Interessanterweise expremiert der 

Hippocampus reichlich GnRH-Rezeptoren (Jennes und Conn, 1994) und enthält 

ebenso neuronale Verbindungen zu den subcorticalen GABA-ergen Netzwerken bis 

hin zu der medialen preoptischen Region (Herman et al., 1995; Cullinan et al., 

1993). Dies deutet darauf hin, dass die hippocampale Formation am GnRH-Netzwerk 

beteiligt sein könnte. 

 

 

5.1.3   Die männliche Ratte als Tiermodell 
 

Um das Expressionsmuster von GAD65 und GAD67 unter Einfluss von gonadalen 

Steroiden in der POA, im SCN, im MBH und im Hippocampus zu untersuchen, 

wurde in der vorliegenden Arbeit das männliche Rattenmodell gewählt, das 

gegenüber der weiblichen Ratte eines konstanten endokrinen Zustand durch 

Ausschluss von Einflüssen des Östrus-Zyklus bietet.  

In mehreren Studien wurde berichtet, dass endogene Veränderungen der ovariellen 

Steroid-Sekretion während des Östrus-Zyklus die Expression von GAD65 und GAD67 

beeinflussen. Herbison et al. (1992) konnte eine 40%ige Reduktion der GAD67 

mRNA in der MPOA während des Proöstrus (15:00 h) beobachten. Ähnliche 

Abnahme der GAD67 mRNA wurden im diagonalen Band von Broca des Organum 

Vasculosums der Lamina terminalis (DBB(ovlt) gemessen (Grattan et al., 1996). 

Diese Beobachtungen wurden durch Verminderungen der GABA-ergen Aktivität in 

der MPOA während des Estrogen-induzierten GnRH-Peaks in ovariektomierten 

Ratten (Leonhardt et al., 2000; Seltzer und Donoso, 1992; Jarry et al., 1992; Jarry et 

al., 1988; Demling et al., 1985) und anderen Spezies (Wagner et al., 2001) bestätigt.  
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5.1.4  Effekte von Testosteron im Vergleich zu Estradiol und Gonadektomie 

auf die GABA-Expression innerhalb des GnRH-Netzwerks  

 

Um die Einflüsse der einzelnen Steroide auf die GABA-erge Aktivität studieren zu 

können, mussten zunächst die steroidalen Rückkopplungsmechanismen ausgeschaltet 

werden. Dies ist allerdings nur in Studien mit gonadektomierten Individuen möglich. 

Für die Wirkung von Estradiol bzw. von Testosteron wurden gonadektomierte Tiere 

mit Estradiol (3,5 µg/Tier) oder Testosteron (3,5 mg/Tier) behandelt.  

In männlichen Säugern wird der Hauptanteil des eigenen Estradiols aus Testosteron 

transformiert. Dies geschieht durch eine Umwandlung der androgenischen Struktur 

von Testosteron durch Aromatase in einer aromatischen Ringkonfiguration von 

Estrogenen. Solche Aromatesierungsprozesse finden in Zielorganen statt. Im Gehirn 

von Nagetieren ist Aromatase relativ weit verbreitet insbesondere in Regionen, die 

an der Kontrolle von reproduktiven Funktionen beteiligt sind, (Lauber und 

Lichtensteiger, 1994; Tsuruo et al., 1994). In dieser Gehirnregion, beispielsweise der 

Hypothalamus, sind zahlreiche GABA-erge Neurone vorhanden (Decavel & van den 

Pol, 1990; Mugnaini & Oertel, 1985), die im Gegensatz zu den GnRH-Neuronen 

estrogenrezeptiv sind (Flügge et al., 1986; Herbison et al., 1993). Um die durch die 

Orchidektomie ausgefallene Menge an Testosteron bzw. Estradiol zu ersetzen, 

wurden die gonadektomierten Tiere mit Estradiol behandelt.  

 

Der endokrine Zustand der Zielgruppen wurde zunächst durch die 

Radioimmunoassays (RIA) untersucht. Da bei den männlichen Ratten nur eine 

negative Rückkopplungsaktion von Testosteron existiert, liegt die LH-Konzentration 

in den intakten Tieren ungefähr bei 0,5 ng/ml (Maeda et al., 2000). Daher blieb die 

LH-Konzentration bei der Testosteronapplikation auf dem Niveau der 

Kontrollgruppe. Diese Unterdrückung der LH-Konzentration durch Testosteron nach 

der Gonadektomie wurde auch bei anderen Studien beobachtet (Park et al., 1996; 

Grattan und Selmanoff, 1994; Hutchison und Goldman, 1975). Die Gonadektomie 

hob die negative Rückkopplung von Testosteron auf und zeigte eine signifikante LH-

Spiegelerhöhung im Vergleich zu der intakten Kontrollgruppe (Abb. 7). Die 

gonadektomierten und mit Estradiol behandelten Tieren wiesen erhöhte LH-Serum-

Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf, jedoch war eine signifikante 

Absenkung im Vergleich zu den gonadektomierten Tieren messbar. Diese geringe 
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LH-Konzentrationsabnahme (estradiol-behandelte gegenüber gonadektomierten 

Tieren) bestätigte die Ergebnisse von Gharib et al. (1986).  

Die Gonadektomie konnte keine Veränderung an der Prolaktin-Serum-Konzentration 

hervorrufen (Abb. 8). Ein erhöhter Prolaktin-Spiegel wurde durch die Administration 

von Estradiol oder Testosteron nach der Gonadektomie bei den männlichen Ratten 

gemessen. Bei der GDX+E2-Gruppe stieg der Prolaktin-Spiegel auf 42.19 ng/ml und 

bei der GDX+T-Gruppe sogar auf 75.6 ng/ml. Diese Daten der Prolaktin-

Konzentration der untersuchten Gruppen stimmten mit denen aus der Literatur 

bekannten werten überein (Shimokawa et al., 1992; Shi et al., 1986; Shin, 1979). Es 

wurde bereits beschrieben, dass die erhöhten Prolaktin-Messungen als Indikator für 

eventuellen Stress bei den Tieren fungieren (Caligaris und Taleisnik, 1983; Terry et 

al., 1977). Da alle Gruppen bei der Dekapitation gleich behandelt wurden, schien der 

Stressfaktor in diesem Fall ausschliessbar zu sein.  

Die Administration von Estradiol bei den gonadektomierten Ratten hatte keine 

Auswirkung auf die Konzentration von Testosteron. Diese Ergebnisse bestätigte die 

Studie von Rahimy et al. (1991). 

 

Nachdem der endokrine Zustand des hier vorgestellten männlichen Rattenmodells 

untersucht war, wurde die GABA-erge Aktivität anhand der Expression von GAD65 

und GAD67 mit der Methode der in situ Hybridisierung in den spezifischen Regionen 

des GnRH-Netzwerks, POA, SCN, MBH und Hippocampus, gemessen. 

 

In der POA konnte durch die Kastration und die anschließende dreiwöchige 

Erholungszeit kein Effekt gemessen werden (Abb. 9). Die mRNA Mengen der 

beiden GAD Isoformen blieben bei der GDX-Gruppe auf dem Niveau der intakten 

Tiere. Die Expression von GAD65 und GAD67 erreichte in dieser Region durch die 

Administration von Estradiol eine signifikante Erhöhung um nahezu 40%. Im 

Gegensatz dazu wurde durch die Testosteronbehandlung eine Absenkung der 

GAD67-Expression um ungefähr 30% gemessen. Dieser signifikante Effekt konnte 

bei GAD65 nicht beobachtet werden. 

Aus den hier vorgestellten Ergebnissen kann auf einen eignen Testosteron-Effekt 

geschlossen werden. Dies wird deutlich durch die verschiedenen Regulationsmuster 

von GAD durch die parallele Behandlung mit Testosteron und Estradiol. 
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Grattan und Selmanoff (1994; 1993) konnten bei gonadektomierten Ratten eine 

Reduktion bis zu 50% der GABA-Freisetzungsrate in der POA beobachten. Die 

Zugabe von Testosteron (entweder durch episodische Administrationen oder durch 

subcutane Implantate) verhinderte die durch die Kastration induzierte Abnahme der 

GABA-Freisetzungsrate, so dass die Freisetzungsraten der mit Testosteron 

behandelten Tieren auf dem Niveau der Kontrollgruppen blieben (Gratten und 

Selmanoff, 1994). 

In den Laboratorien von Wuttke konnten die ersten Hinweise auf eine erhöhte 

extrazellulare GABA-Konzentration durch Estradiol in der POA der weiblichen 

Ratte geliefert werden (Demling et al., 1985; Mansky et al., 1982; Ondo et al., 

1982). Während des preovulatorischen LH-Surges, der von einem Estradiol-Surge 

begleitet wird, konnten Leonhardt et al. (2000) eine signifikante Zunahme der 

mRNA-Konzentration von GAD67 jedoch nicht von GAD65 in der POA beobachten 

Im männlichen Tiermodell konnte nach zweitägiger Erholungszeit nach der 

Kastration kein dem weiblichen Modell vergleichbarer Effekt beobachtet werden. 

Eine extrazelluläre GABA-Konzentrationserhöhung konnte jedoch durch die Zugabe 

von Testosteron erreichtet werden (Grattan und Selmanoff, 1994). Trotz der durch 

Estradiol erzeugten Zunahme der GABA-Turnover-Rate konnte in früheren Studien 

kein signifikanter Anstieg der GAD Expression in der POA beobachtet werden 

(Herbison et al., 1992; Leigh et al., 1990; Fleichmann et al., 1990). Im Gegensatz zu 

diesen Ergebnissen konnten McCarthy et al. (1995) in der magnozellulären 

preoptischen Region eine signifikant erhöhte Expression von GAD65 , jedoch eine 

Expressionsabnahme von GAD67 messen. Diese unterschiedlichen Ergebnisse 

könnten durch die verschiedenen Erholungszeiten nach der Kastration erklärt 

werden. In der hier vorgestellten Studie zeigt die mRNA Expression von GAD65 und 

GAD67 bei den mit Estradiol behandelten Tieren eine Übereinstimmung mit der 

beschriebenen erhöhten extrazellulären GABA-Konzentration nach Estradiol-

Behandlung sowie auch mit der hier gemessenen erniedrigten LH-Konzentration der 

GDX-E2-Gruppe (im Vergleich zur GDX-Gruppe). 

Im SCN wies die Gonadektomie weder einen Effekt auf die Expression von GAD65 

noch auf GAD67 auf (Abb. 10). Ebenso blieb die mRNA-Konzentration der beiden 

Isoformen des GADs bei den mit Estradiol behandelten Tieren unverändert. Die 

Behandlung mit Testosteron bewirkte dagegen eine signifikante Abnahme der 

mRNA-Konzentration von GAD67 um 15% jedoch nicht von GAD65.  

Mit diesen Ergebnissen konnte zum ersten Mal ein Einfluss von gonadalen Steroiden 
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auf das GABA-erge System im SCN gezeigt werden. In der Literatur wurde bislang 

mehr der Tag-Nacht-Auswirkung auf die Expression von GAD Beachtung 

geschenkt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die mRNAs von GAD65 und GAD67 

im SCN rhythmisch variieren und dass die mRNA Konzentrationen der beiden 

Isoformen während des Licht-Dunkel-Zyklus unterschiedlich im SCN reguliert 

werden (Huhman et al., 1996). Es wurde vermutet, dass diese Regulation auf den 

Aktivitäten der retinalen Afferenzen beruht (Huhman et al., 1999).  

 

Die mit Testosteron-behandelten Tiere weisen eine sehr niedrige LH-Konzentration 

auf (0,26 ng/ml). Dies deutet auf eine erhöhte GABA-turnover-Rate hin, die die LH-

Freisetzung inhibiert. Trotz dieser Tatsache wurde eine signifikante Absenkung von 

GAD67 sowohl in der POA als auch im SCN beobachtet. Diese widersprüchliche 

Beobachtung könnte mit der Tatsache begründet werden, dass GAD andere 

physiologische Funktionen zusätzlich zur GABA-Produktion besitzt. Es wurde durch 

verschiedene Studien gezeigt, dass eine funktionale Rolle von GAD, besonders der 

Isoform GAD67, in nicht-GABA-ergen Neuronen und sogar in nicht-neuronalen 

Geweben vorhanden ist (Asada et al; 1997; Liu et al., 1996; Mally et al., 1996; Pleau 

et al., 1996). Diese Rolle bleibt jedoch ungeklärt und kann aus den vorgestellten 

Untersuchungen nicht abgeleitet werden. 

Im mediobasalen Hypothalamus (MBH) wurde kein Effekt durch der Gonadektomie 

auf die Expression von GAD65 und GAD67 beobachtet (Abb. 11). Ebenso wenig 

wurde eine Veränderung durch die Zugabe von Estradiol gemessen. Bei den Tieren, 

die mit Testosteron nach der Orchidektomie behandelt wurden, sank die mRNA-

Konzentration von GAD65, jedoch nicht von GAD67, um 21% ab.  

Ähnliche Ergebnisse wurden im Gyrus dentatus gemessen. Die Verteilung der 

GABA-ergen Neuronen sowie der beiden Isoformen des GAD, GAD65 und GAD67, 

wurde im Hippocampus der Ratte durch zahlreiche Studien in der Literatur 

beschrieben. Jedoch blieb die Regulation dieser Neuronen durch die gonadalen 

Steroide unerforscht. Die Resultate dieser Arbeit liefern aber erste Hinweise auf die 

Einflüsse von Estrogen und Testosteron auf das GABA-erge System im 

Hippocampus, insbesondere im Gyrus dentatus. Testosteron bewirkte im Gyrus 

dentatus eine Reduktion der Genexpression von GAD65 (16%) nicht aber von GAD67 

(Abb. 12). Bei den gonadektomierten sowie den gonadektomierten mit Estradiol 

behandelten Tieren blieben die mRNA-Konzentrationen der beiden Gene, GAD65 

und GAD67, auf den Niveau der Kontrollgruppe.  
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Da gegenläufig zu Estradiol eine durch Testosteron verursachte Abnahme von 

GAD65-mRNA gemessen wurde, kann aus diesen hier vorgelegten Ergebnissen 

abgeleitet werden, dass Testosteron über einen eigenen Effekt auf die GABA-erge 

Aktivität verfügt.  

Trotz der Tatsache, dass GAD65 und GAD67 im MBH gleich verteilt sind und GAD67 

im Gyrus dentatus die dominante Isoform des GAD ist, legen die hier vorgestellten 

Ergebnisse nahe, dass die negative Wirkung des Testosterons im MBH und im Gyrus 

dentatus auf GAD65 auf eine andere Aktivität zusätzlich zur GABA-Produktion und 

die Kontrolle der Sekretion von LH deutet. Diese mögliche Erklärung wird durch die 

Tatsache unterstützt, dass die LH-Freisetzung in den mit Testosteron-behandelten 

Tieren sehr niedrig ist und so die GABA-Freisetzungsrate sehr hoch sein sollen.  

 

Die Rückkopplung des Estradiols bewirkte in der POA eine Zunahme der mRNA-

Konzentration sowohl von GAD65 als auch von GAD67. Dies wird mit einer 

Abnahme der LH-Konzentration im Serum dieser Tiergruppe begleitet. In den 

anderen Regionen wurde keine Veränderung gemessen. Diese Ergebnisse bestätigen 

folgende Hypothese: Da nur in der POA der LH-Peak mit Änderungen in den 

GABA-ergen Aktivitäten verbunden ist, agieren die inhibitorischen Aktivitäten von 

GABA zur Übermittlung der positiven Rückkopplung von Estradiol auf die LH-

Freisetzung auf der Ebene der GnRH Perikarya und/oder Dentriten und nicht auf der 

Ebene der Axone (Leonhardt et al., 2000; Jarry et al., 1995).  

 

In diesem ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde durch die sensitive in situ 

Hybridisierungsmethode im männlichen Tiermodell deutlich gezeigt, dass die 

gonadalen Steroide die Expression von GAD und so wiederum die inhibitorische 

Funktion von GABA regulieren. Dabei ist deutlicher geworden, dass Testosteron und 

Estradiol in unterschiedlicher Weise die GABA-ergen Aktivitäten beeinflussen. 

Durch die parallele Behandlung der gonadektomierten Ratten mit Testosteron oder 

Estradiol konnte erfolgreich gezeigt werden, dass eine eigne androgene Regulation 

von GAD vorhanden ist. Diese Regulation wird entweder durch Androgen-

Rezeptoren in GABA-ergen Neuronen oder in anderen Androgen-rezeptiven 

Neuronen, die auf die GABA-erge Neurone projezieren, vermittelt. Im letzten Fall 

entsteht somit ein indirekter Testosteron-Effekt.  
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5.2  Die Alterungsprozesse der weiblichen reproduktiven System der Ratte 

 

Der Östrus-Zyklus wird bei der weiblichen Ratte als Charakteristikum der 

reproduktiven Phase betrachtet. Die Voraussetzung für die Ovulation ist die 

plötzliche Erhöhung des LH-Spiegels. Die LH-Konzentrationszunahme wird in den 

Ratten in der ovulatorischen Periode durch die positive Rückkopplung von Estradiol 

verursacht. Das hypothalamische GnRH-Netzwerk reguliert diesen 

estradiolinduzierten Peak.  

Die Fähigkeit von Estradiol, einen LH-Peak auszulösen, nimmt während der 

Alterung, insbesondere in der Übergangsphase zwischen dem irregulären Zustand 

und der anovulatorischen Periode ab (Wise, 1984; Van Look et al., 1977). Dies hat 

zur Folge, dass sowohl bei Frauen als auch bei weiblichen Ratten in der 

anovulatorischen Periode eine erhöhte Estradiolkonzentration keinen LH-Anstieg 

durch eine positive Rückkopplung von Estradiol mehr verursacht.  

Durch Untersuchungen der Funktionalität des GnRH-Pulsgenerators während des 

Alterns prägte Phyllis Wise die These: Die altersabhängigen Veränderungen in der 

hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse, die zum Verlust der reproduktiven 

Funktion führen, können durch neurochemische und neuroendokrine 

Signalveränderungen im Hypothalamus, insbesondere im GnRH-Netzwerk, 

hervorgerufen werden (Wise, 1999; Wise et al., 1997).  

 

 

5.2.1  Entwicklung eines Tiermodells zur Untersuchung der Alterungsprozesse 
der weiblichen reproduktiven System der Ratte 

 

Im Gegensatz zu Estradiol kann eine Progesteronbehandlung bei persistent östrischen 

Ratten einen LH-Peak auslösen (Everett und Tyrey, 1982) und somit den Östrus-

Zyklus wieder in Gang bringen (Huang et al., 1976; Quadri et al., 1973; Clemens et 

al., 1969). Mit einer solchen Behandlung können die Tiere in der vorliegenden Studie 

in der Transitionsphase versetzt werden.  

Die 97 persistent östrischen Tiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die um 13 Uhr 

und die um 17 Uhr getöteten Tieren. Diese zwei Gruppen wurden wiederum in mit 

Progesteron und in ohne Progesteron behandelte Gruppe unterteilt. Als Vergleich zu 

diesen Gruppen dienten 34 junge Ratten, von denen ein Teil um 13 Uhr und der 
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andere Teil um 17 Uhr getötet wurden. Zusätzlich wurde eine Gruppe aus 18 

persistent östrischen Tieren, die um 10 Uhr getötet wurden, als Kontrollgruppe 

vorgesehen.  

Der LH-Spiegel der Tiere aller Gruppen wurde durch Radioimmunoassay ermittelt. 

Um die Reaktion der Tiere auf Progesteron zu ermitteln, wurde ein Grenzwert von 5 

ng/ml LH im Serum festgelegt.  

In der ovulatorischen Periode zeigen die Ratten während des Östrus, Diöstrus-1 und 

Diöstrus-2 einen LH-Wert von unter 2 ng/ml. Erst ab 14 Uhr am Proöstrus-Tag steigt 

die LH-Konzentration rapid bis zu 35 ng/ml an (Maeda et al., 2000). Daher ist der 

hier gewählte LH-Grenzwert von 5 ng/ml als Indikator der positiven Reaktionen der 

Tiere auf Progesteron (responding animals) sehr realistisch. Dieser Grenzwert wurde 

bereits von der Arbeitsgruppe um Wise gewählt (Tsai et al., 1999).  

Wie erwartet zeigten die Kontrolltiere einen sehr niedrigen LH-Wert (Abb. 13). 

Ebenso niedrig blieb die LH-Konzentration bei den um 13 Uhr getöteten Tieren. Bei 

diesen Gruppen bewirkte die Progesteronbehandlung keinen Effekt. Die um 17 Uhr 

getöteten, nicht behandelten Tiere (MA 17:00 –P/L-) zeigten, wie erwartet, auch eine 

niedrigere LH-Konzentration. Von den 36 mit Progesteron behandelten Tieren 

wiesen 16 Tiere einen LH-Wert von über 5 ng/ml (15,32 ng/ml ± 2,32) auf. Diese 

responding animals wurden in einer Gruppe zusammengefasst (MA 17 +P > 5). Die 

restlichen nonresponding animals zeigten einen niedrigere LH-Spiegel (0,5 ng/ml) 

und bildeten eine weitere Gruppe (MA 17 +P/LH < 5). Somit konnte anhand der 

gemessenen LH-Werte bei 44% der Tiere durch die Progesteronbehandlung der 

Östrus-Zyklus wieder hergestellt werden.  

Als weiterer Vergleich wurden alle 36 mit Progesteron behandelten Ratten, 

unabhängig vom 5 ng/ml LH-Grenzwert in einer Gruppe zusammengefügt (MA 

17:00 +P). Bei dieser Gruppe wurde ein signifikant hoher LH-Mittelwert von 7,1 

ng/ml gemessen, der jedoch erwartungsgemäß niedriger als bei den responding 

animals blieb. Diese Gruppe dient hier als Kontrolle für die Wirkung von 

Progesteron. 

Bei den jungen östrischen Tieren, die gegen 13 Uhr getötet wurden (Y 13:00), blieb 

der LH-Spiegel auf dem Niveau der Kontrolltiere. Wie erwartet, stieg die LH- 

Konzentration im Serum der jungen östrischen, um 17 Uhr getöteten Ratten (Y 

17:00), auf 22,84 ng/ml an.  

Anhand der vorliegenden LH-Werte im Serum der Tiere dieses Modells kann eine 

Analogie zwischen den Gruppen festgestellt werden. Da Progesteron keinen Effekt 
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bei der MA 13:00 Gruppe bewirkte, zeigt die Gruppe der um 13 getöteten und mit 

Progesteron behandelten Tieren eine Analogie mit denen der Y 13:00 Gruppe. Eine 

weitere Übereinstimmung konnte zwischen den responding animals und den jungen 

östrischen Tieren, die um 17 Uhr getötet wurden (Y 17:00), festgestellt werden.  

Diese Gruppenanalogien wurden durch die Messungen der FSH- und Prolaktin-

Konzentrationen bestätigt (Abb. 14 und Abb. 15). Bei den Tieren, die um 13 Uhr 

getötet wurden (MA 13:00 –P, MA 13:00 +P und Y 13:00), blieben wie erwartet 

sowohl FSH- als auch Prolaktin-Werte auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Bei den 

responding animals wurde ein erhöhter FSH- und Prolaktin-Spiegel gemessen, 

welcher zu der Y 17:00-Gruppe eine Analogie bildete.  

 

Mit Hilfe der gemessenen LH-Werte konnte in der vorliegenden Arbeit ein 

Tiermodell mit sehr zufriedenstellender Ausbeute zur Wiederherstellung des Östrus-

Zyklus (44%) vorgestellt werden. Daher hat sich das hier vorgelegte Tiermodell als 

geeignet erwiesen, die physiologischen und molekularbiologischen Prozesse des 

reproduktiven Alters zu studieren.  

 

 

5.2.2  Methodische Aspekte der RNA-Quantifizierung durch die RT-PCR 

 

Trotz der Tatsache, dass neurochemische und neuroendokrine Signalveränderungen 

im Hypothalamus, insbesondere im GnRH-Netzwerk, zum Ende der reproduktiven 

Phase führen können, ist es sinnvoll, molekular biologische Untersuchungen entlang 

der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse durchzuführen.  

 

Wie bereits unter 5.1 erläutert, kann bei der Methode der in situ Hybridisierung 

wegen ihrer Aufwendigkeit (Kim et al., 1989) nur eine begrenzte Anzahl von Proben 

untersucht werden. Es kann daher bei dem hier vorgestellten Tiermodell mit einer 

derartig hohen Anzahl von Tieren (149 Ratten), nicht auf die in situ Hybridisierung 

zurückgegriffen werden. 

Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren mehrere Einsatzmöglichkeiten von 

quantitativen, auf der Polymerase-Kettenrektion basierender Methoden, beschrieben. 

Die reverse Transkription mit anschließender Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

(Zimmermann & Mannhalter, 1996; Piatek et al., 1993; Scadden et al., 1992; Wang 



5. Diskussion 
 

 

112 

et al., 1989;) und die quantitative Real-Time RT-PCR (Desjardin et al., 1998; Gibson 

et al., 1996; Heid et al., 1996) haben sich von der Handhabung, Aufwendigkeit und 

vor allem Quantifizierung her als erfolgreich erwiesen. 

Ausgehend von diesen methodologischen Erkenntnissen wurde in der vorliegenden 

Arbeit die Real-Time Taqman® Polymerase-Kettenreaktion (Taqman®-PCR) und 

die quantitative RT-PCR eingesetzt, um eine aussagekräftige Statistik auf der Ebene 

der Molekularebiologie zu Veränderungen in individuellen Tieren zu erhalten.  

Dank der reversen Transkription und der anschließenden Polymerase-Kettenreaktion 

können bei PCR Methoden geringe Mengen an RNA amplifiziert und nachgewiesen 

werden. Bei der Methode der kompetitiven RT-PCR können durch die Zugabe einer 

exogenen Sequenz (Standard), die zu jeder Probe in einer cRNA-Form zugegeben 

wird, Artefakt-Probleme vermieden werden. Die Konzentration des eingesetzten 

Standards wird im voraus bestimmt. Da sowohl der Standard als auch die Ziel-RNA 

im gleichen Reaktionsansatz amplifiziert werden, ist es möglich, die absolute Menge 

der untersuchten RNA ebenso wie die relativen Veränderungen in Versuchsgruppen 

zu messen. Die kompetitive RT-PCR wurde für die Genregulation von ER α, ER β , 

GnRH-R und FSH β angewandt. 

Der Vorteil der Real-Time Taqman® PCR (Applied Biosystems GmbH) besteht 

darin, PCR-Produkte zu amplifizieren und gleichzeitig die amplifizierte Menge an 

DNA quantitativ nachzuweisen (Lee et al., 1993). Dabei hybridisiert während der 

PCR eine fluorogene Sonde mit den Primern zusammen am Matrizenstrang. Nur 

hybridisierte Sonden lassen sich hydrolysieren. Diese Hydrolyse der Sonde führt zur 

Abspaltung eines an diese Sonde gekoppelten fluoreszierenden Farbstoffs, der durch 

einen Detektor gemessen werden kann. Entsprechend der Akkumulation des PCR-

Produkts nimmt die Fluoreszenz also mit jedem PCR-Zyklus zu. Bekannte Mengen 

von Ziel-cDNA werden bei der Taqman® PCR in einer Standardkurve amplifiziert 

und dienen dadurch als Referenz. Ein weiterer Vorteil der Taqman® PCR besteht 

darin, dass bei dieser Methode keine post-PCR Auswertung per Gel-Elektrophorese 

nötig ist. Die Taqman® PCR diente der Bestimmung der Genregulation von GAD65, 

GAD67 und GnRH.  
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5.2.3 Die Verteilung der untersuchten Gene in der hypothalamo-hypophysio-
ovariellen Achse 

 

Da die Perikarya der GnRH-Neurone in der POA lokalisiert sind (Silverman et al., 

1987; Merchenthaler et al., 1989), zählt die POA zu den wichtigsten Regionen des 

GnRH-Netzwerks. In diesem Teil des limbischen Systems entstehen direkte 

synaptische Verbindungen mit den GABA-ergen Neuronen (Léránth et al., 1988). An 

diesen Verbindungen übt der Neurotransmitter GABA seine wichtigsten Aufgaben 

im GnRH-Netzwerk aus: Die inhibitorische Wirkung sowie die „Vermittlung“ für die 

negative/positive Rückkopplung des Estradiols.  

In der POA sind beide Isoformen des GABA-synthetisierenden Enzyms GAD65 und 

GAD67 vorhanden. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass dort mehr GAD65 als 

GAD67 exprimiert werden (Feldblum et al., 1993; Escalpez et al., 1993; Escalpez et 

al., 1994). Beide Etrogen-Rezeptoren α und β (ER α und ER β) sind in der POA 

(Laflamme et al., 1998; Shughrue et al., 1997a). In der POA konnte in den 

Laboratorien, in denen die vorliegende Arbeit durchgeführt wurde, ferner erfolgreich 

die Genexpression des GnRH (Kim et al., 1993) und dessen Rezeptor (GnRH-R) 

(Leonhardt et al., 1999) durch die Methode der kompetitive RT-PCR beobachtet 

werden. 

Im posterioren Teil des mediobasalen Hypothalamus (MBH), in der Eminentia 

mediana, liegen die Axone der GnRH-Neurone. Dort interagiert GABA 

präsynaptisch mit den GnRH-Terminalen (Bilger et al., 2001). Die beiden Isoformen 

GAD65 und GAD67 werden im MBH im gleichen Maß exprimiert (Feldblum et al., 

1993). Für ER α und ER β wurden im MBH gleiche Hybridisierungssignale 

gemessen (Shughrue et al., 1997a). Auch im MBH ist die Expression von GnRH-R 

vorhanden (Seong et al., 1995). 

Durch die portalen Blutgefäße des Hypophysenstiels gelangt das Neurohormon 

GnRH in die Hypophyse. Dort stimuliert es sowohl die LH- als auch die FSH-

Sekretion. Während der negativen Rückkopplung von Estradiol wird das 

Sensibilitätsniveau des GnRH-Rezeptors in den LH- und FSH-produzierenden 

Zellen, den sogenannten gonadotrophen Zellen, reduziert, so dass die Wirkung von 

GnRH niedrig gehalten wird. Somit bleibt die Sekretion von LH und FSH niedrig. 

Bei der positiven Rückkopplung wird dieser Einfluss aufgehoben. ER α ist der 

dominante Rezeptor des Estrogens in der Hypophyse (Mitchner et al., 1998; Kuiper 

et al., 1997) In der Hypophyse konnte eindeutig ein Expressionsmuster des GnRH 
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Rezeptors beobachtet werden (Kakar et al., 1994). Die Genexpression der β 

Untereinheit von LH als auch von FSH wurden schon früh untersucht (Childs et al., 

1987; Maurer, 1987). In der vorliegenden Arbeit konnte aus technischen Gründen die 

Detektion des LH-β-Gens leider nicht erfolgreich durchgeführt werden.  

Im Ovar induziert FSH die Reifung einer Kohorte von Follikeln, aus denen sich im 

Menschen in der Regel nur ein sogenannte Graaf-Follikel entwickelt (Jaffe et al., 

1993). Die heranreifenden Follikel produzieren Estrogene, insbesondere Estradiol. 

Die Rückkopplung des Estradiols wirkt neben dem Hypothalamus und der 

Hypophyse auch autokrin auf das Ovar (Enmark et al., 1997). Der dominante 

Rezeptor des Estradiols im Ovar der Ratte ist ER β (Byers et al., 1997). Es mehren 

sich die Hinweise, dass GnRH auch im Ovar von Säugern exprimiert wird (Clayton 

et al., 1992; Oikawa, 1991; Oikawa et al., 1990; Sakakibara, 1989), ebenso dessen 

Rezeptor GnRH-R (Kogo et al., 1999).  

 

 

5.2.4  Die altersabhängige Veränderungen der der Expression der 
untersuchten Gene entlang der hypothalamo-hypophysio-ovariellen 
Achse 

 

Nachdem anhand des endokrinen Zustands der Tiere des hier vorliegenden 

Tiermodells Untergruppen und Analogien gebildet wurden, wurden mit der Methode 

der kompetitiven RT-PCR und der Taqman® PCR die altersabhängigen 

Veränderungen der Expression der untersuchten Gene entlang der hypothalamo-

hypophysio-ovariellen Achse studiert.  

 

In der POA zeigten die GAD65 und GAD67 Gene in allen Gruppen des Modells keine 

relevanten Veränderungen in ihrem Expressionsmuster. Im Vergleich zwischen 

jungen und alten Ratten konnten Herman und Larson (2001) eine erhöhte GAD65 

mRNA-Expression in dieser Region bei den älteren Ratten bestimmen. Ebenso 

beobachteten Jarry et al. (1999) bei älteren Ratten erhöhte GABA-erge Aktivitäten in 

der POA. Das Fehlen des Estradiol oder Progesteron induzierten LH-Peaks bei den 

Tieren der beiden Studien aus der Literatur kann als mögliche Erklärung der 

Differenz zwischen den hier vorgestellten Ergebnissen dienen. Eine erhöhte mRNA-

Konzentration von GAD67 in der POA wurde jedoch während des preovulatorischen 

LH-Surges (Leonhard et al., 2000) beobachtet. Die Ursache hierfür konnte noch 
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nicht geklärt werden. 

Die gemessene mRNA von GnRH und dessen Rezeptor in den untersuchten Gruppen 

blieben auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Dass die Alterung keinen direkten 

Einfluss auf die GnRH mRNA-Expression bewirkt, bestätigten auch Gore et al. 

(2002). Ebenso wurde in der Literatur beschrieben, dass die GnRH-mRNA-Mengen 

während des Estradiol oder Progesteron induzierten LH-Peaks konstant geblieben 

waren (Finn et al., 1998; Gore and Roberts, 1995; Park et al., 1990). Anhand der 

Messung der Expression von c-fos- und Jun-mRNA in den GnRH-Neuronen konnten 

altersabhängige Veränderungen bei den Expressionsaktivitäten der GnRH-Neuronen 

festgestellt werden (Lloyd et al., 1994; Rubin et al., 1994). Da jedoch keine direkte 

Veränderung in der GnRH-Expression während des Alters vorhanden ist, ist zu 

vermuten, dass die Veränderungen in diesen Neuronen, die die Sekretion von LH aus 

der Hypophyse beeinflussen, nicht auf der Ebene der Transkription von GnRH 

sondern auf der Proteinebene oder auf der Ebene der synaptischen Verbindungen 

stattfinden. Diese Vermutung wird durch die Tatsache unterstützt, dass die GnRH-

Neuronen eine große Zahl an GnRH-mRNA-Kopien und ein hohes Niveau von 

GnRH primären Transkripte behalten (Maurer und Wray, 1999; Yeo et al., 1996; 

Jakubowski et al., 1994). Die Rolle des GnRH Rezeptors während des Alters ist in 

der Literatur noch nicht ausreichend untersucht. 

Bei der Genexpression von ER β wurde eine Reduktion um 34 % sowohl in der 

Gruppe responding animals als auch in deren analogen Gruppe, der junge Ratten der 

17 Uhr-Gruppe, beobachtet (Abb. 22). Im Gegensatz dazu zeigte die ER α-mRNA 

keine signifikanten Veränderungen in den untersuchten Gruppen. Dass ER α keine 

Veränderungen während des Alters in der POA aufweist, wurde bereits in der 

Literatur beschrieben (Funabashi et al., 2000; Miller et al., 1994). Aus diesen 

Ergebnissen, ist zu entnehmen, dass ER β der verantwortliche Rezeptor zur 

Vermittlung des Estrogen-Effekts während des Progesteron induzierten LH-Peaks in 

der POA ist. In der Literatur mehren sich Hinweise, die diese These unterstützen 

(Orikasa et al., 2002; Kallo et al., 2001). Dies stimmt mit der Tatsache überein, dass 

mehr ER β als ER α in der POA vorhanden ist und dass die Expressionen von ER α 

und ER β während des Alterns unterschiedlich moduliert werden und von der Region 

abhängig sind (Wilson et al., 2002). Da die Verminderung der Expression von ER β 

im Vergleich zu den nicht mit Progesteron injizierten Tieren in gleichem Maße 

sowohl bei den responding animals als auch bei deren analogen jungen Ratten 
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auftrat, ist zu vermuten, dass dieser Gen altersabhängig expremiert und an der 

Zyklusregulation ursächlich beteiligt sein kann. Diese altersabhängige Modulation 

von ER β wurde nicht im MBH beobachtet. Dies bekräftigt die Vermutung, dass die 

POA die wichtigste Region des GnRH-Netzwerks ist. 

 

Im MBH zeigten die Transkripte der beiden Isoformen GAD65 und GAD67 nur in der 

Y 17 Uhr-Gruppe eine signifikante Absenkung um 15 % (Abb. 23 und Abb. 24). 

Während des reovulatorischen LH-Surges konnte die Gruppe um Jarry (Leonhardt et 

al., 2000) keine Veränderung der Expression von GAD im MBH beobachten. Eine 

mögliche Erklärung dieser Diskrepanz ist die Nutzung der Methode der Taqman 

PCR in dieser vorlegenden Arbeit. Die Taqman PCR ist eine sensibler mit weniger 

Variationen Methode als die competative RT-PCR, wie bei Leonhard et al. (2000), 

daher wurde diese marginale Veränderungen erkennbar gemacht. 

Eine 30 %ige Abnahme der mRNA-Konzentration von GnRH-R (Abb. 25) wurde bei 

der Y 13:00-Gruppe festgestellt. Dadurch entstand ein signifikanter Unterschied zu 

deren analogen Gruppe, der MA 13:00 +P Gruppe. Diese Reduktion der Expression 

von GnRH-R kann mit der Wirkung der negativen Rückkopplung des GnRH auf 

dessen Rezeptor erklärt werden. Eine solche negative Regulierung von GnRH-R-

mRNA im MBH wurde ebenfalls von Han et al., (1999) beobachtet. In dieser Studie 

wurde ein Mechanismus einer extrem kurzen Rückkopplungsschleife sowohl auf der 

Ebene der POA als auch auf der Ebene des MBH beschrieben.  

 

In der Hypophyse wurde bei der Messung der mRNA-Konzentration von GnRH-R 

eine Verminderung der Expression um 37 % in den non-responding animals 

beobachtet (Abb. 28). Alle behandelten Tiere (MA17 +P) zeigten ebenso eine 

Reduktion um 32 %. Da alle behandelten Tiere eine Reduktion der GnRH-R-mRNA 

aufweisen, kann dies durch die Progesteronzugabe verursacht werden sein. In der 

Literatur wird eine solche Abnahme der GnRH-R-mRNA beschrieben (Bauer-

Dantoin et al., 1995). Es ist somit anzunehmen, dass dieser Effekt nicht 

altersabhängig ist und nur auf die Zugabe von Progesteron zurückzuführen ist.  

Eine signifikante Erhöhung der Expression von ER α wurde in den analogen 

Gruppen der 13 Uhr-Gruppe gemessen: Die Gruppe der behandelten mittelalten 

Ratten (MA 13:00 +P/LH-) verzeichnete eine Zunahme von 55% und die Nachmittag 

Gruppe der jungen Ratten einen Anstieg von 153 % (Abb. 29). Im Gegensatz zu ER 

α wurde eine Absenkung der Expression von ER β in der Hypophyse gemessen 
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33(Abb. 30). Dort nahm die mRNA-Konzentration bei den analogen Gruppen der 

Nachmittag-Gruppe (MA 17 +P/LH ≥ 5 und Y17:00) um 44 % ab. Dieser Effekt der 

Estrogen Rezeptoren könnte in beiden Gruppen auf den erhöhten Progesteron-

Spiegel (entweder exogen oder endogen mit ansteigender adrenaler Sekretion von 

Progesteron) beruhen. Diese altersabhängige Veränderungen von ER β in der 

Hypophyse sind analog mit den Ergebnissen aus der POA und belegen, dass wie 

Knobil (1990) vorgeschlagen, dass der rückkoppelnde Effekt von Estrogen auch in 

der Hypophyse stattfindet. 

Die mRNA-Konzentration der β Untereinheit von FSH nahm sowohl bei den 

responding animals auf einen Wert von 296 % als auch bei deren analogen Gruppe, 

die Y17-Gruppe, auf einen Wert von 293 % zu (Abb. 31). Daher ist dieser Effekt als 

altersabhängig zu bezeichnen. In der Literatur wurde eine Erhöhung der FSH-β 

mRNA-Konzentration durch einen Progesteron induzierten LH-Peak beschrieben 

(Attardi und Fitzgerald, 1990). Bei den non-responding animals wurde eine 

Erhöhung der Transkripte um 91 % beobachtet. Bei der Vergleichsgruppe, die alle 

behandelten Tiere umfasst, wurde ebenso eine Zunahme von 183 % gemessen. Diese 

Beobachtung ist mit dem erhöhten FSH-Wert im Serum der alternden  Ratten 

(während und nach der Transitionsphase) zu erklären (Klein et al., 1996a; Klein et 

al., 1996b; klein et al., 1996c). Überdies wurde eine leichtere Erhöhung der 

Transkripte von FSH-β (146 % ± 20,8) bei der jungen Y13-Gruppe beobachtet. 

Deren analoge Gruppe, die MA 13:00 +P Gruppe, zeigte keine signifikante 

Veränderung. Diese Zunahme der Expression von FSH-β in der Y13-Gruppe bleibt 

zu erklären. 

 

Im Ovar blieben die Transkripte des GnRH und dessen Rezeptor (GnRH-R) in allen 

Gruppen auf dem Niveau der Kontrollgruppe (Abb. 32 und Abb. 33). Ebenso wurden 

keine signifikanten Veränderungen bei der Messung der ER α-mRNA-Konzentration 

beobachtet (Abb. 34). Im Gegensatz dazu wurde bei der ER β Genexpression eine 

Absenkung bei den responding animals (32 %) und deren jungen analogen Gruppe 

(27 %) festgestellt (Abb. 35). Die altersabhängige Veränderungen der Expression 

von ER β im Ovar sind möglicherweise durch Estrogen reguliert wurden (Byers et 

al., 1997).  

In der vorliegenden Arbeit wurden ER β -Expressionsveränderungen in der POA, in 

der Hypophyse und im Ovar gemessen, darauf entstand die wichtigste Beobachtung 
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dieser hier vorgestellten Untersuchungen, dass ER β altersabhängig expremiert und 

für den Erhalt des Zyklus essentiell sein kann. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tiermodell zur molekular biologischen 

Untersuchungen der altersabhängigen Veränderungen entlang der hypothalamo-

hypophysio-ovariellen Achse erfolgreich entwickelt. In diesem Tiermodell konnte 

vor allem bei 44 % der persistent östrischen Ratten der Östrus-Zyklus wieder 

hergestellt werden. Dieses Modell ermöglichte aber die Untersuchung einer relativ 

hohen Anzahl an Genen entlang der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse. 

 

In den letzten Jahren wurde eine dramatische Zunahme der Lebenserwartung 

beobachtet. In Deutschland und in den Vereinigten Staaten von Amerika lag 

beispielsweise die Lebenserwartung für 1998 bei 77 Jahren (von Baratta et al., 2001). 

Im Gegensatz dazu bleibt das Alter, in dem die Menopause auftritt, konstant. 

Dadurch leben immer mehr Frauen eine längere Zeitperiode ihres Lebens im Status 

der Postmenopause. In einer solchen langen Periode sind die Frauen in einem 

hypoestrogen Status. Dies beeinflusst und beeinträchtigt viele physiologische 

Systeme. Mit diesen hier vorgestellten Ergebnissen konnte ein Beitrag geleistet 

werden, mehr Gewicht in das Verständnis der komplexen Interaktionen der Faktoren 

zu legen, die zur Transition zum Status der Postmenopause führen.  
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6.  Zusammenfassung 
 

Die GABA-ergen Neurone als Teil des GnRH-Netzwerkes spielen eine Rolle bei den 
Veränderungen der altersabhängigen Prozesse der Reproduktionsfunktion. Um die 
Regulation der gonadalen Steroide auf die Expression von GAD in 
reproduktionsabhängigen Regionen zu untersuchen, wurde im ersten Teil der 
vorliegenden Arbeit das männliche Rattenmodell gewählt. Nach der Untersuchung 
des endokrinen Zustands der Tiere anhand der Radioimmunoassay-Methode (RIA) 
wurden die zellulären Gentranskripte der beiden Isoformen von GAD, GAD65 und 
GAD67, mittels der Methode der in situ Hybridisierung in der POA, im Nukleus 
suprachiasmaticus (SCN), im mediobasalen Hypothalamus (MBH) und im Gyrus 
dentatus bestimmt. In allen untersuchten Regionen konnte nach der Kastration und 
einer anschließenden dreiwöchigen Erholungszeit kein Effekt beobachtet werden. 
Die Administration von Estradiol bewirkt in der POA eine signifikante Erhöhung der 
Expression von GAD65 und GAD67 um nahezu 40%. In den restlichen Regionen 
konnte dagegen kein Effekt gemessen werden.  
Die Testosteronbehandlung zeigte eine negative Wirkung auf die Regulation nur von  
GAD67: Eine 30%-ige Abnahme in der POA und eine 15%-ige im SCN. Im 
Gegensatz dazu trat im MBH und im Gyrus dentatus eine Verminderung der 
Expression nur bei GAD65 auf. Aus den hier vorgestellten Ergebnissen kann 
folgendes abgeleitet werden: Testosteron und Estradiol regulieren in 
unterschiedlicher Weise die Expression von GAD und so wiederum die 
inhibitorische Funktion von GABA. Da in der SCN, im MBH und im Gyrus dentatus 
im Gegensatz zu Estradiol eine Testosteron-Wirkung gemessen wurde, existiert eine 
eigene androgene Regulation von GAD. Weil die Estradiol-Zugabe eine Zunahme 
der Expression von GAD bewirkte und dieser Effekt von einer Abnahme der LH-
Konzentration im Serum der betroffenen Tiergruppe begleitet wurde, ist die These 
bestätigt, dass GABA mit ihren inhibitorischen Funktionen zur Übermittlung der 
positiven Rückkopplung von Estradiol auf die LH-Freisetzung auf der Ebene der 
POA und nicht auf der Ebene der Axone agiert.  
 
Im Gegensatz zu Estradiol kann eine Progesteronbehandlung bei persistent östrischen 
Ratten einen LH-Peak auslösen und somit den Östrus-Zyklus wieder in Gang 
bringen. Aufgrund dieser Tatsache wurde im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit 
ein Tiermodell zur Untersuchung der molekularbiologischen altersabhängigen 
Veränderungen entwickelt. Dabei wurden drei Monate alte proöstrische Ratten (Y) 
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und 12 Monate alte persistent östrische Ratten (MA) benutzt. Die MA-Ratten wurden 
mit Progesteron behandelt. Sowohl die MA-Ratten als auch die Y-Ratten wurden um 
13 Uhr und um 17 Uhr getötet. Eine unbehandelte MA-Gruppe, deren Tiere um 10 
Uhr getötet wurden, diente hier als Kontrollgruppe. Anhand der LH-Messung der 
untersuchten Gruppen wurde ein Kontrollwert (5 ng/ml LH) für die positive Reaktion 
der Tiere auf Progesteron (responding animals) festgestellt. Es konnte bei 44% der 
persistent östrischen Ratten ein erhöhter LH-Spiegel erfolgreich wieder erreicht 
werden. In den Gruppen dieses Modells entstand eine Analogie zwischen den 
Gruppen der behandelten MA-13-Uhr und Y-13-Uhr Tiere sowie zwischen den 
responding animals und den Y-17 Uhr-Tieren. Um aussagekräftige statistische 
Veränderungen entlang der hypothalamo-hypophysio-ovariellen Achse in 
individuellen Tieren zu erhalten, wurde die Taqman®-PCR und die quantitative, 
kompetitive RT-PCR eingesetzt. Dabei wurden die folgenden Gene untersucht: ER α 
und ER β, GnRH, GnRH-R, GAD65 und GAD67, sowie FSH-β. 
In der POA, Hypophyse und im Ovar wurde altersabhängigen Genexpression 

beobachtet: Eine signifikante Abnahme der Expression von ER β sowohl in der 
Gruppe responding animals als auch in deren analoger Gruppe wurde in der POA 
(34%), Hypophyse (44 %) und im Ovar (um die 30 %) gemessen. In der Hypophyse 

verzeichneten die mRNA-Transkripte von ER α bei der Gruppe der behandelten 
mittelalten Ratten der 13 Uhr–Gruppe eine Zunahme von 55% und bei der 13-Uhr-
Gruppe der jungen Ratten einen Anstieg von 153 %. Ebenso nehmen die mRNA-

Konzentrationen von FSH-β sowohl bei den responding animals als auch bei deren 
analoger Gruppe in gleichem Masse (ungefähr 300 %) zu.  

Da die Veränderungen der Expression von ER β, ER α und FSH-β bei den zwei 
analogen Gruppen auftritt, ist zu vermuten, dass diese Gene altersabhängig 
expremiert und an der Zyklusregulation ursächlich beteiligt sind. Die restlichen Gene 

zeigten entlang der Achse keine altersrelevanten Veränderungen. Da ER β-
Expressionsveränderungen in der POA, in der Hypophyse und im Ovar gemessen 
wurden, konnte der wichtigste Schluss der hier vorgestellten Untersuchungen 

gezogen werden, dass nämlich ER β für den Erhalt des Zyklus essentiell sein kann. 
In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Tiermodell zur molekular 
biologischen Untersuchung der altersabhängigen Veränderungen mit sehr 
zufriedenstellender Ausbeute zur Wiederherstellung des Östrus-Zyklus (44%) 
erfolgreich entwickelt. Dieses Modell ermöglichte darüber hinaus die Untersuchung 
einer relativ hohen Anzahl an Genen entlang der hypothalamo-hypophysio-ovariellen 
Achse.  
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