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Zusammenfassung

Die N-methyl-D-aspartat-Rezeptor Autoimmunenzephalitis (NMDAR AE) ist eine erst
kirzlich beschriebene Autoimmunerkrankung des Gehirns, die durch Autoantikorper ge-
gen die GIuN1 Untereinheit des NMDAR ausgeldst wird. Klinisch kommt es oft zu einem
charakteristischen, phasenhaften Verlauf. Die Erkrankung beginnt haufig mit grippalen
Beschwerden, bevor sich psychiatrische Symptome wie Personlichkeitsveranderungen,
Wahn oder Halluzinationen manifestieren. In diesem Stadium ist die Unterscheidung zu
primar psychiatrischen Erkrankungen, wie der Schizophrenie, sehr schwierig. Weiterhin
entwickeln sich neurologische Ausfélle, welche von Sprach- oder Gedachtnisstérungen
bis hin zum Koma reichen. Betroffene mussen aufgrund der vital bedrohlichen neurolo-
gischen Manifestationen hadufig wochenlang auf Intensivstation behandelt werden. Bei
frihzeitigem Therapiebeginn bestehen sehr gute Heilungschancen. Trotzdem bleiben bei
vielen Patientinnen lang anhaltende kognitive Defizite bestehen.

Die molekularen Pathomechanismen der Erkrankung sind bisher wenig untersucht. In hu-
manen Autopsien sieht man unter anderem eine inflammatorische Reaktion mit starker
Mikrogliaaktivierung im Hippokampus. Aus Zellkulturexperimenten ist bekannt, dass die
Antikorperbindung an offenen NMDAR zu einer Verlinkung und Internalisation des
NMDAR fihrt. Dies resultiert in einer Verminderung der oberflachlichen NMDAR Dichte
und einer Reduktion der NMDAR abhangigen postsynaptischen Strome und dementspre-
chend in einer NMDAR Hypofunktion. Zudem gibt es erste Hinweise, dass vor allem im
Hippokampus neben den exzitatorischen Pyramidenzellen auch inhibitorische Interneu-
rone betroffen sind. Insbesondere durch abweichende Rezeptoreigenschaften zwischen
den Zelltypen konnten Interneurone anders durch NMDAR Antikorper beeinflusst wer-
den. Eine Dysfunktion der inhibitorischen Interneurone konnte das feine Gleichgewicht
zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Signalen im Hippokampus storen. Diese pa-
thophysiologischen Veranderungen hippokampaler Schaltkreise bei NMDAR Autoim-
munenzephalitis sind bisher kaum untersucht. Die Erforschung dieser inhibitorischen
Schaltkreise ist fur ein besseres Verstandnis der Pathogenese der NMDAR Enzephalitis
von groRer Relevanz. Erkenntnisse Uber die Folgen der Antikdrper induzierten Internali-
sierung der NMDAR konnten auch fir andere, ebenfalls durch eine NMDAR Hypofunktion
bedingte Erkrankungen des zentralen Nervensystems, wegweisend sein.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die strukturellen Veranderungen dieser inhibitori-
schen Interneurone zu untersuchen. Der Fokus lag hierbei auf der Untersuchung von So-
matostatin (SST) - exprimierenden Interneuronen, einer Untergruppe inhibitorischer Ner-
venzellen, die eine zentrale Rolle in Lern- und Gedachtnisprozessen spielt und in vielen
neuropsychiatrischen Erkrankungen beeintrachtigt ist. Die Besonderheit dieser Interneu-
rone ist, dass sie sogenannte dendritische Dornen (stachelartige Membranfortsatze) aus-
bilden. Dendritische Dornen beherbergen Postsynapsen - Veranderungen ihrer Dichte,
Form und Dynamik kénnen daher Hinweise auf eine Veranderung der Funktionalitat und
Konnektivitat dieses Interneuronentypes sowie Stérungen hippokampaler neuronaler
Schaltkreise liefern. Zur Visualisierung der dendritischen Dornen nutzte ich eine trans-
gene Mauslinie, welche ein grin fluoreszierendes Protein (GFP) in SST-positiven Inter-
neuronen exprimiert. Durch eine chronische Infusion von NMDAR Autoantikoérpern in die
Ventrikel von Madusen wird ein Tiermodell der NMDAR AE generiert. Da im Hippokampus
die maximale Antikorperbindung nachweisbar war, konzentrierte ich mich flr meine
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Untersuchungen auf die CA1 und CA2 Regionen des Hippokampus. In konfokalen Aufnah-
men der Hirnschnitte zeigte sich eine Dichtezunahme der gesamten Dornen nach NMDAR
Autoantikorper Infusion im Vergleich zu Kontrollantikdrperinfusion. Bei einer Untersu-
chung der morphologischen Parameter imponierten kiirzere Dornen mit kleineren Dor-
nenkopfen in der NMDAR AE Gruppe. Dendritische Dornen kénnen anhand ihrer Form in
die Gruppen ,stummelformig”, ,dinn” und ,pilzférmig” eingeteilt werden. In der Analyse
dieser Untergruppen konnte ich eine Zunahme der stummelféormigen Dornen nach
NMDAR Autoantikorper Infusion beobachten. Dies zeigt, dass Postsynapsen auf SST-In-
terneuronen morphologische Anpassungen nach NMDAR Autoantikorper Exposition im
Sinne einer Zunahme dendritischer Dornen durchlaufen, welche maoglicherweise einen
kompensatorischen Mechanismus auf die veranderte Netzwerkaktivitat darstellen. Da Sy-
napsen dynamische Strukturen sind, welche neugebildet werden oder verloren gehen
konnen, untersuchte ich die Kinetik der dendritischen Dornen im Rahmen einer chroni-
schen in vivo Zwei-Photonen mikroskopischen Studie. Hier liefs sich interessanterweise
keine Veranderung der Dynamik und Umsatzrate dendritischer Dornen infolge einer
NMDAR Autoantikdrperexposition nachweisen.

Da Mikroglia nachweislich auch die Dichte und Form von Synapsen modulieren kénnen,
untersuchte ich im zweiten Teil der Arbeit anhand des Mausmodells der NMDAR Enze-
phalitis sowohl morphologische Veranderungen als Hinweis auf eine Aktivierung von
Mikrogliazellen, als auch deren Potential synaptische Strukturen zu entfernen. In konfo-
kalen Aufnahmen Iba-1 markierter Mikrogliazellen fanden sich starke morphologische
Veranderungen der Mikrogliazellen als Zeichen ihrer Aktivierung nach NMDAR Autoanti-
korper Infusion. Mikroglia interagieren mit synaptischen Elementen, wobei sie synapti-
sche Fragmente umschlingen und eliminieren (engl. synaptic engulfment). In konfokalen
immunbhistologischen Aufnahmen quantifizierte ich die Kolokalisation von synaptischen
Strukturen und Lysosomen in Mikroglia. Hierbei zeigte sich keine verdanderte Aufnahme
exzitatorischer oder inhibitorischer prasynaptischer Fragmente Uber lysosomale Stoff-
wechselwege. Interessanterweise zeigte sich jedoch nach NMDAR Autoantikérperexpo-
sition eine verringerte Lokalisation exzitatorischer synaptischer Fragmente in Mikroglia
bei unveranderter Kolokalisation mit lysosomalen Markern. Diese Daten suggerieren,
dass die Uberwachung synaptischer Strukturen durch Mikroglia beeintrachtigt seien
kdnnte, was moglichweise den Dorneniberschuss SST-exprimierender Interneurone be-
dingen konnte.

Zusammengefasst zeige ich in dieser Arbeit, dass es zu kompensatorischen morphologi-
schen Veranderungen der postsynaptischen Dornen SST - exprimierender inhibitorischen
Interneurone nach NMDAR Autoantikorperinfusion kommt. Aullerdem zeige ich, dass es
im Mausmodell der NMDAR AE zu einer Aktivierung von Mikrogliazellen und einer mog-
licherweise verminderten Interaktion von Mikroglia mit exzitatorischen Synapsen kommt.
Diese Veranderungen zeigen, dass nicht nur exzitatorische Nervenzellen, sondern auch
inhibitorische Interneurone und Mikroglia durch NMDAR Autoantikdrper betroffen sind
und zur Storung der Netzwerkfunktion beitragen konnen.



Abstract

N-methyl-D-aspartate receptor autoimmune encephalitis (NMDAR AE) is a recently iden-
tified autoimmune brain disorder that is triggered by autoantibodies against the GIuN1
subunit of NMDAR. The disease follows a characteristic course, beginning with upper res-
piratory complaints, followed by psychiatric symptoms such as personality changes, de-
lusions or hallucinations manifest. At this stage, it is very difficult to distinguish it from
primary psychiatric ilinesses such as schizophrenia. Neurological deficits develop, ranging
from speech or memory disorders to coma. Affected patients often require intensive care
for weeks due to the life-threatening neurological manifestations. Early treatment im-
proves the chances of recovery. Nevertheless, many patients still suffer from long-lasting
cognitive deficits.

The molecular pathomechanisms of the disease have been scarcely studied to date. Hu-
man autopsies show an inflammatory reaction with strong microglial activation in the
hippocampus. Cell culture experiments revealed that antibody binding to open NMDAR
leads to a linking and internalisation of the NMDAR. This results in a reduction of the
superficial NMDAR density and NMDAR-dependent postsynaptic currents, leading to
NMDAR hypofunction. Not only excitatory cells, but also hippocampal inhibitory inter-
neurons seem to be affected. Due to differing receptor properties between the cell types,
interneurons could be affected differently by NMDAR antibodies. A dysfunction of inhib-
itory interneurons could disrupt the fine balance between excitatory and inhibitory sig-
nalling in the hippocampus. These pathophysiological changes of hippocampal circuits in
NMDAR AE have hardly been investigated. Studying these inhibitory circuits is crucial for
a deeper understanding of the pathogenesis of NMDAR AE. Insights into the effects of
antibody-induced internalisation of NMDAR could also have groundbreaking implications
for other central nervous system disorders linked to NMDAR hypofunction.

The first aim of this work was to investigate the structural changes in inhibitory interneu-
rons. The focus was on the investigation of somatostatin (SST)-expressing interneurons,
a subgroup of inhibitory neurons that plays a central role in learning and memory pro-
cesses and is impaired in many neuropsychiatric diseases. SST interneurons form so-
called dendritic spines (spine-like membrane protrusions). Dendritic spines harbour
postsynapses - changes in their density, shape and dynamics can therefore provide indi-
cations of a change in the functionality and connectivity of hippocampal neuronal circuits.
A transgenic mouse line that expresses a green fluorescent protein (GFP) in SST-positive
interneurons was used to visualize dendritic spines. An animal model of NMDAR AE is
generated by chronic infusion of NMDAR autoantibodies into the ventricles of mice. Since
the maximum antibody binding was detectable in the hippocampus, | focussed my inves-
tigations on the CA1 and CA2 regions of the hippocampus. Confocal microscopy showed
an increase in the density of the total spines after NMDAR autoantibody infusion com-
pared to control antibody infusion. An examination of the morphological parameters re-
vealed shorter spines with smaller spine heads in the NMDAR AE group. Dendritic spines
can be categorised into the groups ‘stubby’, ‘thin” and ‘mushroom-shaped’ based on their
shape. When analysing these subgroups, | observed an increase in stubby spines after
NMDAR autoantibody infusion. This shows that postsynapses on SST interneurons un-
dergo morphological adaptations after NMDAR autoantibody exposition in the sense of
an increase in dendritic spines, which may represent a compensatory mechanism for the
altered network activity. Since synapses are dynamic structures that can be newly formed
X



or lost, | investigated the kinetics of dendritic spines in a chronic in vivo two-photon mi-
croscopic study. Interestingly, there was no change in the dynamics and turnover rate of
dendritic spines after NMDAR autoantibody exposure.

As microglia have also been shown to modulate the density and shape of synapses, the
second part of the thesis focusses on both morphological changes as an indication of
microglial cell activation and their potential to remove synaptic structures in the mouse
model of NMDAR AE. Confocal images of Iba-1 labelled microglial cells showed strong
morphological changes of the microglial cells as a sign of their activation after NMDAR
autoantibody infusion. Microglia interact with synaptic elements by engulfing and elimi-
nating synaptic fragments (synaptic engulfment). The colocalization of synaptic struc-
tures and lysosomes in microglia was quantified in confocal images. There was no change
in the uptake of excitatory or inhibitory presynaptic fragments via lysosomal metabolic
pathways. However, after NMDAR autoantibody exposure there was a reduced localisa-
tion of excitatory synaptic fragments in microglia with unchanged colocalization with ly-
sosomal markers. These data suggest that the surveillance of synaptic structures by mi-
croglia may be impaired, possibly causing the spine excess of SST-expressing interneu-
rons.

In summary, NMDAR autoantibodies induce compensatory morphological changes in SST
interneurons and activate microglia in a mouse model of NMDAR AE, possibly leading to
impaired interactions with excitatory synapses. These findings highlight the involvement
of both excitatory and inhibitory neurons, as well as microglia, in NMDAR AE pathophys-
iology and network dysfunction.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 NMDAR-Enzephalitis
1.1.1 N-methyl-D-aspartat-Rezeptoren

N-methyl-D-aspartat-Rezeptoren (NMDAR) sind Liganden-gesteuerte, ionotrope Rezep-
toren im zentralen Nervensystem (ZNS), welche bei Aktivierung erregende postsynapti-
sche Signale auslésen und eine zentrale Rolle in Erinnerungs- und Lernprozessen spielen
(Traynelis et al. 2010). Der NMDAR besteht aus vier Untereinheiten: Zwei GIuN1 Un-
tereinheiten (mit acht verschiedenen Subtypen) und zwei GIuN2 (GIuN2A-D) oder GIuN3
(GIuN3A-B) Untereinheiten (Hansen et al. 2021; Traynelis et al. 2010). Bei Aktivierung
des Rezeptors kommt es durch den Einstrom von Natrium und Calcium zu einer Depola-
risation, dem exzitatorischen postsynaptischen Signal (EPSP). Dieses wird mit anderen sy-
naptischen Vorgangen verrechnet und kann zu der Generierung eines Aktionspotenzials
fihren (Booker and Wyllie 2021; Magee 2000).

Die Besonderheit des Rezeptors ist, dass flr eine Aktivierung sowohl die gleichzeitige Bin-
dung von Glutamat und Glycin oder D-Serin, als auch die Lésung der spannungsabhangi-
gen Blockade durch extrazelluldres Magnesium notwendig ist (Hansen et al. 2018). Diese
Magnesium-Blockade ist vor allem bei Ruhepotential oder in einem hyperpolarisierten
Zustand der Zelle effektiv und |16st sich bei Depolarisation (Mayer et al. 1984; Mony and
Paoletti 2023; Nowak et al. 1984). Nachdem eine pra- und postsynaptische Aktivierung
vorliegen muss, um eine Offnung des NMDAR zu bewirken, werden diese auch als Koin-
zidenz-Detektoren bezeichnet (Bliss and Collingridge 1993; Gribkova and Gillette 2021).
Erwahnenswert ist auch der langsame Beginn und die lange Dauer der postsynaptischen
Stromkomponente Uber mehrere hundert Millisekunden (Lester et al. 1990), sowie die
relativ hohe Permeabilitdt fur Calcium (MacDermott et al. 1986; Mayer and Westbrook
1987). Dieser NMDAR abhangige Calcium Einstrom reguliert intrazellulare Signalwege
und ist entscheidend flr Prozesse der synaptischen Plastizitdt (Pagano et al. 2021;
Traynelis et al. 2010). Andererseits kann es bei einer NMDAR Uberaktivierung zu einer
Calcium abhdngigen neuronalen Toxizitat, auch ,excitotoxicity” genannt, kommen (Choi
et al. 1988; Olney 1969). NMDAR kdnnen sowohl neuronale Plastizitat und Aktivitat for-
dern, als auch Nervenzellen téten. Dieses Paradoxon kann durch die unterschiedliche Lo-
kalisation der Rezeptoren erklart werden: Bei Aktivierung synaptischer NMDAR flhrt die
intrazellulare Verarbeitungskaskade zum Abruf von Uberlebensférdernden und plastizi-
tatsrelevanten Programmen, bei Aktivierung extrasynaptischer NMDAR fihrt sie zur Ak-
tivierung von Zelltodsignalen (Hardingham and Bading 2010; Pagano et al. 2021). Auch
die Zusammensetzung des Rezeptors aus verschiedenen GluN2 Untereinheiten kann
Uber die Auswirkung einer Aktivierung entscheiden. GIuUN2A enthaltende Rezeptoren
scheinen sich eher innerhalb der Synapse zu befinden und neuronales Uberleben zu for-
dern, wahrend NMDAR mit GIuN2B eher extrasynaptisch liegen und mit Zelltod assoziiert
sind (Kabir et al. 2019; Ladagu et al. 2023; Parsons and Raymond 2014). Durch ihre ein-
zigartigen Eigenschaften haben NMDAR eine zentrale Rolle in Lern- und Gedachtnispro-

zessen (Dupuis et al. 2023; Paoletti et al. 2013). Eine Dysfunktion des Rezeptors tritt bei
1
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verschiedenen neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen wie beispielsweise der
Alzheimer Erkrankung oder der Schizophrenie auf und die Erforschung des Rezeptors
birgt potenzielle neue Therapiemoglichkeiten (Nakazawa and Sapkota 2020; Yu et al.
2023).

1.1.2 Die klinische Manifestation und Behandlung von Anti-NMDAR Autoimmunenze-
phalitis

Die Anti-NMDAR Autoimmunenzephalitis (NMDAR AE) ist eine vor ungefahr 20 Jahren
erstmals beschriebene Autoimmunerkrankung, bei der Antikdrper gegen die GIuN1 Un-
tereinheit des NMDAR ein komplexes neuropsychiatrisches Krankheitsbild auslésen (Abb.
1a) (Dalmau et al. 2008; Kreye et al. 2016). Diese Autoimmunenzephalitis betrifft vor al-
lem junge Menschen und besonders hadufig Frauen. Sie ist auRerdem mit dem Auftreten
von Tumoren assoziiert, wobei hauptsachlich ovarielle Tumore beobachtet werden
(Dalmau et al. 2008; Nguyen and Wang 2023). Es wurde postuliert, dass durch apoptoti-
sche Tumorzellen Antigene freigesetzt werden, welche dann Uber Antigen-prasentie-
rende Zellen dem Immunsystem zugefiihrt werden und zur Bildung von Plasmazellen fih-
ren. Nach Uberquerung der Blut-Hirn-Schranke kommt es zu einer erneuten Stimulation,
Affinitatsreifung und einer klonalen Expansion durch Reifung zu Antikérper- produzieren-
den Plasmazellen (Martinez-Hernandez et al. 2011). Ein anderer haufig diskutierter Aus-
|6ser ist die Herpes-Simplex Enzephalitis, welche zur Bildung von NMDAR Autoantikor-
pern (NMDAR AK) fihren kann. Vermutlich kommt es durch neuronale Degeneration und
Entziindung zu einer Antigenprasentation und zur Reifung von Plasmazellen (Armangue
et al. 2014; Dalmau 2016; Quade et al. 2023).

Bei vielen der Patientinnen tritt ein Prodromalstadium mit unspezifischen Symptomen
wie Kopfschmerzen, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall oder respiratorischen Symp-
tomen auf. Erst ein bis zwei Wochen spater entwickeln sich dann vielfaltige psychiatrische
Symptome (Dalmau et al. 2011; Zhao et al. 2023). Sehr typisch sind beispielsweise neu
auftretende, haufig aggressive oder bizarre Verhaltensveranderungen, Halluzinationen
oder Wahn. Es sind auch affektive Storungen wie Stimmungsschwankungen, Depression
oder Manie beschrieben (Dalmau et al. 2011; Warren et al. 2018). Viele der Patientlnnen
stellen sich mit diesen Auffalligkeiten zuerst in psychiatrischen Einrichtungen vor und
werden auch haufig fehldiagnostiziert (Dalmau et al. 2008; Dalmau et al. 2011; Subeh et
al. 2021). Im Vergleich zu primar psychiatrischen Erkrankungen entwickeln sich die Symp-
tome der NMDAR AE jedoch wesentlich schneller als bei Patientinnen ohne psychiatri-
sche Vorgeschichte oder Familienanamnese (Warren et al. 2018). Bei Patientinnen mit
NMDAR AE kommt es nach dieser initialen psychiatrischen Phase zu schweren neurologi-
schen Manifestationen. Hierbei kommt es beispielsweise oft zu epileptischen Anfallen,
Sprach- und Gedachtnisauffalligkeiten und Bewusstseinsverlust, aber auch zu Katatonie
und Dyskinesien. Zusatzlich kommt es zu autonomen Symptomen wie Hyperthermie,
wechselnder Tachy- bzw. Bradykardie oder Bluthochdruck. Die Patientinnen werden teil-
weise im Verlauf komatds und mussen beatmet werden. In diesem Zustand sind die
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Betroffenen oft nur noch auf einer Intensivstation fihrbar (Dalmau et al. 2011; Xu et al.

2021).
d
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Abbildung 1: NMDAR Autoimmunenzephalitis. a) Klinische Stadien der NMDAR AE mit einer grippedhn-
lichen Prodromalphase, psychiatrischen und neurologischen Manifestationen und lang anhaltenden
kognitiven Defiziten (Abbildung modifiziert aus Dalmau et al. 2019). b) Molekularer Mechanismus der
NMDAR AE. Die Antikérper binden an GIuN1 Untereinheiten der NMDAR, was zu einer Quervernetzung
und Internaliserung der Rezeptoren und damit zu einer verminderten NMDAR Dichte und NMDAR Hy-
pofunktion fiihrt (Abbildung modifiziert aus Huang et al. 2020). ¢) Mausmodell der NMDAR AE. Durch
die intraventrikuldire Infusion von humanen NMDAR Autoantikérpern kann ein Mausmodell der Erkran-
kung erzeugt werden (Abbildung modifiziert aus Dalmau et al. 2019)
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Die Behandlung der Erkrankung fokussiert sich auf Immuntherapie und Tumorsuche, so-
wie der Entfernung der Tumoren. Betroffene werden zunachst haufig mit Steroiden, Im-
munglobulinen oder Plasmapherese behandelt. Viele bendtigen eine Zweitlinientherapie
mit Rituximab und/oder Cyclophosphamiden (Abboud et al. 2021). Glucklicherweise
kommt es unter Therapie bei den meisten Patientinnen zu einer Verbesserung der Symp-
tome (Nguyen and Wang 2023; Titulaer et al. 2013). Die Genesung schreitet langsam und
haufig in umgekehrter Reihenfolge zur Entwicklung der Symptome voran. Nach der Sta-
bilisierung der Vitalparameter und autonomen Funktionen erlangen die Patientinnen zu-
nehmend wieder das Bewusstsein und die Fahigkeit einfachen Aufforderungen und In-
teraktionen zu folgen. Erst spadter entwickeln sich die Sprachprobleme weiter zurlck
(Dalmau et al. 2011). Die Normalisierung von Sozialverhalten und komplexen exekutiven
Anforderungen kann mehrere Monate dauern oder sogar ausbleiben (Dalmau et al.
2011). In der postakuten Phase der Erkrankung weisen die Patientinnen ahnliche kogni-
tive und psychiatrische Beschwerden auf wie Schizophreniepatientinnen in einer stabilen
Phase (Guasp et al. 2022). Im Gegensatz zur Schizophrenie bilden sich die Defizite zurlick
und die Riickkehr in den Alltag und teilweise auch in das Berufsleben ist moglich (Guasp
et al. 2022; Titulaer et al. 2013). Bei vielen Betroffenen sind Jahre spater nicht einmal
mehr Antikdrper nachweisbar (Finke et al. 2012). Leider scheinen bei vielen Patientinnen
langanhaltende kognitive Defizite wie Aufmerksamkeitsprobleme und Gedachtnisstdrun-
gen zu bleiben (Finke et al. 2012; Heine et al. 2021; Nicolle and Moses 2018).

1.1.3 Molekulare Mechanismen der NMDAR AE

Urséachlich fir die komplexen neuropsychiatrischen Symptome der NMDAR AE sind Anti-
kdrper gegen den NMDAR (Kreye et al. 2016). Dabei hdangt die klinische Symptomatik mit
dem im Liquor gemessenen Antikdrpertiter zusammen (Dalmau et al. 2011). Die Antikor-
per binden an der amino-terminalen Domane der GIuN1 Untereinheit des NMDAR (Abb.
1b). Obwohl die GIuN1 Untereinheit in NMDAR weit verteilt im ZNS vorkommt, konnte
die Antikdrperbindung in immunhistochemischen Farbungen vor allem im Hippokampus
und teilweise im Kortex nachgewiesen werden (Dalmau et al. 2008). NMDAR AK scheinen
eher an haufig aktive und damit offene NMDAR zu binden. Dabei stabilisieren sie zwar
akut den geoffneten Zustand, verursachen aber selbst keine Aktivierung des Rezeptors
(Gleichman et al. 2012). Durch die Bindung kommt es zu einer Quervernetzung der Re-
zeptoren. Diese flhrt zu einer reversiblen Internalisierung und damit zu einer Reduktion
der NMDAR Dichte an der Zelloberflache (Abb.1b). Hierdurch kommt es zu einer Reduk-
tion der NMDAR vermittelten synaptischen Strome und damit zu einer Hypofunktion des
NMDAR (Hughes et al. 2010; Moscato et al. 2014). Der Riickgang der NMDAR an der Sy-
napse korreliert mit dem Antikorpertiter im Liquor und ist bei Wegnahme der Antikorper
reversibel. Dieser Prozess wirkt sich nicht auf die Anzahl exzitatorischer Synapsen aus,
scheint andere synaptische Proteine nicht zu beeintrachtigen und beeinflusst auch das
Gesamtiberleben der Zellen nicht (Hughes et al. 2010).
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Die NMDAR Dichte an der Synapse verringert sich zusatzlich durch eine Diffusion der sy-
naptischen NMDAR weg vom synaptischen Spalt, da die Verbindung des Rezeptors mit
dem Ankerprotein Ephrin-B2-Rezeptor unterbrochen wird (Mikasova et al. 2012;
Washburn et al. 2020). Die Mobilitat der extrasynaptischen NMDAR nimmt aufgrund der
Quervernetzung ab (Dupuis et al. 2014; Hunter et al. 2021). Auf Basis dieser Beobachtun-
gen entwickelten sich zwei erklarende Modelle: Im synaptozentrischen Modell binden die
NMDAR AK vor allem an synaptischen NMDAR, aufgrund der fehlenden Verankerung in
der Synapse wandern die NMDAR in extrasynaptische Bereiche wo sie dann verlinkt und
internalisiert werden. Im extrasynaptozentrischen Modell geht man davon aus, dass die
Antikorper aufgrund der besseren Zuganglichkeit in erster Linie extrasynaptische NMDAR
angreifen und anschliefend zum Ausgleich synaptische NMDAR dorthin diffundieren
(Hunter et al. 2021). Durch eine Imbalance der synaptischen und extrasynaptischen Re-
zeptoren kommt es zu einer extrasynaptischen NMDAR Uberfunktion. Symptome wie epi-
leptische Anflle, Dyskinesien und Katatonie kénnten durch eine NMDAR Uberfunktion
bedingt sein, durch die synaptische Hypofunktion kdnnten Manifestationen wie Amnesie
oder psychotische Symptome zustande kommen (Lynch et al. 2018).

Die antikdrperabhangige Bindung und Internalisierung der Rezeptoren beschrankt sich
nicht nur auf exzitatorische Nervenzellen, sondern betrifft auch inhibitorische Zellen
(Moscato et al. 2014). Lynch et al. postulierten 2018, dass NMDAR AK unterschiedliche
Pathomechanismen an inhibitorischen und exzitatorischen Zellen haben kénnten. Dem-
nach binden NMDAR AK an aktiven exzitatorischen Synapsen vor allem an offenen, zu-
meist GIUN2A enthaltenden NMDAR (Lynch et al. 2018). Dahingegen werden an inhibito-
rischen Interneuronen zumeist extrasynaptische, GIuN2B enthaltende NMDAR gebun-
den. Eine pathologische Aktivitat von Interneuronen kénnte durch eine Imbalance des
neuronalen Netzwerkes auch zu epileptischen Anfallen fihren (Lynch et al. 2018). Im
Kortex scheinen NMDAR AK sogar in erster Linie an inhibitorischen Interneuronen zu bin-
den. Hier wurde in in vitro Studien eine kortikale Hyperaktivitat aufgrund einer vermin-
derten Inhibition beobachtet (Andrzejak et al. 2022). Auch in hippokampalen Zellkul-
turexperimenten kommt es nach NMDAR AK Exposition sowohl bei exzitatorischen Pyra-
midenzellen (PC), als auch bei GAD6 markierten inhibitorischen Interneuronen zu einer
Verringerung der oberflachlichen NMDAR (Moscato et al. 2014). Zudem gibt es durch im-
munhistochemische Anfarbung des inhibitorischen prasynaptischen vesikularen GABA
Transporters (VGAT) in ebendiesen Zellkulturen Anzeichen dafiir, dass inhibitorische Neu-
rone kompensatorisch zu der Hypofunktion des NMDAR weniger Synapsen mit exzitato-
rischen Nervenzellen ausbilden (Moscato et al. 2014). Spannenderweise sind die in elekt-
rophysiologischen Studien gemessenen postsynaptischen inhibitorischen Stréme hippo-
kampaler PC nach NMDAR AK Gabe in Amplitude und Intervall trotzdem unverdndert
(Ceanga et al. 2023; Moscato et al. 2014). Im Hippokampus kommt es im Gegensatz zum
Kortex zu einer verminderten Aktionspotentialfrequenz der PC, was auf eine regional un-
terschiedliche Beeinflussung neuronaler Schaltkreise durch NMDAR AK schlieRen |asst
(Ceanga et al. 2023; Taraschenko et al. 2019).
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1.1.4 Ein Mausmodell der NMDAR AE

Durch die intraventrikuldre Infusion von NMDAR AK lasst sich ein Mausmodell der
NMDAR AE erzeugen (Abb. 1c). Dieses Modell verwendet Liquor von Patientinnen mit
NMDAR AE und gesunden Kontrollen oder rekombinante Antikdrper generiert von iso-
lierten Plasmazellen, welche Uber 14 Tage in die Seitenventrikel von gesunden Mausen
gepumpt werden (Malviya et al. 2017; Planaguma et al. 2015). In Verhaltensuntersuchun-
gen zeigte sich, dass die Mause nach Infusion von Liquor mit NMDAR AK im Vergleich zu
Kontrollinfusionen fortschreitende Gedachtnisbeeintrachtigungen, sowie anhedonische
und depressive Verhaltensweisen entwickelten (Planaguma et al. 2015). Gleichzeitig blieb
ihre Leistung in anderen Verhaltens- und Bewegungsaufgaben unverdndert. Die Gedacht-
nisbeeintrachtigungen erreichten ihr Maximum 18 Tage nach Beginn der Infusion, also 4
Tage nach Beendigung der Infusion, und normalisierten sich bis zu Tag 25 (Planaguma et
al. 2015). Passend dazu zeigte sich in immunhistochemischen Farbungen hippokampaler
Hirnschnitte ein zunehmender Nachweis humaner IgG Antikorper und eine Abnahme der
synaptischen NMDAR Dichte im Laufe des Versuchs. Die Antikdrperbindung erreichte
ebenfalls an Tag 18 ihren Hohepunkt und nahm anschliefend ab. Charakteristisch flr
diese Bindung ist ein fein punktiertes Muster an der Zelloberflache von Nervenzellen und
ihren Auslaufern (Planaguma et al. 2015). Die infundierten Antikdrper binden vor allem
an Hirnregionen mit einer ausgepragten NMDAR Expression, wie etwa dem Hippokampus
(Planaguma et al. 2015). Angesichts dieses Bindungsmusters und den hierdurch ausge-
|6sten, potenziell bedeutsamen Effekten wurde in dieser Arbeit gezielt der Hippokampus
untersucht.

1.2 Der Hippokampus

Der Hippokampus ist eine seepferdchenartige Struktur, die sich beim Menschen im Tem-
porallappen befindet. Bei Nagetieren liegt der Hippocampus direkt unter dem Neokortex
(Knierim 2015). Der Name der Struktur stammt von ihrer Ahnlichkeit mit der Flosse des
mythologischen Seeungeheuers Hippocamp (Paulsen and Waschke 2017). Die hippo-
kampale Formation besteht aus vier Regionen: Dem Gyrus dentatus (DG), dem Cornu am-
monis (CA, auch: Hippokampus proper), dem subicularem Komplex und dem entorhina-
len Kortex (EC) (Chauhan et al. 2021). Die C-férmige Kurve des CA dhnelt dem Horn eines
Widders, weshalb das Cornu ammonis nach dem widderkdpfigen altdgyptischen Gott
Amun benannt ist (Chauhan et al. 2021). Dabei bilden das CA und der DG zwei C-férmige
Ringe, die ineinaner greifen. Das CA wird in die vier Sektoren CA1 - 4 unterteilt (Abb.2a)
(Fogwe et al. 2023).

Bereits seit den 50er Jahren steht der Hippokampus im Fokus der neurowissenschaftli-
chen Forschung. Im Jahr 1957 wurde die beriihmte Fallstudie H.M. veroffentlicht, in der
ein Patient nach einer chirurgischen Entfernung des Hippokampus und anliegenden
Strukturen die Fahigkeit verlor, neue Erinnerungen zu formen (Scoville and Milner 1957).
In den darauffolgenden Jahrzehnten wurde die Entstehung von Erinnerungen, die Arten



1 Einleitung

des Gedéachtnisses und die Rolle des Hippokampus darin intensiv erforscht. Schnell wurde
klar, dass es zwei Arten des Gedachtnisses geben muss: Das deklarative Gedachtnis mit
Fakten und Ereignissen und das nicht-deklarative Gedachtnis fir motorische Fahigkeiten
(Squire 2009). Der Hippokampus ist an verschiedenen kognitiven Prozessen wie dem de-
klarativen Gedachtnis, der Navigation und Emotionen beteiligt (Burgess et al. 2002;
Phelps 2004; Shi et al. 2023). Die molekularen Mechanismen der Erinnerung zu verste-
hen, erwies sich als wesentlich komplizierter. Lernen und Gedachtnis im Hippocampus
entsteht durch die korrekte Weiterleitung von Informationen und die Formierung von
neuronalen Kontakten (Kandel et al. 2014). In den hier beteiligten komplexen Schaltkrei-
sen spielen inhibitorische Interneurone eine zentrale Rolle. lhre synaptischen Verande-
rungen kdnnen dieses Netzwerk mafRgeblich beeinflussen und sind dementsprechend ein
wichtiges Element in der Funktion des Hippokampus (Honore et al. 2021).

Der Informationsfluss zwischen diesen Regionen bildet eine bereits 1893 durch Cajal be-
schriebene entorhinale-hippocampale Schleife (= engl. trisynaptic loop). Der EC ist Uber
den Tractus perforans mit dem DG verbunden (Amaral and Witter 1989). Zusatzlich gibt
es Verbindungen aus verschiedenen Schichten des EC zu CA1-3 und dem Subiculum
(Witter and Amaral 1991). Die Kdrnerzellen des DG projizieren Uber die Moosfasern in
die CA2 und CA3 Regionen des Hippokampus (Nakahara et al. 2018; Swanson et al. 1978).
Die PC der CA3 Region innervieren sich zum einen untereinander und bilden aufRerdem
die sogenannten Schaffer Kollateralen in die CA1 Region (Amaral and Witter 1989;
Chauhan et al. 2021; Swanson et al. 1978). Von der CA1 Region gibt es wiederum Verbin-
dungen zurtick zum EC und zum Subiculum (Amaral et al. 1991; Chauhan et al. 2021;
Tamamaki and Nojyo 1995). Das Subiculum mit der angrenzenden Fornix wird haufig als
Ausgangspunkt der hippokampalen Formation betrachtet, da hier die Projektionen in ver-
schiedene Hirnregionen verlaufen (Chauhan et al. 2021; Swanson and Cowan 1977).

1.2.1 Die Schichten des CA 1

Das Ammonshorn ist durch die Position der PC in verschiedene Schichten aufgeteilt (Abb.
2a, b). Dabei bilden die Zellkerne der PC das Stratum pyramidale (StrP). Kaudal liegt das
Stratum oriens (StrO) mit den basalen Dendriten der PC (Amaral and Witter 1989;
Chauhan et al. 2021). Ein apikaler dendritischer Baum zieht von der Zellkernschicht durch
das Stratum radiatum (StrR) in das Stratum lacunosum-moleculare (Strl-m) (Megias et al.
2001; Shi et al. 2023). Die PC der CA1 Region werden durch verschiedene exzitatorische
Nervenzellen innerviert. Zunachst gibt es die bereits erwahnten Schaffer Kollateralen,
welche von PC der CA3 Region ausgehen, in die CA1 Region projizieren und sich im Stra-
tum oriens und im Stratum radiatum stark verzweigen (Shi et al. 2023; Takacs et al. 2012).
AulBerdem werden PC durch Fasern des EC innerviert, die durch das Subiculum oder den
Alveus in den Hippokampus ziehen und im Strl-m enden (Deller et al. 1996; Takacs et al.
2012).
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Abbildung 2: Der Aufbau, die Schichten und Interneurone des Hippokampus. a) Schemazeichnung des
Hippokampus mit den Regionen CA 1-3, dem Stratum pyramidale (StrP, grau) mit beispielhafter Pyra-
midenzelle (PC) und dem Gyrus dentatus (DG) (Abbildung modifiziert aus Honore et al. 2021). b) Die
zelluldre Schichtung der CA1 Region mit einer PC. Abgebildet sind das Stratum oriens (StrO), Stratum
pyramidale (StrP) mit dem Zellkérper der PC, das Stratum radiatum (StrR) und das Stratum lacunosum-
moleculare (Strl-m). c) Vereinfachte Darstellung der somatischen Inhibition einer Parvalbumin (PV) ex-
primierenden Zelle und der dendritischen Inhibition einer Somatostatin (SST) exprimierenden Zelle. Eine
Vasoaktives Peptid/Calretinin (VIP/CR) exprimierende Zelle inhibiert andere inhibtorische Interneurone.
Eine Neurogliaforme Zelle bildet ein inhibitorisches Netz (Abbildung modifiziert aus Speigel and
Hemmings 2021). d) Simplifizierte Interneuronenklassifikation mit exzitatorischen (grau) und inhibito-
rischen Interneuronen (rot) als klassische Feedback und Feedforward Inhibition, sowie Disinhibition
(Abbildung modifiziert aus Kullmann and Lamsa 2007).

8



1 Einleitung

Auch die PC der CA1 selbst bilden Kollateralen sowohl in das Subiculum als auch in das
StrO der CA1 Region aus (Takacs et al. 2012). Die PC des CA1 stellen neben den lokalen
Kollateralen auch eine wichtige exzitatorische Projektion in andere Hirnregionen dar. Sie
projizieren in das Subiculum und in den EC (Amaral and Witter 1989; Nakahara et al.
2018) und bilden lange Fasern in Regionen wie den Prafrontalkortex und den Nucleus
accumbens aus (Lee et al. 2024; Swanson and Cowan 1977).

1.2.2 Inhibitorische Interneurone und ihre Schaltkreise

Neben den exzitatorischen PC befinden sich im Hippokampus viele verschiedene Sub-
gruppen inhibitorischer Interneurone (Abb. 2c). Obwohl inhibitorische Interneurone nur
ungefahr 10-15% der gesamten neuronalen Zellpopulation im Hippokampus ausmachen,
spielen sie eine zentrale Rolle in verschiedenen Schaltkreisregulationen und — funktionen
(Pelkey et al. 2017). Sie setzen den Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersaure (GABA)
frei, welcher an verschiedenen postsynaptischen Rezeptoren, den schnelleren ionotro-
pen GABAA Rezeptor oder dem langsameren metabotropen GABAg Rezeptor, bindet. Bei
Bindung an den GABAa Rezeptor kommt es durch erhohte Cl- Permeabilitat zu einer Hy-
perpolarisation. Postsynaptische GABAg Rezeptoren fiihren meist durch einen G-Protein
abhangigen postsynaptischen K+ Einstrom zu einer Hyperpolarisation. Prasynaptische
GABAg Rezeptoren fihren durch eine Inhibition der spannungsabhangigen Ca2+ Kanéle
zu einer verminderten Ausschittung von Neurotransmittern (Booker and Vida 2018). In-
hibitorische Interneurone kontrollieren so die Aktivitdt der nachgeschalteten PC (Royer
et al. 2012). Dabei unterscheidet man grundsatzlich zwei Mechanismen: Feedback und
Feedforward Hemmung (Abb. 2d). Bei einer Feedback Hemmung kommt es nach Aktivie-
rung einer exzitatorischen Zelle zur Aktivierung einer oder mehrerer inhibitorischen Zel-
len. Diese kann als Feedback Mechanismus wiederum exzitatorische Zellen hemmen. Un-
ter Feedforward Hemmung versteht man die gleichzeitige Aktivierung einer exzitatori-
schen Zelle und inhibitorischen Interneuronen, die die exzitatorische Zelle hemmen
(Buzsaki 1984).

Im Gegensatz zu den exzitatorischen PC sind die Zellkérper inhibitorischer Interneurone
Uber alle Schichten des Hippokampus verteilt (Pelkey et al. 2017). Zwischen den verschie-
denen Subgruppen gibt es viele Unterschiede in ihrer Anatomie, Konnektivitdt und ihren
intrinsischen und synaptischen Eigenschaften (Booker and Vida 2018). Im Kortex hat sich
mittlerweile die Klassifikation in die drei groflen Gruppen Parvalbumin (PV)-exprimie-
rende Interneurone, Somatostatin (SST)-exprimierende Interneurone und Serotonin Re-
zeptor 3a exprimierende Interneurone durchgesetzt (Abb. 2c) (Rudy et al. 2011).

1.2.3 PV-exprimierende Interneurone

Uber 20% der Gabaergen Zellen im Hippocampus exprimieren PV, wobei es sich bei den
meisten um PV exprimierende Korbzellen und axo-axonale Zellen handelt (Topolnik and
Tamboli 2022). Die Axone der Korbzellen umwickeln und umschlingen perlenschnurartig
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ihre postsynaptische Zielzelle (Klausberger et al. 2005; Miles et al. 1996). Aufgrund dieser
Inhibition nahe dem Soma werden sie auch als perisomatische Interneurone bezeichnet
(Booker and Vida 2018). PV-exprimierende Interneurone sind schnell-feuernde Zellen, die
sich durch ihre schnelle Kinetik und kurzfristige Inhibition auszeichnen (Topolnik and
Tamboli 2022). Diese perisomatische Inhibition sorgt fir eine Feedforward Hemmung
der CA1 PC und Kontrolle der Aktivitatsausbreitung (Booker and Vida 2018; Miles 1990;
Miles et al. 1996). Ankommende exzitatorische Signale der Schaffer Kollateralen (CA3 PC)
und des EC erregen nicht nur PC, sondern auch Interneurone, welche wiederum die loka-
len PC hemmen. Nach der monosynaptischen Aktivierung der PC folgt nach einer kurzen
Verzdgerung die disynaptische Feedforward Hemmung (Chamberland et al. 2024; Miles
1990; Miles et al. 1996; Pouille and Scanziani 2001). Sie kontrollieren die Generierung
von Aktionspotentialen und tragen zur Synchronisierung von PC in verschiedenen oszilla-
torischen Rhythmen bei (Topolnik and Tamboli 2022). Die genaue Verschaltung variiert
zwischen den verschiedenen PV- exprimierenden Interneuronen und auch innerhalb der
Regionen des Hippokampus und lasst damit PC Aktivitat bei verschiedenen Prozessen zu
(Topolnik and Tamboli 2022; Tukker et al. 2013; Viney et al. 2013).

1.2.4 SST-exprimierende Interneurone

Ungefdahr 10% der Gabaergen Zwischenneurone im Hippokampus exprimieren SST
(Bezaire and Soltesz 2013; Kosaka et al. 1988). Insgesamt ist diese Gruppe inhibitorischer
Interneurone wesentlich diverser als die der PV-exprimierenden Interneurone (Booker
and Vida 2018). Ein viel erforschtes Beispiel sind die in der CA1 lokalisierten, SST-positiven
oriens/lacunosum- moleculare (O-LM) Zellen (Fernandez-Arroyo et al. 2024; Katona et al.
1999). Sie sind nach der Position ihrer Zellkdrper und Ausbreitung ihrer Axone benannt:
Stratum oriens Zellen mit lacunosum-molecularen Axonen. |hre Zellkérper und Dendriten
befinden sich im StrO, wahrend sich ihre Axone zumeist im Strl-m ausbreiten (Maccaferri
et al. 2000). lhre Dendriten verzweigen sich sehr stark und bilden viele dendritische Dor-
nen aus (Maccaferri et al. 2000). Sie erhalten erregende Signale von lokalen PC (Takacs
et al. 2024) und hemmende Signale von anderen Interneuronen. Diese hemmende Ver-
bindung ist wichtig fur die Feedback Inhibition der O-LM Interneurone (Geiller et al. 2020;
Tyan et al. 2014). Ein anderes Beispiel sind die sogenannten bistratified cells (BiC), welche
neben SST auch PV exprimieren und vertikal ins StrO und ins StrR verlaufende Dendriten
besitzen. Sie erhalten exzitatorische Signale durch Schaffer Kollateralen und inhibieren
mit ihren langen Axonen CA1PC (Booker and Vida 2018; Buhl et al. 1994; Halasy et al.
1996).

SST -Interneurone hemmen PC bevorzugt an den dendritischen Asten und werden daher
auch als dendritische Interneurone bezeichnet (Booker and Vida 2018). Sie werden auch
als klassische Feedback Neurone des Gehirns angesehen, da sie von PC aktiviert werden,
die sie dann inhibieren (Chamberland et al. 2024). Zusatzlich sind sie durch hemmende
Verbindungen zu anderen Interneuronen, wie beispielsweise PV-Interneuronen, in der
Lage eine Disinhibition der PC zu gewahrleisten (Chamberland et al. 2024; Takacs et al.

2024).
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SST-Interneurone sind eher langsam-feuernde Zellen, die die Entstehung von Ca2+ ab-
hangigen Aktionspotentialen in PC kontrollieren und eine spatere Phase der Inhibition
darstellen (Chamberland et al. 2024; Maccaferri et al. 2000; Pelkey et al. 2017; Royer et
al. 2012). Sie modulieren durch die dendritische Inhibition die Aktivitat der nachgeschal-
teten CA1 PC und kontrollieren damit den Informationsfluss aus dem EC und der CA3
Region auf die CA1 PC (Leao et al. 2012). Am distalen Dendriten der PC werden ankom-
mende Signale verrechnet. Bei gleichzeitigen erregenden Signalen kann es zu einer langer
anhaltenden Depolarisation kommen, die zu Langzeitpotenzierung und synaptischem
Umbau fihrt (Takahashi and Magee 2009). AuRerdem kommt es bei solchen langanhal-
tenden Plateaus zu Aktionspotentialen in hoher Frequenz, dem sogenannten ,burst-
firing” (Takahashi and Magee 2009). SST-Interneurone sind an dieser Verrechnung an-
kommender erregender Potenziale mafRgeblich beteiligt und sorgen so fir eine flexible
und zustandsabhangige Erregbarkeit der PC (Lovett-Barron et al. 2012). Erst durch die
Reduktion der dendritischen Inhibition kann es zur Generierung elektrischer Impulse
kommen, was wiederum fiur die Entstehung des ,burst firing” notwendig ist (Lovett-
Barron et al. 2012). Nachdem diese Aufsummierung exzitatorischer Potenziale eine ent-
scheidende Rolle in der Regulierung synaptischer Plastizitat spielt, ist es naheliegend dass
dendritische Inhibition die Verstarkung bestimmter Afferenzen regulieren kénnte (Royer
etal. 2012). Insgesamt kontrollieren SST-Interneurone also die Integration ankommender
Signale, die Formierung von Aktionspotentialen und die Entstehung des ,,burst firing” der
nachgeschalteten PC (Lovett-Barron et al. 2012; Pelkey et al. 2017; Royer et al. 2012;
Topolnik and Tamboli 2022). Dieses Feintuning ankommender Signale ist hochstwahr-
scheinlich im Sinne einer Dampfung irrelevanter oder kontextirrelevanter Signale fur PC
beim raumlichen Lernen und bei Orientierungsprozessen beiteiligt (Topolnik and Tamboli
2022). Durch Anpassung ihrer Erregbarkeit konnen SST-Interneurone ihre Aktivitat erho-
hen und somit die Erinnerungsbildung unterstitzen (Topolnik and Tamboli 2022). Auf-
grund ihrer zentralen Rolle ist eine Dysfunktion oder verminderte Funktion von SST-In-
terneuronen mit vielen Erkrankungen des ZNS, wie der Schizophrenie, der Temporallap-
penepilepsie oder der Alzheimer Erkrankung assoziiert (Hashimoto et al. 2008; Lin and
Sibille 2013; Lyu et al. 2023; Nagarajan et al. 2024).

1.2.5 5- Hydroxytryptamine Rezeptor -3a (5-HT3aR)-exprimierende Nervenzellen

Im Kortex kann in den meisten nicht PV- oder SST- exprimierenden Zellen der Serotonin
Rezeptor 5HT3a R nachgewiesen werden. Diese dritte Interneuronengruppe bildet mit
verschiedenen Untergruppen eine sehr heterogene Zellgruppe (Lee et al. 2010). Hierzu
zahlen Vasoaktives-Intestinales Peptid (VIP), Calretinin und Neuropeptid Y-exprimierende
Interneurone (Vucurovic et al. 2010).

VIP- und Calretinin- exprimierende Interneurone machen fast 20% der inhibitorischen
Neurone des Hippokampus aus (Bezaire and Soltesz 2013). Je nach Expressionsmuster
und Morphologie kénnen sie in weitere Untergruppen unterteilt werden, die sich stark
unterscheiden (Topolnik and Tamboli 2022) . Ihre Funktion ist es, andere Interneurone
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zu inhibieren (Topolnik and Tamboli 2022). Wahrend SST und PV-exprimierende Inter-
neurone flr eine flaichendeckende Hemmung der umliegenden PC sorgen, sorgen VIP-
exprimierende Interneurone durch eine Disinhibition von SST- und PV-Interneuronen fir
kleine Liicken der Hemmdecke (Abb.2c) (Karnani et al. 2014; Karnani et al. 2016; Turi et
al. 2019). Diese Disinhibition ist im Hippocampus bei Verhaltens- und Lernprozessen be-
teiligt (Turi et al. 2019). Im Kortex hemmen VIP positive Zellen vor allem SST exprimie-
rende Zellen (Pfeffer et al. 2013; Pi et al. 2013), im Hippokampus interagieren sie wo-
moglich mit mehr verschiedenen Zelltypen (Gulyas et al. 1996; Turi et al. 2019). Es sind
jedoch viele Kontakte mit SST-positiven O-LM Zellen in der CA1 Region des Hippokampus
beschrieben, die die Rekrutierung der O-LM abhéangigen Feedback Inhibition regulieren
(Tyan et al. 2014). Eine Inhibition von SST- Interneuronen kdnnte zu vermehrter Sig-
nalentstehung und ,burst firing” in PC fihren und damit neuronale Plastizitat bei Lern-
und Orientierungsprozessen fordern (Bittner et al. 2017; Lovett-Barron et al. 2012; Royer
et al. 2012; Turi et al. 2019).

Neuropeptid Y exprimierende Neurogliaforme Zellen und Ivy Zellen machen 32,2% der
inhibitorischen hippokampalen Interneurone aus (Bezaire and Soltesz 2013). Neuroglia-
forme Zellen sind hauptsachlich im Strl-m zu beobachten und zeichnen sich durch ihre
kleinen Zellkdrper mit kleinen, sternférmig angeordneten Dendriten und einem dichten
lokalen Axongeflecht aus. Sie bilden nicht zwangslaufig klassische Zell-Zell-Kontakte mit
einem klaren postsynaptischen Partner aus (Vida et al. 1998). Man geht davon aus, dass
sie stattdessen mit den Auslaufern aller Zelltypen interagieren, die durch ihre dichte axo-
nale Wolke verlaufen (Armstrong et al. 2011). Neurogliaforme Zellen und Ivy Zellen sor-
geninverschiedenen Regionen und Schaltkreisen des Hippokampus fiir eine Feedforward
Inhibition. In der CA1 Region erhalten sie die erregenden Signale der CA3 PC und des EC
und inhibieren die distalen Dendriten der CA1 PC (Armstrong et al. 2012; Price et al. 2005;
Sakalar et al. 2022).

1.2.6 Synaptische Plastizitat

Um zu kommunizieren und Informationstransfer zu gewahrleisten, benottigen Neurone
Kontaktstellen. Diese sogenannten Synapsen sind Zell-Zell-Kontakte im Nervensystem,
die Informationen von einer Nervenzelle ,elektrochemisch’ auf die Nachste lbertragen
(Sudhof 2021). Unter ,synaptischer Plastizitdat’ versteht man die Verstarkung oder Ab-
schwachung der Wirksamkeit von Synapsen (Magee and Grienberger 2020). Die Idee,
dass Erinnerungen durch Verdanderungen der synaptischen Verbindungen gespeichert
werden, gibt es schon lange. Donald Hebb vermutete bereits 1949, dass Nervenzellen
bestimmte Eigenschaften aufweisen mussten, um Erinnerungen formen zu kénnen. Er
postulierte, dass die gleichzeitige Aktivierung pra- und postsynaptischer Neurone die Ver-
bindung der beiden Zellen verstarken wirde (Bliss and Lomo 1973). Spater konnte die
Theorie mit Experimenten untermauert werden, die erstmals eine NMDAR abhangige
Long Term Potentiation (LTP), also eine lang anhaltende Verstdrkung der synaptischen
Ubertragung, beschrieben (Bliss and Lomo 1973). Umgekehrt gibt es auch die Long Term
Depression (LTP), eine lang anhaltende Abschwéchung der synaptischen Ubertragung
12
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(Bear and Malenka 1994). Der NMDAR setzt die Hebbsche Regel durch seine besondere
Eigenschaft, sich nur bei gleichzeitiger pra- und postsynaptischer Aktivierung zu 6ffnen,
auf synaptischer Ebene um (Bliss and Collingridge 1993; Gribkova and Gillette 2021).
Durch den hohen Calcium- Einstrom durch NMDAR kommt es zu einer Aktivierung intra-
zelluldrer Signalwege. Die Calcium/Calmodulin abhédngige Kinase wird aktiviert und lost
die Phosphorylierung verschiedener Proteine aus. Durch diesen Prozess wird auch ein
weiterer Glutamatrezeptor, der a- Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionsau-
rerezeptor (AMPAR) phosphoryliert (Derkach et al. 1999; Nicoll and Schulman 2023).
Hierdurch kommt es einerseits zu einer verstarkten Leitfahigkeit des Rezeptors, anderer-
seits werden auch vermehrt AMPAR in die Synapsen eingebaut. Diese Vorgange flhren
zu der Potenzierung der synaptischen Ubertragung (Hayashi et al. 2000; Nicoll and
Schulman 2023). Die NMDAR-abhéangige LTP spielt eine zentrale Rolle in verschiedenen
Formen des Lernens und der Entstehung von Erinnerungen (Hayashi 2022; Morris 1989).
AuRerdem sind diese aktivierungsabhangigen Verdanderungen essenziell flr die Formie-
rung des raumlichen Gedachtnisses und des Verhaltensgedachtnisses (Baltaci et al. 2019;
Goto 2022; Tsien et al. 1996; Whitlock et al. 2006). Die zelluldren Mechanismen der sy-
naptischen Plastizitat werden als Grundlage fir Gedachtnis- und Lernprozesse angesehen
und die genauen Zusammenhange zwischen diesen Prozessen sind Gegenstand zahlrei-
cher Studien (Goto 2022).

1.2.7 Dendritische Dornen

Synaptische Aktivitat fihrt neben physiologischen Veranderungen auch zu morphologi-
schen Verdanderungen. Ein strukturelles Korrelat der Postsynapse sind dendritische Dor-
nen (Chidambaram et al. 2019; Engert and Bonhoeffer 1999; Maletic-Savatic et al. 1999).
Dendritische Dornen sind kleine Ausstllpungen an der Oberflache von Nervenzellen. Sie
bestehen aus einem runden Kopf (,,head”), der Gber eine diinne Ausstilpung (,,neck”) mit
dem Neuron verbunden ist (Chidambaram et al. 2019; Gray 1959). Am Kopf befinden sich
die Rezeptoren und Kanéle, was durch eine postsynaptische Verdichtung mikroskopisch
sichtbar ist (Nimchinsky et al. 2002). Dendritische Dornen bilden unter anderem durch
die Verengung am Dornenhals ein biochemisches und ein elektrisches Kompartiment (Lee
et al. 2012; Zecevic 2023). Mit dem biochemischen Kompartiment ist die raumliche Tren-
nung der Signalproteine und -molekile gemeint. Die elektrische Kompartimentalisierung
erlaubt die Modulierung von synaptischen Potenzialen in der Ausstilpung (Lee et al.
2012). Man geht davon aus, dass EPSP zunachst im dendritischen Dorn verrechnet wer-
den, bevor sie abgeschwacht an den dendritischen Ast weitergegeben werden. Hierdurch
kdnnte jedes ankommende Signal individuell summiert und modifiziert werden, ohne
eine Sattigung des Dendriten herbeizufiihren (Cornejo et al. 2022; Yuste 2013). Die Rolle
von dendritischen Dornen als elektrisches Kompartiment ist jedoch umstritten (Zecevic
2023).

In Abhangigkeit von ihrer Morphologie konnen dendritische Dornen in die verschiedenen
Gruppen ,stubby” (stummelformig), ,mushroom® (pilzférmig) und ,thin“ (dinn) einge-
teilt werden. AulBerdem sind noch Filopodien als lange diinne Ausldufer der Membran
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beschrieben (Chidambaram et al. 2019; Harris et al. 1992). Filopodien bilden nicht immer
Synapsen aus, sie werden jedoch als Vorlaufer dendritischer Dornen betrachtet (Wit and
Hiesinger 2023). Diese Klassifizierung ist etwas arbritrar und die Verteilung der Morpho-
logie der Dornen entspricht eher einem Kontinuum als klar abgrenzbaren Kategorien
(Pchitskaya and Bezprozvanny 2020). Die Anzahl der NMDAR und AMPAR ist proportional
zur GroRe der postsynaptischen Dichte und zum Volumen des dendritischen Dorns, daher
bilden groRe Dornen tendenziell auch etwas starkere Synapsen aus (Nimchinsky et al.
2002). Auf pilzformigen Dornen befinden sie die starksten und langlebigsten Synapsen,
wodurch sich wenig Spielraum fir eine weitere Starkung der Synapsen ergibt. Diinne Dor-
nen beherbergen eher unreife Synapsen. Man geht davon aus, dass diinne Dornen sich
nach synaptischer Starkung in pilzférmige Dornen umwandeln kénnen (Bourne and Harris
2007; Matsuzaki et al. 2004). Stummelférmige Dornen weisen keinen oder einen nur sehr
kurzen Hals auf und werden ebenfalls als eher unreife Strukturen betrachtet, da sie in
héherer Anzahl im sich entwickelnden Gehirn anzutreffen sind (Berry and Nedivi 2017;
Harris et al. 1992).

Inhibitorische Interneurone wurden Uber lange Zeit als dornenlose Nervenzellen betrach-
tet. Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, das SST-Interneurone dendritische Dor-
nen ausbilden, die sich auch NMDAR-abhadngig verandern und ahnliche funktionelle und
plastische Anpassungen durchlaufen wie dendritische Dornen von PC (Perez-Rando et al.
2017b; Scheuss and Bonhoeffer 2014). Hierbei ist jedoch insbesondere an proximalen
Dendriten mit < 100um Entfernung vom Soma eine geringere Dornendichte als bei PC
beschrieben (Takacs et al. 2024). Dendritische Dornen werden haufig als strukturelles
Korrelat exzitatorischer Synapsen betrachtet. In der bildgebenden Forschung kann der
Umbau von dendritischen Dornen als morphologisches Korrelat einer Anpassung neuro-
naler Schaltkreise angesehen werden (Berry and Nedivi 2017). Verdnderungen der dend-
ritischen Dornen finden stetig statt. Vor allem dinne Dornen sind sehr dynamisch, wo-
hingegen dicke Dornen, wie pilzformige Dornen, langlebig sind (Holtmaat et al. 2005). Mit
welcher Geschwindigkeit dieser strukturelle Umbau stattfindet, variiert in verschiedenen
Studien in Abhangigkeit von Alter und Hirnregion (Attardo et al. 2015; Holtmaat et al.
2005; Yang et al. 2009). Im Kortex nimmt die Anzahl persistierender Dornen im Laufe des
Lebens zu. Diese zunehmende Stabilisierung der Dornenumsatzrate zeigt eine Stabilisie-
rung der synaptischen Schaltkreise mit zunehmenden Alter (Holtmaat et al. 2005). Die
Umsatzrate variiert auch zwischen den Regionen des Kortex (z.B. dem visuellen und dem
somatosensorischen Kortex), was auf eine unterschiedliche Anpassungsfahigkeit synapti-
scher Schaltkreise in verschiedenen Hirnregionen hinweist (Holtmaat et al. 2005). Im Kor-
tex sind auch Uber das gesamte Leben bleibende Dornen beobachtet worden, moglich-
erweise als strukturelle Basis lebenslanger Erinnerungen (Yang et al. 2009). Lernen und
sensorische Reize fihren in kortikalen Arealen zu einem hoheren Dornenumsatz (Yang et
al. 2009). Bei einer Abnahme der sensiblen Reize (Whisker Trimmen) Uber eine langere
Zeit kommt es einer Stabilisierung der Dornen, also zu einer Reduktion des Dornenumsatz
im Kortex (Zuo et al. 2005). Zu dem gleichen Effekt kommt es bei einer chronischen che-
mischen Blockade des NMDAR mittels MK-801 (Zuo et al. 2005).
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Im Hippokampus sind Studien aufgrund der schwer zuganglichen Position deutlich er-
schwert und die in verschiedenen Studiendaten ermittelten Umsatzraten divers (Pfeiffer
et al. 2018). Eine frihere Studie im Hippokampus wies einen kompletten Umbau der Dor-
nen von PC im StrO in wenigen Wochen nach (Attardo et al. 2015). Eine andere Arbeit
zeigte hingegen im StrR, dass fast alle Dornen (ungefdhr 96%) Gber 16 Tage hinweg per-
sistieren (Gu et al. 2014). Eine neuere Studie berichtet ebenfalls eine hohe Dornenum-
satzrate mit ungefahr 40% Umsatz in vier Tagen im StrO, allerdings in Abhangigkeit der
DornengrofRe, wobei sich groRere Dornen als stabiler erwiesen (Pfeiffer et al. 2018).

1.2.8 Zwei-Photonen Mikroskopie

Fir die Untersuchung neuronaler Strukturen und Schaltkreise im intakten Gewebe in vivo
ist eine Darstellungstiefe von mehreren Hundert um notwendig. Durch herkdmmliche
Mikroskope lasst sich diese Tiefe aufgrund von Streuungseffekten, Phototoxizitat und
Ausbleichung in der Regel nicht erreichen. Zwei-Photonenmikroskopie ist eine bildge-
bende Methodik, die die Visualisierung tieferliegender Strukturen ermdéglicht (Helmchen
and Denk 2005; Xu et al. 2024).

In der Zwei-Photonen Mikroskopie werden speziell gepulste Hochleistungslaser mit einer
hohen Spitzenleistung eingesetzt. Durch diese ergibt sich statistisch der Zwei-Photonen-
Effekt, bei dem zwei Photonen gleichzeitig ein Flurophor anregen. Hierdurch kann fir die
Anregung langerwelliges Licht verwendet werden, welches durch geringere Streuung
eine tiefere Eindringtiefe erreicht (Denk et al. 1990; Helmchen and Denk 2005). Nachdem
durch diese Methodik nur Molekile innerhalb des Fokuspunktes fluoreszieren, ist das
Ausbleichen der Farbstoffe und die Phototoxizitat auf ein sehr kleines Volumen be-
schrankt. Dementsprechend kann durch die Zwei-Photonen Mikroskopie eine héhere Ein-
dringtiefe in das Gewebe und eine geringere Phototoxizitat erreicht werden (Denk et al.
1990; Helmchen and Denk 2005).

Diese Form der Mikroskopie ermdglicht durch die bessere Eindringtiefe und hohe Aufl6-
sung die detaillierte Darstellung neuronaler Strukturen im intakten Hirngewebe. Mittler-
weile ist es mithilfe der Implantation eines hippokampalen Fensters moglich, dendritische
Dornen der CA1 Region im Hippokampus Gber mehrere Wochen im lebenden Tier zu vi-
sualisieren (Attardo et al. 2015; Gu et al. 2014). Dies ermoglicht die Untersuchung der
strukturellen Plastizitat dendritischer Dornen und damit die Erforschung des neuronalen
und synaptischen Remodellings bei Lern- und Gedachtnisprozessen (Gu et al. 2014; Xu et
al. 2024).

1.3 Die Auswirkung einer NMDAR Dysfunktion auf neuronale Schaltkreise

1.3.1 NMDAR Hypofunktion- Was wissen wir aus anderen Erkrankungen?

Bisher fokussierte sich die Forschung im Bereich NMDAR AE auf die Beeintrachtigung der
PC. Hierbei wurde vor allem eine Reduktion der Exzitabilitdt von PC und eine verminderte
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Frequenz ihrer Aktionspotentiale festgestellt, was zu einer Hypoaktivitdt des Netzwerks
fihrt (Ceanga et al. 2023; Koch et al. 2019). Zudem gibt es jedoch zahlreiche Hinweise,
dass auch die Dysfunktion inhibitorischer Interneurone fir die Pathogenese der Erkran-
kung ausschlaggebend sein kdnnte (Hunter et al. 2021). Grundsétzlich ist dabei die Uber-
legung wichtig, inwiefern die komplexen neurologischen und psychiatrischen Manifesta-
tionen der Erkrankung auf neuronaler Schaltkreisebene erklarbar sind. Hierbei ist der
Wissensstand der Auswirkungen einer NMDAR Dysfunktion in anderen Erkrankungen des
ZNS hilfreich. Bei der NMDAR AE kommt es durch die Antikdrperbindung und Internali-
sierung der Rezeptoren zu einer NMDAR Hypofunktion (Hughes et al. 2010). Die NMDAR
Hypofunktion ist eine weit verbreitete Hypothese fir die Entstehung psychotischer Symp-
tome (Nakazawa and Sapkota 2020). Die Idee basiert auf der Beobachtung, dass NMDAR
Antagonisten wie Phencyclidin oder Ketamin schizophrenietypische Symptome wie bei-
spielsweise Depersonalisation, desorganisiertes Denken oder Sprachauffalligkeiten wie
Echolalien oder Neologismen bei gesunden Probanden auslosen kénnen (Luby et al.
1959). Wird die Droge in hoheren Dosierungen konsumiert, kdnnen auch akustische Hal-
luzinationen, Feindseligkeit und Wahn auftreten (Allen and Young 1978). Eine rein klini-
sche Unterscheidung einer Intoxikation mit Phencyclidin und einer akuten Schizophrenie
ist aufgrund dieser sehr dhnlichen Symptomatik schwierig (Erard et al. 1980). Auch Pati-
entinnen mit NMDAR AE stellen sich haufig mit psychotischen Symptomen vor, die denen
einer Schizophrenie oder denen durch Konsum von NMDAR Antagonisten ausgel6sten
Auffalligkeiten sehr dhneln (Dalmau et al. 2011). Nicht selten erhalten die Erkrankten ini-
tial die Diagnose einer akuten Psychose oder Schizophrenie (Al-Diwani et al. 2019). Um-
gekehrt findet man auch bei Patientinnen mit Schizophrenie teilweise Antikorper gegen
den NMDAR (Steiner et al. 2013). Diese unterscheiden sich jedoch haufig durch einen
anderen Subtyp und eine andere Bindungsstelle von den bei NMDAR AE nachgewiesenen
Antikorpern (Pollak et al. 2014; Steiner et al. 2013).

Diese klinische Beobachtung konnte mittlerweile durch verschiedene Entdeckungen ge-
stltzt werden. So wurden beispielsweise verschiedene Risikogene fiir Schizophrenie be-
schrieben, die direkt oder indirekt den Signalweg des NMDAR beeinflussen (Harrison and
Owen 2003; Timms et al. 2013; Weickert et al. 2013). AulRerdem entwickelten Maduse mit
genetischen Veranderungen der Funktionalitat des Rezeptors oder der verbundenen Sig-
nalwege ebenfalls Schizophrenie-typische Verhaltensauffalligkeiten (Belforte et al. 2010;
Born et al. 2015). In diesen Modellen scheint die Hypofunktion des NMDAR synchroni-
sierte Aktivitatsmuster, wie y-Oszillationen, zu storen, welche bei vielen kognitiven Pro-
zessen wie Lernen und Gedachtnis eine Rolle spielen (Buzsaki and Wang 2012; Uhlhaas
and Singer 2010).

Inwiefern diese Hypofunktion des NMDAR zu psychotischen Episoden fiihrt, ist Gegen-
stand intensiver Forschung. Man geht davon aus, dass bei PatientInnen mit Schizophrenie
bestimmte inhibitorische Schaltkreise pathologisch verandert sind (Lewis 2014). Aus
post-mortem Studien weill man, dass Schizophrenie mit Defiziten der Gabaergen synap-
tischen Transmission assoziiert ist (Lewis et al. 2005). Eine der am besten replizierbaren
Entdeckungen als Hinweis auf eine verdanderte Funktion inhibitorischer Interneurone ist
die reduzierte Expression von in inhibitorischen Interneuronen vorkommenden GAD67
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(Gonzalez-Burgos et al. 2010). Im Kortex wurde beobachtet, dass eine pharmakologische
Inhibition der NMDAR durch MK801 die Aktivitat inhibitorischer Interneurone senkt. Zeit-
verzogert kommt es zu einer verstarkten Aktivitat der PC (Homayoun and Moghaddam
2007). Eine NMDAR Hypofunktion scheint also die inhibitorische Kontrolle zu storen.
Durch diese Disinhibition kommt es dann zu einer kortikalen Uberaktivitat mit desorgani-
siertem Feuern der Nervenzellen und weniger kontrollierter und synchronisierter Aktivi-
tat in Form von ,burst firing” (Homayoun and Moghaddam 2007; Jackson et al. 2004).
Auch eine selektive Unterdrickung NMDAR abhangiger LTP im Hippokampus fuhrt zu ei-
ner Disinhibition und einer Dysorganisation neuronaler Aktivitat (Grunze et al. 1996). Bis-
her stand vor allem die Dysfunktion PV positiver Interneurone im Fokus der Forschung
(Gonzalez-Burgos et al. 2010; Lewis 2014; Van Derveer et al. 2021). Eine alleinige Veran-
derung PV-positiver Interneurone kann die entstehenden Symptome jedoch nicht ausrei-
chend erklaren (Lewis 2009). Es gibt Hinweise, dass auch SST-positive Interneurone eine
wichtige Rolle spielen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass bei Schizophrenie die
Transkription von SST im Kortex reduziert ist (Hashimoto et al. 2008). Ebenso sind Hirn-
strome bei Aktivitat des Arbeitsgedachtnisses, die mit der Regulation durch SST positive
Interneurone in Zusammenhang gebracht werden, bei dieser Erkrankung reduziert
(Beierlein et al. 2000; Schmiedt et al. 2005). Auch bei Alzheimer Patientinnen konnte eine
Reduktion der Anzahl der SST Interneurone im Kortex beobachtet werden (Waller et al.
2020). Kognitive Defizite korrelieren mit einer abnehmenden Anzahl an SST-Interneuro-
nen im Hippokampus (Koh et al. 2014). Eine partielle genetische Ablation dieses Inter-
neuronentyps in Mausen kann Lern- und Gedachtnisdefizite sogar auslosen (Koh et al.
2014; Nagarajan et al. 2024). Ebenso kann eine optogenetische Inhibition GABAerger In-
terneurone Im Hippokampus den Abruf von Erinnerungen stéren (Andrews-Zwilling et al.
2012). Diese Studien weisen daher gemeinsam auf die wichtige Rolle von Interneuronen
in neuronalen Schaltkreisen und kognitiven Prozessen hin.

1.3.2 NMDAR auf inhibitorischen Interneuronen — Eine andere Beeinflussung durch
andere Rezeptoreigenschaften?

Ein anderer wichtiger Unterschied zu PC ist die unterschiedliche Dichte und Zusammen-
setzung von NMDAR auf inhibitorischen Interneuronen. Aus immunhistochemischen Far-
bungen der im NMDAR obligat vorkommenden GluN1 Untereinheit weiR man, dass
NMDAR auf den verschiedenen Zelltypen des Hippokampus unterschiedlich dicht expri-
miert werden (Nyiri et al. 2003). Dabei haben PC eine sehr hohe Dichte an GIuN1 und
damit NMDAR, wahrend vor allem PV-exprimierende Interneurone eine geringere Dichte
an NMDAR aufweisen (Nyiri et al. 2003). Auf SST-exprimierenden Interneuronen konnten
GluN1 in Soma-Nadhe nachgewiesen werden. Die Autorinnen postulierten, dass die Dichte
mit zunehmenden Abstand vom Soma sogar weiter zunimmt (Nyiri et al. 2003). Insgesamt
sind auf inhibitorischen Interneuronen im Verhaltnis zu anderen Glutamatrezeptoren we-
niger NMDAR als auf PC zu finden (Matta et al. 2013). Dies kdnnte zu einer anderen Be-
einflussung der Funktionalitat inhibitorischer Interneurone durch NMDAR AK flhren.
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Insbesondere die geringere Dichte an NMDAR bei starker Abhangigkeit der Zellen von der
Funktion des NMDAR kdnnte eine schnellere Ausschopfung der vorratigen NMDAR auf
Interneuronen bedingen (Hunter et al. 2021). Tatsachlich zeigte sich nach Gabe des
NMDAR Blockers MK-801 eine Abnahme der Dichte und Dynamik dendritischer Dornen
inhibitorischer Interneurone im Hippokampus als Hinweis auf eine starke NMDAR abhén-
gige Regulation dieser Zellen (Perez-Rando et al. 2017b).

Des Weiteren unterscheidet sich die Verteilung der NMDAR Untereinheiten in verschie-
denen Zelltypen. Sowohl PC, als auch inhibitorische Interneurone, bilden GIuN2A und
GIuN2B Untereinheiten aus. Die GIuN2A-Expression ist auf hippokampalen Interneuro-
nen geringer als auf PC (Akgul and McBain 2016; Matta et al. 2013). Uber die Expression
von GIuN2C und GIuN2D ist bisher wenig bekannt. GIUN2D ist jedoch im Gegensatz zu
Pyramidenzellen auf verschiedenen Interneurontypen stark exprimiert (Standaert et al.
1996).

Die Expression der langsamer reagierenden GIuN2B und GIuN2D enthaltenden NMDAR
kdnnte fur ein langeres zeitliches Fenster fir synaptische Verarbeitung sorgen, wahrend
ein Wechsel zu dem schnelleren GIuUN2A eine genauere und schnellere synaptische Re-
aktion ermoglicht (Akgul and McBain 2016; Vicini et al. 1998). Die vermehrte Expression
von GIuN2B auf Interneuronen ist wichtig fur die Reifung der Synapsen auf hippokampa-
len inhibitorischen Interneuronen (Kelsch et al. 2014). Eine Deletion von GIuN2B in inhi-
bitorischen Interneuronen bedingt eine verminderte Anregung inhibitorische Netzwerke,
die dann durch eine Disinhibition eine Hyperaktivitat bis hin zu epileptischer Aktivitat her-
vorruft (Kelsch et al. 2014). Die Expression von Glu2D wird auch mit dem bei inhibitori-
schen Interneuronen auftretenden tonisch aktiven NMDAR in Zusammenhang gebracht
(Riebe et al. 2016). Des Weiteren geht man davon aus, dass an offene Kandle bindende
NMDAR Antagonisten vor allem an diesen tonisch aktiven NMDAR binden und inhibitori-
sche Interneurone deshalb vulnerabler fir diese NMDAR Antagonisten sind (Riebe et al.
2016). Auch NMDAR AK binden vor allem an offene NMDAR (Gleichman et al. 2012),
wodurch eine selektive Vulnerabilitdt von Interneuronen entstehen kénnte.

1.3.3 Beeinflussung inhibitorischer Interneurone durch NMDAR Autoantikorper

Bisher konnte bereits gezeigt werden, dass bei der NMDAR AE die antikbrperabhangige
Bindung und Internalisierung der Rezeptoren tatsachlich nicht nur exzitatorische Nerven-
zellen, sondern auch inhibitorische Zellen betrifft (Moscato et al. 2014). Es gibt Anzeichen
flr eine kompensatorische Verminderung der synaptischen Verbindungen inhibitorischer
Neurone mit exzitatorischen Nervenzellen bei einer NMDAR Hypofunktion in der NMDAR
AE (Moscato et al. 2014). In in vitro Studien zur Auswirkung von NMDAR AK auf kortikale
Zellen zeigte sich eine Hyperaktivitdt des Netzwerks durch eine verminderte Inhibition
(Andrzejak et al. 2022). Interessanterweise scheinen die Antikorper im Kortex vor allem
die Funktion inhibitorischer Interneurone zu stéren und im Gegensatz zum Hippokampus
eine geringere Wirkung auf exzitatorische Zellen zu haben (Andrzejak et al. 2022). Sym-
monds et al. kamen allerdings mithilfe von biophysiologischen Berechnungsmodellen der

EEG (Elektroenzephalogramm) Untersuchungen von NMDAR AE Patientlnnen zu dem
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Schluss, dass sich das NMDAR Defizit im frontoparietalen Kortex vor allem auf exzitatori-
sche und weniger auf inhibitorische Interneurone bezieht (Symmonds et al. 2018). Es ist
dementsprechend naheliegend, dass es durch die Hypofunktion des NMDAR auch im Hip-
pokampus zu einer Dysbalance zwischen Erregung und Inhibition kommt. Wie genau sich
eine solche Dysregulation im Schaltkreis dufSern wirde ist weiterhin unklar. Der zeitliche
Verlauf der Erkrankung mit der diversen Symptomatik ist auf zelluldrer Schaltkreisebene
bisher nicht erklarbar. Inwiefern sich Veranderungen der Funktionalitdat des NMDAR auf
die lokale Inhibition beziehungsweise Disinhibition und damit die Regulation von Infor-
mationsprozessierung auswirkt, ist auch flr das Verstandnis neuronaler Netzwerke und
der Pathophysiologie verschiedenster Erkrankungen relevant (Booker and Wyllie 2021).

SST-Interneurone sind in verschiedenen Schaltkreisen involviert und integrieren somit
eine Vielzahl an ankommenden Informationen. Obwohl sie bisher weniger im Fokus der
Forschung standen als PV-exprimierende Nervenzellen, wird ihnen eine zentrale Rolle in
Lern- und Gedachtnisprozessen zugeschrieben. Da sie zudem dendritische Dornen aus-
bilden, eignen sie sich flr die Untersuchung neuronaler Plastizitat durch bildgebende Me-
thoden (Scheyltjens and Arckens 2016). Sie exprimieren die GIuN1 Untereinheit des
NMDAR (Nyiri et al. 2003), werden durch NMDAR AK gebunden und bilden dendritische
Dornen aus, die sich NMDAR-abhdngig modulieren lassen (Moscato et al. 2014; Perez-
Rando et al. 2017b), weshalb sie ideale Kandidaten fir eine bildgebende Studie der struk-
turellen Plastizitat inhibitorischer Interneurone im Hippokampus bei NMDAR AE sind.

1.3.4 Mikroglia

Die synaptische Plastizitat wird auch durch einen anderen Zelltyp im Gehirn stark beein-
flusst: Mikroglia. Mikroglia sind die "Fresszellen” des Gehirns. Des Weiteren sind die an
der Entwicklung des ZNS beteiligt und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation vieler
physiologischer und pathologischer Vorgange (Raghuraman et al. 2019). Morphologisch
zeichnen sie sich durch einen kleinen Zellkérper und lange, verdstelte Auslaufer aus
(Nayak et al. 2014; Raghuraman et al. 2019). Diese Fortsatze sind standig in Bewegung.
Sie werden ausgestreckt und zurlickgezogen, um so weitlaufige Areale zu durchsuchen
(Colonna and Butovsky 2017). Bei Schadigungen bewegen sich die Fortsdtze zur Verlet-
zungsstelle und phagozytieren das betroffene Gewebe (Colonna and Butovsky 2017). Bei
grolReren Verletzungen wechseln sie in einen aktivierten Status. Innerhalb von wenigen
Minuten vergroRRern sich ihre Zellkdrper, ihre Fortsatze ziehen sich zurick und verdicken
sich. Es bilden sich kleine, schnell bewegliche Protrusionen und zum Teil kann die gesamte
Zelle in Richtung des geschadigten Gewebes migrieren. Diese Aktivierung geht ebenfalls
mit vielen transkriptionellen Veranderungen einher (Colonna and Butovsky 2017; Stence
et al. 2001).

Mikroglia regulieren auch die Funktion von synaptischen Kontakten im Gehirn (Ball et al.
2022). Dies beginnt bereits in den friihen Phasen aktivitdtsabhangiger Plastizitat. Sie spie-
len eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung von frihen LTPs (Raghuraman et al. 2019).
Des Weiteren beeinflussen sie die synaptische Plastizitdt durch die Freisetzung
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inflammatorischer und anti-inflammatorischer Moleklle (Golia et al. 2019). Dabei haben
verschiedene proinflammatorische Molekiile sehr unterschiedliche Effekte: Der Tumor-
nekrosefaktor a. (TNF o) bewirkt eine Zunahme von LTP und damit eine Ubererregbarkeit
der Nervenzellen (Pettigrew et al. 2016). Interleukin (IL) 1B hingegen behindert die For-
mierung von LTPs (Hoshino et al. 2017). Die Inhibierung der Aktivierung von Mikroglia
und somit der Freisetzung proinflammatorischer Molekile scheint die synaptische Plas-
tizitat, die dendritische Dornendichte und damit in verschiedenen Modellen kognitive
Funktionen oder Heilprozesse insgesamt zu starken (Feng et al. 2019; Sun et al. 2020).
Auch nach der Bildung von zelluldaren Kontakten kontrollieren und interagieren Mikroglia
mit Synapsen. Wahrend der Entwicklung umschlingen sie Synapsen und eliminieren sie.
Ist dieser Prozess gestort, kommt es zu einem Uberschuss unreifer synaptischer Struktu-
ren (Paolicelli et al. 2011). Im entwickelten Gehirn sind ebenfalls Interaktionen mit Sy-
napsen beschrieben, die zur Elimination von synaptischen Elementen fihren (Tremblay
et al. 2010; Wake et al. 2009). Hier scheinen die Fortsatze der Fresszellen lediglich Frag-
mente von Prdsynapsen in sich aufzunehmen, was auch als partielle Phagozytose oder
Trogozytose (griech. ,,Nagen”) bezeichnet wird. An den Postsynapsen kommt es nach
dem Kontakt mit Mikroglia haufig zur Bildung von Filopodien (Weinhard et al. 2018). In-
wiefern postsynaptische Elemente auch durch Mikroglia eliminiert werden, wird weiter-
hin diskutiert. Einige Studien zeigen auch postsynaptische Fragmente in Mikroglia
(Paolicelli et al. 2011; Schafer et al. 2012), wahrend andere selektiv die Elimination pra-
synaptischer Elemente nachweisen (Weinhard et al. 2018). Die Regulation von Synapsen
durch Mikroglia ist abhdngig von neuronaler Aktivitdt, dementsprechend werden vor al-
lem inaktive Synapsen markiert und von Mikroglia erkannt und eliminiert (Gyorffy et al.
2018). Es werden verschiedene Signalwege fur diese synaptische Verschlingung disku-
tiert, unter anderem das neuronale Fraktalkin (CX3CL1) und der komplementabhangige
Clg-Weg (Gunner et al. 2019; Gyorffy et al. 2018). Beispielsweise bei der Alzheimer Er-
krankung kommt es aufgrund einer Uberschielenden komplementabhingigen Synap-
senentfernung durch Mikroglia zu einem Synapsenverlust (Hong et al. 2016). Ahnliche
Pathomechanismen werden auch fir andere Erkrankungen des ZNS, wie beispielsweise
dem West-Nil-Virus, der Schizophrenie oder Nervenschadigungen diskutiert (Norris et al.
2018; Vasek et al. 2016; Yilmaz et al. 2021).

Andere extrazelluldre Markierungen, wie SIRPa schiitzen die synaptischen Elemente vor
einem Abbau durch Mikroglia (Sato-Hashimoto et al. 2019). Durch Modifikation exzitato-
rischer und inhibitorischer synaptischer Verbindungen regulieren Mikroglia die Konnek-
tivitat und die Aktivitdt innerhalb neuronaler Schaltkreise (Liu et al. 2021). Nervenzellen
schitten bei Aktivierung Adenosintriphosphat aus, welches Mikroglia Fortsadtze anzieht
(Haynes et al. 2006; Pankratov et al. 2006). Mikroglia wandeln Adenosintriphosphat en-
zymatisch zu Adenosin um (Badimon et al. 2020). Adenosin bindet an einem Rezeptor auf
den Nervenzellen und verhindert eine Hyperaktiverung der Zelle. Dieser negative Feed-
back Mechanismus verhindert eine Uberaktivierung, die ansonsten beispielswiese zu epi-
leptischen Anféllen fiihren kdnnte (Badimon et al. 2020).

Mikroglia haben somit eine sehr komplexe, aber entscheidende Rolle in der Regulation

synaptischer Plastizitdt, neuronaler Verbindungen und kognitiven Funktionen (Ball et al.
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2022). Bei Storungen dieses Gleichgewichts und abnormaler Aktivierung von Mikroglia
kann es zu Dysregulationen neuronaler Schaltkreise kommen. Es ist daher nicht tberra-
schend, das Dysfunktionen dieser Prozesse bei verschiedenen kognitiven Defiziten und
Erkrankungen eine kausale Rolle spielen (Cornell et al. 2022). Es gibt bereits Hinweise,
dass Mikroglia aktiv an der Pathophysiologie autoimmuner Enzephalitiden, unter ande-
rem der NMDAR AE beteiligt sind (Rahman et al. 2023). In humanen post- mortem Stu-
dien ladsst sich eine massive Aktivierung von Mikrogliazellen mit Betonung im Hippokam-
pus nachweisen (Tuzun et al. 2009). Die Folgen dieser Mikrogliaaktivierung sind bisher
kaum weitergehend untersucht.

1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die strukturelle Plastizitdt von dendritischen Dornen auf SST-
Interneuronen des Hippokampus in einem Tiermodell der NMDAR AE zu untersuchen.
Des Weiteren soll die Aktivierung von Mikroglia im Hippokampus in diesem Tiermodell
Uberprift und die Interaktion der aktivierten Mikroglia mit dendritischen Dornen ange-
sehen werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die strukturelle Plastizitat SST-positiver Interneurone im
Hippokampus untersucht. Hierflir wird eine Reportermauslinie (FVB(GadGFP) 45704
Swn/J, Jackson Laboratory) verwendet, die ein griin fluoreszierendes Protein in SST- In-
terneuronen exprimiert (Tamamaki et al. 2003). Als Antikorper der gegen die GIuN1 Un-
tereinheit des NMDAR verwenden wir rekombinante Antikérper, welche durch Isolierung
und Sequenzierung der Immunglobulinketten von B-Gedachtniszellen aus dem Liquor
von NMDAR AE Patientinnen gewonnen wurden (Kreye et al. 2016). Diese AK werden
Uber einen Zeitraum von 18 Tagen in das Ventrikelsystem infundiert, um so ein Mausmo-
dell fir NMDAR AE zu erstellen (Planaguma et al. 2015). Hierdurch kann die Anzahl und
Morphologie der dendritischen Dornen ex vivo an fixierten Hirnschnitten beurteilt wer-
den. AnschlieRend kdnnen durch Zwei-Photonen Mikroskopie dendritischen Dornen lon-
gitudinal Uber mehrere Wochen in vivo am intakten Hirn beobachtet werden, wodurch
die Dichte und Dynamik dieser synaptischen Strukturen im Verlauf der Krankheit er-
forscht werden kann.

Im Hinblick auf die zuvor erlauterte NMDAR Zusammensetzung, Verteilung und die Bin-
dungseigenschaften des NMDAR AK ist eine starke Beeinflussung inhibitorischer Inter-
neurone durch NMDAR AK naheliegend (Gleichman et al. 2012; Lynch et al. 2018; Matta
etal. 2013; Riebe et al. 2016). Hier stellt sich nun die Frage ob und welche Veranderungen
diese Beeinflussung auf struktureller Ebene nach sich zieht. Sehen wir, wie nach pharma-
kologischer Blockade des NMDAR eine verminderte Dornendichte (Perez-Rando et al.
2017b) oder ganz im Gegenteil eine Zunahme der Dornendichte? Zeigen sich vermehrte
dynamische Filopodien und dinne Dornen als Hinweis auf Lernvorgange (Chidambaram
etal. 2019; Trachtenberg et al. 2002)? Oder gibt es mit groReren Dornenkdpfen und mehr
pilzférmigen Dornen Anzeichen einer Verstarkung bestehender Verbindungen (Bourne
and Harris 2007; Chidambaram et al. 2019)?
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Aus hippokampalen Zellkulturexperimenten wissen wir, dass es nach NMDAR Exposition
auch bei inhibitorischen Interneuronen zu einer Verringerung der oberflachlichen
NMDAR Dichte kommt (Moscato et al. 2014). In hippokampalen in vitro Untersuchungen
zeigte sich eine verminderte Frequenz von Aktionspotentialeln der PC und eine vermin-
derte Netzwerkaktivitat nach NMDAR AK Exposition (Ceanga et al. 2023; Koch et al. 2019).
Der Grofteil des exzitatorischen Inputs von SST-Interneuronen stammt jedoch von der
Aktivierung durch PC (Takacs et al. 2024). Die zentrale Hypothese ist daher, dass es auf-
grund von verminderten exzitatorischer Signalen zu strukturellen Anpassungen an der
Postsynapse inhibitorischer Interneurone kommen kdnnte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll die Rolle von Mikroglia in dieser Erkrankung untersucht
werden. Zunachst wird an Hirnschnitten des Mausmodells durch Immunfluoreszenzfar-
bungen die Aktivierung von Mikroglia angesehen. In einem zweiten Schritt soll durch Im-
munfluoreszenzfarbung der Mikroglia und synaptischer Proteine eine Interaktion von
Mikroglia mit exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen erforscht werden.

Hier stellt sich zunachst die Frage, ob wir eine Mikrogliaaktivierung im Mausmodell der
NMDAR AE sehen. Nachdem es in humanen Autopsien zu einer massiven Mikrogliaakti-
vierung im Hippokampus kommt (Tuzun et al. 2009), vermuten wir diese auch im Tiermo-
dell. Des Weiteren sind die Auswirkungen von Mikroglia auf synaptische Strukturen und
damit auf neuronale Schaltkreise interessant. Mikroglia umschlingen und eliminieren sy-
naptische Strukturen wenig aktiver Nervenzellen (Schafer et al. 2012; Tremblay et al.
2010). Diese Elimination synaptischer Strukturen kann durch immunhistochemische Far-
bungen der Lokalisation exzitatorischer und inhibitorischer prasynaptischer Markerpro-
teine in Lysosomen von Mikroglia untersucht werden. Kommt es aufgrund der pathologi-
schen Netzwerkaktivitdat zu einer vermehrten oder verminderten Elimination synapti-
scher Elemente? Nachdem es bei der NMDAR AE zu einer Hypoaktivitat von PC kommt
(Koch et al. 2019; Manto et al. 2010), wirden wir eine vermehrte synaptische Umschlin-
gung und Elimination exzitatorischer prasynaptischer Elemente durch Mikroglia erwar-
ten. Da die inhibitorischen postsynaptischen Strome unverandert und damit die Hem-
mung von PC durch inhibitorische Interneurone intakt zu sein scheint (Moscato et al.
2014), vermuten wir keine Verdanderung der Elimination inhibitorischer prasynaptischer
Fragmente.
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2 Material und Methoden
2.1 Methoden

2.1.1 Humane monoklonale Antikdrper

Es wurden rekombinante, monoklonale humane IgG1 Antikérper gegen die GIUN1 (bzw.
NR1) Untereinheit des NMDAR (Klon #003-102) verwendet (Kreye et al. 2016). Als Kon-
trolle diente ein nichtreaktiver menschlicher Antikorper(#mGo53) des gleichen Isotyps
(Jurek et al. 2019; Kreye et al. 2016).

2.1.2  Mauslinie und Tierhaltung

Es wurden homozygote Gad67-GFP Mause verwendet (FVB(GadGFP)45704Swn/J,
Jackson Laboratory), die griin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein, GFP) in
GABAergen, SST-positiven Interneuronen exprimieren (Tamamaki et al. 2003). Die Ver-
suchstiere wurden in pathogenfreier Umgebung gehalten. Pro Kafig waren zwei bis flinf
Mause des gleichen Geschlechts untergebracht. Ein zwolf Stunden Tag/Nacht Rhythmus
wurde simuliert. Die Tiere hatten Zugang zu Wasser und Futter ad /ibitum. Die flr die in
vivo Versuche notwendige Implantation der Katheter und hippokampalen Fenster fand
im Alter von sieben bis zwolf Wochen statt. Die in vivo Mikroskopie startete drei Wochen
spater. Die Implantation der Katheter fir in vivo Versuche wurde nach den ersten beiden
Mikroskopieuntersuchungen, entsprechend im Alter von elf bis siebzehn Wochen, durch-
geflhrt. Insgesamt wurden dreizehn Tiere fir ex vivo Versuche (sechs NMDAR AE (54,
19) und sieben Kontrolltiere (44", 3?) und zehn Tiere (finf NMDAR AE (24, 3%) und finf
Kontrolltiere (3a, 29)) fur in vivo Versuche verwendet. Die Experimente wurden gemaR
den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetztes (Tierschutzgesetz der Bundesrepublik
Deutschland, TierSchG) und der Regierung Oberbayern durchgefiihrt.

2.1.3 Operation

2.1.3.1 Vorbereitung der miniosmotischen Pumpen

Die miniosmotischen Pumpen (Alzet, 100pul, #1002, Abb.3) wurden 24 Stunden vor der
Implantation in steriler Umgebung befillt. Zunachst wurden die Antikdrper auf eine Kon-
zentration von 200 pg/ml (fur in vivo Versuche) bzw. 100 pug/ml (fur ex vivo Versuche) in
0,9 %iger Natrium-Chlorid Lésung verdinnt und in eine Spritze gefillt. Fir die ex vivo
Versuchsreihe wurden in vier Versuchstieren (zwei NMDAR AE und zwei Kontrolltiere)
lediglich eine Pumpe mit doppelter Antikorperkonzentration verwendet. Vor der Fillung
der Pumpe wurde diese zunachst gewogen. Anschlielend wurde die Pumpe in eine senk-
rechte Position gebracht und die Spitze der Antikorperspritze bis zum Boden der Pumpe
bewegt. Die Losung wurde in die Pumpe geflllt bis die ersten Tropfen Fllssigkeit am Ein-
stichsloch austraten. Das Fassungsvolumen der Pumpe betrug 100 ul. Die Pumpe wurde
zur Bestatigung der vollstandigen Flllung erneut gewogen. Die Abdeckkappe wurde auf

den Stromungsmoderator geschoben. Dabei wurden 2-3 mm des Metallrohrs (iber dem
23



Material und Methoden

Kappenrand stehen gelassen, um den Schlauch zu befestigen. Hierdurch konnte der
Schlauch Uber den hinausstehenden Strémungsmoderator geschoben werden. Das hin-
tere Ende des Stromungsmoderators wurde in die Pumpe geschoben (Abb. 3). Die frisch
beflllten Pumpen wurden in ein mit 0,9%iger Natrium -Chlorid Lésung gefulltes Rohrchen
gelegt. Es wurde darauf geachtet, dass die Schlauchenden nicht fllssigkeitsbedeckt wa-
ren. So konnte einer Verdinnung der Antikorperldsung mit Natrium-Chlorid Losung vor-
gebeugt werden. Das Rohrchen wurde tGber Nacht bei 37°C im Inkubator gelassen. Hier-
durch konnten die Pumpen bereits Flussigkeit aufsaugen, um direkt nach der Implanta-
tion zu funktionieren. Nach Beflllung der Pumpen wurde die Versuchsgruppe verschlis-
selt, um eine zufallige Versuchsgruppenzuteilung und eine Verblindung fir den restlichen
Versuchsaufbau zu ermdéglichen.

Abdeckk Katheter
ec ¢appe N

A

Strémungsmoderator Schlauch

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer miniosmotischen Pumpe mit Schlauchsystem und Ka-
theter.

2.1.3.2 Implantation der intraventrikuléren Katheter und des hippokampalen Fenster

Die Mause wurden 30 Minuten vor Operationsbeginn mit Metacam (Meloxicam 1mg/kg
Korpergewicht) und Midazolam (Metamizol-Natrium 200mg/kg Korpergewicht) analge-
siert. Die Andsthesie erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion mit Fentanyl (0,05
mg/kg), Midazolam (5,0 mg/kg) und Medetomidin (0,5 mg/kg). Die Kopf- und Nacken-
haare wurden rasiert. Die Mause wurden in ein sterotaktisches Gerat eingespannt und
auf eine Heizmatte gelegt. Die Augen der Tiere wurden mit Bepantensalbe vor Austrock-
nung geschitzt. Zur Kontrolle der ausreichenden Tiefe der Andsthesie wurden die
Schmerzreflexe im Abstand von 15-20 Minuten getestet.

Die Kopfhaut wurde mit Povidon-lod desinfiziert. Nach kurzer Einwirkzeit wurde mithilfe
einer Klinge eine ca. zwei Zentimeter lange Offnung in die Haut tiber dem Schadel ge-
schnitten. Die Wundrander wurden mit Gewebekleber seitlich am Schadel fixiert. Das
schmerzempfindliche Periost wurde mit Xylocain (Lidocainhydrochlorid 20mg/1g) lokal
anasthesiert. Nach einigen Minuten Einwirkzeit wurde das Periost entfernt und der Scha-
del mittels einer Kanllenspitze aufgeraut.

Die Katheter wurden in der Halterung eingespannt. Uberstehendes Plastik wurde mit ei-
nem Bohrer abgeschliffen. Die Positionen der Katheter und Fenster wurden mit Filzstift
markiert (ex vivo Versuche: Injektionsstellen Imm/-1mm lateral von Bregma und - 0,2
mm posterior von Bregma (Abb. 4a); in vivo Versuche: Injektionsstelle links: -0,2 mm
posterior und 1 mm lateral von Bregma; Injektionsstelle rechts: -2,5 mm posterior und
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3,5 mm lateral von Bregma; Fenster: 1,5 mm lateral und 1,5 mm posterior von Bregma
(Abb. 4b). Der Schadel wurde an den entsprechenden Stellen durchbohrt.

1mm

Abbildung 4: Position der Katheter und des hippokampalen Fensters. a) Bregma (Pfeil) und Injektions-
stellen der Katheter fiir ex vivo Versuche (gestrichelte Kreise; 1Imm seitlich und 0,2mm posterior von
Bregma) b) Position von Fenster und Katheter der in vivo Versuche (Injektionsstelle links: -0,2 mm
posterior und 1 mm lateral von Bregma, Injektionsstelle rechts: -2,5 mm posterior und 3,5 mm lateral
von Bregma, Fenster: 1,5 mm lateral und 1,5 mm posterior von Bregma.

Bei den Tieren der in vivo Versuche wurde an der kreisférmig gebohrten Offnung zu-
nachst der Knochen entfernt. Die darunterliegende Hirnhaut (Abb.5a) wurde mithilfe ei-
ner Vakuumpumpe oder einer Pinzette entfernt. Das frei liegende Gehirn (Abb.5b) wurde
konstant mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gespiilt.

Abbildung 5: Implantation eines hippokampalen Fensters mit Schemazeichnungen. a) Hirnhaut mit Ge-
fdfsen nach Entfernung des Schddelknochens. b) Kortex nach Absaugen der Hirnhaut. c) Horizontale
Fasern des Corpus callosum. d) Schrég verlaufende Fasern des Alveus des Hippokampus. e) Eingesetz-
tes hippokampales Fenster. f) Schema der freigelegten Hirnhaut mit Geféfsen. g) Schema des Kortex.
h) Schema der horizontal verlaufenden Fasern des Corpus callosum. i) Schema der schrdg verlaufenden
Fasern des Alveus. j) Technische Zeichnung des als hippokampales Fenster verwendeten Metallrohrs
mit Plexiglasscheibe.
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Der Kortex oberhalb des Hippokampus (kreisformiges Areal mit dem Mittelpunkt 1,5mm
lateral und 1,5mm posterior von Bregma) wurde vorsichtig abgesaugt, bis die horizontal
liegenden Fasern des Corpus Callosums (Abb.5c) sichtbar waren und einen zirkuldren Zu-
gang zum Hippokampus ermdglichten. Diese oberen Schichten des Corpus Callosums
wurden vorsichtig entfernt (Abb.5d). Zur Vorbereitung des hippokampalen Fensters
wurde eine kleine Glasscheibe (Durchmesser 3 mm, Warner Instruments) mit Sekunden-
kleber auf ein kleines Metallrohr (Durchmesser 3 mm, Hohe 1,5 mm) geklebt. Das so ent-
standene Fenster wurde auf Dichtigkeit geprift und anschlieRend mittels Ethanol desin-
fiziert. Vor dem Einsetzen wurde das Fenster (Abb.5e) kurz mit PBS gereinigt. Anschlie-
Rend wurde es durch Gewebekleber (Histoacryl, Braun Surgical) fixiert.

Fur die Implantation eines Katheters wurde dieser in eine spezielle Katheterhalterung
eingespannt und mit einem Schlauch verbunden. Der Schlauch wurde mit 0,9% Natrium-
Chlorid Losung angespilt. Fir die ex vivo Versuche wurde eine vorbereite Pumpe am
Schlauch befestigt (Abb.6a). Flr die in vivo Versuche wurde ein ca. zwei Zentimeter langer
Schlauch ohne angeschlossene Pumpe implantiert. Das offene Ende des Schlauches
wurde mittels Zahnzement (Paladur powder, Kulzer GmbH) versiegelt. Die Spitze des Ka-
theters wurde zur Einstichstelle bewegt (Abb.6b). Unter Sichtkontrolle wurde die Spitze
auf die Hohe des Kortex gebracht. Um dem Gehirn ausreichend Anpassungszeit zu geben
wurde der Katheter in 0,5 mm Schritten Gber mehrere Minuten bis zu der gewlnschten
Tiefe herabgesenkt (Abb.6c). AnschlieRend wurde der umliegende Schadel getrocknet
und der Katheter mit Zahnzement (Super Bond C&B, Sun Medical) befestigt (Abb.6d).

Abbildung 6: Implantation der intraventrikuldren Katheter. a) Pumpe mit Schlauch und Katheter in Hal-
terung. Mafseinheit 5mm. b) Katheterspitze (Kreis) tiber gebohrter Offnung. c) Langsames Herabsetzen
des Katheters. d) Fixierung des Katheters (Stern) mit Zement. Mafseinheit Imm.

Nach dem Trocknen wurde die Halterung entfernt. Uberstehendes Plastik wurde mithilfe
eines Bohrers geglattet. Falls die Metallrohre des Katheters exponiert waren, wurden sie
durch eine dinne Schichte Zement wieder versiegelt, um Infektionen vorzubeugen. Fir
die in vivo Versuche wurde eine Kopfhalterung angebracht. Diese wurde zundchst mit-
hilfe von Knete in die richtige Position gebracht. Sie wurde mdoglichst weit kaudal positio-
niert, um beim Mikroskopieren optimalen Zugang zum hippokampalen Fenster zu erlan-
gen. AulBerdem wurde sie so nach vorne und auf die Seite gekippt, dass sie in beiden
Freiheitsgraden auf einer Ebene mit dem Fenster lag. Die Kopfhalterung und das nur vor-
ldufig fixierte Fenster wurden mit Zahnzement (Paladur powder, Kulzer Gmbh) befestigt.
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Uberreste des Zements und Plastik wurden weggesplilt. Zur Platzierung der Pumpen bzw.
Schlduche wurden durch eine stumpfe Pinzette zwei subkutane Taschen am Ricken ge-
schaffen. Die Pumpen bzw. Schldauche wurden moglichst spannungsfrei in diese Taschen
platziert. Bei den ex vivo Versuchen wurde der Schnitt mit 7-10 Einzelnahtstichen (Ethilon
Polyamid 6 Monofilament, Ethicon LLC) genadht. Fur die in vivo Versuche wurde die Haut
um den Zement auf dem Schaddel nach hinten gezogen und tber den Schldauchen genaht.
Der letzte Stich wurde mit Gewebekleber (Histoacryl, Braun Surgical) am Zement der
Kopfklammer befestigt.

AnschlieRend wurde die Anadsthesie durch intraperitoneale Gabe von Naloxon (1,2
mg/kg), Flumazenil (0,5 mg/kg) und Atipamezol (2,5 mg/kg) beendet und die Mause wur-
den bis zum vollstandigen Erwachen auf einer Heizmatte gehalten. Die operierten Mause
der ex vivo Versuche erhielten 12h, 24h, 48h und 72h nach der Operation Meloxicam
(Img/kg Korpergewicht) als Schmerzmittel. Die Mause der in vivo Versuche wurden durch
Paracetamol im Trinkwasser (Konzentration: Tag 1 postOP: 3,5 mg/ml; Tag 2 postOP: 1,7
mg/ml; Tag 3 postOP: 1,3 mg/ml) mit einer Zieldosis von 200mg/kg analgesiert
(Fleischmann et al. 2017). Zusatzlich wurden sie die ersten sieben Tage tdglich und an-
schlieRend im Abstand von zwei Tagen nach Verhalten, Ess- und Trinkgewohnheiten und
Nestbau beurteilt und gewogen. Falls Auffilligkeiten bestanden oder die Maus tber 15%
ihres Kérpergewichts verloren hatte, wurde das Experiment abgebrochen. Die Mause der
ex vivo Untersuchung wurden nach der Operation aufgrund der exponierten Katheter-
schlduche einzeln gehalten. Die Mause der in vivo Studie konnten weiterhin in gleichge-
schlechtlichen Gruppen gehalten werden.

2.1.3.3 Implantation der miniosmotischen Pumpe

Die Pumpe wurden wie in 2.1.3.1 beschrieben vorbereitet. Die Mduse wurden durch eine
intraperitoneale Injektion von Fentanyl (0,05 mg/kg), Midazolam (5,0 mg/kg) und Mede-
tomidin (0,5 mg/kg) anasthesiert. Nach Testung der Schmerzreflexe wurden die Mause
am Rucken rasiert, mit Braunol desinfiziert und auf eine Heizmatte gelegt. Die Haut am
Ricken der Maus wurde aufgeschnitten. Die mit Zement verschlossenen Katheterschlau-
che wurden aufgefunden. Die Schlauche wurden oberhalb des Zements abgeschnitten.
Die Schlauchenden wurden tber die Offnung der Pumpen gestiilpt. Mit einer stumpfen
Pinzette wurden auf beiden Seiten des Riickens subkutane Taschen geschaffen, in die die
Pumpen gelegt wurden. Die Haut wurde mit Einzelstichndhten (Ethilon Polyamid 6 Mo-
nofilament, Ethicon LLC) verschlossen. Die Anasthesie wurde mit Naloxon (1,2 mg/kg),
Flumazenil (0,5 mg/kg) und Atipamezol (2,5 mg/kg) beendet. Die Mause wurden funf bis
zehn Minuten auf einer Heizmatte gehalten. Die Analgesie mit Paracetamol und die re-
gelmalige Beurteilung des klinischen Status der Versuchstiere erfolgte wie in 2.1.3.2 be-
schrieben.
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2.1.4 Zwei-Photonen Mikroskopie

Nach einer Erhohlungszeit von drei Wochen wurden die ersten Aufnahmen angefertigt.
Die Tiere wurden mit 3 Vol% Isofluran (in reinem Sauerstoff verdampft) voranasthesiert.
AnschlieRend wurden sie durch die Kopfklammer an der Halterung des Mikroskops fixiert.
Die Andsthesie wurde mit ungefahr 1-2 % Isofluran (in Sauerstoff verdampft) Uber einen
Plastikschlauch am Mikroskop fortgesetzt. Die Maus lag auf einer Heizplatte. Die Augen
wurden mit Bepanthensalbe vor Austrockung geschiitzt. Die Atemfrequenz wurde durch
ein physiologisches Monitoring System (HPMS, Harvard Apparatus) Gberwacht. Das Fens-
ter wurde vorsichtig mit destilliertem Wasser gereinigt. AnschlieRend wurde Ultraschall-
gel 1:1 in Wasser verdinnt blasenfrei in und auf das Fenster gegeben. Das Objektiv (16x,
0,8 NA, Nikon Europe B.V.) wurde eingesetzt und vorsichtig in die Ndhe des Fensters her-
abgesetzt.

Ein Titan:Saphir Laser (Mai Tai; Spectra Physics, Santa Clara) sendete Laserpulse in einer
Frequenz von 80-MHz bei einer Wellenlange von 950 nm aus. Das emittierte Licht wurde
durch einen dichroitischen Strahlenteiler (dichroic beamsplitter, ThorlLabs) aufgeteilt und
der griine Anteil durch einen Bandpassfilter (525nm) mittels einem GaASP Avalanche
Photodetektor (PMT, Hamamatsu) gemessen. Als Mikroskop diente ein Resonanz-Scan-
ner Zweiphotonenmikroskop (HyperScope Scientifica).
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Abbildung 6: Zwei Photonen Mikroskopie. a) Schemazeichnung der untersuchten Hirnregion: Objektiv
iiber CA1-Region des Hippokampus. b) Dreidimensionale Ubersichtsaufnahme einer markanten Neu-
ronengruppe (680 x 680um in X- und Y- Richtung; 2 um — Z-Auflésung). c¢) Hochauflésende Aufnahme
einer dendritischen Astgabelung (57 x 57 um in X—und Y- Richtung; 1 um in Z- Auflésung). d) Versuchs-
tier in Mikroskophalterung: Fixierung mittels einer Kopfhalterung. Andsthesie iber Plastikschlauch an
der Schnauze. Implantierte subkutane Pumpe (Pfeil) erkennbar.

wmog§

Es wurde eine Neuronengruppe als Orientierungspunkt definiert (Abb.6a, b), anhand wel-
cher spater Positionen im Programm (SciScan, Scientifica) gespeichert werden konnten.
AnschlieBend wurde eine Ubersichtsaufnahme (680 x 680 um in X, Y; 5 um in Z) der
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Zellkérper angefertigt (Abb.6b). Spater konnte so der Abstand der analysierten dendriti-
schen Abschnitte zum Soma gemessen werden. AulRerdem konnte diese Aufnahme ver-
wendet werden, um geeignete dendritische Abschnitte zur genaueren Analyse aufzufin-
den. Es wurden Abschnitte mit gut analysierbaren dendritischen Dornen gewahlt, die ein-
deutig einer Zelle zugeordnet werden konnten (Abb.6c). Diese wurden hochauflésend
aufgenommen (57 x 57um in X, Y; 1 umin Z; 12x Zoom, 512 x 512 Pixels, 30Hz Bildrate).
Es wurden 100 Bilder pro Bildebene aufgenommen, welche posthoc flr Bewegungsarte-
fakte korrigiert und dann gemittelt wurden. Die genaue Position wurde mittels einer
Skizze notiert. Pro Versuchstier (finf NMDAR AE- (24, 3%) und funf Kontrolltiere (34, 29))
wurden funf dendritische Aste aufgenommen. Es wurden zwei Tage vor und am Tag der
Pumpenimplantation Aufnahmen angefertigt. Danach wurden die Tiere 5, 7, 16 und 18
Tage nach der Pumpenimplantation mikroskopiert.

2.1.5 Kardiale Perfusion

Die Tiere wurden mit Ketamin (130 mg/kg) und Xylazin (10mg/kg) anasthesiert. Sobald
keine Schmerzreflexe mehr ausldsbar waren, wurden die Mause an allen vier Extremita-
ten auf einer Styroporplatte befestigt. Die Bauchhaut und das Peritoneum wurden auf-
geschnitten, anschlieRend wurde der Thorax eroffnet. Mithilfe einer Butterfly- Nadel
wurde der linke Herzventrikel punktiert. Danach wurde PBS mit Heparin (2mg/kg) durch
den Kreislauf gepumpt. Sobald das Blut fertig ausgespult war, wurde 4% Paraformaldehyd
durch den Kreislauf gepumpt, bis eine gute Fixierung des Gewebes erreicht war. Das Ge-
hirn wurde entfernt und weitere 24 h in Paraformaldehyd postfixiert. Nach diesen 24h
wurde die Losung zu PBS mit Natriumazid (0,05% NaN3) gewechselt.

2.1.6 Anfertigung von Gehirn-Schnitten

Die Gehirne wurden mit einem Vibratom (Leica VT100 S, Deutschland) oder einem Kryo-
stat (Leica CM1520, Deutschland) geschnitten. Fir das Schneiden der Hirne am Vibratom
(alle Hirne der in vivo Studie, drei NMDAR AE und finf Kontrollproben der ex vivo Ver-
suchsreihe) wurden die Maushirne in 3 %-Agarose eingebettet. Der Agaroseblock wurde
mit Sekundenkleber auf der Halterung befestigt. Die Pufferwanne wurde mit PBS (0,05%
NaN3) gefillt. Es wurden 100 um dicke Koronarschnitte angefertigt und in mit PBS (0,05%
NaN3) geflllten 48 Well Platten gelagert. Fir das Schneiden am Kryostat (drei NMDAR
und zwei Kontrollproben der ex vivo Versuchsreihe) wurden die Maushirne nach der 24h
langen Nachfixierung (s. 2.1.5) zur Entwasserung 30% Sucrose-Losung gelagert bis sie
zum Boden sanken. Die Hirne wurden durch Lagerung auf Trockeneis gefroren und an-
schliefend in 60 um dicke koronare Schichten geschnitten und in PBS mit Natriumazid
(0,05% NaN3) gelagert.
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2.1.7 Immunfluoreszenz

Far die Immunfluoreszenzfarbungen zur Verifikation der Antikérperbindung und fir die
morphologische Analyse der Mikrogliazellen wurden die Hirnschnitte in Multiwell Platten
mit entsprechender Antikdrperlésung inkubiert. Hierflr wurden die Schnitte zunachst 3x
5-10 Minuten in PBS gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden anschlieRend 45-
60 Minuten mit einem Puffer (0,5% Triton X-100 (TX100), 1% Bovines Serumalbumin
(BSA), 10% Normalziegenserum (NZS) fur die Antikorperverifikation bzw. 0,1% TX100, 1%
BSA, 2% NZS fur Mikrogliaanalyse in PBS) geblockt. Fur die Antikorperverifikation wurde
ein sekundarer Antikorper gegen die Fc Region humaner Antikdrper verwendet (goat
anti-human, A 21091). Dieser wurde im Verhaltnis 1: 500 in einer Pufferlésung (0,5%
TX100, 1% BSA, 5% NZS in PBS) bei 4°C Uber Nacht auf einem Plattformschittler inkubiert.
Fir die morphologische Mikrogliaanalyse wurde zunachst ein primarer Anti-lba-1 Anti-
kdrper (rabbit anti-mouse, #019-19741) ebenfalls im Verhaltnis 1:500 in einer Pufferls-
sung (0,5% TX100, 1 % BSA in PBS) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Der hier notwendige
sekundéare Antikdrper mit dem gekoppelten Fluorophor Alexa647 (goat anti- rabbit, Flu-
orophor 647nm, A232733) wurde anschliefend im Verhaltnis 1:500 in Pufferlésung (0,5%
TX100, 1 % BSA in PBS) zugegeben und zwei bis drei Stunden bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach beiden Farbungen wurden die Zellkerne durch Inkubation mit DAPI (1:500)
Uber finf Minuten gefarbt, wonach erneut gewaschen wurde. Die Schnitte wurden auf
Objekttrager platziert und getrocknet, bevor sie mit ungefahr 100 pul Mounting Medium
(Mounting Medium, Vectashield) pro Objekttrager eingedeckt wurden.

Die Farbungen fir die Untersuchung der Trogozytose von Synapsen durch Mikrogliazellen
erfolgten auf den Objekttragern. Die Hirnschnitte wurden mit einem Skalpell in ihre bei-
den Hemisphéaren geteilt. Je eine Hemisphare wurde fir die Anfarbung des inhibitori-
schen prasynaptischen Proteins vGAT verwendet, die andere zur Darstellung des exzita-
torischen prdsynaptischen vesikuldren Glutamattransporters 1 (vGlutl).

Beide Gruppen wurden zu Beginn und zwischen den Farbeschritten 3x 10 Minuten in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde 60 Minuten bei Raumtemperatur geblockt (10% NGS,
0,5% TX100 in PBS). Die primaren Antikorper (Anti-lba-1-Antikorper, rabbit anti-mouse,
#019-19741; Anti-vGAT- Antikorper, guinea pig anti-mouse, SySy #131 308; Anti-vGlut1-
Antikorper, chicken anti-mouse, SySy #135 316, Anti-CD68 Antikorper, rat anti-mouse,
ab53444) wurden Uber Nacht bei 4°C (0,5% TX100, 5% NGS in PBS) inkubiert. Nach einem
erneuten Waschvorgang wurden die sekundaren Antikorper (donkey anti- rabbit, Fluoro-
phor 405nm ab175651; donkey anti-guinea pig, Fluorophor Cy3A, #706165148, donkey
anti-chicken, Fluorophor 647nm, #703605155; donkey anti-rat, Flurophor 594nm,
A21209) zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert (0,5% TX100, 5% NGS in PBS). In
beiden Gruppen wurde fur die Darstellung der Mikroglia ein Anti-lba-1 Antikorper (rabbit
anti-mouse, #019-19741) in einer Konzentration von 1:500 gewahlt und mit einem se-
kundédren Antikorper mit gekoppelten 405nm Fluorophor sichtbar gemacht. Fir die An-
farbung des inhibitorischen prasynaptischen Proteins wurden Anti-vGAT- Antikorper (gui-
nea pig anti-mouse, SySy #131 308) und Anti-CD68 Antikdrper (rat anti-mouse,

#ab53444) in Konzentrationen von 1:500 und 1:300 verwendet. Als sekundare Antikorper
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wurden ein Anti-Meerschweinchen- Antikorper mit dem Fluorophor AlexaCy3A (donkey
anti-guinea pig, Fluorophor Cy3A, #706165148) und ein Anti-Ratte-Antikorper (donkey
anti-rat, Flurophor 594nm, A21209) verwendet. In der zweiten Gruppe wurden Antikor-
per gegen ein exzitatorisches prasynaptisches Protein, Anti-vGlutl- Antikérper (chicken
anti-mouse, #SySy 135 316) und ebenfalls Antikorper gegen CD68 (rat anti-mouse,
#ab53444) im Verhéltnis von 1:500 und 1:300 zur Pufferldsung angewendet. Als sekun-
dare Antikorper wurden Anti-Huhn- Antikdrper mit dem Fluorophor Alexa647nm (donkey
anti-chicken, Fluorophor 647nm, #703605155) und Anti- Ratten- Antikorper mit dem
Flurophor 594nm (donkey anti-rat, Flurophor 594nm, A21209) gewahlt. Die Schnitte wur-
den erneut gewaschen, luftgetrocknet und mit Mounting Medium (Mounting Medium,
Vectashield) bedeckt.

2.1.8 Konfokale Mikroskopie

Um die Bindung der NMDAR AK zu verifizieren wurden Ubersichtsaufnahmen (1024 x
1024, Voxeldimensionen 0,75 um in X,Y — Richtung und 1 um in Z-Richtung) im Bereich
des Ammonshorns (CA1-CA3) und Gyrus dentatus (DG) angefertigt (Abb. 8a,b), da in die-
sen Regionen des Hippokampus das spezifische Bindungsmuster des Antikorpers gut er-
kennbar ist. Die Schnitte wurden an einem konfokalen Mikroskop (Leica SP8WLL,
Deutschland) aufgenommen. Es wurde ein 20x/0.75 Ol Objektiv verwendet. Die Exzitation
betrug 633 nm und die emittierten Photonen wurden in einem Wellenlangenbereich zwi-
schen 643 und 700 nm gemessen.

b
NMDAR-mAb

a
Ctrl-mAb

Abbildung 8: Bindungsmuster des NMDAR Autoantikérpers. a) Bindungsmuster nach Infusion mit Kon-
trollantikérper. b) Bindungsmuster nach Infusion mit NMDAR AK mit starkem Signal in NMDAR expri-
mierenden Regionen im Hippocampus mit Cornu ammonis (CA) und Gyrus dentatus (DG).

Fir die Aufnahmen der morphologischen ex vivo Analyse der GAD67 positiven Interneu-
rone wurde ein Konfokal-Mikroskop (Leica SP8WLL, Deutschland) verwendet. Die konfo-
kalen Aufnahmen wurden durch ein 63x/1.40 Ol (HC PL APO 40x/1.30 Oil CS2, Leica) Ob-
jektiv angefertigt. Die Fluorophore wurden mit einem White Light Laser der Wellenlange
488 nm angeregt. Die Emission wurde in einem Wellenldngenbereich von 498 bis 555 nm
gemessen. Die Aperaturblende wurde auf 0,7 AU eingestellt, um Licht aulRerhalb des Fo-

kuspunktes auszublenden. Es wurden zwolf Versuchstiere (davon finf NMDAR AE (53,
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19) und sieben Kontrolltiere (44, 3%) verwendet. Pro Versuchstier wurden durchschnitt-
lich sechs Aufnahmen in den hippokampalen CA1- und CA2 Regionen angefertigt. Zu-
nachst wurden Ubersichtsbilder aufgenommen (Abb. 9a, b). In diesen wurden die Zell-
kdrper mit dendritischen Verzweigungen abgebildet. AnschlieRend wurden kurze Ab-
schnitte dieser Verzweigungen hochauflésend aufgenommen (VoxelgrofRe 50 x 50 x 150
nm in X-, Y- und Z- Richtung; Abb. 9 ¢, d).

Abbildung 9: Analyse SST-exprimierender Interneurone im Hippokampus. a) Konfokale Ubersichtsauf-
nahme des Hippokampus. b) Ubersichtsbild eines inhibitorischen Interneurons. c) und d) Hochauflé-
sende Aufnahmen dendritischer Abschnitte.

Die Aufnahmen flir die morphologische Analyse der Mikrogliazellen wurden an einem
konfokalen Mikroskop (Leica TCS SP8, Deutschland) mit einem Helium-Neon Laser ange-
fertigt. Es wurde ein 40x/1.30 Olobjektiv (40x/1.30 Qil, Leica) verwendet. Die Fluorophore
wurden mit Wellenldgen von 405nm und 633 nm angeregt. Es wurden Wellenlangen zwi-
schen 415 und 470 nm, sowie zwischen 643 und 700 nm detektiert. Insgesamt wurden
acht Versuchstiere untersucht (vier NMDAR AE Tiere (45) und vier Kontrolltiere (24, 29).
Dabei wurden pro Hemisphére sechs Aufnahmen (1024 x 1024 Pixel in X- und Y Dimen-
sion, 0,2 um in X- und Y- Auflésung, 0,4 um in Z-Auflésung, gesamte Aufnahme ca. 40 -
70um in Z) angefertigt. Die gescannten Areale waren gleichmaRig Uber die Schichten der
hippokampalen CA1 und CA2 Regionen verteilt. GefaRreiche Hirnschichten wurden ge-
mieden.

Fir die Darstellung der Phagozytose von Synapsen durch Mikrogliazellen wurden Aufnah-
men von zwolf Versuchstieren (fiunf NMDAR AE (54, 19) und sieben Kontrolltiere (43,
3%) mit einem Weillicht-Laser Konfokal-Mikroskop (Leica SP8WLL, Deutschland) erstellt.
Es wurde ein 63x/1.30 Glycerin Objektiv verwendet. Die 175 x 175 x 8 um in X-, Y- und Z-
Richtung grofRen Scans (PixelgrofRe: 0,086 um in X und Y- Richtung und 0,3 um in Z- Rich-
tung) wurden mit einer Geschwindigkeit von 600 Hz bidirektional angefertigt. Fiir die Dar-
stellung der Mikroglia wurde mit einer Wellenldnge von 405 nm angeregt und emittiertes
Licht der Wellenlangen zwischen 413 und 441 nm mit einer Verstarkung von 65% gemes-
sen. Fir die Detektion der verschiedenen prasynaptischen Proteine wurden verschiedene
weitere Kandle verwendet: Fir die mittels Anti- vGAT- Antikdrper markierten

32



Material und Methoden

inhibitorischen Prasynapsen wurde ein zweiter Kanal mit 545nm Anregung und 553 - 572
nm Emissionsbereich aufgenommen. Um in einer dritten Sequenz das lysosomale Protein
CD68 sichtbar zu machen wurde eine Emissionswellenlange von 620 nm verwendet und
im Bereich zwischen 627 und 642 nm registriert.

Fir die Untersuchung von der durch Anti-vGLUT1- Antikorper dargestellten exzitatori-
schen Prasynapsen wurden ebenfalls insgesamt drei verschiedene Kandle benotigt, wo-
bei im Ersten die Mikroglia Zellen detektiert wurden (s.0.). In einem zweiten Kanal wur-
den die markierten vGlutl Proteine mit Anregung von 652 nm und einem Detektions-
spektrum von 660 - 690 nm aufgenommen. Das lysosomale Protein CD68 wurde in einem
dritten Kanal mit einer Wellenlange von 598 nm angeregt und in einem Bereich zwischen
607 - 626 nm registriert.

2.1.9 Bildprozessierung

Die konfokalen Aufnahmen der Dendriten und dendritischen Dornen wurden mit dem
Dekonvolutionsprogramm Huygens Essential Version 16.05 (Scientific Volume Imaging
B.V., Niederlande) unter Verwendung des CMLE-Algorithmus prozessiert. Das Verhaltnis
zwischen Signal und Hintergrundrauschen (Signal- To- Noise-Ratio) betrug 20 und die ma-
ximalen Wiederholungen des Prozessionsvorgangs wurden auf 40 begrenzt. Durch die
bessere optische Trennung der Strukturen kdnnen morphologische Merkmale besser er-
kannt und gemessen werden, was die nachfolgende Analyze mit dem Programm Neuron-
studio erleichtert (Neuronstudio Documentation, Mount Sinai School of Medicine).

2.1.10 Analyse der Bilddateien

Dichte und Klassifizierung dendritischer Dornen

Die Analyse aller Bilddateien erfolgte verblindet. Die konfokalen Aufnahmen der GAD67-
positiven Interneurone wurden mit dem Programm Neuronstudio (NeuronStudio, Mount
Sinai School of Medicine) analysiert. Dieses Programm ermdglicht die Rekonstruktion und
automatisierte Analyse der Morphologie synaptischer Strukturen in Bilddateien. Die
Dendriten wurden manuell markiert. Mit dieser Information ist Neuronstudio in der Lage,
dendritische Dornen entlang des dendritischen Abschnitts zu erkennen. Es sortiert die
Dornen in die drei Gruppen ,,dinn®, ,,stummelférmig” und ,pilzférmig” (Abb. 10). Hierfur
werden die Voxel eines Dorns gruppiert.

Die Zuordnung der drei Typen erfolgt anhand bestimmter Kriterien: Dem Verhéltnis zwi-
schen Kopf- und Halsdurchmesser, dem Verhaltnis zwischen der Lange und dem
Kopfdurchmesser und als drittes Kriterium dem Kopfdurchmesser. Dabei sind pilzformige
Dornen durch ein hohes Kopf- zu Halsdurchmesserverhaltnis (> 1,1) und einem hohen
Kopfdurchmesser (> 3,5 um) charakterisiert. Diinne Dornen haben ein hohes Verhaltnis
zwischen Lange und Kopfdurchmesser (>2,5). Stumpfe Dornen besitzen ein geringeres
Kopf- zu Halsdurchmesserverhaltnis (< 3,5) und ein niedrigeres Verhaltnis von Lange zu
Kopfdurchmesser (< 2,5) (Rodriguez et al. 2008). Die automatische Analyse wurde fur
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jeden Dendriten Uberprift und bei inkorrekter Erkennung von Dornen manuell korrigiert.
AuRRerdem wurde der Abstand des analysierten Abschnittes zum Zellkdrper gemessen.
Dies erfolgt mithilfe des Programms Image J (Wayne Rasband, USA). Diese Information
wurde manuell in den durch Neuronstudio generierten Datensdtzen erganzt.

......... > Kopfdurchmesser

Halsdurchmesser

diinn stummelformig pilzférmig

Abbildung 10: Typen dendritischer Dornen. a) Diinner Dorn mit schmalem Kopf und Idnglicher Form. b)
Pilzférmiger Dorn mit grofsem Kopf und schmalen Hals. c) Stummmelférmiger Dorn ohne Hals.

Mikrogliamorphologie
Die morphologische Analyse von Mikroglia erfolgte automatisiert durch einen Algorith-
mus (Heindl et al. 2018) in MATLAB (R2018b, The MathWorks, Vereinigte Staaten). Die

automatisierte Analyse involvierte vier Schritte. Zunachst wurden Bilderstapel hinsicht-

lich ihrer Qualitat beurteilt. Hierfiir wurden die einzelnen Bildebenen auf ihre Ahnlichkeit
hin verglichen. Die jeweils obere und untere Bildebene wurde entfernt. Aufgrund des
sehr geringen Abstands einzelner Bildebenen (0,4um in Z) wird eine hohe Ahnlichkeit er-
wartet und stérkere Abweichungen wurden als Qualitdtsminderung interpretiert und
diese Aufnahmen aus der Analyse ausgeschlossen. AnschlieRend wurden die einzelnen
Zellen erkannt und in Zellkern, - kérper und Fortsatze segmentiert. Es wurde ein Zellske-
lett zur Strukturbeurteilung rekonstruiert, aus dem schlief3lich verschiedene morphologi-
sche Eigenschaften errechnet werden konnten (Heindl et al. 2018). Ich untersuchte hier
die Spharizitat und Zirkularitat der Zellen, welche als Mal fir die Kompaktheit der Zelle
dienen. Die Spharizitat misst dabei die Kompaktheit eines dreidimensionalen Objektes in
Abhangigkeit des Volumens und der Oberflache. Die Zirkularitat misst die zweidimensio-
nale Kompaktheit in Abhdngigkeit der Flache und des Umfangs. Ein Kreis hatte dabei als
kompaktestes zweidimensionales Objekt einen Wert von 1. Des Weiteren analysierte ich
die Lange der Hauptdste, Anzahl der Dendriten und Anzahl der Dendritenabschnitte pro
Hauptast, um die Ramifizierung zu beurteilen. Auch die Anzahl der gesamten Verzwei-
gungspunkte und die Verflechtung der Verzweigungspunkte sah ich mir an. Die Ldnge der
Zweige ist als langster moglicher Pfad der Kanten und Knoten zwischen dem ersten Kno-
ten aullerhalb des Zellkdrpers und dem Endknoten definiert und wird als 75.tes Perzentil
dargestellt. Hauptaste sind Verzweigungspunkte und -kanten innerhalb des zuvor defi-
nierten Zellfortsatzbereiches. Als Dendritenabschnitte wurden Verzweigungssegmente
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bezeichnet, bei denen zwei Knoten durch eine Anzahl von Kanten ungleich zwei verbun-
den sind (Heindl et al. 2018).

Mikrogliale synaptische Phagozytose

Die Analyse der synaptischen Phagozytose durch Mikroglia erfolgte automatisiert mittels
der Analysesoftware Imaris Version 5.5 (Oxford Instruments, Vereinigtes Konigreich). Zu-
nachst wurde die Oberflache der Mikrogliazellen (Zellkérper und gréRRere Fortsdtze) mo-
delliert und ihr Volumen bestimmt. Ebenso wurden lysosomale Strukturen innerhalb der
Mikroglia anhand von CD68 erkannt. Nachfolgend konnten internalisierte synaptische
Fragmente identifiziert werden. Zur Quantifizierung der Daten wurden die internalisier-
ten Fragmente pro Mikrogliavolumen bzw. CD68 Volumen errechnet.

Dichte und Dynamik dendritischer Dornen in vivo

Die Zwei-Photonenaufnahmen der in vivo Versuche wurden manuell mithilfe der , Cell
Counter” Funktion von Image J (NIH, Bethesda, Vereinigte Staaten) analysiert. Dabei wur-
den dendritische Dornen gezahlt, wenn sie sich mehr als vier Pixel (entsprechen ungefahr
4 um) von der Oberflache des benachbarten Dendriten abstanden und in mindestens
zwei Bildebenen darstellbar waren. Durch den Vergleich verschiedener Zeitpunkte konn-
ten stabile, abgebaute und neu gebildete Dornen analysiert werden. Diese Information
wurde fur jeden Dorn durch Dummy Kodierung tabellarisch dargestellt. Zur Bestimmung
der Dornendichte wurde die Lange des analysierten Abschnitts in einer zweidimensiona-
len Projektion gemessen. Aullerdem wurde der Abstand zum Zellkorper in der zweidi-
mensional projizierten Ubersichtsaufnahme gemessen. Neben der absoluten Dornen-
dichte konnte die auf den Zeitpunkt O normalisierte Dornendichte ermittelt werden. Au-
Rerdem wurden die Raten an neugebildeten und verlorenen Dornen bestimmt. Hieraus
konnten die Dornentberlebensrate in Prozent (engl. survival fraction (SF); SF = Anzahl der
Dornen zum Zeitpunkt -2/ Anzahl der Dornen zum Zeitpunkt X und die Dornenumsatzrate
(engl. turnover rate (TOR) = (neugebildete Dornen + abgebaute Dornen) / (2 Dornen ins-
gesamt) errechnet werden.

2.1.11 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Datensatze erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism
7.01 (Graphpad, Vereinigte Staaten). Alle Datensdtze wurden zunachst durch einen
Shapiro-Wilk-Test (Untersuchung struktureller Plastizitdt von SST- Interneuronen, Pha-
gozytose von synaptischen Elementen durch Mikroglia) oder einen D’Agostino & Pearson
Test (Mikrogliamorphologie) auf Normalverteilung getestet. AnschlieRend wurden Unter-
schiede zwischen zwei Versuchsgruppen durch parametrische Tests geprift. Bei Normal-
verteilung wurden die Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen anhand eines
Welch-Test (vGlutl/Mikrogliavolumen) untersucht. Falls keine Normalverteilung vorlag,
wurde ein Mann-Whitney- Test (Mikrogliamorphologie, ex vivo Untersuchung strukturel-
ler Plastizitat von SST- Interneuronen, vGlutl in CD68/Mikrogliavolumen, vGAT/Mikrogli-
avolumen, VGAT in CD68/Mikrogliavolumen) durchgefiihrt. Der p-Wert fir statistische
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Signifikanz wurde auf 0,05 festgelegt. Bei der Untersuchung der strukturellen Plastizitat

von SST-Interneuronen in vivo und ex vivo erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit

Messwiederholung.

2.2 Material
2.2.1 Mikroskope

Bezeichnung

Hersteller

Ort

MaiTai

Hyperscope

SC10 Optical Beam Shutter
Controller

Model 302RM Driver
Vaporizer for Isoflurane
Dichroischer Strahlenteiler
Photomultiplier tube mo-

dule
Tabelle 1: Zwei-Photonen Mikroskop

Bezeichnung

Spectra-Physics
Scientifica
ThorlLabs

Conoptics Inc.

Kent Scientific Corporation
Thorlabs

Hamamatsu

Hersteller

Santa Clara, USA
Uckfield, GroRRbritannien
New Jersey, USA

Danbury, USA
Torington, USA
New Jersey, USA
Hamamatsu, Japan

Ort

Leica SPEWLL

Leica TCS SP8
Tabelle 2: Konfokale Mikroskope

Bezeichnung

Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH

Hersteller

Wetzlar, Deutschland
Wetzlar, Deutschland

Ort

HC PL APO 40x/1.30 Oil CS2
HC PL APO 63x/1.40 OIL CS2
40x/1.30 Qil CS2

CFI75 LWD 16X
Tabelle 3: Objektive

2.2.2 Operationszubehor

Bezeichnung

Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Nikon Europe B.V.

Hersteller

Wetzlar, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Tokyo, Japan

Ort

Zoom-Stereomikroskop SMZ-
171

Temperature Controller
Portable Stereotaxic
Instrument for Mouse
Schego Pumpe Optimal

Zahnarztbohrer

Digital Thermostat Thermo 2
Tabelle 4: Operationsgerdte

Motic

RWD Life Science Co.
RWD Life Science Co.

Schego Schemel & Goetz
GmbH & Co KG

NSK Europe GmbH
BioGreen
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Barcelona, Spanien

Shenzhen, China
Shenzhen, China

Offenbach, Deutschland

Eschborn, Deutschland
Bischoffen, Deutschland



Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Ort

Brain Infusion Kit 3
Microosmotic Pump Model
1002

3mm Coverslip glasses
Gelfoam 12-7 mm

Alzet Osmotic Pumps
Alzet Osmotic Pumps

Warner Instruments
Pfizer

Histoacryl Braun Surgical
Paladur powder Kulzer GmbH
Super- Bond C&B Kit Sun Medical

Syringe Needles
Sugi Saugtupfer
Ethilon Polyamid 6 Monofila-

Warner Instruments
Questalpha GmbH & Co. KG
Ethicon LLC

Cupertino, USA
Cupertino, USA

Holliston, USA

New York City, USA
Melsungen, Deutschland
Wasserburg, Deutschland
Moriyama-shi, Japan
Holliston, USA
Eschenburg, Deutschland
Bridgewater, Vereinigte

ment Staaten
Tabelle 5: Operationszubeh6r
2.2.3 Arzneistoffe
Arzneimittel Wirkstoff Konzentration Hersteller Ort
Xylocain Gel 2%  Lidocain 2mg/g AstraZeneca London, GroR-
GmbH britannien
Bepanthen Dexpanthenol 50 mg/g Bayer Leverkusen,
Deutschland
Paracetamol L6- Paracetamol 40 mg/ml Ratiopharm Ulm, Deutsch-
sung GmbH land
Meloxidy! Melocixam Oral: 1,5 mg/ml Ceva Tier- Disseldorf,
Intraperitoneal: 5 gesundheit Deutschland
mg/ml GmbH
Fentadon Fentanyl 50 pg/ml Dechra Aulendorf,
Deutschland
Dormicum Midazolam 5 mg/ml Roche Basel, Schweiz
Dormilan Medetomidin 1 mg/ml Alfavet Tieratz- Neumdnster,
neimittel GmbH  Deutschland
Naloxonrati- Naloxon 0,4 mg/ml Ratiopharm Ulm, Deutsch-
opharm GmbH land
Flumazenil-ha- Flumazenil 0,1 mg/ml Hameln Pharma  Hameln,
meln GmbH Deutschland
Atipamezol Atipamezol 5 mg/ml Providet Pha- Athen, Grie-
ramceuticals chenland
WDT Ketamin Ketamin 100 mg/ml WDT Garbsen,
Deutschland
WDT Xylazin Xylazin 20 mg/ml WDT Garbsen,

Tabelle 6: Verwendete Arzneimittel
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2.2.4 Antikorper

Antigen Spezies ID Hersteller Ort
Anti-lba-1-Anti- rabbit anti- #019-19741 Wako Neuss, Deutsch-
kérper mouse land
Anti-vGAT- Anti- guinea pig SySy #131 308 Synaptic Sys- Gottingen,
kérper anti-mouse tems GmbH Deutschland
Anti-vGlutl- Anti-  chicken anti-  SySy #135 316, Synaptic Sys- Gottingen,
kdrper mouse tems GmbH Deutschland
Anti-CD68 Anti- rat anti- ab53444 Abcam Ltd Cambridge,
kérper mouse Grol¥britannien
Tabelle 7: Primdre AntikGrper
Konjugat Spezies ID Hersteller Ort
Fluorophor goat anti-hu- A 21091 ThermoFisher Waltham, USA
Alexab33nm man
Fluorophor goat anti- A232733 ThermoFisher Waltham, USA
Alexab47nm rabbit
Fluorophor donkey anti-  ab175651 Abcam Ltd Cambridge,
Alexa405nm rabbit Grol¥britannien
Fluorophor donkey anti-  #706165148 Jackson Immu- Ely, GroRRbritan-
AlexaCy3A guinea pig noresearch nien
Fluorophor donkey anti-  #703605155 Jackson Immu- Ely, GroRbritan-
Alexab47nm, chicken noresearch nien
Fluorophor Alexa  donkey anti- A2120 ThermoFisher Waltham, USA
594nm rat
Tabelle 8: Sekunddre Antikorper
2.2.5 Programme
Bezeichnung Hersteller Ort
Adobe lllustrator CS6 Adobe Systems San José, USA
Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems San José, USA

GraphPad Prism 7
Image J

Graphpad Software San Diego, USA

Wayne Rasband, National In-  Bethesda, USA
stitutes of Health
MathWorks

Microsoft

MatlLab R2018b
Microsoft Excel
LAS X

Huygens Essential

Massachusets, USA
Redmond, USA

Wetzlar, Deutschland
Hilversum, Niederlande
Uckfield, GroRRbritannien

Leica Microsystems
Scientific Volume Imaging

SciScan Scientifica
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FlyCapture 2 Point Grey

Imaris Oxford Industries

Neuronstudio Mount Sinai School of Medi-
cine

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Programme.
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3 Ergebnisse
3.1 Mausmodell der NMDAR AE

Um ein Mausmodell der NMDAR AE zu erstellen, wurden von isolierten Plasmazellen der
NMDAR AE Patientinnen generierte rekombinante monoklonale Antikorper gegen die
GIuN1 (NR1) Untereinheit des NMDAR verwendet (Kreye et al. 2016; Planaguma et al.
2015). Dieser oder ein Kontrollantikérper wurden durch miniosmotische Pumpen Uber
einen Zeitraum von 14 Tagen in das Ventrikelsystem infundiert. In den folgenden Tagen
diffundieren weiterhin Antikdrper aus dem Ventrikelsystem in das Hirngewebe. Nach Er-
reichen der maximalen Antikdrperbindung an Tag 18 wurden die Mause perfundiert und
die Gehirne geschnitten. Die Verifizierung der Antikérperbindung erfolgte mittels einer
immunhistochemischen Farbung gegen humane IgG Antikorper. Nach erfolgreicher Infu-
sion mit NMDAR AK zeigte sich ein typisches Bindungsmuster, welches bei Kontrolltieren
fehlte (Planaguma et al. 2015). Nachdem die stdrkste Antikdrperbindung im Hippokam-
pus zu finden ist, fokussierte sich diese Studie auf die Untersuchung von Veranderungen
im Hippokampus.

3.2 Zunahme der Dornendichte und Dichte der stummelformigen Dornen auf
SST-Interneuronen nach NMIDAR AK Infusion

In dieser Arbeit wurde die strukturelle Plastizitat von SST-Interneurone in den CA1 und
CA2 Regionen des Hippokampus untersucht. Als erster Schritt wurde die Dichte und Mor-
phologie dendritischer Dornen ex vivo an fixierten Hirnschnitten beurteilt (Abb.11a-j). Es
zeigte sich eine hohe Variabilitat der Dornendichte. Nachdem sich die meisten dendriti-
schen Dornen an peripheren Dendritenabschnitten der Zellen befinden, beschrénkte sich
diese Arbeit auf die Analyse der > 100um bis maximal 320pum vom Soma entfernten dend-
ritischen Aste (Durchschnittsentfernung der dendritischen Abschnitte 137um in der Kon-
troll- und 130 um in der NMDAR AK Gruppe).

Die Analyse der Dornenstruktur ergibt eine signifikante Abnahme des Durchmessers der
Dornenkopfe (Abb.11k) und eine signifikante Abnahme der Dornenlange (Abb.11l) in der
NMDAR AK Gruppe. Die Analyse der Gesamtdornendichte zeigt einen signifikanten An-
stieg der Dichte in der NMDAR AE Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.11m).
Dabei liegt die mittlere Dornendichte bei 0,3 Dornen/um in der Kontroll- und 0,35 Dor-
nen/um in der NMDAR AE Gruppe. Bei der Untersuchung der verschiedenen morpholo-
gischen Dornengruppen féllt eine signifikante Zunahme der stummelférmigen Dornen in
der NMDAR AE Gruppe (Abb.11n) auf. Die diinnen und pilzférmigen Dornen zeigen keine
signifikante Veranderung in ihrer Dichte (Abb. 110, p). Diese Ergebnisse zeigen, dass
NMDAR AK zu einer Steigerung der Dichte dendritischer Dornen auf SST-Interneuronen
fahrt, welche vor allem auf eine Zunahme von stummelférmigen Dornen zurtckzufihren
ist.
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Abbildung 11: Zunahme der Dornendichte und der Dichte der stummelférmigen Dornen auf Soma-
tostatin-positiven inhibitorischen Interneuronen in den CA1 und CA2 Regionen des Hippokampus im
Mausmodell der NMDAR Autoimmunenzephalitis. a) Schematische Darstellung des Mausmodells mit
miniosmotischen Pumpen. b) Versuchsaufbau mit intraventrikuldrer Antikbrperinfusion tiber 18 Tage.
¢) Immunhistochemische Fdrbung gegen humanes IgG der Kontroll- und d) NMDAR-mAb Gruppe. e)
Ubersichtsaufnahme des Hippokampus. f) Inhibitorisches Interneuron mit dendritischen Asten (gestri-
chelte Quadrate). g) Hochauflésende Aufnahme eines Dendriten und h) Analyse mittels Neuronstudio
nach Infusion mit Kontroll- bzw. i-j) NMDAR-mAb (stummelférmige Dornen in rot, diinne Dornen in gelb
und pilzfémige Dornen in orange). k) Vergleich des Kopfdurchmessers in um (p=0,0153). 1) Vergleich
der Dornenldnge in um (p= 0,0005). m) Dichte der gesamten Dornen (p= 0,0446). n) Dichte der stum-
melférmigen Dornen (p= 0,0009). o) Dichte der diinnen Dornen. p) Dichte der pilzférmigen Dornen.
Darstellung der Daten als Median mit 95% Konfidenzintervall, n ontrolie) = 1.305 in 46 Dendriten von 7
Tieren, Dornen nmpar) = 1.422 Dornen in 40 Dendriten von 6 Tieren, alle Vergleiche Mann-Whitney
Tests, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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3.3 Unveranderte Dornendichte und Dynamik dendritischer Dornen SST-expri-

mierender Interneurone in vivo

Um den zeitlichen Verlauf und die Dynamik der dendritischen Dornen besser beurteilen
zu kdnnen erfolgte eine in vivo Studie mittels hippokampaler Zwei-Photonen Mikroskopie
der CA1 Region des Hippokampus (Abb. 12a,b). Hierfir wurden wie fir die ex vivo Analy-
sen (3.2) eine GFP in inhibitorischen (SST-)Interneuronen exprimierende Reportermaus-
linie verwendet.

In einer ersten Operation erfolgte die Implantation eines hippokampalen Fensters und
zunachst blind verschlossener Katheter. Dies ermdglichte die Anfertigung von zwei Base-
line-Aufnahmen, bevor die subkutanen Pumpen angeschlossen wurden. An Tag 5, 7, 16
und 18 nach Beginn der Antikdrperinfusion wurden weitere Aufnahmen der Dendriten-
abschnitte angefertigt. Dabei wurden analog zu den der ex vivo Studie dendritischer Dor-
nen von SST-positiven Interneuronen dendritische Abschnitte mit einem Abstand vom
Soma von ungefahr 100 bis 300um gewahlt (Durchschnittsentfernung der Astabschnitte
176um in der Kontroll- und 163um in der NMDAR AE Gruppe). Die Dornendichte an Tag
18 der Infusion ist mit einer mittleren Dornendichte von 0,6 Dornen/um in der Kontroll-
gruppe und 0,56 Dornen/um in der NMDAR AE Gruppe insgesamt etwas hoher als nach
18 Tagen intraventrikularer AK Infusion in der ex vivo Studie. Die Analyse der Dornen-
dichte der in vivo Studie zeigt jedoch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte signifikante
Veranderungen zwischen den Versuchsgruppen (Abb.12c, d). Zur Untersuchung der Sta-
bilitat existierender Dornen, bestimmte ich die Dornenlberlebensrate (Abb.12e). Im
Schnitt betragt die Uberlebensrate bis zu Tag 18 0,65 (NMDAR-mAb) bzw. 0,63 (Ctrl-
mADb), es ist jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen festzu-
stellen. Bereits existierende dendritische Dornen SST-positiver Interneurone scheinen
also nicht betroffen zu sein. Inwiefern ein Dornenumbau besteht, kann durch die Dor-
nenumsatzrate untersucht werden. Diese setzt sich aus neugebildeten und verlorenen
Dornen zusammen. Die Rate an neugebildeten Dornen variiert zwischen im Schnitt 0,07
bis 0,18 neugebildeter Dornen, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den Ver-
suchsgruppen feststellbar ist (Abb. 12f). Die mittlere Rate an verlorenen Dornen variiert
ebenfalls zwischen 0,08 und 0,18 (Abb.12g). Auch hier ist kein signifikanter Unterschied
nach Kontroll- oder NMDAR AK Infusion nachweisbar. Die Dornenumsatzrate bewegt sich
zwischen mittleren Werten von 0,08 bis maximal 0,17 und ist zwischen den beiden Ver-
suchsgruppen nicht signifikant verandert (Abb.12h). Ihr Maximum liegt in beiden Grup-
pen mit einem Mittelwert von 0,17 (NMDAR-mAb) bzw. 0,16 (Ctrl-mAb) am 16.Tag nach
Pumpenimplantation. Dieser Mikroskopiezeitpunkt umspannt mit 9 Tagen zur letzten Un-
tersuchung an Tag 9 auch die langste Zeitspanne. In in vivo Zwei-Photonen mikroskopi-
schen Untersuchungen sehen wir somit keinen Unterschied im Vergleich zwischen den
mit Kontroll- bzw. NMDAR AK infundierten Versuchsgruppen.
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Abbildung 12: Unverénderte Dichte und Dynamik dendritischer Dornen Somatostatin-exprimierender
Interneurone in vivo. a) Versuchsaufbau mit Implantation eines hippokampalen Fensters (Skalpell),
Pumpenimplantation (Pumpe), Zwei-Photonen Mikroskopie (Objektiv) und Antikorperinfusion (Dauer
als rote Linie). b) Reprasentative Beispiele von Dendriten und dendritischen Dornen Somatostatin-
exprimierender Interneurone mit stabilen (Pfeilspitze), neuen (Stern) und abgebauten (gestrichelter
Pfeil) dendritischen Dornen. Mafsstab 1um. c) Normalisierte Dornendichte pro gm (pinteraktion=0,59,
Finteraktion(s,160/=0,75; PGruppeneffekt=0,83, Faruppeneffext(1,32)=0, 05). d) Absolute Dornendichte pro um (p/nter—
aktion=0,15, Finteraktion(s,215)=1,65; PGruppenetfekt=0,51, FGruppeneffekt(l,43)=O/44)- e) Dornenliberlebensrate (Pm—
teraktion=0,21, Finteraktion(4,172)=1,48; DGruppeneffext=0,94, FGruppeneffekt(1,43)=O/Ol)- f) Rate neugebildeter Dor-
nen (Pinteraktion=0,21, Finteraktion(4,172)=1,48; DGruppeneffext=0,6, FGruppeneffekr(1,43):0,28)- g) Rate verlorener
Dornen (p=0,20, Finteraktion(4,172)=1,51; Péruppenefieki=0,68, Faruppeneffeki(1,43=0,18). h) Dornenumsatzrate
(Dinteraktion=0,9 , Finteraktion(4,215/=0,27; P6ruppeneffeki=0,56, Faruppenefreki(1,43)=0,36). Darstellung der Daten als
Mittelwert mit Standartfehler des Mittelwerts. n= 17 Dendriten (5 Tiere) Kontrollgruppe; n=28 Dend-
riten (5 Tiere) NMDAR-Gruppe. Alle Vergleiche mittels RM Two way ANOVA ermittelt.
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3.4 Aktivierung von Mikrogliazellen im Mausmodell der NMDAR AE

Die pathophysiologischen Prozesse der NMDAR AE flhren nicht nur zu einer verminder-
ten NMDAR Funktion, sondern bedingen auch inflammatorische Prozesse im Gehirn. Die-
ser Zusammenhang wurde durch immunhistochemische Farbungen der Mikrogliazellen
mit dem Marker Iba-1 in ex vivo fixierten Hirnschnitten untersucht (Abb.13a, b). Hierfir
wurden die Zirkularitat und Spharizitat der Zellen, welche als zwei- bzw. dreidimensiona-
les MaR flr die Kompaktheit der Zelle dienen, bestimmt. Sowohl die Spharizitat (Abb. 13c)
als auch die Zirkularitat (Abb. 13d) sind in der NMDAR AE Gruppe signifikant erhoht, was
auf einen Ubergang in die amdboide Form hinweist. Ebenso lassen die signifikant kiirzere
Lange der Hauptaste (Abb. 13e) reduzierte Anzahl der Dendriten (Abb. 13f) und die redu-
zierte Anzahl der Dendritenabschnitte pro Hauptast (Abb. 13g) auf eine verminderte Ra-
mifizierung und Komplexitat der Mikroglia schlieRen. Auch die Anzahl der gesamten Ver-
zweigungspunkte (Abb. 13h) und die Verflechtung der Verzweigungspunkte (Abb. 13i)
sind signifikant vermindert. Insgesamt weisen diese morphologischen Veranderungen auf
eine starke Aktivierung von Mikrogliazellen nach intraventrikuldrer Infusion von NMDAR
AK hin.
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Abbildung 13: Mikrogliaaktivierung im Mausmodell der NMDAR Autoimmunenzephalitis. a) Projek-
tion einer konfokalen Aufnahme mit Mikrogliazellen nach Infusion des Kontrollantikérpers oder b)
NMDAR-Antikérpers nach immunhistochemischer Fédrbung (Iba-1 (magenta), DAPI (blau). c) Sphdri-
zitdt (p<0,0001). d) Zirkularitdt (p<0,0001). e) Ldnge der Hauptdendriten, 75te Perzentile (p<0,0001).
f) Dendritenabschnitte (p= 0,0004). g) Anzahl der Dendriten pro Hauptdendrit (p <0,0001). h) Anzahl
der Verzweigungspunkte (p<0,0001). i) Verflechtung der Verzweigungspunkte, 75te Perzentile
(p<0,0001). Die Daten werden als Median mit 95% Konfidenzintervall dargestellt. nontroie)= 280
Mikroglia (23 Aufnahmen von 4 Tieren), niwpar)= 452 (40 Aufnahmen von 5 Tieren). *p<0,05, **
p<0,01, *** <0,001. Mafsstab 20 um.
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3.5 Abnahme der Internalisierung exzitatorischer prasynaptischer Fragmente
durch Mikrogliazellen nach NMDAR AK Exposition

Als nachster Schritt sollten die Auswirkungen dieser Aktivierung von Mikroglia auf die pa-
thophysiologischen Prozesse der NMDAR AE untersucht werden. Inwiefern es nach wie
in 3.1 beschriebener intraventrikuldrer Antikorperinfusion Gber 18 Tage zu einer Pha-
gozytose prdsynaptischen Materials durch Mikroglia kommt, untersuchten wir ebenfalls
durch immunhistochemische Ansatze (Abb. 14a-f). Im Modell der NMDAR AE zeigt sich
eine signifikante Reduktion der vGLUT1 positiven Spharen in Mikroglia im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb.14g), was auf eine reduzierte Aufnahme exzitatorischer prasynapti-
scher Elemente hinweist. Die vGlutl Spharen in CD68 Strukturen pro Mikrogliavolumen
weisen diese Veranderung nicht auf (Abb. 14h).
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Abbildung 14: Abnahme der Internalisierung prdsynaptischer exzitatorischer Fragmente durch Mikrog-
liazellen. a) Immunhistochemische Fédrbung mit Iba-1 (Cyan), CD68 (magenta), vGLUT1 (gelb) nach
Kontrollantikérperinfusion. b) Oberflichenmodellierung der internalisierten CD68 positiven Zusam-
menschliisse (Lysosomen) und vGLUT1Fragmente nach Kontrollantikérperinfusion im Programm Ima-
ris. ¢) VergrofSerter Bildausschnitt mit CD68 und vGLUTI1 Sphéren nach Kontrollantikérperinfusion. d)
Immunhistochemische Fédrbung nach NMDAR-Antikérperinfusion (siehe a). e) Oberflichenmodellie-
rung der internalisierten CD68 Zusammenschliisse und vGLUT1 Fragmente nach NMDAR — Antikérper-
infusion. f) Vergréferter Bildausschnitt mit CD68 und vGLUT1 Sphéren nach NMDAR-Antikérperinfu-
sion. g) vGlut1 Punkte pro Mikrogliavolumen (Mittelwert mit Standartabweichung, p=0,002). h) vGlut1
Punkte in CD68 Strukturen pro Mikrogliavolumen (Median +/- 95% Konfidenzintervall). nyctuti-kontrolie)=
33 Mikroglia (14 Regionen aus 7 Tieren), nueiti-nvpar) = 30 Mikroglia (12 Regionen aus 6 Tieren).
**p<0,01
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Analog dazu wurden diese Untersuchung auch mit Markierung des prasynaptischen inhi-
bitorischen Transportproteins VGAT angefertigt (Abb. 15a-f). Hier zeigt sich jedoch kein
signifikanter Effekt auf die Anzahl vGAT positiver Punkte in Mikroglia (Abb.15g) oder auch
auf vGAT in CD68 Lysosomen in Mikroglia (Abb. 15h). Dies weist darauf hin, dass die durch
NMDAR AK hervorgerufene Aktivierung nicht zu einer veranderten Trogozytose inhibito-
rischer prasynaptischer Fragmente fihrt.
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Abbildung 15: Unverdnderte Trogozytose inhibitorischer prdsynaptischer Fragmente durch Mikroglia.
a) Immunhistochemische Fdrbung mit Iba-1 (Cyan), CD68 (magenta), VGAT (gelb) nach Kontrollanti-
kérperinfusion. b) Oberflichenmodellierung der internalisierten CD68 Zusammenschlisse und vGAT
Fragmente nach Kontrollantikérperinfusion im Programm Imaris. c) VergréfSerter Bildausschnitt mit
CD68 und vGAT Sphéren nach Kontrollantikérperinfusion. d) Immunhistochemische Fdrbung nach
NMDAR-mAb-Infusion (siehe a). e) Oberflidchenmodellierung der internalisierten CD68 Zusammen-
schliisse und vGAT Fragmente nach NMDAR —mAb-Infusion. f) Vergréfserter Bildausschnitt mit CD68
und VGAT Sphdren nach NMDAR-mAb-Infusion. g) VGAT positive Punkte pro Mikrogliavolumen. h)
VGAT positive Punkte in CD68 Strukturen pro Mikrogliavolumen. nucar-kontrolie) = 28 Mikroglia (14 Regi-
onen aus 7 Tieren), nwear-nvoar) = 34 Mikroglia (12 Regionen aus 6 Tieren). Daten entsprechen Median
+/- 95% Konfidenzintervall.
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4  Diskussion

In dieser Arbeit untersuchte ich den Einfluss von GIuN1 Autoantikdrpern auf die struktu-
relle Plastizitat SST-positiver Interneurone im Hippokampus in einem Mausmodell der
NMDAR AE ex vivo mittels konfokaler Mikroskopie und in vivo durch eine chronische Zwei-
Photonen mikroskopische Studie. Die wesentlichen Ergebnisse sind erstens eine Zu-
nahme der gesamten Dornendichte, insbesondere der Dichte der stummelférmigen Dor-
nen, sowie zweitens eine Abnahme der Dornenldnge und der GréRe des Dornenkopfes
nach intraventrikuldrer NMDAR AK Infusion. In der in vivo Studie liel3en sich keine Veran-
derungen der Dornendichte oder des Dornenumsatzes nachweisen. Des Weiteren unter-
suchte ich die Mikrogliamorphologie und die Phagozytose prasynaptischer Fragmente
durch Mikroglia im Mausmodell der NMDAR AE. Die zentralen Erkenntnisse dieser Unter-
suchungen sind erstens, dass es zu starken morphologischen Veranderungen der Mikrog-
liazellen im Sinne einer Mikrogliaktivierung nach NMDAR AK Infusion kommt. Zweitens
kommt es zu einer reduzierten Internalisierung exzitatorischer prasynaptischer Frag-
mente und drittens tritt keine vermehrte Trogozytose inhibitorischer prasynaptischer
Fragmente durch Mikroglia im Mausmodell der NMDAR AE auf.

4.1 Zunahme der Dornendichte und der Dichte der stummelférmigen Dornen
auf SST-Interneuronen nach NMDAR AK Exposition

Die strukturelle ex vivo Analyse der dendritischen Dornen inhibitorischer SST-exprimie-
render Interneurone zeigt eine Zunahme der gesamten Dornendichte nach NMDAR AK
Infusion. Bei der Untersuchung der verschiedenen morphologischen Dornengruppen fallt
eine hochsignifikante Zunahme der Dichte der stummelférmigen Dornen in der NMDAR
AK Gruppe auf, wahrend die diinnen und pilzférmigen Dornen keine signifikanten Veran-
derungen zeigen. Insgesamt zeigen sich signifikant kiirzere Dornen mit kleineren Dornen-
kdpfchen in der NMDAR AK Gruppe.

Wir sehen eine Zunahme der Dornendichte auf SST-Interneuronen nach intraventrikula-
rer Infusion von NMDAR AK. In unserer Studie zeigen sich aullerdem kirzere Dornen mit
kleineren Dornenkdpfen. Die GroRe des Dornenkopfes steht zumindest bei PC in positi-
ven Zusammenhang mit der Dichte und Komplexitat der “postsynaptic density (PSD)’- der
Dichte postsynaptischer Strukturen (Arellano et al. 2007), welche unter anderem mehr
AMPAR beherbergt, die eine starkere synaptische Verbindung ermoglichen (Bourne and
Harris 2007; Ganeshina et al. 2004). Dementsprechend waren bei kiirzeren Dornen mit
kiirzeren Dornenkdpfen schwachere Synapsen zu erwarten. Weiterhin zeigen wir eine
signifikante Dichtezunahme der stummelférmigen Dornen. Grundsatzlich geht man da-
von aus, dass die groBeren und stabileren pilzférmigen Dornen eher als ,,Gedachtnis Dor-
nen” anzusehen sind, wahrend die langen, dynamischen, diinnen Dornen fir Lernpro-
zesse wichtig sind (Chidambaram et al. 2019; Trachtenberg et al. 2002). Stummelférmige
Dornen verschwinden in vielen Hirnregionen im Laufe der Entwicklung und werden
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deshalb haufig als unreife Strukturen betrachtet (Berry and Nedivi 2017; Harris et al.
1992; Helm et al. 2021). Das Proteom stummelférmiger Dornen weist ebenfalls auf
schwachere synaptische Verbindungen hin (Helm et al. 2021). Eine Dichtezunahme stum-
melférmiger Dornen im erwachsenen Gehirn ist beispielsweise nach Blockade der synap-
tischen Transmission beschrieben (Petrak et al. 2005). Ebenso mdglich ware, dass es bei
NMDAR AE zu einer Umstrukturierung neuronaler Netzwerke ahnlich wie wahrend der
Gehirnentwicklung kommt, wo ebenfalls mehr stummelférmige Dornen anzutreffen sind
(Harris et al. 1992). Insgesamt sehen wir nach intraventrikularer NMDAR AK Infusion also
am ehesten eine Zunahme unreifer dendritischer Dornen mit schwdcheren Synapsen.
Diese Zunahme konnte als homdostatischer Mechanismus auf eine verdnderte Netzwerk-
aktivitdt erfolgen oder auch kompensatorisch aufgrund einer kompromierten Signalauf-
nahme von SST-Interneuronen, nachdem die glutamaterge Signalaufnahme durch
NMDAR Abs eingeschrankt sein kénnte.

Aktuell gibt es nur sehr wenige Studien, die die Veranderungen der dendritischen Dornen
im Rahmen der NMDAR AE untersuchen. Bisherige Arbeiten untersuchen vor allen die
strukturelle Plastizitat von PC (Ceanga et al. 2023; Garcia-Serra et al. 2021). Die Folgen
einer Hypofunktion des NMDAR kénnen auch durch eine pharmakologische Blockade des
Rezeptors untersucht werden, wobei es auch hier nur wenige Daten zu Veranderungen
inhibitorischer Interneurone gibt. Perez-Rando et al. zeigten 2017, dass strukturelle Ver-
anderungen hippokampaler SST-exprimierender Neurone NMDAR abhangig sind (Perez-
Rando et al. 2017a; Perez-Rando et al. 2017b). 24 Stunden nach Gabe eines NMDAR A-
gonisten (NMDA) kommt es zu einer erhohten Dornendichte und einer erhohten Erschei-
nungsrate dendritischer Dornen (Perez-Rando et al. 2017a). Nach Gabe des NMDAR An-
tagonisten MK 801 kommt es zu dem gegenteiligen Effekt, also einer verminderten Dor-
nendichte und einer verminderten Erscheinungsrate dendritischer Dornen. Bei in vivo In-
jektion des Antagonisten zeigten sich zwar Verhaltensauffalligkeiten, jedoch keine Veran-
derung der Dornendichte (Perez-Rando et al. 2017b). Perez-Rando et al. zeigen daher
nach pharmakologischer NMDAR Blockade im Vergleich zu unserer NMDAR AK Infusion
einen gegenteiligen Effekt auf die Dornendichte. Dies konnte auf unterschiedliche Aus-
wirkungen bei einmaliger und chronischer Applikation zurlckzufihren sein, da diese Dor-
nendichteveranderungen nach pharmakologischer NMDAR Blockade bei chronischer in
vivo Applikation nicht nachweisbar waren (Perez-Rando et al. 2017b). So ist beispiels-
weise im Mausmodell nach chronischer NMDAR Blockade durch intraperitoneale Injekti-
onen von MK 801 {ber 14 Tage im Hippokampus eine Netzwerkhyperaktivitat beschrie-
ben. In den ersten Versuchstagen kam es zu einer Zunahme des exzitatorischen Proteins
vGlutl, welche sich im Verlauf wieder normalisierte und von einer Abnahme des inhibi-
torischen Proteins vGAT abgeldst wurde. Die Autoren postulierten, dass es sich hierbei
um einen initialen hyperaktiven Zustand durch eine Disinhibiton der Pyramidenzellen
handeln konnte, nachdem NMDAR auf Interneuronen sensitiver auf eine Blockade rea-
gieren als auf PC (Grunze et al. 1996; Ma et al. 2020). Verschiedene Auswirkungen auf
inhibitorische Schaltkreise im Verlauf der Erkrankung sind auch im Falle der NMDAR AE
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denkbar und kénnten die komplexen klinischen Manifestationen und vielschichtigen
strukturellen Veranderungen SST Interneurone erklaren.

SST-exprimierende Interneurone sorgen flir eine Feedback-Inhibition im Gehirn
(Chamberland et al. 2024). Sie steuern hierdurch die Funktion der nachgeschalteten PC:
Sie regulieren die Integration ankommender synaptischer Signale von PC, beeinflussen
die Input-Output Transformation und kontrollieren die Aktionspotentialraten der hippo-
kampalen PC (Lovett-Barron et al. 2012; Pelkey et al. 2017; Royer et al. 2012). Eine ver-
minderte Funktion SST-exprimierender Interneurone kann zu Lern- und Gedéachtnisdefi-
ziten fihren und wird in verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen wie der Schi-
zophrenie, bipolaren Stérungen, Depression, der Alzheimer- und Parkinsonerkrankung
beobachtet (Hashimoto et al. 2008; Lin and Sibille 2013; Lyu et al. 2023; Nagarajan et al.
2024). Viele der klinischen Manifestationen dieser Erkrankungen (z.B. Psychosen, Wahn,
kognitive Defizite) treten auch in der NMDAR AE auf (Dalmau et al. 2008; Lyketsos et al.
2011; McCutcheon et al. 2020; Smarr and Keefer 2020). Bei der Alzheimer Erkrankung
und der Schizophrenie kommt es auBerdem zu einer NMDAR Hypofunktion, weshalb ein
enger Zusammenhang der Hypofunktion des NMDAR und einer Beeintrachtigung der In-
hibition diskutiert wird (Coyle et al. 2003; Grunze et al. 1996; Homayoun and Moghaddam
2007; Lane et al. 2023; Liu et al. 2019).

Interessanterweise scheinen SST-Interneurone in verschiedenen Erkrankungen auch
kompensatorische Mechanismen zur Aufrechterhaltung des inhibitorisch-exzitatorischen
Gleichgewichts bei einer Uberaktivitat oder Hyperexzitabilitit des Netzwerkes aufzuwei-
sen. So steigern SST exprimierende Interneurone im Neokortex beispielsweise ihren funk-
tionellen Output als mogliche Reaktion auf ein inhibitorisches Defizit von PV-Zellen bei
mildem Schadel-Hirn-Trauma (Harris et al. 2022). In humanen Autopsien von PatientIn-
nen mit Temporallappenepilepsie konnten vermehrte axonale Aussprossungen SST-ex-
primierender Interneurone beobachtet werden, welche vermutlich eine ausreichende
dendritische Inhibition bei einem Ubererregbaren Netzwerk gewéahrleisten sollen (Liu et
al. 2014; Mathern et al. 1995). Ebenso konnte in einem Mausmodell der Alzheimerer-
krankung ein Anstieg der Netzwerkerregbarkeit mit kompensatorisch verstarkter Inhibi-
tion und vermehrten axonalen Aussprossungen inhibitorischer SST- Interneurone im Hip-
pokampus beobachtet werden. In diesem Mausmodell kommt es zu verminderten
NMDAR Konzentrationen und einer Beeintrdchtigung der glutamatergen synaptischen
Ubertragung bei einer (bererregbaren Netzwerksituation (Palop et al. 2007). Auch bei
NMDAR AE sind die oberflachlichen NMDAR und die exzitatorischen postsynaptischen
Signale reduziert und auch hier sehen wir eine Hyperexzitabilitat (Wright et al. 2021),
weswegen ein ahnlicher kompensatorischer Gegenregulationsversuch inhibitorischer
SST-Zellen bei NMDAR AE moglich ware. Eine erhohte Dornendichte auf SST-Interneuro-
nen kdénnte somit ein verstarkte Signalaufnahme der Netzwerkaktivitat ermoglichen. In-
teressant ware es somit auch die axonalen Verbindungen der SST-Interneurone zu unter-
suchen um eine eventuelle Ausbreitung der inhibitorischen Kontakte nachzuweisen.
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Flr eine optimale neuronale Netzwerkfunktion ist nicht nur die Funktion einzelner Zellty-
pen wichtig, sondern eine Balance zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Strémen
unverzichtbar. Die komplexen inhibitorischen Verbindungen haben enormen Einfluss auf
die Modulation und Regulierung der hippokampalen Schaltkreise (Zhou and Yu 2018).
Die Beeinflussung dieser inhibitorischen Verschaltungen durch NMDAR AK ist kaum un-
tersucht. Wir wissen bisher, dass es in kortikalen Neuronen durch NMDAR AK zu einer
Hyperaktivierung kommt (Andrzejak et al. 2022). Interessanterweise scheinen NMDAR AK
im Kortex NMDAR abhangige Stréome und synaptische Ubertragung inhibitorischer Inter-
neurone zu reduzieren, ohne dabei den gleichen Effekt auf exzitatorische Nervenzellen
zu haben. Hierdurch kommt es zu einer Disinhibition der exzitatorischen Neurone
(Andrzejak et al. 2022). Auch nach NMDAR Blockade im Prafrontalkortex kommt es zu
einer Disinhibition der kortikalen PC (Homayoun and Moghaddam 2007). Hierbei ist zu
beachten, dass diese Studien nicht zwischen den verschiedenen Interneuronentypen un-
terscheiden (Andrzejak et al. 2022; Homayoun and Moghaddam 2007). Nachdem PV-Zel-
len den grolBten Anteil der Interneurone im Kortex ausmachen (Lim et al. 2018), handelt
es sich bei den untersuchten Neuronen wahrscheinlich auch hauptsachlich um PV-Zellen.
Im Hippokampus sehen wir den gegenteiligen Effekt: Es kommt nicht zu einer Hyperakti-
vierung des Netzwerks, sondern eher zu einer verminderten Frequenz von Aktionspoten-
tialen der PC (Koch et al. 2019), wobei trotzdem eine erhéhte Sensibilitat und Ubererre-
gbarkeit besteht (Wright et al. 2021).

In hippokampalen exzitatorischen Zellen kommt es zu einer Antikdrper-abhangigen Re-
duktion oberflachlicher NMDAR und einer entsprechenden Reduktion der rezeptorver-
mittelten Strome (Andrzejak et al. 2022; Hughes et al. 2010). In ex vivo elektrophysiolo-
gischen Studien nach Antikdrperinfusion zeigten sich die EPSPs in Amplitude, Zerfallszeit-
konstante und Ladungslbertragung vermindert und es kommt zu einer reduzierten Fre-
guenz von Aktionspotenzialen (Ceanga et al. 2023; Wright et al. 2021). Im Hippokampus
konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass es durch die NMDAR AK induzierte vermin-
derte exzitatorische Ubertragung zu einer erhdhten Fluktuationssensibilitat und einer Hy-
perexzitabilitat des Netzwerks kommt (Wright et al. 2021).

Inwieweit inhibitorische Interneurone im Hippokampus strukturelle und funktionelle Ver-
anderungen unterlaufen, ist nicht abschliefend geklart. In Zellkulturen fihrt die Gabe von
Patientenliquor im Hippokampus zu einer verminderten Dichte inhibitorischer Synapsen
auf exzitatorische Nervenzellen (Moscato et al. 2014). In KEGG Proteom Analysen nach
Antikorperinfusion zeigten sich reduzierte Level von Grial, Gria2 und Gabra2 als Zeichen
einer verminderten GABAa Rezeptor Expression (Ceanga et al. 2023). GABAa Rezeptoren
befinden sich vor allem an den Dendriten der PC, werden durch dendritische Interneu-
rone aktiviert und kontrollieren mit ihrer eher langsamen postsynaptischen Inhibition die
Integration ankommender Signale und Aktionspotentialbildung (Schulz et al. 2018). Pas-
send dazu zeigen Ceanga et al. in elektrophysiologischen Untersuchungen einen schnel-
leren Abfall postsynaptischer inhibitorischer Strome. Die langsame dendritische Inhibi-
tion, beispielswiese durch O-LM Zellen, scheint eine entscheidende Rolle in der patholo-
gischen Dysregulation der inhibitorischen Schaltkreise zu spielen. Durch eine Disinhibition

durch O-LM Zellen kommt es zu einer Zunahme fehlerhafter y Oszillationen. Die Autoren
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postulierten, dass die O-LM abhéangige Steigerung der y-Oszillationen ein kompensatori-
scher Mechanismus zur Stabilisierung des Netzwerks und Reduktion anderer aberranter
Aktivitatsmuster sein konnte (Ceanga et al. 2023). Hier sollte darauf hingewiesen werden,
dass SST-exprimierende Interneurone eine sehr heterogene Gruppe sind und O-LM Zellen
nur eine ihrer Untergruppen darstellen (Bezaire and Soltesz 2013; Takacs et al. 2024). Es
ist moglich, dass es zu verschiedenen Effekten bei unterschiedlichen SST-exprimierenden
Interneuronen kommt.

Die von uns festgestellten strukturellen postsynaptischen Verdnderungen der SST-Inter-
neurone erweitern die Vermutungen von Ceanga et al. in einigen Aspekten. Obwohl hip-
pokampale PC nach NMDAR AK Exposition eine geringere Aktionspotentialfrequenz und
eine verminderte exzitatorische Transmission aufweisen, sind sie Ubererregbar (Ceanga
et al. 2023; Wright et al. 2021). Wir vermuten, dass die Dichtezunahme dendritischer
Dornen SST exprimierender Interneurone ein kompensatorischer Mechanismus zur Auf-
rechterhaltung des inhibitorisch- exzitatorischen Gleichgewichts bei veranderten Netz-
werksaktivitat ist. Es konnte sich um einen homoostatischen Prozess handeln, durch die
Bildung von mehr Dornen eine ausreichende Inhibition bei einem instabilen, Gbererreg-
baren Netzwerk zu gewahrleisten. Die Verdanderungen der Dornenmorphologie — stum-
melférmige Dornen, eine Verklrzung der Dornen, kleinere Dornenkdpfe - weisen auf
schwédchere Synapsen hin (Bourne and Harris 2007; Ganeshina et al. 2004; Helm et al.
2021). Bei funktionell weniger starken Synapsen ware eine verminderte Aktivitat SST-ex-
primierender Interneurone, wie sie Ceanga et al. im Sinne einer Disinhibition der y-Oszil-
lationen vermuten, trotz erhéhter Dornendichte denkbar (Ceanga et al. 2023). Die funk-
tionellen Auswirkungen dieser zusatzlichen, unreif imponierenden dendritischen Dornen
auf die ankommenden exzitatorischen postsynaptischen Signale an SST-Interneuronen
kdnnten Gegenstand zuklnftiger Studien werden.

Neben der Feedforward Inhibition von PC besitzen einige SST-Interneurone noch eine
weitere wichtige Funktion: Sie disinhibieren schnell-feuernde PV-Zellen (Chamberland et
al. 2024). Tatsachlich scheinen teilweise einzelne Aktionspotentiale mit konsequenter
GABA-Ausschittung von SST-Interneuronen zu reichen, um das Feuern von PV-Zellen zu
unterbrechen (Chamberland et al. 2023). Aufgrund der starken Kontrolle, die PV-Zellen
Uber CA1 PC auslben (Topolnik and Tamboli 2022), kommt es bei einer Disinhibiton zu
einer starken Zunahme der PC Aktivitdt (Chamberland et al. 2023). Grundsatzlich ware
beispielsweise auch denkbar, dass es aufgrund einer Abnahme der SST-Aktivitat zu einer
verminderten PV-Disinhibition kommt. Auch eine verminderte Inhibition von PV-Zellen
kdnnte zu einer verminderten Aktionspotentialfrequenz fiihren, wie sie bei NMDAR AE
beschrieben wurde (Ceanga et al. 2023; Wright et al. 2021).

Neben der Disinhibition von PV-Zellen durch SST-Interneurone sind mittlerweile noch an-
dere inhibitorische Verbindungen zwischen verschiedenen Interneuronentypen be-
schrieben (Tzilivaki et al. 2023). SST-Interneurone selbst werden beispielsweise von VIP-
exprimierende Zellen inhibiert (Gulyas et al. 1996; Turi et al. 2019). Die Funktion VIP-ex-
primierender Interneurone ist kaum untersucht, jedoch scheinen sie ebenfalls NMDAR zu
exprimieren (Luo et al. 2020). Sie hemmen O-LM Zellen und kénnen durch Steuerung
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dendritischer Inhibition eine Disinhibition herbeifiihren (Salesse et al. 2011; Tyan et al.
2014). Die an diesen Synapsen hervorgerufenen postsynaptischen Strome weisen eine
kleine Amplitude und eher langsame Kinetik auf, was moglichweise auf den durch O-LM
Zellen exprimierten a5-UE enthaltenden GABA Rezeptor zurlickzufihren ist (Salesse et
al. 2011; Tyan et al. 2014). Dieser ist nach NMDAR AK Infusion im Hippokampus vermin-
dert exprimiert. In PC zeigt sich passend dazu eine schnellere Dynamik postsynaptischer
inhibitorischer Strome (Ceanga et al. 2023). Eine dhnliche Folge ware auch bei a5-UE ent-
haltenden GABAA Rezeptor exprimierenden O-LM Zellen denkbar (Salesse et al. 2011;
Tyan et al. 2014), wodurch es zu einer verminderten oder inkorrekten Inhibition von O-
LM Zellen kommen wurde. Die Relevanz von disinhibitorischen Schaltkreisen in hippo-
kampalen Gedéachtnis- und Lernprozessen ist bisher noch kaum untersucht (Tzilivaki et al.
2023). Im Kortex gibt es jedoch Hinweise, dass diese VIP-Zellen abhangige Disinhibition
eine wichtige Rolle bei Lern- und Gedachtnisprozesse spielen konnte (Guet-McCreight et
al. 2020). Um die genauen Wechselwirkungen inhibitorischer Schaltkreise verstehen zu
kdnnen, ware eine genauere Untersuchung dieser disinhibitorischen Prozesse und Ver-
bindungen sinnvoll.

SST-positive Interneurone exprimieren zwar NMDAR (Nyiri et al. 2003), allerdings unter-
scheiden sie sich in Verteilung der NMDAR Untereinheiten und deren funktionellen Ei-
genschaften von PC (Akgul and McBain 2016; Matta et al. 2013). NMDAR AK binden eher
an haufig aktive und damit offene NMDAR. Dabei stabilisieren sie zwar akut den gedffne-
ten Zustand, verursachen aber selbst keine Aktivierung des Rezeptors (Gleichman et al.
2012). Nach der Hypothese von Lynch et al. binden die Antikérper deshalb an exzitatori-
schen Zellen vor allem an offene synaptische (haufig Glu2A enthaltende) NMDAR und an
inhibitorischen Interneuronen in erster Linie an offene extrasynaptische, zumeist Glu2B
enthaltende NMDAR (Lynch et al. 2018). Hippokampale PC weisen kaum strukturelle Ver-
anderungen nach NMDAR AK Infusion auf (Ceanga et al. 2023). Die fehlende Veranderung
der Dornendichte in der CA1 Region juveniler Mause nach NMDAR AK Infusion stimmt
auch mit den Beobachtungen nach pharmakologischer Blockade durch MK 801 UGberein.
Hier verandert sich die pyramidale Dornendichte ebenfalls nicht, es kommt jedoch zu ei-
ner Ausbildung von Filopodien. Aullerdem wurde mittels in vivo Mikroskopie eine er-
hohte Instabilitat der Dornen und eine erhéhte Umsatzrate der Dornen beschrieben
(Attardo et al. 2015; McKinney et al. 1999). Die Auswirkungen auf die strukturelle Plasti-
zitat ist bei inhibitorischen Interneuronen nach NMDAR AK Exposition oder NMDAR Blo-
ckade anders als bei exzitatorischen PC (Perez-Rando et al. 2017a; Perez-Rando et al.
2017b). Dies zeigt, dass diese verschiedenen Zelltypen unterschiedlich auf NMDAR AE
reagieren und erganzen damit die Hypothese von Lynch et al. (Lynch et al. 2018). NMDAR
werden nicht nur auf SST-Interneuronen, sondern auch auf vielen anderen inhibitori-
schen Interneurontypen im Hippokampus exprimiert. Dabei scheinen die Rezeptoren ver-
schiedene funktionelle Eigenschaften in den verschiedenen Zelltypen zu haben, deren
physiologische und pathophysiologischen Auswirkungen noch unzureichend aufgeklart
sind und fir ein besseres Verstandnis lokaler Netzwerkfunktionen unabdingbar sind
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(Booker and Wyllie 2021). Des Weiteren sind NMDAR auch auf Astrozyten zu finden, wo
sie eine entscheidende Rolle in der Regulierung verschiedener intrazelluldrer Prozesse
und Signalwege spielen, sowie die Interaktion mit Nervenzellen und BlutgefdafSen beein-
flussen (Kosenkov et al. 2024). Inwiefern verschiedene andere NMDAR exprimierende
Zelltypen in Abhangigkeit der exprimierten Rezeptoren von NMDAR AK beeinflusst wer-
den konnte in zuklnftigen Studien adressiert werden.

Die im Kortex auftretende Hypererregbarkeit bei NMDAR Hypofunktion kdnnte ein Erkla-
rungsansatz fur die epileptischen Anfdlle bei NMDAR AE seien (Dalmau et al. 2008;
Hanada 2020). Auch im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass NMDAR AK eine epi-
leptogene Wirkung haben (Wright et al. 2015). Bei der Entstehung von epileptischen An-
fallen kommt es zu einer verstarkten Erregbarkeit des neuronalen Netzwerkes (Russo
1981), die durch eine Dysbalance zwischen erregenden und hemmenden Einflissen ent-
steht (Fritschy 2008). Im Hippokampus konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass es
durch die NMDAR AK induzierte Hyperexzitabilitat der PC zu einer erhéhten Fluktuations-
sensibilitat des Netzwerks und erhohten Bereitschaft fur epileptische Anfalle kommt
(Wright et al. 2021). Im Falle der NMDAR AE kénnte es durch die Disinhibition glutama-
terger exzitatorischer Zellen im Kortex zu einer erhohten extrazellularen Glutamatkon-
zentration und einer vermehrten Erregbarkeit der Nervenzellen kommen (Hanada 2020;
Manto et al. 2010). Die Rolle kortikaler dendritischer Interneurone in der Entstehung epi-
leptischer Anfalle bei NMDAR im Kortex konnte Gegenstand zukinftiger Studien sein.

Unsere erhobenen Daten sind methodischen Limiterungen unterworfen. So kann es auf-
grund verschiedener Ursachen zu Fehleinschdtzungen der Dichte und Morphologie der
dendritischen Dornen im Hippokampus kommen. Obwohl die moderne konfokale Mikro-
skopie die hochauflésende dreidimensionale Visualisierung dendritischer Dornen ermdég-
licht, ist vor allem die Klassifikation kleiner Dornen in der Z-Ebene weiterhin eine Heraus-
forderung (Pchitskaya and Bezprozvanny 2020). AuRerdem erfolgte die Klassifikation
semi-automatisiert, weshalb eine Variabilitat vorliegen kdnnte. Die rigide Einteilung in
dinne, stummelformige und pilzférmige Dornen wird in der Literatur ebenfalls kritisiert,
da sie in der Realitat kontinuierlich ineinander Ubergehen (Pchitskaya and Bezprozvanny
2020). Vor allem stummelférmige Dornen werden tendenziell Gberschatzt. Mittels STED
Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass pilzformige Dornen nach wiederkehrender Ak-
tivierung kiirzere und breitere dendritische Halse entwickeln kdnnen und damit eventuell
mit stummelférmigen Dornen verwechselt werden kénnten. Hierbei wéaren jedoch gré-
Rere Dornenkopfe zu erwarten, welche wir in unserer Arbeit nicht sehen (Runge et al.
2020; Tonnesen et al. 2014). Des Weiteren wurden in dieser Studie beide Geschlechter
ohne Berlicksichtigung des weiblichen Zyklus analysiert. Die Geschlechteraufteilung zwi-
schen den beiden Versuchsgruppen ist nicht gleichméRig. In beiden Gruppen, jedoch be-
sonders in der NMDAR AE Gruppe, wurden mehr Mannchen als Weibchen untersucht.
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass zumindest die Dornendichte von O-LM Zellen,
welche einen Grolteil der SST-Interneurone ausmachen, durch weibliche Geschlechts-
hormone beeinflusst wird (Oliva et al. 2000; Perez-Rando et al. 2022). Die Gabe von
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Estradiol fihrte bei weiblichen Madusen nach Ovariektomie zu einer reduzierten Dornen-
dichte auf O-LM Interneuronen (Perez-Rando et al. 2022). AuRerdem wurden die Mause
einzeln gehalten. Einzelhaltung fuhrt aufgrund der sozialen Isolation unter anderem zu
Verhaltensauffalligkeiten, Lerndefiziten und strukturellen Veranderungen der Nervenzel-
len. So ist bei PC der CA1 Region nach acht Wochen Einzelhaltung eine verminderte Dor-
nendichte beschrieben (Liu et al. 2020). Hier ist jedoch zu beachten, dass die Versuchs-
tiere in dieser Studie nur fir 18 Tage einzeln gehalten wurden.

Die in dieser Studie festgestellte Zunahme unreif imponierender dendritischen Dornen
SST-exprimierender Interneurone wirft zahlreiche weitere Fragen auf. Wie ist die Dyna-
mik hinter diesen Verdnderungen? Werden diese unreifen Dornen im Krankheitsverlauf
standig auf- und wieder abgebaut? Sehen wir ab Beginn der intraventrikularen Antikor-
perinfusion eine vermehrte Dornenbildung oder nimmt diese erst ab einem bestimmten
Zeitpunkt zu? Gibt es unter Umstanden verschiedene strukturelle Veranderungen SST-
exprimierender Interneurone im zeitlichen Verlauf? Sehen wir beispielsweise erst einen
Verlust dendritischer Dornen und dann darauffolgend eine Neubildung unreifer dendriti-
scher Dornen?

4.2 Keine Veranderung der Dichte und des Dornenumsatzes SST-exprimieren-
der Interneurone nach NMDAR AK Exposition in vivo

Zur weiteren Beurteilung des zeitlichen Verlaufs und der Dynamik dieser maligeblichen
strukturellen Verdanderungen erfolgte eine chronische in vivo Studie mittels Zwei Photo-
nen Mikroskopie. Hier bestatigen sich die Verdanderung der Dornendichte der SST-expri-
mierenden inhibitorischen Interneurone nicht. Es zeigt sich zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied der Dornendichte zwischen Kontroll- und
NMDAR AK Gruppe. Ebenso wenig sind die Rate an neu gebildeten oder abgebauten Dor-
nen und die Umsatzrate der Dornen verdndert.

Nachdem in der ex vivo Studie der strukturellen Plastizitat SST-exprimierender Interneu-
rone eine Dichtezunahme der dendritischen Dornen aufgetreten ist, hatten wir Verande-
rungen in der Dynamik der Dornen wie beispielsweise eine Zunahme der Rate neugebil-
deter Dornen erwartet. Des Weiteren hatten wir in vivo insgesamt eine niedrigere Dor-
nendichte unabhangig von der Versuchsgruppe erwartet, da aufgrund der schlechteren
Bildqualitat der Zwei-Photonen Mikroskopie die Dornendichte in vivo eher unterschatzt
wird (Attardo et al. 2015). Interessanterweise sehen wir jedoch in vivo eine wesentlich
hohere mittlere Dornendichte von 0,6 bzw. 0,56 Dornen/um in der Kontroll- und NMDAR-
AE Gruppe, wahrend die Dichte ex vivo mit 0,3 bzw. 0,35 Dornen/um in der Kontroll- und
NMDAR AE Gruppe niedrigere Werte aufweist. Eine mogliche Erklarung ware eine abwei-
chende Auswahl dendritischer Abschnitte zur Untersuchung in den beiden Studien.

Erstens variieren die in die Studien eingeschlossenen hippokampalen Regionen und zel-
luldren Schichten. Fir die ex vivo Studie wurden alle Schichten des Hippokampus der CA1
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und CA2 Regionen gleichmaRig miteinbezogen, um so eine ausreichende Probenanzahl
zu gewahrleisten. In vivo nimmt die Bildqualitdt mit zunehmender Eindringtiefe ab, wes-
halb bevorzugt Dendriten in den oberflachlichen Schichten der CA1 Region untersucht
wurden. Tatsachlich berichten Raven et al. in einer strukturellen ex vivo Untersuchung
SST-exprimierender Interneurone unter anderem in den CA1 und CA3 Regionen sowie im
DG abweichende Dornendichten und unterschiedliche morphologische Veranderungen
nach Schlafentzug in verschiedenen Hirnarealen (Raven et al. 2024). In der hippokampa-
len CA1 Region von Ratten konnte gezeigt werden, dass eine Untergruppe SST-exprimie-
render Interneurone, welche ins mediale Septum projizieren, sogar in den verschiedenen
zellularen Schichten des Hippokampus verschiedene Dornendichten aufwies (Takacs et
al. 2008). Des Weiteren unterscheiden sich die verschiedenen Untergruppen SST- Inter-
neurone in ihrer Dornendichte und der Position ihrer dendritischen Dornen. So sind bei-
spielsweise flr O-LM Zellen der CA1 Region vor allem in distalen dendritischen Abschnit-
ten (>100um Entfernung vom Soma) wesentlich héhere Dornendichten von ungefahr 0,2
bis zu 0,7 Dornen/um beschrieben als bei SST-Interneuronen, welche ins mediale Septum
projizieren und teilweise fast gar keine Dornen aufweisen (Gramuntell et al. 2021; Gulyas
etal. 1992; Perez-Rando et al. 2022; Schmid et al. 2016; Takacs et al. 2008). Die Dendriten
der O-LM Zellen verzweigen sich im oberflachlich gelegenen StrO (Maccaferri et al. 2000)
und machen hdchstwahrscheinlich eine Grofteil der SST-Zellen der CA1 Region und damit
vermutlich auch einen grofRen Teil der in die in vivo Studie eingeschlossenen Zellen aus
(Perez-Rando et al. 2017b).

Auch die angewandten Methodiken beeinflussen die Auswahl der analysierten dendriti-
schen Abschnitte. Durch die fur die konfokale Mikroskopie notwendige Schnittdicke von
< 100um ist ex vivo die Darstellung dendritischer Verdstelungen limitiert. Weit projizie-
rende Dendriten und horizontal projizierende Dendriten konnten nicht mehr zum Soma
zurtickverfolgt werden und wurden nicht in die Studie miteingeschlossen. Hierdurch
kommt es zunachst zu einem abweichenden Somaabstand zwischen den Studien, wel-
cherin vivo bei 176um in der Kontroll- und bei 163um in der NMDAR AE Gruppe liegt und
in der ex vivo Studie mit 137um in der Kontroll- und 130um in der NMDAR AE Gruppe
wesentlich niedrigere Werte aufweist. Tatsdchlich sehen verschiedene Studien tendenzi-
ell héhere Dornendichten SST-exprimierender Interneurone in dendritischen Abschnitten
mit groRerem Somaabstand (Guirado et al. 2014, Perez-Rando et al. 2017b). Der héhere
Somaabstand in der ex vivo Studie tragt daher hochstwahrscheinlich ebenfalls zu der ab-
weichenden Dornendichte bei. Des Weiteren ist zu beachten, dass sich die dornenreichen
O-LM Zellen in erster Linie horizontal verzweigen (Maccaferri et al. 2000). Es wéare denk-
bar, dass genau diese horizontalen Projektionen bei der koronaren Schnittfihrung durch
den Hippokampus der ex vivo Studie nicht mehr zum Soma zurlckverfolgbar waren und
daher weniger in die Studie miteingeschlossen werden konnten. Interessanterweise zeig-
ten sich in verschiedenen strukturellen Studien SST-exprimierender Interneurone und
auch O-LM Zellen in der CA1 Region des Hippokampus durch konfokale Mikroskopie auch
bei einem Somaabstand von >100um eher niedrigere Dornendichten mit Werten zwi-
schen 0,2 und 0,4 Dornen/um (Gramuntell et al. 2021; Guirado et al. 2014; Perez-Rando

et al. 2017b; Perez-Rando et al. 2022; Raven et al. 2024; Scheuss and Bonhoeffer 2014).
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In einer Zwei-Photonen mikroskopischen in vivo Untersuchung der strukturellen Plastizi-
tat hippokampaler O-LM Zellen zeigten sich mit Dornendichten von tber 0,7 Dornen/pm
(Schmid et al. 2016) hingegen wesentlich hohere Werte. Es ist darauf hinzuweisen, dass
die Dornendichten verschiedener Publikationen aufgrund von abweichenden Versuchs-
bedingungen und Methodiken untereinander schwer vergleichbar sind. Trotzdem weist
die in dieser Studie ebenfalls sehr hohe Dornendichte SST-exprimierender Interneurone
in einer Zwei Photonen mikroskopischen Studie auf eine Beeinflussung der Dornendichte
durch die Methodik, beispielsweise durch die bessere Darstellung dornenreicher horizon-
taler Projektionen von O-LM Zellen, hin.

Drittens konnte es zu einer Beeinflussung der Dornendichte durch die untersucherabhan-
gige Auswahl der dendritischen Abschnitte fir die Analyse gekommen sein. Nachdem
SST-Interneurone im Gegensatz zu PC eher niedrige Dornendichten und teilweise sogar
nur vereinzelte Dornen aufweisen (Gulyas et al. 1992; Scheuss and Bonhoeffer 2014),
sollten in beiden Studien eher dornenreichere dendritische Abschnitte mit einem Soma-
abstand von > 100um analysiert werden. Moglicherweise konnten in der in vivo Studie
dornenreiche dendritische Abschnitte besser gefunden und rickverfolgt werden und
wurden deshalb vermehrt in die Studie eingeschlossen. Eine andere Erklarung ist, dass in
der Zwei-Photonen mikroskopischen Rohdatei kleinere Dornen nicht erkennbar waren
und der entsprechende dendritische Abschnitt zunachst dornenarmer imponierte. Durch
eine hierdurch entstandene Verzerrung der Probenauswahl kdnnte es zu der hoheren
Dornendichte in vivo gekommen sein.

Die Analyse unterschiedlicher dendritischer Abschnitte SST-exprimierender Interneurone
in den beiden Studien kénnte auch der Grund die ex vivo auftretende Dichtezunahme
dendritischer Dornen bei in vivo unveranderter Dornendichte und Dynamik sein. So zei-
gen beispielsweise Raven et al. in ihrer bereits zuvor erwahnten strukturellen Analyse
SST-exprimierender Interneurone im Hippokampus mittels konfokaler Mikroskopie ver-
schiedene morphologische Dornenanpassungen und Veranderungen der dendritischen
Dornendichte in den Subregionen CA1 und CA3 nach Schlafentzug. Wahrend es in CA1 zu
einer Zunahme der gesamten Dornendichte, insbesondere der diinnen Dornen und einer
Abnahme von Dornenvolumen und — oberflache kam, zeigte sich in der CA3 Region eine
Zunahme der Dichte pilzférmiger Dornen, sowie einer Zunahme von Dornenvolumen und
- oberflache (Raven et al. 2024). Ahnlich treten in Mausmodellen fir Schlafmangel bei
hippokampalen PC nur in bestimmten dendritischen Abstanden abhangig von der Ver-
zweigung und dem Abstand zum Soma morphologische Veranderungen dendritischer
Dornen auf (Havekes et al. 2016; Raven et al. 2019). Im visuellen Kortex der Maus wurde
mittels Zwei-Photonen Mikroskopie von PC sogar beobachtet, dass bei einer geringeren
Dornendichte eine hohere Fraktion transienter dendritischer Dornen auftritt (Holtmaat
et al. 2005). Auch im Mausmodell der NMDAR AE beobachteten Caenga et al. mittels
konfokaler Mikroskopie in den verschiedenen hippokampalen Schichten unterschiedliche
morphologische Anpassungen der dendritischen Dornen von PC. Dabei trat im Strl-m eine
Zunahme dinner Dornen auf, wahrend im StrR eine Abnahme stummelférmiger Dornen
vorlag (Ceanga et al. 2023). Diese Studien verdeutlichen, dass Parameter der analysierten

dendritischen Abschnitte wie der Somaabstand, die Verzweigung, die Position in den
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hippokampalen Schichten und Subregionen einen wichtigen Einfluss auf die Dichte, Mor-
phologie und Dynamik dendritischer Dornen haben kénnen. Die ungleiche Auswahl dend-
ritischer Abschnitte kann daher moglicherweise die Dichteverdanderungen der ex vivo Stu-
die bei gleichbleibender Dornendichte in vivo begriinden. Hierbei ist jedoch wichtig zu
betonen, die Analysen beiden Studien verblindet durchgefihrt wurden. Es wurden in den
Studien in beiden Versuchsgruppen jeweils ahnliche Zellen und Dendritenabschnitte un-
tersucht.

In zukUnftigen Studien waére eine genauere Untersuchung der strukturellen Veranderun-
gen in Abhangigkeit genau dieser Parameter interessant. Wie bereits erwahnt zeigten
Ceanga et al. verschiedene morphologische Veranderungen dendritischer Dornen in ver-
schiedenen Schichten des Hippocampus: Im StrR, wo hauptsachlich glutamaterge Axone
von CA3 PC zu finden sind (Somogyi and Klausberger 2005; Zhang et al. 2012), kommt es
zu einer Zunahme dinner Dornen (Ceanga et al. 2023). Im Strl-m, wo exzitatorische Fa-
sern aus dem EC verzweigen (Deller et al. 1996; Takacs et al. 2012), ist eine Abnahme der
stummelformigen Dornen zu beobachten, was auf eine mogliche Input abhangige struk-
turelle Anpassung hinweist (Ceanga et al. 2023). Tatsadchlich wissen wir auch, dass es bei-
spielsweise bei PV-Interneuronen in verschiedenen Schaltkreisen zu verschiedenen
NMDAR abhédngigen postsynaptischen Signalen kommt. Die Dendriten der Feedback
Schleife im Stratum oriens haben deutlich mehr NMDAR als die Feedforwardschleife im
Stratum radiatum und reagieren so unterschiedlich auf neuronale Aktivitdt (Cornford et
al. 2019; Le Roux et al. 2013). Es ist also moglich, dass es nach Applikation von NMDAR
AK zu verschiedenen Reaktionen in verschiedenen Schaltkreisen des Hippokampus
kommt und auch SST-Interneurone in den verschiedenen Schichten unterschiedlich be-
einflusst werden. Beispielsweise sind sie flr die Feinjustierung des Informationsfluss ins
Strl-m und ins StrR verantwortlich (Leao et al. 2012), wo es laut Ceanga et al. zu abwei-
chenden strukturellen Veranderungen der PC kommt Ceanga et al. 2023). Auch waére in-
teressant, ob es beispielsweise im Stratum oriens/alveus, wo inhibitorische Interneurone
O-LM Zellen kontaktieren, zu anderen Adaptationen kommt (Tyan et al. 2014).

Die strukturelle Plastizitat SST-exprimierender Interneurone im Hippokampus in vivo ist
kaum untersucht. Die meisten strukturellen in vivo Studien fokussieren sich auf exzitato-
rische PC. Hier zeigt sich in hippokampalen CA1 PC eine wesentlich hohere Dornenum-
satzrate im Vergleich zum Kortex. Auch die pharmakologische NMDAR Blockade (MK 801)
fihrt in der CA1 Region mit einem vermehrten Dornenabbau in PC zu anderen Effekten
als im Kortex (Attardo et al. 2015). In einer konfokalen Studie der hippokampalen PC im
Mausmodell der NMDAR AE kam es hingegen nicht zu einer Abnahme der gesamten Dor-
nendichte (Ceanga et al. 2023). Interessanterweise kommt es auch in konfokalen Unter-
suchungen von SST-Interneuronen nach NMDAR Blockade (MK 801) mit einer Dichteab-
nahme dendritischer Dornen bzw. gleichbleibender Dornendichte nach in vivo Applika-
tion im Gegensatz zu der Dichtezunahme nach intraventrikularer NMDAR AK Infusion zu
unterschiedlichen Ergebnissen (Perez-Rando et al. 2017a; Perez-Rando et al. 2017b). Ins-
gesamt deutet dies auf unterschiedliche pathologische Beeinflussungen einer
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pharmakologischen NMDAR Blockade und einer NMDAR AK induzierten NMDAR Hypo-
funktion auf Schaltkreisebene hin.

Unsere Untersuchungen unterliegen abgesehen von den zuvor erlduterten Unterschie-
den zur ex vivo Studie einigen weiteren Limitationen. Zunachst ermdglicht die Auflosung
der Zwei Photonen Mikroskopie keine Darstellung der genauen morphologischen Para-
meter oder weitere Klassifizierung der dendritischen Dornen (Blazquez-Llorca et al.
2015). Kleinere Dornen, insbesondere in der Z-Ebene sind nicht darstellbar (Attardo et al.
2015). Die Regulation inhibitorischer Schaltkreise nach NMDAR Blockade kdnnte alters-
abhangig beeinflusst seien (Gramuntell et al. 2021; Ma et al. 2020). Fur die Dornendichte
SST exprimierender Interneurone sind zwar altersbedingte Unterschiede beschrieben,
diese werden jedoch von den Autoren auf eine Veranderung weiblicher Geschlechtshor-
mone zurickgefihrt (Gramuntell et al. 2021). In unseren Studien liegt tatsachlich ein Al-
tersunterschied vor: Das Alter der Mause lag zu Pumpenimplantation der in vivo Studie
bei zehn bis flinfzehn Wochen, bei den ex vivo Experimenten waren die Tiere mit elf bis
siebzehn Wochen bereits ein wenig alter. Auch in dieser Studie wurden beide Geschlech-
ter ohne Berlcksichtigung des weiblichen Zyklus analysiert, wobei die Geschlechterver-
teilung zwischen den beiden Versuchsgruppen gleichméaRig war. Eine weitere Limitation
ist die kleine VersuchsgruppengrofRRe, weshalb kleinere Effekte eventuell nicht nachge-
wiesen werden kénnen. Obwohl die VersuchsgruppengrolRe mit je 5 Tieren pro Gruppe
eher klein ist (Charan and Kantharia 2013), befindet sie sich noch im Rahmen Ublicher
Versuchsgruppengrofen von Tierversuchen (Charan and Kantharia 2013; Richter et al.
2018).

Die dynamischen Veranderungen und Anpassungen von Synapsen werden auch von den
umliegenden Zellen maligeblich beeinflusst (Jeon and Kim 2023). Insbesondere eine Dys-
funktion der Interaktion zwischen Nervenzellen und Mikroglia wird in vielen neuropsychi-
atrischen Erkrankungen diskutiert (Jeon and Kim 2023). Um eine mogliche Beteiligung
von Mikroglia bei NMDAR AE zu untersuchen, addressierte ich zunéchst die Frage, ob es
zu morphologischen Veranderungen als Hinweis auf eine Mikrogliaaktivierung im Maus-
modell der NMDAR AE kommt.

4.3 Aktivierung von Mikrogliazellen im Mausmodell der NMDAR AE

Die Untersuchung der Morphologie der Mikrogliazellen weist typische Veranderungen im
Sinne einer Aktivierung auf. Es zeigen sich kirzere Hauptdendriten mit weniger Astab-
schnitten und Verzweigungspunkten, sowie einer geringeren Verflechtung der Verzwei-
gungspunkte nach NMDAR AK Infusion. AuBerdem sind die Spharizitat und die Zirkularitat
als MaRe flr die Kompaktheit der Zelle im Mausmodell der NMDAR AE erhoht.

Bei einer Aktivierung von Mikrogliazellen kommt es zu morphologischen Verdnderungen
und zur Freisetzung proinflammatorischer Molekile wie TNF- o, IL- B und IL-6 (Glass et
al. 2010; Kwon and Koh 2020). Ruhende Mikroglia weisen einen kleinen Zellkorper mit
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stark verzweigten Fortsatzen auf. Nach Aktivierung erfolgt eine Formverdnderung bis hin
zu einer amoboiden Zellform: Die Zellkorper vergrofern sich und die vielen diinnen Forts-
atze ziehen sich zurlck (Anttila et al. 2017; Colonna and Butovsky 2017). Die in dieser
Arbeit festgestellten morphologischen Veranderungen nach NMDAR AK Infusion mit kir-
zeren Fortsatzen und weniger ausgepragter Ramifizierung im Sinne von weniger Astab-
schnitten und weniger Verzweigungspunkten weisen auf einen Ubergang in die amdbo-
ide Zellform hin. Auch zeigen die erhdhte Zirkularitat und Spharizitat eine verminderte
Komplexitat der Veradstelung. Insgesamt zeigt diese Untersuchung, dass es zu einer Akti-
vierung von Mikrogliazellen nach intraventrikularer Infusion von NMDAR AK kommt.
Unsere Daten zeigen damit erstmals durch eine quantifizierte morphologische Analyse
eine Aktivierung von Mikrogliazellen im Mausmodell der NMDAR AE. Die Daten sind in
Zusammenarbeit mit Ceanga et al. bereits veroffentlicht (Ceanga et al. 2023). Ceanga et
al. beobachten in ihren KEGG Analysen eine Anreicherung von entzindlichen Signalwe-
gen, sowie in immunhistochemischen Farbungen ein erhohtes CD68+/Ibal+- Verhaltnis
nach intraventrikularer NMDAR AK Behandlung als Hinweis auf eine vermehrte Mikrog-
liaaktivierung, was unsere Ergebnisse bestatigt. Dies entspricht den Erkenntnissen aus
humanen neuropathologischen Studien, in welchen sich eine Mikrogliaaktivierung mit
Betonung im Hippokampus zeigte (Tuzun et al. 2009; Zrzavy et al. 2021). Auch in Li-
quoruntersuchungen von Patientinnen konnten erhdhte Spiegel der inflammatorischen
Marker sSTREM2 und CD44 gemessen werden, was auf eine Mikrogliaaktivierung hindeu-
tet (Chang et al. 2023).

Interessanterweise zeigten sich weder in humanen Autopsien, noch in den immunhisto-
chemischen Anfarbungen nach intraventrikularer Antikérperinfusion vermehrte Infiltrate
zytotoxischer T-Zellen (Ceanga et al. 2023; Tuzun et al. 2009; Zrzavy et al. 2021), wie es
bei anderen paraneoplastischen Enzephalitiden der Fall ist (Bernal et al. 2002). Bei diesen
kommt es zu einem T-Zell vermittelten neuronalen Untergang, welcher bei NMDAR En-
zephalitis nicht zu beobachten ist (Bernal et al. 2002; Blumenthal et al. 2006; Tuzun et al.
2009; Zrzavy et al. 2021). Ebenso wenig kommt es zu Komplementsystem assoziierten
Nervenschadigungen (Martinez-Hernandez et al. 2011; Tuzun et al. 2009; Zrzavy et al.
2021). Die immunopathologischen Hauptbefunde der NMDAR AE sind stattdessen die
starke Aktivierung von Mikrogliazellen und IgG Ablagerungen (Tuzun et al. 2009). Die un-
ter den Antikorper-abhangigen Enzephalitiden immunopathologische Manifestation
scheint speziell und erfordert weitere Erforschung (Bien et al. 2012).

Die morphologische Analyse von Mikrogliazellen unterliegt einigen Limitierungen. Zu-
nachst ist das Markerprotein lba-1 nicht Mikrogliaspezifisch, sondern bindet auch an
Makrophagen (Imai et al. 1996; Ohsawa et al. 2004). Dementsprechend kdnnen wir in
unserer Studie nicht sicher ausschlielRen, dass es sich bei den Zellen nicht auch zumindest
teilweise um eingewanderte Makrophagen handelt (Li and Barres 2018). Des Weiteren
kdnnte die Aktivierung der Zellen auch durch eine inflammatorische Reaktion durch die
intraventrikularen Katheter mitbedingt sein. Nachdem jedoch auch in der Kontrollgruppe
eine intraventrikulare Infusion vorliegt und die morphologischen Veranderungen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe auftreten, sind die morphologischen Veranderungen der
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Mikroglia trotzdem hochstwahrscheinlich durch die NMDAR AK bedingt. Andere Limitie-
rungen der morphologischen Mikrogliaanalyse sind die Bildqualitat, eine ausreichende
Darstellung der dreidimensionalen Verzweigungen und eine voreingenommene Auswahl
der zu analysierenden Regionen. Diese Limitierungen werden durch die automatisierte
Qualitatskontrolle des Algorithmus vermieden (Heindl et al. 2018).

Die Aktivierung oder Dysfunktion von Mikroglia konnte bereits mit der Pathogenese ver-
schiedener neurologischer und neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer, Schizo-
phrenie, Autismus und dem fragilen X Syndrom in Verbindung gebracht werden (Comer
et al. 2020; Jawaid et al. 2018; Kim et al. 2017; Li et al. 2020). Ich konnte in dieser Arbeit
nun zeigen, dass es auch im Mausmodell der NMDAR AE zu einer Aktivierung von Mikrog-
liazellen kommt. In Zusammenschau mit der in humanen Autopsien festgestellten Infilt-
rierung des Gewebes durch Mikrogliazellen ist eine pathophysiologische Beteiligung der
Mikroglia in der NMDAR AE denkbar. Inwiefern morphologische Veranderungen von
Mikroglia Ruckschlisse auf funktionelle Folgen zulassen, ist bisher nicht abschlieRend ge-
klart (Paolicelli et al. 2022). So ging man beispielsweise davon aus, dass amdboide Mikrog-
lia mehr phagozytieren, ist jedoch mittlerweile von dieser Vorstellung abgekommen
(Paolicelli et al. 2022). In einem Mausmodell fiir Temporallappenepilepsie wurde sogar
eine geringere Phagozytose bei amdboiden Mikroglia beobachtet (Abiega et al. 2016).
Eine viel untersuchte Funktion von Mikroglia ist die Interaktion mit Synapsen, bei der sie
schwache und inaktive Synapsen erkennen und elimineren kénnen (Gyorffy et al. 2018).
Hierbei sind als mogliche Pathomechanismen verschiedener Erkrankungen sowohl eine
UberschieRende Elimination von Synapsen mit Synapsenverlust, als auch eine unzu-
reichende Phagozytose synaptischer Elemente mit Synapseniiberschuss beschrieben
(Andoh et al. 2019; Fan et al. 2023; Hong et al. 2016). Hier stellt sich nun die Frage, ob
die veranderte Netzwerkhomoostase der NMDAR AE (Ceanga et al. 2023; Wright et al.
2021) mit einer pathologischen Reaktion der Mikroglia einhergeht und in welche Rich-
tung diese verschoben ist. Kommt es zu einer vermehrten Entfernung schwacher Synap-
sen bei hypoaktivem Netzwerk (Ceanga et al. 2023; Wright et al. 2021)? Kénnte es hier-
durch dhnlich wie bei der Alzheimererkrankung zu einer durch unangemessen gestei-
gerte Mikroglia abhadngige Synapsenelimination zu einem Synapsenverlust kommen
(Hong et al. 2016)? Oder kommt es dahnlich wie bei der Autismus Spektrum Erkrankung
zu einer unzureichenden Synapsenentfernung (Andoh et al. 2019; Fan et al. 2023)?

4.4 Reduzierte Lokalisation von vGlutl in Mikrogliazellen — verminderte Interak-
tion von Mikroglia mit exzitatorischen prasynaptischen Elementen bei
NMDAR AE?

In den Analysen der Trogozytose lieR sich eine verminderte Lokalisation exzitatorischer
prasynaptischer Fragmente in Mikroglia nachweisen. Interessanterweise sehen wir keine
Veranderung der Aufnahme des exzitatorischer Markers vGlutl in CD68 markierten Lyso-
somen, sodass von einer Lysosomen-unabhangigen Internalisierung oder einer
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verminderten Ausbildung von Zell-Zell Kontakten auszugehen ist. Bei inhibitorischen pra-
synaptischen vGAT markierten Fragmenten ist keine veranderte Internalisierung in
Mikrogliazellen nachweisbar.

Mikroglia fihren unter physiologischen Bedingungen zu einer komplementabhangigen
Markierung und Aufnahme schwacher Synapsen (Schafer et al. 2012; Stevens et al. 2007).
Im Hippokampus kommt es nach NMDAR AK Infusion zu einer verminderten Netzwerks-
aktivitat mit verminderter Frequenz von Aktionspotentialen von PC (Ceanga et al. 2023;
Koch et al. 2019; Wright et al. 2021). Dementsprechend ware eine vermehrte Aufnahme
exzitatorischer prasynaptischer Elemente zu erwarten gewesen. Interessanterweise se-
hen wir keine vermehrte Aufnahme exzitatorischer Synapsen in Lysosomen.

Ob wohl wir keine Veranderung der Aufnahme von exzitatorischen prasynaptischen Frag-
menten in Lysosomen sehen, zeigen sich interessanterweise die intramikroglialen prasy-
naptischen Fragmente vermindert. Hier stellt sich zunachst die Frage, wie diese Vermin-
derung der intramikroglialen prasynaptischen Fragmente zu deuten ist.
Bei einer verminderten Phagozytose oder Trogozytose hatten wir verminderte vGLUT1
Partikel innerhalb der CD68 markierten lysosomalen Zusammenschlisse erwartet, wel-
che jedoch unveradndert sind (Weinhard et al. 2018). Es ware moglich, dass diese prasy-
naptischen Fragmente in Mikroglia durch nicht-phagozytotische Internalisierungsmecha-
nismen verursacht sein konnte (Rogers and Bhattacharya 2013).
Ein anderer Erklarungsansatz ware, dass es um verminderte Kontaktierung der exzitato-
rischen Prasynapsen durch Mikroglia handelt. Aufgrund der Auflosungslimitierung der
Lichtmikroskopie kommt es leicht zu einer Fehleinschadtzung des durch Mikroglia ver-
schlungenen Materials (Schafer et al. 2014). In einer Studie von Weinhard et al. kontrol-
lierten die Autoren die Ergebnisse konfokaler Lichtmikroskopie mit Elektronenmikrosko-
pie und demonstrierten, dass lichtmikroskopisch festgestellte Mikroglia/Dornen Koloka-
lisationen elektronenmikroskopisch eher Anndherungen als Um- bzw. Verschlingungen
sind (Weinhard et al. 2018). Dabei liel sich nur eine von funf lichtmikroskopisch festge-
stellten Umschlingungen elektronenmikroskopisch als solche bestatigen, wahrend es sich
bei den restlichen um Annaherungen bzw. in einem Fall sogar nicht einmal um eine Kon-
taktstelle handelte (Weinhard et al. 2018).
Aktivitatsabhangige Kontakte zwischen mikroglialen Fortsatzen und dendritischen Dor-
nen konnten mittlerweile sowohl durch konfokale Mikroskopie, hochauflosende Elektro-
nenmikroskopie und auch in vivo mittels Zwei-Photonen Mikroskopie beobachtet werden
(Chugh and Ekdahl 2016; Tremblay et al. 2010; Wake et al. 2009). Neben der synaptischen
Aufnahme gibt es auch noch andere direkte Interaktionswege zwischen Nerven- und
Mikrogliazellen. Direkter Kontakt zwischen mikroglialen Fortsdtzen und Synapsen beein-
flusst die synaptische Aktivitat, die postsynaptischen Strémungen, die neuronale Aktivitat
und die Synchronisation neuronaler Populationen (Akiyoshi et al. 2018; Pfeiffer et al.
2016). Nach Bertihrung von Mikroglia kann es auch zur Neuausbildung dendritischer Dor-
nen kommen (Miyamoto et al. 2016). Der Fraktalkin Signalweg scheint auf bisher noch
nicht vollstandig geklart Weise ebenfalls einen Effekt auf die synaptische Reifung,
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synaptische Plastizitdt und Transmission zu haben (Basilico et al. 2019; Kim et al. 2020;
Wu et al. 2015). Die CD200 Bindung spielt nicht nur eine Rolle in der synaptischen Elimi-
nation, sondern wirkt Gber eine Mikrogliainhibierung auch neuroprotektiv, verbessert die
synaptische Funktion und fordert synaptische Plastizitat (Feng et al. 2019; Hernangomez
et al. 2012; Sun et al. 2020). Mikroglia kommunizieren auch Uber Botenstoffe mit Neuro-
nen und kénnen so Prozesse wie neuronale Aktivitat, Synaptogenese, Synapsenelimina-
tion und synaptische Plastizitat steuern (Haidar et al. 2022). Durch die rdaumliche Nahe
von Mikroglia Fortsatzen ware eine lokalisierte Freisetzung von Botenstoffen zur Modu-
lierung bestimmter Synapsen bei Lernvorgdangen moglich (Parkhurst et al. 2013). Es gibt
also zahlreiche verschiedene nicht- phagozytotische Interaktionen zwischen Synapsen
und Mikroglia, die vermindert sein konnten. Somit kdnnte es sich in der von uns beobach-
teten Reduktion prasynaptischer Elemente nach NMDAR AK Exposition auch um eine
Kontaktreduktion zwischen mikroglialen Fortsatzen und Synapsen handeln.

Eine weitere Ursache fir die in unserer Studie beobachtete Verdanderung der vGlutl
Spharen in Mikroglia ware eine veranderte Expression von vGlutl Proteinen nach Anti-
korperinfusion. Aufgrund der Ergebnisse einer frihen Zellkulturstudie mit Western-Blot
Analysen hippokampaler Neurone nach NMDAR AK Exposition fir drei oder sieben Tage
wurde zunédchst eine spezifische Beeintrachtigung des NMDAR ohne mafigebliche Dysre-
gulation anderer synaptischer Proteine, unter anderem vGLUT1, angenommen (Hughes
et al. 2010). In einer neueren Studie konnte in Proteomanalysen mittels Massenspekto-
metrie in einem Mausmodell der NMDAR AE gezeigt werden, dass es in vivo durchaus zu
einer Dysregulation synaptischer Proteine und Rezeptoren kommt. Hierbei kommt es un-
ter anderem zu einer verminderten Expression des exzitatorischen Markers vGLUT1
(Ceanga et al. 2023). Diese reduzierte Expression von vGLUT1 kdnnte die verminderten
intramikroglialen vGLUT1 Spharen erklaren. Hier ware jedoch auch eine Reduktion der
vGLUT1 Spharen in CD68 pro Mikrogliavolumen zu erwarten, welche wir in unserer Studie
nicht sehen.

Der Marker CD68 befindet sich vor allem in spaten Endosomen und Lysosomen (Barois et
al. 2002; Chistiakov et al. 2017). Méglicherweise befinden sich vGLUT1 Sphéren, welche
nicht mit CD68 kolokalisieren im unvollendeten Prozess der Phagozytose. Auch Schafer
et al postulierten 2012, dass synaptische Fragmente in Mikrogliazellen, aber aulRerhalb
von CD68 Spharen noch nicht vollstandig phagozytiert wurden (Schafer et al. 2012). In
zuklnftigen Studien konnten andere Markerproteine verwendet werden, welche frihere
Stadien der Internalisierung besser abbilden.

Was wirde eine verminderte Internalisierung exzitatorischer prasynaptischer Elemente
auf Netzwerkebene bedeuten? Bei einer Beeintrachtigung der synaptischen Elimination
in der Entwicklung kommt zu einem Uberschuss dendritischer Dornen mit unreifen Sy-
napsen (Paolicelli et al. 2011). So kommt es in Mausmodellen der Autismus Spektrum
Erkrankung im Kortex und Hippokampus aufgrund einer Stérung der Phagozytose exzita-
torischer synaptischer Strukturen zu einer Dichtezunahme dendritischer Dornen (Meng
et al. 2022; Roumier et al. 2004). In Mausmodellen fur frihkindliche Stresserfahrungen

kommt es ebenfalls aufgrund einer Dysfunktion der synaptischen Eliminiation zu einer
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erhohten Dornendichte hippokampaler PC (Dayananda et al. 2023). Im Falle der NMDAR
AE sehen wir mit der verminderten Internalisierung exzitatorischer prasynaptischer Frag-
mente bei einer Zunahme unreif imponierender dendritischer Dornen SST-exprimieren-
der Interneurone einen ahnlichen Zusammenhang. Obwohl diese Zunahme der Dornen-
dichte aufgrund unzureichender synaptischer Elimination in der Entwicklung zumindest
bei hippokampalen PC transient ist (Paolicelli et al. 2011), scheinen diese zahlreichen
schwachen synaptischen Verbindungen in der Autismus-Spektrum-Erkrankung eine ver-
minderte funktionale Konnektivitdt hervorzurufen (Zhan et al. 2014). Diese unzu-
reichende Reifung neuronaler Verbindungen wird bei der Autismus Spektrum Erkrankung
und bei frihkindlichen Stresserfahrungen als mogliche Ursache fir die bis ins Erwachse-
nenalter persistierenden Defizite diskutiert (Dayananda et al. 2023; Zhan et al. 2014).
Auch in Mausmodellen viraler Enzephalitiden werden Mikroglia als Ursache anhaltender
kognitiver Defizite diskutiert. Im Mausmodell der West-Nil Virus Enzephalitis wurde ins-
besondere bei persistierenden Lerndefiziten eine vermehrte Internalisierung prasynapti-
scher Fragmente beobachtet (Vasek et al. 2016). Eine andere Studie kam Ubereinstim-
mend zu dem Schluss, dass eine anhaltende Mikrogliaaktivierung nach Westnil- oder
Zikavirus Infektionen zu langanhaltenden kognitiven Defiziten fihren konnte (Garber et
al. 2019). Moglicherweise kommt es infolge der NMDAR AK induzierten Netzwerkimba-
lance zu einer Umstrukturierung neuronaler Verbindungen, welche eventuell aufgrund
unzureichender synaptischer Eliminationsmechanismen zu einem Uberschuss dendriti-
scher Dornen an SST-Interneuronen fihrt. Bei dieser Dornenzunahme kénnte es sich
ebenfalls um ein transientes Phdnomen handeln, welches sich im Laufe der Genese zu-
rickbildet. Trotzdem konnten die langanhaltenden kognitiven Defizite bei Patientinnen
mit NMDAR AE erklaren (Finke et al. 2012) infolge einer unzureichenden Ausreifung neu-
ronaler Schaltkreise bei einer insuffizienten Mikrogliaelimination auftreten.

Inwiefern es bei der NMDAR AE zu einer Mikroglia-abhangigen Interaktion mit synapti-
schen Elementen kommt, ist bisher kaum untersucht. Rahman et al. zeigten in einer
Mikroglia/Neuronen-Zellkultur nach Gabe von NMDAR AK, dass Mikroglia Antikorper-
/Rezeptorkomplexe lysosomal in sich aufnehmen (Rahman et al. 2023). In dieser Zellkul-
turstudie entfernen Mikroglia auRerdem auch synaptische Fragmente. Die Ergebnisse aus
immunhistochemischen Anfarbungen pra- und postsynaptischer Markerproteine sugge-
rieren, dass eher Postsynapsen phagozytiert werden (Rahman et al. 2023). Es scheint sich
jedoch um eine komplementabhéngige Entfernung dieser Strukturen zu handeln, was
dem in humanen Autopsien festgestellten Fehlen der Komplementaktivierung wider-
spricht (Rahman et al. 2023; Tuzun et al. 2009). Eine Beteiligung des Komplementsystems
in friheren Stadien ist trotz der bisher nicht festgestellten Komplementaktivierung mog-
lich. Es ist des Weiteren darauf hinzuweisen, dass es in den Zellkulturen anders als in dem
Mausmodell der NMDAR AE zu keiner eindeutig morphologisch nachweisbaren Mikrog-
liaaktivierung kam (Rahman et al. 2023). Es ist dementsprechend moglich, dass diese Zell-
kultur ein anderes Krankheitsstadium abbildet als das Mausmodell und die immunologi-
schen Krankheitsprozesse sich im Verlauf der Erkrankung unterscheiden.
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Wir sehen keine verdnderte Interaktion oder Trogozytose inhibitorischer prasynaptischer
Elemente mit Mikrogliazellen. Die Expression von vGAT zeigte sich in Proteomanalysen
mittels Massenspektrometrie im Mausmodell der NMDAR AE nicht verdndert (Ceanga et
al. 2023). In kortikalen Zellkulturen reduzieren NMDAR AK die Level der prasynaptischen
Proteine VGAT und GADG65 bei inhibitorisch-zu-exzitatorischen Synapsen (Andrzejak et al.
2022), wobei mogliche Unterschiede zwischen in vitro und in vivo Versuchen und ver-
schiedenen Hirnregionen zu beachten sind. Uber die Funktionalitat inhibitorischer Synap-
sen wissen wir aullerdem aus elektrophysiologischen Messungen, dass die basale Hem-
mung von PC weiterhin gewahrleistet ist (Ceanga et al. 2023; Wright et al. 2021). Nach-
dem die Inhibition intakt zu sein scheint, ware es denkbar, dass die Aktivitat der ankom-
menden Signale auf Interneurone unverdndert ist. Dies wiirde bedeuten, dass es an die-
ser Stelle nicht zu vermehrten inaktiven Synapsen kommen wirde. Nachdem die Regula-
tion von Synapsen durch Mikroglia aktivitatsabhangig ist und nur inaktive Synapsen mar-
kiert und angegriffen werden (Gyorffy et al. 2018), unterstltzt eine unverdnderte Tro-
gozytose inhibitorischer Prasynapsen die Beobachtung einer funktionell intakten Inhibi-
tion.

Zu den Limitationen dieser Studie zdhlen in erster Linie die bereits genannten Problema-
tiken der lichtmikroskopischen Auflésung (Schafer et al. 2014) und der unvollstandigen
Abbildung des Phagozytoseprozesses durch den Marker CD 68 (Barois et al. 2002;
Chistiakov et al. 2017). Des Weiteren ist das Fassungsvermogen fir die Phagozytose zu-
mindest bei Makrophagen limitiert (Cannon and Swanson 1992), weshalb gegebenenfalls
eine Studie zu einem friheren Krankheitsstadium spannend gewesen ware. Auch hier
kébnnen wir nicht ausschlielen, dass es sich um Synapsenelimination durch eingewan-
derte Makrophagen handelt (Shi et al. 2022; Spiteri et al. 2022).

4.5 Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass NMDAR AK zu strukturellen Anpassun-
gen SST-exprimierender Interneurone fihren. Durch die Dichtezunahme dendritischer
Dornen konnten SST-exprimierende Interneurone kompensatorisch auf das empfindliche
Gleichgewicht neuronaler Netzwerke einwirken. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass es im Mausmodell der NMDAR AE ebenso wie in humanen Autopsien (Tuzun et al.
2009; Zrzavy et al. 2021) zu einer Mikrogliaaktivierung im Hippokampus kommt. Unsere
Daten suggerieren, dass es zu einer verminderten Uberwachung exzitatorischer synapti-
scher Strukturen durch Mikrogliazellen gekommen sein kdnnte, wodurch der ebenso auf-
getretene Uberschuss unreif imponierender dendritischer Dornen SST-exprimierender
Interneurone begriindet sein konnte.

Fir das Verstandnis der funktionellen Auswirkungen der strukturellen Verdnderungen
SST- exprimierender Interneurone auf Schaltkreisebene und verschiedener Anpassungen
SST-exprimierender Interneurone durch die Schichten und Regionen des Hippokampus
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sind weiterfihrende Studien notwendig. Ebenso sollten in zuklnftigen Studien der zeitli-
che Ablauf und die Dynamik, sowie die funktionellen Auswirkungen der Mikrogliaaktivie-
rung auf synaptische Verbindungen und neuronale Schaltkreise addressiert werden.

Wir tragen mit dieser Studie wichtige Erkenntnisse zu pathophysiologischen Veranderun-
gen der bisher wenig untersuchten SST-positiven Interneuronen und Mikroglia bei
NMDAR AE bei. Die pathophysiologischen Mechanismen bei NMDAR AK induzierter
NMDAR Hypofunktion kdnnten auf viele weitere NMDAR-assoziierte Erkrankungen Uber-
tragbar sein. Es gibt zahlreiche Belege fir die Wichtigkeit des NMDARs bei der Vermitt-
lung synaptischer Plastizitdat (Malenka and Bear 2004; Traynelis et al. 2010; Wang et al.
2022). Aufgrund der zentralen Rolle dieses Rezeptors kann eine Dysfunktion zu vielfalti-
gen Erkrankungen fuhren, er stellt hierdurch jedoch auch eine mogliche Zielstruktur fur
therapeutische Ansatze dar. Die Modulation von NMDAR bei affektiven Storungen wie
Depressionen und Angststorungen ware beispielsweise eine vielversprechende Therapie-
option (Wang et al. 2022). Des Weiteren profitieren beispielsweise auch Alzheimer Pati-
entlnnen von einer Blockade extrasynaptischer NMDAR (Wang and Reddy 2017). Auch
bei der Schizophrenie liegt eine NMDAR Dysfunktion vor und eine Modulation des Rezep-
tors kame als mogliche Therapie infrage (Nasyrova et al. 2022). Eine eingehende Erfor-
schung der NMDAR abhdngigen synaptischen Mechanismen und ein besseres Verstand-
nis der bei einer Fehlregulation dieser Mechanismen entstehenden Pathophysiologie
konnte die Behandlungserfolge verschiedener psychiatrischer und neurologischer Er-
krankungen deutlich verbessern.
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