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1 UBERSICHT

In den letzten Jahrzehnten hat die vergleichsweise neue Disziplin der klinischen
Neurologie in der Tiermedizin erheblich an Bedeutung gewonnen [1]. Ein stetiger
Wissenszuwachs uUber physiologische Prozesse neuronaler Plastizitat aber auch Uber die
neuropathologischen Charakteristika unterschiedlicher zentralnervoser Erkrankungen
liefert dabei die Basis flr eine permanente Weiterentwicklung der diagnostischen sowie
therapeutischen Moglichkeiten. In der Tiermedizin profitieren infolge dessen insbesondere
Hunde und Katzen aber auch Pferde von einer verbesserten Versorgung neurologischer
Leiden [1]. Dennoch sind bei einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen die derzeitigen
pharmakologischen Therapiemoglichkeiten lediglich unzureichend. Dies gilt u. a. fur die
haufigste chronische neurologische Erkrankung von Hunden und Katzen, die Epilepsie
[2-3]. Epilepsien treten bei diesen Spezies mit einer beim Menschen vergleichbaren
Pravalenz von 1-2% auf [2]. Die Pharmakotherapie dieser Erkrankung beschrankt sich auf
eine symptomatische Behandlung mit Antiepileptika, die jedoch bei 20-40% der
behandelten Tiere nicht zu einer Reduktion der Anfallsfrequenz fuhrt [2, 3]. Flr die
Entwicklung kausaler Behandlungsstrategien gegen diese und weitere neurologische
Erkrankungen ist ein verbessertes Verstandnis Uber die Bedeutung und Funktion
plastischer  Veranderungen im  Nervensystem unter physiologischen sowie
pathophysiologischen Bedingungen notwendig. In diesem Zusammenhang sind
insbesondere neuere Studien von Interesse, die auf eine limitierte Regenerationsfahigkeit
des adulten Gehirns in Erkrankungsmodellen hindeuten. Die Regeneration geht von
undifferenzierten Zellen mit Charakteristika von Stammzellen aus. Die Entdeckung von
Zellen im adulten Nervensystem von Tieren und Menschen, die die Fahigkeit besitzen
neue Neurone hervorzubringen, hat die Liste plastischer Veranderungen des
Nervensystems grundlegend erweitert. Zwar sind die regulierenden Faktoren der
Nervenzellneubildung noch  unvollstandig aufgeklart; die  Moglichkeit einer
Neuroregeneration konnte jedoch fur eine zukunftige Therapie von unterschiedlichsten
neurodegenerativen Erkrankungen und damit fur die klinische Neurologie in der
Tiermedizin von erheblicher Bedeutung sein.

Diverse  Studien konnten einen komplexen Zusammenhang zwischen der
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Nervenzellneubildung und physiologischen sowie pathologischen Gehirnprozessen
aufdecken. Basierend auf diesen Verbindungen wird ein tieferes Verstandnis dieser Form
der Plastizitat, deren funktionelle Bedeutung wahrend der Entwicklung, wahrend des
Alterns und im Rahmen der Entstehung und Behandlung von neurologischen
Erkrankungen, erreicht. Diese Erkenntnisse kdnnten letztlich dabei helfen, die neuronale
Plastizitdat derart zu beeinflussen und zu modulieren, dass endogene
Reparaturmechanismen flr eine Therapie von neurologischen Erkrankungen nutzbar

werden.

Definition der neuronalen Plastizitat

Basierend auf den Untersuchungen des beruhmten Neurowissenschaftlers Ramon y Cajal
im 19. und 20. Jahrhundert wurde davon ausgegangen, dass das adulte Nervensystem
von Saugetieren keine regenerative Fahigkeit besitzt. Stattdessen wurde eine statische
neuronale Zytoarchitektur propagiert, deren fixe Netzwerkverbindungen nach der
Ausreifung des Nervensystems lediglich geringe Adaptationen erlaubten. Diese Ansicht
wurde durch die Erkenntnis ersetzt, dass sich die neuronalen Netzwerke adulter
Saugetiere kontinuierlich in Reorganisation und Modifikation befinden [4-7]. Dabei handelt
es sich um adaptive Veranderungen aufgrund von genetischen, epigenetischen und
erfahrungsabhangigen Faktoren, die auf systemischer, zellularer und molekularer Ebene
ablaufen kdnnen. Abhangig von der Art der permissiven Veranderungen konnen weitere
Subtypen der neuronalen Plastizitat benannt werden [6]. Dabei werden morphologische
Veranderungen von Neuronen, wie eine axonale und dendritische Reorganisation, auch
als strukturelle Plastizitdt und Veranderungen von Membranproteinen auf subzellularer
Ebene als molekulare Plastizitat bezeichnet. Modifikationen der synaptischen
Transmission durch long term potentiation bzw. depression (LTP/ LTD) werden unter dem
Begriff synaptische Plastizitdt zusammengefasst und haufig als Beispiel fir eine
funktionelle und molekulare Plastizitat verwendet [7, 8].

Im Zentrum dieser Arbeit stehen Untersuchungen zur Neubildung von Nervenzellen
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(= Neurogenese) im adulten Rattengehirn. Die Neurogenese im adulten Nervensystem ist
eine Form der strukturellen Plastizitat [9]. Sie steht vermutlich mit einer Reihe von
funktionellen Eigenschaften im Zusammenhang, die sowohl flr physiologische als auch fur
pathophysiologische Prozesse eine Bedeutung haben koénnte [10-15]. Zudem wird die
neurogeneseassoziierte Plastizitat vielfach als neue Strategie zur Behandlung
neurologischer Erkrankungen diskutiert [9, 10, 16-19].

Wahrend der neuronalen Entwicklung entsteht das Nervensystem aus Stammzellen die
sich teilen und zu Vorlauferzellen der neuronalen und glialen Linie ausdifferenzieren [20].
Im Gegensatz zu echten Stammzellen, die multipotent sind, kdénnen aus diesen
Vorlauferzellen bei fortschreitender Differenzierung lediglich Zellen eines bestimmten
Gewebetyps hervorgehen. Aus diesem Grunde spricht man von determinierten
Vorlauferzellen. Obwohl das Saugetiergehirn nur eine aulerst limitierte regenerative
Fahigkeit besitzt, konnte beginnend in den 60er Jahren die Existenz von Zellen mit
stammzellahnlichen Eigenschaften im adulten Nagergehirn nachgewiesen werden
[21, 22]. Diese Stammzellen und determinierten neuronalen Vorlauferzellen sind fur die
kontinuierlich und lebenslang stattfindende Neubildung von Neuronen verantwortlich. In
den letzten Jahren konnte die Neubildung von Nervenzellen im adulten Gehirn fur diverse
Labornager und Primaten, sowie fur den Menschen nachgewiesen werden [9, 23-25]. Sie
findet insbesondere in zwei Gehirnregionen statt: In der subgranularen Zone (SGZ) des
Gyrus dentatus (GD) des Hippocampus (= hippocampale Neurogenese) und der
Subventrikularzone (SVZ) des anterolateralen Seitenventrikels (= Neurogenese des
olfaktorischen Systems) [10, 12, 20, 26-28]. Diese beiden Regionen werden aufgrund ihrer
Eigenschaften auch als primare neurogene Zonen bezeichnet und im Folgenden

eingehend beschrieben.

Neurogenese im adulten olfaktorischen System

Aus der SVZ des adulten Saugetiergehirns gehen die meisten neugebildeten Neurone

hervor [29]. Diverse Studien an Labornagern und Primaten konnten die Neubildung von



UBERSICHT

Neuroblasten in der anterioren Region des SVZ nachweisen. Diese wandern tangential
und in Ketten angeordnet entlang von astrozytaren Leittuben und bilden den sog. rostral
migratory stream (RMS, Abb. 1A-B) [30]. Innerhalb des RMS teilen sich die Neuroblasten
mehrfach und erreichen letztlich die Riechkolben (Bulbi olfactorii) [26, 31, 32]. Sie wandern
radial in die granularen und periglomularen Zellschichten der Bulbi ein, um sich hier zu
granularen und periglomularen GABAergen und dopaminergen inhibitorischen
Interneuronen auszudifferenzieren [10, 12, 26, 31-34]. Im humanen olfaktorischen System
existieren Hinweise flr einen analogen Verlauf. Die Wanderung der Neuroblasten im
humanen Gehirn bedarf aufgrund einer differierenden Zytoarchitektur im RMS keiner
Leittuben [24, 35, 36].

Abb. 1: Wanderroute der in der SVZ gebildeten Neuroblasten in Richtung der Riechkolben (A, B). Die
Abbildung (A) zeigt eine schematische Seitenansicht des Gehirns einer Ratte. Der Bildungsort der
Neuroblasten ist die SVZ des Seitenventrikels (blau). Unter weiterer Proliferation und zunehmender
Differenzierung wandern die Neuroblasten entlang von astrozytidren Leitréhrchen in die Riechkolben
und bilden dabei den sog. RMS (rot). Im Riechkolben angelangt, verlassen die Neuroblasten den RMS
und wandern in die oberflachlichen Schichten der Bulbi ein, um hier zu funktionellen neuen
Neuronen auszudifferenzieren. Die Abbildung (B) zeigt den vergroBerten Ausschnitt des in
Abbildung (A) markierten Bereiches eines immunhistologischen Praparates. Neuroblasten des RMS
wurden durch die Verwendung von spezifischen Antikorpern sichtbar gemacht (Pfeile). Im
Riechkolben angekommen, schwarmt ein Teil dieser Zellen facherformig in die oberflachlichen

Zellschichten aus (Dreiecke). Balken = 50 ym.
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Die Mehrzahl der neugebildeten Zellen geht zugrunde, noch bevor sie die Riechkolben
erreicht haben. Lediglich ein kleiner Teil der im Uberschuss produzierten Zellen
differenziert sich vollstandig aus und wird in das bestehende neuronale Netzwerk
funktionell integriert [26, 37]. Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Zahl der
integrierten neugebildeten Zellen und deren mittlere Uberlebensrate mit dem Grad der
sensorischen Eindricke zunehmen [26]. Des Weiteren erlaubt diese Form der Plastizitat
eine effektive und einmalige Adaptation des neuronalen Netzwerkes an die sich
permanent verandernden Umwelteinflisse [26].

Die Uber den Riechnerv und die Riechkolben entgegengenommene Sinnesinformation
wird im olfaktorischen Cortex weiterverarbeitet. Der piriforme Cortex (PC) ist das grofdte
Areal des olfaktorischen Cortex der Saugetiere und Teil des limbischen Systems. Da der
Bulbus olfactorius die Haupteingangsstruktur des PC darstellt, wird als Synonym fur den
PC haufig der Begriff ,primarer olfaktorischer Cortex“ verwendet. Die Projektionen aus den
Riechkolben erfolgen direkt Uber den lateralen olfaktorischen Trakt [38]. Der PC verfugt
Uber eine einmalige intrinsische Faserbindelstruktur und besitzt zahlreiche afferente und
efferente Verbindungen zu anderen Strukturen des limbischen Systems [38, 39].
Funktionell ist der PC fur die Wahrnehmung und Unterscheidung von olfaktorischen
Eindricken relevant sowie fur deren Verarbeitung im Rahmen der Gedachtnisbildung
olfaktorischer Impressionen [40]. Es stellt sich daher die Frage, ob analog zum Bulbus
olfactorius, auch auf der Ebene der Prozessierung olfaktorischer Sinneseindricke Formen

einer neurogeneseabhangigen neuronalen Plastizitat auffindbar sind.

Adulte hippocampale Neurogenese

Kontinuierlich und lebenslang proliferieren neuronale Vorlauferzellen in der SGZ des GD
im Hippocampus diverser Saugetiere und des Menschen [21-23, 25, 28, 31, 41]. Ein
Groldteil der neuentstandenen Zellen geht bereits in der SGZ zugrunde [42]. Die
verbleibenden Zellen migrieren unter stetiger Proliferation und zunehmender

Differenzierung in die Uber der SGZ liegende Kornerzellschicht (engl. granule cell layer,
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GCL) und reifen zu funktionellen Koérnerzellen aus [20, 22, 43, 44]. Die neugebildeten
Kornerzellen senden ihre Dendriten in die Molekularschicht (Mol) des GD und nehmen
axonal mit Pyramidenzellen des Hilus und der CA3-Region synaptischen Kontakt auf
[41, 45-48]. Die Zellen integrieren sich dabei in das bestehende hippocampale neuronale
Netzwerk und bleiben Uber Monate erhalten. Es wird vermutet, dass auf diese Weise
jeden Monat bis zu 250.000 neue Neurone in die GCL funktionell eingefugt werden. Dies
entspricht einem Turnover von etwa 6% aller Kornerzellen [49]. Der Ablauf der einzelnen
Differenzierungsstadien ist in Abb. 2 dargestellt. In dieser Abbildung sind morphologische
Unterschiede und das Expressionsmuster von spezifischen Markern als Kriterien fir die
Einteilung herangezogen worden. Die Ausgangszellen weisen viele Eigenschaften von
Stammzellen auf. So kdnnen sich diese Zellen Uber eine lange Zeit durch symmetrische
Zellteilungen selbsterhalten und sich zu Gliazellen und Neurone weiterentwickeln. Zudem
besitzen sie einen relativ langsamen Zellzyklus. Im Gegensatz zu echten Stammzellen
fehlen ihnen jedoch die ausgepragte Multipotenz und die Fahigkeit einer unbegrenzten
Selbsterhaltung. Daher werden diese Zellen als stammzellartig bezeichnet. Ein Teil der
stammzellartigen Zellen differenziert sich zu schnell-teilenden neuronalen Vorlauferzellen
aus. Diese besitzen in geringem Umfang die Mdglichkeit einer Selbsterhaltung. Die
Vorlauferzellen sind bereits in ihrer Entwicklung determiniert, so dass aus ihnen lediglich
Neurone hervorgehen konnen. Die neuronalen Vorlauferzellen wandern unter weiterer
Proliferation zunehmend in die GCL ein. SchlieRlich verlassen sie den Zellzyklus und
gehen in eine transiente postmitotische Phase uber. In dieser werden Neuriten und
Synpasen ausgebildet und erste Verbindungen zu anderen Neuronen etabliert. Letztlich
reifen diese Zellen dadurch zu neuen funktionellen Kornerzellen aus. Eingehende
molekulare und elektrophysiologische Untersuchungen konnten eine vollstandige
funktionelle Integration der neugebildeten Kdrnerzellen bestatigen, die ausfluhrlich in einer
Studie von Lledo et al. (2006) zusammengefasst wurde [9]. Die Integration von
neugebildeten Zellen in ein bereits bestehendes neuronales Netzwerk besitzt eine enorme
funktionelle Bedeutung auf zellularer und systemischer Ebene [17, 28]. Wiederholt wurde
beschrieben, dass junge neugebildete Kornerzellen eine hdhere synaptische Plastizitat

gegenuber alteren Kornerzellen aufweisen [50, 51].
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Abb. 2: Phasen der Kornerzellentstehung im adulten Hippocampus [41]. Eingeteilt auf der Basis der
Morphologie, Proliferationsfahigkeit und der Expression verschiedener neuronaler Proteine.
Modifizierte Abbildung von A. Pekcec und H. Potschka.

Die typische Verschaltung der Neurone im Hippocampus wird haufig als tri-synaptisches
Netzwerk bezeichnet (Abb. 3). Innerhalb des tri-synaptischen hippocampalen Netzwerkes
(— DG —- CA3 —» CA1—) findet die Neubildung von Nervenzellen in einer sog.
Flaschenhalsposition statt, da sehr viele Neurone des entorhinalen Cortex und weiteren
hippocampalen Eingangsstrukturen via dem perforant path auf lediglich sehr wenige
Kornerzellen des GD projizieren (bei der Maus z.B. 250.000 Kornerzellen). Diese
Kdrnerzellen sind mit einer noch geringeren Anzahl an CA3-Pyramidenzellen verbunden,
die wiederum Uber Projektionen durch Pyramidenzellen der CA1-Region mit corticalen
Zellen verschaltet sind. Damit findet die Neubildung der Nerverzellen an der schmalsten
Stelle innerhalb des tri-synaptischen Netzwerkes statt, in der die Integration weniger
Zellen bereits einen gro3en Einfluss auf das gesamte neuronale Netzwerk haben konnte
[17].
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CA3

Moosfasern

Schaffer Kollateralen

Abb. 3: Schematische Darstellung der tri-synaptischen Verschaltung im Hippocampus (A) und Nissl-
gefarbter coronaler Hippocampusschnitt in der Ubersicht (B). Die Haupteingangsbahn des
Hippocampus stellt der sog. perforant path (rot) dar, dessen Fasern insbesondere Axone des
entorhinalen Cortex beinhaltet. Koérnerzellen (blau) des Gyrus dentatus (GD) stehen lber ihren
Dendriten mit dem perforant path in synaptischem Kontakt. Die Axone der Kornerzellen, die als
Moosfasern bezeichnet werden, ziehen zu den Pyramidenzellen der CA3-Region (griin). Die Axone
dieser Zellen werden als Schaffer Kollateralen bezeichnet und sind ihrerseits mit Pyramidenzellen
der CA1-Region (violett) des Hippocampus verbunden. Die CA-1 Pyramidenzellen sind axonal mit
Zellen corticaler Regionen verbunden. Die Abbildung (B) gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten
Subregionen des Hippocampus. In der Nissl-Farbung stellen sich in einer geringen VergroRerung die
Somata der Zellen als Banden dar. Balken = 50 ym.

Als physiologisches Korrelat dieser Permissivitat wurde eine grundlegende Bedeutung fur
Lern- und Gedachtnisprozesse postuliert [14, 17, 27, 28, 52-54]. Diese Hypothese ist eng
mit der physiologischen Bedeutung des Hippocampus verbunden. Der Hippocampus wird
haufig als ,Tor zum Gedachtnis“ bezeichnet. Diese metaphorische Bezeichnung soll
verdeutlichen, dass der Hippocampus insbesondere an der Bildung eines
Langzeitgedachtnisses beteiligt ist. Zwar besitzt der Hippocampus eine geringe Kapazitat
an Informationsspeicherung, die fir das Kurzzeitgedachtnis von Bedeutung ist; seine
Hauptfunktion besteht jedoch eher darin, Informationen fir das Langzeitgedachtnis zu
bearbeiten und fur eine ,Speicherung” in corticalen Regionen vorzubereiten [15, 55]. Somit
konnte eine Integration von neuen Kornerzellen (und damit von neuen
Verarbeitungseinheiten) innerhalb der Flaschenhalsposition des tri-synaptischen

hippocampalen Netzwerkes, von Relevanz fir die Funktion des Hippocampus sein [55].
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Zahlreiche endogene Faktoren und Umwelteinflisse wirken sich auf die Proliferations- und
Integrationsrate sowie die Uberlebensdauer von Neuronen aus. Die Uberlebensrate von
sich neubildenden Kornerzellen steigt aufgrund physischer Aktivitat [56] und durch die
Exposition mit vielfaltigen Umgebungseindricken [13, 57, 58], wahrend Stress einen
gegenteiligen Effekt besitzt [59]. Diese und weitere Modulationen sollen unter
physiologischen wie auch pathologischen Bedingungen eine Bedeutung fur
hippocampusabhangige Lern- und Gedachtnisaufgaben besitzen [17, 53, 54, 60]. Viele
dieser Daten sind jedoch widerspruchlich und nicht reproduzierbar [9, 61]. Daher kann
derzeit keine allgemeingultige Aussage bezuglich der Relevanz neurogeneseassoziierter
Plastizitat fur Lern- und Gedachtnisfunktionen getroffen werden. Vielmehr ist eine
differenzierte Betrachtung notwendig, da der Grad der Nervenzellneubildung, die
Uberlebensrate neugebildeter Zellen und die Differenzierung der Zellen stark von der Art

der Lern- und Gedachtnisaufgaben abhangig sind [62, 63].

Neurogenese auBerhalb der primar neurogenen Gehirnregionen

In der SGZ des Hippocampus und der SVZ des lateralen Seitenventrikels von Saugetieren
entsteht lebenslang und kontinuierlich eine groRe Anzahl an Neuronen. Daher werden
diese beiden Regionen haufig als primare neurogene Zonen bezeichnet [64]. Diverse
Studien wiesen daruber hinaus eine Neubildung von Nervenzellen in weiteren
Gehirnregionen adulter naiver Saugetiere nach [65-74]. Da die Anzahl der neugebildeten
Zellen im Vergleich zur SGZ und SVZ gering ist und deren Existenz vielfach angezweifelt
wird, wird in diesem Zusammenhang haufig von einer Neurogenese aul3erhalb der primar
neurogenen Zonen gesprochen [64].

Die Arbeitsgruppe von Elizabeth Gould erbrachte wiederholt den Nachweis einer
transienten Neurogenese im prafrontalen, temporalen, und parietalen Neocortex von
naiven Primaten und Ratten [65, 66]. Andere Arbeitsgruppen konnten wiederum keine
Hinweise auf eine transiente Neurogenese in diesen Hirnregionen finden [31, 64, 75, 76].

Diese kontroversen Daten entfachten daher eine seither anhaltende Diskussion Uber die
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Existenz von neuronaler Vorlauferzellen und neugebildeter Neurone in diesen Regionen
[43, 64, 77-78].

Neben dem Neocortex konnte eine Neubildung von Neuronen in der Amygdala und der
Substantia nigra von naiven Primaten [69, 71], im Nucleus caudatus und Cerebellum von
Kaninchen [73, 74], in der CA-1 Region des Hippocampus [67] und im Hypothalamus von
Mausen [72] sowie im Hirnstamm und Ruckenmark von Ratten [68, 70] demonstriert
werden. Alle diese Daten stehen in Kontrast zu anderen Studien, die zwar die Existenz
lokaler endogener multipotenter Vorlauferzellen einrdumen, jedoch keine kontinuierliche
Nervenzellneubildung beobachten konnten [64, 79-83]. Multipotente Vorlauferzellen
konnten bisher in verschiedenen Regionen aul3erhalb der primar neurogenen Zonen von
Saugetieren und aus humanem Gewebe isoliert und in vitro kultiviert werden [84-89].
Interessanter Weise zeigen diese Zellen ein analoges Verhalten zu den Stammzellen und
Vorlauferzellen der SVZ. So generieren Vorlauferzellen, die aus dem Ruickenmark
gewonnen und in den Hippocampus implantiert wurden, Kornerzellen. Hingegen
entwickeln sich nach Reimplantation in situ lediglich Gliazellen und keine Neurone
[90, 91]. Lie et al. (2002) haben multipotente Vorlauferzellen aus der Substantia nigra
isoliert und mit unterschiedlichen trophischen Faktoren ko-inkubiert, so dass sich daraus
Neurone entwickelten [91]. Diese Daten bestarken die gangige Vermutung einer
Abhangigkeit neurogeneseassoziierter Plastizitat vom lokalen Mikromillieu. Multipotente
neuronale Vorlauferzellen lieBen sich ebenfalls aus dem Cortex humaner Patienten

isolieren [85].

Die Existenz von endogenen multipotenten Vorlauferzellen auferhalb der primaren
neurogenen Zonen wird durch eine Reihe von Studien bestarkt, in denen eine Neubildung
von Nervenzellen durch pathologische Insulte induziert werden konnte [92-98]. Magavi et
al. (2000) losten die Apoptose spezifischer corticothalamischer Projektionsneurone im
anterioren Neocortex von adulten Mausen mit einer chromophorabhangigen
Laserphotolyse aus [92]. In dieser Gehirnregion findet normalerweise keine
Nervenzellneubildung statt. Infolge der induzierten Apoptose bildeten sich jedoch neue
Zellen, die zu Neuronen ausdifferenzierten und ebenfalls corticothalamische Verbindungen

aufwiesen. Da diese Zellen Uber Monate uberlebten, gehen die Autoren von einer
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zelltodinduzierten funktionellen Regeneration aus, die vermutlich von endogenen, lokalen
multipotenten Vorlauferzellen ausgeht [92, 96]. Die Arbeitsgruppe konnte zu einem
spateren Zeitpunkt ebenfalls eine apoptoseinduzierte Nervenzellneubildung von Zellen des
corticospinalen Traktes nachweisen [95]. Eine Induktion der Neurogenese ausgehend von
ortsgebundenen multipotenten Vorlauferzellen kénnte im Zusammenhang mit der
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien fur verschiedene neurodegenerative
Erkrankungen des Nervensystems von entscheidender Bedeutung sein [93, 94]. Dies wird
durch eine aktuelle Arbeit von Nakatoni et al. (2002) bestatigt, in der eine Regeneration
hippocampaler Pyramidenzellen in der CA-1 Region beschrieben wird, die von
endogenen, multipotenten Vorlauferzellen ausgeht [98].

Ausgehend von endogenen, ortsstandigen Vorlauferzellen kdnnen Neuroblasten neben
dieser in situ Neurogenese ebenfalls aus der SVZ in geschadigte Gehirnbereiche
einwandern und untergegangene Neurone funktionell ersetzen. Arvidsson et al. (2002)
und Parent et al. (2002) zeigten zeitgleich in Rattenmodellen fur Schlaganfalle, dass
zerstorte striatale Neurone durch rekrutierte Neuroblasten der SVZ ersetzt werden
[97, 99]. Die Autoren schlieRen jedoch eine insitu Neurogenese aus endogenen,
multipotenten Vorlauferzellen innerhalb des Striatums nicht aus [97]. Ausgehend von den
erwahnten Daten von Magavi et al. [92, 96] ist es von Interesse, dass im Bereich von
schlaganfallinduzierten Lasionen im parietalen Cortex keine neugebildeten Nervenzellen
gefunden werden konnten. Dieses negative Ergebnis in Bezug auf eine fehlende in situ
Neurogenese kdnnte auf Speziesunterschieden beruhen, oder aufzeigen, dass die Art der
Schadigung fur die Induktion einer regenerativen Neurogenese von Bedeutung sein
konnte. Im parietalen Cortex humaner Schlaganfallpatienten konnten hingegen Hinweise
auf die Neubildung von Nervenzellen gewonnen werden [100]. Die Herkunft dieser Zellen
ist aufgrund methodischer Limitationen bei Verwendung humanen Gewebes derzeit nicht
genauer identifizierbar. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass
excitotoxininduzierte Lasionen im Striatum mit der Rekrutierung von SVZ-Neuroblasten
einhergehen [101]. Jedoch ist hier eine zeitgleiche Neurogenese in situ nicht
auszuschliel3en.

Die Daten belegen die Existenz endogener, lokaler, multipotenter Vorlauferzellen in

diversen Gehirnregionen auf3erhalb der primaren neurogenen Areale. Sie werden dartber
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hinaus durch komplementare Ergebnisse einer lasionsinduzierten Regeneration aul3erhalb
der primar neurogenen Zonen gestutzt. Weitere Studien deuten zudem auf eine transient
ablaufende Neurogenese in einigen dieser Hirnregionen hin. Diese erscheint im direkten
Vergleich mit der hippocampalen und olfaktorischen Neurogenese erheblich geringer zu
sein. Aufgrund vielfach divergierender Ergebnisse ergibt sich ein erhohter Bedarf an
Untersuchungen, die die Lokalisation, den Umfang und die funktionelle Bedeutung dieser

Form der neurogeneseabhangigen Plastizitat weiter aufklaren.

Neurogeneseabhangige Plastizitat im epileptischen Gehirn

Epilepsien sind definiert durch das wiederholte und spontane Auftreten von Anfallen
zentralen Ursprungs. Epilepsien zahlen zu den haufigsten chronischen neurologischen
Erkrankungen von Menschen sowie Hunden und Katzen und treten mit einer Pravalenz
von bis zu 2% in der Bevolkerung auf [102-104]. Die Entstehung und Manifestation einer
Epilepsie (= Epileptogenese) geht mit zahlreichen neuropathologischen plastischen
Veranderungen des Nervensystems einher [105-107]. Die haufigste Epilepsieform des
Menschen hat ihren Ursprung im Temporallappen und wird daher auch als
Temporallappenepilepsie bezeichnet. Aufgrund der besonderen pathophysiologischen
Bedeutung des Hippocampus flir diese Form der Epilepsie werden im Folgenden die
neuronalen Veranderungen in dieser Gehirnregion betrachtet und insbesondere die

neurogeneseabhangigen Aberrationen der neuronalen Plastizitat herausgestelit.

Fur die Entstehung und Erhaltung eines epileptischen, neuronalen Netzwerkes werden
unterschiedliche plastische Mechanismen mitverantwortlich gemacht, die sowohl fur die
Anfallsinduktion und Anfallsausbreitung entscheidend sein koénnten, als auch fur die
Beeintrachtigung physiologischer hippocampaler Funktionen von Relevanz sind
[107, 108]. So konnten wiederholt hippocampusabhangige kognitive und psychiatrische
Storungen bei epileptischen Patienten und in experimentellen Studien festgestellt werden
[17, 109-113].
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Diese plastischen Veranderungen sind die Grundlage fir eine Beeintrachtigung
inhibitorischer  neuronaler Systeme und/oder einer Uberschiefenden  Aktivitat
excitatorischer Systeme. Der dominierende inhibitorische Transmitter im Nervensystem ist
GABA [114]. Es existieren eindeutige Hinweise flr eine Vielzahl von anfallsassoziierten
Aberrationen der Funktion des GABAergen Systems [108, 114, 115]. Zudem konnten
unterschiedliche neuronale plastische Veranderungen mit einer gesteigerten Aktivitat
excitatorischer Systeme in Zusammenhang gebracht werden. So wurden vielfach
Veranderungen der glutamatergen Transmission in tierexperimentellen Studien und im
Gehirngewebe humaner Epilepsiepatienten nachgewiesen [108]. Diese betreffen zum
einen die gesteigerte prasynaptische Freisetzung des excitatorischen Transmitters
Glutamat und zum anderen dessen gestorte Wiederaufnahme aus dem synaptischen
Spalt sowie Veranderungen in der Zusammensetzung, Dichte und Expression von
Glutamatrezeptoren [108]. Die massiv gesteigerte Glutamatfreisetzung ist wesentlich an
dem Verlust von Neuronen im Hippocampus und anderen besonders vulnerablen
Gehirnregionen, wie dem PC, beteiligt und kann durch den spezifischen NMDA-
Rezeptorantagonisten MK-801 verhindert werden [116, 117]. Die Neurodegeneration im
Hippocampus wird als relevant fur die Entstehung der Hyperexcitabilitit gesehen
[106, 118, 119]. Eine tierexperimentelle Studie konnte jedoch zeigen, dass MK-801 keinen
antiepileptogenen Effekt besitzt [120]. Dieses Ergebnis impliziert, dass weitere plastische

Veranderungen an der Hyperexcitabilitat beteiligt sein mussen.

Die Bildung neuer neuronaler Netzwerke wird ebenfalls als plastische Veranderung
angesehen, die an der Ausbildung und dem Erhalt der Hyperexcitabilitat beteiligt ist.
Grundlage dieser Netzwerkneubildung ist die Sprossung von Koérnerzellaxonen, den sog.
Moosfasern, sowie dendritische Reorganisationen, die von einer Synapsenneubildung
begleitet wird. Diese Prozesse treten infolge einer gesteigerten neuronalen Aktivitat auch
unabhangig von einer Neurodegeneration auf [108] und konnten weiterhin in funktionellen,
rucklaufigen excitatorischen Feedbackkreislaufen resultieren. Es wird diskutiert, dass
derartige Feedbackkreislaufe an der Initiierung und Propagation spontaner epileptischer
Anfalle beteiligt sein konnten [121]. Die Unterdrickung der mit Epilepsien einhergehenden

massiven axonalen und dendritischen Reorganisation, die an der Ausbildung aberranter
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synaptischer Verbindungen beteiligt ist [121-124], wird daher als eine mdgliche Strategie
zur Behandlung diverser Epilepsieformen diskutiert [124]. Neben diesen rein neuronalen
Veranderungen treten ebenfalls strukturelle Veranderungen von Gliazellen auf, die an

prokonvulsiven Umbauprozessen beteiligt sein konnen [125, 126].

Abb. 4: Immunhistologische Abbildung des Hippocampus einer Kontrollratte (A) und einer Ratte in
der Friihphase der Epileptogenese (B). In rot stellen sich Neurone dar, die mit einem spezifischen
neuronalen Marker (NeuN) immunhistologisch angefiarbt wurden. Das Thymidinanalogon
Bromodesoxiuridin (BrdU) wurde immunhistologisch angefarbt (griin). BrdU wurde den Ratten vor
Versuchsbeginn intraperitoneal appliziert und von sich teilenden Zellen in die DNA eingebaut. Zellen,
die BrdU inkorporiert haben und den neuronalen Marker NeuN co-exprimieren, kénnen folglich als
neugebildete Neurone identifiziert werden. Solche doppelmarkierte Zellen erscheinen gelb (weie
Pfeile). Wahrend in Kontroliratten lediglich vereinzelt neugebildete Neurone im Gyrus dentatus (GD)
sichtbar sind (A), weisen Ratten in der Friihphase der Epileptogenese eine deutliche Induktion der
Kornerzellneurogenese auf (weiBe Pfeile, B). Dariiber hinaus sind bei diesen Tieren zusitzlich einige

neugebildete Neurone ektopisch im Bereich des Hilus (H) lokalisiert (weiRes Dreieck).

An der Ausbildung neuer neuronaler Netzwerke konnten ebenfalls neurogeneseabhangige

plastische Umstrukturierungen beteiligt sein. Sowohl im Tiermodell als auch in Hippocampi

14



UBERSICHT

humaner Patienten sind wiederholt massive neurogeneseassoziierte Veranderungen
beschrieben worden. Eine haufig beobachtete Aberration ist dabei eine Induktion der
Kornerzellneubildung (Abb. 4A-B), die insbesondere in der Frihphase der Erkrankung
beschrieben wurde [127-131]. Diese anfallsinduzierte Steigerung der hippocampalen
Neurogenese ist sowohl spezies- als auch modellabhangig und variiert insbesondere in
Abhangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt. In der chronischen Phase der Erkrankung
wurde hingegen von vielen Autoren eine Suppression der hippocampalen Neurogenese
beobachtet [132-135]. Ungeachtet davon ist die hippocampale Neurogenese im
epileptischen Gehirn mit atypischen Charakteristika verbunden, die die Morphologie, die
Lokalisation und das elektrophysiologische Profil der Zellen betreffen und als Teil einer
prokonvulsiven Plastizitat gewertet werden [121, 136-145]. So bilden neuentstandene
Kdrnerzellen im epileptischen Nagerhirn aberrierende Axone aus (= Moosfasersprossung),
die sich an dem prokonvulsivem Umbauprozess beteiligen [146, 147]. Analoge
Veranderungen sind ebenfalls in reseziertem Humangewebe nachgewiesen worden
[148-150].

Darlber hinaus weisen einige der neuronale Vorlauferzellen im epileptischen Gehirn eine
Storung ihres Migrationsprofils auf. Anfallsinduziert wandern neuronale Vorlauferzellen in
den Hilus und die Molekularschicht des Hippocampus ein, oder persistieren im Bereich der
SGZ (Abb. 4B). Diese Zellen werden als ektopische Kornerzellen bezeichnet. Sie
differenzieren sich trotz fehlerhafter Lokalisation zu Kornerzellen aus, die in diesen
Regionen sonst nicht zu finden sind und bilden aberrante synaptische Verbindungen mit
anderen Zellen aus [131, 142, 151, 152]. Aufgrund der Persistenz, einer hohen Anzahl
dieser Zellen und deren funktionelle Integration in limbische Schaltkreisen kann von einer
wesentlichen Bedeutung fir das Anfallsgeschehen ausgegangen werden [145].
Elektrophysiologische Untersuchungen stutzen diese Hypothese, da sich ektopische
Koérnerzellen sowohl orthodrom dber den perforant path (der Eingangsstruktur des
Hippocampus, siehe Abb. 3A), als auch antidrom Uber eine Moosfaserstimulation
aktivieren lassen und ein abnormes spontanes Entladungsmuster (= burst firing)
aufweisen [141-144].
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Ein grolRer Anteil der neugebildeten ektopischen Neurone ist durch das gehaufte Auftreten
persistierender basaler Dendriten charakterisiert (Abb. 5A, B) [47, 138, 139, 153-159].
Wahrend der Entwicklung von Kornerzellen im adulten Gehirn bilden neuronale
Vorlauferzellen kurze Dendriten an der Basis des Zellkorpers aus, die lediglich fur einen
kurzen Zeitraum erhalten bleiben [139]. Als erste Arbeitsgruppe wiesen Spigelman et al.
(1998) das Auftreten von in den Hilus ziehenden persistierenden basalen Dendriten bei
epileptischen Ratten nach. Nach ihren Schatzungen bildeten 5-16% der Kornerzellen
abnorme Dendriten aus. Die Entdeckung wurde spater in drei weiteren Epilepsiemodellen
bestatigt [153, 159, 160] und durch die Erkenntnis erweitert, dass diese von sich

neubildenden ektopischen Kornerzellen ausgehen [156].

_.m,'. i

Abb. 5: Persistierende basale Dendriten von sich neubildenden Kérnerzellen im Hippocampus epileptischer
Ratten (A, B). In (A) ist eine neuronale Vorlauferzelle sichtbar, die aus der subgranuldren Zone (SGZ) in die
Koérnerzellschicht (GCL) eingewandert ist. An der Basis dieser Zelle entspringt ein persistierender basaler
Dendrit, der weit in den Hilus (H) des Hippocampus zieht und sich dabei mehrfach verzweigt (Pfeil). (B) zeigt
zwei persistierende basale Dendriten, die am Ubergang der SGZ/ GCL entspringen und weit in den Hilus
hineinziehen (grofRe Pfeile). Diese Dendriten weisen dornenartige Fortsatze (kleine Pfeile) flir synaptische

Zellverbindungen auf und sind ebenfalls multipel verzweigt. Balken = 25 ym.

Die anfallsinduzierte Bildung erfolgt bereits binnen weniger Tage, als eine relativ schnelle
Form der epilepsieassoziierten Plastizitat und ist weiterhin durch eine starke Verlangerung
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der Dendriten im Vergleich zu den transient gebildeten Dendriten normaler Kornerzellen
charakterisiert [156]. Zudem besitzen sie eine erhOhte Anzahl excitatorischer Synapsen
[138, 154, 156]. Als Ursache der Migrationsstorung und der morphologischen
Veranderungen neugebildeter Kornerzellen im epileptischen Gehirn  wird ein
anfallsinduzierter Verlust der eins-zu-eins Verknupfung zwischen neugebildeten Zellen
und benachbarten spezialisierten Astrozyten vermutet [139]. Diese Hypothese basiert auf
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Seki (2002) und Shapiro et al. (2005),
die eine enge raumliche und zeitliche Verbindung von sich neubildenden Kdrnerzellen und
besonderen Astrozyten, den radialen Gliazellen, entdeckten [161,162]. Ein
anfallsinduzierter Verlust dieser Verbindung soll weiterhin fur das Aussprossen und
Persistieren von basalen Dendriten sich neubildender Kdrnerzellen verantwortlich sein
[139].

Neugebildete ektopische Kornerzellen weisen in Bezug auf ihre Morphologie,
Netzwerkorganisation und funktionellen Charakteristika Veranderungen auf, die an der
Ausbildung und der Erhaltung eines epileptischen Netzwerkes beteiligt sein konnten.
Insbesondere das Auftreten persistierender basaler Dendriten und die gesteigerte Anzahl
excitatorischer Synapsen kénnten weiterhin zur Reduktion der Krampfschwelle und somit
zur Anfallsgenerierung beitragen. Es wird vermutet, dass das Auftreten persistierender
basaler Dendriten auf eine direkte Anfallsaktivitat zurickzufuhren ist; jedoch fehlen
genauere Untersuchungen der induzierenden Faktoren, die die Stérungen dieser

neurogeneseabhangigen Plastizitat verursachen.

Zusammenfassung und Zielsetzung der Untersuchungen

In den letzten Jahren erweiterten die Entdeckungen von endogenen Stammzellen und
multipotenten Vorlauferzellen im adulten Saugetiergehirn die bisherigen Vorstellungen
uber die Moglichkeiten der Mechanismen neuronaler Plastizitat. Eine kontinuierlich
stattfindende Neuronenneubildung aus Zellen mit Stammzelleigenschaften konnte sowohl

in der SVZ des olfaktorischen Systems, als auch in der SGZ des Hippocampus
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nachgewiesen werden. Zwar sind die einzelnen Entwicklungsstufen und molekularen
Mechanismen der Nervenzellentstehung bereits hinreichend bekannt, jedoch sind
spezifische Aussagen Uber die exakte physiologische Relevanz dieses Phanomens trotz
intensiver Untersuchungen unklar. Neben der kontinuierlich ablaufenden Neurogenese in
diesen beiden Regionen existieren multipotente Vorlauferzellen in weiten Teilen des
ubrigen Nervensystems. Unter verschiedenen experimentellen Bedingungen konnte eine
von diesen Zellen ausgehende Neurogenese nachgewiesen werden. Es ist derzeit jedoch
unklar, ob diese Zellpopulation im naiven Gehirn in einem ruhenden Zustand verweilt, oder
zu einem sehr geringen Grad ebenfalls neue Neurone hervorbringt. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurden Untersuchungen im PC naiver Ratten durchgefuhrt.
Dieser nimmt den groften Bereich des olfaktorischen Cortex ein. Da es sich um den
entwicklungsgeschichtlich altesten Anteil des Neocortex handelt, wird er ebenfalls als
Paleocortex bezeichnet. Neurogeneseabhangige Modifikationen im Bulbus olfactorius
konnten ein analoges nachgeschaltetes Korrelat an Plastizitat auf einer nachgeschalteten
Ebene erfordern. Da der PC die Hauptausgangsstruktur des Bulbus olfactorius darstellt
und somit eine neurogeneseabhangige Plastizitat in dieser Gehirnregion am
wahrscheinlichsten erscheint, wurde bei den durchgefiihrten Untersuchungen
insbesondere diese Gehirnregion bertcksichtigt. Der PC besitzt zudem eine grol3e
physiologische Bedeutung fur die Verarbeitung und die Gedachtnisbildung von
Sinneseindriicken sowie eine pathologische Bedeutung im Rahmen von verschiedenen
neurologischen Erkrankungen, wie der Epilepsie [39, 163, 164]. So ist der PC ein
Multiplikator neuronaler Exzitationen im Anfallsgeschehen und unterliegt einer Vielzahl von
plastischen Veranderungen wahrend der Epileptogenese [39, 163-167].

Die Untersuchungen haben den Zweck die Mechanismen neurogeneseassoziierter
Plastizitat aufzudecken (siehe Publikation 1). Die Aufklarung dieser Mechanismen kann
weiterfuhrend eine Basis fur das Verstandnis pathophysiologischer Veranderungen der
neuronalen Plastizitat liefern, die fur die Entwicklung von neuen therapeutischen
Strategien oder der Prophylaxe von neurologischen Erkrankungen wie der Epilepsie von
Bedeutung sein kdnnen.

Die Existenz von Stammzellen und multipotenten Vorlauferzellen im adulten

Saugetiergehirn impliziert die Moglichkeit zerstortes Nervengewebe durch endogenen
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Ersatz zu regenerieren. Neben diesem regenerativen Potential wird jedoch ebenfalls eine
Beteiligung der neurogeneseassoziierten Plastizitdt in der Pathophysiologie diverser
neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen, darunter Epilepsien, diskutiert.
Spezifische Aberrationen in der Entwicklung sich neubildender hippocampaler Zellen im
Zusammenhang mit Epilepsien wurden in diversen experimentellen Tiermodellen als auch
in reseziertem Gewebe und post mortem Gewebe humaner Patienten beschrieben. Das
Auftreten vieler dieser Veranderungen wurde direkt auf epileptische Anfalle zurickgefuhrt,
jedoch fehlt vielfach die Evidenz fur diese Hypothese. So ist derzeit unklar, ob
neurogeneseabhangige Veranderungen eine direkte Folge einer anhaltenden
Anfallsaktivitdt sind, oder ob derartige morphologische Veranderungen Teil eines
hyperexcitablen Netzwerkes darstellen und somit unabhangig von einer Anfallsaktivitat
entstehen konnen. Letzteres impliziert, dass eine Erkrankungsprogression ebenfalls in
Phasen der Abwesenheit von Anfallen stattfinden kann. Aus diesem Grunde sollen
weiterfuhrende Untersuchungen die Mechanismen der epilepsieassoziierten Storungen
der neurogeneseabhangigen Plastizitat im Hippocampus von Ratten aufklaren (siehe
Publikation 2).
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Abstract

Multipotent neural precursors have been suggested to exist in many parts of the adult
mammalian brain. In the present study, we characterized the neurogenic potential in the
piriform cortex of adult rats. Proliferation rates as detected by BrdU-labeling proved to be
low as compared to the major neurogenic brain regions, i.e. the hippocampus and the
subventricular zone. BrdU/NeuN-labeling in accordance with  doublecortin-,
PSA-NCAM-, and TUC-4-labeling indicated that neuronal differentiation of newborn cells
occurs predominantly in layer Il of the piriform cortex. Many of the cells exhibited a
pyramidal cell morphology. Lack of BrdU/NeuN-labeled cells twelve weeks after BrdU-
administration argued against long-term survival of newborn neurons in the piriform cortex.

Key words: neurogenesis, piriform cortex, doublecortin, PSA-NCAM, TUC-4

Introduction

Throughout life new neurons are generated from progenitor cells in specific brain regions
of various species, including man [1, 2]. A high neurogenic potential has been described
for the dentate gyrus of the hippocampus and for the subventricular zone from where
newborn cells migrate to the olfactory bulb. In addition, neurogenesis with a low turnover
rate has been suggested for other brain regions, including the cortex [3, 4, 5].

The piriform cortex is the largest area of the mammalian olfactory cortex which is
characterized by direct input from the olfactory bulb via the lateral olfactory tract [6]. With
its unique intrinsic associative fiber system and its various connections to and from other
limbic structures the piriform cortex has been implicated in many functional studies [7].
Besides an obvious involvement in olfactory sensory processing, the piriform cortex has
gained attention with regard to its potential involvement in memory processing, and in
pathological processes like spread of epileptic seizure activity [7]. Due to these
physiological and pathological functional implications, and due to the pronounced

neurogenesis-associated plasticity in the olfactory bulb, it is of special interest to
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investigate the neuronal plasticity in the olfactory bulbs major output structure, i.e. the
piriform cortex. In the present study, we characterized the neurogenic potential in the adult
rat piriform cortex including a thorough analysis of the distribution of neuronal progenitor
cells within the different layers of the piriform cortex. The existence of neuronal progenitor
cells in the piriform cortex was substantiated by immunostaining of various molecular

markers of neuronal progenitor cells and by BrdU/NeuN double-labeling.

Methods

Male Sprague-Dawley rats were purchased at a body weight of 200-220g (Harlan-
Winkelmann, Borchen, Germany). All experiments were done in compliance with the
German Animal Welfare Act. All efforts were made to minimize pain or discomfort of the
animals used.

As a thymidine analog, BrdU is incorporated into the DNA during the S phase of the cell
cycle [8]. Each injection of BrdU labels those proliferating cells that are in the DNA-
synthetic phase of the cell cycle (S phase). BrdU is available for about 30 min and thus
labels a proportion of dividing cells which are in the S phase during this period [9]. Rats
received a total of eight intraperitoneal injections of 50 mg/kg BrdU. The administration
was started in the late afternoon. At the next three days the animals received twice daily
administrations in the morning and in the late afternoon with an interval of 8 hours. The
last BrdU administration was given in the morning of the fourth day. Rats were killed two
hours later (n=4). Another group of rats also received 8 intraperitoneal injections of 50
mg/kg BrdU, administered in the morning and afternoon of four consecutive days. This
group of rats (n=4) was killed 12 weeks (84 days) after the last BrdU injection.

Following transcardial perfusion of the animals with a fixative, the brains were removed
and 40 pm coronal brain sections were cut on a sliding microtome (Frigomobil, Leica,
Germany).

Cells which incorporated BrdU and express the neuronal marker NeuN were identified by

immunhistological BrdU/NeuN double-labeling. Following washing, pretreatment and
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blocking of the sections, they were incubated in an antibody mixture containing rat anti-
BrdU (Oxford Biotechnology, Oxfordshire, UK), 1:20, and anti-NeuN (Chemicon, Hofheim,
Germany), 1:500 at 4°C overnight. After washing the sections, biotinylated goat anti-
mouse (DAKO, Hamburg, Germany) and carbocyanin2-labeled goat anti-rat (Jackson
Immunoresearch Laboratories, USA), 1:1000 were applied for 60 minutes. The sections
were washed again and incubated in carbocyanin3-labeled streptavidin (Sigma,
Taufkirchen, Germany), 1:1000 for 60 minutes. Finally all sections were washed, mounted
onto glass slides, air dried, dehydrated, and coverslipped with Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany). Fluorescent signals from double-labeled sections were analyzed using a
confocal microscope (Leica TCS SP2; Leica, Bernstein, Germany). Double-labeling was
verified by careful analysis of confocal z-series of multiple cells per animal. Images were
processed with Adobe Photoshop 6.0. Only general adjustment was carried out, but
images were not otherwise digitally manipulated.

For immunostaining of doublecortin, PSA-NCAM, and TUC-4 the sections were washed,
preincubated, and then transferred into primary antiserum and incubated overnight at 4°C.
The primary antibodies used in this study were: monoclonal mouse anti-PSA-NCAM
(kindly provided by Rita Gerardy-Schahn, Dept. Cellular Chemistry, Medical University
Hannover, Germany), 1:750; polyclonal guinea pig anti-doublecortin (Jackson
Immunoresearch Laboratories, USA), 1:3000; polyclonal rabbit anti-TUC-4, 1:1000
(Chemicon, Hofheim, Germany). Sections were washed again and placed in biotin-labeled
secondary antiserum. The following secondary antibodies were used: biotinylated donkey
anti-guinea pig (Jackson Immunoresearch Laboratories, USA), 1:750; biotinylated rabbit
anti-mouse, 1:500; biotinylated pig anti-rabbit, 1:500 (both from DAKO, Hamburg,
Germany). Sections were rinsed again in TBS and incubated 60 minutes in horseradish
peroxidase-labeled streptavidin (DAKO, Hamburg, Germany), 1:375. Finally, the nickel-
intensified diaminobenzidine (DAB) reaction (0.05% 3,3- diaminobenzidine, 0.01%, nickel
ammonium sulphate; both from Sigma, Taufkirchen, Germany, and 0.01% H»O;) was

performed.
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Results

The number of newborn cells in the piriform cortex as assessed by BrdU-labeling proved
to be low (Table 1). Scattered BrdU-immunoreactive cells were predominantly localized in
layer | and Il of the piriform cortex. In contrast only single BrdU-immunoreactive cells were
detectable in layer Ill in some of the analyzed sections. At the fourth day of BrdU-
administration some of the cells that incorporated BrdU already developed a neuronal
phenotype as indicated by double-labeling with the neuronal marker NeuN (Table 1,
Fig.1A-D). BrdU/NeuN double-labeling was verified by careful confocal z-scanning. The
majority of the double-labeled cells were detectable in layer Il and close to the border
between layer | and Il (Table 1). With regard to the rostro-caudal dimensions of the
piriform cortex BrdU-labeled as well as BrdU/NeuN double-labeled cells appeared to be
diffusely distributed.

Doublecortin has proven to be a marker for neuronal progenitor cells, which is transiently
expressed during adult hippocampal granule cell as well as olfactory neurogenesis [10, 11,
12]. In the piriform cortex, cells expressing the neuronal progenitor marker doublecortin
were predominantly identified in layer Il (Fig.1E). Some doublecortin-immunoreactive cells
were localized close to the border between layer Il and layer Ill. Many of the doublecortin-
immunoreactive cells clearly exhibited a pyramidal cell morphology with branched dendritic
trees. Apical dendrites of these cells extended to layer | and basal dendrites extended to
layer Il (Table 1, Fig. 1E).

PSA-NCAM, the polysialylated form of the adhesion molecule NCAM is long known to
mark a stage of progenitor cells in adult hippocampal and olfactory neurogenesis [12, 13].
In the piriform cortex PSA-NCAM-immunoreactivity was detectable in cells with a
comparable morphology and localization as that of doublecortin-immunoreactive cells
(Table 1, Fig.1F). The predominant localization of PSA-NCAM-immunoreactive cells was
in layer Il with some of the cells close to the border to layer Ill. The number and length of
neurites varied. Whereas some of the PSA-NCAM-immunoreactive cells were multipolar
with a branched dendritic tree extending to layer | and lll, other cells only presented single
neurites.

The synaptic vesicle protein TUC-4 (TOAD-64) has been reported to be transiently
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expressed during adult neurogenesis in postmitotic immature cells [14, 15]. In the piriform
cortex, we identified TUC-4-immunoreactive cells in layer Il (Fig.1G). Most of the cells
exhibited a clear pyramidal cell morphology with branched dendritic trees extending to
layer | and lll. Analysis of TUC-4-immunoreactive cells in 19 brain sections in two animals
revealed a mean number of 4.5 + 0.72 and 14.9 + 1.53 labeled cells in the piriform cortex
per section.

When animals were killed 12 weeks after the BrdU administration, the analysis of at least
10 brain sections per animal did not result in the detection of BrdU-immunoreactive cells
except for one animal (data not shown). In this animal three BrdU-immunoreactive cells

were identified, but none of these cells proved to express NeuN.

Discussion

By analyzing integration of BrdU with concomitant expression of the neuronal cell marker
NeuN, and by analyzing the expression of various neuronal progenitor markers, we
demonstrate cell proliferation with subsequent differentiation into a neuronal phenotype in
the piriform cortex of naive adult Sprague-Dawley rats.

Careful analysis of BrdU-labeled cells by confocal z-scanning verified BrdU/NeuN double-
labeling of cells in layer Il of the piriform cortex. These BrdU/NeuN double-labeled cells
were already detectable at day 4 following the first BrdU administration. In the
hippocampus, occurrence of postmitotic immature neurons which have incorporated BrdU
and already express NeuN has also been described as early as four days following the
first BrdU administration [16]. Based on our data, such a fast development also occurs in
the piriform cortex with rapid differentiation of a subpopulation of newborn cells into a
neuronal phenotype. This differentiation was further substantiated by immunostaining of
doublecortin, PSA-NCAM, and TUC-4, which are known to be transiently expressed
markers of lineage-determined neuronal progenitors in the hippocampal dentate gyrus and
the olfactory bulb [10, 11, 12, 13, 14, 15]. Doublecortin and PSA-NCAM have already

been demonstrated to be expressed in the rat piriform cortex in earlier studies [17, 13],
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whereas to our knowledge TUC-4 immunoreactivity has not been studied up to now in this
brain region of rats. Doublecortin-, PSA-NCAM-, and TUC-4-immunoreactivity in cells with
a comparable morphology and localization indicates that these molecules may also be
specific for neuronal progenitor cells in the piriform cortex. This is further substantiated by
the fact that BrdU/NeuN double-labeled cells occur in the same localization in layer Il as
the cells labeled with these markers. When comparing the number of labeled cells
between these markers, differences in the numbers were obvious. These may reflect
differences in the sensitivity of the immunhistological detection, but also differences in the
specificity of the markers for certain stages of neuronal development. PSA-NCAM-
immunoreactivity of cells with single short neurites indicates that polysialylation of NCAM
occurs early during the differentiation process. This may explain why the number of PSA-
NCAM-positive cells exceeded that with doublecortin expression.

Whereas the present study is to our knowledge the first thorough analysis of the
neurogenic potential of the rat piriform cortex, constitutively-occurring neurogenesis has
already been reported for specific cortical regions in different species [4]. In primates, the
addition of new neurons has been described for the prefrontal, inferior temporal, posterior
parietal cortex and the piriform cortex [3, 4]. New neurons appeared to originate in the
subventricular zone and to migrate to their target region [3, 4]. The more-or-less
continuous pathway has been referred to by Bernier et al. [3] as the so called temporal
stream. A comparable migration may also exist in the rat brain, and may be the origin of
the newborn cells that we identified in the rat piriform cortex. However, we can not exclude
that newborn cells detected in the present study resulted from cells with mitotic potential
within the piriform cortex.

The observation that doublecortin-, PSA-NCAM-, and TUC-4-immunoreactive cells are
predominantly localized in layer Il of the piriform cortex, and present a pyramidal cell
morphology, indicates that newborn cells in the piriform cortex can differentiate into
superficial pyramidal cells. In view of developmental neuronal migration patterns, it is
surprising that most immature cells were found at the border of layers 2 and 3 while
mature neurons are localized at the border of layer 1 and 2.

The piriform cortex superficial pyramidal cells are considered to be glutamatergic cells

[18], which receive an afferent input from the olfactory bulb neurons via the lateral olfactory
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tract [7]. It has been suggested that neurogenesis in the olfactory bulb adjusts functioning
of the adult bulbar network to new flows of relevant odor information, thereby reflecting
and mediating experience-dependent morpho-functional changes in adult circuits [19]. As
outlined in the introduction the olfactory bulb is the major source of input for the piriform
cortex [6], which is intensely involved in olfactory processing. Thus, it would not be
surprising, if proliferation and differentiation in the piriform cortex are triggered by
neurogenesis-associated plasticity in the olfactory bulb and may reflect necessary
adjustment at the network level of the olfactory processing system.

The lack of BrdU/NeuN double-labeled cells 12 weeks after BrdU administration indicated
that the newborn cells or their vast majority degenerates. This lack of longterm survival
may suggest that the neurogenic potential of the adult rat piriform cortex has no functional
influence. On the other hand, it is possible that specific circumstances may enhance
neurogenesis and the survival rate, e.g. we can not exclude that the survival rate is low
due to a lack of rich environmental and especially novel olfactory stimuli under the
controlled laboratory conditions. Longterm survival of new olfactory bulb neurons has
already been described to depend on novel sensory inputs [20]. In this context, it is also of
interest that we recently noticed enhanced proliferation rates and neurogenesis in the rat

piriform cortex following seizure activity in epilepsy models [unpublished data].

Conclusions

The rat piriform cortex is characterized by a small population of newborn cells and by a
neurogenic potential, which can result in the differentiation of new pyramidal cells in layer
Il. The fact that a longterm survival of the newborn neurons could not be demonstrated in
the naive rat brain at first glance argues against a functional impact of the neurogenic
potential. However, survival rates may be enhanced under enriched environmental
conditions. Furthermore, manipulations to enhance the neurogenic potential and the
survival rate may be one means to boost repair in the piriform cortex following brain

damage.
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Table 1
Number of cells per section
marker localization | animal 1 animal 2 animal 3 animal4 | mean * SEM
L1 7.2+3.26 6.0+ 0.82 4.0+240 0.8 +0.37 46+1.48
BrdU L2 5.8+ 1.66 5.0+ 0.92 24+0.68 2.6 +0.51 3.9+0.85
L3 1.8+0.97 3.0+ 0.41 1.4+0.75 0.4+0.25 1.7 £ 0.54
total 14.8 £5.20 14 +1.16 7.8+1.66 3.8+0.80 10.1 £ 2.61
L1 1.6 £0.98 0.3+0.25 0.2+0.20 0.0+ 0.00 0.5+0.36
BrdU/ NeuN L2 1.2+0.37 1.0+0.82 0.0+ 0.00 1.6 £ 0.51 1.0+0.34
L3 0.0+ 0.00 0.3+0.25 0.2+0.20 04+0.24 0.2+0.09
total 2.8+0.97 24+0.93 0.4+0.24 2.0+£0.55 1.9£0.53
DCX pyr. morph. | 8.0+ 1.50 5.9+ 1.01 4.3+0.87 12.7 £1.71 7.7+1.82
total 10.3+291 | 105+1.54 | 6.2+1.02 | 234+3.57 | 126+3.73
PSA-NCAM total 422+797 |60.8+11.06| 58.9+6.29 | 49.2+6.56 | 52.8+4.35

The table presents the distribution and total number of neuronal progenitor cells and
newborn neurons in the rat piriform cortex of four individual animals. The mean and SEM
values of these animals are given in the last column. Data are given as number of cells per
section (mean + SEM) by analyzing at least 5 consecutive sections for BrdU and at least
19 consecutive sections for doublecortin and PSA-NCAM.

The proliferative activity is expressed as the number of BrdU-positive nuclei in the three

layers (L1, L2, L3) of the piriform cortex. BrdU-positive nuclei are identified as nuclei of

47



PUBLIKATION |

immature or mature neurons by colocalization with the neuron-specific marker NeuN.

Putative neuronal progenitor cells are identified by doublecortin and PSA-NCAM
immunolabeling. The number of doublecortin-positive cells with a pyramidal cell
morphology (pyr. morph.) indicating undifferentiated neurons or a more mature neuronal

progenitor state are listed separately.

Figure 1

(A-C) Representative BrdU (green) and NeuN (red) double-labeled immunofluorescence
micrographs of the rat piriform cortex. (A): Cells that expressed the neuronal marker
NeuN. (B): Cell that incorporated the proliferation marker BrdU. (C): BrdU/NeuN double-
labeling: cell that incorporated BrdU and that expressed NeuN. (D): Corresponding
confocal three-dimensional image of a BrdU/NeuN double-labeled cell. (E) Doublecortin-

immunoreactive cells in layer Il of the rat piriform cortex. (F) PSA-NCAM-immunoreactive
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cells in layer Il of the rat piriform cortex. (G) TUC-4 immunoreactive cells in layer Il of the

rat piriform cortex.
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Abstract

Basal dendrites are transiently present on developing newborn granule cells in adult rats.
In epileptic rats basal dendrites often fail to retract resulting in the generation of persisting
hilar basal dendrites that have been proposed to contribute to hyperexcitability.

Here, we demonstrate that the formation of hilar basal dendrites does also occur in the
absence of seizures following induction of an epileptogenic neuronal network by amygdala
kindling. The number of newborn neurons with hilar basal dendrites was significantly
increased 6-8 weeks following the last kindled seizure. Thus, even in periods without
seizure activity, persistence of hilar basal dendrites presents as a hallmark of
hyperexcitable epileptogenic networks in the rodent brain and may contribute to disease

progression.

Introduction

Newly generated neurons in the adult rat dentate gyrus undergo a programmed
progression of dendritic processes as they migrate from the subgranular zone into the
granule cell layer [1, 2]. Basal dendrites are transiently formed during migration and
development of rat granule cells. Seizure activity in rodents frequently results in a failure to
retract these basal dendrites resulting in persistence of basal dendrites that extend into the
hilus [3-6]. Granule cell basal dendrites receive asymetric, excitatory synaptic contacts
from mossy fibers [5, 6]. Thus, granule cell basal dendrites provide a potential route for
recurrent excitation between granule cells. In contrast to rodents, human and non-human
primate adult granule cells regularly exhibit basal dendrites [7]. Based on the putative
excitatory function, the existence of basal dendrites in primate brains has been suggested
to result in increased levels of recurrent excitation as compared to rats [8]. Their further
increase in number that was observed in temporal lobe epilepsy patients is discussed to
contribute to the hyperexcitability of the epileptic brain [9, 10].

Based on several studies in rat status epilepticus models, it is currently presumed that
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seizure activity induces the increase in basal dendrites in the epileptic brain. However, this
has not been proven experimentally by now. Here, we addressed the question whether
enhanced persistence of basal dendrites does also occur in the absence of seizures once
an epileptogenic network has been generated. The formation of a hyperexcitable network
was induced in rats by amygdala kindling. Effects of an epileptogenic network with
spontaneous recurrent seizure activity on the morphology of newly born neurons were
moreover taken into comparative consideration by use of a post-status epilepticus model.
In order to identify newborn granule cells, we analyzed expression of doublecortin which is
transiently expressed for about 2 weeks during granule cell migration and development
[11]. The morphology and orientation of newborn granule cell dendrites was studied 6-8

weeks after the last seizure.

Materials and Methods

Twenty nine male Sprague-Dawley rats at the age of 9-10 weeks were anesthetized with
chloral hydrate (360 mg/kg, i.p.) for chronic implantation of a bipolar (stimulation and
recording) electrode into the right basolateral amygdala (BLA) (stereotaxic coordinates
derived from the atlas of Paxinos and Watson [12] in millimeter relative to Bregma:
AP -2.2L -4.7 DV -8.4). The BLA-electrode and additional screws were embedded in
dental acrylic cement. After surgery, the animals were allowed to recover for a period of at
least 2 weeks.

For kindling the initial after-discharge threshold (ADT) was determined by an ascending
stair step procedure [13]. Then, electrical stimulations were applied once daily and five
times per week until 15 generalized seizures according to Racine [14] were elicited, using
individual current stimulations 20% above the determined pre-kindling ADT (1 ms,
monophasic square-wave pulses, 50 Hz for 1 s). Eight sham-implanted control rats were
handled with the identical daily procedure as the six kindled rats.

Analogous to the amygdala-kindling model, an electrically induced status epilepticus

model was used. In this model a self-sustained status epilepticus (SSSE) is induced by

55



PUBLIKATION I

prolonged stimulation of the amygdala [15]. Protocol in short: stimulus duration 25 min,
stimulus consisting of 100 ms trains of 1 ms alternating positive and negative square-wave
pulses (given at a frequency of 2/s, intra-train pulse frequency 50/s, peak pulse intensity
700 pA). Development and duration of SSSE were monitored by 5 minutes EEG recording
following the end of stimulation and by 3.35 h behavioral observation. SSSE was limited to
a duration of 4 hours (including the 25 min of BLA stimulation) by up to three injections of
diazepam (10 mg/kg i.p.) every three minutes until motor seizure activity was completely
suppressed and the EEG was normalized. The vast majority of the animals responded to
the first injection. Seven electrode-implanted control rats were subjected to all handling
and experimental procedures associated with the stimulation procedure and also received
an injection of diazepam. During the entire study, all spontaneous seizures which occurred
during handling of the eight epileptic animals or which were observed by coincidence were
noted. Six weeks following induction of SSSE rats were continuously monitored over a
period of 2 weeks using a combined video- and EEG-detection system as described
before [15]. For detection of spontaneous seizures, the EEG-recordings were analyzed for
characteristic seizure-like activity as described already in detail [16, 17]. To evaluate the
severity of motor seizure activity during a seizure in the EEG, the corresponding video-
recording was analyzed. The rats were continuously monitored for 24 h/day for 7 days a
week.

As all rats used in this study served as vehicle-treated control animals in another study
(publication in preparation), they received a bilateral intracerebroventricular microinjection
of sterile artificial cerebrospinal fluid using a modified protocol of a previously described
method [18]. All rats received a total of ten injections of BrdU (50 mg/kg i.p.) and all rats
were evaluated in the same behavioral paradigms, including the openfield, light-dark box,
and the Morris-water maze.

Thirteen weeks after the beginning of kindling and 13 weeks after the induction of the
SSSE rats were deeply anesthetized with chloralhydrate, transcardially perfused with
saline followed by 4% paraformaldehyde for immunhistology. The brains were cut in 40 pm
coronal sections on a sliding microtome (Frigomobil, Leica, Germany). Electrode
localizations were verified in thionin-stained sections. Doublecortin expression was

detected using a polyclonal guinea pig anti-doublecortin antibody (Jackson
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Immunoresearch Laboratories, USA). The sections were processed for immunolabeling as
described previously [19]. The signals of the diaminobenzidine-stained sections were
captured with a computer-assisted imaging system. The captured images were
1300%1030 pixels in dimension and were processed using the image analysis software
KS400 (Windows Release 3.0; Carl Zeiss Vision, Hallbergmoos, Germany). Image
analysis was done in a blinded fashion, i.e., the experimenter was not aware whether
sections were from kindled, epileptic or control rats.

Due to Gaussian’s distribution, differences between groups were analyzed by Student’s
t-test (two-sided) using GraphPad Prism4. For all statistical evaluations p < 0.05 was

considered significant.

Results

All rats were successfully kindled until 15 generalized stage 5 seizures were elicited.
21.67 + 1.86 stimulations (mean + SEM) were necessary to reach this fully kindled state.
6-8 weeks after the last kindled seizure (13 weeks after kindling onset) the number of
doublecortin-labeled cells in the dentate gyrus did not differ between kindled rats and non-
kindled control rats (Fig. 1a). Whereas hilar basal dendrites were not detectable in
newborn granule cells of the eight control animals, 6.0 + 0.17% of the doublecortin-labeled
cells in the six kindled rats exhibited basal dendrites that extend into the hilus (Fig. b).
Doublecortin-labeled cells often occurred as clusters at the base of the granule cell layer
or were individually distributed throughout the granule cell layer. Rarely, doublecortin-
labeled cells were dislocated in the hilus (Fig. 2c). Hilar basal dendrites arised from the
base of the cells, extend through the subgranular zone deeply into the hilus and were in
some cases multiply branches (Fig. 2d-f). In high magnification photographs persistent
basal dendrites appeared to be spiny.

For comparison, we analyzed the number of doublecortin-labeled cells in the chronic
phase of a post-status epilepticus model with spontaneous seizures (Fig. 1a). By constant

EEG/video monitoring for two weeks seizrues were detected in all animals of the group
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used for this investigation with a mean of 2.4 £ 1.7 spontaneous seizures per animal. The
number of doublecortin-labeled cells did not differ in a significant manner between epileptic
rats and control rats (Fig. 1d). Whereas only a small percentage of newborn granule cells
of the seven control rats exhibited basal dendrites, 11.68 + 3.17% of the doublecortin-
labeled cells in the eight epileptic rats show basal dendrites that extend into the hilus (Fig.
1d). Morphology of hilar basal dendrites was comparable to that observed in previously
kindled rats (Fig. 2g-i).

Discussion

Newly born neurons in the developing and adult dentate gyrus exhibit transient basal
dendrites. Following seizure activity in rodents, these dendrites at the base of granule cells
can persist and then extend into the hilus for variable distances [1]. Persistence of hilar
basal dendrites has so far been described in three different models of epilepsy in rats [1, 4,
5] and in an epileptic mouse mutant [6]. As expected from these data, we also identified
hilar basal dendrites in epileptic rats with spontaneous seizures. Previous studies have
used models with induction of status epilepticus by chemoconvulsants as a trigger for
subsequent epileptogenesis and the development of spontaneous seizures after a latency
period of several weeks. Dashtipour et al. [20] described that hilar basal dendrites form on
granule cells as early as 1 week following prolonged seizure activity. However, formation
of hilar basal dendrites were most often studied at later time points, e.g. 4 weeks following
status epilepticus [3, 21, 22]. In the present study, status epilepticus was elicited by
electrostimulation of the amygdala and the morphological analysis of newborn granule
cells was performed 13 weeks after the initial insult, i.e. late in the chronic phase with
spontaneous seizures. Our data demonstrate that the generation of basal dendrites occurs
independently of the trigger of the status epilepticus and remains to be a hallmark of the
epileptic brain throughout the chronic phase with spontaneous seizures.

The temporal and spatial profile of the occurrence of hilar basal dendrites in rodent

epilepsy models generally indicated that most or all hilar basal dendrites arise from
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seizure-induced newborn granule cells [1, 20, 22]. Shapiro and Ribak [21] described that
seizure-induced neurogenesis results in loss of the one-to-one relationship between
newborn neurons and adjacent astrocytes. They suggested that the disturbance in this
cellular relationship promotes the ectopic growth of basal dendrites into the hilus. These
data raise the question whether persistence of basal dendrites on newborn neurons
depends on ongoing seizure activity or does also occur in the absence of seizures once a
hyperexcitable epileptogenic network has been generated. Amygdala kindling is a widely
used model of temporal lobe epilepsy [23]. Repeated kindling stimulations result in the
formation of a permanent hyperexcitable network with reduced seizure thresholds. Here,
we demonstrated that in the absence of seizures the chronic changes in the kindled brain
are associated with the ongoing formation of hilar basal dendrites. Due to the fact that
doublecortin is expressed for up to 2 weeks during migration and development of newborn
granule cells [11, 24], the doublecortin-labeled cells with hilar basal dendrites must have
been generated de novo long after the last seizure that was elicited 6-8 weeks before
analysis. Whereas kindling is known to increase neurogenesis during the stimulation
phase [25-28], the rate of neurogenesis was not different from control at this late time
point. Thus, we can exclude that enhanced proliferation and disturbance of the one-to-one
relationship between newborn granule cells and astrocytes contributes to the ongoing
formation of hilar basal dendrites in the kindled brain. In comparison, the percentage of
doublecortin-labeled cells exhibiting hilar basal dendrites tended to be higher in the post-
status epilepticus model, i.e. in rats with spontaneous seizures, as compared to kindled
rats. These data indicate that seizure activity can further enhance the formation of hilar
basal dendrites that per se occurs in the rodent hippocampus that became part of a
hyperexcitable network.

Granule cell basal dendrites receive excitatory synaptic contacts from mossy fibers and
can thus, contribute to recurrent excitatory circuitry [5]. Auck and Buckmaster [8] showed
that the circuitry involving hilar basal dendrites is involved in increased bursting of granule
cells. Enhanced formation of hilar basal dendrites that has also been described in tissue
from epileptic patients [9, 10] is thus discussed to contribute to epilepsy development and
progression. This is however speculative as newly born neurons are presumably minimally

connected.
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The present data give evidence that ongoing formation of hilar basal dendrites is a
characteristic of a hyperexcitable epileptogenic network that even in the absence of

seizures may contribute to disease progression.

Conclusions

The generation of a hyperexcitable network that involves the hippocampal formation can
function as a trigger for the development of persistent hilar basal dendrites in the rodent
brain. Ongoing seizure activity is not a presupposition for the persistence of hilar basal
dendrites, but seems to further enhance the occurrence of this morphological
characteristic. Based on the suggested contribution of hilar basal dendrites to
hyperexcitability in the epileptic brain, the data indicate that the aberrant growth of these

dendrites may promote progression of the epilepsy even in phases without seizure activity.
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Figure 1
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Figure 2

Legend to figure 1

Diagram of the experimental setups of the used models (A) and number of doublecortin-
expressing cells (B, D) per dentate gyrus (DG) and subset of doublecortin-expressing cells
with persistent basal dendrites (C, E) per DG in six kindled and eight non-kindled rats (B,
C) as well as in eight epileptic rats and seven non-epileptic rats (D, E). Data are given as
means = SEM. The total number of doublecortin-labeled cells with persistent basal
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dendrites was increased in both, kindled animals (C) as well as epileptic animals (E) as

compared to their controls.

Legend to figure 2

Light photomicrographs of doublecortin-labeled cells of non-kindled (A, B), kindled (C-F),
and epileptic (G-I) rats. (A) shows a low magnification photograph of several DCX-labeled
cells in the granule cell layer (GCL) of a non-kindled animal. Some of these newborn
neurons extend apical dendrites into the molecular layer, while persistent basal dendrites
are lacking. (B) is a high magnification photograph of a normally developed newborn
neuron. (C-F) represent doublecortin-labeled cells of kindled animals. (C) shows a cell
dislocated in the hilus. (D) Cluster of cell bodies at the base of the GCL and hilar basal
dendrites arising from some of the cell bodies of the cluster. In (E) a detail of figure (D) is
shown at a higher magnification. Note the arborisation of some of the hilar basal dendrites
(black triangles) and the spiny processes (white arrowheads). In (F) a single doublecortin-
labeled cell at the base of the GCL is shown. This cell has a spiny basal process extending
through the subgranular zone (SGZ) deep into the hilus (black arrowheads). (G-I)
represent doublecortin-labeled cells of epileptic rats. A cluster of cell bodies at the base of
the GCL and a hilar basal dendrite that arises from one of the cell bodies of the cluster,
extends through the subgranular zone deep into the hilus is shown in (G). In (H) the
display detail of figure (G) is shown at a higher magnification. The basal dendrites (black
arrowheads) are branched (black triangle) and exhibit spiny processes (white arrowhead).
(I) shows a bipolar cell in the GCL with a long persistent basal dendrite extending into the

hilus. Scale bar = 50 um.
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4 DISKUSSION

Obwohl in zwei regional begrenzten Gehirnbereichen, den primar neurogenen Zonen, eine
lebenslange kontinuierliche Neubildung von Nervenzellen in extrem hoher Anzahl erfolgt,
erscheint die Fahigkeit neue Neurone hervorzubringen im adulten Saugetiernervensystem
generell gering. In den vergangenen Jahrhunderten wurde spekuliert, dass ein fehlendes
Regenerationsvermdgen der evolutiondre Preis fir eine wachsende und komplexere
Verarbeitungsleistung des Gehirns sei, die ein stabiles Netzwerkgefuge als grundlegende
Voraussetzung hatte [1]. Diese Theorie wurde durch die Entdeckung der permanenten und
massiven strukturellen Plastizitat, dem das Gehirn standig unterliegt, verworfen. Einen Teil
dieser Permissivitat stellen neurogeneseabhangige Veranderungen neuronaler Netzwerke

dar.

Im ersten Teil dieser Arbeit (Publikation 1) wurde die mogliche Existenz einer
Nervenzellneubildung aulderhalb der primar neurogenen Zonen im naiven Gehirn adulter
Ratten untersucht und damit ein Beitrag zur Aufklarung dieser Form von plastischen
Veranderungen bei Saugetieren geliefert. Im Fokus der Untersuchung stand der PC, der
Teil des primaren olfaktorischen Cortex ist und als altester Anteil des Cortex auch als
Paleocortex bezeichnet wird (Abb. 1A). Als wichtigstes Ergebnis konnte eine geringe
Anzahl neugebildeter Zellen mit neuronalen Charakteristika identifiziert werden, die
vornehmlich im Layer |l des PC lokalisiert sind. Zudem konnten Zellen in dieser Region
gefunden werden, die verschiedene spezifische Vorlauferzellmarker exprimieren und
daher als direkte Vorlauferzellen dieser Neurone in Frage kommen. Die Lokalisation der
neugebildeten Neurone sowie deren morphologische Eigenschaften lassen vermuten,
dass es sich um superficiale Pyramidenzellen handelt, die glutamaterge Zellen darstellen
(Abb. 1B) [2].

Die exakte Herkunft der neuronalen Vorlauferzellen bleibt derzeit weiter unklar. Es ware
denkbar, dass Neuroblasten auf dem Weg ihrer Wanderung entlang des RMS in Richtung
Bulbus olfactorius ,frihzeitig den RMS verlassen, um in den PC einzuwandern.

Chemotaktische Faktoren des PC koénnten ein vom Bedarf abhangiges Einwandern der
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En(IV) "

Abb. 1: Anatomische Lokalisation des piriformen Cortex (PC) im Rattengehirn (A) und Zellschichtung
innerhalb des PC (B). Abbildung (A) zeigt eine Seitenansicht des Gehirns einer Ratte. Die
Topographie des PC ist in grau dargestellt. Abkiirzungen: Cx =Cortex, OB = Bulbus olfactorius,
Cb = Cerebellum, rf =Fissura rhinalis. Die Abbildung (B) gibt den Aufbau des PC und dessen
dominierende Zelltypen schematisch wieder (modifizierte Darstellung aus Haberly (1990)). Die
romischen Zahlen zeigen die Bezeichnungen der einzelnen Schichten (Layer I-IV) an. Die 4. Schicht
des PC wird auch als endopiriformer Nucleus (En) bezeichnet. Abkiirzungen: SP = superficiale
Pyramidenzelle, DP = tiefliegende Pyramidenzelle, S = semilunare Zelle, MS = multipolare Zelle mit
dornigen Dendriten, M = multipolare Zelle mit glatten Dendriten, H = superficiale Horizontalzelle,
G = globulare Zelle. Wahrend G in allen Schichten zu finden sind, ist das vorkommen von MS und M
auf die Zellschichten lll und IV begrenzt. Alle iibrigen benannten Zelltypen treten lediglich in den

zugeordneten Zelllagen auf.
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Neuroblasten steuern. Dieses ware insbesondere flr die rostralen Anteile des PC
denkbar, da der RMS diesem dicht benachbart liegt. In den Untersuchungen dieses Teils
der Arbeit konnten neugebildete Neurone jedoch ebenfalls in den caudalen Anteilen des
PC gefunden werden. Da der RMS und die caudalen Anteilen des PC topographisch
relativ weit entfernt liegen, erscheint eine Auswanderung der Neuroblasten in diese
Abschnitte des PC unwahrscheinlich. Es kann daher vermutet werden, dass die
neugebildeten Zellen aus endogenen ortsstandigen neuronalen Vorlauferzellen entstehen,

die eine geringe mitotische Aktivitat aufweisen.

Die Bedeutung dieser Form neuronaler Plastizitat konnte an die Funktion der
neugebildeten Neurone im Bulbus olfactorius gekoppelt sein. Zwar ist die funktionelle
Relevanz nicht vollstandig geklart, es wird jedoch vermutet, dass die hohe Turnoverrate an
Rezeptorzellen im olfactorischen Riechepithel ein analoges Korrelat an Plastizitat auf der
Ebene der synaptischen Zielzellen im Bulbus olfactorius erfordert [3]. In
Funktionalitatsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Zahl der integrierten
neugebildeten Zellen und deren mittlere Uberlebensrate mit dem Grad der sensorischen
Eindricke zunehmen [4]. Das bedeutet, dass erfahrungsabhangig morphofunktionelle
Veranderungen auf der Netzwerkebene ablaufen, die auf Insertion von neuen zellularen
Einheiten beruht. Neurogeneseabhangige Modifikationen im Bulbus olfactorius konnten
wiederum ein analoges nachgeschaltetes Korrelat an Plastizitat auf der
Prozessierungsebene erfordern. Die Prozessierung erfolgt auf der Ebene des PC, der die
Hauptausgangsstruktur des Bulbus olfactorius darstellt [5]. Ein Teil der im PC
erforderlichen plastischen Adaptationen, konnte somit in Analogie zum Bulbus olfactorius,
durch die Insertion neuer Verarbeitungselemente in Form neuer Neurone erfolgen. Es ist
weiterhin denkbar, dass die Proliferation und Differenzierung der neugebildeten Neurone
im piriformen Cortex durch neurogeneseabhangige plastische Netzwerkveranderungen im
Bulbus olfactorius getriggert werden.

Die Untersuchungen dieser Arbeit ergaben, dass die neugebildeten Nervenzellen im PC
nach 12 Wochen nicht mehr auffindbar waren. Das Ergebnis deutet auf einen friihen
Untergang dieser Zellpopulation hin und lasst daher vermuten, dass die neu entstandenen

Neurone ohne direkte funktionelle Relevanz fur das Netzwerk sind. Es ist jedoch zu
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betonen, dass konventionell gehaltene Labornager in einer relativ deprivierten Umwelt
aufwachsen. Diese erlaubt nur wenige neue sensorische Umwelteindricke. Zukunftige
Experimente missen daher klaren, ob die Uberlebensrate der neugebildeten Zellen im PC
unter Umweltbedingungen mit gesteigerten Sinneseindricken erhoht ist (analog zur
Neurogenese im Bulbus olfactorius [4]) und ein Absterben auf einen Mangel an neuen
Umweltreizen ruckzufuhren ist. Eine Adjustierung des neuronalen Netzwerkes auf der
Prozessierungsebene olfaktorischer Sinneseindricke wiarde auch erklaren, warum der
Grad der Nervenzellneubildung im PC im Vergleich zur Netzwerkintegration im Bulbus um
ein Vielfaches geringer ist. Die Insertion komplett neuer zellularer Einheiten im Bulbus
olfactorius konnte bereits eine so mafligebliche Netzwerkveranderung implizieren, dass
lediglich geringe Adaptationen von verarbeitenden Downstream-Elementen erforderlich

waren.

Vermutlich liegt ein grundlegender Unterschied des PC sowie weiterer Gehirnregionen zu
den beiden primaren neurogenen Zonen darin, dass sie ein inhibiertes System darstellen.
So koénnten permissive neurogeneseabhangige Veranderungen prinzipiell moglich sein
und/oder im geringen Umfang transient ablaufen und durch Aufhebung der Inhibition
gesteigert werden. Diese Hypothese wird durch die Tatsache gestutzt, dass bei einer
Reihe pathologischer Prozesse eine Aktivierung ruhender endogener, multipotenter
Vorlauferzellen induziert wird [6-11]. So kdnnte Uber schnellwirksame Mechanismen eine
Entkopplung der Inhibition erfolgen. Interessant ist, dass neben dieser in situ Neurogenese
ebenfalls eine Rekrutierung von Neuroblasten aus den primaren neurogenen Regionen
moglich ist [8, 12]. Welche der beiden regenerativen Formen neuronaler Plastizitat
Uberwiegt, ist vermutlich von der Art des Insults, der Lokalisation und einer Reihe von
weiteren bisher unbekannten Faktoren abhangig. Die Hypothese eines inhibierten
Nervenzellbildungssystems konnte weiterhin eine Erklarung liefern, weshalb einige
Arbeitsgruppen eine Nervenzellbildung aul3erhalb der primar neurogenen Regionen finden
[13-23] und andere nicht [24-27]. Ein massiver Einfluss diverser physiologischer umwelt-
und/oder erfahrungsabhangiger Faktoren auf die hippocampale und olfaktorische
Neurogenese konnte wiederholt fur die primaren neurogenen Regionen gezeigt werden

[4, 28-29]. Analog dazu konnten bereits kleine physiologische Umwelteinfliusse (wie auch
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fur bestimmte pathologische Bedingungen bereits beschrieben) die Inhibition in
spezifischen Gehirnregionen  verringern und eine  zumindest  transiente
Nervenzellneubildung in situ zulassen. Zukunftige Untersuchungen sollten dieser Frage
nachgehen und damit eine breitere und weitsichtigere Interpretationsgrundlage fur eine

neurogeneseabhangige Plastizitat aullerhalb der primaren neurogenen Zonen liefern.

Im zweiten Teil dieser Arbeit (Publikation 2) sind die pathophysiologischen Mechanismen
neurogeneseabhangiger plastischer Veranderungen im Hippocampus zweier chronischer
Rattenmodelle, denen eine Epileptogenese zugrunde liegt, charakterisiert worden.
Wahrend der Entwicklung von hippocampalen Neuronen im adulten Saugetiergehirn
weisen die Zellen kurze basale Dendriten auf. In diversen Epilepsiemodellen an Ratten
und Mausen sowie in humanem Gewebe konnte in der Vergangenheit gezeigt werden,
dass diese basalen Dendriten nach Anfallen persistieren und sich weit in den Hilus hinein
verlangern [30-40]. Unklar blieb, ob das Auftreten der persistierenden basalen Dendriten
direkt durch die Anfallsaktivitdt verursacht wird, oder ob diese Veranderung der
neurogeneseassoziierten Plastizitat durch ein Ubererregbares neuronales Netzwerk und
damit auch unabhangig von Anfallen zustande kommt. Es wurden Untersuchungen in der
chronischen Phase in zwei verschiedenen Tiermodellen der Temporallappenepilepsie
(Kindling-Modell und Post-Status epilepticus-Modell) durchgefihrt. Das Post-Status
epilepticus-Modell ist durch spontane wiederkehrende Anfélle in der chronischen Phase
gekennzeichnet [41]. Das Kindling-Modell ist ein exzellentes Modell fir die Untersuchung
der Epileptogenese und weist eine hohe Pradiktivitat auf, jedoch treten in diesem Modell in
der Regel keine wiederkehrenden spontanen Anfalle auf [42]. Unter Verwendung des
spezifischen neuronalen Vorlauferzellmarkers Doublecortin  konnte die Formation
persistierender basaler Dendriten in gekindelten Tieren 6-8 Wochen nach der letzten
Anfallsinduktion nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit chronisch epileptischen Tieren
ergab, dass die aberrante Dendritenpersistenz durch wiederkehrende epileptische Anfalle

gesteigert wird.
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Persistierende basale Dendriten gehen insbesondere von sich neubildenden Nervenzellen
im epileptischen Gehirn aus [30]. Es konnte nachgewiesen werden, dass bereits eine
Woche nach einer langanhaltenden Anfallsaktivitat neuentstehende hippocampale
Kornerzellen persistierende basale Dendriten aufweisen [30]. Wahrend die meisten
Studien auf Aberrationen der Bildung basaler Dendriten in der Frihphase der
Epileptogenese (~4 Wochen nach dem epilepsieauslosenden Insult) fokussierten [31-34],
sind bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten Uber mdgliche Veranderungen in der
chronischen Phase vorhanden. Daher wurden Untersuchungen in der chronischen Phase,
13 Wochen nach dem epilepsieausldsenden Insult bzw. dem Kindling-Beginn (= 6-8
Wochen nach Abschluss des Kindlings), durchgefuhrt.

Funktionelle Untersuchungen neugebildeter Kornerzellen mit persistierenden basalen
Dendriten deuten auf Veranderungen hin, die Auswirkungen auf die Epilepsieprogression
haben kénnten [35-40]. So erhalten Koérnerzellen Uber persistierende basale Dendriten
excitatorische Afferenzen von Moosfasern und tragen damit zur Ausbildung erregender
Netzwerke bei. Daruber hinaus sind sie an burst-artigen Entladungen von Kdrnerzellen
des GD beteiligt und weisen eine erhdhte Anzahl excitatorischer Synapsen auf [35-38].
Aus diesem Grunde wird diskutiert, dass das Persitieren von Dendriten an der
Epilepsieentstehung und dem Fortschreiten der Erkrankung beteiligt ist [37, 40].

Als Ursache der Aberration der hippocampalen Neurogenese im epileptischen Gehirn ist
ein  Verlust einer eins-zu-eins Verbindung von neuronalen Vorlauferzellen und
benachbarten Astrozyten vermutet worden [37]. Der Verlust dieser Verbindung konnte
daher die ektopische Navigation der basalen Dendriten in den Hilus forcieren [37]. Es
wurde spekuliert, dass der Verlust dieses engen Kontaktes von neuronalen Vorlauferzellen
und benachbarten Astrozyten durch Anfalle induziert wird [37]. Als wichtigstes Ergebnis
dieses Teils der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bildung von persistierenden
basalen Dendriten ein Charakteristikum eines hyperexcitablen epileptogenen Netzwerkes
darstellt und eine zusatzliche Anfallsaktivitat keine Voraussetzung fur die Bildung ist.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass der Verlust der eins-zu-eins Verbindung von
neuronalen Vorlauferzellen und benachbarten Astrozyten wiederum nicht die direkte Folge
von Anfallen sein kann. Das Auftreten von spontanen wiederkehrenden Anfallen besitzt

jedoch einen additiven Effekt auf die Persistenz hilarer Dendriten. Wahrend der
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Entstehung des Ubererregbaren neuronalen Netzwerkes bilden sich chronische
Veranderungen des Gehirns aus. Diese konnten mit irreparablen Stérungen der
Mikroumgebung und Mikroarchitektur in der SGZ einhergehen, die als Ursache des
erwahnten Verlustes der eins-zu-eins Verbindung in Betracht gezogen werden kann.
Daneben konnten jedoch auch weitere Faktoren von Bedeutung sein. In den in dieser
Arbeit verwendeten chronischen Tiermodellen (Kindling-Modell und dem Post-Status
epilepticus-Modell) sowie weiteren analogen Tiermodellen der Temporallappenepilepsie
des Menschen sind eine Reihe von plastischen pathophysiologischen Aberrationen im
Hippocampus beschrieben worden. Darunter fallen apoptotische Prozesse [43-45],
axonale und dendritische Reorganisationen [46,47], die Verstarkung erregender
neuronaler Schaltkreise (z. B. durch eine erhdhte Expression von glutamatergen
Rezeptoren [48, 49] und eine Fehlfunktion inhibitorischer Netzwerke [50]). Diese Prozesse
konnten sich negativ auf den Ablauf der hippocampalen Neubildung von Kornerzellen
auswirken. Zudem konnten epileptogeneseassoziierte Aberrationen der astrozytaren
Mikrostruktur ebenfalls zu einer irreparablen Veranderung der hippocampalen
Gesamtarchitektur beitragen und damit dauerhaft den Prozess der Neurogenese storen.
Neurotrophe Faktoren und axonale Navigationsfaktoren modulieren die Anzahl des
Neuritenwachstums. Ein verandertes Freisetzungsprofil neurotropher Faktoren ist in
unterschiedlichen Epilepsiemodellen festgestellt geworden, die eine Beteiligung an
neurogeneseassoziierten prokonvulsiven Netzwerkveranderungen vermuten lasst [50-53].
Hingegen ist die Beteiligung der axonalen Navigationsfaktoren an diesen
Netzwerkreorganisationen weitestgehend unbekannt [50]. Aufgrund ihrer physiologischen
Relevanz fiur die Neurogenese und insbesondere fur die Neuritenausbildung und
Verknupfung im juvenilen sowie adulten Gehirn erscheint eine Beteiligung an alterierten
plastischen Netzwerkveranderungen, die mit der Neurogenese verbunden sind,

wahrscheinlich.

Auch wenn die genauen Mechanismen der neurogeneseabhangigen plastischen
Umstrukturierung noch unklar sind, bleibt festzustellen, dass die Formation persistierender
hilarer Dendriten im epileptischen Gehirn nicht die unmittelbare Folge von Anfallen ist.

Wiederkehrende spontane epileptische Anfalle forcieren jedoch die Ausbildung dieser
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Aberrationen. Persistierende basale Dendriten sind vermutlich wesentlich an der
Entstehung von Epilepsien beteiligt. Aus diesem Grunde lassen die Daten vermuten, dass
die ektopische Bildung basaler Dendriten die Epilepsieprogression fordert und damit die
Steigerung der Erkrankungsschwere auch in Phasen ohne spontan wiederkehrende

epileptische Anfalle beglnstigt.

Schlussbetrachtungen

Der PC von naiven Ratten ist durch eine kleine Population von sich transient neubildenden
Nervenzellen und einem damit einhergehenden neurogenen Potential gekennzeichnet.
Neben der biologischen Bedeutung der Neurogenese in dieser Gehirnregion und der damit
verbundenen Plastizitat im adulten Saugetiergehirn ist die grundlegende Aufklarung der
Struktur und Funktion dieser Form von Plastizitat aus Sicht einer moglichen Therapie
diverser neurologischer Erkrankungen bei Tieren und Menschen von Interesse.
Neurodegenerative Prozesse sind haufig die Ursache oder eine Begleiterscheinung vieler
neurologischer Erkrankungen. Das endogene Reservoir multipotenter Vorlauferzellen
konnte daher fur einen funktionellen Ersatz dieser erkrankungsbedingt-untergegangenen
Neurone verwendet werden und der klinischen Neurologie in der Tiermedizin neue
Behandlungsmaoglichkeiten eroéffnen.

Neben diesem regenerativen Potential wird eine pathophysiologische Bedeutung der
neurogeneseassoziierten Plastizitat im Rahmen verschiedener psychiatrischer und
neurologischer Erkrankungen, wie der Epilepsie diskutiert. Die weiterfUhrende
Charakterisierung und die Aufklarung der funktionellen Relevanz der Neurogenese lassen
wesentliche Erkenntnisse Uber die neuronalen plastischen Mechanismen im Allgemeinen
und insbesondere flur die Pathophysiologie von Epilepsien erwarten. Epilepsien zahlen zu
den haufigsten chronischen neurologischen Erkrankungen bei Hunden und Katzen. Die
Pharmakotherapie dieser Erkrankung beschrankt sich derzeit auf eine lebenslange
symptomatische Behandlung mit Antikonvulsiva, mit denen sich jedoch vielfach das

gewulnschte Behandlungsziel einer deutlich reduzierten Anfallsfrequenz nicht erreichen
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lasst. Aufgrund ungulnstiger pharmakokinetischer Eigenschaften kénnen zudem neuere
humanmedizinisch verwendete Antikonvulsiva in der Tiermedizin nicht eingesetzt werden.
Daher besteht insbesondere in der Tiermedizin ein erheblicher Bedarf an neuen
therapeutischen Strategien zur Behandlung und/oder der Prophylaxe von Epilepsien. Die
Erkenntnisse Uber die pathophysiologische Bedeutung der neurogeneseassoziierten
Plastizitat fur die Epilepsie konnten zukunftig fur die Entwicklung einer kausalen Therapie

sowie der Entwicklung einer Epilepsieprophylaxe von Bedeutung sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Anton Pekcec

Neuronale Plastizitat im limbischen System adulter Ratten und deren

Modifikation in Epilepsiemodellen

In den letzten Jahrhunderten wurde postuliert, dass der komplexen Verarbeitungsleistung
des adulten Saugetiergehirns ein stabiles Netzwerkgeflige zugrunde liegen wirde. Diese
Hypothese wurde kontinuierlich durch die Erkenntnis ersetzt, dass adulte Saugetiergehirne
permanent einer massiven strukturellen und synaptischen Plastizitat unterliegen. Tell
dieser Plastizitat ist eine lebenslang in hohem Male stattfindende Neubildung von
Nervenzellen in zwei regional begrenzten Gehirnarealen, den primaren neurogenen
Zonen. Daneben existieren multipotente neuronale Vorlauferzellen in diversen Bereichen
des adulten Saugetiergehirns deren Potential neue Neurone im naiven Gehirn zu bilden,

vielfach diskutiert wird.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit (Publikation 1) wurde das neurogene Potential des
piriformen Cortex (PC) adulter Ratten untersucht. Der PC ist der grof3te Anteil des
olfaktorischen Cortex und entscheidend an der Verarbeitung verschiedener
Riecheindriucke beteiligt. Es konnte eine Zellneubildung mit neuronalen Charakteristika im
PC nachgewiesen werden, die im Vergleich zu den beiden primaren neurogenen Zonen
jedoch um ein Vielfaches geringer war. Weiterhin konnte die Existenz von neuronalen
Vorlauferzellen abgesichert werden, aus denen sich die neugebildeten Neurone direkt
bilden kdnnten. Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben, dass die neugebildeten Zellen
jedoch nicht Uber einen langen Zeitraum erhalten bleiben. Im Vergleich zu freilebenden
Tieren werden Laborratten unter deprivierten Bedingungen gehalten. Da in der
Vergangenheit gezeigt wurde, dass eine Umwelt mit gesteigerten Sinneseindricken die
Uberlebensrate von neugebildeten Neuronen in den priméren neurogenen Zonen steigert,

kann weiterhin vermutet werden, dass die Uberlebensdauer der neugebildeten Zellen im
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PC unter natirlichen Umweltbedingungen ebenfalls gesteigert ist.

Im zweiten Teil der Arbeit (Publikation 2) wurden spezifische pathophysiologische
Mechanismen neurogeneseabhangiger plastischer Veranderungen im Hippocampus
zweier Rattenmodelle mit Epileptogenese charakterisiert. Wahrend ihrer Entwicklung
bilden neuronale Vorlauferzellen im adulten Saugetierhippocampus transient kurze basale
Dendriten aus. In epileptischen Tieren und in Epilepsiepatienten persistieren diese
Dendriten und weisen weitere morphofunktionelle Eigenschaften auf, die als prokonvulsive
plastische Netzwerkveranderungen interpretiert werden. Daher wurde die Generierung
dieser sog. hilaren oder persistierenden basalen Dendriten direkt mit dem Auftreten von
epileptischen Anfallen in Verbindung gebracht. Genauere Untersuchungen, die diese
Vermutung stutzen, fehlen jedoch. Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass
persistierende basale Dendriten charakteristisch flr ein chronisches epileptogenes,
neuronales Netzwerk und nicht unmittelbar eine Folge von epileptischen Anféallen sind.
Spontane wiederkehrende Anfalle resultieren jedoch in einer weiteren Steigerung der
Anzahl dieser Dendriten. Basierend auf der Hypothese, dass die Persisitenz der Dendriten
die Epilepsieprogression und den Erkrankungsgrad steigert, kann weiterhin gefolgert
werden, dass auch in Phasen der Anfallsfreiheit diese Form aberranter

neurogeneseabhangige Plastizitat zu einer Progression der Epilepsie beitragt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen demonstrieren einheitlich die weit reichende
Bedeutung neurogeneseabhangiger plastischer Veranderungen limbischer Strukturen
unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen. Eine weiterfuhrende
Aufklarung des regenerativen Potentials der transienten Nervenzellneubildung im PC ist
aus Sicht einer mdglichen Therapie diverser neurologischer Erkrankungen von Relevanz.
Das endogene Reservoir multipotenter Vorlauferzellen in dieser und weiterer
Gehirnregionen konnte fur den funktionellen Ersatz erkrankungsbedingt untergegangener
Neurone verwendet werden. Neben diesem regenerativen Potential existieren Hinweise
auf eine pathophysiologische Bedeutung der neurogeneseassoziierten Plastizitat bei
Epilepsien. Die weiterflihrende Charakterisierung und die Aufklarung der funktionellen
Relevanz dieser permissiven Alterationen sind fur die Entwicklung einer kausalen

Therapie sowie einer Epilepsieprophylaxe von Bedeutung.
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6 SUMMARY

Anton Pekcec

Neuronal plasticity in the adult rats’ limbic system and its modification

by epilepsy

A static nature of the adult mammalian brain as a presupposition for its complex
computational power has been proposed over the last centuries. While challenging this
dogma, constant structural and synaptic reorganization of neural circuits is now generally
accepted. Recent work in neuroscience demonstrated a continuous generation of new
neurons in two specific regions of the adult mammalian brain, the primary neurogenic
zones, as part of this plasticity. Moreover, there are significant numbers of multipotent
neural precursors throughout the adult mammalian brain, thus, suggesting the potential for

neurogenesis in additional areas of the brain.

The possibility of the adult rats’ piriform cortex (PC) to generate new neurons was studied
in the first part of this thesis (publication 1). The PC is the largest area of the olfactory
cortex and receives direct input from the olfactory bulb. It is intensely involved in olfactory
sensory and memory processing.

Generation of new neurons was demonstrated for the PC. This generation was low
compared to the primary neurogenic zones. Neuronal progenitor cells have moreover been
confirmed, which could preserve a pool for continuous birth of new neurons. However,
there was a lack of long-term survival of these neurons. It is possible that specific
circumstances may enhance neurogenesis and the survival duration, e.g. we can not
exclude that the long-term survival is low due to a lack of rich environmental and especially
novel olfactory stimuli under the controlled laboratory conditions. In this context, it is
noteworthy that prolonged survival of new olfactory bulb neurons has already been

described to depend on novel sensory inputs.
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In the second part of this thesis (publication 2) pathopysiological mechanisms of aberant
hippocampal neurogenesis have been studied in two rat models of epileptogenesis. Basal
dendrites are transiently formed during migration and development of granule cells.
Seizure activity frequently results in a failure to retract these basal dendrites resulting in
persistence of basal dendrites that extend into the hilus. The morpho-functional
aberrations of these granule cells are suggested to contribute to proconvulsive plastic
changes of neuronal circuits, and thus, to progression of epilepsy. It has been presumed
that seizure activity induces the increase in basal dendrites in the epileptic brain. However,
this has not yet been proven.

It was demonstrated that the formation of hilar basal dendrites occurs in the epileptogenic
brain even in the absence of seizures. Thus, formation of hilar basal dendrites does not
directly depend on seizure activity. However, seizure activity can further enhance the
formation of aberrant dendrites that per se occurs in the rodent hippocampus that became
part of a hyperexcitable network. Based on the suggested contribution of hilar basal
dendrites to hyperexcitability in the epileptic brain, the data indicate that the aberrant
growth of these dendrites may promote progression of epilepsy even in phases without

seizure activity.

In conclusion, the data of this thesis uniformly indicate the impact of neurogenesis-
associated plasticity of limbic brain structures on physiological as well as
pathophysiological conditions. In view of the regenerative capacity of the PCs’
neurogenesis in different neurological diseases, a better understanding of its underlying
cellular and molecular mechanisms is important. The existence of endogenous multipotent
precursors throughout the adult mammalian brain may yield new therapeutic approaches
for repopulating damaged or diseased areas of the nervous system. Besides this
regenerative potential of neural stem and/or precursor cells, aberration of neurogenesis-
associated plasticity is suggested to be involved in the pathophysiology of different
diseases including epilepsy. Therefore, the functional relevance of altered neurogenesis
has to be further clarified in view of new therapeutic approaches for the treatment and

prophylaxis of epilepsy.
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Zuspruch ware ich heute nicht da wo ich bin. Danke.
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