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1. Theoretischer Hintergrund

1.1 Adulte Neurogenese

1.1.1 Uberblick

In den vergangenen Jahren konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass sowohl im Gehirn von erwachsenen S&ugetieren [47, 58] als auch
im Gehirn des erwachsenen Menschen [51] neue Nervenzellen gebildet werden.
Dies geschieht vor allem in zwei umschriebenen Hirnregionen, dem Hippokampus,
einer fir Lernen und Gedéachtnis entscheidenden Hirnregion, und der
Subventrikularzone der Seitenventrikel, die mit dem Riechhirn (Bulbus olfactorius)
dber Projektionsbahnen in Verbindung steht. Dieses Phanomen der
Neuentstehung von Nervenzellen im erwachsenen Gehirn wurde mit dem Begriff
,<adulte Neurogenese® bezeichnet und flhrte zu einem Paradigmenwechsel in den
Neurowissenschaften. W&hrend noch bis in die 1990er Jahre die Lehrmeinung
gegolten hatte, dass die Neurone des ZNS — nach ihrer Entstehung wéahrend der
Embryonalentwicklung oder kurz postnatal — terminal differenziert und im
erwachsenen Organismus nicht mehr teilungsfahig sind, wird heute davon
ausgegangen, dass auch das erwachsene Gehirn dazu in der Lage ist, an
umschriebenen Stellen Neurone und Gliazellen aus Vorlauferzellen zu bilden.
Diese Befunde fugten sich nur schwer in die vorhandenen Konzepte von Aufbau
und Funktion des Gehirns ein. Neugebildete Nervenzellen sollten eigentlich die
komplex verschalteten neuronalen Netzwerke stéren [88]. AuBerdem war es
schwer vorstellbar, wie sich terminal differenzierte Neurone wieder mitotisch teilen
sollten [88]. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass sich nicht die ausdifferenzierten
Neurone teilen, sondern vielmehr undifferenzierte neurale Stammzellen [120].
Auch konnte gezeigt werden, dass sich die neu gebildeten Nervenzellen strukturell
und funktionell in bestehende Neuronennetzwerke integrieren [153, 163]. Die
zugrunde liegenden Mechanismen, die offensichtlich komplex sind, sind jedoch
groBtenteils noch unbekannt. Um diese gegenwartig noch brach liegende
Fahigkeit des Gehirns zur Regeneration eines Tages therapeutisch nutzen zu
kébnnen, qilt das besondere Forschungsinteresse der Aufklarung von
Regulationsfaktoren und Mechanismen der adulten Neurogenese.
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1.1.2 Lokalisation

Es existieren zwei Regionen des Saugergehirns, in denen kontinuierlich in nicht
unbedeutendem Umfang aus Stammzellen neue Nervenzellen gebildet werden,
der Gyrus dentatus des Hippokampus und die Subventrikularzone (in der
Lateralwand der Seitenventrikel) [47, 87, 99]. Die in der Subventrikularzone neu
gebildeten Zellen wandern entlang des rostralen Migrationstraktes in den Bulbus
olfactorius ein und differenzieren dort weiter zu funktionsttichtigen Neuronen des
Riechhirmns [5, 87, 101, 102]. Im Gyrus dentatus residieren proliferierende
Stammzellen in der Subgranuldrzone zwischen Kérnerzellschicht und Hilus (Abb.
1.1). Die von ihnen neu gebildeten Zellen wandern zum Teil in die
Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus ein und reifen zu morphologisch und
funktionell kompetenten Kérnerzellen. Man schatzt, dass im Gyrus dentatus von
erwachsenen Ratten ca. 9000 neue Zellen pro Tag [27] gebildet werden
(entsprechend einem Turnover von ca. 6% aller vorhandenen Kdérnerzellen [47]).

SESGZ T LT
hilus '

L P
2N .

W

Abb. 1.1. Adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus (modifiziert
nach [47]). In der Subgranularzone (SGZ) des Gyrus dentatus (v-férmige Struktur)
entstehen neue Nervenzellen aus proliferierenden Stammzellen (Pfeile;
immunhistochemischer Nachweis mit BrdU). MaBstabsbalken 200 um, GCL =

Kérnerzellschicht, hilus = Hilus des Gyrus dentatus (Region CA4).
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Bei Primaten konnte adulte Neurogenese auch im Neokortex nachgewiesen
werden [66], allerdings in geringerem Umfang, wobei dieser Befund von anderen
Gruppen jedoch nicht repliziert werden konnte [93]. Klrzlich wurde auBerdem
demonstriert, dass auch in der Substantia nigra adulte Neurogenese stattfindet
[170], jedoch in wesentlich geringerer Menge als im Gyrus dentatus. Im Hinblick
auf potenzielle therapeutische Optionen beim M. Parkinson hat dieser Befund
jedoch erhebliche Bedeutung, da dieser sehr haufigen Erkrankung des mittleren
und hdheren Lebensalters eine Degeneration von Nervenzellen in der Substantia
nigra zugrunde liegt.

Warum Neurogenese nur in bestimmten, umschriebenen Regionen (Nischen) des
ZNS vorkommt, konnte bisher nicht geklart werden. Stammzellen konnten jedoch
auch aus anderen, bezlglich der adulten Neurogenese ,stummen®“ Arealen des
ZNS extrahiert werden (z. B. aus dem Septum, dem Striatum und dem
Rickenmark [88, 119]). Neben der Option, pluripotente embryonale Stammzellen
therapeutisch zu nutzen, ist eine weitere Zukunftsperspektive, autologe
Stammzellen aus dem Gehirn des Patienten selbst zu gewinnen, in Kultur zu
zlchten und in geschadigte Hirnregionen zu implantieren, wo sie nach
Ausdifferenzierung die Funktion von zugrunde gegangenen Neuronen
ubernehmen koénnten [59, 87, 136], obgleich dies zum gegenwartigen Zeitpunkt

nattrlich noch Zukunftsmusik darstellt.

1.1.3 Nachweismethoden

Die adulte Neurogenese wird in der Regel durch In-vivo-Markierung mit
Bromodeoxyuridin  (BrdU) sichtbar gemacht (Abb. 1.2). Neben dieser
Standardmethode  existiert die  autoradiographische  Darstellung  der
Zellproliferation mit ®H-Thymidin, die jedoch u. a. wegen ihrer Ungenauigkeit
weitgehend verlassen wurde [47, 130].
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Abb. 1.2. In-vivo-Nachweis der adulten Neurogenese mit Bromodeoxyuridin
(BrdU) (aus [87], Erlauterungen siehe Text)

Den zu untersuchenden Tieren wird systemisch (i. p.) BrdU injiziert, das wahrend
der mitotischen Zellteilung anstelle der Base Thymidin wa&hrend der
Synthesephase in die DNA eingebaut wird [87]. Nach Anfertigung von
Gewebsschnitten kann BrdU immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen BrdU
sichtbar gemacht werden. Da verabreichtes BrdU schnell wieder ausgeschieden
wird [157], werden mit dieser Methode nur Zellen markiert, die sich zum Zeitpunkt
der Injektion geteilt haben. Das Zeitintervall zwischen BrdU-Injektion und Totung
des Versuchstieres zur histologischen Aufarbeitung entscheidet dariber, welcher
Schritt der adulten Neurogenese dargestellt wird: Im Beispiel der adulten
Neurogenese im Gyrus dentatus ist die Proliferation der Vorlduferzellen in der
Subgranularzone 1 Tag nach Markierung mit BrdU, die Migration in die
Kornerzellschicht nach einer Woche und die Differenzierung zu Neuronen nach 4
Wochen sichtbar [87] (BrdU bleibt in der DNA der Tochterzellen wahrend der
gesamten Lebensdauer der Zelle inkorporiert [154].). Um die Differenzierung zu

Neuronen  oder Gliazellen  darzustellen, kann  eine  gleichzeitige
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immunhistochemische Darstellung mit Antikérpern gegen Marker reifer Neurone
(z. B. NeuN oder NSE) oder Gliazellen (z. B. GFAP, S-1008) erfolgen

(konfokalmikroskopische Analyse).

1.1.4 Mechanismus

Der folgende Abschnitt beschreibt die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des
Hippokampus in ihren Einzelschritten. Man unterscheidet bei dem Prozess der
adulten Neurogenese generell die Proliferation neuraler Zellen von deren Survival,
da 4 Wochen nach ihrer Entstehung nur ca. 50% der neu gebildeten Zellen
(iberleben, die Ubrigen jedoch durch Degeneration zugrunde gehen. Wie in Abb.
1.3 gezeigt, proliferieren in der Subgranularzone ansassige Stammzellen zu einer
weiteren Stamm- und einer Progenitorzelle. Die Tochterzellen wandern innerhalb
von ca. 4 Wochen in die Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus ein (Migration) und
differenzieren dabei Uber Stadien unreifer Neurone zu reifen ortsstédndigen
Koérnerzellen, die wie die bestehenden Kornerzellen Dendriten in die
Molekularzellschicht (MZS) und Axone entlang des Moosfaser-Pathways (MFP) in
die Region CA3 entsenden sowie zu Langzeitpotenzierung (LTP) féhig sind [153,
162].

MZS

SGZ

Hilus Proliferation Migration Differenzierung
Stamm- [ Progenitor- || Unreifes Reifes
zelle zelle Neuron Neuron

Abb. 1.3. Proliferation, Migration und Differenzierung von neu gebildeten
Neuronen in Subgranularzone (SGZ) und Koérnerzellschicht (KZS) des Gyrus



dentatus (modifiziert nach [47]). MZS = Molekularzellschicht, MFP = Moosfaser-
Pathway. Erlauterungen siehe Text.

Die in der SGZ gelegenen Stamm- oder Vorlauferzellen der adulten
hippokampalen Neurogenese sind Uberraschenderweise Astrozyten sehr ahnlich
[145, 154]. Sie besitzen die Morphologie ortsstandiger Astrozyten der
Subgranularzone und exprimieren den astrozytaren Marker GFAP. Sie sind jedoch
im Gegensatz zu den parallel zum Gyrus dentatus orientierten ortsstandigen
Astrozyten S100B-negativ und mit ihren Auslaufern vertikal in Richtung der
Kornerzellschicht orientiert. Man geht davon aus, dass sie als pluripotente
Vorlauferzellen sowohl klassische Astrozyten als auch Neurone hervorbringen
kénnen [154]. Dem entspricht die Tatsache, dass wahrend der embryonalen
Neurogenese (aus Neuroepithelzellen) Astrozyten und Ependymzellen
gewissermaBen als wenig differenzierte Zellen Ubrig bleiben (Default
Differentiation), wahrend neuronale und oligodendrogliale Differenzierungslinien
abzweigen. Somit ist es zumindest denkbar, dass aus Astrozyten im adulten
Organismus Neurone hervorgehen kénnen, wenn geeignete Gene aktiviert werden
[90]. Es existieren jedoch auch gegenteilige Befunde [121], namlich dass neurale
Stammzellen gliale Marker wie GFAP nur ausgesprochen transient exprimieren,
wahrend sie in den Zellzyklus eintreten.

Im Gyrus dentatus sind die aufeinander folgenden Schritte Proliferation, Migration
und Differenzierung somit raumlich eng benachbart, wahrend sie in der
Subventrikularzone, der zweiten bedeutsamen Region adulter Neurogenese,
raumlich disseminiert ablaufen: Proliferation in der Subventrikuldrzone, Migration
entlang des rostralen Migrationstraktes und schlieBlich Differenzierung im Bulbus
olfactorius [87].

Durch Doppelmarkierung mit BrdU und Markern reifer Neurone bzw. Gliazellen
(vgl. Abschnitt 1.1.3) konnte gezeigt werden, dass von den Uberlebenden Zellen
etwa 75-80% zu Neuronen, 10-15% zu Gliazellen und die Ubrigen zu Zellen eines
undeterminierten Phanotyps differenzieren [47]. Die entstehenden Gliazellen sind
ganz Uberwiegend Astrozyten und vereinzelt Mikrogliazellen. Oligodendrozyten
entstehen jedoch nicht [154].



1.1.5 Entdeckungsgeschichte

Bereits im Jahr 1965 konnten Altman und Das [4, 87] mit autoradiographischen
Methoden =zeigen, dass im Hippokampus von erwachsenen Ratten neue
Nervenzellen gebildet werden. Diese Arbeit wurde nicht zuletzt aufgrund
methodischer Unzulénglichkeiten als Kuriositat eingestuft [87, 88]. In den 80er und
90er Jahren des 20. Jahrhunderts konnten Fernando Nottebohm und Mitarbeiter
zeigen, dass im Striatum von adulten Kanarienvdgeln Neurogenese vorkommt und
diese funktionell mit dem Lernen eines neuen Gesangsrepertoires korreliert [62,
87]. AuBerdem demonstrierten sie, dass adulte Neurogenese im Hippokampus
von Singvdgeln saisonalen Schwankungen unterliegt und dann am starksten
ausgepragt ist, wenn sich die Tiere Futterverstecke innerhalb eines gréBeren
Territoriums einpragen muassen [11, 12]. Im Folgenden konnte adulte
Neurogenese im Hippokampus von Ratten, Mausen [85], Primaten [65] und
schlieBlich im Hippokampus des Menschen [51] nachgewiesen werden, letzteres
durch einen Uberaus eleganten Ansatz: Die fur den immunhistochemischen
Nachweis der adulten Neurogenese eingesetzte zytotoxische In-vivo-
Markersubstanz BrdU kann dblicherweise nicht fur die Sichtbarmachung der
adulten Neurogenese im menschlichen Hippokampus verabreicht werden. Der
Schwede Eriksson [51] erfuhr durch einen Zufall [88], dass Patienten, die
unheilbar an Zungen- und Kehlkopfkrebs erkrankt waren, im Rahmen einer Studie
zur Uberwachung der GréBenzunahme des Tumors die Substanz BrdU
verabreicht bekommen hatten. Nach dem Tod der Patienten durften einige
Gehirne immunhistochemisch untersucht werden, und es lieB sich das
Vorkommen adulter Neurogenese voéllig analog auch im Hippokampus des

Menschen zeigen.

1.1.6 Regulationsfaktoren

Wie die Neurogenese im erwachsenen Organismus reguliert wird, ist erst teilweise
aufgeklart. In einer Reihe von Arbeiten konnten einzelne Einflussfaktoren ermittelt
werden: Tab. 1.1 gibt einen Uberblick Uber die derzeit bekannten

Regulationsfaktoren der adulten Neurogenese [47, 48, 83]:



Tab. 1.1. Bekannte Regulationsfaktoren der adulten Neurogenese (Erlauterungen

im Text)

Stimulation der adulten

Neurogenese durch

Inhibition der adulten
Neurogenese durch

Makroskopische
Phdnomene

Abwechslungsreiche
Umgebung

Lernen (hippokampus-
abhangig)

Bewegung
Epileptische Anfélle
(Temporallappen-
anfalle) [13, 123]
Globale [100] und
fokale [173] zerebrale
Ischamie

Elektrokrampftherapie

o Alter
e Siress

e Roéntgenstrahlung
[122, 156]

Regulatorische
Molekiile
(mikroskopische
Ebene)

Neurotrophe Faktoren:
BDNF
Wachstumsfaktoren:
EGF, IGF-1, FGF-2,
VEGF

Serotonin:
d-Fenfluramin, 5-HT -
Agonisten
Antidepressiva
(Fluoxetin / SSRI,
Reboxetin, TCA,
Tranylcypromin, Li)
Ostrogene
cAMP-Kaskade,
Rolipram

e Glukokortikoide

e Exzitatorische
Neurotransmitter
(Glutamat via NMDA-
Rezeptor)

e Opiate [50]




Gage und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Mause eine um 60% hdbhere Rate
adulter hippokampaler Neurogenese aufweisen, wenn sie in abwechslungsreicher
Umgebung untergebracht sind (z. B. in groBen Kafigen mit Spielzeug und vielen
Artgenossen, sog. Enriched Environment) [86]. Hippokampusabhangiges Lernen
(z. B. Lernen im Morris Water Maze) hatte in Studien einen positiven Einfluss auf
die adulte Neurogenese im Hippokampus von Nagern [63, 67]. Allein freiwilliges
Laufen in einem Laufrad fuhrt bei Mausen zu einer erhdhten Rate adulter
Neurogenese im Gyrus dentatus im Vergleich zu Kontrollen [162], méglicherweise
Uber eine peripher gesteigerte Sekretion von IGF-1 [1, 25, 28, 86].
Uberraschenderweise konnte kiirzlich auBerdem gezeigt werden, dass auch
peripher ausgeschittetes VEGF zumindest teilweise fir die Zunahme der adulten
Neurogenese von M&ausen, die in einem Laufrad laufen, verantwortlich ist, nicht
jedoch fir die basale Neurogeneserate bei Kontrolltieren [52].

Generell nimmt die adulte Neurogenese mit zunehmendem Alter der Tiere ab [97,
144]. Auch Stress hat einen negativen Einfluss auf die adulte Neurogenese [68,
105].

Neben den genannten makroskopischen Phanomenen wurde der Einfluss
regulatorischer Moleklle und psychotroper Substanzen auf die adulte
Neurogenese untersucht. Neurotrophe Faktoren wie BDNF [175] und
Wachstumsfaktoren wie z. B. EGF, IGF-1, FGF-2 und VEGF [1, 80, 98, 174]
regulieren nach intraventrikularer Applikation die adulte Neurogenese positiv.
Bemerkenswerterweise beeinflusste EGF dabei die Differenzierung der neu
gebildeten Zellen bevorzugt in Richtung eines glialen Zelltyps, FGF-2 mehr hin zu
Neuronen [98]. Serotonin (5-HT) hat via 5-HT1a-Rezeptoren einen positiven Effekt
auf die adulte Neurogenese [23, 47], da sowohl 5-HT-Freisetzung durch
d-Fenfluramin als auch der  5-HTia-Rezeptoragonist  8-Hydroxy-2-
dipropylaminotetralin die Anzahl BrdU-positiver Zellen im Hippokampus erhohen,
der 5-HT1a-Rezeptorantagonist WAY 100,635 sie hingegen erniedrigt [47, 78].
Chronische Applikation von Antidepressiva verschiedener Substanzklassen fihrte
im Tierversuch zu einer Steigerung der adulten Neurogenese [48, 104, 106].
Darunter waren neben klassischen tricyclischen Antidepressiva selektive
Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI) wie Fluoxetin, die zu einer

Erhdhung der Serotonin-Konzentration im synaptischen Spalt fihren (in



Ubereinstimmung mit dem positiven Einfluss von Serotonin auf die adulte
Neurogenese), selektive Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer wie Reboxetin
und Monoaminooxidase-Inhibitoren wie Tranylcypromin. Auch Antidepressiva im
weiteren Sinn, wie das bei bipolaren affektiven Psychosen eingesetzte
Phasenprophylaktikum Lithium [29], und die Elektrokrampftherapie [103, 104]
steigern nachweislich die adulte Neurogenese. Ferner konnte eine positive
Regulation der adulten Neurogenese durch Ostrogene gezeigt werden [158].
Bisher wenig verstanden sind die Second-Messenger-Mechanismen, durch die
regulative Signale der adulten Neurogenese intrazellular umgesetzt werden. Die
cAMP-CREB-Kaskade konnte als eine solche Signalkaskade identifiziert werden,
u. a. durch den Nachweis, dass Rolipram, ein Inhibitor der cAMP-
Phosphodiesterase 4, adulte hippokampale Neurogenese foérdert [47, 89].
Hormonell herunterreguliert wird die adulte Neurogenese durch Glukokortikoide
[64]. Da es sich dabei um Stresshormone handelt, wurde postuliert, die
stressbedingte Abnahme der adulten Neurogenese sei durch sie vermittelt [47].
Dieser Zusammenhang und die positive Regulation der adulten Neurogenese
durch Antidepressiva sind Belege fur eine mdgliche Rolle der adulten
hippokampalen Neurogenese bei der Pathogenese endogener Depressionen [14,
47, 48, 83]. SchlieBlich regulieren auch NMDA-Rezeptor-vermittelte glutamaterge
Afferenzen zum Hippokampus die dort ablaufende adulte Neurogenese negativ
[26].

1.2 Stickstoffmonoxid — ein biologisch aktives Gas

1.2.1 Uberblick

Stickstoffmonoxid (NO), ein gasférmiges Radikal, hat vielfaltige biologische
Funktionen im menschlichen Kérper [114, 133, 141, 168]. Es ist einerseits ein frei
durch Zellmembranen diffundierendes Signalmolekil, das parakrin in der
unmittelbaren zellularen Umgebung seines Entstehungsortes wirkt. AuBerdem
kommt NO auch eine Rolle als antiinfektiéses Agens bei der unspezifischen
Immunabwehr von Viren, Bakterien und intrazellularen Parasiten zu.

In den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde NO im kardiovaskuldren System

als erster gasférmiger Botenstoff entdeckt [56, 76]. Durch verschiedene Stimuli
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wie Acetylcholin oder Scherspannung wird NO vom GefaBendothel freigesetzt und
diffundiert durch die Zellmembran hindurch in die glatten GefaBmuskelzellen. Dort
aktiviert es als seinen Rezeptor die I8sliche Guanylylcyclase (sGC). Uber
nachgeschaltete Signalkaskaden kommt es zur Relaxation der GefaBmuskulatur
und somit zur Vasodilatation [160].

1.2.2 Biosynthese von Stickstoffmonoxid

1.2.2.1 NO-Synthasen

NO wird im Organismus von Saugetieren durch das Enzym NO-Synthase aus
L-Arginin und molekularem Sauerstoff synthetisiert. Bislang sind drei Isoenzyme
der NO-Synthase bekannt [114]: neuronale NO-Synthase (NOS-I), benannt nach
ihrer Erstbeschreibung in Neuronen [138], induzierbare NO-Synthase (NOS-II) und
endotheliale NO-Synthase (NOS-Ill). Es handelt sich dabei um relativ groBe
(molekulare Masse 260-320 kDa), dimere Enzyme [141]. Die NO-Synthasen [54]
werden von drei Single-Copy-Genen kodiert (NOS1 auf Chromosom 12, NOS2 auf
Chromosom 17 und NOS3 auf Chromosom 7). Tab. 1.2 gibt einen Uberblick liber
die drei NOS-Isoenzyme und ihre biochemischen Eigenschaften [141, 168]. Im
Folgenden wird hier immer die offizielle Nomenklatur verwendet (NOS-I - NOS-III).
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Tab. 1.2. Biochemische und molekularbiologische Charakteristika der NOS-

Isoformen
NOS-Isoform NOS-I (nNOS) NOS-II (iNOS) NOS-IIl (eNOS)
Expression konstitutiv induzierbar konstitutiv
Aktivitats- ja nein, da feste ja
regulation durch | (Aktivitat abhangig Calmodulin- (Aktivitat abhangig
intrazellulare von erhéhtem Bindung von erhéhtem
Ca**-Konzentration | intrazelluldren Ca**- intrazellularen
Spiegel) Ca?*-Spiegel)
Zuerst identifiziert | Neuronen (nNOS) aktivierten Endothelzellen
in Makrophagen (eNOS)
(INOS)
Weitere wichtige | Magenepithelzellen, Glatte
Expressionsorte Bronchialepithel- Muskelzellen,
zellen, Hepatozyten,
Pankreatische B- | Pankreatische B-
Zellen u.v. m. Zellen, Astrozyten
u. v. m.
Molekulare Masse 160 130 133
(kDa/Monomer)
Intrazellulare in Loésung oder in Loésung oder weitgehend
Lokalisation membrangebunden membran- membran-
gebunden gebunden
Genort 12q924.2-24.31 17cen-17911.2 7035-36
Vmax (nmol > 300 < 1600 15

L-Citrullin/mg *
min)

Alle drei

NOS-Isoenzyme bestehen

im Monomer aus einer C-terminalen

Reduktase-Doméane und einer N-terminalen Oxygenasedoméne (Abb. 1.4), die

den gr6Bten Teil des Dimerisierungsbereiches darstellt. Aktives Enzym liegt immer

als Homodimer vor. Der molekulare Schalter Calmodulin (vgl. Abschnitt 1.2.2.2),

der der Regulation der Enzymaktivitat dient, liegt zwischen der Reduktase- und
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der Oxygenasedomane. Als Kofaktoren flr die Biosynthese von NO werden FMN,
FAD und NADPH in der Reduktase- und H4Bip in der Oxygenasedomane
gebunden. Letztere ist hamhaltig und bindet auBerdem das Substrat L-Arginin.
Abb. 1.4 zeigt schematisch die molekulare Architektur der dimerisierten aktiven
Stickstoffmonoxidsynthase.

Oxygenasedoméne Reduktasedoméne
Calmodulin-Bindungsstelle

H N [ ] -COOH
i !
HOOC [ ] NH,

Calmodulin-Bindungsstelle
Reduktasedoméne Oxygenasedoméne

Abb. 1.4. Schema des aktiven NOS-Homodimers

1.2.2.2 Regulation der Enzymaktivitat der NO-Synthasen

Wahrend NOS-1 und NOS-IIl zwar konstitutiv exprimiert werden, ihre Aktivitat aber
entscheidend von einer erhdhten intrazelluldaren Calcium-Konzentration abhangt
(Aktivitatsregulation), ist das Isoenzym NOS-II nicht konstitutiv vorhanden,
sondern wird durch bestimmte Stimuli wie inflammatorische Zytokine oder
Endotoxine (bakterielle Lipopolysaccharide) Uber Transkriptionsfaktoraktivierung
induziert (Expressionsregulation). Nach Induktion ist das Enzym NOS-Il jedoch
calciumunabhéngig aktiv und produziert pro Zeiteinheit 10- bis 100mal mehr NO
als NOS-1 bzw. NOS-IIl (Abb. 1.5); NOS-II wird daher auch als High-Output-NO-
Synthase bezeichnet. Bei NOS-Il handelt es sich um das Isoenzym, das NO fir

Immunreaktionen und Entziindungsvorgange bereitstellt.
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Die Regulation der Enzyme NOS-I und -lll erfolgt Gber einen Anstieg des freien
intrazellularen Calciums, wodurch Calciumionen vermehrt an Calmodulin binden.
Calmodulin bindet dann nach einer Konformationsédnderung an die inaktive NO-
Synthase, hebt (iber eine Anderung der Quartérstruktur eine Hemmung des
Elektronenflusses innerhalb des Enzyms auf (Disinhibition) und aktiviert somit das
Enzym. Abb. 1.5 (modifiziert nach [141]) fasst diese Regulationsvorgange
zusammen. Allerdings unterliegt auch die Expression von NOS-I und -llI
komplexen Regulationsprozessen, so dass hier sowohl ein langsamer als auch ein
schneller Mechanismus zur Steuerung der NO-Produktion vorliegen.

Aktivitatsregulation (NOS-I, NOS-III) Expressionsregulation (NOS-II)
Hormone, Neurotransmitter Zytokine, Endotoxine
l Extrazellularraum l

| Plasmamembran |

Intrazellularraum

v
Freieintrlazellulére Caze.  Zelker Tralnskriptionsfaktoraktivierung
Konzentration 4 NOS-II-Gen .
K_l}duktlon‘ NOS-II

+ Calmodulin o )
konstitutiv + Calmodulin
NOS-I/NOS-III ——
v
Ca?+-Calmodulin-NOS-Komplex Calmodulin-NOS-Komplex
Arg <= NO . Ar Arg ArgQ NO NO NO
Intrazellularraum 9 Arg Arg NO |NO
Plasmamembran |
Extrazellularraum
v YY VV Y
Botenstoff Zellgift

Abb. 1.5. Regulation der Aktivitdt der NO-Synthasen

1.2.2.3 Mechanismus der enzymatischen NO-Synthese

Abb. 1.6 zeigt die Biosynthese von NO durch NO-Synthasen. In einer
Oxidoreduktion wird NO unter katalytischer Wirkung der NO-Synthase aus der

Aminosaure L-Arginin und molekularem Sauerstoff gebildet. Als Nebenprodukt
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entsteht  L-Citrullin, das neben L-Arginin im Harnstoff-Zyklus des
Saugerzellstoffwechsels vorkommt. Der Reaktionsmechanismus der Umsetzung,
der nach dem gegenwartigen Kenntnisstand fir alle drei NOS-Isoformen identisch
ist, ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Insbesondere die genaue Stéchiometrie
des Kofaktors NADPH ist noch Gegenstand der Forschung. Weitere notwendige
Kofaktoren sind FAD, FMN, H4Bip, die Hamgruppe der Oxygenasedomane sowie

Calmodulin und Calciumionen.

HZN\/NH \/
NH NH
NO-Synthase
N 01
NADPH
H Blp H N
L-Arginin EMN L-Citrullin

Abb. 1.6. Die NO-Synthese-Reaktion (modifiziert nach [141])

1.2.3 Beteiligung von NO an physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen

In vielen Organsystemen hat Stickstoffmonoxid sowohl nutzliche als auch
schadliche Wirkungen (Tab. 1.3). Bei vielen Krankheiten st die
Gewebskonzentration von NO pathologisch erhdht, aber auch zu wenig NO kann
zu Erkrankungen fihren. Man spricht insgesamt von NO als einem
,<zweischneidigen Schwert® [140]. Den drei NOS-Isoformen lassen sich grob
orientierend drei Organsysteme zuordnen, in denen jedes Isoenzym jeweils eine
herausragende Funktion hat und die im folgenden exemplarisch néher beleuchtet
werden sollen: NOS-I im zentralen und peripheren Nervensystem, NOS-II im
Immunsystem sowie NOS-IIl im Herz-Kreislauf-System [141]. Im ZNS, das in der

vorliegenden Arbeit im Vordergrund steht, haben sowohl NOS-I als auch NOS-III
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eine entscheidende physiologische Rolle. AuBerdem ist wohl nahezu jede Zelle

dazu in der Lage, NOS-II zu exprimieren [133].

Tab. 1.3. Physiologische und pathophysiologische Funktionen von NO (modifiziert

nach [139])

Organsystem

Wichtige Funktionen
von NO

Pathophysiologie von
NO

Herz-Kreislaufsystem —

Vasodilatation

Hypotension, Capillary

Endothel Leakage,
Reperfusionsschaden,
septischer Schock
Thrombozyten Adhasionshemmung,
Aggregationshemmung,
Hemmung der
Freisetzungsreaktion
Immunsystem Antibakterielle Aktivitat, Inflammatorische
insbesondere in Gewebsschadigung,
Makrophagen TransplantatabstoBung
Herz Steigerung der Herzversagen im
Koronardurchblutung septischen Schock
Lunge Regulation des Asthma?
Ventilations-/Perfusions-
verhéltnisses
Pankreas Modulation der Diabetes mellitus?
Insulinfreisetzung
Niere Regulation der Perfusion Nierenversagen

und der Reninsekretion

Gastrointestinaltrakt, PNS

Modulatorischer
Transmitter, penile
Erektion

Infantile hypertrophe
Pylorusstenose

ZNS

Vielfaltige Funktionen in

den Bereichen

Neurotoxizitat, Epilepsie,

Migrane, ischamischer
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Gedachtnis, Lernen und | Insult, M. Alzheimer, HIV-
Verhalien Demenz

1.2.3.1 NO im Herz-Kreislauf-System

Im kardiovaskularen System wurde die humanbiologische Funktion von NO zuerst
entdeckt (s. Kapitel 1.2.1). Durch Stimuli (Rezeptoraktivierung durch Acetylcholin,
ATP, Serotonin oder Histamin; Scherspannung des strémenden Blutes [82])
freigesetztes NO diffundiert in die glatten GefaBmuskelzellen und relaxiert diese
nach Aktivierung des NO-Rezeptors sGC (Vasodilatation). Der Blutfluss und die
Sauerstoffzufuhr in den abhangigen Regionen werden erhdht [160]. Diese
Wirkung von NO macht man sich seit Gber hundert Jahren durch den Einsatz des
Medikaments Glycerintrinitrat (,Nitroglycerin“, heutzutage durch NO-Donoren wie
Molsidomin) in der Behandlung der Angina pectoris zunutze.

Eine insgesamt antiatherosklerotische Wirkung von NO ergibt sich daraus, dass
NO antiproliferativ auf die glatten GefaBmuskelzellen, aggregations- und

adhasionshemmend auf die Thrombozyten wirkt.

1.2.3.2 NO im zentralen und peripheren Nervensystem

Im ZNS kommt NOS-I in Neuronen des Kleinhirns (dort wurde NOS-I primér
beschrieben), des Hippokampus, der Hypophyse und des olfaktorischen Kortex
vor [21, 22, 49, 138, 149, 161]. NOS-lIl kommt mdglicherweise ebenfalls in
Neuronen, besonders des Hippokampus, vor, z. B. in CA1-Pyramidenzellen [40,
44], allerdings ist dieser Befund sehr umstritten. Obwohl nur ca. 1% aller
Neuronen NOS-positiv sind, ist nahezu jede Zelle des Gehirns mit Terminalen der
weit verzweigten NOS-haltigen Neurone in Kontakt [19, 20]. NO erflllt die
Daleschen Kriterien eines Neurotransmitters nicht vollstandig: Es wird zwar auf
einen Reiz hin aus einem prasynaptischen Neuron freigesetzt und reguliert
Funktionen eines postsynaptischen Neurons, jedoch wird es weder vesikular
gespeichert, noch ist seine Funktion streng auf eine Synapse begrenzt [141],
sodass die Bezeichnung Neuromodulator geeigneter erscheint. NO wirkt parakrin

auf Zielzellen, die in enger Nachbarschaft zu NOS-haltigen Zellen liegen. Man
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spricht hierbei von nitrinerger Neurotransmission [141]. Neben der Wirkung auf
postsynaptische Neurone wirkt NO auch prasynaptisch bzw. rickwarts [7] (z. B.
bei der Langzeitpotenzierung, vgl. Kap. 1.3.1). Abb. 1.7 zeigt den
Wirkmechanismus von NO in Neuronen. Die NO-Freisetzung wird durch erhdhte
intrazelluldare Ca®*-Spiegel ausgeldst, die z. B. durch Aktivierung des
glutamatergen NMDA-Rezeptors entstehen [167].

= N =
f ¥ Argindng
%-MNO
I
oV 4

H“’n ,i’ citrulline

Abb. 1.7 aus [150]. Synthese und Aktivitat von NO in Neuronen

Nach glutamaterger Aktivierung des Neurons Gber den NMDA-Rezeptor (NMDA-
R) strémt Ca** in die Zelle ein. Ca®* aktiviert zusammen mit Calmodulin (CaM)
NNOS (NOS-I), die Uber das Protein PSD-95 am NMDA-Rezeptor verankert ist.
Das synthetisierte NO diffundiert als Neuromodulator in benachbarte Zellen und
aktiviert die lésliche Guanylylcyclase (sGC). cGMP setzt weitere intrazellulare
Signalkaskaden in Gang.

NO als Neuromodulator beeinflusst vor allem Gedachtnis, Lernen und Verhalten.
Langzeitpotenzierung (LTP) als ein maBgeblicher Mechanismus von Lernen und
Gedachtnis (Kap. 1.3.1) wird durch NO-Freisetzung fazilitiert [150]. Es besteht weit
reichender Konsens darlber, dass NO bei LTP einen retrograden Messenger vom
postsynaptischen zum prasynaptischen Neuron darstellt [18, 70, 116, 143]. NOS-
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Blockade im Tiermodell fihrt dementsprechend auch zu vermindertem rdumlichen
Lernvermdgen [71, 113].

Méannliche = NOS-I-Knockout-Mause  zeigen  auBerst aggressives und
hypersexuelles Verhalten [96, 115], wahrend weibliche NOS-I-Knockout-Mause
ein vermindert mutterliches Verhalten im Vergleich zu Wildtypen aufweisen [61].
Insgesamt ist der Verhaltensphanotyp von NOS-I-Knockout-Mausen von
verminderter Angstlichkeit und schlechterem Lernverhalten gepragt, was auf die
Modulation von Verhalten durch NO hinweist.

NO hat auBerdem Uber die zeitlich begrenzte Expression von NOS wahrend der
Embryonalentwicklung eine wesentliche Rolle bei der Synapto- und
Morphogenese des ZNS [21, 35].

Pathophysiologisch ist NO wesentlich an der Zellschadigung beim ischamischen
Hirninfarkt beteiligt. Die fokale Ischamie fihrt zu exzessiver Glutamatfreisetzung
[31] (Exzitotoxizitat). Uber an den NMDA-Rezeptor gekoppelte NOS-I (und ber
induzierte NOS-II [173]) kommt es zur massiven NO-Freisetzung [37, 109].
Neurotoxisch wirken vor allem die NO-Metaboliten Peroxynitrit sowie das
Hydroxylradikal, u. a. Gber Energiedepletion der Zelle durch UberschieBende
Aktivierung des sehr energieintensiven PARP-DNA-Reparatursystems [15, 128].
AuBerdem ist NO unter anderem an der Pathogenese von neurodegenerativen
Erkrankungen wie M. Alzheimer, Chorea Huntington [32] und HIV-Demenz [2, 36]
beteiligt.

Im peripheren Nervensystem stellt NO den lange Zeit unbekannten Transmitter
der NANC-Neurone (nicht-adrenerg-nicht-cholinerg) [131] dar und vermittelt die
Motilitdt und Peristaltik des Gastrointestinaltrakts sowie die penile Erektion [24].
NOS-I-Knockout-Mause sind auch ein Tiermodell fir die padiatrisch bedeutsame
infantile hypertrophe Pylorusstenose [33, 164].

1.2.3.3 NO im Immunsystem

Im Immunsystem hat NO eine zentrale Funktion als direkt chemisch wirkendes
Agens bei der unspezifisch-zellularen Immunabwehr von intrazellularen Bakterien
und Parasiten, wie z. B. Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosae,
Leishmania major und Toxoplasma gondii, durch Makrophagen und andere
Leukozyten [139, 141]. Die daflir notwendigen hohen NO-Konzentrationen kénnen
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nur durch die High-Output-NOS-Il bereitgestellt werden [133]. Die Expression
dieser immunologischen Isoform NOS-II wird durch Entziindungsmediatoren
(Interleukine, IFN-y, TNF-a) oder Endotoxine (bakterielle Lipopolysaccharide)
induziert. Einer ebenfalls tumoriziden Wirkung von aktivierten Makrophagen via
NO steht eine kanzerogene bzw. mutagene Rolle von NO gegeniber [141, 155,
166]. Pathogenetisch ist NO bei einer Reihe von Autoimmunerkrankungen
beteiligt, z. B. beim Diabetes mellitus Typ |, bei der Immunkomplex-Nephritis
sowie bei Arthritiden [141]. Auch bei der TransplantatabstoBung spielt NO eine
Rolle [141].

1.3 Neurobiologische Grundlagen von Lernen und Gedachtnis

1.3.1 LTP als ein wesentlicher Mechanismus neuronaler Plastizitat

In den vergangenen 20 Jahren setzte sich innerhalb der Neurowissenschaften die
Erkenntnis durch, dass das adulte zentrale Nervensystem, und hier besonders die
GroBhirnrinde, zur strukturellen und funktionellen Flexibilitdt bzw. Neuorganisation

13

[34] fahig ist. FUr diese Eigenschaft wurde der Begriff ,Neuronale Plastizitat
gepragt.

Auf zellularer Ebene wurden drei Hauptmechanismen neuronaler Plastizitat
identifiziert [34, 42]:

a) Veranderung der Balance zwischen Inhibition und Exzitation

b) Veranderung der Effizienz synaptischer Ubertragung, u. a. Long-term
Potentiation (LTP) bzw. Long-term Depression (LTD)

c) Strukturell-morphologisch fassbare Veranderungen (z. B. adulte Neurogenese).

Diese Mechanismen entsprechen den bisher bekannten zellularen Vorgéngen von
Lernen und Ged&chtnis. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit im Mittelpunkt
stehende adulte Neurogenese ist eine strukturell-morphologische Form (c)
neuronaler Plastizitat. Kategorie (c) kobnnen ferner das Wachstum von Axonen [81]
und Axonverzweigungen [69] und die Synaptogenese bzw. Neuentstehung von
Synapsen [92] zugeordnet werden. All diese strukturellen Veranderungen treten

erst mit Iangerer zeitlicher Latenz ein, gewohnlich Gber Wochen bis Monate.
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Ein sehr bedeutender Mechanismus neuronaler Plastizitat ist die Verdnderung der
Effizienz der Ubertragung an synaptischen Kontaktstellen zwischen Neuronen (b).
Der kanadische Psychologe D. Hebb [73] hatte bereits 1949 aufgrund
theoretischer Uberlegungen postuliert, dass die andauernde Verdnderung
synaptischer Ubertragungseffizienz ein Lernen und Gedé&chtnis zugrunde
liegender Mechanismus sein kénnte. Die lange (Uber Stunden, Tage und Wochen
[16, 45]) anhaltende Verstarkung synaptischer Ubertragung (Long-term
Potentiation, Langzeitpotenzierung, LTP) wurde 1973 von Bliss und Lomo im
Hippokampus tatsachlich experimentell beschrieben [17] und kommt dort im Gyrus
dentatus und den Regionen CA1 und CAS vor [94] (siehe auch Abb. 1.10). LTP
wurde in der Folgezeit in verschiedenen weiteren Hirnregionen nachgewiesen,
z. B. im auditorischen, im somatosensorischen und visuellen Kortex, im
Motorkortex, im Striatum und Kleinhirn [9, 10, 77, 94]. Assoziative LTP (als eine
von mehreren LTP-Formen) entsteht [34], wenn ein afferenter Impuls auf ein
postsynaptisches Neuron trifft, aber nur dann, wenn entweder gleichzeitig ein
weiterer afferenter Impuls auf dieselbe Zelle trifft oder wenn die postsynaptische
Zelle zumindest unterschwellig depolarisiert wird.

Auch eine lang anhaltende Abschwachung der synaptischen Ubertragungsstarke
(Long-term Depression, LTD) existiert, z. B. an Purkinje-Zellen des Kleinhirns [45].
LTP und LTD gelten gegenwartig als wesentliche zellphysiologische Mechanismen
von Lernen und Ged&chtnis.

Auf molekularer Ebene [45] ist LTP im Hippokampus, hierbei am intensivsten in
der CA1-Region studiert [43], an den NMDA-Rezeptor gebunden. Im Rahmen
dieser Darstellung kann nicht ndher auf die ausgefeilten molekularen
Mechanismen von LTP eingegangen werden (vgl. [45, 74, 91, 117, 132, 151]). Flr
die vorliegende Arbeit ist jedoch héchst interessant, dass NO bei LTP als
retrograder Messenger eine RuUckkoppelung vom postsynaptischen zum
prasynaptischen Neuron und damit eine dauerhafte Verstarkung des neu
ausgebildeten synaptischen Pfades herstellt: NO wird postsynaptisch NMDA-
Rezeptor-vermittelt und Ca?"-abhangig iber NOS-I (analog zu Abb. 1.7) und
moglicherweise NOS-IIl synthetisiert und diffundiert in die prasynaptische
Nervenendigung, wo es via cGMP-Bildung die Transmitterausschittung
verbessert (Abb. 1.8).
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CNS Axon

Dendrite Dendrite

Abb. 1.8. NO als retrograder Messenger bei Langzeitpotenzierung (LTP) an
glutamatergen Synapsen im Hippokampus (modifiziert nach [45, 91, 132],
Erlauterungen siehe Text). AMPA- und NMDA-Rezeptoren als Subtypen des
Glutamat-Rezeptors und NOS-I (bzw. mdglicherweise NOS-IIl) spielen eine
entscheidende Rolle. Weitere molekulare Details kénnen der Literatur [45, 74, 91,
117, 132, 151] entnommen werden.

1.3.2 Lernen und Gedachtnisbildung im Hippokampus — funktionelle
Aspekte der adulten Neurogenese

Der Hippokampus, eine zum gréBten Teil im medialen Temporallappen gelegene
[159], entwicklungsgeschichtlich alte Hirnstruktur, hat eine bedeutende Funktion
bei der Einspeicherung von Informationen ins deklarative Gedéachtnis [16]. Das
menschliche Langzeitgedachtnis besteht nach aktuellen Konzepten [79, 107] aus
vier Entitdten: Das episodische (autobiographische Ereignisse) und das
semantische Gedachtnis (Wissensgedachtnis) kénnen unter dem Oberbegriff
deklaratives bzw. explizites Gedachtnis eingeordnet werden, da eine bewusste

Wiedergabe von Fakten und Episoden realisiert wird ("wissen, dass"). Drittens
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gehdren das prozedurale Gedachtnis (motorische Fertigkeiten, Handlungsablaufe
und Handlungsstrategien) und viertens das Priming (erleichtertes Erinnern bzw.
Wiedererkennen von friher wahrgenommenen Reizmustern) zum nicht-
deklarativen bzw. impliziten Gedachtnis, bei dem nicht genau beschrieben werden
kann, wie die zum Teil subkortikal abgelegten Handlungsabldufe oder -strategien
im Einzelnen ablaufen ("wissen, wie") [79]. Sowohl flir die Einspeicherung in die
Gedachtnissysteme als auch fir den Abruf aus ihnen sind unterschiedliche,
jeweils eng umgrenzte Hirnregionen zustandig, z. B. das limbische System mit
dem Hippokampus zur Einspeicherung in das semantische und vor allem in das
episodische Gedéachtnis. Bei diesen Hirnregionen handelt es sich um
Flaschenhalsstrukturen, die von allen Informationen passiert werden missen und
die besonders vulnerabel fur Hirnschadigungen sind [107] (z. B. anterograde
Amnesie durch bilaterale Hippokampuslasion [16]). Die eigentliche Speicherung
von Gedachtnisinhalten Uber langere Zeitrdume stellt man sich modellhaft
dergestalt vor, dass Informationen vergleichsweise robust Uber das
Aktivitdtsmuster und die Starke synaptischer Verbindungen (LTP) in
ausgedehnten Neuronenverbanden abgelegt sind, die den gesamten Neokortex
umspannen [84, 107].

Der Hippokampus bereitet als Zwischenspeicher (vgl. RAM in der
Informationstechnologie) deklarative Gedachtnisinhalte far die
Langzeitspeicherung im Kortex (,Festplatte®) vor und blindelt sie [84]. Dazu ist er
Uber den entorhinalen Kortex reziprok mit dem Neokortex (Assoziationsareale)
verbunden [16] (Abb. 1.9 und 1.10). Auf molekularer Ebene spielt bei dieser
Gedachtniskonsolidierung NMDA-Rezeptor-vermittelte assoziative LTP, u. a. in
der CA1-Region des Hippokampus, eine entscheidende Rolle [16, 142].
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Hippocampal formation

Abb. 1.9. Gateway-to-memory-Theorie nach Kempermann zur Funktion der

adulten Neurogenese im Hippokampus ([84], Erlauterungen siehe Text)
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cranial caudal

SRR ST
SRRSO

Abb. 1.10. Funktionelle Anatomie des Hippokampus (modifiziert nach [3, 6,
152]) — im Gyrus dentatus an strategischer Stelle platzierte neue Nervenzellen
(Bild unten). Der Hilus des Gyrus dentatus entspricht der Region CA4.

Nach dem  deutschen  Neurogenese-Forscher Kempermann  kdnnte
interessanterweise eine Funktion der adulten Neurogenese im Hippokampus darin
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bestehen, dass die neuen Neurone zu einer Leistungssteigerung der
Prozesseinheit Hippokampus beitragen, indem sie an strategisch gunstigen
Positionen dieser Flaschenhalsstruktur eingefligt werden (Gateway-to-memory-
Theorie [84]). Die Abb. 1.9 und 1.10 zeigen, dass der kortikale Input via
entorhinalem Kortex und Perforant Path auf nur ca. 250 000 Kdrnerzellen des
Gyrus dentatus (in der Maus [84]) konvergiert und von dort Uber den Moosfaser-
Pathway zur Region CA3 und weiter Uber die Schaffer-Kollateralen zur Region
CA1 geleitet wird. Von CA1 flieBt die Information zurlick zum entorhinalen Kortex
und schlieBlich zum Neokortex. Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus findet
bemerkenswerterweise an einer der beiden engsten Stellen (Gyrus dentatus und
CA3) dieses Flaschenhalses statt. Hier kdnnen relativ wenige neu gebildete
Nervenzellen signifikant die Komplexitdt erhdhen, zu deren Verarbeitung das
Netzwerk in der Lage ist [84].

Insgesamt wird damit der adulten Neurogenese eine Funktion beim
hippokampusabhangigen, deklarativen Lernen zugeschrieben. Hierzu passt die
Beobachtung sehr gut, dass bei Végeln das AusmaRB der adulten Neurogenese mit
dem Vorhandensein von Lernaufgaben (Lernen von Liedern, Einpragen von
Futterverstecken) korreliert (vgl. 1.1.5). Shors et al. [148] konnten auBerdem
zeigen, dass die Hemmung der hippokampalen Neurogenese durch einen
chemischen Inhibitor des  Zellzyklus (MMA) zu  Defiziten  beim
hippokampusabhéangigen Lernen (Einpragen von Orten) fUhrte. SchlieBlich zeigen
auch die Versuche von van Praag et. al. [162] eine Korrelation von Lernen und
adulter hippokampaler Neurogenese: Laufen fihrte bei Mausen zu einer parallelen
Zunahme von adulter Neurogenese, LTP und Lernleistung. Dass eine Rolle der
adulten Neurogenese bei Lernvorgangen vorhanden, jedoch weitaus komplexer
ist, als bisher angenommen, zeigt die sehr differenzierte Arbeit von Dobrdssy et al.
[41]: Bei einem hippokampusabhangigen Lernparadigma (Water Maze), bei dem
sich Ratten eine Plattform in einem Wasserbecken einpragen mussten, lie3 sich
eine Anfangsphase des Lernens mit raschen Fortschritten von einer Endphase
unterscheiden, in der die Lernperformance nur noch marginal gesteigert werden
konnte. BrdU-Markierung in der Endphase zeigte eine gesteigerte Proliferations-
und Survivalrate im Gyrus dentatus an. Die End- oder Konsolidierungsphase des

Lernens fluhrte jedoch Uberraschenderweise zu einer Abnahme des Survivals
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derjenigen Zellen, die in der Anfangsphase gebildet worden waren. Global Uber
beide Phasen hinweg konnte netto keine Zunahme der adulten Neurogenese
durch das Lernen gezeigt werden. Das erneute Untergehen von initial gebildeten
neuen Zellen wird als Suppression von Neuronen aufgefasst, die wahrend des
Lernprozesses keine brauchbaren synaptischen Verbindungen ausbilden konnten.
Die Lernperformance war sogar umso besser, je mehr initial entstandene Neurone
in der Konsolidierungsphase ruckgebildet wurden.

Eine Zunahme des Survivals von neu gebildeten Zellen des Gyrus dentatus durch
Training im Water Maze konnte von Gould et al. [63] festgestellt werden. Dabei
handelt es sich jedoch wohl um vor der Lernaufgabe entstandene Zellen [41].
Insgesamt wird die Beteiligung der adulten hippokampalen Neurogenese an
hippokampusabhangigen Lernvorgangen deutlich. Wie die mosaikartigen, zum
Teil kontraren Einzelbefunde in einen stimmigen Gesamtmechanismus

eingeordnet werden kénnen, missen kommende Studien zeigen.

1.4 Zusammenhdnge zwischen dem NO-Signalweg und der
adulten Neurogenese

Aus den bisher dargestellten Grundlagen ergeben sich mégliche Verbindungen
zwischen Stickstoffmonoxid und der adulten hippokampalen Neurogenese.

Adulte Neurogenese spielt eine komplexe, erst in Ansatzen verstandene Rolle bei
Lernvorgangen (im engeren Sinn bei hippokampusabhangigen Lernparadigmen,
vgl. Kap. 1.3) [41, 63, 84, 148]. Auch NO hat eine wichtige Funktion bei
Lernvorgangen, da es der retrograde Messenger von LTP ist, dem bisher am
besten verstandenen zellularen Mechanismus von Lernen. Rickard et al. [137]
konnten auBerdem zeigen, dass die Inhibition von NOS durch DPI die
Gedachtniskonsolidierung bei jungen Hihnern hemmt.

Neben dem gemeinsamen Bezug zu Lernvorgéngen besteht zwischen adulter
Neurogenese und dem NO-Signalweg auch ein enger 6értlicher Kontext: NOS-III
kann in GefaBendothelzellen des Gyrus dentatus nachgewiesen werden [135].
Durch NOS-III synthetisiertes NO kann als gasférmiger, parakriner Botenstoff in
die benachbarten Stammzellen der adulten Neurogenese diffundieren (sog.

vaskulare Nische der adulten Neurogenese [121]).
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NO ist auBerdem an der Synapto- und Morphogenese des ZNS entscheidend
beteiligt [21, 35], eine Rolle von NO auch bei strukturellen neuroplastischen
Veranderungen im adulten Organismus ist somit durchaus vorstellbar.

Aus diesen Gemeinsamkeiten der Physiologie von NO und der adulten
Neurogenese ergibt sich die Hypothese, dass NO, und speziell durch NOS-III
synthetisiertes NO, die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus
regulieren kénnte. Einige Studien mit Uberwiegend pharmakologischem Ansatz
wiesen bereits in diese Richtung: Zhang et al. [169] konnten z. B. zeigen, dass ein
NO-Donor (DETA/NONOat) dosisabhdngig zu einer Zunahme der adulten
Neurogenese, u. a. im Gyrus dentatus, fuhrt. Dies gilt sowohl fir native Ratten als
auch nach artifiziell ausgelésten Schlaganfallen (ipsilateraler Verschluss der A.
cerebri media). Zhu et al. [173] berichten, dass die adulte Neurogenese im Gyrus
dentatus nach fokaler zerebraler Ischdmie zunimmt und mit NOS-II-Expression

assoziiert ist.
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2. Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des durch NOS-III
synthetisierten Signalmolekils NO auf die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus
(Hippokampus) der Maus untersucht. In der vorliegenden Studie wurde dazu ein
genetischer Ansatz gewahlt. Homozygote NOS-IlI-Knockout-Mause wurden mit
Wildtyptieren bezlglich der Rate neu gebildeter Zellen im Gyrus dentatus des
Hippokampus verglichen (Proliferationsrate). Das Zeitfenster zwischen In-vivo-
Markierung mit BrdU und Tétung der Tiere wurde dabei so weit gewahlt (6 Tage),
dass neben der reinen Proliferationsrate (24h) auch gewisse Aussagen uber die
Differenzierung bzw. den Verbleib der neu gebildeten Zellen (Zeitraum bis 4
Wochen) mdglich waren.

Weiterhin sollten der Einfluss morphometrischer Daten auf die adulte
Neurogenese bei NOS-III-Knockout-Tieren und Wildtypen untersucht werden.
Dazu gehoérten u. a. die Parameter Alter und Geschlecht der Tiere. Das Volumen
von Substrukturen des Gyrus dentatus konnte zudem zwischen den beiden NOS-
[lI-Genotypen verglichen werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Waéhrend der Laborarbeiten im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende
Chemikalien, Gerate, biologisches Material etc. verwendet.

3.1.1 Chemikalien

Borsaure (Pufferqualitat) AppliChem, Darmstadt

BrdU (5-Bromo-2-deoxy- Roche Diagnostics, Mannheim
uridin)

DAB Substrate Boehringer Mannheim

DAB/Metal Concentrate
(10x conc.) sowie

Peroxide Buffer

Ethanol, absolut J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Natriumazid Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Natriumchlorid, reinst Merck, Darmstadt

NHS (Normal Horse Serum) Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Peroxidase VECTASTAIN Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

ABC (Avidin-Biotin-
Complex)-Kit, Standard

PK-4000

Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(BSA)

Salzsaure (HCI) 5N Combi-Titrisol, Merck, Darmstadt

TRIS (Pufferan, p. a.) Carl Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

(t-Octylphenoxypoly-
ethoxyethanol)

Wasserstoffperoxid 30% Merck, Darmstadt
(medizinisch reinst,

stabilisiert)
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Wasserstoffperoxid 30% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(stabilized)

Vitro-Clud R. Langenbrinck, Emmendingen
(Einschlussmittel fur
mikroskopische Technik)

Xylol, reinst (Isomerengemisch) Merck, Darmstadt

3.1.2 Antikorper

Priméarantikorper:

Anti-Bromodeoxyuridin(BrdU)-  Roche Diagnostics, Mannheim
Antikorper
(Maus IgG1, monoklonal)

Sekundéarantikorper:

Biotinylierter Anti-Maus-IgG- Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
(H+L)-Antikérper
(in Ziege hergestellt)

3.1.3 Puffer und Lésungen

Blocklésung 1 5% NHS
0,25% Triton X-100
2% BSA

Blocklésung 2 2% NHS
0,25% Triton X-100
2% BSA

Borsaure 0,1 M, auf pH 8,5 eingestellt

Cresylviolett 83 ml einer 10%igen Essigsaure auf 1000 ml
aqua dest. + 0,1 % Cresylviolett

Ethanol 70%
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Ethanol 95%

Ethanol 96%

Natriumazid 10%

Natriumazidlésung 0,05 % in PBS
Natriumazidlésung 0,05 % in TBS pH 7,5
Natriumchloridldsung (0,9%ig, steril, zur Injektion)
Paraformaldehydlésung (4% PFA in PBS)

PBS 10x 0,137 M NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM NaxHPO4
1,5 mM KH2POq4
BioWhittaker Europe, Verviers, Belgien

Pufferlésung pH 7,00 Merck, Darmstadt
Pufferlésung pH 9,00 Merck, Darmstadt
SSC 20x 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

TBS pH7,5 0,15 M NaCl
0,1 M Tris-HCI

3.1.4 Gerate und Software

Gerate:
Digitalkamera (fir Mikroskop)  Hitachi Denshi Ltd., Japan
CCD KP-C551 Color
Camera
Inkubationsbox (4 x 6 Wells) NUNC GmbH, Wiesbaden
NUNC Multidish
Inkubator GFL 1083 (heizbar, A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wirzburg
Schittelvorrichtung)
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Magnetrihrer GLW M32
Magnetrihrer IKAMAG RCT
Mikroskop Leica Leitz

DMRBE

Objektive:

2,5 X

5x0,12

10 x 0,30

20 x 0,50

40 x 0,70
Milli-Q Water System
pH-Meter WTW pH 530

Schattler IKA-Vibrax-VXR
Vibratom 752 M Vibroslice
Waage BP 1200

Software:

DigiTrace Applikationssystem,
V222

Microsoft Excel 2002 SP-2
Microsoft Word 2002 SP-2

3.1.5 Sonstiges

Deckglaser 24 x 50 mm

Film (Kodak Ektachrome 64 T)

Klingen (Valet Blades)

Objekttrager (Super Frost
Plus, 25 x 75 x 1,00 mm)

Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S,
gebrauchsfertige Filtereinheit

Gesellschaft fir Laborbedarf mbH, Wirzburg
Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen
Leica Mikroskopie & Systeme, Wetzlar

Millipore S.A., Molsheim, Frankreich
Wissenschaftlich-technische Werkstatten,
Weilheim

Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen
Campden Instruments Ltd., Sileby, UK
Sartorius AG, Gottingen

IMATEC Elektronische Bildanalysesysteme
GmbH, Miesbach

Microsoft GmbH, UnterschleiBheim
Microsoft GmbH, UnterschleiBheim

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wirzburg
Kodak Limited, UK
World Precision Instruments Inc., Sarasota, USA

Menzel-Glaser, Braunschweig

Schleicher & Schull GmbH, Dassel
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3.1.6 Biologisches Material

Far die Anfertigung von Gehirnschnitten der Hippokampusregion wurden 19 BL6-
Méause verwendet, davon 9 NOS-IlI-Knockout-Mause (homozygot, NOS-III -/-;
rickgekreuzte Tiere des Originalstamms von Shesely und Mitarbeitern [147]) und
10 Wildtyptiere (NOS-IIl +/+). Der Genotyp jedes einzelnen Tieres wurde mittels
PCR bestatigt. Die allesamt gesunden, 31,0 + 3,0 Wochen alten, adulten Tiere
zeigten sich in ihrem Verhalten unauffallig. Sie waren einem natlrlichen Tag-
Nacht-Rhythmus ausgesetzt und hatten freien Zugang zu Nahrung und Wasser.
Die Knockout-Tiere waren identischen Umgebungsbedingungen (Standard-
Unterbringungsbedingungen) ausgesetzt wie die Wildtyptiere. Die NOS-III-
Knockout-Mause wurden in Standardkéafigen zu je 1 bis 4 gleichgeschlechtlichen
Tieren, die Wildtypmause in ebensolchen Kafigen zu je 1 bis 5
gleichgeschlechtlichen Tieren zusammengehalten. Fiar das Projekt der
vorliegenden Arbeit war durch die zustdndigen Stellen (Universitat Wirzburg,
Regierung von Unterfranken) ein Tierschutzantrag genehmigt worden. Die
Versuchstiere wurden von der Aufzucht bis zur Tétung nach den Regeln des
Tierschutzes behandelt.

Tab 3.1 zeigt die Daten der Tiere in der Ubersicht:

Tab. 3.1. Biometrische Daten und Genotyp der Versuchstiere

Laufende Code- Genotyp Geschlecht | Gewicht bei Geburts- Datum der Alter bei
Nummer nummer BrdU- datum Toétung Toétung
Injektion (g) (Wochen)
L1 c18 NOS-III -/- f 31,6 11.04.01 24.12.01 36,7
L2 C1 NOS-III -/- m 28,2 02.05.01 24.12.01 33,7
L3 C3 NOS-III -/- m 28,2 02.05.01 24.12.01 33,7
L4 Cc7 NOS-III -/- m 30,6 02.05.01 24.12.01 33,7
L5 Cé6 NOS-III -/- m 29,6 21.06.01 24.12.01 26,6
L6 C19 NOS-III +/+ m 36,1 14.05.01 24.12.01 32,0
L7 c2 NOS-III +/+ m 36,4 14.05.01 24.12.01 32,0
L8 C4 NOS-II +/+ m 35,4 14.05.01 24.12.01 32,0
L9 C5 NOS-III +/+ m 35,2 14.05.01 24.12.01 32,0
L10 Cc9 NOS-IIl +/+ m 33,8 24.05.01 24.12.01 30,6
L11 C10 NOS-III -/- f 24,9 21.06.01 24.12.01 26,6
L12 (61:] NOS-III -/- f 28,8 21.06.01 24.12.01 26,6
L13 C12 NOS-III -/- f 26,1 21.06.01 24.12.01 26,6
L14 C16 NOS-1II -/- f 24,5 21.06.01 24.12.01 26,6
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L15 C11 NOS-IIl +/+ f 25,0 14.05.01 24.12.01 32,0
L16 Cc17 NOS-IIl +/+ f 25,3 14.05.01 24.12.01 32,0
L17 C13 NOS-IIl +/+ f 24,7 14.05.01 24.12.01 32,0
L18 C15 NOS-IIl +/+ f 26,0 14.05.01 24.12.01 32,0
L19 C14 NOS-IIl +/+ f 23,7 14.05.01 24.12.01 32,0

3.2 Methoden

3.2.1 In-vivo-Markierung neu entstehender Hippokampusneurone mit
Bromodeoxyuridin (BrdU)

Den Versuchstieren wurde 4 x 75 mg/kg KG BrdU in 4 Einzelinjektionen im
Abstand von 2 Stunden intraperitoneal injiziert. Nach 6 Tagen wurden die Tiere
getdtet und die Gehirne zur immunhistochemischen Aufarbeitung entnommen.

Zur Injektion wurde eine BrdU-L6ésung (10 mg/ml) in 0,9% NaCl steril filtriert
(Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S) und auf 37 "C erwarmt. Bei einer zu applizierenden
BrdU-Dosis von 75 mg/kg Korpergewicht wurden den 29,2 + 4,4 g schweren
M&ausen im Mittel 218,9 + 33,0 pl einer 10 mg/ml-BrdU-L6sung pro Einzelinjektion
I. p. injiziert. Das zu injizierende Volumen an 10 mg/ml-BrdU-Lésung wurde fir
jedes einzelne Versuchstier anhand des Gewichts des Tieres berechnet (vgl. Tab.
3.2). Die Injektionen wurden ohne Athernarkose durchgefiihrt, was fir die Tiere

schonender ist.

Tab. 3.2. BrdU-Injektionen der Versuchstiere

Laufende Code- Genotyp Geschlecht Geburts- Alter bei Gewicht Volumen
Nummer nummer datum BrdU- ing an injizier-
Injektion ter BrdU-
In Tagen Lésung
in pl
L1 c18 NOS-III -/- f 11.04.01 251 31,6 4 x 237
L2 C1 NOS-III -/- m 02.05.01 230 28,2 4x212
L3 C3 NOS-III -/- m 02.05.01 230 28,2 4x212
L4 c7 NOS-III -/- m 02.05.01 230 30,6 4 x 230
L5 C6 NOS-III -/- m 21.06.01 180 29,6 4 x 222
L6 C19 NOS-IIl +/+ m 14.05.01 218 36,1 4 x 271
L7 c2 NOS-IIl +/+ m 14.05.01 218 36,4 4x273
L8 C4 NOS-IIl +/+ m 14.05.01 218 35,4 4 x 266
L9 C5 NOS-IIl +/+ m 14.05.01 218 35,2 4 x 264
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L10 C9 NOS-IIl +/+ m 24.05.01 208 33,8 4 x 254
L11 c10 NOS-III -/- f 21.06.01 180 24,9 4x187
L12 C8 NOS-III -/- f 21.06.01 180 28,8 4x216
L13 Cc12 NOS-III -/- f 21.06.01 180 26,1 4x196
L14 ci16 NOS-III -/- f 21.06.01 180 24,5 4x184
L15 C11 NOS-IIl +/+ f 14.05.01 218 25,0 4x188
L16 Cc17 NOS-IIl +/+ f 14.05.01 218 25,3 4x190
L17 C13 NOS-IIl +/+ f 14.05.01 218 24,7 4x185
L18 C15 NOS-IIl +/+ f 14.05.01 218 26,0 4x195
L19 C14 NOS-IIl +/+ f 14.05.01 218 23,7 4x178

Die Mause wurden 6 Tage nach den BrdU-Injektionen durch Einleitung von
Kohlendioxid in ein GlasgefaB getbtet und die Gehirne entnommen. Diese wurden
4 Tage bei 4 °C in frisch hergestellter 4%iger Paraformaldehydlésung in PBS (pH
7,4) fixiert, nach Ablauf dieser Zeit 5 x 15 Min. in PBS gewaschen und in
0,05 %iger Natriumazidlésung in PBS bei 4 °C aufbewahrt. Der Azidanteil wirkt als

Schutz vor mikrobiologischem Abbau des fixierten Gewebes.

3.2.2 Anfertigung von histologischen Schnitten des Gyrus dentatus
des Hippokampus

Zur Herstellung von 40 pm dicken Gewebsschnitten der Hippokampusregion
wurde ein Vibratom 752 M Vibroslice (Campden Instruments) verwendet. Abb. 3.1

zeigt ein vergleichbares Modell.

Oszillierende Vibratomklinge

Probenbehélter

Kunststoffzylinder
(zum Aufkleben des
Schneidgutes)

Abb. 3.1. Vibratom
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Das zu schneidende Gewebe wurde mit Sekundenkleber auf den
Kunststoffzylinder des Einsatzes (Abb. 3.1) geklebt, der in den mit TBS-
Pufferlésung geflllten Probenbehalter geschraubt wird. Die Geschwindigkeit der
horizontalen Oszillation des Messers sowie die Geschwindigkeit des Vorschubs
des Probenbehalters kénnen am Gerat eingestellt werden.

Fir jedes zu schneidende Gehirn wurde eine neue Klinge eingesetzt. Zum
Sammeln der Hirnschnitte wurden KunststoffgefaBe mit 24 Wells vorbereitet. Als
ideal geeignet erwiesen sich GefédBe mit 4 x 6 Wells, da bei diesen jeder sechste
Schnitt als eine komplette Viererreihe zum Farben entnommen werden kann. Die
SammelgefaBe wurden mit ca. 1 ml 0,05%iger Natriumazidlésung in TBS pro Well
beflllt.

Der Probenbehalter wurde dann mit TBS pH 7,5 bis ca. 0,5 cm unter die
Oberkante aufgefulit.

Mit einem Skalpell wurde das Kleinhirn vom GroBhirn abgetrennt. Mit einem
zweiten, genau frontal verlaufenden Schnitt wurde eine 1-2 mm dicke Scheibe
vom frontalen Ende des Gehirns entfernt. Das Gehirn wurde dann mit der
Frontalseite im 45°-Winkel zur Schnittrichtung auf die mit einigen Tropfen
Sekundenkleber versehene Mitte des Kunststoffzylinders aufgesetzt. Nach
Ausharten des Klebstoffs (3 Minuten) wurde der Einsatz mit dem aufgeklebten
Gehirn waagerecht in den puffergefilliten Probenbehalter montiert.

Am Vibratom wurden die Parameter Speed Control Blade und Speed Control Bath
Advance mit den Werten 6 bzw. 2 eingestellt.

Von einer Ausgangsposition einige Millimeter oberhalb des Gehirns erfolgte mittels
Probeschnitten im 100um-Abstand eine Ann&herung an das Praparat. Nach dem
ersten Anschnitt wurde die Klinge jeweils um die endgultige Schnittdicke von 40
um gesenkt. Sobald ein vollstandiger Frontalschnitt erhéltlich war, wurden die
Schnitte gesammelt. Dazu wurden sie mit einem dinnen Malpinsel in die
SammelgefaBe Uberfihrt. Im Verlauf des Schneidens von okzipital nach frontal
kommt der Hippokampus durch seine dunklere Pigmentierung bilateral im Bereich
der Temporallappen zur Darstellung (zunéchst sichelférmig fast in der ganzen
Ausdehnung der Temporallappen, spater nur noch medio-kranial). Das Schneiden
wurde beendet, sobald der Hippokampus beidseits nur noch punktférmig medial

der Seitenventrikel erkennbar war.
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3.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von BrdU

Um eine Serie von 15 Hippokampusschnitten in fronto-okzipitaler Richtung
auszuwahlen (jeder 6. Schnitt der seriellen Schnittserie) wurde als Startpunkt ein
Schnitt ausgewéhlt, bei dem der Hippokampus gerade brillenférmig beidseits der
Mittellinie erkennbar ist. Die verwendeten 15-Schnitt-Serien stellten den Gyrus
dentatus des Hippokampus in der ganzen Ausdehnung dar. Aufgrund der
dreidimensionalen Lage des Hippokampus im Gehirn ist die fronto-okzipitale Serie
gleichzeitig eine septo-temporale Serie (siehe Abb. 1.10). Fir die parallele
immunhistochemische Aufarbeitung von drei Versuchstieren wurden drei
Farbeboxen mit je mindestens 15 Wells mit ca. 1-2 ml TBS pro Well geflillt. Jeder
sechste Schnitt wurde fir eine Farbeserie ausgewéhlt, in die drei Farbeboxen

dberfihrt und auf einer Schittelvorrichtung 10 Min. in TBS gewaschen.

Versuchsprotokoll flir den immunhistochemischen Nachweis von BrdU

1. 2 x 10 Min. Spulen der 40 um dicken Vibratomschnitte in TBS (pH 7.5)

Die Inkubationsschritte 1-15 sowie 17 wurden unter leichtem Schutteln auf einer
Schattelvorrichtung durchgefihrt.

2. Inkubation der Schnitte in 0,6 % Wasserstoffperoxid in TBS bei RT fiir 30
Min.: Nach Dekantieren des Waschpuffers wurden 1000 pl einer 0,6%igen
Wasserstoffperoxidldsung in TBS in jedes Well pipettiert und die Schnitte darin
inkubiert. Dieser Versuchsschritt dient der Blockierung der endogenen Peroxidase,
damit der Peroxidase-Nachweis mit DAB am Ende der Farbung nicht gestort wird.
3. 3 x 5 Min. Waschen mit TBS

4. Inkubation der Schnitte in 50% Formamid / 2 x SSC bei 65°C fir 2 h: In
1000 pl/Well dieser Lésung wurden die Schnitte im vorgeheizten Wasserbad bei
65°C zwei Stunden inkubiert.

5. 2 x 5 Min. Waschen mit TBS

6. Inkubation der Schnitte in 1000 pl/Well 2N-Salzsaure bei 37°C fir 30 Min.
bei RT: Die Schritte 4 und 6 dienen der Denaturierung der DNA im
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Nervengewebe, so dass das in die DNA eingebaute BrdU vom Anti-BrdU-
Antikorper erkannt werden kann.

7. Spilen in 0,1 M Borsaure (pH 8,5) fur 10 Min.: Ohne einen dazwischen
liegenden Waschschritt wurden die Schnitte in je 1 ml der Borsaurelésung gespult.
8. 3 x 10 Min. Waschen mit TBS

9. Inkubation der Schnitte in 750 pl/Well Blockléosung 1 (5% NHS, 0,25%
Triton-X-100, 2% BSA in TBS) bei RT fiir 1 h

10. Inkubation mit 1. Antikorper-Lésung (Anti-BrdU; 1:400 verdiinnt in
Blocklésung 1; 750 ul/Well) bei 4°C iber Nacht: Ein 100ul-Aliqguot des Anti-
BrdU-Antikorpers wurde dazu mit 40 ml Blockldsung im Verhaltnis 1:400 verdunnt.
11. 3 x 10 Min. Waschen mit TBS

12. Inkubation mit 2. Antikérper-Lésung (biotinylierter Anti-Maus-Antikorper,
1:400 verdiinnt in Blocklésung 2 (Blocklésung 1 mit nur 2% NHS)) bei RT fir
2 h; 750 pl/Well: Zur Detektion des gebundenen Erstantikbrpers wurde ein
biotinylierter Anti-Maus-AntikOrper als ZweitantikGrper verwendet.

13. 3 x 10 Min. Waschen mit TBS

14. Inkubation mit dem AB-Komplex (Avidin-Biotin-Komplex) fiir 1,5 Stunden
bei RT: Die Schnitte wurden in 750 pl pro Well der frisch angesetzten Lésung des
AB-Komplexes inkubiert. Der AB-Komplex muss 30 Min. vorher angesetzt werden.
15. 3 x 10 Min. Waschen mit TBS

16. Peroxidase-Nachweis mit DAB fiir ca. 5-10 Min.: Zur Herstellung der DAB-
Lésung wurde die DAB-Substratlésung 1:10 in DAB-Substratpuffer verdiinnt. Die
Hippokampusschnitte wurden in 1 ml DAB-L6sung far 5-10 Min. unter manuellem
Schutteln inkubiert. Nach dieser Zeit sollten sich alle Schnitte kraftig braun gefarbt
haben.

17. 3 x 5 Min. Waschen mit TBS: Nach der Entwicklung mit DAB wurde noch in 3
direkt aufeinander folgenden Waschschritten fir je 5 Min. mit TBS gewaschen, um
die Farbung zu stoppen. Die Schnitte wurden dann bis zum Aufziehen auf
Objekttrager in der 3. Waschlésung bei ca. 5 °C gelagert.

18. Schnitte auf Objekttrager aufziehen und lber Nacht trocknen lassen:
Jeweils 3 Schnitte einer Serie wurden in eine mit TBS (pH 7,5) gefiillte Petrischale
dberfihrt und mit einem Pinsel auf einen mit Bleistift beschrifteten Objekttrager

aufgezogen. Danach wurde die Uberschissige Flussigkeit entfernt und der
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Objekttrager zum Antrocknen des Schnittes kurz abgelegt. Die Objekttrager
wurden zum Trocknen Uber Nacht auf eine Minchener Mappe unter den Abzug
gelegt.

19. Objekttrager eindecken mit Vitro-Clud: Die Objekitrager wurden zunéchst
durch eine aufsteigende Alkoholreihe hindurchgeschleust, um die Schnitte von
Wasserresten zu befreien (siehe Tab. 3.3). Dann wurden sie unter Verwendung
von Vitro-Clud als Eindeckmittel luftblasenfrei mit Deckglasern abgedeckt.

Tab. 3.3. Aufsteigende Alkoholreihe

Reihenfolge Lésung Inkubationsdauer
1. 70 % Ethanol 3 Min.
2. 95 % Ethanol 3 Min.
3. Ethanol abs. 1 3 Min.
4. Ethanol abs. 2 3 Min.
5. Xylol 1 3 Min.
6. Xylol 2 3 Min.
7. Xylol 3 3 Min.

Auf einer Minchener Mappe wurden die eingedeckten Objekttrager einige Tage
unter dem Abzug gelagert, so dass keine Xyloldampfe mehr entweichen konnten.

3.2.4 Bestimmung der Zelldichte BrdU-positiver Zellen im Gyrus
dentatus des Hippokampus

Nach dem gegenwartigen Wissen Uber die adulte Neurogenese im Hippokampus
entstehen die neu gebildeten Nervenzellen in der Subgranularzone (SGZ) des
Gyrus dentatus aus Vorlauferzellen und wandern innerhalb von etwa 4 Wochen in
die Kérnerzellschicht (KZS) des Gyrus dentatus ein [47, 87]. Die Versuchstiere
des vorliegenden Projektes wurden 6 Tage nach der Markierung mit BrdU getotet.
Die far diesen Zeitrahmen interessanten Kompartimente sind damit sowohl

Subgranularzone als auch Kdérnerzellschicht. Die Auswertung erfolgte Uber die
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Bestimmung der Zelldichte BrdU-positiver Zellen in der Subgranulédrzone und der
Kdrnerzellschicht zusammen.

Die Zelldichte c errechnet sich tber

(1) c¢c=N/V

(N = Zellzahl, V = Volumen),

bzw. Uber

(2) c=N/(A*d)

(A = Flache , d = Schichtdicke).

Letztlich erhalt man als Zelldichte (Einheit: mm™):

(3)

c = YN(BrdU-positiver Zellen in SGZ)) + YN(BrdU-positiver Zellen in KZS)
YA(KZS) *d

Dabei ist d die konstante Schichtdicke der histologischen Schnitte (40 um). Die in
die Berechnungsformel (3) noch eingehende Flachensumme XA(SGZ) wurde
naherungsweise mit Null gleichgesetzt, da es sich bei der Subgranularzone um ein
lichtmikroskopisch nicht zu vermessendes, sehr schmales Zellband handelt.

Die Dichteformel (3) gilt nur unter gewissen Voraussetzungen: Die Schichtdicke d
muss konstant sein, was mit dem verwendeten Vibratom gut erreicht werden
konnte. AuBerdem missen die verwendeten Reagenzien, insbesondere Primar-
und Sekundarantikdrper, bis in das Zentrum der 40 um dicken Schnitte eindringen
kénnen. Dazu wurde den Block- und Antikdrperldsungen das Detergenz Triton-X
zugesetzt, das die Penetration der Reagenzien in die histologischen Schnitte
erleichtert.
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Ziel der Flachenauswertungen war es, die Summe aller Flachen der
Kérnerzellschicht  (£A(KZS) in  Gleichung (3)) zu bestimmen. Die
immunhistochemisch geférbten Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop bei 5-
facher VergrdoBerung betrachtet und die Region des Gyrus dentatus fir jeden
Schnitt einer Serie Uber eine an das Mikroskop angeschlossene Digitalkamera
unter dem Programm Digitrace als Grafik eingelesen. Zunachst wurde ein
Nativbild des Gyrus dentatus als Digitalbild gespeichert (Abb. 3.2).

Mit Hilfe der Polygonfunktion des Programmes Digitrace kdnnen Bildstrukturen
durch ein Vieleck manuell umrandet und dann die Polygonflache berechnet
werden. Die Flache der Kérnerzellschicht wurde durch die Flachendifferenz —
Flache von Kornerzellschicht und Hilus (Flache innerhalb der auBeren
Begrenzungslinie in Abb. 3.2) abzlglich der Flache des Hilus (Flache innerhalb
der inneren Begrenzungslinie in Abb. 3.2) — bestimmt. Alle Einzelflachen wurden
in das Programm Microsoft Excel tbertragen, die Flachendifferenzen gebildet und
die Summe aller Flachen der Kérnerzellschicht XA(KZS) pro Tier berechnet

(Summation Uber alle 30 gefarbten Gyri dentati beider Hippocampi).

234765.99 um?
110876.25 pm?

42



Abb. 3.2. Flachenauswertung (Gyrus dentatus, Hippokampus). Die
Kérnerzellschicht (KZS) des Gyrus dentatus kommt hell in der Form des
Buchstaben Lambda zur Darstellung. Die beiden Schenkel des Gyrus dentatus
umschlieBen den Hilus (HI) (CA4). Die Flache der Kérnerzellschicht A(KZS) ergibt
sich als Differenz der Flachen innerhalb der auBeren (A(KZS+HI)) und der inneren
Begrenzungslinie (A(HI)). Beide Polygonzige haben eine gemeinsame Basis. Die
beiden Flachenangaben sind Beispiele fur A(KZS+HI) (oben) und A(HI) (unten)

des gezeigten Schnittes.

Bei den am weitesten frontal gelegenen Schnitten ist kein Hilus abgrenzbar. Hier
wurde die Kdrnerzellschicht direkt von einem Polygon umgrenzt.

Unter dem Lichtmikroskop wurden bei 40facher VergréBerung die durch die
immunhistochemische Farbung braun-violett angefarbten, BrdU-positiven Zellen
im Gyrus dentatus aller Schnitte gezahlt. Um subjektive Einflisse bei der
Zellzédhlung auszuschlieBen, wurde die Auswertung verblindet vorgenommen.
Charakteristisch fur BrdU-positive Zellen ist ihr ovalédrer, homogen braun-violetter
Zellkern. Gelegentlich kdnnen Kerngranula und Mitosestadien beobachtet werden.
Axone und Dendriten kommen jedoch bei dieser immunhistochemischen Farbung
nicht zur Darstellung. Artefakte kénnen durch ihre homogene, schwarze Farbung
abgegrenzt werden, Kristalle erscheinen schillernd, in bernsteinartigem Farbton.
Anschnitte kleiner GefaBe erkennt man durch ihre astférmigen Verzweigungen
und ihre braun-schwarze Farbung ohne violette Farbnuance.

Die Gesamtzellzahl BrdU-positiver Zellen in SGZ und KZS pro Tier (EN(BrdU-
positiver Zellen in SGZ) + XN(BrdU-positiver Zellen in KZS); Gleichung (3)) wurde

im Programm Excel fUr alle 30 Schnitte eines jeden Tieres als Summe berechnet.

3.2.5 Darstellung der mikroskopischen Anatomie des Hippokampus
mit der Nissl-Farbung

Um ein Positivbild des Gyrus dentatus mit allen vorhandenen Neuronen und
Gliazellen zu erhalten, wurde eine Serie von Vibratomschnitten mit der

Nervengewebsfarbung nach Nissl gefarbt. Analog zum Vorgehen bei der
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immunhistochemischen Farbung wurde vom Startpunkt ausgehend eine fronto-
okzipitale Serie von 15 Hippokampusschnitten ausgewahlt (jeder 6. Schnitt) und
auf Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden Gber Nacht getrocknet, danach
in eine Farbeklvette Uberflhrt und mit Cresylviolettldsung Uberschichtet. Nach
einer Inkubationszeit von ca. 5 Min. wurden die Schnitte unter flieBendem
destilliertem Wasser gewaschen, danach ca. 0,5 bis 1 Minute mit einer 96%-
Ethanol-Eisessiglésung entfarbt. Sodann wurde 2 x 5 Minuten in Xylolbadern
inkubiert. Zuletzt wurden die Gehirnschnitte wie oben beschrieben mit Vitro-Clud

eingedeckt.
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4. Ergebnisse

4.1 Darstellung der mikroskopischen Anatomie

Zur Darstellung der mikroskopischen Anatomie der Hippokampusregion wurden
ausgewahlte Schnittserien mit der Nissl-Farbung gefarbt (vgl. Abschnitt 3.2.5).
Sowohl bei den NOS-IlI-Knockout-M&usen, als auch bei den Wildtyptieren zeigte
sich eine regelrechte Anatomie des Gyrus dentatus ohne strukturelle
Auffalligkeiten. Insbesondere waren keine Unterschiede in der Morphologie des
Gyrus dentatus bei NOS-III-Knockout- im Vergleich zu Wildtyptieren zu erkennen.

4.2 NOS-lll-Knockout-Mause zeigen eine signifikant reduzierte
Neurogenese

NOS-Ill-Knockout-M&ause zeigten eine signifikante Reduktion (p<0,001; zweiseitig
gepaarter Student’s t-Test) der Proliferationsrate von neuralen Stammzellen der
adulten Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus. Wahrend Wildtyptiere
(n=10) als Kontrollen 310,6 + 48,1 (Mittelwert £ SD) BrdU-positive Zellen pro mm?
Koérnerzellschicht aufwiesen, konnten bei NOS-IlI-Knockout-Mausen (n=9) nur
135,2 + 35,6 BrdU-markierte Zellen pro mm?® nachgewiesen werden, entsprechend
43,5% der Proliferationsrate der Kontrollen (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1. Zelldichte BrdU-positiver Zellen in Subgranularzone und
Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus (Hippokampus) von NOS-III-Knockout-
Tieren (NOS-Ill -/-) im Vergleich zu Wildtyptieren (NOS-IlIl +/+). Bei NOS-III-
Knockout-Mausen zeigte sich eine statistisch signifikant (*; p<0,001) geringere
Dichte neu gebildeter Zellen im Hippokampus (SGZ und KZS des Gyrus dentatus
beider Hippocampi).

In Abb. 4.2 ist ein typisches Beispiel des Gyrus dentatus eines NOS-IlI-Knockout-
Tieres mit wenigen neu gebildeten Zellen im Bereich von Subgranuldrzone und
Kdrnerzellschicht des Gyrus dentatus gezeigt (die Pfeile deuten auf zwei BrdU-
immunoreaktive Zellen). Im Vergleich dazu ist in Abb. 4.3 die basal hbhere
Neurogeneserate bei NOS-III-Wildtyptieren zu erkennen (typisches Beispiel). Die
Pfeile weisen wiederum auf neu gebildete Zellen im Gyrus dentatus.
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Abb. 4.2. Reduzierte Dichte BrdU-positiver, proliferierender Zellen im Gyrus
dentatus bei NOS-IlI-Knockout-M&usen. Es sind nur 2 BrdU-positive Zellen (Pfeile,
wahrscheinlich Stamm- und Tochterzelle nach Mitose) in der KZS an der Grenze
zur SGZ erkennbar (A: 5x VergréBerung, B: 10x, C: 20x, D: 40x). Die Abschnitte
des Gyrus dentatus (HI, SGZ und KZS) sind in A bezeichnet.
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Abb. 4.3. Basale Dichte BrdU-positiver, proliferierender Zellen im Gyrus dentatus

bei Wildtyptieren. Es sind insgesamt 5 BrdU-positive Zellen (Pfeile) erkennbar: in
C und E 3 Zellen, jeweils in der Kérnerzellschicht, der Subgranularzone und im
Hilus; in D und F 2 Zellen in der Subgranularzone in einem Mitosestadium (A: 5x
VergréBerung, B: 10x, C und D: 20x, E und F: 40x). Die Abschnitte des Gyrus
dentatus (HI, SGZ, und KZS) sind in A bezeichnet.
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4.3 Altersabhangigkeit

Aus Abb. 4.4 ist die Altersverteilung der untersuchten NOS-III-Knockout-Mause
ersichtlich. Far  die NOS-IlI-Knockout-Tiere errechnet sich ein
Korrelationskoeffizient zwischen Alter und Dichte BrdU-positiver Zellen von
r = -0,558. Somit ergibt sich bei diesem Genotyp eine moderate negative
Korrelation zwischen Alter und AusmafB der adulten Neurogenese, d. h. je alter
das untersuchte Tier zum Zeitpunkt der BrdU-Injektion war, umso weniger neu
gebildete Zellen konnten im Hippokampus nachgewiesen werden. Anzumerken ist,
dass die untersuchten Wildtyp-Tiere jedoch nahezu gleich alt waren, so dass hier
keine Auswertung der Altersabhangigkeit vorgenommen werden konnte.

Altersabhangigkeit der adulten Neurogenese bei NOS-lI-
Knockout-Tieren
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Abb. 4.4. Altersabhangigkeit der adulten Neurogenese bei NOS-IlI-Knockout-

Tieren. Erlauterungen im Text.

49



4.4 Geschlechtsabhangigkeit

In der NOS-IlI-Knockout-Gruppe wurden 5 weibliche und 4 mannliche Tiere
untersucht, in der Wildtypgruppe sowohl 5 weibliche als auch 5 ménnliche Mause.
Tab. 4.1 zeigt in einer Vierfeldertafel die Mittelwerte der Dichte BrdU-positiver
Zellen in Subgranularzone und Kérnerzellschicht beider Hippocampi fiir diese 4
Gruppen.

Tab. 4.1. Einfluss des Geschlechts der Versuchstiere auf die adulte Neurogenese
(Mittelwerte  der Dichte BrdU-positiver-Zellen in  Subgranulédrzone und
Kérnerzellschicht beider Hippocampi = SD [mm™))

m f
NOS-III -/- 118,51 £ 13,33 (n = 4) 148,51 £ 43,58 (n = 5)
NOS-III +/+ 312,64 £ 55,24 (n = 5) 308,50 + 46,32 (n = 5)

Um Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen der Vierfeldertafel in Tab.
4.2 auf Signifikanz zu Uberprifen, wurde der Chi-Quadrat-Test durchgefihrt.
Dabei ergaben sich keine statistisch signifikanten geschlechtsspezifischen
Unterschiede.

4.5 Abhangigkeit der adulten Neurogenese vom Korpergewicht

Der Einfluss dieses Parameters auf die adulte hippokampale Neurogenese ist in
Abb. 4.5 gezeigt:
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Abhéngigkeit der adulten Neurogenese vom
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Abb. 4.5. Abhangigkeit der adulten Neurogenese (Zelldichte BrdU-positiver Zellen
im Hippokampus) vom Korpergewicht bei NOS-III-Knockout-Tieren (oben) und
Wildtyptieren (unten). Erlauterungen im Text.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten zwischen Neurogeneserate und
Kérpergewicht ergibt bei NOS-IlI-Knockout-Tieren einen Wert von r = -0,623, also
einer moderaten negativen Korrelation entsprechend. Je geringer das
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Kérpergewicht des NOS-IlI-Knockout-Tieres war, umso groBer war die Rate der
adulten hippokampalen Neurogenese. Im Gegensatz dazu errechnet sich der
entsprechende Korrelationskoeffizient in der Wildtyp-Gruppe mit r = -0,040. Bei
den Wildtyp-Méausen ist somit keine Korrelation zwischen Proliferationsrate im

Gyrus dentatus und Kérpergewicht festzustellen.

4.6 Abhangigkeit der adulten Neurogenese von der Anzahl der
Versuchstiere pro Kafig

Die NOS-IlI-Knockout- und Wildtyptiere waren identischen
Umgebungsbedingungen ausgesetzt (Standard-Unterbringungsbedingungen, s.
Abschnitt 3.1.6). Es wurden jedoch innerhalb beider Genotypen unterschiedlich
viele Tiere (1 bis 4 bzw. 1 bis 5) gleichen Geschlechts in einem Kéfig

zusammengehalten. Abb. 4.6 veranschaulicht dies:

Abhangigkeit der adulten Neurogenese von der Anzahl
Kafignachbarn (NOS-lll-Knockout-Tiere)
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Abhangigkeit der adulten Neurogenese von der Anzahl
Kafignachbarn (Wildtyp-Tiere)
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Abb. 4.6. Abhangigkeit der adulten Neurogenese von der Anzahl Kafignachbarn
des Versuchstiers bei NOS-IlI-Knockout-Tieren (oben) und Wildtyptieren (unten).

Erlduterungen siehe Text.

Die statistische Auswertung ergab jedoch weder bei NOS-IlI-Knockout-Tieren,
noch bei Wildtyptieren signifikante Unterschiede der Dichte BrdU-positiver Zellen
im Gyrus dentatus in Abhangigkeit von der Anzahl der Kéfignachbarn der
Versuchstiere.

4.7 Unterschiede im Hippokampusvolumen

Zur Berechnung der Zelldichte neu gebildeter Hippokampusneurone wurden die
Volumina der Kérnerzellschicht sowie des Hilus des Gyrus dentatus bestimmt (vgl.
Kapitel 3.2.4). Das Gesamtvolumen der Kdrnerzellschicht (analog des Hilus) jedes

Tieres wurde Uber

(1) V(KZS) =ZA(KZS) *d*6
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berechnet (Schnittdicke d = 0,04 mm). Im Gegensatz zur Berechnung der
Zelldichte (vgl. Abschnitt 3.2.4) geht hier der Faktor 6 ein, der sich daraus ergibt,
dass nur jeder sechste Schnitt einer Serie gefarbt und vermessen wurde
(Summation Uber alle Volumenelemente).

Es resultierte eine statistisch signifikante (p<0,01) Erhéhung des Volumens der
Kdrnerzellschicht bei den NOS-III-Knockout-Tieren (1,04 + 0,05 mm3) im Vergleich
zu den Wildtyptieren (0,95 + 0,07 mm®) um 10,0 %. Noch ausgepragter war der
Unterschied im Volumen der Hilusregion. Das Volumen des Hilus der NOS-III-
Knockout-Mause (1,20 + 0,08 mm®) war im Vergleich zu Wildtypgruppe (1,03 +
0,12 mm®) ebenfalls statistisch signifikant um 16,5 % erhdht (p<0,01; Abb. 4.7).
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Abb. 4.7. Signifikante Unterschiede im Hippokampusvolumen von NOS-III-
Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtypen: Volumina der Ko&rnerzellschicht
(oben), des Hilus (unten).

4.8 Adulte Neurogenese in verschiedenen Teilstrukturen des
Gyrus dentatus

Wie in Abschnitt 3.2.4 dargelegt, sind bei den hier untersuchten, 6 Tage nach
Markierung mit BrdU get6teten Tieren sowohl die Subgranularzone (Proliferation)
als auch die Kornerzellschicht (Migration, beginnende Differenzierung)
maBgebliche Kompartimente. Die Gesamtauswertung (Kap. 4.1) erfolgte deshalb
Uber die Zellzahlung in beiden Regionen zusammen, bezogen auf das Volumen
der Kornerzellschicht. Es liegt jedoch nahe, die Zelldichte in beiden

Kompartimenten auch getrennt voneinander auszuwerten (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2. Adulte Neurogenese in verschiedenen Substrukturen des Gyrus

dentatus (* = statistisch signifikante Unterschiede zu den Kontrollen; Student’s t-
Test)
NOS-IllI-Genotyp Mittlere Zelldichte BrdU-positiver Zellen Anteil der in
beider Hippocampi + SD [mm™] die KZS
eingewander-
in SGZ + KZS in SGZ in KZS ten Zellen
(Zelldichte KzS/
Zelldichte (SGZ
+KZ8))
NOS-IlI -/- 135,17 94,20 40,98 30,32 %
+ + +
35,59* 26,45 13,05
(= 43,52 % (= 35,90 % (= 85,07 %
der NOS-III der NOS-III der NOS-III
+/+) +/+) +/+)
NOS-IIl +/+ 310,57 262,40 48,17 15,51 %
+ + +
48,11 53,50 27,29

Wie bei der Auswertung der Zelldichte neu gebildeter Neurone in SGZ und KZS
zusammen (Kap. 4.1) besteht auch beim Vergleich der Proliferationsrate isoliert in
der SGZ ein signifikanter Unterschied zwischen NOS-III-Knockout-Tieren und
Wildtypen. Es féllt auf, dass die Abnahme der adulten Neurogenese bei NOS-III -/-
Tieren fast vollstdndig auf die Reduktion der Stammzellproliferation in der SGZ
zurickzufihren ist.

Von den bei NOS-IlII-Knockout-Mausen in geringerem Umfang neu gebildeten
Neuronen wandert jedoch ein héherer, nahezu doppelt so groBer Anteil in die
Kdrnerzellschicht ein (30,32% bei den NOS-IlI-Knockout-, 15,51% bei den
Wildtyptieren; Tab. 4.2).
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5. Diskussion

5.1 NOS-IlIl ist ein regulatorisches Protein der adulten
hippokampalen Neurogenese

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-
[ll) eine Rolle bei der Regulation der adulten Neurogenese im Hippokampus
(Maus) spielt. Verschiedene Teilschritte der adulten Neurogenese sind
voneinander zu unterscheiden (vgl. Kap. 1.1.4), u. a. Proliferation der Stamm-
bzw. Vorlauferzellen und Survival der neu gebildeten Zellen. Die Proliferation
neuraler Stammzellen wird bei der adulten Neurogenese im Hippokampus durch
NOS-III positiv reguliert: NOS-III-Knockout-Mause zeigten eine im Vergleich zu
Wildtyptieren auf 43,5% signifikant reduzierte Proliferationsrate von Stammzellen
der adulten Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus (Abb. 4.1, 4.2 und
4.3). Es wurde ein genetischer Ansatz (NOS-IlI-Knockout-Tiere) gewahlt, da
derzeit kein spezifischer NOS-IlI-selektiver NOS-Inhibitor zur Verfligung steht.

Die Reduktion der Proliferationsrate bei NOS-IlI-Knockout-Mausen gegentber der
von Wildtyptieren auf 43,5 % ergibt sich durch die Ausz&hlung der Strukturen
Subgranularzone und Koérnerzellschicht zusammen (Kap. 4.8, Tab. 4.2). Diese
Auswertung wurde gewahlt, da innerhalb der Versuchszeit von sechs Tagen
bereits ein Teil der neu gebildeten Zellen in die Kdrnerzellschicht eingewandert
war, der Uberwiegende Anteil sich jedoch noch in der Subgranuldrzone befand,
zum Teil gruppiert (in Form von Clustern). Vergleicht man die Proliferationsrate in
verschiedenen Abschnitten des Gyrus dentatus (Tab. 4.2), so zeigt sich, dass
insgesamt die Reduktion der adulten Neurogenese bei NOS-III Knockout-Tieren
fast vollstandig in der SGZ stattfindet (bei NOS-IlI-Knockouts 35,9 % der
Proliferationsrate der Kontrollen), in der KZS dagegen das AusmafB der BrdU-
positiven Zellen fast unverandert ist. Dies spricht dafir, dass NOS-IIl vor allem
eine Rolle in der Proliferation neuraler Stammzellen innehat; Migration und
Differenzierung werden dagegen nicht oder kaum beeinflusst. Ubereinstimmend
damit wurde in spateren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass das
Survival der neu gebildeten Zellen bei NOS-IlI-Knockouts nicht signifikant

verandert ist (s. u.). Offensichtlich finden hier kompensatorische Vorgange statt,
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was auch erklaren kdnnte, dass ein nahezu doppelt so groBer Anteil neu
gebildeter Zellen bei NOS-III-Knockouts in die Kérnerzellschicht einwandert (vgl.
Tab. 4.2).

Dadurch, dass in der vorliegenden Studie das Zeitintervall zwischen BrdU-Gabe
und Entnahme der Gehirne (6 Tage) langer als 24 Stunden (reine Proliferation)
und kurzer als 4 Wochen (Survival der Zellen, Migration und Ausdifferenzierung zu
Neuronen) gewahlt wurde, wurden neben der Zellproliferation die Zellmigration in
die Kdrnerzellschicht, die Zelldifferenzierung zu Neuronen und das Survival der
Zellen zum Teil (ca. 1/4) mit aufgezeichnet. Uberwiegend ist die vorliegende
Studie aber eine Proliferationsstudie: Die ca. 24 Stunden dauernde Proliferation
und die beginnende Migration der Zellen wurden erfasst; die ca. vier Wochen
bendtigende Ausdifferenzierung der neu gebildeten Zellen zu reifen Neuronen
(z. B. erkennbar durch Doppelmarkierung mit BrdU und Markern reifer Neurone)
und das Survival der neu gebildeten Zellen (Anteil der Uberlebenden Zellen)
kénnen im Rahmen dieser Studie jedoch nicht nachgewiesen werden.
Interessanterweise stellte sich in spéateren Untersuchungen der Arbeitsgruppe
[135] heraus, dass nach 28 Tagen kein signifikanter Unterschied in der Dichte neu
gebildeter Neurone zwischen NOS-IlI-Knockouts und Wildtyptieren mehr vorlag.
NOS-IIl kann insofern ein differenzieller Effekt bei der Regulation der adulten
hippokampalen Neurogenese zugeschrieben werden: Es reguliert positiv die
Proliferation neuraler Stammzellen im Gyrus dentatus, hat jedoch keine Netto-
Auswirkung auf die adulte hippokampale  Neurogenese. Weitere
Regulationsfaktoren wie z. B. VEGF (s. Abschnitt 5.4.2) scheinen hierbei ebenfalls
eine Rolle zu spielen. Es gab jedoch keine Hinweise darauf, dass bei Wildtyptieren
im Vergleich zu NOS-IllI-Knockouts eine gréBere Anzahl von neu gebildeten Zellen
pyknotisch wird oder degeneriert. Eine wichtige Konsequenz fir zuklnftige
Studien zur adulten Neurogenese ist jedoch, sowohl Proliferations-, als auch

Survivalstudien durchzufihren.
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5.2 Der Einfluss biometrischer Parameter auf die adulte
hippokampale Neurogenese

Eine Reihe von biometrischen Parametern, z. B. Alter und Geschlecht der
Versuchstiere, wurden im Rahmen dieser Neurogenesestudie hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Proliferationsrate der hippokampalen Vorlauferzellen analysiert.
Sowohl fur die NOS-IlI-Knockout-Tiere, als auch fir die Wildtypen zeigte sich eine
moderate negative Korrelation der Merkmale Alter und Proliferationsrate im Gyrus
dentatus (Kap. 4.3). Dieser Zusammenhang stimmt mit der Literatur Gberein [97,
144]. Aufgrund der geringen Varianz des Alters sollte unser Befund jedoch
vorsichtig interpretiert werden.

Hinsichtlich der Geschlechtsabhéangigkeit der adulten Neurogenese (Kap. 4.4)
zeigten sich keine statistisch signifikanten Geschlechtsunterschiede. Auch bei
diesem Befund besteht Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur. Aus der
Fulle von Einzel- und Ubersichtsarbeiten zur Regulation der adulten Neurogenese
(vgl. Kap. 1.1.6) gehen keine Ubereinstimmenden Hinweise auf eine generelle
Geschlechtsabhangigkeit der adulten Neurogenese hervor. Eine Arbeit zeigte eine
gesteigerte  Proliferationsrate bei sich nicht fortpflanzenden weiblichen
Feldmausen gegentber sich reproduzierenden Weibchen und gegenlber
Méannchen [60]. Von Tanapat et al. [158] wurde gezeigt, dass weibliche Ratten
eine erhéhte Proliferationsrate im Hippokampus hatten, der jedoch bei Survival-
Experimenten kein Netto-Gewinn an Neuronen gegenuberstand.
Interessanterweise wirkten sich jedoch Ostrogene und die Ostrogenphase des
weiblichen Zyklus im Tierversuch beziglich der adulten Neurogenese férderlich
aus [83, 158]. Bei genauerer Betrachtung der hier vorliegenden Daten (Tab. 4.1)
besteht in der Wildtypgruppe per se keine Geschlechtsabhangigkeit der
Proliferationsrate. Allerdings zeigten weibliche NOS-IlI-Knockout-Tiere gegentiber
mannlichen NOS-IlII-Knockout-Tieren eine Erhdéhung der Proliferationsrate um
25,3% (nicht signifikant). Dieser Unterschied mag dem Vorliegen eines héheren
Ostrogenplasmaspiegels bei weiblichen Tieren zugeschrieben werden. Interessant
ist in diesem Kontext, dass Ostrogen die Expression der neuronalen NOS-Isoform
stimuliert, so dass dies einen mdglichen Kompensationsmechanismus und somit

eine Erklarung fur diesen Befund darstellen kdnnte.
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Das Korpergewicht der Versuchstiere (Kap. 4.5) korrelierte bei NOS-IlI-Knockout-
Mausen moderat negativ mit der Proliferationsrate im Gyrus dentatus: Je geringer
das Korpergewicht des Tieres war, umso gréBer war die Proliferationsrate. Bei
Wildtyptieren ergab sich keine Korrelation zwischen den beiden Merkmalen
Kérpergewicht und Neurogeneserate. In der Summe belegen diese Daten keinen
ausgepragten Zusammenhang zwischen Korpergewicht und Neurogenese.

Dartber hinaus wurde die Proliferationsrate im Gyrus dentatus in Abhangigkeit
von der Anzahl gleichgeschlechtlicher Kafignachbarn des Versuchstiers aufgefuhrt
(Kap. 4.6). NOS-llI-Knockout-Tiere hatten numerisch eine etwas hoéhere
Proliferationsrate, je mehr Kafignachbarn sie hatten. Umgekehrt zeigten
Wildtyptiere eine Tendenz zu umso niedrigeren Proliferationsraten, je mehr
Kéafignachbarn sie hatten. Eine statistische Signifikanz fand sich jedoch nicht, so
dass die Anzahl der Ké&fignachbarn zumindest in unseren Untersuchungen keinen

Einfluss auf die adulte Neurogenese hatte.

5.3 Unterschiede im Hippokampusvolumen

In Kap. 4.7 wurden die Volumina der Kdrnerzellschicht sowie des Hilus des Gyrus
dentatus zwischen den beiden Genotypen NOS-III -/- und Wildtyp verglichen. Als
Uberraschendes Nebenergebnis zeigte sich, dass bei NOS-IlI-Knockout-Mausen
gegenlber Wildtyptieren das Gesamtvolumen der Kérnerzellschicht signifikant um
10,0% erhdht war. Das Volumen des Hilus des Gyrus dentatus war bei den NOS-
[lI-Knockout-Tieren ebenfalls signifikant um 16,5 % erhdht. Eine Ursache fur diese
Volumenunterschiede lasst sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht angeben. Zu
beachten ist, dass durch die genannten Volumenunterschiede mdglicherweise
eine Interferenz mit der Auswertung der Zelldichte besteht: Bei offensichtlich
vergréBertem Bezugsvolumen der Kdrnerzellschicht bei NOS-IlI-Knockout-Tieren
im Vergleich zu Wildtypen ist die resultierende Zelldichte reduziert (Gleichung (1)
in Kap. 3.2.4). Da es sich jedoch nur um einen Volumenunterschied von 10,0%
handelt, erklart dieser nicht die Reduktion der Proliferationsrate von NOS-III -/- um
56,5%.
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5.4 Madogliche Mechanismen der Regulation der adulten
hippokampalen Neurogenese durch NOS-III

NO kann sowohl die Funktion eines intrazellularen, als auch eines interzellularen
Messengers haben (Abb. 1.7 und 1.8). Bevor mdgliche Signalkaskaden der
Regulation adulter Neurogenese durch NO diskutiert werden, soll zunachst eine
Antwort auf die Frage gefunden werden, in welchen Zellen im oder in der Nahe

des Gyrus dentatus NO durch NOS-III synthetisiert werden kann.

5.4.1 Verschiedene Zelltypen des murinen Hippokampus als mégliche
Quellen von NOS-Illl bzw. NO

In den vergangenen Jahren sind Astrozyten als Kandidaten der Beherbergung von
Jinfrastruktur® fir Prozesse der Neuroplastizitat in das Blickfeld gertckt. Z. B.
konnten Gabott und Bacon [57] sowie Wiencken und Casagrande [165] zeigen,
dass NOS-IIl in verschiedenen kortikalen und subkortikalen Hirnarealen von
Nagern und anderen Saugetieren konstitutiv in Astrozyten vorkommt. Diese
wurden sowohl anhand morphologischer Charakteristika als auch anhand
astrozytenspezifischer Marker identifiziert (GFAP und S1008). Die NOS-III-
positiven Astrozyten umgeben mit den FuBfortsatzen ihrer sternférmigen
Zellauslaufer einerseits Synapsen zu Perikarya von Pyramidenzellen
(axosomatische Synapsen), andererseits die AuBenwande von BlutgefaBen und
Kapillaren [57, 165]. Eine Reihe von Arbeiten zeigt auBerdem, dass NOS-III-
haltige Astrozyten in der Subgranularzone des Gyrus dentatus vorkommen [134].
Méglicherweise sind die pluripotenten Stamm- oder Vorlduferzellen der adulten
Neuro- und Gliogenese sogar selbst Astrozyten der Subgranuldrzone oder diesen
sehr ahnliche Zellen [145, 154], wobei auch gegenteilige Befunde erhoben wurden
[121], so dass dieser Aspekt kontrovers diskutiert wird (vgl. Kap. 1.1.4). NO kénnte
also von astrozytarer NOS-III freigesetzt werden und in neurale Stammzellen
diffundieren, wo es Uber Signalkaskaden die adulte Neurogenese positiv reguliert.
Interessanterweise konnten wir jedoch auch bei Einsatz dreier verschiedener
Antikérper gegen NOS-IlII kein Enzym in Astrozyten des Gyrus dentatus
nachweisen. Dies macht eine Freisetzung von NO durch NOS-III in Astrozyten des

Gyrus dentatus und den skizzierten Regulationsmechanismus zumindest flr die
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hier vorliegende Studie (oder fur das Microenvironment des murinen Gyrus
dentatus) unwahrscheinlich.

Alternativ dazu kénnte NO durch NOS-IIl auch in Neuronen des Gyrus dentatus
synthetisiert werden [40]. Auch beim Menschen wurde NOS-III in der Region CA1
des Hippokampus nachgewiesen, obwohl diese Befunde hdchst kontrovers
diskutiert werden. Denkbar ist nun, dass NO, das nach Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren postsynaptisch gebildet wird, parakrin in benachbarte Stamm- bzw.
Vorlauferzellen der adulten Neurogenese diffundiert und dort ihre Proliferation in
Gang setzt. Hier wéare die Verbindung zwischen hippokampaler LTP und adulter
hippokampaler Neurogenese realisiert und der 6értliche Kontext von NOS-III und
adulter Neurogenese gegeben (Gyrus dentatus). Mittlerweile jedoch wird eher
davon ausgegangen, dass es zumindest unter Ruhebedingungen keine NOS-III-
Expression in Neuronen gibt. Auch wir konnten keine NOS-III in Neuronen des
Gyrus dentatus nachweisen.

Insofern bleiben als wahrscheinlichste Quelle von von NOS-III generiertem NO
GefaBe bzw. GefaBendothelzellen [135], die reich an NOS-Ill (eNOS) sind. Dabei
konnte bei Wildtyptieren NOS-IlI-Expression im gesamten Gyrus dentatus gezeigt
werden. NOS-IIl (+/-)-Tiere zeigten eine reduzierte NOS-III-Immunreaktivitat,
NOS-lll  (-/-)-Tiere Uberhaupt keine (Gen-Dosis-Effekt). Dies gibt den
entscheidenden Hinweis darauf, dass fur die Mikroumgebung der vorliegenden
Studie als die maBgebliche NOS-IlI-Lokalisation vaskulare GeféaBendothelzellen
des Gyrus dentatus angenommen werden missen. Unabhangig davon gibt es
Arbeiten, die NOS-III in zerebralen GefaBendothelzellen als Quelle von NO im
Zusammenhang mit der adulten hippokampalen Neurogenese beschreiben. Es
konnte gezeigt werden, dass adulte Neurogenese im Gyrus dentatus in der
Nachbarschaft von GeféaBen (sog. Vascular Niche, Palmer et al. [121]) vorkommt
und dass Endothelzellen (Shen et al. [146]) durch Freisetzung léslicher Faktoren
die Expansion und Neuronenproduktion adulter neuraler Stammzellen in vitro
férdern, was die essenzielle Rolle der vaskularen Endothelzellen in der vaskularen
Nische der adulten Neurogenese deutlich macht. Durch NOS-IlI in
GefaBendothelzellen des Gyrus dentatus (Hippokampus) synthetisiertes
Stickstoffmonoxid kénnte somit in neuronale Vorlaufer- bzw. Stammzellen

diffundieren und dort deren Proliferation fordern.
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5.4.2 Mogliche Feedback-Mechanismen bei der Regulation der adulten
Neurogenese

Im Zusammenhang mit der Freisetzung von NO durch NOS-III in
GefaBendothelzellen des Gyrus dentatus sind neuere Erkenntnisse Uber die
(Patho-)Biochemie von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) von Interesse.
NOS-lll-Knockout-Mause leiden héaufiger an kongenitalen Herzfehlern und
Herzversagen [583], wahrscheinlich aufgrund einer reduzierten myokardialen
Kapillardichte und gestérter Angiogenese [171]. Als zugrunde liegender
Mechanismus wird eine verringerte Expression von VEGF bei NOS-III-Knockout-
Mausen angesehen [171]. VEGF induziert einerseits Angiogenese
(Endothelzellproliferation) [80], andererseits interessanterweise auch adulte
Neurogenese [80, 174], u. a. Uber den E2F-Transkriptionsfaktor-Signalweg. Die
Stimulation der adulten Neurogenese durch VEGF konnte sowohl in vitro, als auch
in vivo gezeigt werden [80].

NO beeinflusst positiv die Expression von VEGF, wahrscheinlich u. a. Gber
Aktivierung der Proteinkinase Akt [46]. Das Ausschalten von NOS-III fihrt daher
zu einem Mangel an VEGF. Neuere Experimente unserer Arbeitsgruppe [135]
zeigen, dass reduzierte VEGF-Expression bei NOS-III-Knockout-Mausen selektiv
im Hippokampus vorkommt, nicht aber im Bulbus olfactorius oder im Kleinhirn.
Umgekehrt stimuliert VEGF auch die NO-Synthese durch gesteigerte NOS-III-
Expression [127] und Enzymaktivierung, letzteres durch Dephosphorylierung an
Serin 116 [95] und Akt-vermittelte Phosphorylierung an Serin 1177 von NOS-III
[39, 55, 110]. Insgesamt existiert eine positive Rickkopplung zwischen NOS-III
und VEGF. Abb. 5.1 [135] veranschaulicht diese Zusammenhange.
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Abb. 5.1. Positive Ruckkopplung zwischen NOS-III und VEGF bei der Regulation
der adulten Neurogenese (Erlauterungen s. Text). Zwischen adulter Neurogenese
und Angiogenese existiert ebenfalls ein bidirektionaler, verstarkender

Zusammenhang.

Fir die Diskussion der vorliegenden Arbeit bedeutet dies, dass NOS-IlI-Knockout-
Méause eine reduzierte VEGF-Expression im Gyrus dentatus aufweisen und damit
ein geringeres AusmalB adulter Neurogenese bzw. Vorlduferzellproliferation.
Neurale Stammzellen schitten interessanterweise einerseits VEGF aus,
andererseits besitzen sie auch VEGF-Rezeptoren [108]. Somit kann postuliert
werden, dass vaskuldare Endothelzellen Uber NOS-III NO synthetisieren, das
parakrin in benachbarte neurale Stammzellen diffundiert und dort die Synthese
von VEGF bewirkt. VEGF selbst kann Gber VEGF-Rezeptoren auf dieselbe oder
weitere neurale Stammzellen einwirken und deren Proliferation bewirken. Es ist
jedoch davon auszugehen, dass ein ganzes Netwerk von Regulationsfaktoren der
adulten Neurogenese in jedem Microenvironment der adulten Neurogenese
vorliegt und dass Kompensationsmechanismen und alternative Signalwege
existieren (s. Tab. 1.1). Dafur spricht auch, dass in der vorliegenden Studie die
adulte Neurogenese bei NOS-III-Knockout-Mausen gegeniber Wildtyptieren zwar
deutlich und signifikant reduziert, jedoch noch nachweisbar war.

Sowohl adulte Neurogenese, als auch Angiogenese werden durch VEGF stimuliert
(Abb. 5.1). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Palmer et al.
[121], dass in der Subgranularzone des Gyrus dentatus in Clustern um
Verzweigungen bzw. Terminalen feinster Kapillaren herum (Vascular Niche)
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sowohl neurale Stammzellen, als auch endotheliale Vorlauferzellen (Angioblasten)
proliferieren. VEGF ist der Faktor, der adulte Neurogenese und Angiogenese eng
verzahnt. Die HirngefaBe stellen eine Verbindung zu den Ubrigen Organen des
Kérpers da. Somit kénnen einerseits Faktoren aus anderen Organen via
Blutstrom, andererseits Faktoren aus dem benachbarten Hirngewebe adulte
Neurogenese und Angiogenese simultan oder sequenziell hoch- oder
herunterregulieren, bzw. kdnnen hirneigene Faktoren und peripher sezernierte
Substanzen miteinander in Konkurrenz treten [121], z. B. VEGF, BDNF, EGF,
FGF-2 (Tab. 1.1). Aus der Tumorbiologie ist bekannt, dass das Wachstum von
Malignomen notwendigerweise mit dem Wachstum (Angiogenese) bzw. der
Neuentstehung (Vaskulogenese) von GeféaBen verknlpft ist. Kenntnisse Uber die
funktionelle Einheit von adulter Neurogenese und Angiogenese kdénnten nutzlich
sein, um neue Strategien bei der Therapie von (Hirn)Tumoren zu entwickeln
(Antiangiogenese). Bevacizumab, ein gegen VEGF gerichteter Antikérper, ist
derzeit zur Therapie u. a. des metastasierenden kolorektalen Karzinoms in
Erprobung und wére in diesem Kontext eine interessante Substanz.

Zwei Arbeiten von Cheng et al. [30] und Packer et al. [118] beschreiben einen
weiteren Feedback Loop der adulten hippokampalen Neurogenese: NOS-I, das
die Proliferation neuraler Stammzellen inhibiert, deren Differenzierung jedoch
férdert, agiert in einem positiven Regelkreis mit Brain-derived Neurotrophic Factor
(BDNF). Dieser Zusammenhang wird im folgenden Abschnitt 5.5 genauer
beschrieben.

5.5 Regulation der adulten Neurogenese durch NO

Eine Reihe weiterer Arbeitsgruppen hat sich bislang mit der Regulation der
adulten Neurogenese durch NO beschaftigt, was teilweise zu kontréaren
Ergebnissen fiihrte. Zhang et al. [169] konnten in Ubereinstimmung mit den hier
vorgestellten Ergebnissen zeigen, dass der NO-Donor DETA/NONOat, i. v.
verabreicht, die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus sowohl bei nativen Ratten,
als auch bei Ratten nach artifiziell hervorgerufenen Schlaganfallen
(Mediainfarkten) dosisabhangig steigert. AuBerdem verbesserte der NO-Donor
das funktionelle Outcome nach dem ischamischen Ereignis. Nach Verabreichung
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von DETA/NONOat wurden erhdhte kortikale Spiegel von cGMP gemessen, was
ein Indiz far die tatséchliche Wirkung der systemisch applizierten Substanz im
ZNS ist. Insgesamt weisen diese Daten auf eine positive Regulation der adulten
hippokampalen Neurogenese durch NO hin.

Dazu passen von Arvidsson und Kollegen [8] erhobene Daten, nach denen
postischamische adulte Neurogenese Uber den NMDA-Rezeptor vermittelt wird.
Daraus ist gleichzeitig eine Rolle von NO bei der adulten Neurogenese nach
fokaler zerebraler Ischamie zu vermuten, da NO im Hippokampus der Second-
Messenger des NMDA-Rezeptors ist. Eine Arbeit von Zhu et al. [173] weist
auBerdem eine essenzielle Rolle von NO, das durch die induzierbare NOS-II
synthetisiert wird, bei der gesteigerten adulten hippokampalen Neurogenese nach
fokaler  zerebraler Ischdmie nach, was aber einen  mdglichen
Kompensationsmechanismus flr pharmakologische oder genetische Inhibition
einer der beiden konstitutiv vorhandenen NOS-Isoformen | und Ill nahe legt [129,
172, 173] (s. u.). Interessanterweise ist die ischamie-induzierte adulte
Neurogenese NOS-Il-abhangig reguliert, die Basalrate der Neurogenese jedoch
vom NOS-II-Genotyp unabhangig [173]. NOS-II kann als einziges NOS-Isoenzym
schnell hoch reguliert werden und ist auBerdem unter Normalbedingungen nicht
im Hirngewebe nachweisbar, so dass NOS-II als ,Notfall-NOS* offenbar Aufgaben
bei akuten pathophysiologischen Zustdnden wie zerebraler Ischamie innehat.

Park et al. [124] konnten zeigen, dass selektive Inhibition von NOS-I zu einer
Zunahme des durch Adrenalektomie ausgeldsten Zelltodes von Kdrnerzellen des
Gyrus dentatus fihrt. Im Umkehrschluss ist NO durch NOS-I somit zytoprotektiv
fur diese Zellen. Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen hatte dieselbe Gruppe ein
Jahr zuvor gezeigt [125], dass pharmakologische Inhibition von NOS-I bei
adrenalektomierten Ratten die Zellproliferation im Gyrus dentatus steigert. Dies
wird jedoch als Kompensation flir die erhéhte Apoptoserate im Gyrus dentatus von
NOS-inhibierten, adrenalektomierten Ratten aufgefasst [124]. All diese
pharmakologischen Studien sprechen flr eine positive Rolle von NO bezlglich
Genese und/oder Survival von Neuronen des Gyrus dentatus im adulten
Organismus.

Packer et al. [118] zeigten allerdings kiirzlich, dass NO die Proliferation von BrdU-

positiven Zellen in der Subventrikularzone und im Gyrus dentatus negativ
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beeinflusst. Dies wurde sowohl anhand intraventrikuldrer Injektion des nicht-
selektiven NOS-Inhibitors L-NAME, als auch anhand von NOS-I-Knockout-Mausen
demonstriert. Nach NOS-Inhibition durch L-NAME konnte im Gyrus dentatus
bemerkenswerterweise keine Zunahme der Zelldichte neu gebildeter Zellen
gezeigt werden, sondern lediglich eine Zunahme der absoluten Zahl
proliferierender Zellen. Aus dieser Studie ging auBerdem hervor, dass nach
NOS-Inhibition adulte Neurogenese u. a. im Striatum auftritt, woraus ein
physiologisches ,Stummschalten von nicht-neurogenen Stammzellregionen durch
NO gefolgert wird.

Park et al. [125] zeigten, dass selektive NOS-I-Inhibition durch 7-Nitroindazol bei
adrenalektomierten Ratten die Proliferationsrate im Gyrus dentatus steigert (s. 0.),
bei nicht operierten, nativen Kontrolltieren hatte 7-Nitroindazol bei einer
viertdgigen Gabe jedoch keinen Einfluss auf die Proliferationsrate. Dieser Punkt
wurde in einer weiteren Studie vertieft [126], und es zeigte sich
Uberraschenderweise, dass nur die chronische, mindestens 15-tdgige NOS-
Inhibition durch 7-Nitroindazol oder L-NAME (unspezifische NOS-Inhibition) die
Zellproliferation im Gyrus dentatus von nativen Ratten steigert, nicht jedoch eine
5-tdgige Hemmung durch 7-Nitroindazol. Diese Experimente stehen im
Widerspruch zu den hier vorliegenden Daten und legen eine antiproliferative
Wirkung von NO auf die Stammzellen im Gyrus dentatus nahe. Dies wird von
Cheng et al. [30] bestétigt, die bei In-vitro-Untersuchung von murinen
embryonalen neuralen Stammzellen und in vivo (allerdings wurde als neurogene
Nische die Subventrikularzone, nicht der Gyrus dentatus untersucht) eine
antiproliferative, jedoch differenzierungsférdernde Wirkung von durch NOS-|
synthetisiertem NO feststellten. Interessanterweise konnte dabei eine positive
Ruckkopplung von NOS-I und BDNF beobachtet werden. Aus den Arbeiten von
Cheng [30] et al. und Packer et al. [118] geht ein antiproliferativer, aber
differenzierungsférdernder Effekt von durch NOS-I produziertem NO hervor.
Offenbar wird das Umschalten von der Proliferation zur Differenzierung als zwei
aufeinander folgende Prozesse durch NO realisiert. Wie kann jedoch dasselbe
Molekil NO einerseits antiproliferativ und differenzierungsférdernd (NOS-I-BDNF-
Achse), andererseits  proliferationsstimulierend (NOS-III-VEGF-Achse, s. o0.)

wirken? Die Erklarung ist darin zu sehen, dass NO als diffusibles, gasférmiges
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Agens nur einen sehr geringen Aktionsradius hat. Die Lokalisation von NOS-I und
NOS-IIl im Gyrus dentatus ist dabei sehr unterschiedlich. NOS-I ist Giberwiegend in
Interneuronen vorhanden [118], NOS-IIl in den Endothelzellen von BlutgeféaBen
[135]. Somit ist nur NOS-IlI, jedoch nicht NOS-I rdumlich dazu in der Lage, neurale
Stammzellen im Gyrus dentatus direkt zu beeinflussen. Die Stimulation der
Zellproliferation nur durch chronische, jedoch nicht akute NOS-Inhibition in der
genannten Studie von Park [126] ist allerdings ein Indiz daflr, dass in den
genannten 15 Tagen mdglicherweise adaptive Prozesse wie Sekretion von
Wachstumsfaktoren oder auch Induktion von NOS-II ablaufen. Das Studiendesign
erlaubt nicht zu beurteilen, wie hoch die NO-Konzentration im Gyrus dentatus im
Zeitverlauf tatsachlich ist, und durch welche Isoenzyme NO synthetisiert wird.
Bemerkenswert ist auBerdem die kirzlich von Moreno-Lopez et al. erschienene
Studie [111]. Darin wurde gezeigt, dass durch chronische, pharmakologische
NOS-Inhibition mit L-NAME (7 bzw. 15 Tage; isoenzymunspezifisch) oder
7-Nitroindazol die Proliferationsrate in der Subventrikuldarzone, im rostralen
Migrationstrakt und im Bulbus olfactorius von adulten Mausen gesteigert werden
konnte, jedoch nicht im Gyrus dentatus des Hippokampus (dort fand sich eine
nahezu unveranderte Proliferationsrate von 99% der Kontrollen). Somit ist NO ein
physiologischer Inhibitor der adulten Neurogenese im System Subventrikular-
zone - Bulbus olfactorius, jedoch nicht im Gyrus dentatus. Diese Arbeit zeigt
anschaulich, dass die Wirkung von Stickstoffmonoxid auf die adulte Neurogenese
eng an die jeweilige Mikroumgebung der Neuroneogenese gebunden ist. Es ist
somit vorstellbar, dass NO in der Subventrikularzone die Stammzellproliferation
inhibiert, im Gyrus dentatus jedoch férdert.

Insgesamt bestatigt also die Vielzahl der genannten Arbeiten, dass
Stickstoffmonoxid  die  adulte  hippokampale = Neurogenese  reguliert.
Uberraschenderweise zeigt jedoch ein Teil der Literatur eine positive, der andere
Teil eine negative Regulation. Diese sich widersprechende Studienlage zeigt, dass
es bei der Regulation der adulten Neurogenese entscheidend auf die jeweilige
Mikroumgebung der Nervenzellneuentstehung ankommt. Somit muss in
kommenden Studien jeweils gezielt ein Microenvironment, z. B. der adulten
Neurogenese des Gyrus dentatus, in allen Einzelheiten betrachtet werden.

Systemische oder intraventrikuldre Applikation eines NO-Donors oder -Inhibitors
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ist den genannten Studien zufolge zu unscharf, um stringente Daten zu erhalten.
Auch durch Knockout-Modelle einzelner NOS-Isoformen gewonnene Daten sind
nur zusammen mit Knockout-Experimenten der anderen beiden Isoenzyme
auswertbar, da — wie oben dargelegt — zumindest die induzierbare NOS-Il durch
reduzierte Aktivitdt von NOS-I induziert werden kann. Das Gleiche kénnte
prinzipiell auch bei den betrachteten NOS-IlI-Knockout-M&usen der vorliegenden
Studie der Fall sein. Entsprechende Versuche mit Doppelknockout-Tieren werden
momentan durchgefihrt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist aus den genannten Studien abzuleiten: Es ist
offenbar nicht gleichgultig, durch welches der drei zerebral vorkommenden NOS-
Isoenzyme NO bereitgestellt wird. Eine spezifische, pharmakologische NOS-III-
Inhibition ist leider bei der In-vivo-Untersuchung der adulten hippokampalen
Neurogenese (bzw. der Proliferationsrate im Gyrus dentatus) mangels selektiver
Inhibitoren bisher (noch) nicht durchfihrbar.

Insgesamt reguliert NO also die adulte Neurogenese. Es hangt offenbar jedoch
entscheidend von weiteren Parametern wie Ort der adulten Neurogenese (Gyrus
dentatus oder Subventrikularzone), betrachtetem Zeitraum (Proliferation versus
Survival), Quelle von NO (konstitutive NOS-I versus -Ill), Mikroumgebung der
adulten Neurogenese (z. B. Vorhandensein kompetitierender neurotropher
Faktoren etc.) ab, ob letztlich eine positive oder negative Regulation der adulten
Neurogenese durch NO resultiert.

5.6 Methodische Aspekte

In Kap. 5.1 wurde bereits die Aussagekraft der In-vivo-Markierung mit BrdU
bezlglich der Proliferations- und Neurogeneserate im Gyrus dentatus diskutiert.
Weitere Einschrankungen der BrdU-Methode sind, dass die Markersubstanz die
DNA-Synthese und nicht die Zellteilung an sich darstellt [130] (siehe auch
Abschnitt 1.1.3). Daher erscheinen neben sich mitotisch teilenden Zellen auch
Zellen wahrend DNA-Reparaturvorgangen oder wéahrend des physiologischen
DNA-Turnovers [130] als BrdU-immunoreaktive Zellen. BrdU kann sogar selbst
mutagen sein [112] und damit DNA-Reparaturprozesse initiieren. All diese
Artefakte entstehen besonders bei hohen Dosen der In-vivo-Markierung mit BrdU
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(mehrfache Applikation von 50-500 mg/kg KG [130]). In der vorliegenden Studie
wurde den Tieren 4 x 75 mg/kg KG BrdU an einem Tag in 4 i.p.-Injektionen im
Abstand von 2 Stunden verabreicht. Somit befindet sich die hier gewahlte BrdU-
Dosis eher an der unteren Grenze des artefaktproduzierenden Dosisbereichs. Das
begleitende Vorliegen der genannten Artefakte neben realer Zellproliferation ist
jedoch auch in dieser Studie mdglich. Sogar beim Vorliegen solcher Artefakte
wirde es sich jedoch um einen systematischen Fehler bei NOS-IlI-Knockout-
Tieren und Wildtypm&usen handeln, so dass das Endergebnis davon
unbeeinflusst bliebe. Da bei beiden Genotypen haufig Mitosestadien beobachtet
wurden (siehe Abb. 4.2 und 4.3), ist sicher gestellt, dass die BrdU-Methode auch
in der vorliegenden Studie in erster Linie Zellproliferation aufzeichnete.

Im Gegensatz zur méglichen Uberschitzung der Proliferationsrate durch
Artefaktbeimengung kann auch eine Unterschatzung der Proliferationsrate
diskutiert werden [72, 154]. Diese kommt dadurch zustande, dass das BrdU-Label
im Verlauf von 3-4 aufeinander folgenden Zellteilungen so weit verdinnt wird,
dass die immunhistochemische Nachweisgrenze von BrdU unterschritten wird.
Dieser Vorgang durfte hier eher von untergeordneter Bedeutung sein, da innerhalb
von 6 Tagen nach BrdU-Markierung im Wesentlichen nur der initiale
Proliferationsschritt der Stammzellen aufgezeichnet wurde (vgl. Kap. 5.1).
NOS-IlI-Knockout-Mause sind spontan hypertensiv [38, 147], da ihnen mit NO der
Endothelium-derived Relaxing Factor (EDRF) der BlutgeféaBe fehlt. Die reduzierte
Proliferationsrate im Gyrus dentatus von NOS-III-Knockout-Mausen kénnte also
auch mit einer hypertensiven Enzephalopathie der NOS-III-Knockout-Tiere in
einem Zusammenhang stehen. Die Darstellung der mikroskopischen Anatomie der
Hippokampusregion bei NOS-IlI-Knockout-Tieren und -Wildtypen gibt jedoch
keinerlei Hinweise auf bluthochdruckbedingte strukturelle Hirnlasionen (Kap. 4.1).
Darlber hinaus geht aus der Literatur kein Hinweis auf einen Einfluss arterieller
Hypertension auf die adulte Neurogenese hervor. Endotheliale Dysfunktion (NO
als antiatherogener Faktor, vgl. Kap. 1.2.3.1) bei NOS-IlI-Knockout-Tieren und
damit reduzierte adulte Neurogenese durch lokale zerebrale Minderperfusion ist
eine weitere Mdglichkeit. Jedoch zeigen weder die vorliegenden Nissl-Schnitte
noch entsprechende Untersuchungen mehrerer anderer Arbeitsgruppen [38, 75,
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147] neuronalen Zelluntergang in einer Vielzahl von Hirnregionen bei NOS-III-
Knockout-Mausen.
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6. Zusammenfassung

Die Proliferation von in der Subgranularzone des Gyrus dentatus ansassigen
neuralen Stammzellen ist der erste Schritt der Neuentstehung von Nervenzellen
im adulten Organismus, der so genannten adulten Neurogenese, die in
bestimmten neurogenen Nischen des ZNS von Saugetieren und des Menschen
vorkommt. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Enzym endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase (NOS-IIl bzw. eNOS) bzw. durch NOS-IlI gebildetes
Stickstoffmonoxid (NO) die Proliferation neuraler Stamm- bzw. Vorlauferzellen im
Gyrus dentatus des Hippokampus positiv reguliert, da Mause, bei denen das Gen
fur dieses Enzym deletiert ist, Uber eine signifikant erniedrigte
Stammzellproliferation verfigen. NOS-IlI-Knockout-Mause zeigen auBerdem
erhéhte Volumina von Substrukturen des Gyrus dentatus. Biometrische Faktoren,
wie z. B. Alter, Geschlecht, Kérpergewicht, Umgebungsbedingungen, hatten
dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die adulte Neurogenese. Die Abnahme
der adulten Neurogenese bei NOS-IlI-Knockout-Tieren ist fast vollstandig auf die
Reduktion der Stammzellproliferation in der Subgranularzone des Gyrus dentatus
zurtckzufihren. Ein Netto-Zuwachs an neu gebildeten Neuronen 4 Wochen nach
Proliferation kann jedoch durch NOS-III nicht bewirkt werden, was auf eine
komplexe Regulation der adulten Neurogenese hinweist. Die
Stammzellproliferation im adulten murinen Gyrus dentatus wird jedoch vermutlich
unter anderem Uber im Endothel gebildetes NO (als gasférmiges, parakrines
Signalmolekdl) vermittelt.
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