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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine schwere, zumeist chronisch verlaufende Erkrankung, die betroffene
Patienten oft sehr stark in ihrer Lebensqualitit einschriankt. Die Lebenszeitpridvalenz dieser
Erkrankung betrdgt weltweit 0,5 bis 1,6% [Deutsche Gesellschaft fiir Psychiatrie, 2005]. Ne-
ben dem empfindlichen Eingreifen in das Leben der Patienten und ihrer Familien verursacht
die Schizophrenie der Gesellschaft auch hohe Kosten durch Produktivitdtsverlust und thera-
piebezogene Ausgaben. Nach Einschitzung der WHO diirfte die Schizophrenie die ,.teuerste®
psychiatrische Erkrankung darstellen. So entsprechen etwa die Kosten fiir das Gesundheits-
und Sozialsystem denen somatischer Volkskrankheiten wie Diabetes mellitus [Kompetenznetz
Schizophrenie, 2009]. Die klinischen Symptome der Erkrankung sind vielfaltig und variieren
in ihrer Auspragung von Patient zu Patient. Es kann dabei zu vielgestaltigen psychiatrischen
Querschnittsbildern mit Wahn, Halluzinationen, formalen Denkstérungen, Ich-Stérungen, Af-
fektstorungen und psychomotorischen Storungen kommen [Moller and Deistler, 2002]. Prog-
nostisch ungiinstige Faktoren fiir den Verlauf sind unter anderem ménnliches Geschlecht,
Erstmanifestation in jungem Alter, léngeres prodromales Syndrom, schleichender Beginn, Be-
ginn mit Negativsymptomatik und akustische Halluzinationen. Die Bedeutung dieses Krank-
heitsbildes sowohl fiir den Patienten als auch fiir die Gesellschaft ldsst sich unter anderem dar-
an ablesen, dass 5- 10 % der an Schizophrenie Erkrankten Suizid begehen und dass die
Lebenserwartung der Patienten in den industrialisierten Nationen um 20 bis 25 Jahre reduziert

ist [Kilbourne et al., 2009; Palmer et al., 2005; Phillips et al., 2004].

1.2 Pathogenese der Schizophrenie

1.2.1 Biologische vs. psychosoziale Genese

Dass der Erkrankung auch genetische Faktoren zugrunde liegen, konnte bereits in den 60er
Jahren des letzten Jahrhunderts in Zwillingsstudien belegt werden [Gottesman and Shields,
1966; McGulffin et al., 1987]. Das Risiko zu erkranken korreliert hierbei mit dem Verwandt-
schaftsgrad, also der Anzahl gemeinsamer Gene. Im Gegensatz zur ca. einprozentigen Lebens-
zeitprivalenz in der Allgemeinbevolkerung betrégt das Risiko, an Schizophrenie zu erkranken,
bei drittgradigen Verwandten 2% und bei einem zweitgradigen Verwandtschaftsverhéltnis 2-
6%. Bei Verwandten ersten Grades, d.h. etwa Geschwistern eines Betroffenen, steigt die Le-

benszeitprivalenz bereits auf 6 -17% an [Gottesman, 1991]. Bei dizygoten Zwillingen betragt
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die Lebenszeitpravalenz 17% und bei monozygoten Zwillingen fast 50% [Gottesman, 1991].
Dagegen zeigte sich in Adoptionsstudien, dass das Risiko an Schizophrenie zu erkranken allein
mit dem Vorkommen der Erkrankung in der biologischen Abstammungslinie korreliert, nicht

aber mit dem Auftreten der Erkrankung bei den Adoptiveltern [Rice et al., 1982].

Somit gilt eine genetische Mitursache der Schizophrenie als gesichert. Da die Konkordanzrate
bei eineiigen Zwillingen jedoch bei deutlich unter hundert Prozent liegt, muss davon ausge-
gangen werden, dass zur tatsdchlichen Auspriagung der Erkrankung noch weitere Faktoren eine
Rolle spielen. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass in der Vorgeschichte schizophrener
Patienten pra- und perinatale Schidigungen gehduft vorkommen [Brown et al., 2001; Brown,
2006; O'Callaghan et al., 1991]. Im Einzelnen wird ein Zusammenhang fiir maternale Infektio-
nen wihrend der Schwangerschaft, sowie durch pri- oder perinatale Komplikationen entstan-
dener Hypoxie mit der Manifestation einer Schizophrenie in der Adoleszenz genannt. Dies
scheint jedoch nur fiir eine kleine Untergruppe der an Schizophrenie Erkrankten zuzutreffen.
Bei der groBBen Mehrzahl der schizophrenen Patienten ist die Vorgeschichte beziiglich pra- oder
perinataler Komplikationen leer. Dass sich jedoch im Gegensatz zu nicht erkrankten Menschen
bei schizophrenen Menschen gehéuft derartige Komplikationen finden lassen, wird als Hin-
weis dafiir gesehen, dass eine Storung in der Entwicklung des Zentralnervensystems einen

moglichen Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Schizophrenie darstellt.

Als Arbeitshypothese fiir die Pathogenese der Schizophrenie hat sich bislang am ehesten das
Vulnerabilitdts-Stress-Modell von Zubin durchgesetzt [Zubin and Spring, 1977]. Hierbei geht
man davon aus, dass eine Person durch persoénliche, z.B. biologische und psychische Charakte-
ristika, und soziale Voraussetzungen mehr oder weniger anféllig (vulnerabel) fiir den Ausbruch
einer Schizophrenie ist. Durch hinzukommende Umweltfaktoren, sei es psychosozialer Stress
oder seien es etwa eine intermittierende Infektionserkrankung oder sonstige widrige Rahmen-

bedingungen, kann es dann zur Krankheitsmanifestation kommen.

1.2.2 Schizophrenie als Konsequenz einer abnormen neurona-

len Entwicklung oder als neurodegenerative Erkrankung?

Die Diskussion, ob die Pathogenese der Schizophrenie auf neurodegenerativen Mechanismen
beruht oder Folge einer Stérung der embryofetalen Entwicklung ist, konnte noch nicht mit
letzter Sicherheit zugunsten einer der alternativen Hypothesen beigelegt werden. Derzeit wird
davon ausgegangen, dass der Erkrankung am ehesten Teilaspekte beider Theorien zugrunde
liegen. Schon der Erstbeschreiber der Schizophrenie Emil Kraepelin, der 1919 den Terminus

,Dementia praecox‘ fiir die Erkrankung prégte, betonte den progressiven Verlauf der Krank-
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heit. Seit der ersten Beschreibung der Schizophrenie sind verschiedene Modelle der Pathoge-
nese entstanden. Im Vergleich zu klassischen progressiven, neurodegenerativen Erkrankungen
fehlen im Verlauf einer Schizophrenie jedoch die bei jenen regelmifig gefundenen Verdnde-
rungen im Sinne einer Gliose. AuBlerdem standen in der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts
noch keine bildgebenden Verfahren zur Verfiigung, die einen progressiven Verlauf in vivo hét-
ten zeigen konnen. Es lagen lediglich post mortem Befunde vor, die hinsichtlich einer reakti-

ven Gliose und auch der neuronalen Zellzahl keine iibereinstimmenden Ergebnisse lieferten.

Es wurde letztlich eine weitere, scheinbar entgegengesetzte Hypothese aufgestellt, ndmlich
dass eine Schiadigung wihrend der embryofetalen Entwicklung ursédchlich sei fiir die dann mit
einer Latenz von zwei bis drei Jahrzehnten auftretende Schizophrenie. Die genaue Art dieser
Schiadigung bei dieser Hypothese ist nicht endgiiltig geklart. Es zeigten sich Assoziationen
verschiedener moglicher Faktoren mit dem Auftreten einer Schizophrenie im Erwachsenenal-
ter. Unter anderem waren maternale Infektionen wéhrend der Schwangerschaft [Brown et al.,
2001; Brown, 2006; Buka et al., 2008; O'Callaghan et al., 1991], pra- und perinatale Hypoxie
[Cannon et al., 2008; Dalman et al., 1999; Geddes et al., 1999; Zornberg et al., 2000], entwick-
lungsbiologische Besonderheiten wie zum Beispiel eine Gaumenspalte [Gourion et al., 2004]
oder leichte neurokognitive Defizite wiahrend der Kindheit [Keshavan et al., 2005] positiv mit
der Entwicklung einer Schizophrenie vergesellschaftet. Jedoch ist das Auftreten derlei unspezi-
fischer Merkmale auch bei Gesunden, oder bei anderen psychiatrischen Erkrankungen sehr
hoch und hat daher keinen prédiktiven Wert.

Neuen Aufwind fiir die These einer neurodegenerativen Storung gab es nun jedoch durch die
Einfiihrung bildgebender Verfahren. In mehreren longitudinalen MRT-Studien konnte eine
progressive Erweiterung der Liquorrdume sowie ein Volumenverlust des Hirnparenchyms —
sowohl global als auch in umschriebenen Hirnregionen- nach Erstmanifestation der Erkran-
kung gezeigt werden [Hulshoff Pol and Kahn, 2008]. Eine reaktive Gliose wie bei den klassi-
schen neurodegenerativen Erkrankungen konnte dabei nicht gezeigt werden [Arnold et al.,
1996; Casanova et al., 1990; Roberts et al., 1986; Stevens et al., 1988]. Somit vereint die Schi-
zophrenie einige Charakteristika, die im Einklang mit einer neurodegenerativen Entstehungs-
theorie stehen, mit Eigenschaften einer embryofetalen Entwicklungsstérung ohne sich jedoch

klassisch in eine dieser Theorien einfligen zu konnen.

Als mogliches anatomisches Substrat der Schizophrenie liegt das Hauptaugenmerk aus mehre-
ren Griinden auf der hippokampalen Formation. Zum einen konnten wiederholt in bildgeben-
den longitudinalen Studien sowie in post mortem Studien Volumenverluste bzw. eine selektive

Abnahme von Zellpopulationen in dieser Hirnregion gezeigt werden [Lawrie et al., 2008]
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[Zhang et al., 2002]. Zum anderen riickt die hippokampale Formation fast zwangslaufig ins
Zentrum des Interesses, wenn man den Ansatz iiber die klinische Symptomatik der Schizo-
phrenie wihlt. Vergleicht man diese mit den bekannten funktionellen Strukturen des zentralen
Nervensystems, féllt auf, dass die hippokampale Formation als morphologisches Substrat
gleich mehrerer Funktionen gilt, die im Rahmen einer Schizophrenie beeintrachtigt sein kon-
nen. Hierzu z&hlen zum Beispiel die Funktionen des Hippocampus als Reizfilter und als Ar-

beitsgeddchtnis.

1.3 Die hippokampale Formation

Die hippokampale Formation und der parahippokampale Kortex gehdren anatomisch zum
Schlédfenlappen des Gehirns und sind elementare Bestandteile des limbischen Systems. Funkti-
onell kommt dem Hippocampus eine herausragende Rolle bei Gedachtniskonsolidierung zu,
das heiBt bei der Uberfiihrung von Gedichtnisinhalten aus dem Kurz- in das Langzeitgedicht-
nis sowie bei der rdumlichen Orientierung [Morris, 2006; O'Keefe and Black, 1977; Squire,
1992]. Die Bedeutung des Hippocampus bei der Abspeicherung von Informationen in das
Langzeitgedéchtnis wurde 1957 erkannt. Scoville und Milner beschrieben den Patienten H.M.,
der sich zur Behandlung einer schweren Temporallappenepilepsie einer beidseitigen medialen
Temporallappenresektion unterzog. Im Anschluss an die Operation litt er lebenslang unter
einer ausgepréigten Storung des Langzeitgeddchtnisses in Form einer anterograden Amnesie.
Vom Zeitpunkt der Operation an war es ihm nicht mehr méglich, neue Informationen im Lang-
zeitgedéchtnis zu speichern. Einzelheiten aus der Zeit vor der Operation waren ihm hingegen
noch erinnerlich [Scoville and Milner, 1957]. Als weitere Besonderheit des Hippocampus ist
zu erwihnen, dass hier sowie auch in der periventrikuldren Zone, auch im Erwachsenenalter
noch neue Neurone heranreifen (adulte Neurogenese) [Ehninger and Kempermann, 2008;
Kempermann and Gage, 1998]. Die Bedeutung des Hippocampus in der Schizophreniefor-
schung wird dadurch unterstrichen, dass Volumenveridnderungen im medialen Temporallappen
einer der hiufigsten Befunde in post mortem Studien oder bildgebenden Untersuchungen an

schizophrenen Patienten sind [Bogerts, 1997].

Der Begriff ,hippokampale Formation* umfasst sechs zytoarchitektonisch unterschiedliche
Regionen: den Gyrus dentatus; das Ammonshorn (Cornu ammonis), welches dem Hippocam-
pus im engeren Sinne enspricht und sich in 3 Areale unterteilen lisst: CA3, CA2 und CAl;
Subiculum; Prasubiculum; Parasubiculum und den entorhinalen Kortex [Amaral and Witter
M.P,, 1995]. Der Hauptgrund warum diese oben genannten Einheiten zur hippokampalen For-

mation zusammengefasst werden ist, dass sie im Gegensatz zu den iibrigen neuronalen Netz-
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werken in fiir das Hirn sonst einzigartiger Weise weitestgehend unidirektional miteinander
verbunden sind. Die Hauptafferenzen enthélt die hippokampale Formation aus dem entorhina-
len Kortex, dieser entsendet iiber den Tractus perforans die wichtigsten Afferenzen an den
Gyrus dentatus. Diese Projektionen sind nicht reziprok, keine Zelle des Gyrus dentatus proji-
ziert in den entorhinalen Kortex zuriick. Die Granularzellen projizieren stattdessen unidirekti-
onal iiber die Moosfasern in die CA3-Zone des Hippocampus. Wenige CA3-Zellen entsenden
Axonkollateralen in die polymorphe Zellschicht, jedoch keine zuriick an die Granularzellen.
Die intrahippokampalen Hauptafferenzen der CA3-Zellen gehen iiber die Schaffer-
Kollateralen an die CA1-Schicht. Aus der CA1-Schicht entspringen nun hippokampale Effe-
renzen in kortikale Areale [Amaral and Witter M.P., 1995] (s. Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Hauptverbindungen innerhalb der hippokampalen Formation der Ratte;
charakteristisch fiir den hippokampalen Erregungskreis sind die weitestgehend unidirektiona-
len Verbindungen (z.B. Tractus perforans, Moosfasern, Schaffer Kollateralen) EC = Entorhi-
naler Kortex, DG = Gyrus dentatus, PrS = Presubiculum, PaS = Parasubiculum, S = Subicu-

lum (nach Amaral und Witter, Hippocampal Formation, The Rat Nervous System, 1999)

1.4 Glutamaterges System

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn von Wirbeltieren und ist
bei ca. 40 Prozent aller Synapsen an der Signaltransmission beteiligt. Auch innerhalb der hip-
pokampalen Formation, der eine herausragende Rolle bei der Pathogenese der Schizophrenie
zugeschrieben wird (s. Kapitel 1.7), stellt die Aminosdure Glutamat den wichtigsten exzitatori-
schen Neurotransmitter dar [Mattson, 2008]. Glutamat wirkt aulerdem auf die Synaptogenese,

das Dendritenwachstum sowie die postsynaptische Bildung von neurotrophen Faktoren
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[Mattson, 2008]. Durch Mechanismen wie Langzeit-Potenzierung oder Langzeit—Depression
ist Glutamat zudem an der Uberfiihrung von Gedéchtnisinhalten aus dem Kurz- in das Lang-

zeitgedachtnis (Gedichtniskonsolidierung) beteiligt [Konradi and Heckers, 2003].

Glutamat wirkt iiber zwei verschiedene Rezeptorklassen: die ionotropen und die metabotropen
Glutamatrezeptoren. Die metabotropen Rezeptoren wirken iiber Guaninnukleotid bindendes
Protein (G-Protein) gekoppelte second messenger Systeme, etwa das Adenylatzyklase/ zykli-
sches Adenosinmonophosphat (cAMP) oder das Phospholipase-System. Die ionotropen Glu-
tamatrezeptoren sind nach ihren spezifischen Liganden in o-Amino-3-Hydroxy-5-
Methylisoxazol-4-Propionat (AMPA)-, N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und Kainatrezeptoren
benannt. Sie bestehen aus vier Untereinheiten, die eine funktionale Rezeptoreinheit mit Ionen-
kanal bilden. Eine Besonderheit des NMDA-Rezeptors gegeniiber den anderen beiden ionotro-
pen Glutamatrezeptoren ist, dass der lonenkanal des NMDA-Rezeptors bei Ruhemembranpo-
tential (-70 bis -50mV) von Mg++ blockiert ist. Erst bei leichter Depolarisierung der Membran
verldsst Mg++ den Kanal, so dass ein Agonist ihn 6ffnen kann. Damit der lonenkanal des
NMDA-Rezeptors Offnet, muss also pridsynaptisch Glutamat freigesetzt worden sein und
postsynaptisch eine Depolarisation vorliegen. Dies ist der Fall, wenn das postsynaptische Neu-
ron bereits kurz zuvor auf anderem Wege depolarisiert wurde oder bei hochfrequenter tetani-

scher Stimulation, d.h. wenn die Synapse insgesamt haufiger ,,benutzt* wird.

Die NMDA-Rezeptoren tragen aufgrund dieser Eigenschaft iiber den Mechanismus der Lang-
zeitpotenzierung und —depression einen wesentlichen Teil zur synaptischen Plastizitdt bei
[Konradi and Heckers, 2003]. Die Langzeitpotenzierung fiihrt zur Erhohung der Ubertragungs-
stiarke haufig benutzter Synapsen und bildet zusammen mit der Langzeitdepression, die analog
hierzu zu einer Abschwéchung von Synapsen mit wenig stabilen Verbindungen fiihrt, die
Grundlage fiir synaptische Plastizitdt [Bliss and Lomo, 1973; Citri and Malenka, 2008]. Es ist
auBerdem bekannt, dass der NMDA-Rezeptor eine Glycin-Bindungsstelle besitzt. Glycin po-
tenziert die Wirkung von NMDA und Glutamat. Nach Ligandenbindung ist der lonenkanal fiir
Na+, K+ und in unterschiedlichem Maf3e auch fiir Ca++ durchlissig. Durch Natriumeinstrom
und Kaliumausstrom wird die neuronale Zellmembran depolarisiert. Durch die membranpoten-
tialabhéngige Blockade durch Mg++ sind die NMDA-Rezeptoren in hohem Malle an der Plas-
tizitdt des Gedachtnisses beteiligt. Zusitzlich zur Membrandepolarisierung konnen ionotrope
Glutamatrezeptoren auch molekulare Langzeitverdnderungen in Neuronen bewirken. Diese
Verdanderungen werden iiber einen Ca++-Einstrom durch den Ionenkanal ausgelost. Hierdurch
werden iiber Kinasen und Phosphatasen weitere intraneuronale Signaliibertragungskaskaden

ausgelost, die in Abhéngigkeit vom aktivierten Signaliibertragungsweg zur Bildung neuer Sy-
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napsen, zur Verstirkung bestehender Synapsen oder auch zum kontrollierten Zelltod fiihren.
Fiir letztere langfristig wirksamen Modulationen ist der NMDA-Rezeptor aufgrund seiner
hohen Cat++-Permeabilitit in besonderem Mall wichtig [Konradi and Heckers, 2003] (s.
Abbildung 1.2).

NMDA receptor synaptic cleft
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Abbildung 1.2:  schematische Darstellung eines NMDA-Rezeptors, Glycin, Zink und Polya-
mide binden an die NMDARI-Untereinheit. Auf der NMDARZ2-Untereinheit (Subtypen
NMDAR2-A bis -D) befinden sich die Bindungsstellen fiir Glutamat/ NMDA und fiir Dizocil-
pin/ Ketamin/ MK-801. Die Mg++-Bindungsstelle im lonenkanal ist eine Besonderheit des
NMDA-Rezeptors: Bei negativem Membranpotential blockiert Mg++ hier den Kanal. Die
Membrandepolarisation muss daher zundchst auf anderem Wege geschehen (z.B. iiber AMPA-
Rezeptor), dann [ost sich Mg++ aus dem lonenkanal und erméglicht den K+-Ausstrom und
Na+ und Ca++-FEinstrom in die Nervenzelle. Durch den K+-Ausstrom und Na+-Einstrom
kommt es zur Membrandepolarisation. Der intrazelluldre Ca++-Anstieg hingegen st Signal-
kaskaden aus, die z.B. zur Verstdrkung von bestehenden Synapsen oder zur Bildung neuer Sy-
napsen fiihren, und spielt daher eine grofie Rolle bei der synaptischen Plastizitdt
[CNSforum.com, 2002].
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1.5 Gliale Zellpopulationen und ihre Interaktionen mit
dem glutamatergen System und mit adulter Neuro-

genese

Gliale Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) wurden mitte des 19. Jahrhunderts erstmalig
von Rudolf Virchow beschrieben. Ihnen wurde lange Zeit nur eine Art Stiitz- oder Geriistfunk-
tion fiir die Nervenzellen zugeschrieben. Aus dieser Annahme entstammt auch der Name Glia-
zelle (gr. gliozyti), abgeleitet aus dem griechischen Wort fiir Leim (gr. glia). Inzwischen sind
von glialen Zellen komplexe Funktionen wie z.B. fiir den Transmitterstoffwechsel und die
neuronale Signaliibertragung bekannt. Unterteilt werden Gliazellen derzeit in zwei Hauptgrup-
pen: die Neuroglia (Makroglia) und die Mesoglia (Mikroglia). Die Mikroglia entstammt im
Gegensatz zu den anderen Zellen des Nervensystems nicht dem Neuralrohr und der Neuroal-
leiste (Ektoderm), sondern dem blutbildenden System (Mesoderm). Mikroglia sind immun-
kompetente Zellen des zentralen Nervensystems mit der Fahigkeit zur Phagozytose von z.B.
beschéddigten oder abgestorbenen Zellen dhnlich den Makrophagen in anderen Organsystemen.
Sie spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Synaptogenese sowie bei der Einleitung
von Apoptose [Bessis et al., 2007]. Die Neuroglia dagegen wird in weitere vier Untergruppen

eingeteilt: Astrozyten, Oligodendrozyten, Ependymzellen und radiale Glia:

Astrozyten sind hierbei die zahlenméBig stirkste Fraktion. Ihnen kommt eine wichtige neu-
rotrophe Funktion fiir die umgebenden Neurone und Synapsen zu. Astrozyten sind essentiell
fiir den Austausch von Néhrstoffen und Stoffwechselprodukten zwischen Neuronen und Blut
[Edmond et al., 1987; Guzman and Blazquez, 2001; Kacem et al., 1998; Voutsinos-Porche et
al., 2003]. Sie sind auBlerdem beteiligt an der Homoostase und der aktiven Verdnderung des
interzelluldren lonenmilieus sowie an der Wiederaufnahme von in ihrer Umgebung ausge-
schiitteten Transmittern und haben somit Einfluss auf die neuronale Signaliibertragung
[Araque et al., 1999; Araque et al., 2001; Carmignoto, 2000; Haydon, 2001; Nedergaard et al.,
2003]. Von den insgesamt 5 im erwachsenen Gehirn identifizierten Glutamattransportern
EAAT1 bis EAATS (Excitatory amino acid transporter) [O'Shea, 2002] werden die hoch affi-
nen Glutamattransporter EAAT1 (glial glutamate and aspartate transporter = GLAST) und
EAAT?2 (glialer Glutamattransporter 1 = GLT-1) vor allem in Astrozyten exprimiert [Gadea
and Lopez-Colome, 2001]. EAAT1 und EAAT?2 sind die vorherrschenden Glutamattransporter-
typen im zentralen Nervensystem (ZNS) [Gadea and Lopez-Colome, 2001]. Fiir iiber 90 % der
Glutamatwiederaufnahme aus dem Extrazellularraum ist der Glutamattransporter EAAT2 ver-
antwortlich [Rothstein et al., 1996]. Astrozyten sind damit fiir den Schutz vor glutamaterger

Exzitotoxizitit unerldsslich. Des Weiteren wird fiir die Glutamin-Synthetase ein hauptsichli-
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ches Vorkommen in Astrozyten beschrieben. Diese katalysiert die Reaktion von Glutamat und
Ammonium zu Glutamin. Glutamin besitzt keine Transmitteraktivitidt und kann gefahrlos in
den Extrazelluldrraum freigesetzt, von Neuronen wieder aufgenommen und erneut zu Glutamat
deaminiert werden [Broer and Brookes, 2001]. Astrozyten spielen somit eine wesentliche Rolle
fiir die glutamaterge Transmission sowie fiir die Neuroprotektion gegeniiber glutamaterger

Exzitotoxizitit.

Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem erfiillen dagegen nach géngiger Lehrmeinung
dieselben Funktionen wie die Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem: Sie bilden Mye-
linscheiden um Axone und bewirken hierdurch eine elektrische Isolation derselben. Ependym-
zellen bilden eine einlagige Schicht zwischen dem Hirngewebe und den inneren Nervenwas-
serrdumen (Ventrikelsystem und Zentralkanal). Die vierte Gruppe der Neuroglia ist die radiale
Glia. Der 1971 erstmals beschriebene Terminus bezeichnete zunichst rein deskriptiv eine glia-
le (GFAP-positive) Zellart mit strahlenformig angeordneten Zellauslaufern [Rakic, 1971].
Radiale Gliazellen befinden sich in der subgranuldren Schicht des Gyrus dentatus und in der
subventrikuldren Zone. Sie galten lange Zeit nur als Leitstruktur fiir radiale neuronale Migrati-
on, inzwischen konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sie selbst Eigenschaften von Progeni-
torzellen oder neuronalen Stammzellen besitzen. Uber asymmetrische Zellteilung besitzen sie
die Féhigkeit neuronale Vorlduferzellen zu generieren und sich selbst zu erneuern
[Kempermann et al., 2004a; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Malatesta et al., 2000; Noc-
tor et al., 2001]. Im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen kdnnen neuronale Stammzellen
nicht iiber einen spezifischen Marker definiert werden [Maurer, 2005]. Mehrere Kandidaten
sind beschrieben, darunter Vimentin [Dahl et al., 1982], Nestin [Lendahl et al., 1990] und
GFAP (glial fibrillary acidic protein) [Doetsch et al., 1999]. Jedoch werden mit keinem dieser
Marker alle neuronalen Stammzellen erfasst sondern jeweils nur Untergruppen zu einem be-
stimmten Zeitpunkt der Differenzierung. Aufgrund der vielfiltigen Eigenschaften glialer Zel-
len ist es moglich, dass eine reduzierte gliale Zellzahl bei schizophrenen Patienten zu einem
gestorten Glutamatstoffwechsel sowie einer reduzierten Synapto- und Neurogenese fithren

konnte.

1.6 Neurobiologische Grundlagen der Schizophrenie

1.6.1 Dopaminhypothese der Schizophrenie

Fiir ca. 3 Jahrzehnte basierte die dominierende Hypothese iiber die Pathogenese der Schizo-
phrenie auf einer Dysregulation der dopaminergen Neurotransmission [Carlsson, 1963]. Diese

These fulite auf zwei Beobachtungen: Zum einen war bekannt, dass die Einnahme von Stimu-
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lantien wie Amphetamin oder Kokain, die die zentrale dopaminerge Neurotransmission erhd-
hen, psychotische Zustdnde dhnlich den Positivsymptomen der Schizophrenie verursachen
kann [Laruelle et al., 1996]. AuBBerdem haben antipsychotische Medikamente wie Haloperidol
und Chlorpromazin die Gemeinsamkeit, den Dopamin-D2-Rezeptor zu blockieren. Thre Affini-
tit zu diesen Rezeptoren korreliert signifikant mit ihrem Potential, die klinischen Anzeichen
einer Psychose zu lindern (,,neuroleptische Potenz*) [Miyamoto et al., 2005]. Jedoch kann die
Dopaminhypothese der Schizophrenie nicht alle Facetten dieser Erkrankung erklédren. Insbe-
sondere die nur niedrige bis fehlende Wirksamkeit von typischen Neuroleptika, Negativsym-
ptome zu lindern, gab Anlass an einer alleinigen dopaminergen Pathogenese zu zweifeln
[Kane, 1999]. AuBlerdem wurde iiber eine paradoxe Linderung von Negativsymptomen nach
Einnahme von Dopaminagonisten berichtet [Willner, 1997]. Um diese Diskrepanz zu erkléren,
wurde eine Imbalance zwischen dem kortikalen und subkortikalen dopaminergen System an-
genommen. Eine Minderfunktion des kortikalen dopaminergen Systems (prafrontaler Kortex)
konnte ursichlich fiir die Ausbildung von Negativsymptomen sein, wihrend Positivsymptome
moglicherweise einer gesteigerten dopaminergen Aktivitdt im limbischen System zuzuschrei-
ben sind [Knable and Weinberger, 1997]. Stérungen im glutamatergen System konnten den
teilweise gegenldufigen Verdnderungen im dopaminergen System, welche bei der Schizophre-
nie gefunden werden, zugrunde liegen. In mehreren Studien konnte z.B. gezeigt werden, dass
es nach Verabreichung eines NMDA-Rezeptorantagonisten zu einer gesteigerten Dopaminfrei-
setzung im prifrontalen Kortex und im Striatum kommt [Kegeles et al., 2000; Moghaddam et
al., 1997; Verma and Moghaddam, 1998]. Der zugrunde liegende Mechanismus hierfiir scheint
eine vermehrte Stimulation der AMPA- und Kainatrezeptoren nach NMDA-Rezeptor-Blockade
zu sein. Wurde nidmlich zeitgleich ein AMPA-/ Kainatrezeptor-Antagonist verabreicht, so wur-
de die Erhohung der Dopaminfreisetzung abgeschwécht [Moghaddam et al., 1997]. Unter an-
derem in dieser Funktion als komplexer Modulator des dopaminergen Systems konnte das
glutamaterge System eine malBgebliche Rolle bei der Pathogenese der Schizophrenie spielen

[Kegeles et al., 2000].

1.6.2 Glutamathypothese der Schizophrenie
1.6.2.1 Pharmakologische Evidenzen durch NMDA-Rezeptorantagonisten

Die ersten indirekten Hinweise, dass bei der Pathogenese der Schizophrenie das glutamaterge
System eine Rolle spielen konnte, wurden durch Berichte iiber Nebenwirkungen von unkom-
petitiven NMDA-Rezeptorantagonisten gewonnen. Diese blockieren den lonenkanal des
NMDA-Rezeptors indem sie an dessen Phencyclidin-Bindungsstelle binden, welche sich in-

nerhalb des Ionenkanals befindet. Eine Bindung der dort ansetzenden Antagonisten ist daher
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nur bei gedffnetem lonenkanal, also in Anwesenheit des Agonisten Glutamat, moglich, wes-
halb es sich per definitionem um einen unkompetitiven Antagonismus handelt. Die Nebenwir-
kungen dieser NMDA-Rezeptorantagonisten dhnelten auffallend sowohl den Positiv- als auch

den Negativsymptomen einer Schizophrenie.

Die erste Veroffentlichung {iber schizophreniedhnliche Nebenwirkungen von dem NMDA-
Rezeptorantagonisten Phencyclidin (PCP, im Szenejargon auch als ,,angel dust™ bekannt),
stammt von Luby et al. [Luby et al., 1959]. Phencyclidin gehort wie auch MK-801 oder das
Anisthetikum Ketamin zu den unkompetitiven NMDA-Rezeptorantagonisten. In den folgen-
den Jahren wurden diese Erfahrungen mehrfach repliziert und auBerdem festgestellt, dass
Phencyclidin bei Patienten im chronischen Stadium der Schizophrenie einige der Hauptsym-
ptome verstirkt [Gonzalez-Maeso and Sealfon, 2009; Itil et al., 1967; Javitt and Zukin, 1991;
Olney et al., 1999; Olney and Farber, 1995]. In Studien an Nagetieren mehrten sich jedoch
Hinweise fiir einen neurotoxischen Effekt von PCP und somit wurden weitere pharmakologi-
sche Studien mit PCP am Menschen verboten [Olney et al., 1989]. Da PCP in den 60er Jahren
in bestimmten Subkulturen jedoch eine grofle Popularitit erlangte, konnte in weiteren retro-
spektiven Studien gezeigt werden, dass wiederholte PCP-Einnahme zu persistierenden schi-
zophreniformen Symptomen fiihrte, inklusive Psychosen, Halluzinationen, Affektverarmung,
Wahnvorstellungen, formalen Denkstorungen, kognitiven Stérungen und sozialem Riickzug
[Javitt and Zukin, 1991; Rainey, Jr. and Crowder, 1975]. Der akute und auch der chronische
PCP-Missbrauch verursachen schizophreniforme Symptome. Nach einmaliger akuter Gabe
jedoch treten vor allem akustische Halluzinationen und paranoide Wahnvorstellungen auf,
wihrend nach chronischer PCP-Einnahme auch von unterschwelligen Einzeldosen eine we-
sentlich groflere Bandbreite an schizophrenen Symptomen auftritt [Javitt and Zukin, 1991;

Rainey, Jr. and Crowder, 1975].

Die Entdeckung der psychotomimetischen Wirkung von NMDA-Rezeptorantagonisten berei-
cherte die Schizophrenieforschung um die Glutamathypothese der Schizophrenie. Zu einer
generellen hypoglutamatergen Stoffwechsellage im Gehirn scheint es dabei jedoch nicht zu
kommen. Vielmehr betrifft die NMDA-Rezeptor-Dysfunktion vor allem die Signaliibertragung
inhibitorischer Interneurone [Ikonomidou et al., 1999]. Durch das Wegfallen bzw. die Vermin-
derung der hemmenden Afferenzen kommt es zu einer Zunahme der Aktivitit und Glutamat-
freisetzung von Pyramidenzellen (Prinzip der neuronalen Disinhibition s. Abbildung 1.3). So
zeigte sich zum Beispiel nach intraperitonealer Verabreichung des NMDA-
Rezeptorantagonisten Ketamin die Glutamatausschiittung im prafrontalen Kortex erhoht

[Moghaddam et al., 1997]. Das hierbei vermehrt freigesetzte Glutamat scheint iiber die nicht-
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NMDA-Rezeptoren (AMPA- und Kainat-Rezeptoren) weitere postsynaptische Neurone akti-
vieren zu kdnnen, was von einigen Autoren als grundlegender Faktor fiir das Entstehen der bei
der Schizophrenie typischen kognitiven Defizite anzusehen ist [Moghaddam et al., 1997; Ol-
ney et al., 1999].

A

00 NMDA-Rezeptor @® MK-801
[0 GABA-Rezeptor

Abbildung 1.3:  Prinzip der neuronalen Disinhibition durch MK-801. A: die Pyramidenzelle
(P) erregt via NMDA-Rezeptor ein GABAerges Interneuron (G). Dieses iibt iiber einen GABA-
Rezeptor inhibitorischen Einfluss auf die Pyramidenzelle aus. B: Blockade des NMDA-
Rezeptors durch MK-801. Der NMDA-Rezeptor des GABAergen Interneurons ist durch MK-
801 stdrker geblockt als der NMDA-Rezeptor der Pyramidenzelle [Grunze et al., 1996]. Die
Erregung des GABAergen Interneurons durch die Pyramidenzelle wird dadurch eingeschrdnkt
und somit die rekurrente Inhibition der Pyramidenzelle durch das GABAerge Interneuron ver-
mindert. Daraus resultiert bei gleichem ,,input* an die Pyramidenzelle eine erhohte Reizwei-

terleitung im Sinne einer neuronalen Disinhibition (Abbildung modifiziert nach Braun et al,
2007).

1.6.2.2 biochemische Befunde (Liquor)

Den ersten direkten Hinweis auf ein veréndertes Glutamatsystem bei schizophrenen Patienten

gewannen Kim et al. in einer Untersuchung von Liquor cerebrospinalis bei schizophrenen Pa-
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tienten und Gesunden. Sie konnten zeigen, dass die Glutamatkonzentration bei an Schizophre-
nie Erkrankten niedriger war als bei gesunden Personen [Kim et al., 1980]. Seither stiitzten
verschiedene Studien die Theorie eines priméir hypoaktiven glutamatergen Systems [Coyle,
1996; Jentsch and Roth, 1999; Olney and Farber, 1995] mit sekundér erhohter Glutamataus-

schiittung in bestimmten Gehirnregionen [Olney et al., 1999].
1.6.2.3 genetische Befunde

Erschwerend kommt bei der Untersuchung der Schizophrenie hinzu, dass es sich nicht um eine
homogene Krankheitsentitdt handelt. Schon Eugen Bleuler, der den Begriff Schizophrenie
einfiihrte, nannte diesen Krankheitskomplex urspriinglich ,,die Schizophrenien® und unterteilte
ihn in verschiedene Manifestationsformen [Bleuler, 1914]. Noch immer ist unklar, ob die Schi-
zophrenie eine tatsdchliche Entitit darstellt, oder eher als Uberbegriff fiir verschiedene Aus-
pragungen eines Spektrums schizophrener Erkrankungen zu sehen ist. Dies wiirde z.B. auch
die Schwierigkeit erkldren, Gene zu detektieren, die mit der Ausbildung einer Schizophrenie
assoziiert sind. Ein Losungsansatz hierfiir sind die Identifizierung und Definition von En-
dophénotypen. Hierbei werden zu einzelnen mit der Krankheit vergesellschafteten Defiziten
wie zum Beispiel Stérung des Arbeitsgedichtnisses oder Stérungen der kognitiven Funktion
Assoziationen mit Genvarianten gesucht. Dieses Vorgehen ist bei vermuteter ausgeprigter

Heterogenitit von Erkrankungen sinnvoll um Kandidatengene zu detektieren.

Fir die Schizophrenie wurden durch Assoziationsstudien und Endophénotypisierung bereits
mehrere solcher Kandidatengene detektiert. Hierzu gehort beispielsweise GRM3 (glutamate
receptor, metabotropic 3), welches fiir den metabotropen Glutamatrezeptor 3 kodiert [Egan et
al., 2004]. In einer Familien-Assoziationsstudie war ein bestimmter Haplotyp dieses Gens
(Variante in einer Nukleotidsequenz, single-nucleotide polymorphism, SNP; A-Allel in SNP 4,
Intron 2) stark mit dem Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie assoziiert. In weiteren Untersu-
chungen konnte gezeigt werden, dass gesunde Probanden mit diesem Haplotypen in kognitiven
Tests, die die Funktion des préfrontalen Kortex und des Hippocampus erfassten, schlechter
abschnitten als gesunde Probanden ohne diese Genvariante. GRM3 wird von Astrozyten
exprimiert und reguliert die Expression des fiir die Glutamathomdostase duflerst wichtigen
Glutamattransporters EAAT2 (GLT-1). Ein weiteres durch eine Assoziationsstudie entdecktes
Kandidatengen ist DISC1 (disrupted in schizophrenia 1) [St Clair et al., 1990], das mit En-
dophénotypen der Schizophrenie wie z.B. Einschrinkungen im Arbeitsgeddchtnis oder Reduk-
tion der grauen Substanz vergesellschaftet ist [Callicott et al., 2005; Ishizuka et al., 2006]. Fiir
DISC1 wurde interessanterweise 2010 eine bis dahin nicht bekannte Funktion beschrieben:

Hayashi-Takagi et al. konnten in vitro und in vivo nachweisen, dass DISC1 einen modulieren-

13



Einleitung

den Effekt auf NMDA-Rezeptoren hat [Hayashi-Takagi et al., 2010]. Somit unterstiitzen auch
einige genetische Befunde die Hypothese einer glutamatergen Dysfunktion im Krankheitsbild

der Schizophrenie.

1.7 Neuropathologie der Schizophrenie

1.7.1 Post mortem Studien
1.7.1.1 Neuronale Verdnderungen

In post mortem Studien konnte vielfach eine reduzierte Anzahl kortikaler Neurone gezeigt
werden, wenn auch nicht einheitlich. In einigen Studien wurde eine signifikante schichtspezifi-
sche Verminderung der neuronalen Zelldichte verschiedener Nervenzellsubpopulationen ge-
funden. Interneurone in der Kortexsschicht II des préfrontalen Kortex und in den Schichten II
bis VI des anterioren Cingulum [Benes et al., 1991] sowie Pyramidalzellen in der Zellschicht
IV des anterioren Cingulum [Benes et al., 2001] wiesen demgemail eine verminderte Dichte
auf. Im Vergleich von nicht neuroleptisch behandelten schizophrenen Patienten mit gesunden
Kontrollen wurde eine Verminderung der Dichte nicht-pyramidaler Neurone in der CA2-
Region des Hippocampus bei schizophrenen Patienten gezeigt [Benes et al., 1998]. In einer
Studie, die auf einer objektiven stereologischen Zahlmethode basierte, war die Gesamtzahl der
kortikalen Neurone von schizophrenen Patienten gegeniiber den Kontrollen unveréndert
[Pakkenberg, 1993]. Eine andere Gruppe fand hingegen eine geringfiigige aber signifikante
Steigerung der neuronalen Dichte im prifrontalen und okzipitalen Kortex bei schizophrenen
Patienten [Selemon et al., 1995; Selemon et al., 1998]. Die Autoren schlussfolgerten jedoch,
dass nicht die Gesamtzellzahl abweiche, sondern die erhohte Dichte das Resultat einer Ver-
minderung des Neuropil sei [Selemon et al., 1995; Selemon et al., 1998]. Somit scheint es bei
der Schizophrenie zwar nicht in groBem Umfang zu einer Reduktion der neuronalen Zellzahl
zu kommen, jedoch konnten vereinzelt Verminderungen von neuronalen kortikalen Subpopula-
tionen sowie in ausgepragterem Umfang auch Verminderungen subkortikaler Neuronenzahlen

festgestellt werden.
1.7.1.2 Synaptische Verdnderungen

Beziiglich Neuropil und synaptischer Marker liegen iibereinstimmende Ergebnisse aus post
mortem Studien vor, die eine Verminderung der dendritischen Fortsitze und der dendritischen
Gesamtldnge pyramidaler Neuronen [Black et al., 2004], eine Verminderung Parvalbumin-
positiver Varikositidten [Lewis et al., 2001] sowie verminderte Synaptophysinexpression im

Hippocampus [Eastwood et al., 1995] zeigten. Synaptophysin ist ein stetig exprimiertes,
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transmembrandres, synaptisches Vesikelprotein und damit ein geeignetes Leitprotein fiir struk-
turelle Untersuchungen der Synapsen. Diese Daten werden ebenfalls von einer Genexpression-
sanalyse gestiitzt, die im préifrontalen Kortex schizophrener Patienten durchweg eine vermin-

derte Expression von mehreren synaptischen Genprodukten zeigte [Mirnics et al., 2000].
1.7.1.3 Gliale Verédnderungen

Einige éltere Studien zeigten, dass Schizophrenie mit einer kortikalen Gliose assoziiert sein
konnte [Stevens, 1982]. Neuere Studien kommen jedoch iibereinstimmend zu dem Schluss,
dass eine kortikale Gliose kein typisches neuropathologisches Merkmal der Schizophrenie
darstellt [Arnold et al., 1996; Casanova et al., 1990; Roberts et al., 1986; Stevens et al., 1988].
Dies wurde dahingehend interpretiert, dass neurodegenerativen Phanomenen zumindest keine
zentrale Rolle bei der Pathogenese bzw. der Progredienz dieser Erkrankung zukommt [Benes
et al., 1991; Stevens, 1982]. Wihrend eine (reaktive) Gliose durch Proliferation glialer Ele-
mente gekennzeichnet ist, konnte im Gegenteil sogar in einigen Untersuchungen an schizo-
phrenen Patienten eine Verminderung der glialen Zellpopulation gezeigt werden, namentlich
eine Reduktion von Oligodendrozyten im préfrontalen Kortex [Hof et al., 2003], eine reduzier-
te relative Dichte (area fraction) von glial fibrillary acidic protein (GFAP) im préfrontalen
Kortex [Rajkowska et al., 2002] und eine Reduktion der absoluten glialen Zellzahl im anterio-
ren Cingulum [Stark et al., 2004].

1.7.2 MRT-Studien
1.7.2.1 Querschnittsstudien

In MRT-Querschnittsstudien wurden Hinweise fiir eine Verminderung der kortikalen grauen
Substanz bei Schizophrenen gefunden. In einigen Untersuchungen zeigte sich eine globale
Reduktion der grauen Substanz [Gur et al., 1998; Hulshoff Pol et al., 2002; Zipursky et al.,
1992], in anderen ein Volumenverlust spezifischer kortikaler Areale bei schizophrenen Patien-
ten im Vergleich zu gesunden Kontrollen: Im Einzelnen eine Volumenreduktion des préafronta-
len Kortex [Gur et al., 1998; Hulshoff Pol et al., 2002], des temporalen Kortex [Gur et al.,
1998; Schlaepfer et al., 1994] und des parietalen Kortex [Schlaepfer et al., 1994]. Die Datenla-

ge stimmt somit mit Beobachtungen aus post mortem Studien iiberein.
1.7.2.2 longitudinale Studien

Eine Einschriankung von Querschnittsstudien ist jedoch, dass aus diesen nicht zu entnehmen
ist, ob die strukturellen Verdnderungen der Untersuchung vorausgingen, oder auf einem zum

Zeitpunkt der Untersuchung noch aktiven Prozess beruhen. Um diese Frage zu beantworten,
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wurden mehrere longitudinale Studien durchgefiihrt. Ein fortschreitender Volumenverlust der
grauen Substanz konnte in verschiedenen Kollektiven nachgewiesen werden: In einer Studie
konnte gezeigt werden, dass innerhalb einer Kohorte von Risikopersonen im Prodromalstadi-
um der Schizophrenie nur diejenigen tatsdchlich einen fortschreitenden Volumenverlust an
grauer Substanz in bestimmten hippokampalen und frontalen Regionen zeigten, die spéter tat-
sdchlich eine Psychose ausbildeten [Pantelis et al., 2003]. In einem anderen Patientenkollektiv
mit Ausbruch der Schizophrenie schon in der Kindheit wurden progressive Volumenverinde-
rungen in verschiedenen Arealen festgestellt: fortschreitende Erweiterung des Ventrikelsystems
[Rapoport et al., 1997], Riickgang kortikaler grauer Substanz im frontalen und temporalen
Kortex [Jacobsen et al., 1998; Rapoport et al., 1999] und auch zerebelldre Volumenreduktion
[Keller et al., 2003; Rapoport et al., 1999]. Bei Patienten, die erstmalig eine Schizophrenie
entwickelten, konnte mit MRT-Studien ein fortschreitender Volumenverlust der gesamten
grauen Substanz [Cahn et al., 2002], des frontalen Kortex [Gur et al., 1998] und im Gyrus
temporalis superior [Kasai et al., 2003] gezeigt werden. Dagegen fanden Lieberman et al. kei-

ne Unterschiede im Kortexvolumen. [Lieberman et al., 2001].

1.8 Adulte Neurogenese

1.8.1 Geschichte

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts war die unter anderem auch von Ramon und Cajal vertretene
Lehrmeinung, dass es postnatal nicht zur Bildung neuer Nervenzellen kommen kénne und die
Regenerationsmechanismen des Hirngewebes folglich sehr begrenzt seien [Ramén y Cajal,
1928]. 1965 zeigten Altman und Das erstmalig, dass im adulten Hippocampus der Ratte neue
Zellen entstehen [Altman and Das, 1965]. Sie wiesen dies mit radioaktiv markiertem Thymidin
nach. Die Ergebnisse ihrer Untersuchungen wurden zunéchst ignoriert oder bestenfalls duBBerst
kritisch betrachtet [Gross, 2000]. Zum einen entsprachen sie nicht den damaligen Vorstellun-
gen, auBBerdem konnten sie mit der angewandten Methode nicht mit letzter Sicherheit nachwei-
sen, dass es sich bei den neu entstandenen Zellen auch um Neurone und nicht um gliale Zellen
handelte. Kaplan und Hinds konnten 1977 zeigen, dass mit radioaktivem Thymidin markierte,
im adulten Organismus entstandene Zellen in der Kornerzellschicht des Hippocampus elektro-
nenmikroskopisch ultrastrukturelle Eigenschaften von Neuronen aufwiesen [Kaplan and
Hinds, 1977]. Goldmann und Nottebohm, die die Fahigkeit von Singvégeln erforschten, immer
wieder neue Melodien zu erlernen, konnten erstmals zeigen, dass in der fiir das Lieder Erler-
nen zustdndigen Hirnregion in grofem Umfang funktionstiichtige Neurone aus Stammzellen

entstehen (adulte Neurogenese) [Goldman and Nottebohm, 1983]. Hierzu verwandten sie
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ebenfalls radioaktiv markiertes Thymidin und untersuchten die Prédparate anschlieBend licht-
und elektronenmikroskopisch. Auch diese Ergebnisse énderten zunéchst nichts an dem weiter-
hin verbreiteten Dogma, das im erwachsenen Gehirn keine neuen Nervenzellen entstehen.
Einerseits wurde die Validitit der Ergebnisse als solche in Frage gestellt, andererseits die Uber-
tragbarkeit der Ergebnisse, die auf eine adulte Neurogenese bei Vogeln hinwiesen, auf Sduge-

tiere geschweige denn auf den Menschen.

Ein indirekter Hinweis auf das Entstehen von neuen Neuronen im Gehirn von erwachsenen
Saugetieren ergab sich in einer Arbeit von Gould et al.: Im Hirngewebe von Ratten nach Adre-
nektomie fanden sich lichtmikroskopisch gehduft pyknotische Zellen als Zeichen fiir eine ge-
steigerte Apoptoserate. Jedoch war die absolute Neuronenzahl gegeniiber der Kontrollgruppe
unverdndert [Gould et al., 1991]. Nachdem die Autoren zunichst die angewandte Zahlmethode
in Frage stellten, entdeckten sie in der Literatur die Vorarbeiten von Altmann, Kaplan und
Nottebohm, die ebenfalls Hinweise fiir eine adulte Neurogenese lieferten. Mit dem Aufkom-
men neuer Methoden, unter anderem der Markierung sich teilender Zellen mit dem kiinstlich
hergestellten Thymidinanalogon BrdU (Bromdesoxyuridin), die eine Kombination mit anderen
immunhistologischen Methoden zuldsst, wurden in den folgenden Jahren nun in groem Um-
fang Untersuchungen der adulten Neurogenese bei verschiedenen Tierarten und beim Men-
schen durchgefiihrt [Gould et al., 1997; Gould et al., 1999a; Palmer et al., 2001; Reynolds and
Weiss, 1992]. Eriksson et al. wiesen 1998 die postnatale Neurogenese auch beim Menschen
nach [Eriksson et al., 1998]. Hierzu untersuchten sie post mortem-Hirngewebe von an Krebs
erkrankten Personen, die 16 bis 781 Tage zuvor zu diagnostischen Zwecken mit dem Thymidi-
nanalogon BrdU behandelt wurden, und fiihrten kombinierte Immunfluoreszenzdarstellungen
von BrdU und neuronalen Markern (neuronal nuclear protein (NeuN), Calbindin und Neuro-
nenspezifische Enolase (NSE)) durch. Ubereinstimmend werden bei Siugetieren zwei Hirn-
areale genannt, in denen auch nach Abschluss der embryofetalen Hirnentwicklung noch neue
Nervenzellen gebildet werden: der Gyrus dentatus der hippokampalen Formation und die sub-

ventrikuldre Zone des Bulbus olfactorius.

1.8.2 Mechanismen und Detektion der Neurogenese

Das Vorkommen postnataler Neurogenese wurde inzwischen iiber entwicklungsbiologische
Grenzen hinweg von Krustentieren bis hin zu hoch entwickelten Wirbeltieren festgestellt
[Altman and Das, 1965; Eriksson et al., 1998; Goldman and Nottebohm, 1983; Gould et al.,
1999b; Harzsch and Dawirs, 1996]. Der Umfang der postnatalen Neuro(neo)genese nimmt mit
zunehmender Komplexitit des Gehirns ab [Kempermann et al., 2004b; Lledo et al., 2006].

Wihrend niedrig entwickelte Wirbeltiere wie z.B. die Eidechse mittels adulter Neurogenese
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imstande sind, ganze Hirnareale zu regenerieren, ist die Neurogenese in adulten Sdugetieren
auf ganz spezielle Areale begrenzt, um in geringem Umfang neue Neurone zur Verfiigung zu
stellen. Das Maf} der adulten Neurogenese innerhalb einer Gattung scheint eine Abstimmung
zu sein zwischen dem durch neue Neurone entstehenden Benefit und dem moglichen Schaden,
der bei der Integration in das bereits bestehende Netzwerk auftreten kann [Kempermann et al.,
2004b]. Letzterer Aspekt scheint maBgeblich bei der adulten Neurogenese von hoch entwickel-
ten Séugetieren eine Rolle zu spielen. Hier wurde die postnatale Neurogenese bislang nur in
zwei Hirnregionen nachgewiesen: in der subgranuldren Zone des Hippocampus und in der
subventrikuldren Zone des Bulbus olfactorius [Biebl et al., 2000; Kempermann et al., 1998;

Kuhn et al., 1996].

Ausgangspunkt der adulten Neurogenese sind multipotente Stammzellen, die per definitionem
in der Lage sind, in die im ZNS vorhandenen Zelltypen (Neurone, Astrozyten, Oligodendrozy-
ten) auszudifferenzieren und die Fahigkeit besitzen, sich selbst zu erneuern [Abrous et al.,
2005; Kempermann, 2002a; McKay, 1997]. Der Ablauf der adulten Neurogenese wird in die
Phasen Proliferation, Migration und Differenzierung eingeteilt. Am Beispiel der hippocampa-
len Neurogenese erfolgt nachfolgend eine kurze Beschreibung: Bei der Proliferation teilt sich
in der subgranuldren Schicht des Gyrus dentatus eine multipotente Stammzelle asymmetrisch
in eine multipotente Stammzelle (Prinzip der Selbst-Erneuerung) und in eine neuronale Vorldu-
ferzelle. Die Vorlduferzelle wandert anschlieBend in die Kdrnerzellschicht ein (Migration) und
reift hierbei zu einem ausdifferenzierten Neuron heran (Differenzierung). Die meisten auf die-
sem Wege neu entstandenen Zellen reifen zu Kornerzellen heran. Tierexperimentell mittels
BrdU-Methode wird der Anteil der Kornerzellen an der Gesamtzahl der im erwachsenen Orga-
nismus neugebildeten Zellen bei 75 % [Malberg et al., 2000] oder bei 93 % angegeben [Biebl
et al., 2000]. Nur ca. 10 bis 15 % der Vorlduferzellen differenzieren zu glialen Zellen [Malberg
et al., 2000].

Zwei Wochen nach Bildung der Vorlduferzelle wachsen die Dendriten des unreifen Neurons
aus und erhalten glutamaterge Reize aus dem entorhinalen Kortex. Schlussendlich wird das
reife Neuron strukturell und funktionell in das bestehende neuronale Nerzwerk integriert
[Tashiro et al., 2006; van Praag et al., 2002]. Auf die Integration der Nervenzellen in das vor-
bestehende Netzwerk folgt offensichtlich eine Phase der Selektion: Schon den Erstbeschrei-
bern der adulten Neurogenese beim Menschen fiel auf, dass in Abhingigkeit von der Grof3e
des Zeitintervalls zwischen BrdU-Injektion und Versterben der Patienten eine deutliche Ab-
nahme der Anzahl BrdU-positiver Zellen im Hippocampus zu verzeichnen war [Eriksson et al.,

1998]. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass bis zu 50% der neu gebildeten Nerven-
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zellen innerhalb der ersten drei Monate durch Apoptose wieder eliminiert werden [Biebl et al.,
2000; Winner et al., 2002]. Zwischen der Anzahl 3 Monate alter und der Anzahl 19 Monate
alter Neurone im Hippocampus waren jedoch keine wesentlichen Unterschiede zu verzeichnen,
so dass angenommen wird, dass der Mechanismus der Selektion insbesondere innerhalb der

ersten 3 Monate nach Entstehung einer neuen Nervenzelle greift.
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Abbildung 1.4: schematische Darstellung der adulten Neurogenese in der subgranuldren
Schicht des Gyrus dentatus des Hippocampus in Anlehnung an das von Kempermann et al.
postulierte Modell der adulten hippocampalen Neurogenese [Kempermann et al., 2004b]: Aus
hippocampalen Typ-1-Stammzellen (radiale Glia) entstehen durch langsame asymmetrische
Zellteilung je eine Typ-1-Stammzelle und eine neuronale Typ-2-Vorliuferzelle. Die Typ-2-
Vorliuferzellen teilen sich mit einer héheren Mitoserate in Vorlduferzellen Typ 2 und Typ 3,
was zu einer Zunahme dieser Zellpopulation fiihrt. Die Typ-3-Vorlduferzellen entwickeln sich
zu postmitotischen unreifen Nervenzellen (immature neuron), welche durch Integration in das
bestehende Netzwerk zu reifen Kornerzellen ausdifferenzieren (mature granule cell neuron).
(SGZ) subgranuléiire Zone, (GCL) Kornerzellschicht, (Hilus) polymporphe Zellschicht [Eisch et
al., 2008].

Zur immunhistologischen Detektion von sich teilenden Zellen kann ein Antikorper gegen Pro-
liferating cell nuclear antigen (PCNA) verwendet werden. PCNA ist ein Enzym des Replikati-
onskomplexes und kennzeichnet daher eine Zelle im Stadium der Mitose [Kurki et al., 1986;
Prelich et al., 1987]. Eine weitere Methode zur Erkennung von Zellteilung ist die bereits in
Abschnitt 1.8.2 erwidhnte BrdU-Methode. BrdU ist ein Thymidinanalogon, das wéhrend der S-
Phase in proliferierende Zellen eingebaut wird. Es muss daher den noch lebenden Tieren ver-

abreicht werden [Gratzner, 1982].
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1.8.3 BDNF (brain derived neurotrophic factor)

BDNF wurde in den 80er Jahren von Yves-Alain Barde am Max-Planck-Institut fiir Neurobio-
logie in Martinsried entdeckt und war somit nach dem nerve growth factor (NGF) der zweite
identifizierte Nervenwachstumsfaktor [Barde et al., 1987]. BDNF wirkt in erster Linie {iber
seinen Rezeptor TrkB, eine hochaffine Rezeptortyrosinkinase. Mit niedrigerer Affinitit bindet
BDNF auch an den Rezeptor p75. Die BDNF-Wirkung am TrkB-Rezeptor spielt eine wichtige
Rolle fiir die neuronale Differenzierung und das neuronale Uberleben, sowie fiir die Synapto-
genese und synaptische Plastizitdt [Thoenen, 1995]. BDNF fordert im Hippocampus die Lang-
zeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP) [Korte et al., 1995].

Interessant bei der Wirkungsweise von BDNF ist, dass die Wirkung aktivititsabhingig erfolgt.
BDNF wirkt vorzugsweise an aktiven Neuronen. Als in das Gewebe diffundierendes Molekiil
kommt BDNF selbst eher nicht die Rolle zu, die aktiven von den passiven Neuronen zu unter-
scheiden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch hochfrequente tetanische Stimulation
die TrkB-Expression an der Neuronenoberfldche schnell gesteigert wurde und somit die Spezi-
fitdt der BDNF-Wirkung offensichtlich iiber die aktivitdtsabhéngige Expression der TrkB-
Rezeptoren hergestellt wird [Du et al., 2000]. In der gleichen Studie wurde auch gezeigt, dass
der Mechanismus dieser aktivititsabhdngigen Verdnderungen eines Cat+ Einstroms iiber
NMDA- und Ca++-Kanéle bedarf. Eine antiapoptotische Funktion von BDNF konnte 2004
von Madeddu et al. gezeigt werden. Gemessen wurden die Apoptoserate und die Expression
proapoptotischer Proteine bzw. Effektorproteine in der Apoptosekaskade. Nach Ablation des
visuellen Kortex bei Ratten kommt es im Nucleus geniculare dorsolaterale normalerweise zu
ausgepragtem Neuronenuntergang. Die Apoptoserate sowie der Nachweis aktivierter Caspase
3, Cytochrom ¢ und phosphoryliertem c-Jun waren nach Gabe von extrinsischem BDNF hal-

biert [Madeddu et al., 2004].

1.9 Apoptose

1.9.1 Apoptose allgemein

Apoptose (griechisch: améntmolg - von ,,apo” = ,,weg™ und ,,ptosis” = ,,Fall*) ist eine hoch
organisierte Form des Zelltods. Die Definition der Apoptose als entwicklungsbiologisch de-
terminierte physiologische Zelltodform in Abgrenzung zur Nekrose erfolgte 1972 durch Kerr
et al. [Kerr et al., 1972]. Der programmierte Zelltod ist ein wichtiges Element bei der Entwick-
lung des Zentralnervensystems. Fast die Hilfte der urspriinglich angelegten Zellen wird im

Rahmen der Bildung funktionierender neuronaler Netzwerke iiber den Apoptoseweg eliminiert
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[Burek and Oppenheim, 1996]. Aber auch im adulten Organismus ist der Mechanismus der
Apoptose unerlésslich, um z. B. alte, geschidigte Zellen zu eliminieren. Zytomorphologische
Zeichen der Apoptose sind Zellschrumpfung, ,,membrane blebbing®, Chromatinkondensierung,
DNA-Fragmentierung und Zellauflosung durch Phagozytose [Bredesen, 1995]. Apoptose lauft
ohne eine Entziindungsreaktion ab und braucht fiir das Voranschreiten typischerweise die Bil-

dung neuer Genprodukte [Bredesen, 1995].

Tabelle 1.1:  morphologische und biochemische Kennzeichen von Apoptose und Nekrose
Apoptose Nekrose

Definition  sog. Programmierter Zelltod, physiologi- Pathologischer Zelluntergang,
scher oder pathologischer Zelluntergang, in dem die geschidigte Zelle

der durch genetische Informationen der be-  eine Entzlindungsreaktion
troffenen Zelle selbst reguliert wird hervorruft und passiv elimi-

niert wird

Vorkommen Grundlage einer geregelten Embryogenese, Nach Schiddigung einer Zelle/

Gewebehomoostase und Funktion des Im-  Zellgruppe durch z.B. mecha-

munsystems nische Reize, Hitze, Kilte,
Strahlung
Morpholo-  Zellkorper schrumpft Zellkorper schwillt an

gisch - -
Kern-DNA verdichtet und fragmentiert

Organellen (Mitochondrien und Endoplas-  Organellen friihzeitig geschi-
matisches Retikulum) bleiben nach Einset-  digt

zen der Apoptose ldnger intakt

Kein Austreten des Zellinhalts in die Um- Entziindungsreaktion mit
gebung, somit keine Entziindungsreaktion =~ Einwandern von Leukozyten

in das Gewebe

Im Endstadium entstehen membranumhiill-  Zellmembran friihzeitig ge-
te ,,Apoptotic bodies“, die von ortsanséssi-  schadigt

gen Zellen aufgenommen werden
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Apoptose Nekrose

Bioche- Verlust der Plasmamembran-Phospholipid-  Verlust der Membranintegritit
misch Asymmetrie
Erhalt des ATP-Levels ATP-unabhéngiger passiver
Prozess

Aktivierung einer oder mehrerer Cystein-

Proteasen der Caspase Familie

Mitochondriale Sauerstoffradikalproduktion

und Calciumiiberladung

,,Cysteine-dependent aspartate-directed proteases® (Caspase-Proteine) regulieren den Apopto-
seweg. Caspase 3 ist die am héufigsten mit Apoptose im ZNS assoziierte Effektorcaspase
[Yuan and Yankner, 2000]. Effektorcaspasen werden aktiviert durch Spaltung der Carbo-
xygruppe am Aspartatrest. Die aktivierten Effektorcaspasen spalten wiederum eine Reihe spe-
zifischer struktureller und funktioneller Proteine und flihren somit zu einer charakteristischen
apoptotischen Morphologie. Mindestens drei verschiedene Mechanismen, die zur Caspase-3-
Aktivierung fiihren, wurden identifiziert: Der mitochondriale (intrinsische) Weg, der Todesre-
zeptor vermittelte (extrinsische) Weg und der durch Stress des Endoplasmatischen Retikulums
(insbesondere durch Anderungen der Ca++-Homdostase) eingeleitete Apoptoseweg [Rao et al.,

2004].

Der mitochondriale Apoptoseweg wird durch die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mito-
chondrium aktiviert. Cytochrom c ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und ist
Bestandteil der Atmungskette. Die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium in
das Zytoplasma und somit die Aktivierung der Apoptosekaskade wird durch Wechselwirkun-
gen von pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie (b-cell-lymphoma) reguliert.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass in Anwesenheit von Bcl-2 kein Cytochrom c aus
den Mitochondrien freigesetzt wird [Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997]. Murphy et al konn-
ten zeigen, dass eine erhohte Bel-2-Expression die maximale Kalziumaufnahmeféhigkeit von
neuronalen Mitochondrien erhéht und vor Dysfunktion der Zellatmung schiitzte [Murphy et
al., 1996]. In einer weiteren Untersuchung fanden diese Autoren heraus, dass Bcl-2 die neuro-
nale Zelle vor einem durch erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration ausgeldsten Zelltod

schiitzt.
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Abbildung 1.5:  Aktivierung der Effektorcaspase 3 iiber die drei bekannten Signalwege:
I: Todesrezeptor vermittelte Apoptosekaskade (extrinsischer Weg), II: mitochondrial aktivierte
Apoptose (intrinsischer Weg), hierbei kommt es zur Cytochrom c-Freisetzung aus dem Mito-
chondrium. Dies fiihrt iiber weitere hier nicht gezeigte Schritte zur Aktivierung der Effektor-
caspase 3. Das proapoptotische Protein Bax fiihrt in aktivierter Form zu einer Durchldissigkeit
der dufleren Mitochondrienmembran und somit zur Cytochrom c-Freisetzung. Die antiapopto-
tischen Proteine Bcl-2 und Bcl-X dagegen vermogen Bax zu inaktivieren. Ob ein gegebener
Reiz zu Apoptose fiihrt oder nicht, wird daher unter anderem durch das Verhdltnis von Bax zu
Bcl-2 beeinflusst (Bax/Bcl-2-Quotient). 11l iiber das Endoplasmatische Retikulum (ER) ver-
mittelte Apoptose.

Im Verlauf wurden weitere antiapoptotische Proteine (Bcl-2, Bcl-X) sowie proapoptotische
Proteine wie z.B. Bax und Bcl-xS entdeckt, die jeweils der Bcl-2-Familie zugeordnet werden.
Durch Aktivierung und Membraneinbau des proapopoptotische Proteins Bax (Bcl-2 associated
X Protein) wird die du3ere Mitochondrienmembran durchldssig fiir Cytochrom ¢ [ Antonsson et
al., 1997; Bleicken, 2008]. Bcl-2 hingegen fiihrt zu einer Inaktivierung von Bax. Je nach Ver-
hiltnis von pro- zu antiapoptotischen Proteinen fiihrt ein gegebener Reiz zu Apoptose oder
nicht. Ein hier wichtiger Quotient ist der von Bax zu Bcl-2. Ein hoher Bax/Bcl-2-Quotient

begiinstigt Apoptose, ein niedriger Bax/Bcl-2-Quotient verhindert Apoptose [Oltvai et al.,
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1993]. Das Bcl-2-Protein besitzt zuséitzlich direkte neurotrophe Eigenschaften, die unabhéngig
vom Zelltodmechanismus ablaufen. Uberexpression von Bel-2 fiithrt zu vermehrtem Neuriten-
wachstum, Differenzierung, Synaptogenese und Vernetzung [Oh et al.,, 1996; Zhang et al.,
1996] und fordert die Regeneration von beschéadigten Neuronen [Chen et al., 1997].

1.9.2 Synaptische Apoptose

Ein relativ neues Konzept schreibt der Apoptose eine weitere Funktion zu: Apoptotische Me-
chanismen miissen nicht unbedingt zum Tod der gesamten Zelle fiithren, sondern kénnen sich
auch auf Synapsen oder distale Neuriten beschrinken [Mattson et al., 1998]. Der sogenannten
synaptischen Apoptose kommt eine zentrale Rolle bei der synaptischen Plastizitit zu [Garden
et al., 2002; Gilman and Mattson, 2002]. Mehrere Studien zeigen, dass die Apoptosekaskade
isoliert in Synaptosomen aktiviert werden kann [Gylys et al., 2002; Mattson and Duan, 1999].
Dies ist eine Suspension aus physiologisch intakten synaptischen Endigungen ohne Kern-
membran. Auch in intakten Neuronen verursachte die fokale Applikation von Glutamat an
distalen Dendriten in vitro eine lokalisierte Erhéhung der Caspase-3-Aktivitit ohne sich weiter
zum Zellkorper fortzusetzen [Mattson et al., 1998]. Mattson und Duan vermuten, dass neu-
rotrophe Faktoren, die ebenfalls in den Neuriten vorkommen, die Ausbreitung der lokalen

Caspaseaktivitit iiber den gesamten Zellkdrper verhindern [Mattson and Duan, 1999].

1.10 Apoptotische Mechanismen als Grundlage der Schi-

zophrenie

Der auf einer gestorten Entwicklung des Zentralnervensystems (ZNS) basierende Erklarungs-
ansatz der Schizophrenie brachte einen tiefgreifenden Fortschritt fiir das Verstidndnis des Zu-
sammenspiels von umweltbedingtem Stress und der Pathogenese der Schizophrenie [Harrison
and Weinberger, 2005; McDonald and Murray, 2000]. Dieses Modell liefert jedoch auf neuro-
biologischer Ebene keine ausreichende Erklarung fiir die fortschreitende Natur der Schizo-
phrenie, ebenso wenig fir die Verzogerung zwischen einem vermutetem initialen Insult und
der spéteren klinischen Manifestation der Erkrankung. Ein Modell gestorter proliferativer oder
apoptotischer Aktivitdt jedoch, in Analogie zu anderen neurodegenerativer Erkrankungen, wo
dies gut etabliert ist, bietet eine attraktive und schliissige Erklarung fiir diese Charakteristika

[Berger et al., 2003; Lewis and Lieberman, 2000; Margolis et al., 1994].
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1.10.1 Reduktion der Neuronenzahl ohne reaktive Gliose in

post mortem Studien

In den in oben angerissenen post mortem Studien fanden sich mehrheitlich Hinweise fiir sy-
naptische und dendritische Defizite in Kortex und Hippocampus schizophrener Patienten
[Black et al., 2004; Eastwood and Harrison, 1995; Lewis et al., 2001]. In einigen post mortem
Studien zeigte sich eine umschriebene Reduktion der neuronalen Dichte, jedoch ohne damit
einhergehende Gliose [Benes et al., 1991; Benes et al., 1998; Benes et al., 2001]. Im Gegenteil
scheint die gliale Zellzahl bei schizophrenen Patienten in post mortem Studien im Vergleich zu
gesunden Kontrollen eher vermindert zu sein [Rajkowska et al., 2002; Stark et al., 2004]. Ins-
gesamt weist eine verminderte Zellzahl ohne Gliosereaktion auf einen programmierten Zelltod
(Apoptose) hin. Auch der reduzierten synaptischen Dichte kdnnen apoptotische Mechanismen
zugrunde liegen. Somit stellt sich die Frage, ob moglicherweise Anderungen im Apopto-

sestoffwechsel bei der Entstehung und im Verlauf der Schizophrenie eine Rolle spielen.

Die erste Verdffentlichung, die eine mogliche Rolle von Apoptose bei der Entstehung der Schi-
zophrenie in Erwégung zog, stammt von Margolis et al. [Margolis et al., 1994]. Die Autoren
bringen post-mortem-Befunde bei schizophrenen Patienten, die Verdnderungen der neuronalen
Zellzahl in verschiedenen Hirnregionen zeigten, in Zusammenhang mit dem damals am Fa-
denwurm Caenorhabditis elegans entdeckten Mechanismus des programmierten Zelltods und
postulieren eine mogliche Rolle des programmierten Zelltods bei der Entstehung der Schizo-

phrenie oder anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen.

1.10.2 Apoptotische Regulatorproteine in post mortem Studien

Jarskog et al. bestimmten mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und Western
Blot die Expression des antiapoptotischen Regulatorproteins Bcl-2 post mortem im temporalen
Kortex [Jarskog et al., 2000]. Es zeigte sich eine um 25% verminderte Expression des Bcl-2-
Proteins im Gyrus temporalis medialis bei schizophrenen Patienten im Vergleich zu Kontrol-
len. Wie bereits im Kapitel 1.9.1 beschrieben, ist Bcl-2 ein potentes antiapoptotisches Protein.
In vivo und in vitro konnte gezeigt werden, dass es vor proapoptotischen Stimuli wie Ischamie,
Entzug von Wachstumsfaktoren und Glutamattoxizitét schiitzt [Lawrence et al., 1996; Zhong et
al., 1993a; Zhong et al., 1993b]. Somit stellt ein vermindertes Bcl-2-Niveau einen moglichen
pathogenetischen Faktor dar, der den Schutz vor proapoptotischen Stimuli bei der Schizophre-
nie vermindert. Die beschriebenen Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Befunden bei klassi-
schen neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. M. Alzheimer, bei denen es zu einer Uber-

expression von Bcl-2 im Kortex kommt und gleichzeitig die neuronale Apoptose beschleunigt
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stattfindet. Die hohen Bcl-2-Level bei klassischen neurodegenerativen Erkrankungen werden
einem Kompensationsmechanismus als Antwort auf den neurodegenerativen Prozess zuge-
schrieben [Satou et al., 1995]. In dieser Hinsicht unterscheidet sich die Pathophysiologie der
Schizophrenie von der Mehrzahl der ,,klassischen® neurodegenerativen Erkrankungen im enge-
ren Sinne. Ein niedriges Niveau an Bcl-2 im temporalen Kortex kann einerseits ein Hinweis
darauf sein, dass dort nicht in besonderem Mafle Apoptose stattfindet und folglich auch nicht
kompensatorisch Bcl-2 exprimiert wird. Andererseits kann aber auch das niedrige Bcl-2-
Niveau ein Defizit darstellen, auf proapoptotische Reize kompensatorisch zu reagieren, und
somit die Anfalligkeit neuronaler und glialer Zellen fiir proapoptotische Stimuli erhéhen [Be-
nes et al., 2003]. Des Weiteren wirkt Bcl-2 aber auch direkt als neurotropher Faktor und fordert
das Aussprossen von Neuriten sowie die neuronale Regeneration [Chen et al., 1997; Oh et al.,
1996; Zhang et al., 1996]. Niedrige Bcl-2-Level konnen somit auch unabhéngig von apoptoti-
schen Mechanismen zu einer reduzierten axodendritischen Verdstelung fithren. In einer spéte-
ren Untersuchung wies die Arbeitsgruppe um Jarskog einen um 50% erhdhten Bax/Bcl-2-
Quotienten bei schizophrenen Patienten nach [Jarskog et al., 2004]. Dieser Quotient hat Be-
deutung bei der Cytochrom c-Freisetzung und somit bei der Einleitung des Apoptosevorgangs
(s. Abschnitt 1.9.1). Bax ist ein Protein der Bcl-2-Familie, von dem durch Untersuchungen an
Bax-Knock-out-Mausen bekannt ist, dass es im Rahmen der postmitotischen Selektion die
Apoptose von neu gebildeten Neuronen vermittelt [Sun et al., 2003]. Der erhohte Bax/Bcl-2-
Quotient kann somit als Hinweis fiir eine proapoptotische Stoffwechsellage bei an Schizophre-
nie erkrankten Menschen gewertet werden. Des Weiteren scheint im Kontext dieser Befunde
interessant zu sein, dass Wang et al. in einem Tierversuch einen erhdhten Bax/Bcl-X-
Quotienten nach kurzfristigem NMDA-Rezeptor-Antagonismus im temporalen Kortex der
neugeborenen Ratte zeigen konnten [Wang et al., 2001]. Bcl-X ist ein weiteres antiapoptoti-

sches Protein aus der Bel-2-Familie.

1.10.3 Caspase-3-Expression in post mortem Studien

Hinsichtlich der Caspase-3-Aktivitdt wurde in post mortem-Untersuchungen bei schizophrenen
Patienten keine wesentliche Zunahme festgestellt. Dies steht im Gegensatz zu den post mor-
tem-Befunden bei klassischen neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel M. Alz-
heimer oder M. Parkinson. Hier zeigten sich in immunhistochemischen und Western Blot-
Untersuchungen an post mortem gewonnenem Mesencephalon von M. Parkinson-Patienten
eine erhohte Caspase-3-Expression gegeniiber gesunden Kontrollen [Hartmann et al., 2000]. In
einer anderen post mortem Studie konnte eine erhohte Caspase-3- und Bcl-2-

Immunoreaktivitdt in Hirngewebe von an M. Alzheimer erkrankten Personen im Vergleich zu
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Kontrollpersonen gezeigt werden [Masliah et al., 1998]. Bei schizophrenen Patienten zeigte
sich indessen keine signifikante Anderung der Caspase-3-Expression im temporalen Kortex
[Jarskog et al., 2004]. Da die Caspase-3-Aktivierung als letzter gemeinsamer Schritt der ver-
schiedenen Apoptosewege im ZNS angesehen wird [Krajewska et al., 1997], kann die unver-
dnderte Caspase-3-Aktivitét dahingehend interpretiert werden, dass die Apoptoserate im chro-
nischen Stadium der Schizophrenie nicht erh6ht war. Folglich, obwohl es scheint, dass der
temporale Kortex gegeniiber proapoptotischen Reizen durch eine erhohte Bax/Bcl-2-Ratio
sowie eine absolute Reduktion an Bcl-2 eine erhohte Anfalligkeit aufweist, ist die apoptotische
Aktivitdt im Stadium der chronischen Schizophrenie nicht erhoht. Dies schliefit jedoch nicht
aus, dass es in einem fritheren Stadium der Schizophrenie oder in der prodromalen Phase zu
einer erhohten apoptotischen Aktivitdt kommt. Jarskog et al [Jarskog et al., 2005] vermuten,
dass apoptotische Mechanismen insbesondere im Prodromalstadium und bei Erstmanifestation
der Psychose neurostrukturelle Verdnderungen einleiten. Als Hauptsubstrat der apoptotischen
Aktivitdt wird das kortikale Neuropil vermutet, weniger auch gliale Zellen und neuronale Sub-
populationen. Die Autoren berufen sich hierbei auf die in Abschnitt 1.7.1 zitierten post mortem

Studien.

1.11 Tiermodell der Schizophrenie

Bei post mortem Untersuchungen an schizophrenen Patienten ist die Einhaltung identischer
Vorbedingungen fast unmoglich. Zumeist sind die Patienten pharmakologisch behandelt gewe-
sen, zudem ist der unterschiedliche Zeitraum zwischen Versterben der Patienten und Aufbe-
wahrung bzw. Weiterverarbeitung der Gehirne hochst variabel. Um vergleichbare Ausgangsbe-
dingungen zu haben, ist ein Tiermodell eine sinnvolle Alternative. Ein gutes Tiermodell der
Schizophrenie sollte durch eine moglichst naturgetreue Abbildung der klinischen Symptome
gekennzeichnet sein. Aus den in Abschnitt 1.6.2 aufgefiihrten Beobachtungen geht hervor, dass
sich zu diesem Zweck ein NMDA-Rezeptor-Antagonist als geeignet erweisen konnte, da dieser
sowohl Positiv- als auch Negativsymptome hervorruft. Der Vergleich der klinischen Sympto-
matik im Tiermodell mit der humanen Schizophrenie ist dabei natiirlich nur eingeschrankt
moglich. Dennoch werden bei Nagern und Primaten durch NMDA-Rezeptor-Antagonisten
Verhaltensweisen ausgeldst, die als Aquivalent zu einer Schizophreniesymptomatik gewertet
werden konnen. Hierzu zdhlen zum Beispiel sozialer Riickzug, motorische Hyperaktivitit,
Stereotypien und insbesondere eine Beeintrichtigung von Arbeitsgedéchtnisleistungen [Jentsch
and Roth, 1999; Rujescu et al., 2006]. Neben den Anomalien auf Verhaltensebene dhneln auch
die strukturellen Verdnderungen im dopaminergen sowie glutamatergen System den Befunden,

die sich bei schizophrenen Patienten darstellen [Healy and Meador-Woodruff, 1996].
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MK-801 (Dizocilpin) ist wie Phencyclidin und das Anésthetikum Ketamin ein unkompetitiver
NMDA -Rezeptor-Antagonist, der schizophrenietypische Verdnderungen hervorzurufen vermag
und sich durch eine besonders hohe Rezeptorspezifitit auszeichnet. MK-801 bindet bei geoft-
netem lonenkanal an die Phencyclidin-Bindungsstelle und blockiert so den Ionenfluss [Mac-

Donald et al., 1990].

Abbildung 1.6:  Strukturformel von Dizocilpin (MK-801).
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2 Fragestellung

In den vergangenen Jahren wurde die Schizophrenieforschung um die Glutamathypothese der
Schizophrenie erweitert. Gleichzeitig wurde in bildgebenden Studien die Frage aufgeworfen,
ob die Schizophrenie zumindest in Teilaspekten in den Formenkreis der neurodegenerativen
Erkrankungen zugeordnet werden kann, ob und inwieweit also Phdnomene wie Nekrose oder
Apoptose oder aber eine abnorme Proliferationsaktivitdt eine pathomechanisch relevante Rolle

spielen.

Mit dem auf NMDA-Rezeptor-Antagonismus beruhenden Tiermodell werden in vielerlei Hin-
sicht schizophrenietypische Verdnderungen sowohl in klinischer als auch in hirnstruktureller
und molekularbiologischer Hinsicht nachempfunden. Dies legt eine auch atiopathogenetisch
bedeutsame Rolle des glutamatergen Systems nahe. Glutamat ist einerseits an der Synaptoge-
nese, an der Gedachtniskonsolidierung und an der Neuroneogenese beteiligt. Glutamat wirkt
andererseits in hohen Dosen auch neurotoxisch und bewirkt die Ausldsung des programmierten

Zelltods. Auch gliale Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der glutamatergen Signaliibertra-

gung.

In dieser Arbeit soll in einem auf NMDA-Rezeptor-Antagonismus beruhenden Tiermodell der
Schizophrenie untersucht werden, ob es durch experimentell induzierte Anomalien der gluta-
matergen Neurotransmission zu Alterationen der Neuroneogenese in der subgranuldren Zone
des Hippocampus kommt. Des Weiteren soll gepriift werden, ob unter diesen Bedingungen -
dquivalent zu neurodegenerativen Erkrankungen- eine Zunahme von apoptotischen Ereignis-
sen, eine verdnderten Neuronenzahl oder eine reaktive Gliose auftreten. Zugleich soll die Wir-
kung einer gédngigen, auf D2-Rezeptorantagonismus beruhenden neuroleptischen Therapie, auf

die oben genannten Parameter beurteilt werden.
Die Fragen lauten im Einzelnen:

1. Beeinflusst die chronische Gabe von MK-801 im Tiermodell die Anzahl PCNA-
positiver Zellen in der subgranuldren Zone des Hippocampus als Mal fiir dort statt-
findende Neurogenese? Wird die Expression des Nervenwachstumsfaktors BDNF
und die neuronale Zellzahl im Hippocampus durch MK-801-Gabe verdndert? Wel-
chen Effekt hat beziiglich dieser beiden Fragestellungen die Gabe von Haloperidol?

2. Wird durch chronische Gabe von MK-801 die Anzahl Caspase-3-positiver Neurone

erhOht bzw. die neuronale Zellzahl reduziert? Kommt es in diesem Tiermodell der
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Schizophrenie zu einer reaktiven Gliose? Hat Haloperidol diesbeziiglich einen mo-

dulierenden Effekt?

Wird die hippokampale Expression von Genen, die funktionell im Zusammenhang
mit Neurogenese oder Apoptose stehen, durch die Applikation von MK-801, Halo-

peridol oder beider Substanzen veridndert?

Korrelieren die (immun-) histologischen Daten mit Alterationen im Verhalten der

Tiere?
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden 48 minnliche Long-Evans-Ratten (Janvier Breeding Centre, Le Ge-
nest Saint Isle, F) eingesetzt. Bei Versuchsbeginn waren die Tiere 35 + 1 Tage alt und wogen
121 bis 148 Gramm. Die Ratten waren unter standardisierten Bedingungen bei einer Raum-
temperatur von 23 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 60 % sowie einem 12-
stiindigen Tag-Nacht-Beleuchtungsrhythmus in isoliert ventilierten Kéfigen (IVC) unterge-
bracht. Wahrend des gesamten Versuchs standen den Tieren Futter (Alleinfutterpellets ,,ssniff
R/M-Haltung, 10 mm, nitrosaminarm®, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) und Wasser ad libi-
tum zur Verfiigung. Das Tierversuchsvorhaben wurde gemifl §8 des Deutschen Tierschutzge-
setzes (TierSchG i.d.F. vom 25.05.1998, BGBI I S. 1105) durch die Regierung von Oberbayern
genehmigt.

3.2 Applikationsschema

Die Tiere wurden nach Korpergewicht gematcht und in Gruppenkifigen (Makrolon 1V) zu
viert gehalten. Nach einer 7-tdgigen Adaptationszeit folgte eine 3-wochige Behandlungszeit.
Das Applikationsschema ist in Abbildung 3.1 grafisch dargestellt. Die Injektion der Medika-
mente erfolgte mit einer 28 Gauge Kaniile tiglich wihrend der Hellphasen intraperitoneal
(Wirkstoffe und Dosis s. Tabelle 3.1). Um eine gewichtsadaptierte Dosierung der Wirkstoffe zu
gewihrleisten, wurden die Tiere alle 3 Tage gewogen und die notwendige Menge und Kon-
zentration der zu verabreichenden Losung angepasst. Um intraperitoneale Druck- und Volu-
menunterschiede als Storgrofie auszuschalten, wurde aulerdem das verabreichte Volumen im

Verhiltnis zum Korpergewicht konstant gehalten (2ml/kgKG).

Tabelle 3.1:  : verabreichte Wirkstoffe und Dosierung

Priparatename, Herstel- chemischer Name des Wirkstoffs Dosis ( pro kg KG)

ler

MK-801, Sigma, Taufkir-  Dizocilpin, (5R,10S)-(+)-5-methyl- 0,02 mg
chen, D 10,11-dihydro-51-dibenzo-[a,d]-

cyclohepten-5,10-imin

Haloperidol, TVG Gene-  4-[4-(4-Chlorphenyl)-4- 1 mg
rics, Kirchzarten, D hydroxypiperidin-1-yl]-1-(4-
fluorphenyl)butan-1-on
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Abbildung 3.1:  Applikationsschema; Nach einer einwéchigen Adaptationszeit wurden den
Versuchstieren drei Wochen lang tdglich je eine intraperitoneale Injektion verabreicht: die
Tiere der Kontrollgruppe wurden iiber den gesamten Zeitraum mit NaCl behandelt. Den Tieren
der MK-801-Gruppe wurde iiber drei Wochen MK-801 injiziert. Den Tieren der Haloperi-
dolgruppe wurde in den ersten zwei Wochen NaCl und anschliefend fiir eine Woche Haloperi-
dol verabreicht. Die Versuchstiere, die eine MK-801- und Haloperidol-Koapplikation erhiel-
ten, wurden in den ersten zwei Wochen mit MK-801 und in der dritten Woche mit MK-801 und
Haloperidol behandelt (Hersteller und Dosis der Wirkstoffe s. Tabelle 3.1). K = Kontrollgrup-
pe, MK = MK-801-Gruppe, HA = Haloperidol-Gruppe, HMK = MK-801 und Haloperidol-
Koapplikation; Adapt. = Adaptationszeit, H. = Haloperidol, M. = MK-801.

3.3 Verhaltenstests

3.3.1 Y-Maze-Tests

Das Y-Maze (aus eigener Fertigung) bestand aus 3 identischen, in 120° zueinander angeordne-
ten Armen A, B und C (Plexiglas, jeweils 50 cm lang, 15 cm breit und 35 cm hoch). Der Zu-
gang zu einzelnen Armen konnte durch Falltiiren blockiert werden. Die Position des Y-Maze in
Relation zu visuellen und akustischen Hinweisreizen blieb stets konstant. Vor jedem Versuchs-
beginn wurden Kotballen entfernt und Duftmarken durch Auswaschen mit Essigwasser mas-

kiert.
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3.3.1.1 Spontan alternierendes Verhalten im Y-Maze

Bei diesem Versuch wurde jeweils ein Tier in das Y-Maze gesetzt. Nach einer 2-miniitigen
Eingewo6hnungsphase wurde sechs Minuten lang das spontane Betreten der Y-Maze-Arme A, B
und C registriert. Das Aufsuchen eines Arms wurde dann als solches gewertet, wenn das Tier
alle Pfoten in den Arm gesetzt hatte [Dellu et al., 1992]. Als alternierendes Verhalten wurde

das nicht-repetitive Aufsuchen der Y-Maze-Arme in iiberlappenden Tripletts gewertet:

Abbildung 3.2:  exemplarische Auswertung der Armzugdinge im Y-Maze. Gezdhlt wurden
Tripletts, bei denen in drei aufeinanderfolgenden Armzugdngen jeder Arm einmal besucht
wurde (durchgezogene Linie). Eine Abfolge, bei der mindestens ein Arm zweimal besucht wur-

de (gestrichelte Linie) wurde dagegen nicht gewertet.

Als MaB fiir das rdumliche Arbeitsgedichtnis wurde der Anteil tatséchlich absolvierter Trip-
letts an der Anzahl maximal moglicher Tripletts (Gesamtzahl der Armzugénge minus 2) be-

stimmt. Hierzu wurde folgender Quotient gebildet:

Anzahl alternierender Armzugénge (Anzahl Triplets)

x 100
maximal mogliche Alternationen (Gesamtzahl der Armzuginge—2)

3.3.1.2 Zweizeitiger Y-Maze Test

Ein Arm des Y-Maze wurde durch eine Falltiir blockiert. In einer 15-miniitigen ,,Akquisitions-
phase* konnte die Ratte die verbleibenden zwei Arme des Y-Maze erkunden. Nach einem In-
tervall von 15 Minuten im ,,Heimatkéfig* wurde der vormals blockierte Arm zugéinglich ge-
macht und die Ratte erneut im Y-Maze ausgesetzt. Es wurde dann erfasst, ob das Tier als erstes
den zuvor verschlossenen Arm betrat. Weitere Parameter waren die kumulative im ,,neuen
Arm verbrachte Zeit und die Anzahl der Zugénge in diesen Arm in Relation zur Gesamtzahl

der Armzugénge in einer S-miniitigen Untersuchungsperiode.
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3.3.2 Tail Suspension Test

Die Versuchstiere wurden einzeln unter konstanten Umgebungsbedingungen fiir drei Minuten
kopfiiber hingend an der Schwanzwurzel gehalten. Gezihlt wurden in dem 3-miniitigen Tail
Suspension Test die Anzahl der Rettungsversuche (Fassen nach dem Schwanz) und der Vokali-
sationen. Eine Verminderung der Rettungsversuche und der Vokalisationen wurde als Zeichen

fiir Initiativverlust (Apathie) gewertet.

3.4 Gewebeaufbereitung

Die Tiere wurden 24 Stunden nach der letzten Behandlung durch Dekapitierung in tiefer CO,-
Narkose getotet. Nach Perforation der Schidelkalotte an der Sutura sagittalis wurde unter
Vermeidung von kortikalen Lasionen ziigig das Schiadeldach entfernt und das nun freiliegende
Gehirn vorsichtig mit einem Spatel entnommen. Ggf. wurden Reste der Meningen mit einer
Dumont-Pinzette entfernt. Die beiden Hemisphéren wurden mit einem Skalpell getrennt und
unterschiedlich prozessiert. Aus den linken Hemisphéren wurde das Material fiir die Gen-
expressionsanalyse gewonnen. Hierzu wurden die Hippocampi umgehend auf Eis prépariert, in
Fliissigstickstoff gefroren und bis zum néchsten Arbeitsschritt, der RNA-Extraktion (s Ab-
schnitt 3.4.1), bei -80°C gelagert. Die rechten Hemisphéren hingegen wurden fiir die Immun-

histologie wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben verarbeitet.

3.4.1 RNA-Extraktion und Genchip-Array

Die linken Hippocampi wurden mit dem Qiazol Lysis Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland)
homogenisiert. AnschlieBend erfolgte die RNA-Extraktion entsprechend der Herstellerangaben
mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen). Die RNA-Menge und die RNA-Integritét
wurden im Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo, CA, USA) mit dem RNA
6000 LabChip Kit (Agilent) untersucht. Es zeigte sich hierbei eine sehr gute RNA-Qualitit
aller Hippocampi. Nach Bestimmung der RNA-Menge in jeder Probe konnten fiir je eine Mic-
roarray-Untersuchung gleich grole RNA-Mengen von je drei Versuchstieren einer Behand-
lungsgruppe gemischt werden. Von dieser gepoolten RNA wurden 4,07 £ 0,7 pg auf einen
Microarray-Chip (16 GeneChip Rat Genome 230, version 2.0 arrays, Affymetrix, Santa Clara,
CA, USA) gegeben.

Das Auslesen der Microarrays und alle weiteren hierzu vorbereitenden Schritte wurden im
Kompetenzzentrum fiir Fluoreszente Bioanalytik in Regensburg durchgefiihrt. Die Auslesung

der Daten wurde mit der GeneChip Operating Software von Affymetrix (GCOS 1.2) vorge-
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nommen. Die weitere Datenanalyse erfolgte mit der TIGR Multi Experiment Viewer Software

Version 3.1 (TMEV, http:/www.tigr.org).

3.4.2 Gefrierdinnschnitte

Aus den rechten Hemisphiaren wurden Gefrierdiinnschnitte angefertigt. Der erste Schritt be-
stand dabei im Fixieren der rechten Hemisphdren. Hierzu wurden die Préparate bei 4°C iiber
48 Stunden in 4%ige phosphatgepufferte Formaldehyd-Losung (Roth, Karlsruhe, D) gegeben.
Nach griindlichem Abspiilen der Priparate mit 0,01 M phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(PBS (phosphate buffered saline); Zusammensetzung: 8,00 g NaCl, 0,20 g KCI, 1,15 g
Na,HPO,, 0,20 g KH,PO,, ad. 1000 ml. Aqua bidest.; mit NaOH und HCI auf pH 7,4 einge-
stellt) folgte als zweiter Schritt die Kryoprotektion. Dabei wurden die Préparate in
Sucroselésungen (Sigma, Taufkirchen, D) aufsteigender Konzentration (15% Sucrose in PBS
fiir 12 Stunden, 30% Sucrose in PBS fiir 24 Stunden) gegeben, um dem Gewebe osmotisch
Wasser zu entzichen und die Zellen so vor einer Schadigung durch den Einfrierprozess zu
schiitzen. Nach erneutem Abspiilen mit PBS wurden die Hemisphéren in einer rechteckigen
Aluminiummatrix in TissueTec (Sakara, Torrance, CA, USA) eingebettet und auf Trockeneis

eingefroren. Die Aufbewahrung vor der weiteren Verarbeitung erfolgte bei —80°C.

Die so vorbereiteten rechten Hemisphéren wurden im Kryostat (1720 digital, Leica, Bensheim,
D) bei —14 °C mit einer Schichtdicke von 17um in der Koronarebene geschnitten. Je drei auf-
einanderfolgende Gewebeschnitte wurden auf einen positiv geladenen Objekttriager aufgetra-
gen (Superfrost Plus Objekttrager, Erie Scientific Company, Portsmouth, NH, USA). Der
Schnittwinkel wurde an den stereotaktischen Rattenhirnatlas angeglichen [Paxinos and Wat-
son, 2004], um die Schnitte bei der spéteren Arbeit anhand der stereotaktischen Koordinaten
einordnen zu konnen und vergleichbar zu machen. Es wurden hierzu in regelméfligen Abstin-
den Farbungen der Schnitte durchgefiihrt und mit den Schnittebenen des Atlanten verglichen,
um anschlieend gegebenenfalls eine Winkelkorrektur durchzufiihren. Die Farbungen bestan-
den aus einer Nissl-Farbung und einer Zellkernfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI). AuBlerdem wurde mit FluoroMyelin (Invitrogen, Karlsruhe, D) die Myelinstruktur
dargestellt. Die Gefrierdiinnschnitte wurden 16 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und

dann bei -80°C aufbewabhrt.
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3.5 Immunhistologie

Zur anatomischen Einordnung der koronaren Gefrierdiinnschnitte wurden von jedem 30. Pra-
parat eines Tieres Nissl- und DAPI-Farbungen angefertigt. Diese wurden anhand des Paxinos
Watson Rat Brain Atlas [Paxinos and Watson, 2004] den stereotaktischen Koordinaten zuge-
ordnet. Fiir die histologischen Untersuchungen wurden korrespondierende Koronarschnitte

4,80 bis 3,00 mm dorsal des Bregma ausgesucht.

Um systematische Fehler zu vermeiden, wurden bei der Epitopdemaskierung und den Férbe-
protokollen jeweils Priparate aus allen vier Untersuchungsgruppen in einer Serie behandelt.
AuBerdem wurden in jeder Serie Negativkontrollen mitgefiihrt, bei denen der Primér- oder der
Sekundarantikorper weggelassen wurde. Alle nachfolgend aufgefiihrten Farbeprotokolle wur-
den abschlieSend mit einer Zellkernfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) ergénzt.
Dies diente sowohl der Darstellung der anatomischen Strukturen als auch der Erfassung der

Gesamtzellzahl.

3.5.1 Immunfluoreszenzhistologie (PCNA, GFAP, NeuN,
Caspase 3)

Es wurden Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen von PCNA/ GFAP, NeuN/ GFAP sowie
Caspase 3/ NeuN durchgefiihrt. Die optimale Konzentration der Primér- und Sekundérantikor-
per, sowie die notwendigen vorbereitenden Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit zu stan-

dardisierten Farbeprotokollen etabliert.
3.5.1.1 Primé&re Detektion

Fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Farbungen und Koférbungen war vor Auftragen der
Primérantikorper eine standardisierte hitzebasierte Epitopdemaskierung (HIER, heat induced
epitope retrieval) notwendig. Fiir die anschlieBende Darstellung von GFAP zeigte sich in den
Etablierungen, dass die Anwendung von Hitze und gleichzeitiger Applikation einer auf pH 6
eingestellten Citratlosung (Zusammensetzung: 3,06g Citrat, 1000 ml Aqua dest., 0,5 ml Tween
20; mit NaOH und HCI auf pH 6 eingestellt) eine ideale Epitopdemaskierung versprach. Clea-
ved Caspase 3 dagegen konnte nur nach Epitopdemaskierung mit einem auf pH 9 eingestellten
Tris-EDTA-Puffer (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Ethylendiamintetraacetat, Zusammen-
setzung: 1,21g Tris Base, 0,37g EDTA, 1000 ml Aqua dest., 0,5 ml Tween 20) anschlieBend
fluoreszenzmikroskopisch gut dargestellt werden. Die Darstellung von NeuN gelang in der
Doppelféarbung mit GFAP nach pH 6-Epitopdemaskierung ebenso gut wie in der Doppelfér-
bung mit Caspase 3 nach pH 9-Epitopdemaskierung.
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Fiir die oben genannte hitzebasierte Epitopdemaskierung wurden jeweils 8 Objekttrager in
einem Glasbehélter (Joplin Jar) mit entweder Citrat- oder Tris-EDTA-Losung fiir 2 x 5 Minu-
ten bei einer Leistung von 750 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Um ein langsames Abkiihlen
ohne grofle Temperaturunterschiede zu gewéhrleisten, wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in o.g. Behiltnis zusammen mit der Retrievallosung belassen. Nach vorsich-
tigem Herausnehmen der Objekttréger aus der Retrievallosung wurde Rest-Fliissigkeit um die
Priparate herum mit einem ausreichenden Sicherheitsabstand sorgfiltig abgetupft. Um ein
Vermischen der Antikérperlosungen zu vermeiden, wurden die einzelnen Hirnschnitte auf dem
Objekttrager mit einer hydrophoben Barriere (Immunopen, Calbiochem, Darmstadt, D) um-
randet. Des Weiteren wurde zur Verblindung die Gruppenzugehérigkeit der Gewebepréiparate
unkenntlich gemacht. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden, wurden die Fein-
schnitte in einem weiteren vorbereitenden Schritt mit 4 % standardisiertem Ziegenserum (in
PBS-T (PBS mit 0,2% Triton X-100, (Roth)) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurden jeweils 80ul der Primirantikdrpermischung auf einen
Gewebediinnschnitt appliziert. Die Primérantikdrperldsung wurde mit PBS-T und einem Vo-
lumenprozent Ziegenserum hergestellt. Die Konzentrationen der einzelnen Primédrantikérper

sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C {iber Nacht.

Tabelle 3.2:  Spezifizierung und Konzentrationen der Primdrantikorper

Antigen Wirtsspe- mono-/ Konzentrati- Hersteller
zies polyklonal on
PCNA Maus monoklo-  1:1250 Chemicon International,
nal Hampshire, UK
GFAP Kaninchen polyklonal 1:1000 DAKO Cytomaticon,
Déanemark
NeuN Maus monoklo-  1:1000 Chemicon
nal
Caspase-3 Kaninchen polyklonal 1:100 Cell Signaling, MA, USA
(Cleaved)

3.5.1.2 Sekundére Detektion

Der Uberstand der Primirantikdrpermischung wurde am Folgetag vorsichtig abgeschiittet und

die Schnitte fiinf Mal fiir fiinf Minuten in PBS-T (phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit
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0,2% Triton X-100) gewaschen, ein sechster Waschschritt wurde mit PBS ohne Triton-X
durchgefiihrt um die Funktionalitét der hydrophoben Barrieren vor Applikation des Sekundé-
rantikorpers wiederherzustellen. Dann wurde das Sekundér-Antikérper-Gemisch (Spezifizie-
rung und Konzentrationen s. Tabelle 3.3) aufgetragen und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt inkubiert. Die Sekundér-Antikérper wurden mit PBS-T unter Zusatz von 1%
Ziegenserum gemischt. Ab Zugabe der Fluorochrom-markierten Sekundérantikdrper erfolgten
nun alle weiteren Schritte lichtgeschiitzt. Nach einem 5-miniitigem Waschschritt in PBS-T
wurde zusammen mit dem zweiten Waschschritt eine Zellkernfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) durchgefiihrt. Hierzu wurde DAPI mit einer Konzentration von 1:10.000
in PBS-T geldst und die Schnitte darin fiir 10 Minuten inkubiert. Abschlielend erfolgte je ein
Waschschritt & 5 Minuten mit PBS und mit PBS-T. Um ein Ausbleichen der Préparate zu ver-
hindern, wurden diese vor Aufbringen der Deckgliser (50 x 25 mm, Roth, Karlsruhe, D) in Pro
Long Gold Antifade-Reagent (Invitrogen) eingebettet. Kontrollpréparate bei denen der Primér-

oder der Sekundir-Antikorper nicht appliziert wurden, zeigten keine spezifische Férbung.

Tabelle 3.3:  Spezifizierung und Konzentrationen der Sekunddrantikérper

Detektion Wirts- Konzentra- Hersteller
spezies tion
PCNA Maus  Esel 1:200 Jackson Immuno Re-  Cy3 (Car-
search Laboratories, bocyanin)
Westgrove, PA, USA
GFAP Kanin- Esel 1:400 Jackson Cy2 (Indo-
(PCNA/GFAP  chen Immuno Research carbocya-
Doppelfarbung) nin)
GFAP Kanin- Ziege 1:200 Molecular Probes, Alexa
(NeuN/GFAP chen Eugene, OR, USA Fluor 488
Doppelfarbung)
NeuN Maus  Ziege 1:200 Molecular Probes Alexa
Fluor 546
Caspase 3 Kanin- Ziege 1:200 Molecular Probes Alexa
(Cleaved) chen Fluor 488
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3.5.2 Immunhistochemie (BDNF)

Als Primérantikorper wurde ein polyklonaler Kaninchen anti-BDNF-Antikdrper (Chemicon) in
der Konzentration 1: 100 verwandt. Die sekundire Detektion erfolgte mit dem NOVADetect
HRP/DAB Standard StreptAB System, Ziege anti-Kaninchen (Dianova, Hamburg, D). Hierbei
handelt es sich um eine immunhistochemische Farbemethode. Der Sekundirantikdrper liegt
dabei in biotinylierter Form vor. Zur Sichtbarmachung des Sekundarantikérpers wird zunéchst
mit Meerrettichperoxidase markiertes Streptavidin hinzugegeben. Streptavidin ist ein Protein,
das von Bakterien der Spezies Streptomyces avidinii produziert wird und eine hohe Affinitat
zu Biotin hat. Die Streptavidin-Biotin-Bindung ist eine der starksten bekannten nicht kovalen-
ten biologischen Bindungen. Im letzten Schritt wird fiir eine definierte Zeitspanne das Substrat
Diaminobenzidin (DAB) hinzugegeben. Dieses wird von der Meerrettichperoxidase, die an das
Streptavidin konjugiert ist, in ein nicht 16sliches braunes Chromogen umgewandelt (s. Abbil-

dung 3.3).

o)
°4 DAB

Meerrettichperoxidase————

Avidin (.Dhromogen
°
Biotin ——
Sekundarantikorper ——
Primarantikérper—
— Antigen (BDNF)

Abbildung 3.3:  schematische Darstellung der immunhistochemischen Detektion von
BDNEF. Der Streptavidin-Peroxidase-Komplex bindet an den biotinylierten Sekunddrantikorper.
Das hinzugegebene Diaminobenzidin (DAB) wird von der Peroxidase zu einem unléslichen

braunen Farbstoff umgewandelt.
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3.5.2.1 Primé&re Detektion

Im Einzelnen war das Férbeprotokoll wie folgt: Auch zur Detektion von BDNF war vor Appli-
kation des Primérantikorpers eine Epitopfreilegung erforderlich. Hierzu wurde wie in Ab-
schnitt 3.5.1.1 fiir die Immunfluoreszenz beschrieben eine hitzebasierte Antigendemaskierung
mit einer auf pH 6 eingestellten Citratlosung (Zusammensetzung: 3,06g Citrat, 1000 ml Aqua
dest., 0,5 ml Tween 20; mit NaOH und HCI auf pH 6 eingestellt) durchgefiihrt. Fiir die vorbe-
reitenden Blockierungsschritte und die sekundire Detektion einschlieBlich des Sekundéranti-
korpers wurden Fertiglosungen verwendet, die Bestandteil des NOVADetect HRP/DAB Stan-
dard StreptAB Systems waren. Nach Abkiihlen der Priparate und Auftragen der hydrophoben
Barrieren wurde entsprechend den Herstellerangaben fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur ein
H,0,-Block (Fertiglosung des NOVADetect HRP/DAB Standard StreptAB Systems) durchge-
fiihrt. Nach drei S5-miniitigen Waschschritten (2 x PBS-T, 1 x PBS) wurde fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur der Ultra-V-Block (Fertiglosung) einwirken gelassen. Danach erfolgte je ein
S-miniitiger Waschschritt mit PBS-T und PBS. Nun wurde der Primérantikorper gegen BDNF
aus Kaninchen in einer Konzentration von 1:100 auf die Prdparate aufgetragen und bei 4°C
iiber Nacht inkubiert. Der Primédrantikérpermischung wurde mit PBS-T unter Zusatz von 1%

Ziegenserum hergestellt.
3.5.2.2 Sekundére Detektion

Am Folgetag wurden zunichst fiinf 5-miniitige Waschschritte mit PBS-T und ein 5-miniitiger
Waschschritt mit PBS durchgefiihrt. Dann wurde der biotinylierte Sekundérantikorper fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur einwirken gelassen. Nach vier 5-miniitigen Waschschritten (3 x
PBS-T, 1 x PBS) wurde mit Peroxidase markiertes Streptavidin (Fertiglosung) fiir 10 Minuten
aufgetragen. Es folgten erneut vier S-miniitige Waschschritte (3 x PBS-T, 1 x PBS). Dann wur-
den 1000 pl Substrat mit 2 Tropfen Chromogen auf die Préparate gegeben und fiir 13,5 Minu-
ten dort belassen. Die Dauer der Peroxidase-DAB-Reaktion bestimmt die Farbeintensitit. Die
Reaktionsdauer wurde daher fiir jeden einzelnen Objekttrager eingehalten, indem die Reaktion
in derselben Praparat-Reihenfolge beendet wurde, in der sie begonnen wurde. Es folgten vier
5-miniitige Waschschritte in PBS-T, davon der zweite mit gleichzeitiger Zellkernfarbung mit
DAPI (s. Abschnitt 1.1.1.1). AnschlieBend wurden die Priaparate in Mobi Glow (Mo Bi Tec,
Gottingen, D) eingebettet und mit Objekttragern (50 x 25 mm, Roth, Karlsruhe, D) bedeckt.
Auch in dieser immunhistochemischen Farbung wurden jeweils Kontrollpriparate mitgefiihrt,
bei denen der Primér oder der Sekundar-Antikorper weggelassen wurden. Diese zeigten keine

spezifische Farbung.
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3.6 Bildanalyse

3.6.1 Digitalisierung der Zielregionen

Nach abgeschlossenem Farbeprotokoll wurden die Préparate an einem Zeiss Axioplan 2 Mik-
roskop (Carl Zeiss, Jena, D) mit angeschlossener Digitalkamera (ProgRes C10+, Jenoptik,
Jena, D) untersucht. Um ein Ausbleichen der Farbstoffe zu vermeiden, wurden die Préparate
zunidchst mit standardisierten Belichtungseinstellungen digital fotografiert und erst im
Anschluss daran als digitale Bilddatei ausgewertet. Zum Aufsuchen der anatomischen Zielre-
gion, wurde zunédchst mit dem Blaufilter die DAPI-Zellkernfarbung des Préiparats dargestellt
und die betreffende Region eingestellt.

Die Erfassung der histochemischen BDNF-Farbung erfolgte im Hellfeld des Mikroskops unter
sorgfiltig konstant gehaltenen Belichtungsbedindungen. Dabei wurde das 5x-Objektiv ver-
wendet. Anatomische Zielregionen waren die Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus mit an-

grenzender polymorpher Zellschicht (Hilus), CA3 und CAl.

Die Fluoreszenzdarstellungen von PCNA/ GFAP, NeuN/ GFAP und Caspase 3/ NeuN wurden
mit dem 10x-Objektiv aufgenommen. Der Ausschnitt wurde so gewéhlt, dass die Kornerzell-
schicht des Gyrus dentatus, die polymorphe Zellschicht und die angrenzende CA3 dargestellt
wurden. Pro Tier und Dreifachfarbung wurde von der Zielregion eine Serie von drei hochauf-
losenden Bildern angefertigt. Zur Darstellung der PCNA- bzw. NeuN-positiven Zellen wurde
der Rotfilter verwendet, die GFAP- und Caspase 3-Farbung wurde mit dem Griinfilter und die
DAPI-Zellkernfarbung mit dem Blaufilter erfasst. Die Eigenschaften der Fluorochrome sowie

die verwendeten Filter sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4:  Fiir die Fluoreszenzmikroskopie verwendete Farbstoffe und Filter

Farbstoff Absorptionsmaxi- Emissionsmaximum  Anregungs-Sperr-
mum Filter

DAPI 358 nm 454 nm A (340 — 380 nm)

Cy2 489 nm 508 nm I3 (450 — 490 nm)

Alexa Fluor 488 495 nm 519 nm 13 (450 — 490 nm)

Cy3 549 nm 570 nm Y3 (535550 nm)

Alexa Fluor 546 556 nm 573 nm Y3 (535 - 550 nm)
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3.6.2 Auswertung der Farbungen

Fiir die Bildanalyse wurde das Programm NIH ImageJ Version 1.37c (Wayne Rasband, Natio-
nal Institute of Health, Bethesda, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) verwendet.

Mittels eines skalierten Objekttrdgers wurde ein Bild mit einem 100 pm-Balken erstellt. An-
hand dieses Balkens wurde in ImagelJ die Relation Pixel zu um gemessen und in die ,,Set Sca-
le“-Funktion des Programms eingegeben. Anschliefend konnte die Flache des analysierten
Zahlareals (Region of Interest, ROI) in um? und die Zelldurchmesser in pm angegeben wer-

den.

Als MaB fiir die Proliferationsrate in der subgranuldren Schicht des Hippocampus wurden alle
stark PCNA-positiven Zellen sowie alle Cluster PCNA-positiver Zellen in dieser Schicht ge-

zahlt in Relation zu der Lange der Kornerzellschicht gesetzt.

Zur Auswertung der BDNF-Expression im Hippocampus wurden je mindestens zwei Messfel-
der in reprasentative Areale des Gyrus dentatus, der polymorphen Zellschicht sowie der CA3

und CA1 gelegt und der mittlere Grauwert in diesem Feld gemessen.

Zur Bestimmung der Astrozytendichte im Hippocampus wurden in die NeuN/ GFAP-Préparate
je vier rechteckige Messfelder (50 x 200 um) in die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus so-
wie in die subgranuldre Zone des Hippocampus gelegt. Das Bild wurde darauthin binarisiert
und mit einem ,area fraction“-Algorithmus des Bildanalyseprogramms die GFAP-
Flachendeckung innerhalb der Messfelder bestimmt. Auflerdem wurde nach Einzeichnung der
anatomischen Grenzen die Fliche der polymorphen Zellschicht mit einem Polygon-
Zeichenwerkzeug definiert und ausgemessen. Auch in dieser Flache wurde nach Binarisieren

des Bildes die GFAP-Fldchendeckung gemessen.

Bei der Caspase/ NeuN-Kofiarbung kam neben einem automatisierten Zéhlalgorithmus auch
eine manuelle Zellzdhlung zum Finsatz. Die Gruppenzugehdrigkeit der Priparate wurde vor
Zellzéhlung unkenntlich gemacht. Wie bei der NeuN/ GFAP-Féarbung wurden anhand der Neu-
ronenfiarbung (NeuN) zunidchst die anatomischen Zielregionen bestimmt. Diese waren die
subgranulére Zone des Gyrus dentatus und die polymorphe Zellschicht. Gezéhlt wurden die
NeuN-positiven Zellen, die Caspase-3-positiven Zellen, die Zellen, die sowohl Caspase-3- als
auch NeuN-positiv waren, sowie die Zellkerne insgesamt. Zusédtzlich kam ein automatisierter
Zahlalgorithmus zum Einsatz, hierfiir wurde jeweils das griine (Caspase), rote (NeuN) und
blaue (DAPI) Bild in ein binéres (schwarz-weil}) Bild umgewandelt. Mit einem Wasserschei-
denalgorithmus konnte das Programm dann nah aneinanderliegende Zellen trennen und die

Partikel automatisiert zdhlen. Nach mehrfachem Abgleich mit der manuellen Z&hlweise, wurde
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fiir die Zellkernzéhlung ein unterer Grenzwert von 8um? und fiir die Neuronenzédhlung ein
unterer Grenzwert von 20um? eingestellt. AuBerdem wurden automatisiert die durchschnittli-
che Grofle der NeuN-positiven Zellen und der Zellkerne sowie die Fliche innerhalb der ROI in

um? ausgemessen.

3.7 Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit dem Programm SPSS Version 10.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Fiir jeden Parameter wurden im Rahmen der deskripti-
ven Statistik der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts berechnet. Die Ergebnisse
der immunhistologischen Untersuchungen und der Verhaltenstests wurden mit dem nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Test (Rangvarianzanalyse) auf Gruppenunterschiede unter-
sucht. Dabei werden den Werten, die eine Variable in den Untersuchungsgruppen angenommen
hat, Rdnge zugeordnet. Getestet wird dann die Nullhypothese gleicher Grundgesamtheiten, d.h.
die Rangplétze sind zufillig tiber alle Gruppen verteilt, gegen die Alternative, dass mindestens
eine Gruppe nicht dieser Grundgesamtheit angehdrt, die Rangplétze also in mindestens einer
Gruppe ungleich verteilt sind. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle Untersuchungen bei a =
0,05 festgelegt. Um zwei Gruppen einzeln miteinander zu vergleichen, wurde anschlieBend der
nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test fiir unabhingige Stichproben durchgefiihrt. Auch
dieser Test basiert auf der Methode, den Werten Rénge zuzuordnen. Die Ergebnisse des Genar-
rays wurden zundchst mit dem Levene’s Test auf Varianzgleichheit untersucht. Im Anschluss
erfolgte ein t-Test fiir unverbundene Stichproben, mit dem die Gruppen einzeln gegeneinander
auf Gruppenunterschiede untersucht wurden. AuB3erdem wurde eine Korrelationsanalyse nach
Spearman zwischen den Ergebnissen der Immunhistologic und denen der Verhaltenstests

durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistologie

4.1.1 Vermehrte Anzahl PCNA-positiver Zellen in der
subgranularen Zone des Hippocampus der mit MK-801

behandelten Tiere

Im Hippocampus befindet sich die groBle Mehrheit der PCNA-positiven Zellkerne in der
Grenzzone zwischen Granularzellschicht und der polymorphen Zellschicht. Diese Zone wird
auch als subgranuldre Zellschicht bezeichnet. Bei PCNA handelt es sich um ein Enzym des
Replikationskomplexes. Das Vorliegen eines fiir PCNA positiven Signals zeigt an, dass die
jeweilige Zelle im Begriff ist, in die Mitose einzutreten. Die PCNA-positiven Zellen als sich
teilende Zellen traten entsprechend vor allem in Zellgruppen (Clustern) auf. In der CA1, CA2
und CA3-Zone wurden nur sporadisch PCNA-positive Zellen dargestellt. Einzelne, dissemi-
nierte PCNA-positive Zellen stellten sich in der polymorphen Zellschicht und sehr selten in der

Granularzellschicht dar.

Gezéhlt wurde die Anzahl PCNA-positiver Zellen entlang der subgranuldren Schicht, welche
als ein Ursprungsort adulter Neurogenese bekannt ist. Die Mafleinheit war entsprechend ,,Zell-
zahl/ mm Lange der Kornerzellschicht™. Die Anzahl PCNA-positiver Zellen in der subgranula-
ren Zone pro mm Kornerzellschicht betrug in allen untersuchten Tieren gemittelt 2,89 (+ 2,51;
n=46). In der Kontrollgruppe betrug die Anzahl PCNA-positiver Zellen subgranulir 1,83/mm
(£ 0,37). In der Gruppe der mit MK-801 behandelten Tiere waren es hingegen doppelt so viele
(3,68/mm =+ 1,01). Verglich man die MK-801-Gruppe mit der Kontrollgruppe mittels Mann-
Whitney-U-Test, so zeigte sich mit p=0,038 ein Gruppenunterschied. In der Haloperidolgruppe
waren 3,26 Zellen/mm (£ 0,82) PCNA-positiv und in der Gruppe der MK-801- und Haloperi-
dol-Koapplikation waren es 2,83 Zellen/'mm (£0,56). Der Kruskal-Wallis-Test {iber alle vier
Behandlungsgruppen blieb iiber dem Signifikanzniveau (p = 0,270). Da ein moglicher und
auch biologisch sinnvoller Versuchsaufbau mit allein der Kontroll- und der MK-801-Gruppe
einen signifikanten Gruppenunterschied im Mann-Whitney-U-Test gezeigt hétte, wurde die
unterschiedliche Verteilung der Werte zwischen MK-801- und Kontrollgruppe zumindest als
starker Trend gewertet. In Abbildung 4.1 sind diese Ergebnisse mittels Boxplots (Box-and-

whiskers-Plots) grafisch dargestellt. Eine beispielhafte immunfluoreszenzmikroskopische Dar-
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stellung des Gyrus dentatus des Hippocampus mittels Dreifachfarbung (PCNA, GFAP und
Zellkernfarbung) zeigt die Abbildung 4.2.

PCNA" Zellen subgranuldr/ mm Linge Kornerzellschicht

16

14

12+

PCNA+ Zellen/ mm
N N

Kont'rolle MK-'801 Halop'eridol Kombi'nation

Gruppe

Abbildung 4.1 Anzahl PCNA-positiver Zellen in der subgranuldren Schicht des Gyrus
dentatus pro mm Kérnerzellschicht innerhalb der vier Versuchsgruppen, grafische Darstellung
der Werte mittels Boxplots (Box-and-whiskers-Plots). Hierbei stellen die obere Begrenzung
eines Kastens (Box) das 75%-Quantil und die untere Begrenzung das 25%- Quantil dar. Die
Linie innerhalb des Kastens entspricht dem Median (50%-Quantil). Die Linien aufserhalb der
Box (Whiskers) reprdsentieren die hochsten und die niedrigsten Werte, die noch nicht als Aus-
reifser (°) oder Extremwerte (*) gelten. Nach nicht signifikantem Kruskal-Wallis-Test iiber alle
Gruppen, zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test eine tendenziell erhéhte Anzahl PCNA-positiver

Zellen in der MK-801-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (p v-so1 vs kontroie) = 0,038).
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Dapi GFAP

DAPI PCNA

Abbildung 4.2 beispielhafte immunfluoreszenzmikroskopische PCNA-Darstellung im Gy-
rus dentatus des Hippocampus: Zellkernfdarbung mittels DAPI (A), GFAP (B), PCNA (C). In
Bild D sind die mit dem Rot (PCNA)-, Blau (DAPI)- und Griin (GFAP)-Filter aufgenommenen
Bilder iiberlagert (RGB-merge). GR= Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus (DG), MO = Mo-
lekularzellschicht des Gyrus dentatus, PM = Polymorphe Zellschicht des Gyrus dentatus. Die
Messbalken in den Bildern A bis D entsprechen 100um. Die Messbalken in den 3 Vergrofserun-
gen in Bild C entsprechen 25um.

4.1.2 Verminderte Dichte GFAP-positiver Zellen in der
subgranularen Zone der mit MK-801- und Haloperidol-

Koapplikation behandelten Tiere

GFAP kommt innerhalb des ZNS vor allem als Intermediérfilament im Zytoplasma von reifen
Astrozyten vor, jedoch auch in einigen glialen Zellen, die Stammzelleigenschaften besitzen
(radiale Glia). Das mit dem Griinfilter aufgenommene Bild des jeweiligen Priaparats der NeuN-
/GFAP-Féarbung stellt daher reife Astrozyten und radiale Glia mit ihren Ausldufern dar. Die
Astrozytendichte war in der polymorphen Zellschicht hoher als in der Kornerzellschicht. Die

hochste Dichte und GFAP-Intensitdt wiesen die Astrozyten in der subgranuldren Zone auf. Die
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Ausldufer der Astrozyten waren in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus eher radidr an-
geordnet, dagegen in der Kornerzellschicht eher parallel zueinander und orthogonal zur Kor-
nerzellschicht. Die mittlere Flichendeckung der Astrozyten betrug in der subgranuléren Zone
55,86% (Standardabweichung 10,59), in der Kdrnerzellschicht 32,64% (Standardabweichung
8,75) und in der polymorphen Zellschicht 38,38% (Standardabweichung 7,92).

Der Mittelwert der GFAP-Flachendeckung in der Kornerzellschicht betrug in der Kontroll-
gruppe 35,10% = 8,95 (n=10), in der mit MK-801 behandelten Gruppe 33,35% % 10,66 (n=8),
in der mit Haloperidol behandelten Gruppe 35,44% % 8,46 (n=8) und in der Gruppe, die eine
Koapplikation von MK-801 und Haloperidol erhalten hatte 27,85% % 5,99(n=11). Die Dichte
GFAP-positiver Glia in der subgranuldren Schicht betrug in der Kontrollgruppe 55,69% =
9,35, in der Gruppe der MK-801-Applikation 62,27% % 8,74 und in der Gruppe der Haloperi-
dol-Applikation 61,06% * 9,77. In der Gruppe, die eine MK-801- und Haloperidol-
Koapplikation erhalten hatte, war die GFAP-Fldchendeckung subgranuldr nur bei 47,58% +
8,66. In der polymorphen Zellschicht betrug die GFAP-area fraction in der Kontrollgruppe
40,21% = 3,14, in der MK-801-Gruppe 38,69% = 2,89, in der Haloperidolgruppe 40,03% =
2,04 und in der Gruppe der MK-801 und Haloperidol-Koapplikation 34,76% % 2,26. Die im-
munfluoreszenzmikroskopische GFAP-Darstellung im Gyrus dentatus des Hippocampus sowie

die Anordnung der Messfelder werden beispielhaft in Abbildung 4.5 gezeigt.

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte fiir die Parameter GFAP-Flachendeckung in der Kdérnerzell-
schicht und GFAP-Flachendeckung in der polymorphen Zellschicht keine Hinweise auf Unter-
schiede zwischen den vier Behandlungsgruppen (Kornerzellschicht p=0,140, polymorphe Zell-
schicht p=0,420) (s. Abbildung 4.4). Fir die Variable GFAP-Flichendeckung in der
subgranuldren Zone lag die Signifikanz jedoch mit p= 0,009 unterhalb des vorher festgelegten
Signifikanzniveaus. Die Gruppen wurden anschlieend fiir diese Variable einzeln mit dem
Mann-Whitney-U-Test gegeneinander verglichen. Zwischen MK-801-Gruppe und Kontroll-
gruppe sowie zwischen Haloperidolgruppe und Kontrollgruppe bestanden keine signifikanten
Unterschiede (pavik-301 vs Kontrote) = 0,214 P(tatoperidol vs Kontroliey = 0,248). Auch der Vergleich zwi-
schen Kontrollgruppe und der Gruppe, die eine MK-801- und Haloperidol-Koapplikation er-
halten hatte, blieb mit p=0,057 iiber dem Signifikanzniveau. Zwischen der allein mit MK-801
behandelten und der mit MK-801 und Haloperidol behandelten Gruppe bestand jedoch mit
einer asymptotischen zweiseitigen Signifikanz von p=0,004 ein Gruppenunterschied (s.
Abbildung 4.3).
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GFAP-Flachendeckung in der subgranularen Schicht
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Abbildung 4.3:  prozentuale GFAP-Flichendeckung in der subgranuldren Schicht des Gy-
rus dentatus, grafische Darstellung der Werte mittels Boxplots. Die GFAP-Flichendeckung in
der subgranuldren Schicht des Hippocampus ist in der Gruppe der MK-801 und Haloperidol-
Koapplikation gegeniiber der Gruppe, welche eine alleinige MK-801-Applikation erhalten
hatte, vermindert (D g vs kKombination) = 0,004).
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Abbildung 4.4:  prozentuale GFAP-Flichendeckung in der Granularzellschicht und in der
polymorphen Zellschicht des Gyrus dentatus. In beiden Regionen zeigen sich zwischen den

Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede.
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GFAP GFAP/ Dapi

|

I
O

| v B i el S S ORISIST AN, |
5 PR AN A IS D M b e ] PR ]
= SRRV VAR N N AT A T S
[ i s ST AR W O 5 g N
5% =R e MU SOV e O 80 e |
EESARE e s, 1T 50 | S I SR T W
ERTIRe S 5 & AN S i
72 T e s et NN s Tz 9 ]
WENCOR T b . . r L SR R ]
(SIS St = BN UL, ST N o R
| 3 AR I R T PR SR SRR LT VTl
3 L Ragel Jae AR E SOVEENN ~f L]
o e e oo o T A TR )
RaES T N T SR LT T L VT
(370 e RV e P L R B G Sl X e ]

Messfelder

Abbildung 4.5:  Immunfluoreszenzmikroskopische GFAP-Darstellung im Gyrus dentatus des
Hippocampus; A: GFAP (glial fibrillary acidic protein), B: Uberlagerung von GFAP- und
DAPI-(Zellkern)-Fdrbung; C: exemplarische Darstellung reprdsentativer Messfelder in der
Kornerzellschicht und in der subgranuldren Zone. Die Grenzen der polymorphen Zellschicht
wurden mit einem Polygonwerkzeug eingezeichnet;, D: binarisiertes Bild als vorbereitender
Schritt zur Bestimmung der GFAP-Fldchendeckung (area fraction); gl = Kornerzellschicht des
Gyrus dentatus, sgl = subgranuldre Zone des Gyrus dentatus, pml= polymorphe Zellschicht
des Gyrus dentatus,; die Messbalken entsprechen 100um.

4.1.3 Behandlungseffekte auf die neuronale Zellzahl (NeuN)
und die Gesamtzellzahl in der polymorphen Schicht
des Hippocampus

Die neuronalen Somata waren in der Kornerzellschicht klein und dicht gepackt. In der poly-
morphen Zellschicht waren die neuronalen Somata dagegen groB3 und eher spérlich vertreten.
Subgranuldr und in der polymorphen Zellschicht stellten sich etwas mehr neuronale Zellen im

oberen Blatt als im unteren Blatt des Gyrus dentatus dar. Unterschiede in der Verteilung oder

Morphologie der Zellen zwischen den Gruppen fielen bei der Untersuchung nicht auf.
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In der polymorphen Zellschicht des Gyrus dentatus wurden im Mittel 357 Neurone pro mm?
(n= 38, Standardabweichung 104,95) gezihlt: Der Mittelwert der Gesamtzellzahl in der poly-
morphen Schicht betrug 1950 pro mm? (n=38, Standardabweichung 294,33). Nicht neuronale
Zellen waren somit pro Quadratmillimeter im Schnitt mit 1593 Zellen vertreten (n=38, Stan-
dardabweichung 261,92). AuBBerdem wurde ein Neuronalitétsscore als MaB fiir den Anteil neu-
ronaler Zellen an der Gesamtzellzahl gebildet. Dieser errechnete sich pro Tier aus Neuronen-
zahl absolut/ Gesamtzellzahl absolut x 100 und gab somit den prozentualen Anteil der
Neuronenzahl an der Gesamtzellzahl wieder. Der Mittelwert des Neuronalitdtsscores betrug
18,38 £+ 4,80. Die NeuN-positiven Zellen waren durchschnittlich 111,83um? grof3. Zwischen
allen Behandlungsgruppen gab es hinsichtlich der Grofle keine Unterschiede (Kruskal-Wallis-
Test, p=0,818).

Die Neuronenzahl pro mm? betrug in der Kontrollgruppe 382,41 + 31,05 (n = 9), in der MK-
801-Gruppe (MK) 361,54 + 43,93 (n = 10) und in der mit Haloperidol behandelten Gruppe
(HA) 369,95 + 29,58 (n = 10). In der Gruppe, die mit MK-801 und anschlieBend mit MK-801
und Haloperidol behandelt wurde (HMK), war die Neuronendichte in der polymorphen Zell-
schicht gegeniiber der Kontrollgruppe tendenziell vermindert (310,79 = 32,18; n = 9), verfehlte
jedoch die Signifikanz im direkten Gruppenvergleich mit dem Mann-Whitney-U-Test (P vs.
k) = 0,070). Verglich man alle Untersuchungsgruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test miteinan-
der, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den vier Gruppen (Chi-Quadrat 2,790,
Freiheitsgrade 3, asymptotische Signifikanz 0,425). Die Gesamtzellzahl pro mm? betrug in der
Kontrollgruppe im Mittel 1872,69 + 63,94, in der mit MK-801 behandelten Gruppe 1916,98 +
147,73, in der Haloperidolgruppe 2027,03 + 93,13 und in der Gruppe nach MK-801 und Halo-
peridol-Koapplikation 1967,06 + 48,56. Auch hier zeigte ein Gruppenvergleich mittels
Kruskal-Wallis-Test keinen Unterschied zwischen den vier Behandlungsgruppen (Chi Quadrat
1,507, Freiheitsgrade 3, asymptotische Signifikanz 0,681).

Der Mittelwert nicht neuronaler Zellen war gegeniiber der Kontrolle (1490,28 + 180,69) in der
MK-801-Gruppe (1555,45 + 377,48; pok vs. x) = 0,288), der Haloperidolgruppe (1667,82 +
263,19; pma vs. k) = 0,165) und der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation
(1656,26 + 145,82; pamk vs. k) = 0,058) leicht erhoht, wobei der Vergleich zwischen Koapplika-
tionsgruppe und Kontrollgruppe im Mann-Whitney-U-Test das Signifikanzniveau nur knapp
verfehlte (pamvk vs. k) = 0,058). Im Kruskal-Wallis-Test iiber alle vier Behandlungsgruppen zeig-
te sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0,288).

Die relative neuronale Zellzahl (100 x Anzahl Neurone/ Anzahl Zellkerne) nach chronischer

MK-801 Gabe (18,98 & 5,05) wich nicht von der relativen neuronalen Zellzahl unter Kontroll-
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bedingungen (20,43 + 4,83, p= 0,683 MK vs. Kontrolle) oder nach alleiniger Gabe von Halo-
peridol (18,27 + 4,14, p= 0,514 vs. Kontrolle) ab. Jedoch rief die gleichzeitige Verabreichung
von MK-801 und Haloperidol eine Reduktion des Anteils neuronaler Zellen an der Gesamt-
zellzahl (Neuronalititsscore) in der polymorphen Zellschicht des Gyrus dentatus im Vergleich
zur Kontrollgruppe hervor (15,5 = 4,72; Pkombination vs. Kontrolie=0,017). Eine Ubersicht iiber die
Verteilung der Werte fiir die o.g. Parameter geben die Boxplot-Darstellungen in Abbildung 4.6.
Eine beispielhafte Immunfluoreszenzmikroskopie von NeuN und DAPI ist in Abbildung 4.7

dargestellt.
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Abbildung 4.6:  grafische Darstellung der Anzahl neuronaler und nicht neuronaler Zellen,
der Gesamtzellzahl sowie des Anteils neuronaler Zellen an der Gesamtzellzahl in der polymor-
phen Zellschicht (pml) des Hippocampus mittels Boxplots. In der Gruppe, die eine MK-801-
und Haloperidol-Koapplikation erhalten hatte, war der Anteil neuronaler Zellen an der Ge-
samtzellzahl (Neuronalitiitsscore (100 x Anzahl Neurone/ Anzahl Zellkerne) in der polymor-

phen Schicht des Hippocampus reduziert ( P ombination vs Kontroie) = 0,017%).
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NeuN Dapi

Abbildung 4.7:  Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung NeuN-positiver Zellen im
Gyrus dentatus des Hippocampus: NeuN (A) und Zellkernfdirbung (DAPI, B). gl = Kornerzell-
schicht, pml = polymorphe Zellschicht,; die Messbalken entsprechen 100um

4.1.4 Keine Alterationen der BDNF-Expression innerhalb der
untersuchten hippokampalen Strukturen zwischen den

Behandlungsgruppen

Die BDNF-Intensitdt war in der CA1 hoher als in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus

oder der CA3. Die geringste BDNF-Intensitdt zeigte sich in der polymorphen Zellschicht.

Aufgrund der besonderen Empfindlichkeit der ,,densitometrischen® Messmethode, konnten
einige Praparate mit Artefakten wie z.B. Faltenbildung im Gewebeschnitt nicht in die Auswer-
tung einbezogen werden. Pro Untersuchungsgruppe wurden Priparate von 7 Tieren ausgewer-
tet. Gemessen wurde der mittlere Grauwert in der Kornerschicht des Gyrus dentatus, der po-
lymorphen Zellschicht sowie CA1 und CA3. Das digitalisierte Bild verfiigt iiber 256 Grautone,
wobei schwarz dem Wert 0 und weil3 dem Wert 255 entspricht. Eine intensivere Farbung resul-
tiert daher in einem niedrigeren Grauwert. Zur besseren Anschaulichkeit wurde als Zielvariab-
le der invertierte Grauwert der regions of interest (ROI) gewihlt, so dass ein hoherer Wert eine

groBere Farbeintensitdt und somit eine hohere BDNF-Expression darstellt:
BDNF-Farbeintensitdt Bg = 255 - mittlerer Grauwert ROI

Eine beispielhafte immunhistochemische BDNF-Darstellung im Hippocampus sowie die Ver-

teilung der Messfelder sind der Abbildung Abbildung 4.8 zu entnehmen.
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Messfelder

N

Abbildung 4.8:  Immunhistochemische BDNF-Darstellung im Gyrus dentatus des Hippo-
campus in der Hellfeld-Mikroskopie (A und B), Zielparameter war die BDNF-Firbeintensitdit
Br (255 - mittlerer Grauwert ROI) in der Kornerzellschicht, der polymorphen Zellschicht, CA3
und CAI. Hierzu wurden mehrere Messfelder zur Bestimmung des mittleren Grauwerts in die
jeweilige Region gelegt (B); gl = Kornerzellschicht des Gyrus dentatus, pml = polymorphe
Zellschicht des Gyrus dentatus; die Messbalken entsprechen 100um

Es fiel eine charakteristische Verteilung der BDNF-Férbeintensitit Br innerhalb der vier unter-
suchten Regionen (regions of interest, ROI) auf. Die BDNF-Férbeintensitit war in der CA1 am
hochsten (Mittelwert 136,95, Standardabweichung 26,66), dann folgten die Kornerzellschicht
des Gyrus dentatus (Mittelwert 126,36, Standardabweichung 18,78) und die CA3 (Mittelwert
123,52, Standardabweichung 19,22). Die geringste BDNF-Expression pro Fliche wurde in der
polymorphen Zellschicht des Hippocampus gemessen (Mittelwert 102,87, Standardabwei-
chung 16,30). Zur Veranschaulichung dieser regional unterschiedlichen BDNF-Intensitét dient

die grafische Darstellung mittels Boxplots in Abbildung 4.9.
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BDNF-Férbeintensitit By aller Tiere nach anatom. Regionen
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Abbildung 4.9:  BDNF-Firbeintensitit Br (255 — Grauwert ROI (region of interest)) aller
untersuchten Tiere in den hippokampalen Regionen: Granularzellschicht des Gyrus dentatus
(gl), polymorphe Zellschicht pml), CA3 und CA1

Dieser Gradient in der BDNF-Firbeintensitdt zwischen den vier untersuchten hippokampalen
Regionen war sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der mit MK-801 oder mit Haloperidol
behandelten Gruppe ausgeprigt. Interessanterweise verlief dieser Gradient in der mit MK-801
und Haloperidol behandelten Gruppe dagegen deutlich flacher. Im Gegensatz zur Kontroll-
gruppe (p=0,033), zur MK-801-Gruppe (p=0,003) oder zur Haloperidolgruppe (p=0,005) un-
terschied sich die Farbeintensitit zwischen den einzelnen anatomischen Regionen in der Grup-
pe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation im Kruskal-Wallis-Test nicht signifikant
(p=0,358) (s. Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: BDNF-Fdrbeintensitdit Br (255 — Grauwert ROI (region of interest)) inner-
halb der Behandlungsgruppen in den hippokampalen Regionen (ROI): Kérnerzellschicht des
Gyrus dentatus (gl), polymorphe Zellschicht (pml), CA3 und CAIl. Wihrend in der Kontroll-
gruppe, der MK-801-Gruppe und der Haloperidolgruppe die Annahme einer identischen Ver-
teilung der Fdrbeintensitdt in den untersuchten hippokampalen Regionen im Kruskal-Wallis-
Test mit prongonie= 0,033, puk-sor= 0,003 und praioperizor= 0,005 verworfen wird, zeigt sich diese
unterschiedliche Fdrbeintensitit in der mit MK-801 und Haloperidol behandelten Gruppe
nicht signifikant (pxompination=0,338).
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Die BDNF-Intensitit Bg innerhalb der jeweils untersuchten hippokampalen Region differierte
nicht signifikant zwischen den vier Behandlungsgruppen (s. Abbildung 4.11 und Tabelle 4.1).
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Abbildung 4.11: BDNF-Firbeintensitdit Br (255 — Grauwert ROI (region of interest)) in den
vier untersuchten hippokampalen Regionen Granularzellschicht, polymorphe Zellschicht, CA3
und CAI aufgeschliisselt nach Behandlungsgruppen. In keiner Region zeigten sich zwischen

den Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede in der BDNF-Intensitdt.
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Tabelle 4.1: BDNF-Firbeintensitdt Br in der Granularzellschicht (gl), der polymorphen
Zellschicht (pml), CA3 und CAl

A Ergebnisse des Gruppenvergleichs mittels Kruskal-Wallis-Test (df = Freiheitsgrade, Chi
Quadrat =Teststatistik)

Chi-Quadrat

anatomische Region

Koérnerzellschicht (gl) 3 1,869 0,600
polymorphe Zellschicht (pml) 3 1,701 0,637
CA3 3 1,593 0,661
CAl 3 2,236 0,525

B Mittelwert (MW) und Standardabweichung (S.E.M.) der BDNF-Firbeintensitdt By

Kontrolle MK-801 Haloperidol Kombination

MW =+ S.E.M. MW =+ S.E.M. MW =+ S.E.M. MW =+ S.E.M.
gl 126,39 +17,84 131,81 +£10,40 130,17 £ 16,12 117,06 + 27,34
pml 109,00 +£ 15,39 105,07 £13,58 102,79 + 13,44 94,61 +21,56
CA3 126,96 + 18,38  123,19+17,05 127,67 +13,57 116,26 + 27,47
CAl 140,03 18,61  141,27+1298 14581 +21,27 120,69 + 42,40

4.1.5 Keine signifikanten Veranderungen der Apoptoserate

zwischen den Gruppen

In allen vier Untersuchungsgruppen wurden Caspase-3-positive Zellen detektiert. Diese traten
iiber den gesamten Koronarschnitt verteilt auf. Ein leicht erhohtes Vorkommen zeigte sich in
der Ependymschicht. Der mit dem 10x-Objektiv aufgenommene Bildausschnitt zeigte die Kor-
nerschicht des Gyrus dentatus mit umgebendem Stratum moleculare und innenliegender poly-
morpher Zellschicht und CA3. Die Caspase-3-positiven Zellen in der polymorphen Zellschicht
wurden manuell mit eingeblendetem Gitternetz unter verblindeten Bedingungen gezihlt. Bei-
spielhaft wird die fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Caspase 3 und NeuN im Gyrus

dentatus des Hippocampus in Abbildung 4.12 gezeigt.
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NeulN

Caspase-3/ NeuN

Abbildung 4.12: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Caspase-3- und NeuN
positiven Zellen im Gyrus dentatus des Hippocampus; mit dem Griinfilter dargestellte Caspa-
se-3-Firbung (A), mit dem Rotfilter dargestellte NeuN-Firbung (B), Uberlagerung von
Caspase-3- und NeuN-Fdarbung (C), Zellkernfirbung mit DAPI (D); gl = Kornerzellschicht
des Gyrus dentatus, pml = polymorphe Zellschicht des Gyrus dentatus, die Messbalken ent-
sprechen 100um.

Der Mittelwert der Anzahl Caspase-3-positiven Zellen in allen untersuchten Tieren betrug
411,89 pro mm? (n=38, Minimum 80,15, Maximum 732,29, Standardabweichung 166,65). Der
Anteil Caspase-3-positiver Zellen an der mit der DAPI-Zellkernfarbung erfassten Gesamtzell-
zahl (Quotient C;= Anzahl Caspase-3-positiver Zellen/ Gesamtzellzahl) in der polymorphen
Zellschicht betrug in allen Tieren gemittelt 0,221 (n=38, Minimum 0,04, Maximum 0,65,
Standardabweichung 0,114). Die Mittelwerte der o.g. Variablen (Caspase/mm? und Quotient
C,) innerhalb der Behandlungsgruppen sind in Tabelle 4.2 dargestellt.
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Tabelle 4.2: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (S.E.M.) der Anzahl (aktivierte-)
Caspase-3-positiver Zellen/mm? (Casp/ mm?) sowie des Anteils Caspase-3-positiver Zellen an

der Gesamtzellzahl (Quotientc,in der polymorphen Zellschicht des Hippocampus

Kontrolle MK-801 Haloperidol Kombination

MW + S.E.M. MW + S.E.M. MW + S.E.M. MW =+ S.E.M.

|
Casp/mm* 390,89 + 132,63 416,59 + 139,53 437,85 + 191,04 398,82 + 215,27

Quotient C4 0,209 + 0,072 0,247 + 0,161 0,22 + 0,101 0,205 + 0,115

Die Caspase-3-Zellzahl/ mm? sowie der Anteil Caspase-3-positiver Zellen an der Gesamtzell-
zahl (Quotient Cy) war zwischen den vier Untersuchungsgruppen nicht unterschiedlich: Im
Kruskal-Wallis-Test fiir unverbundene Stichproben wurde fiir die Variable Caspase-3-Zellzahl/
mm? mit p=0,970 die Nullhypothese des Vorliegens gleicher Grundgesamtheiten angenommen.
Mit p = 0,975 zeigte sich auch fiir den Anteil Caspase-3-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl
in der polymorphen Zellschicht kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (s.
Abbildung 4.13).
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800 I
e *
§ o
600 | 8§ 5
E 4
[%2]
400 & 3
: 32
E 200/ & 1
C
2 § 0,01
N 0 o -1
Kontrolle Haloperidol Kontrolle Haloperidol
MK-801 Kombination MK-801 Kombination
Gruppe Gruppe

Abbildung 4.13: Darstellung der Anzahl aktivierter (Cleaved-) Caspase-3-positiver Zel-
len/mm? und des Anteils Cleaved-Caspase-3-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl (Quotient
C, = Caspase-3-positive Zellen/ Gesamtzellzahl) in der polymorphen Zellschicht (pml); grafi-
sche Darstellung mittels Boxplots. Zwischen den Behandlungsgruppen zeigten sich hierbei

keine signifikanten Unterschiede.

Insgesamt waren NeuN- und Caspase-Doppelsignale duBerst sparlich zu sehen. Um eine tat-
sichliche Koexpression von NeuN und Caspase zu detektieren, wurde die DAPI-

Zellkernfarbung mit hinzugezogen. Im Abgleich dieser drei Farbungen konnte abgeschétzt
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werden, ob es sich bei den NeuN- und Caspase-Doppelsignalen um sehr nah beieinander bzw.
iibereinander liegende verschiedene Zellen handelt oder tatsidchlich um eine neuronale Zelle,
die gleichzeitig Caspase-3-positiv ist. Die Moglichkeit, dass es sich um zwei {ibereinanderlie-
gende Zellen handelt, konnte jedoch bei den in Frage kommenden Zellen in der DAPI-Féarbung
nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden. Auf eine quantitative Untersuchung der
vereinzelten fraglichen Doppelfirbungen wurde daher verzichtet. Eine fragliche NeuN-/

Caspase-3-Doppelfarbung wurde in Abbildung 4.14 beispielhaft dargestellt.

Casgase/ NeuN

_

Abbildung 4.14: Caspase-3-/ NeuN-Doppelfirbung (4), Vergrofferung eines Areals mit eng

nebeneinander liegenden Caspase-3- und NeuN-positiven Zellen (B, Caspase; C, NeuN; D,
DAPI). Die Messbalken entsprechen 100um.

60



Ergebnisse

4.2 Microarray

4.2.1 Behandlungseffekte auf die relative mRNA-Expression

apoptoseassoziierter Gene im Hippocampus

Im Hippocampus sowohl der mit MK-801 (Gruppe MK), als auch der mit Haloperidol (Gruppe
HA) und der mit MK-801 und Haloperidol (Gruppe HMK) behandelten Tiere zeigte sich ge-
geniiber der Kontrollgruppe (Gruppe K) eine um mehr als die Hilfte reduzierte mRNA-
Expression des antiapoptotischen Bcl-2 (Kontrolle: 0,096 + 0,0086; MK: 0,0398 + 0,0242; HA
0,0376 + 0,0238; HMK 0,0688 + 0,0372; pk vs. k) = 0,0047; paa vs. x) =0,004; pamk .
k=0,013). Hingegen war die Bcl-2-Expression der Koapplikations-Tiere verglichen mit den
Tieren, die eine alleinige MK-801-Gabe erhalten hatten, nicht verandert (pamk vs mx) = 0,881).
Haloperidol fiihrte also weder zu einer Verstirkung der MK-801-Wirkung auf die Bcl-2-
Expression noch wirkte es der durch MK-801 verursachten Reduktion der Bcl-2-Expression

entgegen (s. Abbildung 4.15).

differenzielle Bel-2-mRNA-Expression im Hippocampus
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Abbildung 4.15: Die relative Bcl-2-mRNA-Expression im Hippocampus war in den mit MK-
801, in den mit Haloperidol und in den mit einer MK-801- und Haloperidol-Koapplikation
behandelten Tieren signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe vermindert (pa vs x) = 0,0047%;
PHAvs. K) =0,004%; PHMK vs. K):O, 013 *)
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Die mRNA-Expression des proapoptotischen Bax war dagegen in der MK-801-Gruppe und in
der Haloperidol-Gruppe nicht verdndert (pok vs. k) = 0,599; pmia vs. k) = 0,356). In den Hippo-
campi der Tiere, die eine MK-801- und Haloperidol-Koexpression erhalten hatten, war die
Bax-mRNA-Menge jedoch gegeniiber der Kontrollgruppe und gegeniiber der MK-801-Gruppe
um ca. 10 % vermindert (Kontrolle 1,0245 + 0,0628, MK 1,0474 + 0,0538, HA 0,9788 =+
0,0662, HMK 0,9279 + 0,0263; pamk vs k) = 0,030, pamik vs. mxy= 0,007). Die Verteilung der
Werte der relativen hippokampalen Bax-mRNA-Expression in den Behandlungsgruppen ist in

Abbildung 4.16 mittels Boxplots grafisch aufgetragen.
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Abbildung 4.16: Das proapoptotische Bax war im Hippocampus der Koapplikations-Tiere
im Vergleich zur Kontrollgruppe und im Vergleich zur MK-Gruppe auf mRNA-Ebene minde-
rexprimiert (p(HMK vsK) = 0, 030*, PHMK vs. MK)— 0, 007*)

Der Bax/Bcl-2-Quotient betrug in der Kontrollgruppe 10,71 £ 0,2587 und war in den iibrigen
Behandlungsgruppen jeweils ca. auf das 3-fache des Kontrollwertes erhoht: in der MK-Gruppe
war das Verhéltnis von Bax zu Bcl-2 auf mRNA-Ebene bei 34,01 + 8,88, in der Haloperidol-
Gruppe bei 34,32 £ 9,62 und in der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation bei
36,51 £ 15,93 (s. Abbildung 4.17). Einschrinkend muss zum Bax/Bcl-2-Quotienten gesagt
werden, dass dieser aufgrund der Tatsache, dass die mRNA von jeweils drei Tieren gepoolt

untersucht wurde, keinen intraindividuellen Quotienten darstellt. Die weiterfilhrende statisti-
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sche Auswertung des Bax/Bcl-2-Quotienten muss vor diesem Hintergrund kritisch betrachtet
werden. Um grob orientierend tendenzielle Verdnderungen zwischen den Behandlungsgruppen
zu detektieren, wurde trotzdem eine Teststatistik erstellt. Aufgrund der unterschiedlichen Vari-
anzen zwischen den Gruppen (Levene’s Test auf Varianzgleichheitkontolie vs. MK-801-Gruppe): F =
13,473, Signifikanz 0,010), wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Mit
einer Signifikanz von p = 0,036 zeigte sich darin ein Hinweis auf Gruppenunterschiede zwi-
schen den vier Behandlungsgruppen. Im Mann-Whitney-Test fiir unabhédngige Stichproben war
mit einer Signifikanz von p = 0,021 ein Unterschied zwischen Kontroll- und MK-801-Gruppe
anzunehmen. Auch nach alleiniger Haloperidolgabe oder MK-801- und Haloperidolkoapplika-
tion war der bax/bcl-2-Quotient signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (jeweils p =
0,021). Die Haloperidol-Koapplikation konnte den Bax/Bcl-2-Quotienten gegeniiber einer

alleinigen MK-801-Gabe nicht ,,normalisieren (pombination vs Mx-s01) = 0,564).

Bax/ Bcl-2-Quotient Abbildung 4.17: Mittelwerte des Bax/ Bcl-2-
Quotienten innerhalb der Behandlungsgrup-

40 pen; grafische Darstellung mittels Balken-

diagramm. In den nicht-parametrischen Tests
301 (Kruskal-Wallis und MWU) zeigte sich der
Quotient in der MK-, HA- und HMK-Gruppe
erhoht (je p = 0,021). Die Interpretation die-

10 ses Quotienten ist jedoch kritisch, da die

20

MW Bax/Bcl-2-Quotient

zugrundeliegenden Bax und Bcl-2-Werte le-
Kontrolle Haloperidol diglich die relative mRNA-Expression wie-
MK-801 Kombination dergeben, welche aus der gepoolten RNA von

Gruppe je 3 Tieren bestimmt wurde.

Die Menge an Caspase-3-mRNA-Transkripten war in der Gruppe der mit MK-801 behandelten
Tiere tendenziell vermindert (Kontrolle 0,4659 + 0,0679, MK 0,374 + 0,0357), jedoch zeigte
sich im t-Test kein signifikanter Gruppenunterschied (pok vs. k) = 0,054). Zwischen Haloperi-
dol-Gruppe und Kontrolle sowie zwischen Koapplikationsgruppe und Kontrolle bestanden
keine signifikanten Unterschiede (pma vs. k) = 0,118; pamix vs. k) = 0,456). Die relative Caspase-
3-RNA-Expression innerhalb der vier Untersuchungsgruppen wird in Abbildung 4.18 in einer

Boxplot-Grafik dargestellt.
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4.2.2 Behandlungseffekte auf die relative mRNA-Menge von

proliferationsassoziierten Genen im Hippocampus

In der Expression von BDNF im gesamten rechten Hippocampus der Tiere zeigte sich kein
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (Kontrolle 0,1741 + 0,1251, MK 0,1989 +
0,1021, Haloperidol 0,219 + 0,0645, HMK 0,2087 + 0,119, pax vs. k) =0,756; paa vs. x) = 0,532;
Pamvk vs. k) = 0,690). Der Mittelwert der TrkB-Expression (neurotrophic tyrosine kinase receptor
type 2) war in den mit MK-801 behandelten Tieren niedriger als in der Kontrollgruppe (Kon-
trolle 2,4542 + 0,232, MK 2,1338 + 0,186, Haloperidol 2,3682 + 0,2654, HMK 2,3315 =+
0,3252). Der Gruppenvergleich mittels t-Test verfehlte jedoch das Signifikanzniveau (povx vs. k)
=0,075). In der HA- und der HMK-Gruppe wich die hippokampale TrkB-mRNA-Menge nicht
von der Kontrollgruppe ab (paa vs. k) = 0,643; pamvk vs. k) = 0,562).

Der Stammzellmarker Vimentin wurde in der mit MK-801 behandelten Gruppe stirker expri-
miert als in der Kontrollgruppe (Kontrolle 2,2028 + 0,1209; MK 2,6249 + 0,2579; pok vs. k) =
0,025). In der HA- und der HMK-Gruppe war die Vimentin-Expression gegeniiber der Kon-
trollgruppe nicht signifikant verdndert (HA 2,3860 + 0,5348, paa vs. x) = 0,529; HMK 2,5524 +
1,2004, pamvx vs. k) = 0,583). Nestin, ebenfalls ein Stammzellmarker, zeigte sich zwischen MK-
und Kontrollgruppe nicht differenziell exprimiert. Auch zwischen HA- oder HMK-Gruppe und
der Kontrollgruppe bestanden keine signifikanten Gruppenunterschiede beziiglich der Nestin-
Expression (Kontrolle 0,2253 + 0,045; MK 0,2766 + 0,053; Haloperidol 0,2066 + 0,0492;
HMK 0,2289 £ 0,0292; povik vs. k)= 0,191; paavs. k) = 0,158; pamvx vs. k) = 0,898). Die Menge der
PCNA-mRNA im gesamten Hippocampus war in der MK-Gruppe tendenziell vermindert, ein
signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen bestand jedoch nicht (Kontrolle
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2,717 £ 0,0847; MK 2,5947 + 0,0721; Haloperidol 2,7149 + 0,2983; HMK 2,87 + 0,409; pux
vs. K)= 0,070; paiavs. k) = 0,147; pamk vs. x) = 0,510). Die relative mRNA-Expression der prolife-
rationsassoziierten Gene BDNF, TrkB, Vimentin und Nestin innerhalb der Untersuchungsgrup-

pen ist in Abbildung 4.19 mittels Boxplot-Grafik dargestellt.
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Abbildung 4.19: relative hippokampale mRNA-Menge von BDNF, TrkB, Vimentin und Nestin
in den Behandlungsgruppen. Beziiglich der BDNF- und Nestin-RNA-Menge im Hippocampus
zeigen sich im Microarray keine signifikanten Unterschiede. Die TrkB-Expression ist in der
MK-801-Gruppe tendenziell vermindert, verfehlt jedoch das Signifikanzniveau. Die RNA des
Stammzellmarkers Vimentin ist in der MK-Gruppe signifikant stirker exprimiert (TrkB p px_sor

vs. Kontrolle) = 0: 075: Ifimentin p (MK-801 vs Kontrolle) = 0: 025 *)
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4.2.3 Behandlungseffekte auf die relative mRNA-Expression

glialer Marker im Hippocampus

Die Expression von GFAP war analog zu den immunhistologischen Befunden in der mit MK-
801 und Haloperidol behandelten Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe leicht vermindert,
jedoch ohne signifikanten Gruppenunterschied im t-Test (Kontrolle 12,759 + 0,483; MK
12,691 + 0,827; Haloperidol 13,010 + 1,369; Kombination 11,376 £ 2,194; pouk vs. k) = 0,893;

Paavs. k) = 0,741 pamk vs. k= 0,264). Der gliale Glutamattransporter EAAT1 (GLAST) wurde
im Hippocampus der Tiere im Gruppenvergleich nicht in unterschiedlichem Mal3e exprimiert
(Kontrolle 5,629 + 0,489, MK 5,490 + 0,300, Haloperidol 5,743 + 0,400, HMK 5,608 + 0,600;
Pk vs. k) = 0,644; pPaiavs. k) = 0,731; paavk vs. k) = 0,957). Der gliale hochaffine Glutamattrans-
porter 1 (GLT-1; EAAT2) wurde jedoch in der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-
Koapplikation vermindert exprimiert (Kontrolle 0,694 + 0,066; MK-801 0,638 + 0,11; Halope-
ridol 0,645 £ 0,018; Kombination 0,573 £ 0,037; pouk vs. k) = 0,428; paia vs. k) = 0,205; prram vs.
k) =0,020). Die Glutamin-Synthetase, welche vorwiegend in Astrozyten exprimiert wird und
zusammen mit den glialen Glutamattransportern eine herausragende Rolle fiir die Gluta-
mathomoostase spielt, war ebenfalls in der Gruppe, die eine Koapplikation von MK-801 und
Haloperidol erhielt, signifikant vermindert (Kontrolle 8,630 + 0,565; MK 7,514 + 1,638; HA
7,972 + 0,979; HMK 7,217 + 0,831; povk vs. k) = 0,272; pia vs k) = 0,289; panvix vs. k) = 0,031).

Notchl, das in radialer Glia mit Stammzelleigenschaften exprimiert wird, war in der HMK-
Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe und gegeniiber der MK-Gruppe vermindert exprimiert
(Kontrolle 0,626 + 0,095, MK-801 0,665 + 0,119, Haloperidol 0,665 +0,039, Kombination
0,486 + 0,058, prmk vs. k) =0,046, pamvik vs. mx) = 0,035). Die Verteilung der Werte, die die relati-
ve mRNA-Menge glialer Gene innerhalb der Behandlungsgruppen angenommen hat, ist mit-

tels Boxplots in Abbildung 4.20 gezeigt.
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Abbildung 4.20: relative mRNA-Menge von GFAP und EAAT2 (GLT-1), Glutamin-
Synthetase und Notchl im Hippocampus der Tiere. Beziiglich der relativen GFAP-mRNA-
Expression zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.
Der gliale Glutamattransporter EAAT2 wurde in der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-
Koapplikation im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur MK-Gruppe signifikant minderexpri-
miert (Poux vs. k) =0,046; Pk vs. k) = 0,035). Auch die vorwiegend in Astrozyten exprimierte
Glutamin-Synthetase war in der Koapplikationsgruppe vermindet exprimiert (p(HMK vs. K) =
0,031%). Notchl, welches von radialer Glia exprimiert wird, war ebenfalls in der HMK-

Gruppe weniger stark exprimiert (p i vs. k) =0,046, Pk vs. mx) = 0,035).
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4.2.4 Erhohte Menge an mRNA-Transkripten von neuropro-
tektiven Proteinen in der Gruppe der MK-801- und Ha-
loperidol-Koapplikation

In der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation war gegeniiber der Kontrollgruppe
das Niveau von mRNA-Transkripten, die typischerweise nach oxidativem Stress eine neu-
roprotektive Wirkung entfalten, signifikant erhéht. Hierzu zihlen der Transkriptionsfaktor
NRF2 (Kontrolle 0,791 + 0,095; MK-801 0,814 + 0,054; Haloperidol 0,801 + 0,078; Kombina-
tion 0,991 £ 0,080; Pkombination vs Kontrote) =0,018), die Thioredoxin-Reduktase 1 (Kontrolle 0,916
+ 0,060; MK-801 0,898 + 0,077; Haloperidol 0,967 + 0,129; Kombination 0,983 + 0,061;
P(Kombination vs Kontrolley = 0,030), Peroxiredoxin 1 (Kontrolle 4,260 + 0,152; MK-801 4,724 +
0,379; Haloperidol 4,591 + 0,561; Kombination 5,576 + 0,609; pombination vs Kontrolie) = 0,020)
und Peroxiredoxin 3 (Kontrolle 1,858 + 0,173; MK-801 1,823 + 0,163; Haloperidol 1,831 +
0,166; Kombination 2,287 £ 0,236; p(kombination vs Kontrolle) = 0,026). Zur Veranschaulichung ist die
Verteilung der relativen mRNA-Mengen dieser neuroprotektiven Gene innerhalb der Behand-

lungsgruppen in Boxplots aufgetragen (s. Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: relative hippokampale mRNA-Menge von NRF2, Thioredoxin-Reduktase 1,
Peroxiredoxin 1 und Peroxiredoxin3 in den vier Behandlungsgruppen. In der Gruppe, die eine
MK-801 und Haloperidol-Koapplikation erhalten hatte, war die mRNA-Menge dieser neu-
roprotektiven Faktoren gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht (NRF2: pompination vs Kontrolie)
=0,018; Thioredoxin-Reduktase 1: pombination vs Konmoliey = 0,030, Peroxiredoxin 1: pombination vs

Kontrolle) = 0; 020: PerOXiredOXin 3 p(Kombination vs Kontrolle) = 0’ 026)

4.3 Verhaltenstests

4.3.1 Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen

Es wurden insgesamt fiinf Parameter bestimmt: Im Y-Maze-Test wurden als Parameter fiir das
rdumliche Arbeitsgedédchtnis der Anteil alternierender Armzugénge an den aufgrund der Ge-
samt-Armzuginge moglichen Alternationen gemessen (Alternationen). Des Weiteren wurde
erfasst, ob nach Offnung eines zuvor blockierten Armes, dieser als erstes aufgesucht wird (ers-
te Wahl) sowie die kumulative im ,,neuen” Arm zugebrachte Zeit gemessen (Zeit neuer Arm).
Im Tail Suspension Test wurden die Anzahl der Vokalisationen und die Anzahl der Selbstret-

tungsversuche gezihlt.

Im Kruskal-Wallis-Test zeigten sich Hinweise fiir Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen sowohl fiir die Anzahl der Vokalisationen (Chi-Quadrat 14,374, p= 0,002) als auch fiir
die Anzahl der Rettungsversuche (Chi-Quadrat 18,013, p < 0,001) im Tail Suspension Test (s.
Tabelle 4.3). Im anschlieBenden Mann-Whitney-U-Test fiir zwei unabhdngige Stichproben
zeigte sich zwischen Kontrollgruppe und MK-801-Gruppe kein Gruppenunterschied. Jedoch
waren beide Parameter sowohl in der Haloperidolgruppe als auch in der Gruppe der MK-801-

und Haloperidol-Koapplikation signifikant erniedrigt (s. Tabelle 4.4 und Abbildung 4.22).
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Beziiglich der im Y-Maze erhobenen Parameter fiir das rdumliche Arbeitsgeddchtnis zeigten

sich zwischen den Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede (s. Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Gruppenvergleich fiir die Ergebnisse der Verhaltenstests im Kruskal-Wallis-Test;
TST = Tail Suspension Test, df = Freiheitsgrade, Chi-Quadrat = Teststatistik

Verhaltenstest Parameter df Chi-Quadrat p-Wert

Y-Maze Alternationen 3 3,368 0,338
Erste Wahl 3 1,643 0,650
neuer Arm
Zeit im neuen 3 3,584 0,310
Arm

TST Vokalisationen 3 14,374 0,002
Rettungsversu- 3 18,013 <0,001
che

Tabelle 4.4: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fiir die Parameter, die im Kruskal-Wallis-
Test mit p < 0,05 einen Hinweis fiir signifikante Gruppenunterschiede aufwiesen; TST = Tail

Suspension Test

Parameter Kontrolle MK-801 Haloperidol Kombination
Vokalisationen  11,42+8,12 7,83+5,46 3,42+5,74 1,75+2,63
im TST Pusk) = 0,284 pusk) = 0,018 Pes k) = 0,003

p(vs MK) — 07004

Rettungsversu-  14,17£5,69 16,08+6,84 7,33+4,52 6,58+4,66
che im TST Pesk) = 0,386 Pesx) = 0,007 Pesk) = 0,005
p(vs MK) = 05001
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Abbildung 4.22: Anzahl der Vokalisationen und der Rettungsversuche im Tail Suspension
Test (TST); grafische Darstellung mittels Boxplots. Die Tiere der Haloperidol- und der Ko-
applikations-Gruppe unternehmen weniger Rettungsversuche (pwaioperidvor vs x) = 0,007%
D Kombination vs Kontrolle) = 0,005%) und weniger Vokalisationen (paioperidot vs Kontrotiey = 0,018%, ps )
= 0,003%*) als die Kontrollgruppe. Gegeniiber der mit MK-801 allein behandelten Gruppe leis-
ten die mit MK-801 und Haloperidol behandelten Tiere weniger Rettungsversuche (pxombination

vs mi-s01) = 0,001%) und Vokalisationen (P kompination vs mx-sor) = 0,004*) im Tail Suspension Test.

4.3.2 Korrelation zwischen hippokampalen ultrastrukturellen

Veranderungen (Immunhistologie) und Verhaltenstests

Die Ergebnisse der Verhaltenstests wurden aulerdem mittels nichtparametrischen Korrelati-
onskoeffizienten o mnach Spearman auf Korrelation mit den Ergebnissen der

immunhistologischen Untersuchungen iiberpriift (s. Tabelle 4.5).

4.3.2.1 Korrelation zwischen proliferationsassoziierten Markern und

Verhalten

Die Anzahl PCNA-positiver Zellen in der subgranuléren Zellschicht und die BDNF-Intensitét
in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus sowie in CA3 und CA1 korrelierten nicht mit den
Ergebnissen der Verhaltenstests. Die BDNF-Intensitét in der polymorphen Zellschicht korre-
lierte negativ mit dem spontan alternierenden Verhalten im Y-Maze (Spearman's Koeffizient -

0,388, p = 0,045).
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4.3.2.2 Korrelation zwischen neuronaler Zelldichte und —-gréBe in der
polymorphen Zellschicht des Gyrus dentatus und Gedéachtnissco-

re/ Verhalten

Die durchschnittliche GroBe der neuronalen Somata in der polymorphen Zellschicht korrelierte
positiv mit dem ,,Erstbetreten” des zuvor verschlossenen Arms im Y-Maze als MaB fiir das

rdumliche Arbeitsgeddchtnis (Spearman’s Koeffizient 0,365, p= 0,024).

Der Anteil der neuronalen Zellen an der Gesamtzellzahl (Neuronalitdt) in der polymorphen
Zellschicht des Hippocampus korrelierte positiv mit der Anzahl Rettungsversuche im Tail Sus-

pension Test (Spearman’s Koeffizient 0,340, p= 0,037) als MaB fiir die Motivation der Tiere.

4.3.2.3 Korrelation zwischen glialer Dichte im Hippocampus und Verhal-

ten

Die Dichte GFAP-positiver Zellen in der polymorphen Zellschicht korrelierte negativ mit den
Parametern fiir das rdumliche Gedachtnis: der Option des Erstbetretens des zuvor verschlosse-
nen Y-Maze-Arms (Spearman’s Koeffizient -0,360, p= 0,036) sowie der in diesem Arm zuge-

brachten Zeit (Spearman’s Koeffizient -0,385, p= 0,025).

Tabelle 4.5: Korrelation zwischen den immunhistologischen Parametern und den Ergebnissen
der Verhaltenstests mittels Spearman's Korrelationskoeffizient (6) mit zweiseitiger Signifikanz
(p), Signifikanzniveau * < 0,05, sgl = subgranuldre Schicht des Gyrus dentatus, gl = Kérner-
zellschicht des Gyrus dentatus, pml = polymorphe Schicht des Gyrus dentatus

raumliches Gedachtnis (Y-Maze) Verhalten (TST)
Immunhistologie Alterna- erste Wahl | Zeit im Vokalisati- | Rettungs-

tionen neuer Arm | neuen Arm | onen versuche
PCNA"-Zellen/ c | 0,048 0,102 -0,036 -0,079 -0,095
mm sgl p | 0,758 0,502 0,811 0,601 0,531
BDNF-Intensitit gl | ¢ | -0,245 -0,186 -0,159 0,153 0,084

p | 0,217 0,344 0,418 0,440 0,670

BDNF-Intensitit o | -0,388 0,080 0,036 0,360 0,118
pml p) | 0,045% 0,687 0,855 0,060 0,550
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raumliches Gedachtnis (Y-Maze) Verhalten (TST)
Immunhistologie Alterna- erste Wahl | Zeit im Vokalisati- | Rettungs-
tionen neuer Arm | neuen Arm | onen versuche

BDNF-Intensitét c | -0,278 -0,080 -0,112 0,121 0,010
CA3 p | 0,160 0,687 0,572 0,538 0,958
BDNF-Intensitét o | -0,264 -0,239 -0,261 0,028 -0,022
CAl p | 0,184 0,221 0,179 0,889 0,913
NeuN'-Zellen/mm® | ¢ | -0,310 0,091 -0,019 0,286 0,195
pml p) | 0,070 0,586 0,908 0,081 0,242
GroBe der NeuN' | ¢ | 0,054 0,365 0,151 0,227 0,253
Somata p | 0,756 0,024* 0,364 0,170 0,125
Zellkerne/ mm? c | -0,217 0,260 0,282 0,097 -0,260
pml p | 0,210 0,116 0,086 0,563 0,114
Caspase-3'-Zellen | o | 0,018 -0,053 -0,136 -0,110 -0,084
pml p | 0,920 0,753 0,415 0,511 0,617
nicht neuronale o |-0,134 0,264 0,389 -0,056 -0,411
Zellen pml p | 0,442 0,442 0,016* 0,739 0,010%*
Neuronalititsscore | o | -0,084 -0,029 -0,166 0,310 0,340
pml p | 0,630 0,864 0,319 0,058 0,037*
GFAP-area fracti- | o | -0,102 0,030 -0,214 0,070 0,081
on dg p | 0,567 0,858 0,204 0,683 0,632
GFAP-area fracti- | o | -0,106 -0,020 -0,193 0,037 0,314
on sgl p | 0,550 0,905 0,253 0,830 0,058
GFAP-area fracti- | o | 0,025 -0,360 -0,385 -0,110 0,191
on pml p | 0,895 0,036* 0,025%* 0,536 0,279
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Der tierexperimentelle Ansatz

Im Gegensatz zu post mortem-Studien an schizophrenen Patienten erlaubt es das Tiermodell,
tatsdchlich vergleichbare Voraussetzungen innerhalb und zwischen den Untersuchungsgruppen
herzustellen. Storgrofien, wie verschiedene Zeitdauer und Art der antipsychotischen Medikati-
on oder unterschiedliche Zeitspannen zwischen Versterben und Entnahme des Hirngewebes,
konnen hier durch einen einheitlichen Versuchsaufbau eliminiert werden. Im Gegensatz zu
Versuchen in der Zellkultur 14sst das Tiermodell jedoch auch die Beurteilung von Verhaltens-
dnderungen sowie die Identifizierung von ultrastrukturellen Verédnderungen innerhalb interes-

santer anatomischer Hirnregionen wie zum Beispiel dem Hippocampus zu.

5.1.2 Tiermodell der Schizophrenie auf Grundlage eines

NMDA-Rezeptorantagonismus

Das in der vorliegenden Untersuchung angewandte Tiermodell der Schizophrenie auf Grund-
lage eines NMDA-Rezeptor-Antagonismus ist durch eine bemerkenswerte Vielzahl von Paral-
lelen zum Krankheitsbild der Schizophrenie gekennzeichnet. Diese reichen von der molekula-
ren Ebene bis zu typischen Verhaltensauffélligkeiten [Rujescu et al., 2006]. Um die chronische
Natur der Schizophrenie nachzubilden, wurden MK-801-Dosen gewahlt, die weit unterhalb der
Schwelle lagen, die erforderlich ist, akute psychotische Symptome, neurologische Verdnderun-
gen oder gar eine Andsthesie hervorzurufen. In vorangegangenen Untersuchungen konnte je-
doch gezeigt werden, dass derart niedrige Dosen ausreichten, um Verdnderungen in
Genexpressionsmustern, elektrophysiologischen Parametern und ultrastrukturellen Eigenschaf-
ten zu bewirken [Grunze et al., 2000]. Aullerdem zeigten sich in diesem Tiermodell in einer
vorangegangenen Untersuchung unserer Arbeitsgruppe Defizite des Arbeitsgedachtnisses so-
wie Defizite des deklarativen Geddchtnisses, die zu jenen von schizophrenen Patienten analog
sind [Rujescu et al., 2006]. Bei Menschen, die {liber einen ldngeren Zeitraum PCP konsumiert
hatten, zeigten sich in einer Untersuchung von Jentsch und Roth [Jentsch and Roth, 1999] oft
Verhaltensauffalligkeiten, Einschrankungen der Kognition und Verdnderungen im zerebralen
Blutfluss, wie sie typischerweise bei an Schizophrenie erkrankten Patienten beobachtet wer-

den.

74



Diskussion

Die niedrig dosierte Verabreichung eines NMDA-Rezeptor-Antagonisten stellt derzeit eines
der am besten akzeptierten Tiermodelle der Schizophrenie dar [Jentsch and Roth, 1999]. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 verwandt. Dieser ist
im Gegensatz zu PCP und Ketamin selektiver [Crosby et al., 2002; Ellison, 1995; Wong et al.,
1986]. Die Verabreichung von 0,02 mg/ kg Korpergewicht intraperitoneal stellte sich in voran-
gegangenen Untersuchungen als ausreichend dar, um eine NMDA-Rezeptor-Unterfunktion bei
jungen Ratten zu induzieren ohne dabei akut neurotoxische Effekte zu verursachen [Rujescu et

al., 2006].

In post mortem-Studien stellt sich zumeist das Problem, der Schizophrenie zugrunde liegende
Veranderungen von den Behandlungseffekten einer antipsychotischen Medikation zu unter-
scheiden. Zur genaueren Beurteilung der Wirkung von Neuroleptika auf die untersuchten Pa-
rameter wurde daher eine Gruppe mit Haloperidol als Monotherapie und eine Gruppe sequen-
tiell mit MK-801 und dann mit MK-801 und Haloperidol behandelt. Letzteres sollte die
iibliche Situation imitieren, in der die neuroleptische Medikation auf eine gestdrte glutamater-
ge Transmission trifft, wie sie bei schizophrenen Patienten vermutet wird [Olney et al., 1999].
Fiir das klassische Neuroleptikum Haloperidol wurde eine Dosierung von 1 mg/ kg Korperge-
wicht intraperitoneal gewdhlt. In einer Studie von Farber et al. konnte gezeigt werden, dass

diese Dosis bei Nagern ausreicht, um D2-Rezeptoren zu blockieren [Farber et al., 2006].

5.1.3 Prinzip der neuronalen (pyramidalen) Disinhibition

Im Wesentlichen basiert der experimentelle Ansatz auf einer Disinhibition von Pyramidenzel-
len durch NMDA-Rezeptorantagonismus. Dieser Effekt wird iiber GABAerge (y-Amino-
Butterséure) Interneurone vermittelt, die zehn Mal so sensitiv fiir NMDA-Rezeptor-
Antagonisten sind wie Pyramidenzellen [Grunze et al, 1996]. Der NMDA-
Rezeptorantagonismus wirkt sich somit in der Bilanz weniger direkt auf die Pyramidenzellen
aus, als vielmehr indirekt iiber die GABA-ergen Interneurone. Diese iiben iiber rekurrente in-
hibitorische Projektionen eine hemmende Funktion auf exzitatorische Neurone aus. Die Inhibi-
tion GABAerger Interneurone flihrt somit zu einer verstirkten exzitatorischen Aktivitdt von

Pyramidenzellen (s. Abbildung 1.3).

Da AMPA- (0-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropion) und Kainatrezeptoren weitest-
gehend unempfindlich fiir die inhibitorische Wirkung von MK-801 sind, kommt es zu verstark-
ter Glutamatfreisetzung und umfassenden nachgeschalteten Effekten durch die glutamatvermit-
telte Exzitotoxizitdt mit Folgen fiir Verhalten und Wahrnehmung. Mit dem Modell der

pyramidalen Disinhibition wurde angestrebt, die Wirkung einer gestorten glutamatergen Neu-
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rotransmission, wie sie bei der Schizophrenie vermutet wird, auf das empfindliche Gleichge-
wicht von Neurogenese und Apoptose zu bewerten, die mogliche Ausbildung psychotischer

Eigenschaften zu erkennen und diese Parameter miteinander zu korrelieren.

5.1.4 Die immunhistologische Farbung

Das Prinzip der indirekten immunhistologischen Darstellung von Proteinen ist ein weitlédufig
angewandtes Verfahren. Hierbei wird zunéchst ein Primédrantikdrper appliziert, der spezifisch
gegen das darzustellende Antigen gerichtet ist. Zur ,,Sichtbarmachung wird dann ein zweiter
in irgendeiner Form markierter Antikorper verwendet, der spezifisch gegen den ersten Anti-
korper gerichtet ist. Die Markierung erfolgte bei den hier dargestellten Versuchen zum einen
iiber Fluorochrome, die anschliefend im Fluoreszenzmikroskop analysiert werden konnten.
AuBerdem kam das Prinzip der Meerrettichperoxidase-Reaktion zum Einsatz. Hierbei ist der
Zweitantikorper biotinyliert. In einem weiteren Schritt wird mit Meerrettichperoxidase mar-
kiertes Streptavidin hinzugefiigt, welches eine hohe Affinitdt zu Biotin aufweist. Im letzten
Schritt wird Diaminobenzidin hinzugegeben, welches von der Meerrettichperoxidase in Ge-
genwart von H,O, in einen unléslichen braunen Farbstoff umgewandelt wird. Auch dieses
System wird haufig angewendet und ist gut etabliert. Die verwendeten Primér- und Sekunda-
rantikorper waren laut Herstellerangaben jeweils fiir das zu detektierende Antigen spezifisch.
Jedoch ergab sich in der immunhistologischen Caspase-3-Detektion der Verdacht auf unspezi-

fische Zellfarbungen:

In der Caspase-3-Férbung fiel auf, dass der Anteil Caspase-3-positiver Zellen in allen Untersu-
chungsgruppen mit 22% sehr hoch war. Die Caspase-3-positiven Zellen waren zumeist ovalér
und maBen etwa 7 x 4 um. Insbesondere in der Kontrollgruppe war das gehiufte Vorkommen
apoptotischer Zellen nicht zu erwarten. Fiir die Positivkontrollen wurde Thymusgewebe von
juvenilen Ratten, welches der Involution unterliegt, entsprechend dem Standardprotokoll ge-
farbt, fiir die Negativkontrollen wurden Thymuspréparate entsprechend Standardprotokoll
geférbt, jedoch wurde dabei der Primér- und/ oder der Sekundérantikdrper weggelassen. In den
Positivkontrollen zeigten sich zahlreiche Caspase-3-positive Zellen, in den Negativkontrollen

wurden keine Zellen angeférbt.

In einer aus dem Institut fiir Pathologie der Tierdrztlichen Hochschule Hannover stammenden
Dissertation wird ebenfalls von der immunhistologischen Detektion von Caspase-3-positiven
Zellen in Hirnschnitten von Méusen der Kontrollgruppe berichtet [Schaudien, 2007]. Der ver-
wendete Primérantikdrper stammte wie in der hier vorliegenden Arbeit von Cell Signaling,

USA. Auch in der immunhistologischen Féarbung dieser Arbeitsgruppe wurden kleine, rundli-
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che, etwa 7um durchmessende Caspase-3-positiven Zellen gesehen. Anhand der Morphologie
dieser Zellen in der Himalaun-Gegenfiarbung vermuteten die Autoren, dass es sich entweder
um Lymphozyten oder Oligodendrozyten handeln konnte. Zur Erkennung um welche Zellty-
pen es sich tatsdchlich handelte, fiihrte diese Arbeitsgruppe anschlieBend eine Doppelfarbung
Caspase mit CD-3 (Lymphozyten) und CNPase (Oligodendrozyten) durch. Hierbei stellte sich
heraus, dass die Caspase-3-positiven Zellen zu jeweils 50% Lymphozyten oder Oligodendro-
zyten waren. Eine weitere Dissertationsarbeit, die am Institut fiir Tierpathologie der Ludwigs-
Maximilians-Universitdt Miinchen vorgelegt wurde, beinhaltet eine methodische Evaluierung
der immunhistochemischen Detektion aktivierter Caspase 3 im Hippocampus als Apoptosepa-
rameter nach inkompletter zerebraler Ischdmie bei der Ratte [Matz, 2003]. Es wurden
immunhistochemische Darstellungen von gesunden und von ischdmisch geschidigten Ratten-
hirnen mit polyklonalen Antikdrpern gegen aktivierte Caspase 3 verschiedener Hersteller
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich bei allen Herstellern eine in Abhéingigkeit von der Charge
mehr oder weniger auftretende Anfarbung von Zellen auch in den gesunden Tieren. Die Nega-

tivkontrollen waren auch hier jederzeit negativ.

Zusammenfassend scheint es bei den kommerziell erhéltlichen Aktivierte-Caspase-3-
Antikorpern bei der immunhistologischen Untersuchung von Hirnpréparaten zu einer unspezi-
fischen Detektion —ggf. von Lymphozyten oder Oligodendrozyten- zu kommen. Eine ausge-
prigte Zunahme der Apoptoserate wie sie nach einer cerebralen Ischdmie auftritt wurde dabei

jedoch trotz der unspezifischen Farbung erkannt.

5.1.5 Interpretation von immunhistologischen Farbungen

Eine allgemeine Einschrinkung immunhistologischer Befunde besteht darin, dass nicht beur-
teilt werden kann, ob es sich bei eventuell festgestellten Veriinderungen um Anderungen der
Zellzahl im Sinne von Proliferation und Zelltod der Antigen-exprimierenden Zellen handelt
oder ob es sich um Anderungen in der Expression der untersuchten Antigene handelt. Fiir die
in dieser Arbeit untersuchten Marker sowie fiir die Fragestellung spielt dies jedoch nur eine
untergeordnete Rolle. Insbesondere fiir die proliferations- und apoptoseassoziierten Proteine ist
bekannt, dass diese nur innerhalb einer bestimmten Phase der Zellteilung (PCNA) oder des
programmierten Zelltods bzw. der synaptischen Apoptose (aktivierte Caspase 3) exprimiert
werden [Paunesku et al.,, 2001; van Diest et al., 1998; Yuan and Yankner, 2000]. Ver-
danderungen von NeuN-exprimierenden Zellpopulationen sollten iiberwiegend auf Proliferation
und Zelltod beruhen. Eine Um- oder Entdifferenzierung reifer Neurone in eine andere Zell-

klasse als Grundlage fiir numerische Verdnderungen scheint unwahrscheinlich.
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Einzig GFAP nimmt hier eine Sonderposition ein, da dieses nicht nur von reifen Astrozyten
sondern auch von neuronalen Stammzellen in der subgranuliren Zone des Hippocampus
exprimiert wird (radiale Glia). Somit ist eine Unterscheidung zwischen ausdifferenzierten
Astrozyten und GFAP-positiven Stammzellen mit der GFAP-Férbung allein nicht moglich. Ein
grundlegendes Problem hierbei ist, dass es fiir neuronale Stammzellen im Gegensatz zu ande-
ren Stammzellen keine spezifischen Marker gibt [Maurer, 2005]. Durch die Wahl der Zahlarea-
le kann jedoch indirekt ein Hinweis fiir Anderungen der Zellpopulation der radialen Glia oder
der reifen Astrozyten erlangt werden. Je eine region of interest (ROI) waren die polymorphe
Zellschicht und die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus. Dagegen wurde als weiteres Mess-
areal ganz umschrieben die subgranuldre Zellschicht des Hippocampus gewihlt. Die GFAP-
positiven Zellen zeigten in der subgranuldren Zellschicht {iberwiegend eine strahlenformige
Anordnung der Zellausldufer, wie fiir die radiale Glia beschrieben. Anderungen der GFAP-
Dichte, die ausschlieBlich auf die subgranuldre Zellschicht beschrankt sind, konnten somit
moglicherweise insbesondere durch Anderungen in der Zellpopulation der radialen Glia her-

vorgerufen worden sein.

Die GFAP-Flidchendeckung pro Messfeld wird sowohl durch die Anzahl GFAP-positiver Zel-
len als auch durch das Ausmal} der glialen Veréstelungen beeinflusst. Daher 14sst sich anhand
der Messung der GFAP-Flachendeckung nicht differenzieren, in welchem Ausmal} eine nume-
rische Abweichung der Zellzahl oder eine unterschiedlich intensive Verdstelung der glialen
Zellen zugrunde liegen. Auch der mittlere Grauwert zur Bestimmung der BDNF-Intensitét
wird sowohl durch die Anzahl der BDNF-exprimierenden Zellen pro Messfeld als auch durch
die Intensitidt der BDNF-Expression beeinflusst.

Zur Untersuchung der Proliferationsrate in der subgranuliren Zone wurde der
immunhistologische Marker PCNA (proliferating cell nuclear antigen) gewahlt. Dieser wird
Zellzyklus-abhéngig exprimiert und wird in der Immunhistologie als etablierter Marker fiir
proliferierende Zellen eingesetzt [Paunesku et al., 2001; van Diest et al., 1998]. PCNA hat im
Gegensatz zu dem Mitosemarker BrdU, welcher bereits wihrend des Versuchs verabreicht
werden muss, den Vorteil, dass auch retrospektive Studien moglich sind, z.B. post mortem-
Studien. BrdU dagegen wird als Thymidinanalogon wihrend der S-Phase in proliferierende
Zellen eingebaut und dient somit ebenfalls als Marker fiir proliferierende Zellen, muss jedoch
in noch vitales Gewebe injiziert werden. Somit besteht mit dem Marker PCNA die Option, die
in dem Tierversuch erhobenen Daten mit post mortem-Daten von schizophrenen Patienten zu

vergleichen.
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Das PCNA-Protein ist ein Kofaktor der DNA-Polymerase 6. Es liegt als homotrimeres Protein
vor und befindet sich im Zellkern eukaryoter Zellen. Bei der DNA-Replikation umschlief3t es
ringformig den DNA-Strang und verhindert eine Dissoziation der DNA-Polymerase 6 von der
DNA-Matrize (s. Abbildung 5.1). PCNA gehort in dieser Funktion zu der Gruppe der DNA-
clamp-Proteine, die die DNA-Replikation unterstiitzen indem sie sich wie eine Klammer um

den DNA-Strang legen [Tan et al., 1986; Tan et al., 1987].

Subunit A

Subunit B

Abbildung 5.1:  Das homotrimere PCNA-Ringmolekiil mit den Untereinheiten A —C um-
schliefit den DNA-Strang wihrend des Replikationsvorgangs und verhindert dadurch eine Dis-
soziation der DNA-Polymerase 6 von der DNA-Matrize [McNally et al., 2010]).

Das mitotische und frithe postmitotische Stadium, in dem Zellen PCNA-positiv sind, geht der
Expression von Markern differenzierter Neurone oder Astrozyten voraus. Daher ist es zu die-
sem Zeitpunkt nicht moglich zu bestimmen, ob die PCNA-positiven Zellen zu glialen oder
neuronalen Zellen heranreifen werden. Andere Marker wie zum Beispiel Ki-67 oder Double-
cortin sind in dieser Hinsicht ebenfalls nicht iiberlegen. In der Literatur wird beschrieben, dass
die Mehrzahl dieser Progenitorzellen zu Granularzellen heranreift [Gould et al., 1997; Kem-

permann et al., 2004a].

5.1.6 Verhaltenstests

Um Effekte auf Verhalten und Gedichtnisleistung zu iiberpriifen, wurden Tests im Y-Maze
sowie der Tail Suspension Test angewandt. Die im Y-Maze durchgefiihrten Versuche lieBen
Aussagen iiber das raumliche Gedéchtnis und den allgemeinen Erkundungstrieb der Tiere zu:
Ein Test analysierte das spontan alternierende Verhalten im Y-Maze. In dem zweiten (zweizei-
tigen) Test wurde ein im ersten Teil des Tests blockierter Arm fiir den zweiten Teil des Tests

gedffnet und die Anzahl der Zugénge in den neuen Arm sowie die im neuen Arm zugebrachte
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Zeit gemessen. AuBerdem wurde erfasst, ob sich das Tier nach Offnen des zuvor verschlosse-
nen Arms als erstes in den neuen Arm begab, oder zunéichst einen bereits bekannten Arm be-
trat. Beide Tests basieren auf der Neigung von Ratten, eine fiir sie unbekannte Umgebung zu
erkunden [Lalonde, 2002] und sind géngige Verfahren zur Erfassung der rdumlichen Arbeits-
gedichtnisleistung bei Nagern [Brito et al., 1983; Dellu et al., 1992; Dellu et al., 2000; Mandil-
lo et al., 2008].

Dagegen wurden im Tail Suspension Test die Anzahl der versuchten Selbstrettungen und die
Anzahl der Vokalisationen gezdhlt. Es ist beschrieben, dass die Dauer der Immobilitdt mit der
Auspriagung depressiver Symptome korreliert [Hayase, 2008; Hayase, 2011; Varty et al.,
2003]. Analog hierzu wurden eine Verringerung der versuchten Selbstrettungen oder der Voka-
lisationen als Zeichen fiir Apathie (Negativsymptomatik) gewertet. Unterstiitzend fiir die An-
nahme, dass die Anzahl der Vokalisationen und die Anzahl der Selbstrettungen in dhnlicher
Weise zu interpretieren sind, zeigte sich, dass die Parameter hoch signifikant miteinander kor-

relierten (Spearman’s Koeffizient 0,491; p <0,001).

5.1.7 Genexpressionsanalyse

Microarrays sind eine géngige Methode um die Expression von mehreren Tausend Genen pa-
rallel zu erfassen. Es handelt sich hierbei um ein semi-quantitatives Verfahren, das, wie z.B.
der Northern Blot, auf dem Prinzip der DNA-Hybridisierung basiert [Lockhart et al., 1996].
Die aus dem zu untersuchenden Gewebe extrahierte mRNA wird zunichst mittels der reversen
Transkriptase in einzelstrangige cDNA (komplementire DNA) umgeschrieben. Diese cDNA
wird mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden hergestellt und kann dadurch anschlieend sicht-
bar gemacht werden. Auf dem Raster des Microarray-Chips sind in jedem Feld einzelstringige
Sequenzen der Gene, deren Expression untersucht werden soll, immobilisiert. Die cDNA-
Mischung wird auf den Chip gegeben, hierbei verbinden sich spezifisch die komplementiren
DNA-Striinge (Hybridiserung). Nach Abwaschen des Uberstandes wird die Fluoreszenzintensi-
tit in den Rastern des Chips erfasst [Nedeljka Tatarovic, 2007].

Technische Fehlerquellen der Microarray-Analyse sind unter anderem Unterschiede in der
mRNA-Qualitdt zwischen den Proben, ungleiches Auftragen der ¢cDNA-Mischung, unter-
schiedliche Mengen an DNA-Sonden in den Feldern des Chips, unspezifische DNA-
Bindungen, unspezifische Hintergrundstrahlung und Streustrahlung aus Nachbarfeldern sowie
technische Einschrinkungen der Fluoreszenzanalyse durch nicht lineare Transmission und
Sattigungseffekte [Yevhen Vainshtein, 2010]. Ein anderes grundsétzliches Problem ist durch

die Erfassung der Expression einer besonders groflen Anzahl von Genen bedingt und die damit
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einhergehende Moglichkeit von falsch-positiven Ergebnissen selbst bei einer insgesamt niedri-
gen Fehlerrate. Des Weiteren werden in diesem semi-quantitativen Verfahren nur Unterschiede
in der relativen Genexpression erfasst. Geeignet ist der Microarray somit zum Erkennen mog-
licher Kandidatengene innerhalb eines zu erforschenden Pathomechanismus. Zur Validierung
der Ergebnisse sollten die biologisch interessanten Gene, welche im Mircoarray differenziell
exprimiert werden, mit weiteren Verfahren untersucht werden. Hierzu bietet sich klassischer-
weise die quantitative PCR (polymerase chain reaction) an. Des Weiteren konnten z.B. mittels
Western Blot die Proteine der differenziell exprimierten Gene untersucht werden, um nachzu-
weisen, dass sich eine Verdnderung der mRNA-Menge auch tatsdchlich auf Proteinebene wi-

derspiegelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA der rechten Hippocampi der Versuchstiere extra-
hiert. Im Microarray wurden davon ca. 30.000 Sequenzen erfasst. Auf differenzielle mRNA-
Expression untersucht wurden hiervon die Gene, die in Zusammenhang mit der wissenschaftli-
chen Fragestellung dieser Arbeit stehen. Hierzu zdhlen gliale und neuronale Marker, Rezepto-
ren und Transporter des glutamatergen Systems sowie apoptotisch oder neuroprotektiv wirken-
de Proteine. Da die mRNA aus dem Gesamthippocampus gewonnen wurde, werden potentielle
Genexpressionsédnderungen innerhalb umschriebener hippokampaler Zellverbande moglicher-

weise nicht durch diese Untersuchung abgebildet.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Anderungen der hippokampalen Neuronen- und Ge-
samtzellzahl (Immunhistologie) in der vorliegenden

Arbeit und in der Literatur

Beim Vergleich der Neuronenzahl oder der Gesamtzellzahl pro Fldche in der polymorphen
Zellschicht des Hippocampus ficlen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behand-
lungsgruppen auf. Es zeigte sich lediglich ein Trend zu verminderter Neuronenzahl pro Flache
in den Tieren, die eine Koapplikation von MK-801 und Haloperidol erhalten hatten (pamk vs. )
= 0,070 im Mann-Whitney-U-Test), sowie ein Trend zu einer vermehrten Anzahl nicht neuro-
naler Zellen (Anzahl Zellkerne minus Anzahl NeuN" Zellen; Pavik vs. k) = 0,058). Berechnete
man jedoch den Anteil neuronaler Zellen an der Gesamtzellzahl (Neuronalitit), zeigte sich eine
Reduktion desselben in den Tieren, die eine MK-801- und Haloperidol-Koapplikation erhalten
hatten (pamk vs. k) = 0,017).
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Das tendenziell zahlenméBig erhdhte Vorkommen von nicht neuronalen Zellen in der poly-
morphen Zellschicht des Hippocampus in der Gruppe der MK-801 und Haloperidol-
Koapplikation kénnte auf eine Zunahme der Population der Mikroglia zuriickzufiihren sein.
Hierfiir spricht, dass die GFAP-Dichte in der polymorphen Zellschicht unverdndert war, somit
eine VergroBerung der zahlenméBig stirksten Zellpopulation im ZNS, der Astroglia, nicht ur-
sdchlich zu sein scheint. Eine Zunahme der Neuronenzahl in der polymorphen Zellschicht
wurde mit der NeuN-Immunbhistologie ausgeschlossen. AuBlerdem ist die Neuronenzahl bereits
negativ in dem berechneten Wert der ,,nicht-neuronalen” Zellen enthalten (Anzahl Zellkerne/
mm? minus Anzahl Neurone/ mm?). Nachdem Ependymzellen ausschlieSlich die inneren Ner-
venwasserraume auskleiden, bleiben als mogliches Substrat der zahlenméfBigen Zunahme einer
nicht-neuronalen und nicht-astrozytiren Zellpopulation im Hippocampus nur noch zwei im
ZNS bekannte Zellpopulationen {ibrig: die Oligodendrozyten und die Mikroglia. Am wahr-
scheinlichsten scheint eine reaktive Zunahme der immunkompetenten Zellen zu sein
(Mikroglia oder eingewanderte Lymphozyten/ Monozyten). Diese kommen z.B. nach exzitoto-
xischem Stress vermehrt vor. Diese Interpretation wird auch durch Befunde des Microarrays
gestiitzt, in dem sich in der HMK-Gruppe eine Zunahme der mRNA-Menge von neuroprotek-
tiven Faktoren zeigte, die iiblichweise nach exzitotoxischem Stress vermehrt exprimiert wer-

den (s. Abschnitt 5.2.3).

In bildgebenden Studien an schizophrenen Patienten wurden hiufig Volumenverluste in hippo-
kampalen und kortikalen Hirnregionen gefunden [Ebdrup et al., 2010; Venkatasubramanian,
2010]. Ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung des Hippocampus an der Pathogenese der Schi-
zophrenie erbrachte eine MRT-Studie an jungen Verwandten von schizophrenen Patienten.
Diese wiesen einen kleineren Hippocampus verglichen mit Personen ohne positive Familien-

anamnese auf [Ho and Magnotta, 2010].

Die in post mortem-Studien an schizophrenen Patienten erhobenen Daten beziiglich Verénde-
rungen neuronaler und glialer Zytoarchitektur zeigen ebenfalls héufig Volumenverluste in kor-
tikalen oder hippokampalen Arealen, bleiben aber insgesamt uneinheitlich. So wurde auch von
einer kompletten Abwesenheit zahlenméfiger Verdnderungen im gesamten Kortex
[Pakkenberg, 1993] oder im préfrontalen Kortex berichtet [Akbarian et al., 1995; Thune and
Pakkenberg, 2000]. Auch eine erhdhte neuronale Dichte im préfrontalen und okzipitalen Kor-
tex kam vor; dies wird von verschiedenen Autoren als sekundérer Effekt durch Riickgang des
Neuropil erkléart [Selemon et al., 1998; Selemon, 2004]. Ebenso wurde gezeigt, dass in Gehir-
nen schizophrener Patienten eine reduzierte Expression synaptischer Markerproteine vorlag

[Eastwood and Harrison, 1995; Mirnics et al., 2000; Thompson et al., 1998; Young et al.,
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1998]. In der hier vorliegenden Arbeit wurde keine verdnderte neuronale Gesamtzellzahl in der
polymorphen Schicht der mit MK-801 behandelten Tiere gefunden. Effekte auf bestimmte
Interneuronenpopulationen konnten hingegen nachgewiesen werden. Zum Beispiel zeigte sich
in der mit MK-801 behandelten Gruppe eine deutliche Reduktion der Anzahl Parvalbumin-
positiver Interneurone im Hippocampus [Braun et al., 2007]. Des Weiteren muss einschrén-
kend erwéhnt werden, dass eine Zahlung der dicht gepackten Neurone in der Kornerzellschicht
in der vorliegenden Untersuchung nicht erfolgte. Der Grofteil der im Rahmen der adulten
Neurogenese entstandenen Neurone entwickelt sich zu Kérnerzellen, so dass ein quantitativer
Effekt durch Anderungen der Neurogenese zuerst in der Kornerzellschicht zur Darstellung

kommen sollte.

5.2.2 Gliale Alterationen in der subgranularen Schicht und
differenzielle Expression glialer Gene im Gesamthippo-

campus nach MK-801- und Haloperidol-Koapplikation

In der Gruppe, die eine MK-801- und Haloperidol-Koapplikation erhalten hatte, zeigte sich
mittels der Funktion ,,area fraction in der Bildanalyse eine verminderte Dichte GFAP-
positiver Zellen bzw. Verastelungen in der subgranuldren Zellschicht. In den anderen unter-
suchten Regionen zeigten sich zwischen den Behandlungsgruppen keine signifikanten Unter-
schiede in der GFAP-Dichte. Auch bei der Untersuchung der GFAP-mRNA des gesamten Hip-
pocampus zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Dagegen fiel auf mRNA-
Ebene eine signifikant verminderte Expression des glialen hochaffinen Glutamattransporters
EAAT2 (GLT-1) in der MK-801- und Haloperidol-Koapplikations-Gruppe auf. Dieser spielt
zusammen mit der Glutamin-Synthetase, die die Reaktion von Glutamat zu Glutamin kataly-
siert, eine wesentliche Rolle im zerebralen Glutamatstoffwechsel. Uber die glialen Glutamat-
transporter wird das extrazelluldre Glutamat in die Astrozyten transportiert, wo es mittels Glu-
tamin-Synthetase zu Glutamin deaminiert wird. Zum Schutz vor glutamaterger Exzitotoxizitdt
sind EAAT?2 und die Glutamin-Synthetase daher unerlésslich. Auch die Glutamin-Synthetase
wurde in den Hippocampi der HMK-Tiere minderexprimiert. Zusammen ergibt sich hierdurch
ein erhohtes Risiko fiir Zellschdadigungen durch hohe extrazelluldre Glutamatlevel (Exzitotoxi-
zitdt). Die Befunde des Microarrays konnten somit moglicherweise eine pathomechanische
Erklarung fir die verminderte GFAP-Dichte in der subgranuldren Zone und fiir die tendenziell

verminderte Neuronenzahl in der polymporphen Schicht der HMK-Tiere liefern.

Eine eindeutige Differenzierung, welcher Anteil an der verminderten GFAP-Dichte in der
subgranuléren Zone durch einen Riickgang radialer Glia mit Stammzelleigenschaften bedingt

ist und welcher Anteil durch eine Reduktion ausdifferenzierter Astrozyten ohne Stammzellei-
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genschaften, kann mit der alleinigen GFAP-Férbung nicht erfolgen. Wie bereits in der Einlei-
tung beschrieben, gibt es keinen einheitlichen Marker fiir neuronale Stammzellen bzw. radiale
Glia [Maurer, 2005]. Radiale Glia kann GFAP-positiv oder GFAP-negativ sein. In Abhéngig-
keit von Zellzyklus und Subpopulation kénnen unter anderem die Intermedidrfilamente Vimen-
tin oder Nestin exprimiert werden [Dahl et al., 1982; Doetsch et al., 1999; Lendahl et al.,
1990].

Vieles spricht jedoch dafiir, dass der Verlust GFAP-positiver Zellen in der Gruppe, die eine
MK-801- und Haloperidol-Koapplikation erhielt, zum groflen Teil durch einen Verlust an radi-
aler Glia bedingt sein konnte, die zum einen selbst Stammzelleigenschaften besitzt und zum
anderen als Leitstruktur fiir die neuronale Migration dient: Einerseits handelt es sich um einen
ausschlieBlich auf die subgranulidre Zone beschrinkten Riickgang der GFAP-positiven Zellen,
der Ort an dem im Hippocampus Neurogenese stattfindet und fiir den bekannt ist, dass sich
hier radiale Glia mit Stammzelleigenschaften befindet. Andererseits zeigte sich im Microarray
eine signifikant niedrigere mRNA-Expression von Notchl. Notchl ist ein Transmembranpro-
tein, das in radialer Glia exprimiert wird [Tokunaga et al., 2004]. Astrozyten in der subgranuli-
ren Schicht, der proliferativen Zone des Hippocampus, exprimieren deutlich mehr Notchl als
Astrozyten in der Molekularschicht oder den Regionen CA1 bis CA3 [Sibbe et al., 2009]. Ho-
he Notchl-Level fithren zur Aufrechterhaltung der radialen-Glia-Identitdt und begiinstigen
somit neuronale und gliale Proliferation [Breunig et al., 2007; Li et al., 2008]. In der Zellkultur
tragt Notchl zur Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften neuronaler Progenitorzellen
bei [Woo et al., 2009]. Die Reduktion der Notch1-Expression in der Gruppe der Koapplikation
zusammen mit der verminderten Dichte GFAP-positiver Zellen in der subgranuldren Zell-
schicht, kann somit auf eine Notch1-abhingige Reduktion der radialen Glia in der subgranuli-

ren Zellschicht hindeuten.

Beziiglich glialer Alterationen nach Haloperidolapplikation konnte in einer Untersuchung an
Ratten nach 6-monatiger Haloperidolapplikation (1,5 mg/ kg Korpergewicht) gezeigt werden,
dass die Expression des glialen Glutamattransporters 1 (GLT-1, EAAT?2) signifikant vermindert
war [Schmitt et al., 2003]. An Makaken wurde nach chronischer Haloperidolgabe mit immun-
histologischen Methoden eine reduzierte Astrozytenzahl festgestellt [Konopaske et al., 2008].
Untersuchungen iiber den Effekt einer Haloperidolmedikation bei glutamaterger Dysfunktion
auf gliale Alterationen konnten bei der Literaturrecherche nicht gefunden werden. In der vor-
liegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die alleinige Haloperidolapplikation iiber eine
Woche keinen Effekt auf die gliale Ultrastruktur des Hippocampus hatte. Jedoch kam es bei

Aufeinandertreffen dieses Neuroleptikums auf eine durch NMDA-Rezeptorantagonismus be-
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stehende glutamaterge Dysfunktion, wie sie bei der Schizophrenie vermutet wird, zu einer
Rarefizierung von glialen Zellen in der subgranuldren Schicht. Diese Schicht ist von besonde-
rem Interesse, da in ihr neue Neurone entstehen, die —sofern sie iiberleben- in das hippokampa-

le Netzwerk integriert werden.

5.2.3 Hinweise flr einen neurotoxischen Effekt von Halope-
ridol bei glutamaterger Dysfunktion durch NMDA-

Rezeptor-Blockade

Interessant ist der Trend zu verminderter Neuronenzahl pro Fldche und der signifikante Riick-
gang der Neuronalitdt in der polymorphen Zellschicht der mit MK-801 und Haloperidol be-
handelten Gruppe. Dies wirft Fragen beziiglich einer méglichen Neurotoxizitdt von Haloperi-
dol bei schizophrenen Patienten auf. Neuere bildgebende Studien zeigen einen Zusammenhang

zwischen Haloperidolapplikation und Volumenreduktion der grauen Substanz:

In einem systematischen Review von 26 MRT-Studien zeigte sich in den Studien, welche neu-
roleptisch behandelte Patienten eingeschlossen hatten, eine einheitlichere Volumenreduktion
der grauen Substanz als in solchen Studien, in denen keine neuroleptisch behandelten Patienten
eingeschlossen waren. Die Autoren folgern hieraus, dass einige der volumetrischen Verénde-
rungen, die der Schizophrenie zugeschrieben werden, auch Effekte einer neuroleptischen Me-
dikation sein konnten [Moncrieff and Leo, 2010]. Eine weitere bildgebende Studie verglich
nach Erstmanifestation einer Schizophrenie volumetrische Verdnderungen der grauen Substanz
unter Haloperidol- oder Olanzapintherapie. Die Haloperidoltherapie war im Gegensatz zur
Olanzapintherapie signifikant mit einer Volumenreduktion von grauer Substanz vergesellschaf-
tet [Lieberman et al., 2005]. Untersuchungen zur Wirkungsweise von Haloperidol zeigten ei-
nerseits, dass dieses Neuroleptikum vor NMDA-induzierter Neurotoxizitét schiitzt [Ilyin et al.,
1996; Nishikawa et al., 2000]. Andererseits gibt es aber auch Hinweise, dass Haloperidol in
hippokampalen Neuronen oxidative Toxizitét {iber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) induziert [Post et al.,
1998]. Diese oxidative Toxizitdt wird unter anderem fiir die extrapyramidalen Nebenwirkun-
gen wie z.B. die tardive Dyskinesie verantwortlich gemacht [Diederich and Goetz, 1998;
Marsden and Jenner, 1980]. Haloperidol kann auBerdem {iber die Mitogen-aktivierte Protein-
kinase p38 neuronale Apoptose induzieren [Noh et al., 2000]. Dies konnte durch Applikation
eines NMDA-Rezeptorantagonisten nicht verhindert werden [Noh et al., 2000]. Somit gibt es
auch in der Literatur Hinweise auf eine mogliche neurotoxische Komponente von Haloperidol
bzw. auf einen durch Haloperidol induzierten Volumenverlust in bildgebenden Studien, die die

vorliegenden im Tiermodell erhobenen Daten stiitzen.
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5.2.4 Mdgliche zugrundeliegende Mechanismen der neuro-
nalen und glialen Veranderungen in der Gruppe der

MK- und Haloperidol-Koapplikation

Die mit einer Haloperidol- und MK-801-Koapplikation behandelten Tiere zeigten jedoch nicht
nur einen reduzierten Anteil neuronaler Zellen an der Gesamtzellzahl im Hilus des Gyrus den-
tatus, es zeigte sich auch eine Verminderung der GFAP-Dichte in der subgranuldren Zone des
Hippocampus. Hierbei handelt es sich um eine Zellnische, in der sich neuronale Stammzellen
befinden, die in Abhédngigkeit des Zellzyklus auch GFAP-positiv sind (radiale Glia) und die
auch im Erwachsenenalter noch neue Neurone generieren. Unterstiitzend fiir die Annahme,
dass die selektiv in der subgranuldren Zone bestehende Verminderung der GFAP-Dichte unter
anderem auf eine Reduktion der dort lokalisierten radialen Glia mit Stammzelleigenschaften
zurlickzufiihren sein konnte, zeigte sich im Microarray des Gesamthippocampus in derselben
Behandlungsgruppe eine Reduktion von Notch1. Notchl wird von radialer Glia exprimiert und
trdgt zum Erhalt der radialen-Glia-Identitdt sowie zur Selbsterneuerung der neuronalen

Stammzellen bei [Aguirre et al., 2010; Gaiano et al., 2000; Mizutani et al., 2007].

Trotz einer moglichen Reduktion der Population der radialen Glia in der subgranuldren Zone
des Hippocampus, gab es immunhistologisch in der PCNA-Farbung keine Hinweise fiir eine
verminderte Mitoserate in der subgranuldren Zone in der Gruppe der MK-801- und Haloperi-
dol-Koapplikation. Somit scheint eine verminderte Neurogenese als Ursache fiir die tenden-
ziell verminderte Neuronenzahl in der polymorphen Zellschicht unwahrscheinlich. Ein weite-
rer interessanter Ansatz, die Reduktion der glialen Dichte in der subgranuldren Zone des
Hippocampus mit dem tendenziellen Riickgang der Neuronenzahl in der polymorphen Zell-
schicht kausal zu verkniipfen, ergibt sich aus einer Studie von Song et al., in der gezeigt wurde,
dass gliale Zellen in der Zellkultur in der Lage sind, Stammzellen in Richtung einer neuronalen
Differenzierung zu instruieren [Song et al., 2002]. Eine Reduktion der glialen Zelldichte in der
subgranuléren Schicht kdnnte somit eine verminderte neuronale Differenzierung der neu gebil-
deteten Progenitorzellen nach sich gezogen haben. Dagegen spricht jedoch, dass die subgranu-
lar entstehenden Neurone iiberwiegend zu Kornerzellen heranreifen und nicht zu hildren Neu-
ronen [Gould et al., 1997], welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Somit sollte
eine Anderung des Anteils an Progenitorzellen, welche sich zu Neuronen differenzieren, kei-

nen wesentlichen Einfluss auf die Neuronendichte in der polymorphen Zellschicht haben.

Stattdessen zeigten sich im Microarray Hinweise fiir eine erhohte glutamaterge Exzitotoxizitét
in der Gruppe, die MK-801 und Haloperidol erhielt: Zum einen zeigte sich auf mRNA-Ebene

ein Anstieg von Transkripten, die typischerweise nach exzitotoxischem/ oxidativem Stress
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vermehrt gebildet werden. Hierzu gehoren der Transkriptionsfaktor NRF2 (NF-E2-related fac-
tor 2), die Thioredoxin-Reduktase und Peroxiredoxin 1 und -3 [Johnson et al., 2008; Kraft et
al., 2006; Lee et al., 2003a; Lee et al., 2003b; Vargas et al., 2008]. Zum anderen zeigte sich in
der HMK-Gruppe im Microarray eine Verminderung des fiir die Glutamatclearance aus dem
Extrazelluldrraum duBerst wichtigen glialen Glutamattransporters EAAT2 (GLT-1) sowie der
ebenfalls zur Glutamathomoostase unabdingbaren Glutamin-Synthetase. Diese katalysiert in
Gliazellen die Reaktion von Glutamat zu Glutamin und schiitzt somit vor glutamaterger Neuro-

toxizitat.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine mdglicherweise erhohte
Neurotoxizitdt von Haloperidol hin, wenn dieses auf eine glutamaterge Dysfunktion trifft, wie
sie bei der Schizophrenie vermutet wird. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach alleiniger Halo-
peridolapplikation bei gesunden Ratten (Gruppe HA) weder ein Trend zu einer reduzierten
neuronalen Zellzahl im Hippocampus, noch wurden Verdnderungen der glialen Ultrastruktur
oder eine differenzielle RNA-Expression glialer Marker detektiert. Auch die RNA-Expression
von neuroprotektiven Proteinen, die nach oxidativem Stress vermehrt gebildet werden, war in

den Hippocampi der Tiere, die ausschlieBlich Haloperidol erhalten hatten, nicht erhoht.

Zusammenfassend weisen die immunhistologischen Verdnderungen und die differenzielle
RNA-Expression im Hippocampus der HMK-Tiere auf eine erhohte glutamaterge Exzitotoxizi-
tdt aufgrund glialer Verdnderungen nach Haloperidolmedikation bei NMDA-
Rezeptorunterfunktion hin. Der tendenzielle Riickgang der Neuronenzahl zusammen mit dem
Trend zu einer zahlenméBig groferen Population an nicht neuronalen Zellen, die immunkom-
petente Zellen darstellen konnten, steht somit moglicherweise in Einklang mit den im Microar-
ray gefundenen Hinweisen fiir eine erhohte glutamaterge Exzitotoxizitit in der Gruppe der
MK-801- und Haloperidol-Koapplikation. Eine Ubersicht iiber die immunhistologischen Ver-
dnderungen und die Verdnderungen in der relativen RNA-Expression nach MK-801- und Ha-

loperidol-Koapplikation gibt die Abbildung 5.2 wieder.

Dass die signifikant verminderte GLT-1-RNA-Expression im Gesamthippocampus jedoch ein-
zig auf die selektive Reduktion der glialen Zellen in der subgranuldren Schicht zuriickzufiihren
ist, scheint unwahrscheinlich. Moglicherweise konnte es sich zusdtzlich um eine direkte Inter-
aktion zwischen den Pharmaka und GLT-1 handeln. Nach Deaktivierung des flir den meta-
botropen Glutamatrezeptor 3 codierenden Gens (GRM3) ist beispielsweise eine verminderte

GLT-1-Expression auf Proteinebene beschrieben [Lyon et al., 2008].
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Abbildung 5.2: Mégliche kausale Verkniipfung der hippokampalen Verdnderungen in der
Gruppe der MK-801 und Haloperidol-Koapplikation. Es zeigte sich ein Riickgang der GFAP-
positiven Zellfraktion in der subgranuldren Zellschicht (Astrozyten und/ oder radiale Glia). Im
gesamten Hippocampus war die mRNA-Expression des glialen Glutamattransporters GLT-1
und der vorwiegend in Gliazellen exprimierten Glutamin-Synthetase signifikant vermindert
(Microarray). Hierdurch ist eine erschwerte Glutamatclearance aus dem Extrazellularraum zu
erwarten. Hinweise auf tatsdchlich stattgehabte Exzitotoxizitit gibt der Anstieg der mRNA-
Expression von neuroprotektiven Proteinen (NRF2, Thioredoxin-Reduktase 1, Peroxiredoxin 1
und 3 im Hippocampus der HMK-Gruppe), welche iiblicherweise nach oxidativem/ glutama-

tergen Stress vermehrt exprimiert werden.

5.2.5 hippokampale BDNF-Expression (Immunhistologie und

Microarray) in diesem Versuch und in der Literatur

In den untersuchten Regionen Kornerzellschicht, polymorphe Zellschicht, CA3 und CAl
konnten zwischen den Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede der BDNF-
Intensitét festgestellt werden. Es fiel jedoch auf, dass ein in der Kontrollgruppe bestehender
Gradient in der BDNF-Expression zwischen den untersuchten anatomischen Regionen (CA1>
Kormerzellschicht> CA3> polymorphe Zellschicht) sich auch in der MK-801- und in der Halo-
peridolgruppe, jedoch nicht in der Gruppe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation dar-
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stellte. In dieser Gruppe war die BDNF-Expression in der CA1 in Relation zu den anderen drei
Regionen nicht mehr signifikant erhoht. In der Genexpressionsanalyse zeigte sich auf mRNA-
Ebene kein Unterschied in der BDNF-Expression zwischen den Behandlungsgruppen. Die
relative Menge der TrkB-mRNA-Transkripte war in der MK-801-Gruppe tendenziell -jedoch

nicht signifikant- verringert.

Ubereinstimmend mit der Tendenz zu niedrigerer TrkB-Expression im Hippocampus auf
mRNA-Ebene in dem hier angewandten tierexperimentellen Ansatz fanden Takahashi et al. in
einer post mortem-Studie mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) bei schizo-
phrenen Patienten eine reduzierte Expression von TrkB im Hippocampus sowie im prafronta-
len Kortex im Vergleich zu gesunden Personen. Dagegen war die BDNF-Expression im Hip-
pocampus und im anterioren Cingulum erhoht [Takahashi et al., 2000]. In einer
immunhistochemischen post mortem-Untersuchung zeigte sich dagegen eine intensivere
BDNF- und TrkB-Férbung in der hippokampalen Formation schizophrener Patienten [Iritani et
al., 2003]. AuBerdem fielen in dieser Untersuchung morphologische Unterschiede der TrkB-
exprimierenden Neurone auf, die die Autoren als Hinweis fiir eine Dysfunktion von TrkB bei
schizophrenen Patienten werteten [Iritani et al., 2003]. In einer weiteren post mortem-
Untersuchung mittels ELISA zeigte sich eine erhohte BDNF-Expression in Kortexarealen
schizophrener Patienten, in hippokampalen Arealen jedoch eine verringerte BDNF-Expression

[Durany et al., 2001].

Das BDNF-Gen gilt auflerdem als Kandidatengen der Schizophrenie, da der Valin/ Methionin-
Polymorphismus im Codon 66 (Val66Met) im BDNF-Gen die Wahrscheinlichkeit, eine Schi-
zophrenie zu entwickeln, erhoht. Menschen, die den Val/Met-Polymorphismus tragen, weisen
verglichen mit Menschen, die die Val/Val-Variante tragen, ein schlechteres rdumliches Arbeits-
gedichtnis auf [Egan et al., 2003; Hariri et al., 2003]. AuBerdem zeigten sich in MRT-Studien
bei Tragern der Val/Met-Variante kleinere hippokampale Volumina als bei Menschen, die die
Val/Val-Variante tragen [Pezawas et al., 2004; Szeszko et al., 2005]. Den Zusammenhang zwi-
schen dem Val66Met-Polymorphismus und der Entwicklung einer Schizophrenie wurde von
Hong et al an 93 schizophrenen Patienten und 198 gesunden Personen untersucht. Bei den
schizophrenen Patienten kam der Val66Met-Polymorphismus tendenziell héufiger vor. Das
Signifikanzniveau wurde jedoch verfehlt (p = 0,055). Verglich man jedoch nur die schizophre-
nen Patienten, die gut auf eine Clozapintherapie reagierten mit den gesunden Personen, so kam
in der Gruppe der Erkrankten der Val66Met-Polymorphismus haufiger vor (p = 0,023) [Hong
et al., 2003]. Numata et al. konnten in einer Studie an 159 Patienten zeigen, dass der

Val66Met-Polymorphismus einen Effekt auf das Alter der Erstmanifestation hatte. Das mittlere
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Alter der Erstmanifestation waren 27,5 Jahre bei Vorliegen der Val/Val-Variante und 22,9 Jah-
re bei Vorliegen der Met/Met-Variante [Numata et al., 2006]. Der Val66Met-Polymorphismus
scheint auBerdem die Anfilligkeit flir andere neuropsychiatrische Erkrankungen wie M. Alz-
heimer [Ventriglia et al., 2002], Depression [Sen et al., 2003] und bipolare Storungen [Neves-

Pereira et al., 2002] zu erhohen.

Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass es nach hoch dosierter MK-801-Gabe (3 mg/ kg
Korpergewicht) zu einer Reduktion der BDNF-mRNA-Expression im Hippocampus von Rat-
ten kam [Castren et al., 1993]. In einer weiteren Studie konnten Fumagalli et al. zeigen, dass es
zwei Stunden nach MK-801-Gabe (1 mg/ kg Korpergewicht) zu einer Reduktion der BDNF-
mRNA-Level im Hippocampus von Ratten kam [Fumagalli et al., 2003]. Wurden die Ver-
suchstiere jedoch erst sechs Stunden nach Verabreichung von 1 mg/ kg Kdrpergewicht MK-
801 getotet, war die nach zwei Stunden noch vorhandene BDNF-Reduktion bereits nicht mehr
nachzuweisen [Fumagalli et al., 2003]. In derselben Studie wurde auch eine niedrigere MK-
801-Dosis gewdhlt (0,1 mg/ kg Korpergewicht). Nach Verabreichung dieser niedrigeren Dosis
waren weder nach zwei noch nach sechs Stunden Verdanderungen des BDNF-mRNA-Levels zu
objektivieren. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich weder immunhistologisch noch auf
mRNA-Ebene eine Verinderung der BDNF-Expression im Hippocampus der Versuchstiere,
die MK-801 verabreicht bekommen hatten. Beriicksichtigt man die von Fumagalli gewonne-
nen Ergebnisse, so mag dies sowohl an der deutlich niedrigeren MK-801-Dosis als auch an
dem ldngeren Zeitraum (24 Stunden) zwischen letzter Medikamentengabe und T&tung der
Tiere liegen. In der vorliegenden Arbeit wurde iiber einen Zeitraum von drei Wochen eine sub-
andsthetische MK-801-Dosis von 0,02 mg/ kg Korpergewicht verabreicht. MK-801 in dieser
Dosis vermag keine akuten psychotischen Symptome oder neurologische Verdnderungen aus-
zuldsen. Die niedrige Dosis sowie die Verabreichung iiber drei Wochen sollten die chronische

Natur der Schizophrenie nachbilden.

In der o.g. Studie von Fumagalli et al. wurde aulerdem die Wirkung einer Koapplikation von
MK-801 (1 mg/ kg Korpergewicht) und Haloperidol (1 mg/ kg Korpergewicht) auf die BDNF-
Expression im Hippocampus untersucht. Nach MK-801- und Haloperidol-Koapplikation kam
es zu einer um 61 Prozent stirkeren BDNF-mRNA-Reduktion im Hippocampus der Ver-
suchstiere als nach alleiniger MK-801-Gabe [Fumagalli et al., 2003]. Dagegen waren nach
Haloperidolgabe alleine keine Verdnderungen der BDNF-mRNA-Expression im Hippocampus
zu beobachten. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden sowohl Haloperidol alleine als auch
eine Koapplikation von MK-801 und Haloperidol verabreicht, um das Aufeinandertreffen eines

Neuroleptikums auf einen gestorten Glutamatstoffwechsel durch NMDA-Rezeptor-
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Dysfunktion zu imitieren, wie es bei der Schizophrenie vermutet wird. Hier zeigte sich weder
nach ausschlieBlicher Haloperidolgabe noch nach MK-801- und Haloperidol-Koapplikation
eine Verdnderung der BDNF-Expression auf mRNA-Ebene (Microarray) oder auf Protein-
Ebene (Immunhistologie). Die fehlende Beeinflussung der hippokampalen BDNF-Expression
nach alleiniger Haloperidolgabe steht mit den Ergebnissen von Fumagalli et al. in Einklang. Im
Gegensatz zu den Untersuchungsbefunden von Fumagalli et al. kommt es in der vorliegenden
Arbeit jedoch nicht zu einer Reduktion der BDNF-Expression nach MK-801- und Haloperidol-
Koapplikation. Als mogliche Ursache kommt hierfiir ebenfalls wie bereits oben in diesem Ab-
schnitt beschrieben die deutlich niedrigere MK-801-Dosis sowie die lingere Latenzzeit zwi-

schen letzter Medikamentenapplikation und T6tung in Frage.

BDNF wird auBerdem eine wichtige Rolle bei der Langzeitpotenzierung zugeschrieben
[Aicardi et al., 2004; Thoenen, 1995]. Interessanterweise zeigte sich in der Zellkultur hippo-
kampaler Neurone, dass akute BDNF-Stimulation zu einer Heraufregulierung der Menge an
NMDA-Rezeptoruntereinheiten (NR) 1, 2a und 2b auf mRNA und auf Proteinebene fiihrte.
Dies war auBerdem mit einer erhohten Aktivitit der NMDA-Rezeptoren vergesellschaftet
[Caldeira et al., 2007]. Moglicherweise wird durch eine erhohte BDNF-Expression nach nied-
rig dosierter MK-801-Gabe oder bei schizophrenen Patienten somit zumindest zum Teil eine

vermutete glutamaterge Dysfunktion kompensiert.

Die Datenlage in post mortem-Studien bleibt widerspriichlich. BDNF und TrkB bleiben unter
anderem aufgrund ihrer engen Verkniipfung mit Mechanismen neuronaler Plastizitit wie Lang-
zeitpotenzierung und Neurogenese und ihrer Beeinflussung der glutamatergen Transmission
auf Basis des NMDA-Rezeptor-Systems weiter interessante Kandidaten zur Erkldrung der

Pathogenese der Schizophrenie und zur Entdeckung neuer therapeutischer Moglichkeiten.

5.2.6 Neurodegenerative Veranderungen und programmier-
ter Zelltod in der vorliegenden Arbeit und in der Litera-

tur (Immunhistologie und Microarray)

In der immunhistologischen Fluoreszenzdarstellung aktivierter Caspase-3-positiver Zellen
stellten sich keinerlei Unterschiede in der relativen Zellzahl pro Fliache in der polymorphen
Zellschicht zwischen den Behandlungsgruppen dar. Da apoptotische Zellen schnell aus dem
Gewebeverbund entfernt werden ohne Spuren zu hinterlassen, werden mit der cleaved-
Caspase-3 Féarbung nur Zellen dargestellt, die im Moment der Fixierung die Apoptosekaskade
durchlaufen. Mit einer Doppelfiarbung von NeuN und Caspase sollten dementsprechend neuro-

nale Zellen dargestellt werden, die in ein apoptotisches Stadium eingetreten sind. Der hohe
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Anteil Caspase-3-positiver Zellen in der vorliegenden Untersuchung entspricht im Vergleich
mit den Funden der in Abschnitt 5.1.4 genannten Arbeitsgruppen am ehesten einer unspezifi-
schen Féarbung, die den polyklonalen Caspase-3-Antikorpern offensichtlich zueigen ist. Mog-
lich ist auch, dass es sich um tatséchlich apoptotische Lymphozyten handelt, die im Rahmen
des natiirlichen Turn-overs Apoptose durchlaufen. Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der
unspezifischen Fiarbung moglicherweise bestehende Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen nicht detektiert werden konnten. Jedoch zeigte sich in der Arbeit von Schaudien auch,
dass eine deutlich erhohte Anzahl Caspase-3-positiver Zellen, wie sie nach einer Bornavirus-
Infektion auftritt, trotz der unspezifischen Farbung erkannt werden konnte [Schaudien, 2007].
In der vorliegenden Arbeit zeigten sich zwischen den Behandlungsgruppen keine Unterschiede
in der Intensitit der Farbung, in der Grof3e und Lokalisation der angefédrbten Zellen oder in der

Anzahl der Caspase-3-positiven Zellen.

Im Microarray zeigte sich ein Trend zu einer verminderten relativen Konzentration von Caspa-
se-3-mRNA-Transkripten in den MK-801-Tieren (p=0,054), somit wire tendenziell eine nied-
rigere Caspase 3 induzierte Apoptoserate anzunehmen. Jedoch war die mRNA der antiapopto-
tischen Proteine Bcl-2 und Bcl-w signifikant vermindert exprimiert und der Bax/Bcl-2-
Quotient erhoht, was auf eine proapoptotische Stoffwechsellage hindeutet. Auch aus einer an-
deren post mortem Studie ergaben sich Hinweise, dass die tatsdchliche Apoptoserate bei schi-
zophrenen Patienten reduziert sein kdnnte. Benes et al. konnten beispielsweise eine Verminde-
rung TUNEL-positiver, also apoptotischer Zellen im anterioren Cingulum schizophrener
Patienten zeigen [Benes et al., 2003]. In Analogie zu den Ergebnissen dieser Arbeit, fanden
auch Jarskog et al. in einer post mortem-Studie einen erhohten Bax/Bcl-2-Quotienten als Hin-
weis fiir eine proapoptotische Stoffwechsellage ohne eine signifikante Erhohung der Caspase-
3-Expression im Temporallappen von schizophrenen Menschen, stattdessen zeigte sich ein

Trend zu einer leichten Reduktion der Caspase-3-Expression [Jarskog et al., 2004].

Ubereinstimmend mit der {iberwiegenden Anzahl post mortem-Studien [Rajkowska et al.,
2002; Stark et al., 2004] konnten auch in der vorliegenden Arbeit in der mit MK-801 behandel-
ten Gruppe in den untersuchten anatomischen Regionen keine Verdnderungen hinsichtlich
einer reaktiven Gliose, wie sie bei klassischen neurodegenerativen Erkrankungen auftritt, ob-
jektiviert werden. Fine weitere Unterstiitzung der Glutamathypothese der Schizophrenie und
auch eine Untermauerung der Validitdt des hier zur Anwendung gekommenen Tiermodells
ergibt sich aus der Tatsache, dass analog zu den post mortem-Befunden an schizophrenen Pati-
enten von Jarskog et al. in der vorliegenden Arbeit eine proapoptotische Stoffwechsellage im

Sinne eines erhohten Bax/Bcl-2-Quotienten bei den mit MK-801 behandelten Tieren bestand
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[Jarskog et al., 2004]. Auch Wang et al. fanden nach NMDA-Rezeptor-Antagonismus eine
erhohte Bax/Bcl-X-Ratio [Wang et al., 2000]. Bcl-X ist ebenfalls ein antiapoptotisches Protein
der Bcl-Familie, somit ist die Bax/Bcl-X-Ratio, wie auch die Bax/Bcl-2-Ratio, ein Indikator

fiir eine proapoptotische Stoffwechsellage.

5.2.7 Veranderungen der adulten Neurogenese nach chroni-
schem NMDA-Rezeptorantagonismus in diesem Ver-
such (Immunhistologie und Microarray) und in der Li-

teratur

In der Gruppe der mit MK-801 behandelten Tiere wurden in der subgranuldren Schicht des
Gyrus dentatus doppelt so viele PCNA-positive Zellen in Relation zur Lange der Kornerzell-
schicht detektiert wie in der Kontrollgruppe. Im direkten Gruppenvergleich zwischen Kontroll-
und MK-801-Gruppe mittels Mann-Whitney-U-Test betrug der p-Wert 0,038. Wie in der Dis-
kussion der Methoden beschrieben, ist PCNA ein etablierter Marker fiir mitotische Zellen. Ein
vermehrtes Vorkommen PCNA-positiver Zellen ist somit als Mal3 fiir eine erhohte Proliferati-
onsrate zu werten. Da sich die Zdhlung der PCNA-positiven Zellen auf die subgranuldre Zell-
schicht beschrénkte, die sich durch ihre Figenschaft als Stammzellnische und Ort der adulten
Neurogenese definiert, sollte die Anzahl PCNA-positiver Zellen in dieser Schicht mit dem
AusmalB3 der Neurogenese korrelieren. Die relative PCNA-mRNA-Expression im gesamten
Hippocampus differierte dagegen nicht signifikant zwischen den Gruppen. Mit der Frage nach
Anderungen in der Stammzell-Proliferation wurde im Microarray auch die relative mRNA-
Expression der in neuronalen Stammzellen (in Abhéngigkeit von Zellzyklus und Subpopulati-
on) exprimierten Intermedidrfilamente Vimentin und Nestin untersucht. In den Hippocampi der
mit MK-801 behandelten Gruppe war die relative mRNA-Expression von Vimentin signifikant
erhoht. Dagegen zeigte sich in den mit Haloperidol oder einer MK-801- und Haloperidol-
Koapplikation behandelten Tieren keine Verdnderung der relativen mRNA-Expression von
Vimentin im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Nestin-Expression auf mRNA-Ebene unter-
schied sich nicht zwischen den Behandlungsgruppen. Die erhdhte relative Vimentin-mRNA-
Expression in den mit MK-801 behandelten Tieren kann zusammen mit der erhéhten Anzahl
PCNA-positiver Zellen in der subgranuldren Zellschicht des Hippocampus als Hinweis fiir eine

erhohte hippokampale Neurogenese bei den mit MK-801 behandelten Tieren gewertet werden.

Die Beobachtung, dass die chronische subanisthetische Gabe eines NMDA-
Rezeptorantagonisten zu einer gesteigerten Neurogenese im Hippocampus fiihrt, steht in Ein-

klang mit einer Arbeit von Keilhoff et al [Keilhoff et al., 2004]. Sie konnten mit der BrdU-
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Methode zeigen, dass die intraperitoneale Verabreichung von Ketamin in einer Konzentration
von 30 mg/ kg Kdrpergewicht an 5 aufeinanderfolgenden Tagen bei 8 Wochen alten Ratten zu
einer erhohten Anzahl sich teilender Zellen im Hippocampus fiihrt. Dass die Gabe von Halope-
ridol dagegen nicht zu einer erhdhten Zellteilung im Hippocampus fiihrt, steht in Uberein-
stimmung mit Ergebnissen von Schmitt et al. [Schmitt et al., 2004]. In dieser Arbeitsgruppe
wurde nach Verabreichung von entweder Clozapin oder Haloperidol mit der BrdU-Methode
(siche Abschnitt 1.8.2) keine Zunahme der Mitoserate im Hippocampus gesehen.. Auch in der
vorliegenden Arbeit war die hippokampale Proliferationsrate in der Haloperidolgruppe nicht

erhoht.

Uber die Rolle einer moglicherweise veridnderten Neurogenese im Krankheitsbild der Schizo-
phrenie ist bislang wenig bekannt. Am intensivsten erforscht ist der Zusammenhang zwischen
einer gestorten adulten Neurogenese und der Depression. Dieser Zusammenhang wurde ver-
mutet, nachdem tierexperimentell gezeigt werden konnte, dass Stress, ein der Depression oft-
mals vorausgehender Faktor, die Neurogenese im Hippocampus reduziert [Gould et al., 1997]

und dass eine antidepressive Therapie die Neurogenese erhoht [Malberg et al., 2000]

5.2.8 Hinweise fir eine gesteigerte hippokampale Neuroge-
nese mit proapoptotischer Stoffwechsellage ohne er-
hohte Apoptoserate in der MK-801-Gruppe in dieser
Arbeit

Die aus der vorliegenden Arbeit abgeleiteten Hinweise fiir das gleichzeitige Auftreten einer
gesteigerten Neurogenese (erhohte Anzahl PCNA-positiver Zellen in der subgranuldren Zone
des Hippocampus) und einer proapoptotischen Stoffwechsellage (erhéhter Bax/Bcl-2-Quotient
auf mRNA-Ebene) bei den mit MK-801 behandelten Tieren stehen in Einklang mit einer Stu-
die von Biebl et al., in der tierexperimentell der Zusammenhang zwischen Neurogenese und
programmiertem Zelltod untersucht wurde. In den Zonen, in denen Neurogenese stattfand
(BrdU-Methode), stellten sich auch viele apoptotische Zellen dar (TUNEL-Methode) [Biebl et
al., 2000]. Die Autoren folgern, dass der Apoptose eine regulatorische Funktion zukomme
indem durch sie iiberfliissige neu gebildete Neurone wieder eliminiert werden und der Mecha-
nismus der Apoptose somit der Selbst-Erneuerung neuronaler Netzwerke diene. Die gesteigerte
Neurogenese bei gleichzeitig bestehender proapoptotischer Stoffwechsellage deutet somit zu-
ndchst auf ein erhohtes ,, Turn-over®, also eine vermehrte Neubildung und Eliminierung von

(neuronalen) Zellen im Hippocampus.

94



Diskussion

Im Gegensatz zu der Untersuchung von Biebl et al., die am gesunden Rattenorganismus das
zahlenméBige Verhéltnis von Neurogenese und Apoptose im Hippocampus untersuchten,
ergaben sich in der vorliegenden Untersuchung am pharmakologischen Tiermodell der Schizo-
phrenie jedoch auf mRNA-Ebene keine Hinweise fiir eine erhohte Apoptoserate in den Tieren,
die eine gesteigerte Neurogenese aufwiesen. Sowohl immunhistologisch als auch auf mRNA-
Ebene war die Caspase-3-Expression im Hippocampus nicht erhoht. Im Microarray zeigte sich
sogar ein Trend zu einer verminderten Synthese von Caspase-3-mRNA. Diese Ergebnisse ste-
hen im Einklang mit post mortem-Untersuchungen an schizophrenen Patienten: Benes et al.
konnten beispielsweise eine Verminderung TUNEL-positiver, also apoptotischer Zellen im
anterioren Cingulum schizophrener Patienten zeigen [Benes et al., 2003]. Jarskog et al. fanden
trotz proapoptotischer Stoffwechsellage mit erhohtem Bax/Bcl-2-Quotienten einen Trend zu
verminderter Caspase-3-Expression im Temporallappen schizophrener Menschen [Jarskog et
al., 2004]. Zusammenfassend zeigen sich also in der MK-801-Gruppe Hinweise fiir eine ge-
steigerte hippokampale Neurogenese mit einhergehender proapoptotischer Stoffwechsellage im
Sinne eines erhdhten Bax/Bcl-2-Quotienten. Es scheint dabei jedoch nicht zu einer tatsichlich
erhohten Apoptoserate zu kommen. Eine Ubersicht iiber die differenzielle mRNA-Expression
und immunhistologische Verdanderungen in der MK-801-Gruppe ist der Abbildung 5.3 zu ent-

nehmen.

Ein Zusammenhang zwischen dem NMDA-Rezeptor-System und adulter hippokampaler Neu-
rogenese wurde bereits in vorangegangenen Studien gezeigt [Nacher et al., 2003]. Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass chronischer NMDA-Rezeptorantagonismus
mit MK-801 die Neurogenese in der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus erhoht. Diese
Daten stehen auf den ersten Blick im Widerspruch dazu, dass in funktionellen MRT-Studien
und post mortem-Studien wiederholt ein Verlust von hippokampalem Volumen in schizophre-
nen Patienten gefunden wurde. Somit konnte man bei schizophrenen Patienten scheinbar eine
verminderte Neurogenese erwarten. Fiir die Nettoneurogenese ist jedoch ein weiterer entschei-
dender Vorgang wichtig: die Selektion. Wie wihrend der embryofetalen und der frithen postna-
talen Hirnentwicklung, werden auch die in der adulten Neurogenese entstandenen Neurone zu
einem groflen Teil durch Apoptose wieder eliminiert [Biebl et al., 2000; Kuhn et al., 2005]. Die
Elimination findet direkt nach Abschluss des Zellzyklus und innerhalb der ersten 2 Wochen
statt, also in einem Stadium, in dem die Zellen Doublecortin (DCX) und Calretinin exprimie-
ren [Ehninger and Kempermann, 2008]. Neugebildete Neurone erhalten zuerst funktionelle
Synapsen des GABAergen Systems [Wang et al., 2005]. Die frithe GABAerge Innervation ist

essentiell fiir die Integration der neuen Neurone in bestehende Netzwerke [Ge et al., 2006]. Die
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Aktivierung von NMDA-Rezeptoren der sich entwickelnden Neurone spielt eine Rolle bei der

Regulierung des Zelliiberlebens [Tashiro et al., 2006].
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Abbildung 5.3: Ubersicht iiber die Befunde in der MK-Grupppe: in der PCNA-Firbung zeigte
sich ein Trend zu einer erhéhten Mitoserate in der subgranuldren Schicht, in welcher neurona-
le Stammzellen zeitlebens neue Nervenzellen generieren. Zusammen mit einer erhéhten mRNA-
Expression von in Stammzellen exprimiertem Vimentin und Notchl ergeben sich hieraus Hin-
weise fiir eine erhohte adulte Neurogenese im Hippocampus der Tiere nach chronischem
NMDA-Rezeptorantagonismus mit MK-801. Im Microarray zeigte sich eine deutliche Redukti-
on des antiapoptotischen Bcl-2 im Gegensatz zum proapoptotischen Bax, das nicht vermindert
exprimiert wurde. Hieraus ergibt sich eine Stoffwechsellage, die Apoptose begiinstigt. Jedoch
war die Caspase-3-Expression im Microarray nicht erhoht, sogar tendenziell eher vermindert.
Hieraus ergibt sich die Hypothese einer moglicherweise gestorten Apoptoseantwort auf proa-

poptotische Reize nach NMDA-Rezeptorantagonismus.

Eine interessante Studie von Ge et al. identifizierte iiber retrovirale Markierung neu entstande-
ne Granularzellen in verschiedenen Reifestadien. Es zeigte sich eine kritische Periode in einem
Zellalter von 1 bis 1,5 Monaten, in der die Zellen fiir Langzeitpotenzierung besonders emp-
fanglich sind [Ge et al., 2007]. Das heif3t, sic weisen eine gesteigerte Potenzierungsamplitude
und eine verminderte Auslosungsschwelle auf. Nach 1,5 Monaten hatte sich diese gesteigerte
Empfindlichkeit komplett zuriickgebildet. Somit zeigen die im Erwachsenenalter neu entstan-

denen Neurone beziiglich der Langzeitpotenzierung die gleichen Eigenschaften wie die Neu-
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rone im sich entwickelnden Hirn. Dass die gesteigerte neuronale Plastizitit der im Rahmen der
adulten Neurogenese neu enstandenen Nervenzellen voriibergehend ist, soll dem reifen hippo-
kampalen System erlauben, Stabilitét zu wahren und trotzdem durch neue Erfahrungen getrig-
gerte neuronale Plastizitdt durch die neu gebildeten Neurone moglich zu machen [Ge et al.,
2007].

5.2.9 Hypothese eines gestdrten Gleichgewichts zwischen
hippokampaler Neurogenese und Selektion der neuge-
bildeten Neurone als Grundlage limbischer Funktions-

einschrankungen nach NMDA-Rezeptorantagonismus

Zellproliferation und Apoptose befinden sich unter normalen Umstidnden in einem Gleichge-
wicht mit leichter physiologischer Tendenz Richtung Degeneration. Neue Neurone werden in
bestehende neuronale Netzwerke integriert und tragen zusammen mit apoptotischen Mecha-
nismen zu einer Art Homdoostase und neuronaler Plastizitét bei [Biebl et al., 2000; Lledo et al.,
2006; Song et al., 2002; van Praag et al., 2002]. Unter physiologischen Bedingungen besteht
Neurogenese im Erwachsenenalter in bestimmten Hirnregionen fort [Eriksson et al., 1998].
Dies wurde inzwischen bei allen diesbeziiglich untersuchten Siugetieren nachgewiesen. Je-
doch sind die genauen Funktionen dieser adulten Neurogenese noch nicht gesichert. Verschie-
dene Hypothesen werden in diesem Zusammenhang diskutiert. Gould et al. stellten die These
auf, dass die neuen Neurone direkt an der Konsolidierung von Informationen im hippokampa-
len Kurzzeitgedéchtnis beteiligt sind. Hier werden Informationen voriibergehend gespeichert
bis sie ggf. in einem anderen Hirnareal z.B. dem Neokortex dauerhaft gespeichert werden
[Gould et al., 1999c]. Kempermann et al. dagegen sind der Auffassung, dass die neu entstan-
denen Neurone nicht direkt fiir das Kurzzeitgedichtnis gebraucht werden, sondern dass das
Hinzufiigen neuer Neurone in den Gyrus dentatus einen adaptiven Mechanismus als Antwort
auf funktionelle Anforderungen darstellt und eine langfristig angelegte Optimierung der hip-
pokampalen Informationsprozessierung gewdihrleistet [Kempermann, 2002b]. Aimone et al.
postulieren, dass sich die in der adulten Neurogenese gebildeten Neurone direkt an der Bildung
hippokampaler Gedéchtnisspuren beteiligen und ihnen eine Funktion bei der Herstellung zeit-

licher Zusammenhinge zukommt [Aimone et al., 2006].

Entsprechend Wiskott et al. braucht das neuronale Netzwerk der hippokampalen Formation mit
zunchmender Erfahrung und Abspeicherung von Informationen neue Zellen, um eine ,,Uber-
konnektivitit“ bzw. einen von den Autoren als ,katastrophale Interferenz* bezeichneten Zu-

stand zu vermeiden [Wiskott et al., 2006]. Die katastrophale Interferenz ist ein Begriff aus der
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Neuroinformatik und beschreibt die Eigenschaft kiinstlicher neuronaler Netzwerke, beim Ler-
nen neuer Muster, die vorher gelernten Muster wieder zu ,,vergessen, da nun alle Synapsen
anders geschaltet sind. Wiskott et al. sehen in der hippokampalen Formation ein Netzwerk mit
der Funktion eines Autoencoders. Ein Autoencoder bezeichnet in der Neuroinformatik ein
Netzwerk, das in der Lage ist, Codierungen zu lernen und Datensétze komprimiert zu représen-
tieren. Es besteht aus drei Schichten: einer Eingabeschicht, einer oder mehrerer mittlerer
Schichten, die fiir das ,,Encoding” zustindig sind, und einer Ausgabeschicht. Die mittlere
Schicht hat dabei cine kleinere Anzahl Zellen als die Eingangs- und die Ausgangsschicht.
Wiskott et al. vermuten, dass dem Gyrus dentatus die Funktion der mittleren Schicht zukommt.
Mit Versuchen an kiinstlichen neuronalen Netzwerken konnte gezeigt werden, dass ein Enco-
der-Netzwerk tatsidchlich neue Muster lernen kann ohne alte zu vergessen, wenn der mittleren
Schicht neue ,,Zellen zugefiihrt wurden. Dadurch, dass im erwachsenen Gyrus dentatus neue
Neurone nachwachsen, konnten hier neue Muster gelernt werden ohne dabei alte Muster zu
verlernen [Wiskott et al., 2006]. Fiir diese Theorie spricht, dass Kempermann et al. zeigen
konnten, dass neu entstandene Neurone im Gyrus dentatus in das bestehende Netzwerk integ-

riert werden ohne dabei alte Neurone zu ersetzen [Kempermann et al., 2003].

Der Anteil der neuen Neurone, die in das bestehende hippokampale Netzwerk eingebaut wer-
den, ist variabel. Im Allgemeinen wird jedoch ein groBer Uberschuss an Progenitoren produ-
ziert und nur ein kleiner Anteil dieser Zellen zum langfristigen Uberleben ausgewihlt
[Kempermann et al., 2003]. Das Uberleben der neuen Neurone wird durch stimulierende kog-
nitive Faktoren positiv beeinflusst. Zum Beispiel konnte dies fiir den Aufenthalt in einer an
neuen Reizen reichhaltigen Umgebung nachgewiesen werden [Kempermann et al., 1997]. In
anderen Studien zeigte sich ein positiver Einfluss auf das Uberleben hippokampaler neu gebil-
deter Neurone durch kurzzeitiges Verhaltenstraining, das spezielle Anforderungen an die hip-
pokampale Funktion stellte [Dobrossy et al., 2003; Gould et al., 1999a]. Somit ist die prolifera-
tive Aktivitit der Vorlduferzellen ein schwacher Pradiktor der Nettoneurogenese. Der Grofteil
der Variabilitdt in der Gesamtneurogenese kann durch unterschiedlich starke Selektion zum
Uberleben erklirt werden [Kempermann et al., 2006]. Die neuen Neurone werden zum Gyrus
dentatus hinzugefiigt ohne schon vorhandene Granularzellen zu ersetzen und fiihren insgesamt
zu einem Wachstum dieser Struktur mit der Zeit [Crespo et al., 1986]. Das hippokampale
Wachstum ist im ersten Lebensjahr eines Nagetiers maximal und lédsst im Alter nach aufgrund
eines altersabhéingigen Riickgangs hippokampaler Neurogenese [Bizon and Gallagher, 2003].
Der genaue Mechanismus, iiber den chronischer NMDA-Rezeptorantagonismus die Neuroge-

nese stimuliert, bedarf weiterer Abklarung, z.B. mittels in vitro-Versuchen mit Stammzellen.
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Die Konstellation aus gesteigerter Neurogenese ohne gleichzeitige Erhohung der Apoptoserate
konnte auf eine gestorte Selektion der neu gebildeten Neurone durch eine erschwerte Antwort
auf proapoptotische Reize hinweisen. Eine mutmaBliche reduzierte oder verzégerte apoptoti-
sche Selektion von neu gebildeten Neuronen konnte zu bestimmten Symptomen der Schizo-
phrenie fithren, ohne dass sich dies letztendlich morphologisch in einem vergroBerten Hirnvo-
lumen bzw. einer hoheren Neuronendichte darstellt. Moglicherweise entspricht dies einem
Zustand der Uberkonnektivitit, die von Wiskott et al. als , katastrophale Interferenz** bezeich-
net wird [Wiskott et al., 2006]. Dieses vermutete erschwerte Entfernen von Neuronen aus dem
Hippocampus, die in einem gesunden Organismus durch Apoptose eliminiert werden wiirden,
z.B. weil sie ungeniigend oder fehlerhaft vernetzt sind, konnte eine Ursache fiir die vielfdltigen

Einschréankungen limbischer Funktionen bei schizophrenen Patienten sein.

5.2.10 Anderung des Verhaltens und der Gedachtnisleistung

Die Versuchstiere wurden auf Anderungen des Verhaltens und der Gedichtnisleistung unter-
sucht, die typischerweise im Rahmen einer Schizophrenie Einschrankungen erfahren kénnen.
Hierzu zdhlen zum einen das rdumliche Arbeitsgeddchtnis [Lee et al., 2008; O'Keefe and
Black, 1977], dessen regelrechte Funktionsweise eng mit der hippokampalen Formation ver-
kniipft ist. Das rdumliche Arbeitsgeddchtnis wurde anhand zweier Tests im Y-Kéfig untersucht.
Zum anderen wurden die Tiere im Tail Suspension Test auf Anzeichen fiir einen Initiativverlust
untersucht. Der Initiativverlust wird als Zeichen einer Apathie gewertet, welche ebenfalls im
Rahmen einer Schizophrenie haufig auftritt. Die Apathie gehort nach Andreasen zu den Nega-
tivsymptomen der Schizophrenie [Andreasen, 1982]. Im Tail Suspension Test wurde eine Re-
duktion an Rettungsversuchen oder Vokalisationen als Initiativverlust interpretiert. In dieser
Arbeit zeigten sich weder Unterschiede im Tail Suspension Test (Intitiativverlust) noch im Y-
Maze-Test (rdumliches Arbeitsgedédchtnis) zwischen den mit MK-801 behandelten Tieren und
den Tieren der Kontrollgruppe. Jedoch kam es sowohl bei den mit Haloperidol als auch bei den
mit einer MK-801- und Haloperidol-Koapplikation behandelten Tieren zu Verdnderungen ge-
geniiber den Tieren der Kontrollgruppe: Im Tail Suspension Test waren sowohl die Anzahl der

versuchten Selbstrettungen als auch der Vokalisationen gegeniiber den Kontrollen vermindert.

Wihrend in diesem Versuch in den mit MK-801 behandelten Tieren keine Auffalligkeiten hin-
sichtlich Apathie oder Einschrankungen des rdumlichen Gedéchtnisses zu verzeichnen waren,
konnte in einer vorangehenden Studie unserer Arbeitsgruppe in differenzierteren Tests gezeigt
werden, dass NMDA-Rezeptorantagonismus in subanisthetischer Dosis im Tiermodell der
Ratte Verhaltensdnderungen analog sowohl einer Positiv- als auch einer Negativsymptomatik

zu induzieren vermag [Rujescu et al., 2006].
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Interessant in der vorliegenden Untersuchung ist jedoch die Tatsache, dass die mit Haloperidol
und die mit einer MK-801- und Haloperidol-Koapplikation behandelten Tiere zwar keine Ein-
schrinkungen des rdumlichen Gedéchtnisses boten, jedoch im Tail Suspension Test Verhal-
tensdnderungen in Richtung Apathie (Negativsymptomatik) boten. Dies passt in gewissem
Mal zu der Tatsache, dass Haloperidol insgesamt die Negativsymptome schlechter beeinflusst
[Moller and Deistler, 2002; Tollefson and Sanger, 1997]. Von den Negativsymptomen wieder-
um am wenigsten wurden in einer Studie Aufmerksamkeitsstorungen und Apathie verbessert
[Labarca et al., 1993]. Zur Verbesserung der Negativsymptomatik wird daher zunehmend auf
eine zusitzlich zur neuroleptischen Medikation adjuvante Therapie mit NMDA-Rezeptor-
Agonisten wie Glycin oder D-Serin gesetzt [Heresco-Levy et al., 1996; Heresco-Levy and
Javitt, 2004]. Uber die iibereinstimmenden Befunde hinaus, dass Haloperidol Negativsympto-
me kaum positiv beeinflusst, geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch Hinweise
darauf, dass Haloperidol Negativsymptome sogar zu induzieren vermag. Und zwar sowohl in
gesunden Tieren (Haloperidol-Gruppe) als auch in Tieren, die eine glutamaterge Dysfunktion
aufweisen (Gruppe der MK-801- und Haloperidol-Koapplikation), wie sie im Krankheitsbild
der Schizophrenie vermutet wird. Ubereinstimmend mit diesem Befund, induzierte Haloperi-
dol in einer randomisierten Doppelblind-Studie an gesunden Probanden tatséchlich Negativ-

symptome [Artaloytia et al., 2006].

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit die Parameter der Verhaltenstests und die
hippokampalen immunhistologischen Befunde auf Korrelationen untersucht. Es fanden sich
statistische Zusammenhinge zwischen der BDNF-Intensitdt in der polymporphen Zellschicht
des Hippocampus und dem spontan alternierenden Verhalten im Y-Maze und zwischen der
durchschnittlichen GroBe der neuronalen Somata in der polymorphen Zellschicht des Hippo-
campus und dem Erstbetreten des zuvor verschlossenen Arms im Y-Maze als Mal} fiir das
raumliche Arbeitsgedédchtnis. Der Anteil neuronaler Zellen an der Gesamtzellzahl in der poly-
morphen Zellschicht korrelierte positiv mit der Anzahl Rettungsversuche im Tail Suspension
Test. Die GFAP-Flachendeckung in der polymorphen Zellschicht korrelierte mit zwei Parame-

tern des rdumlichen Arbeitsgedéchtnisses im Y-Maze.

BDNF stimuliert die Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippocampus und scheint einen positiven
Einfluss auf das rdumliche Arbeitsgeddchtnis auszuiiben [Figurov et al., 1996]. An BDNF-
Knock-out-Méusen konnten im Water-Maze-Test Einschrinkungen im réumlichen Lernen
gezeigt werden [Linnarsson et al., 1997]. Mizuno et al. zeigten an Méusen, die eine kontinuier-
liche intraventrikuldre Infusion mit BDNF-Antisense-Oligonukleotiden erhielten, Defizite des

raumlichen Arbeitsgeddchtnisses im Radial-Arm-Maze [Mizuno et al., 2000]. In der vorliegen-
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den Arbeit korrelierte ein Parameter des Y-Maze-Tests negativ mit der immunhistochemischen
BDNF-Intensitdt in der polymorphen Zellschicht des Hippocampus. Dies stimmt nicht mit den
iiberwiegenden Befunden in der Literatur iiberein. Die in der Literatur mehrfach replizierte
positive Korrelation zwischen BDNF-Expression im Hippocampus und rdumlichem Arbeits-
gedichtnis steht somit der hier gezeigten negativen Korrelation entgegen. Einschrédnkend zu
dem hier erhobenen Befund muss gesagt werden, dass die Fallzahl bei der immunhistochemi-
schen BDNF-Untersuchung klein war (n=28), da einige Préparate aufgrund von Artefaktbil-
dung nicht in die stéranfillige Messung des Grauwerts einbezogen werden konnten. Die Vali-
ditdt dieser signifikanten Korrelation wird des Weiteren dadurch eingeschrankt, dass von den
drei erfassten Parametern fiir die Leistungsfahigkeit des raumlichen Arbeitsgeddchtnisses le-
diglich einer mit der BDNF-Intensitdt der polymorphen Zellschicht des Hippocampus korre-
lierte.

Die durchschnittliche GroBe der neuronalen Somata im Hilus des Hippocampus korrelierte
positiv mit dem Erstbetreten des zuvor verschlossenen Armes als Parameter fiir das rdumliche
Arbeitsgedichtnis. Auch zu dieser Korrelation muss einschrinkend gesagt werden, dass bei
einer umfassenden Auswirkung der neuronalen Zellgrofie auf das Arbeitsgedédchtnis und einer
ausreichend groflen Fallzahl auch signifikante Korrelationen mit den anderen beiden Parame-
tern des rdumlichen Arbeitsgedédchtnisses im Y-Maze-Test zu erwarten gewesen waren. In der
Literatur ist ein Zusammenhang zwischen der Gréfle der neuronalen Somata und dem rédumli-
chen Arbeitsgeddchtnis vorbeschrieben: Isgor und Sengelaub fanden in einer tierexperimentel-
len Studie zu prénataler Exposition mit Sexualhormonen eine positive Korrelation zwischen
der GroBe neuronaler Somata in der CA3 und CA1 und dem Abschneiden im water maze-Test

als Parameter fiir das raumliche Arbeitsgedichtnis [Isgor and Sengelaub, 1998].

Die GFAP-Dichte im Hilus des Gyrus dentatus korrelierte in diesem Versuch negativ mit
gleich zwei Parametern des rdumlichen Gedéichtnisses im Y-Maze-Test. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Korrelationen von BDNF oder der neuronalen Somagrofle mit einem Pa-
rameter des Y-Maze-Tests, scheint die Korrelation der GFAP-Dichte in der polymorphen Zell-
schicht mit dem rdumlichen Arbeitsgedédchtnis valider zu sein. Zum einen war die Fallzahl der
immunhistologischen GFAP-Untersuchung grofler (n=37), zum anderen besteht eine gleich
gerichtete Korrelation mit zwei Parametern fiir das rdumliche Arbeitsgedéchtnis. In einer ande-
ren tierexperimentellen Studie ging eine postischdmisch erhohte GFAP-Expression im Hippo-
campus ebenfalls mit einer Dysfunktion des rdumlichen Arbeitsgedédchtnisses einher [Vicente
et al., 2009]. Nach repetitiven Fieberkrdmpfen kam es ebenfalls gleichzeitig zu einem Anstieg

der GFAP-Intensitét als auch zu Einschrankungen des rdumlichen Gedéchtnisses [Yang et al.,
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2009]. Zur Bestdtigung eines Zusammenhangs zwischen astrozytirer Dichte und schlechterer
Performance im Morris Water Maze verabreichten Yang et al. anschlieBend den Astrozyten-
modulator Propentofylline. Zusammen mit einer verringerten Astrozytendichte, zeigten die

Ratten nun eine bessere Leistung des rdumlichen Arbeitsgedachtnisses [ Yang et al., 2009].
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6 Schlussfolgerung

In dieser Untersuchung am Tiermodell der Schizophrenie, das auf einen chronischen NMDA-
Rezeptorantagonismus basiert, konnte gezeigt werden, dass es zu einigen hippokampalen Ver-
dnderungen analog zu post mortem-Studien an schizophrenen Patienten kommt. Insbesondere
konnte immunhistologisch mittels PCNA-Farbung tendenziell eine erhohte Mitoserate in der
subgranuldren Schicht des Hippocampus als Hinweis fiir eine erhohte Neurogenese nach
NMDA-Rezeptorantagonismus gezeigt werden. Des Weiteren zeigten sich im Microarray
Hinweise fiir eine proapoptotische Stoffwechsellage im Hippocampus ohne jedoch gleichzeitig
erhohte Caspase-3-Expression, d.h. offensichtlich ohne tatsdchlich erhohte Apoptoserate. Auch
dieser Befund steht im Einklang mit post mortem-Studien an schizophrenen Patienten. Die
immunhistologischen Befunde stiitzen somit die Validitdt des angewandten Tiermodells der
Schizophrenie und untermauern des Weiteren die These einer glutamatergen Dysfunktion im
Krankheitsbild der Schizophrenie. Verdnderungen, wie sie bei klassischen neurodegenerativen
Erkrankungen gefunden werden, zeigten sich in der vorliegenden Arbeit nicht. Es zeigten sich
im Hippocampus weder eine Gliose noch waren immunhistologisch oder auf mRNA-Ebene
eine erhohte Caspase-3-Expression zu verzeichnen. Die erhéhte adulte hippokampale Neuro-
genese zusammen mit einer proapoptotischen Stoffwechsellage, jedoch ohne relevante Erho-
hung der Apoptoserate, konnte auf eine apoptotische Dysfunktion hinweisen, bei der z.B. die
Selektion der neu gebildeten Neurone erschwert ist. In Abhéngigkeit von der Stabilitdt der
Verbindungen der neu entstandenen Neurone werden physiologischerweise ca. die Hélfte da-
von durch Apoptose wieder eliminiert. Eine hypothetische erschwerte Selektion von neu gebil-
deteten Neuronen im Gyrus dentatus konnte zu den vielféltigen limbischen Funktionsein-
schrinkungen bei NMDA-Rezeptor-Unterfunktion, wie sie auch im Krankheitsbild der

Schizophrenie vermutet wird, fiihren

In der Behandlungsgruppe, die zundchst den NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 und an-
schlieend eine Kombination aus Haloperidol und MK-801 erhielt (HMK-Gruppe), sollten
Wirkungen der neuroleptischen Medikation auf einen gestorten Glutamatstoffwechsel, wie er
bei der Schizophrenie vermutetet wird, untersucht werden. Hierbei zeigten sich auf mehreren
Ebenen Hinweise fiir eine erhdhte Toxizitdt der Haloperidolmedikation, wenn diese auf eine
NMDA-Rezeptor-Dysfunktion trifft, im Gegensatz zur Haloperidolwirkung im gesunden Ge-
hirn. Zum einen war in der Koapplikationsgruppe immunhistologisch die Dichte der GFAP-
positiven Zellen und Zellausldufer ganz umschrieben in der subgranuldren Zone vermindert.
Ausgehend von dieser Zone findet auch im erwachsenen Gehirn kontinuierlich in geringem

Ausmal} Neurogenese statt. Bekannt ist, dass an der adulten Neurogenese GFAP-positive Glia-
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zellen, die Stammzelleigenschaften besitzen (radiale Glia), maBgeblich beteiligt sind. Eine
mogliche Reduktion der radialen Glia ist aufgrund der selektiv auf die subgranulire Zell-
schicht begrenzten Verminderung der GFAP-Dichte in der HMK-Gruppe wahrscheinlich. Ein
reduzierter Anteil neuronaler Zellen an der Gesamtzellzahl sowie ein Trend zu einer vermin-
derten Neuronenzahl in der polymorphen Zellschicht und zu einem erhéhten Anteil nicht-
neuronaler Zellen, die moglicherweise Mikroglia entsprechen, in der HMK-Gruppe gaben
Hinweise auf eine mogliche Neurotoxizitit. Des Weiteren war in der Gruppe, die sowohl MK-
801 als auch Haloperidol erhalten hatte, im Genarray die mRNA-Menge von neuroprotektiven
Faktoren, die iiblicherweise nach oxidativem Stress auftreten, signifikant erhoht. Viel spricht
daher fiir eine erhohte glutamaterge Exzitototoxizitit in der Gruppe der MK-801- und Halope-
ridol-Koapplikation, welche z.B. durch den Riickgang der Gliazellen, die im ZNS hauptver-
antwortlich fir die Glutamatclearance sind, mitbedingt bzw. verstarkt sein konnte. Die Hin-
weise fiir eine erhohte Exzitotoxizitit durch Haloperidolgabe bei NMDA-Rezeptor-
Unterfunktion, wie sie auch bei schizophrenen Patienten vermutet wird, lassen weiterfiihrende
Studien zur Arzneimittelsicherheit und zur Erkundung der zugrundeliegenden Pathomechansi-

men wiinschenswert erscheinen.
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7 Zusammenfassung

Volumetrische Studien, post mortem-Studien und klinische Verdnderungen im Rahmen einer
Schizophrenie legen nahe, dass die hippokampale Formation eine zentrale Rolle bei der Ent-
stehung und im Verlauf dieser Erkrankung spielen konnte. Nachdem 1998 erstmalig adulte
hippokampale Neurogenese beim Menschen nachgewiesen wurde, sind nun vollkommen neue
Forschungszweige entstanden, die die physiologische Bedeutung sowie mogliche pathologi-
sche Verdnderungen in verschiedenen Krankheitsbildern untersuchen. Gleichzeitig wurde der
Formenkreis der neurodegenerativen Krankheiten beschrieben. In der vorliegenden Arbeit
wurde an einem auf chronischen NMDA-Rezeptorantagonismus mit MK-801 basierenden
Tiermodell der Schizophrenie an juvenilen Ratten untersucht, ob es zu Veranderungen der hip-
pokampalen Neurogenese oder zu neurodegenerativen Mechanismen kommt. Hierzu wurden
immunhistologische Farbungen des Mitosemarkers PCNA, des glialen Markers GFAP, des
Nervenwachstumsfaktors BDNF, des neuronalen Markers NeuN und der Effektorcaspase 3
durchgefiihrt. Im Microarray wurde die relative mRNA-Expression von Genen, die im Zu-
sammenhang mit Neurogenese, Apoptose und dem Glutamatstoffwechsel stehen, untersucht.
Neben der Kontrollgruppe und der mit MK-801 behandelten Gruppe (MK) erhielten zwei wei-
tere Behandlungsgruppen entweder Haloperidol allein (HA) oder eine Kombination aus MK-
801 und Haloperidol (HMK). Hierdurch sollte die Wirkung eines klassischen Neuroleptikums
bei einem gestorten Glutamathaushalt, wie er bei der Schizophrenie vermutet wird, tiberpriift
werden. In der MK-801-Gruppe (MK) zeigte sich tendenziell eine hohere Anzahl mitotischer
Zellen in der subgranuldren Zone des Hippocampus -eine Nische, in der noch im Erwachse-
nenalter Neurogenese stattfindet. Im Microarray zeigte sich aulerdem die RNA-Menge von
Vimentin, einem Intermedidrfilament, das auch in Stammzellen exprimiert wird, erhoht. Die
relative mRNA-Menge des antiapoptotischen Bcl-2, nicht aber des proapoptotischen Bax, war
in der MK-Gruppe deutlich vermindert, was auf eine proapoptotische Stoffwechsellage hin-
deutet. Weder im Microarray noch in der Immunhistologie konnten jedoch Hinweise fiir eine
tatsdchlich erh6hte Apoptoserate gefunden werden. Die hippokampale BDNF- Expression war
zwischen den Behandlungsgruppen nicht verdndert. Insgesamt ergaben sich in der MK-801-
Gruppe somit Hinweise fiir eine gesteigerte hippokampale Neurogenese und eine proapoptoti-
sche Stoffwechsellage ohne jedoch tatsdchlich erhohte Apoptoserate. Dies konnte auf eine
gestorte  Selektion der neu gebildeteten hippokampalen Neurone bei NMDA-
Rezeptorunterfunktion, wie er bei der Schizophrenie vermutet wird, hinweisen und gleichzeitig
Substrat der vielféltigen limbischen Funktionseinschrankungen im Krankheitsbild der Schizo-

phrenie sein.
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In der HMK-Gruppe kam es zu einer Verminderung der GFAP-Dichte selektiv in der subgra-
nuldren Zone des Hippocampus sowie im Microarray zu einer Verminderung des in radialer
Glia exprimierten Notchl. GFAP wird sowohl von reifen Astrozyten als auch von radialer Glia
exprimiert, die Stammzelleigenschaften besitzt. In Zusammenschau des rein auf die subgranu-
lare Zone begrenzten Riickgangs der GFAP-Dichte sowie der gleichzeitig verminderten hippo-
kampalen Notchl-RNA-Expression konnte eine Reduktion insbesondere der radialen Glia
diese Befunden zugrunde liegen. Des Weiteren zeigte sich eine vermehrte mRNA-Expression
neuroprotektiver Gene, die iiblicherweise nach oxidativem Stress auftreten, sowie eine gerin-
gere mRNA-Menge der fiir die Glutamathomoostase auferordentlich wichtigen Glutamin-
Synthetase und des Glutamattransporters EAAT2. Beide werden haupséchlich von Gliazellen
exprimiert. Insgesamt scheint es in der Gruppe der Haloperidol und MK-801-Koapplikation
somit zu einer erhohten glutamatergen Exzitotoxizitidt durch Stérungen des glialen Glutamat-
stoffwechsels gekommen zu sein. Die Koapplikation von Haloperidol und MK-801 entspricht
einer Haloperidolmedikation bei NMDA-Rezeptorunterfunkion, wie sie bei der Schizophrenie
vermutet wird. Daher sollten die Hinweise filir eine erhohte glutamaterge Exzitotoxizitdt in
dieser Behandlungsgruppe Anlass zu weiteren differenzierenden Studien beziiglich der

zugrundeliegenden Pathomechanismen und beziiglich der Arzneimittelsicherheit geben.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

AMPA .....coooeiieieeee, a-Amino-3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionat
Aqua bidest. .......ccccvvererennene. Zweifach destilliertes Wasser (aqua bidestillata)
Aqua dest. .......cceevvierreennn. Destilliertes Wasser (aqua destillata)

|70 S Bcl-2 associated X Protein; proapoptotisches Protein der Bel-2-Familie
Bel-2.oiie antiapoptotisches Protein (B-cell lymphoma 2)
Bel-Weeieeeeeeeeee antiapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie
Bel-Xoieeeeeeee antiapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie
BDNF...oooviiiieieeieeeeee, brain derived neurotrophic factor
BrdU......cooveeiiiiiiiieee, Bromdesoxyuridin

CA e, Ammonshorn (Cornu ammonis)

Ca' e, Calciumion

CAMP ..o, zyklisches Adenosinmonophosphat

Caspase .....ooververererirerirenenns cysteinyl-aspartate specific protease

CDNA .o complementary DNA

CNPase.....ccocvvevveeniieereenne, 2',3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase
D2-Rezeptor.......ccccvveeevenneee. Dopaminrezeptor der D2-Gruppe

DAB ..ottt Diaminobenzidin

DAPT ..o, 4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol

DCX o Doublecortin

Af e Freiheitsgrade (degrees of freedom)

DNA ..ot Desoxyribonukleinsiure (deoxyribonucleic acid)
EAAT ..o, Excitatory amino acid transporter

EDTA oo, Ethylendiamintetraacetat

ELISA ..o, enzyme linked immunosorbend assay

F o Teststatistik

GABA ....coeeeeeee, v-Aminobuttersdure

GFAP....oooiiiiiineie glial fibrillary acidic protein
GLAST..coiiinineneceeees glial glutamate and aspartate transporter

GLT i, glialer Glutamattransporter
G-Protein.........cooceeveeneenens Guaninnucleotid bindendes Protein

Gruppe HA......covvvveee. Gruppe der mit Haloperidol behandelten Tiere
Gruppe HMK ...................... Gruppe der mit MK-801 und Haloperidol behandelten Tiere
Gruppe K..ooovveevieiieieee, Kontrollgruppe

Gruppe MK ......occvvieis Gruppe der mit MK-801 behandelten Tiere
HCloooiieeeee, Chlorwasserstoffsdure, Salzsdure

HIER ..ot hitzebasierte Epitopdemaskierung (heat induced epitopic retrieval)
HRP..oooviieeeeee Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
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in situ end-labeling

Kaliumion

Langzeitpotenzierung (long term potentiation)
Methionin

Magnesiumion

Dizocilpin

Max-Planck-Institut

Boten-RNA (messenger ribonucleic acid)
Magnetresonanztomographie

Millivolt

Natriumion

Natriumchlorid

Natriumhydroxid, Natronlauge

neuronal nuclear protein

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

N-Methyl-D-Aspartat
NMDA-Rezeptoruntereinheit
NF-E2-related factor 2

Neuronenspezifische Enolase

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (Phosphate buffered Saline)
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung mit 0.05% Triton-X100

Proliferating cell nuclear antigen, DNA polymerase o processivity factor,

cyclin

Phencyclidin

polymerase chain reaction

potentia hydrogenii
Replikationsfaktor C
Ribonukleinsédure (ribonucleic acid)
region of interest
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosinkinase B

Tail Suspension Test

TdT-mediated-dUTP-nick end-labeling

World Health Organization
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