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1 Einleitung

1.1  Das serotonerge System und der Serotonintransporter

Das Monoamin Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein Neurotransmitter, der
aus der essentiellen Aminosaure Tryptophan synthetisiert wird. In den
prasynaptischen Nervenendigungen wird er in Vesikel aufgenommen und dort
gespeichert. Durch ein ankommendes Aktionspotential depolarisiert die Membran
und die intrazelluldre Ca?*-Konzentration steigt. Dies filhrt zur Entleerung der Vesikel
in den synaptischen Spalt mittels Exozytose. Das nun frei diffundierende 5-HT bindet
an die 5-HT-Rezeptoren der post- und prasynaptischen Membran (Abb. 1).

Die Beendigung des Signals kann durch zwei Mechanismen erfolgen. Zum einen
wird der Transmitter 5-HT mit Hilfe eines hochaffinen 5-HT-Transporters (5-HTT)
wieder in die Prasynapse aufgenommen oder er verlasst durch Diffusion den
synaptischen Spalt. In der Prasynapse wird der Hauptteil des 5-HT wieder in
Vesikeln gespeichert. Ein geringer Anteil wird durch die Monoaminoxidase-A (MAO-
A) zu 5-Hydroxy-indolacetaldehyd abgebaut und nach Oxidation zu 5-
Hydroxyindolessigsdure mit dem Harn ausgeschieden [Lodish 2000; Berk 2000;
Schmidt und Thews 2000; Silbernagl 2001]. Somit kontrolliert der 5-HTT die
extrazelluldare  Konzentraton von 5-HT und damit die Dauer des
Neurotransmissionssignals. Nicht nur Selektive Serotonin Wiederaufnahme-
Inhibitoren (SSRI), sondern auch Kokain und Metamphetamine, wie beispielsweise
3,4-Methylendioxymetamphetamin (MDMA, ,Ecstasy”) entwickeln ihre Wirkung Utber
die Blockade dieses Transporters und fihren so zu einer verlangerten
Signalubertragung [Bengel et al. 1998; Schmitt et al. 2003].

Das 5-HTT-Gen gehort zur Gen-Familie der Na*/Cl-abhangigen Transporter. Weitere
Mitglieder dieser Gen-Familie sind der GABA-, Dopamin- und Noradrenalin-
Transporter. Fur den 5-HTT kodiert ein einzelnes Gen. Lesch und Mitarbeitern
gelang es, die Organisation des humanen 5-HTT-Genes zu entschlusseln [Lesch et
al. 1994]. Dieses Gen liegt auf dem Chromosom 17q11.1-q12. Es besitzt eine Lange
von 35 kB und setzt sich aus 14 Exons zusammen. Beim Menschen befindet sich
innerhalb der 1,4 kB umfassenden Promotorregion eine sich wiederholende

Sequenz. Durch Unterschiede in der Anzahl dieses repetierenden Elementes



entstehen Langenvariationen in dieser Promotorregion (5-HTTLPR, 5-HTT Gene-
linked polymorphic region). Der Effekt der 5-HTTLPR-Langenvariation wurde an
Lymphoblasten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die kurze Form mit einer

geringeren 5-HTT-Expression und 5-HTT-Funktion einhergeht [Lesch et al. 2001].

Der 5-HTT wird vor allem in den serotonergen Neuronen der Raphe-Kerne des
Mittelhirns und ihren Projektionen in Cortex, Amygdala, Substantia nigra, Nucleus
caudatus, Hypothalamus und der CA3-Region des Hippocampus exprimiert. Aber
auch aulderhalb des ZNS kann der 5-HTT in Thrombozyten, Lymphoblasten,
pulmonalen und plazentaren Zellen sowie den Nebennieren nachgewiesen werden
[Schmidt und Thews, 2000; Loéffler und Petrides, 1997].

5-HT spielt nicht nur eine Rolle als Neurotransmitter, sondern ist ein wichtiger
Regulator in der Morphogenese, der Migration, der Differenzierung und der
Synaptogenese von Zellen [Lauder et al. 1981; Whitaker-Azmitia 1991]. Aullerdem
hat 5-HT einen Einfluss auf die Verhaltensparameter Angst und Aggressivitat und
spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung affektiver Erkrankungen. 5-HT hat
darUber hinaus aufderhalb des Gehirnes eine wichtige Rolle im Gastrointestinaltrakt.
Im Darm erfolgt die starkste Produktion von 5-HT durch die Tryptophanhydroxylase
(TPH1). Etwa 90% des im Korper produzierten 5-HT wird in den enterochromaffinen
Zellen des Magen-Darm-Traktes synthetisiert und gespeichert. Uber die 5-HT3- und
5-HT4-Rezeptoren regt 5-HT die Darmperistaltik an. Eine weitere Funktion des 5-HT
ist die Unterstutzung der vaskularen Blutstillung bei Blutgefalverletzungen. Das in
Thrombozyten und den Gefallwanden gespeicherte 5-HT wird zusammen mit
Katecholaminen freigesetzt. Dies fuhrt Uber 5-HT2-Rezeptoren zu einer
Vasokonstriktion glatter Muskulatur und damit zu einer Verlangsamung des
Blutstromes, was die zellulare Blutstillung begunstigt. Zusatzlich unterstutzt 5-HT die
Thrombozytenaggregation [Schmidt und Thews 2000; Loffler und Petrides 1997].
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Abb. 1. Die serotonerge Synapse. Schema des Serotonin(5-HT)-Stoffwechsels mit den
Syntheseschritten von Tryptophan (TRP) (lber 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) mittels der
Tryptophanhydroxylase (TPH) zu 5-HT. 5-HT wird in Vesikeln gespeichert. Es erfolgt die
Ausschuttung mit Exozytose und anschlielende Wiederaufnahme in die Prasynapse mit Hilfe des 5-
HT-Transporters (5-HTT). Sowohl pra- als auch postsynaptisch befinden sich 5-HT-Rezeptoren.
Trizyklische Antidepressiva, TCH (z.B. Imipramin, Amitriptylin), Selektive-Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer, SSRI (z.B. Fluoxetin), Nicht-Selektive-Wiederaufnahme-Hemmer, NSRI, Metamphetamine
und Alkaloide hemmen die Wiederaufnahme von 5-HT aus dem synaptischen Spalt in die
Prasynapse. Nichtreversible Monoaminoxidase-A-Hemmer, MAO-A-Hemmer (z.B. Tranylcypromin)
verhindern den Abbau von 5-HT in der Synapse. 5-HT wird zu 5-HIAA (5-Hydroxyindolessigsaure)
abgebaut und Uber die Niere ausgeschieden.

1.2  Serotonin und psychische Erkrankungen

Schon im funften Jahrhundert vor Christus hatte Hippokrates eine Erklarung fur die
Depression. Diese beruhte auf seiner Vier-Safte-Theorie nach der alle Stimmungen
des Menschen von dem Verhaltnis von Blut, Schleim, gelber Galle und schwarzer
Galle abhéngig seien. Ein Uberschuss der schwarzen Galle verursachte demnach
die Melancholie (griechisch fur schwarze Galle), die damalige Bezeichnung fur die
Depression [Brockhaus, 1999]. Zwar haben wir heute ein anderes Erklarungsmodell,
trotzdem behalt Hippokrates Recht, dass eine korperliche, pathophysiologische
Ursache flr die Depression verantwortlich ist [Birbaumer und Schmidt, 2002].

Die Depression wird definiert als eine psychische Krankheit mit einer Stérung der
Affektivitat, der Einheit des Gemduts- und Geflihlslebens, bei der ein depressives

Syndrom im Vordergrund steht. Die typischen Symptome sind wu.a. eine



niedergedruckte, traurige Stimmung, Gehemmtheit im Denken und Handeln,
Interesselosigkeit, Konzentrationsstérungen, Schlaf- und  Appetitstérungen,
Gewichtsverlust, Leistungsabfall, Isolationsneigung und Ruckgang
zwischenmenschlicher Kontakte. Dabei wurden in der Vergangenheit drei Formen
der Depression unterschieden: die Depression als Teil einer organischen
Erkrankung, als psychoreaktive Krankheit oder als korperlich begrindbare,
endogene Depression. Es hat sich gezeigt, dass eine eindeutige Trennung nicht
moglich und empirisch auch nicht haltbar ist. So wird zurzeit hauptsachlich nach der
Intensitat der Depression und der zusatzlichen Prasenz von psychotischen
Symptomen (z.B. Halluzinationen, Wahn) unterschieden [Pschyrembel, 1998;
Brunnhuber und Lieb, 2000].

Die Monoamin-Mangel-Hypothese der Depression ist die heute vorherrschende
theoretische Vorstellung zur Entstehung der Depression. Diese geht von einer
Mangelsituation der Monoamine 5-HT und Noradrenalin im Zentralen Nervensystem
(ZNS) als Ursache fur die depressive Symptomatik aus. Gestltzt wird diese
Hypothese durch die Wirksamkeit verschiedener Antidepressiva, wie z.B. den
Monoamin-Oxidase-Hemmern  (Monoamin-Oxidase-Inhibitoren, MAOI), den
trizyklischen Antidepressiva (non selective monoamino reuptake inhibiors, NSMRI,
TCA), den Selektiven-Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (selective serotonin
reuptake inhibitor, SSRI) und den Selektiven-Noradrenalin-Aufnahme-Hemmern
(selective noradrenaline reuptake inhibitor, SNRI). Bei der Depression wird eine
verminderte Aktivitat serotonerger und adrenerger Neurotransmission vermutet. Es
konnte durch Autopsie-Studien gezeigt werden, dass im Hirngewebe von
depressiven, nicht medikamentds behandelten Patienten und depressiven
Selbstmoérdern die Dichte der postsynaptischen 5-HT2-Rezeptoren im frontalen
Kortex deutlich erhoht ist [Yates et al. 1990; Owens und Nemeroff, 1994; Risch und
Nemeroff, 1992; Biver et al. 1997; Underwood et al. 1999; Arango et al. 2001;
Stockmeier et al. 1998; Nemeroff et al. 1998]. Eine Erklarung daflr ist der
Regulationsmechanismus der positiven Ruckkopplung; aufgrund einer niedrigeren
Plasmakonzentration von 5-HT und NA kommt es zu einer kompensatorischen
Rezeptorvermehrung und damit zu einer gesteigerten Rezeptordichte. Neben der
Wirksamkeit der Pharmakotherapie liefert Argitas und Mitarbeiter ein weiteres

Argument fur die Monoamin-Mangel-Hypothese. Um die normale Gegenregulation



prasynaptischer Autorezeptoren zu vermeiden, gab er zusatzlich zu einem SSRI
(Fluoxetin, Paroxetin) den 5-HT-Autorezeptorblocker Pindolol [Artigas et al. 1996]. So
erhohte sich die 5-HT-Konzentration ohne Gegenregulation und es kam zu einer
verstarkten Wirkung der SSRI.

Daruber hinaus scheinen Menschen mit dem kurzen Allel des 5-HTT-Promotors und
einer damit einhergehenden ca. 40%igen Reduktion der 5-HTT-Expression um
(siehe 1.1) eine hohere Pravalenz fur die Ausbildung von Personlichkeitsstorungen,
die Depressionen und Angststdorungen fordern, zu besitzen [Lesch et al. 1996; Lesch
und Mdssner, 1998].

Zu einer weiteren Ursache fur die Entstehung einer Depression wird eine
Fehlfunktion der normalen, adaquaten Regulation im Umgang mit akutem und
chronischem Stress gezahlt [Kendler et al. 1999]. Die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse ist beteiligt an der hormonellen Stressreaktion. Bei Depressiven
finden sich erhdohte Werte des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) im
Hypothalamus, was zu einer vermehrten Ausschiattung von ACTH im
Hypophysenvorderlappen (HVL) und von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde
(NNR) fuhrt. Eine normale Gegenregulation, also eine Reduktion der
Glukokortikoidausschuttung bei Injektion von Dexamethason, einem synthetischen
Kortikoid mit einer 30-fachen glukokortikoiden Potenz, ist bei Depressiven nicht zu
finden. AulRerdem konnte in Tierversuchen durch Injektion von CRH depressive
Symptome (Schlaflosigkeit, Appetitverlust, verminderte sexuelle Aktivitat, Angst)
ausgelost werden [Birbaumer und Schmidt, 2002; John und Pinel, 2001]. Ob es sich
bei der Erhdhung des Kortisol-Spiegels um die Ursache oder um eine Folge der
Depression handelt, ist noch unklar.

Die Gehirne von depressiven Patienten scheinen auch morphologischen
Veranderungen zu unterliegen, so ist eine Verkleinerung des hippocampalen
Volumens beobachtet worden. Sheline und Mitarbeiter berichten, dass die
Volumenverkleinerung mit der Dauer der Krankheit korreliert [Sheline et al.
1996/1999]. Ob es sich bei diesen Abweichungen der Hirnmorphologie um eine
Ursache oder eine Wirkung der Depression handelt, konnte bis jetzt ebenfalls nicht
geklart werden. Aulerdem sind diese pathologischen Veranderungen auch bei
Patienten mit anderen hirnorganischen Erkrankungen, wie z.B. dem Morbus
Alzheimer, gefunden worden. Es gibt noch keine, fur die Depression hinreichende,

spezifische Begrindung fur diese Tatsache. Auch ungeklart ist bisher, ob diese



Veranderungen des Hippocampus irreversibel sind. In neueren Untersuchungen gibt
es Hinweise, dass unter antidepressiver Therapie das Volumen des Hippocampus
wieder zunimmt [Bremner et al. 2000; Steffens et al. 2000; Colla et al. 2007; Kasper
und McEwen, 2008].

Eine Schwierigkeit bei der Beurteilung der 5-HT-Wirkung liegt in der Vielfaltigkeit der
Effekte, die dieser Stoff auslost. Es gibt nicht nur mehr als zwolf verschiedene
Rezeptoren mit unterschiedlichen Mechanismen, sondern auch die direkten Einflisse
sind mannigfaltig. So scheint er neben der Regulation der Neurogenese, der
Zellreifung und der Zellmigration ebenfalls einen Einfluss auf den programmierten

Zelltod, der Apoptose, zu haben [Persico et al. 2003].

1.3  Das Modell der Serotonintransporter-Knockout-Maus

Zur Untersuchung des serotonergen Systems sowie der Funktion des 5-HTT wurden
5-HTT-Knockout(KO)-Mause generiert. Diese gentechnisch veranderten Mause
besitzen ein im zweiten Exon inaktiviertes 5-HTT-Gen, welches das Start-Codon fur
den 5-HTT beinhaltet. Daraus resultiert eine Inaktivierung des 5-HTT ohne
Veranderung benachbarter Gene (Bengel et al. 1997/1998). Eine erhdhte postnatale
Sterblichkeit oder Unfruchtbarkeit im Erwachsenenalter konnte bei diesen
gentechnisch veranderten Mausen nicht festgestellt werden [Persico et al.
2001/2003].

Bei den 5-HTT-KO-Versuchstieren erfolgt, wie bei den entsprechenden
Kontrollmausen (den so genannten Wildtyp-Mausen), eine normale 5-HT Bildung in
der Prasynapse und anschlielende Ausschuttung in den synaptischen Spalt. Der
Transmitter kann aber aus dem synaptischen Spalt nicht mehr zurlck durch die
prasynaptische Membran transportiert werden. Mathews und Mitarbeiter konnten in
ihren Untersuchungen zeigen, dass das Fehlen des 5-HTT eine Erhdhung der
extrazellularen 5-HT-Konzentration um das 5 — 9 fache in den Hirnregionen Striatum
und Substantia nigra bewirkt [Mathews et al. 2004]. Eine weitere Untersuchung

demonstrierte, dass bei 5-HTT-KO-Mausen eine signifikante Erhohung des



extrazelllularen 5-HT um das 6 — 10 fache in den Hirnregionen Nucleus accumbens,
Putamen, Nucleus caudatus und Prafrontaler Cortex zu finden ist [Shen et al. 2004].
Andererseits ist die 5-HT-Konzentration im Gehirngewebe der 5-HTT-KO-Mause,
verglichen mit Wildtyp-Mausen, um 60 - 80% erniedrigt [Bengel et al. 1998; Fabre et
al. 2000; Mathews et al. 2000/2002; Lira et al. 2003]. Die Anzahl der serotonergen
Neurone in den dorsalen Raphekernen ist bei 5-HTT-KO-Mausen um die Halfte
reduziert und gleichzeitig ist die neuronale Aktivitat ebenfalls um das 4-fach
verringert [Lira et al. 2003].

Eine Gegenregulation der gestérten 5-HT-Homobostase konnte bei den 5-HTT-KO-
Mausen nachgewiesen werden. Der 5-HT-Transport konnte mittels alternativen
Monoamin-Transportersystemen, die eine geringere Affinitat zu 5-HT haben,
geschehen. Dabei kommt es jedoch nicht zu einer Normalisierung der 5-HT-Werte,
wie sie dem einer Wildtyp-Maus entsprechen [Mathews et al. 2004; Shen et al.
2004].

Das Fehlen des 5-HTT wirkt sich auch auf die Expression verschiedener 5-HT-
Rezeptoren, wie z.B. die 5-HT1a-, 5-HT18- und 5-HT3-Rezeptoren, aus [Fabre et al.
2000; Moessner et al. 2004]. Die Veranderungen, die durch den 5-HTT-KO zustande
kommen, werden durch verschiedene kompensatorische Mechanismen wenigstens
zu einem gewissen Teil ausgeglichen. So Ubernehmen andere Transporter einen Teil
der Funktion des 5-HTT. Schmitt und ihre Mitarbeiter konnten z.B. zeigen, dass die
Expression des OCT3 (organic cation transporter 3, Organischer Kationen
Transporter 3) im Hippocampus von 5-HTT-KO-Mausen deutlich erhoht ist. Dieser
organische Kationen-Transporter ist ebenfalls in der Lage, 5-HT in die Prasynapse
aufzunehmen, allerdings mit einer viel geringeren Affinitat. Zwei weitere Monoamin-
Transporter, der Dopamin-Transporter (DAT) und der Noradrenalin-Transporter
(NAT) wurden ebenfalls vermehrt in den neuronalen Stammzellen nachgewiesen.
Auch diese konnen das Fehlen des 5-HTT in einem geringen Mal3e ausgleichen
[Schmitt et al. 2003].

Gentechnisch unveranderte Mause zeigen bei Gabe von dem Amphetamin MDMA
(,Ecstasy”) eine bis zu funffache Steigerung der lokomotorischen Aktivitat. 5-HTT-
KO-Mause zeigten dagegen keine Reaktion auf MDMA, was als Beleg fur den 5-HTT
als Hauptangriffspunkt des MDMA gewertet werden kann [Bengel et al. 1998; Fox et
al. 2007].



Die Gabe des SSRI Fluoxetin fuhrt bei Mausen mit einem unveranderten Genotyp zu
einer deutlich verringerten Immobilitat im ,Tail-Suspension-Test®. In den 5-HTT-KO-
Mausen dagegen konnten keine Reaktionen auf Fluoxetin beobachtet werden.
Andere Antidepressiva, die nicht selektiv den 5-HT-Stoffwechsel beeinflussen, wie
die Trizyklischen Antidepressiva Desipramin und Imipramin, die Uber eine Hemmung
von 5-HT-, Noradrenalin- und Dopamin-Transporter wirken, zeigen eine einen
abgeschwachten Effekt [Holmes et al. 2002; Montanez et al. 2003; Fox et al. 2007].

Des Weiteren besitzen die 5-HTT-Mutanten einen bestimmten Verhaltensphanotyp.
Sie sind im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen weniger aggressiv, zeigen verstarkte
Angstreaktionen und eine geringere Neugier im Erkunden fremder Umgebungen
[Holmes et al. 2002/2003; Lesch et al. 2003]. Nach einer peripheren
Nervenverletzung haben die 5-HTT-KO-Mause kein erhodhtes thermisches
Schmerzempfinden im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen [Vogel et al. 2003].

Diese Verhaltensmodifikationen konnten jedoch nur bei C57BL/6J(B6)
Mausstammen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, beobachtet werden.
Andere Stamme, wie der 129S6, hingegen zeigten keine Kkonsistenten
Veranderungen des gleichen Verhaltensphanotyps. Dieses Beispiel zeigt, dass der
genetische Hintergrund eines Mausestammes einen mafigeblichen Einfluss auf das

Verhalten der gentechnisch modifizierten Versuchstiere hat [Holmes et al. 2003].

1.4  Die adulte Neurogenese und ihre Regulation

Bis vor kurzem bestand die landlaufige Meinung, dass eine Bildung von neuronalen
Zellen nur wahrend der embryonalen und frihen postnatalen Entwicklung beim
Saugetier stattfindet [Cajal, 1897; Rakic, 1985]. Dieses Dogma, dass im adulten
Gehirn keine neuen Neurone gebildet werden konnen und das es nach Ausreifung
des Gehirnes nur noch ein langsames Absterben der Hirnzellen gibt, war noch sehr
lange weit verbreitet. Doch schon 1965 konnten Altman und Das die Aktivitat
neuronaler Stammzellen in Hirnen von Ratten nachweisen [Altmann und Das, 1965].
Die Neurogenese (von manchen Autoren auch Neuroneogenese genannt) ist

definiert als die Entstehung neuer, voll funktionsfahiger Zellen aus Stammzellen bzw.



Vorlauferzellen. Im allgemeinen Sprachgebrauch wird nicht zwischen der Bildung von
Neuronen, Gliazellen oder Gefalzellen unterschieden, die Kkorrekterweise als
Neurogenese, Gliogenese oder Angiogenese bezeichnet werden musste. Der
Hippocampus und die Subventrikularzone (SVZ) sind die beiden Hauptregionen mit
standig proliferierenden Stammzellen [Reynolds et al.1992; Richards et al. 1992;
Palmer et al.1997; Gage, 2002].

Bei Mausen und Ratten wird die Anzahl der neu gebildeten Zellen auf 1000 - 3000
Zellen/Tag geschatzt. Verglichen mit der Gesamtzahl der Zellen der KZS des
Hippocampus von ca. 1 - 2 Millionen scheint dies relativ wenig. Auf die Lebenszeit
einer Maus gerechnet sind dies jedoch ca. 20 - 30% der Gesamtzellzahl, die
ausgetauscht wurde [Cameron und McKay, 2001; Shors et al. 2001; Jacobs, 2002].

Zum Nachweis von in vivo neu gebildeten Zellen wird Bromodeoxyuridine (BrdU)
verwendet. Bromodeoxyuridin wird systemisch verabreicht und anstelle von Thymidin
wahrend der Synthesephase der Mitose in die DNA eingebaut. Nach histologischer
Bearbeitung des Gewebes mit Antikorpern gegen BrdU kdénnen diese
immunhistochemisch sichtbar gemacht werden. BrdU ist im Korper nur kurz
verfugbar, so dass nur die zum Zeitpunkt der BrdU-Injektion sich teilenden Zellen
markiert werden. Etwa vier Wochen nach der BrdU-Gabe sind die Migration und
Ausdifferenzierung der neu gebildeten Zellen abgeschlossen, so dass zu diesem
Zeitpunkt eine Doppelmarkierung mit Markern fir Neurone oder Astrozyten maoglich
ist [Miller und Nowakowski, 1988; Del Rio und Soriano, 1989; Takahashi et al. 1992;
Kempermann et al. 1998; Cameron und McKay, 2001].

Im Gyrus dentatus des Hippocampus sind die Stamm- bzw. Vorlauferzellen in der
Subgranulare Zone (SGZ) lokalisiert. Von dort wandern die neu gebildeten Zellen
unter gleichzeitiger Ausdifferenzierung zu ihrem Funktionsort, der Kornerzellschicht
(KZS, Stratum granulosum) oder dem Hilus [Trepel, 1999]. Auch bei anderen
Nagetieren wie z.B. mongolischen Wistenrennmausen und bei Primaten konnte eine
adulte Neurogenese nachgewiesen werden [Reynolds und Weiss, 1992; Gould et al.
1999; Gage et al. 2000; Taupin und Gage, 2002]. Aber auch beim Menschen konnte
die adulte Neurogenese nachgewiesen werden [Eriksson et al. 1998; Gross et al.
2000]. Im Rahmen einer klinischen Studie wurde Patienten zur Uberwachung von
Tumorwachstum BrdU verabreicht. Nach ihrem Ableben konnte bei diesen Patienten

im Hippocampus Neurogenese nachgewiesen werden [Eriksson et al. 1998].



Der Hippocampus (aus dem Griechischen: das Seepferdchen) ist der Hauptteil des
Archicortex, einem der entwicklungsgeschichtlich altesten Teile des Gehirns. Es
handelt sich um einen Teil des limbischen Systems mit der Funktion eines
Integrationsorgans, das uber Verbindungen mit dem Hypothalamus Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, den Septumkernen und dem Gyrus
cinguli das endokrine, viszerale und emotionale Geschehen beeinflusst. Dabei
scheint er eine besondere Rolle fur die Merkfahigkeit zu spielen. Beim Menschen
liegt der Hippocampus basal in den Temporallappen. Bei niederen Saugern, wie z.B.
den Mausen, liegt er zentral Uber dem Zwischenhirn [Trepel, 1999]. Der
Hippocampus besteht hauptsachlich aus zwei unterschiedlichen Bereichen, dem

innen liegenden Gyrus dentatus und dem Ammonshorn (CA)(Abb.2).

In vielen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die neu gebildeten Zellen
strukturell und funktionell im Hippocampus integriert sind. Diese Zellen haben die
gleiche neuronale Morphologie und zeigen die gleichen passiven
Membranfunktionen, Aktionspotentiale und synaptischen Funktionen wie bereits
bestehende Zellen der Kornerzellschicht [Van Praag et al. 2002; Song et al. 2002].
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass die reifen BrdU-positiven Zellen in der
KZS des Hippocampus Axone bilden, die in der CA3 Pyramidenzellschicht enden,
was der normalen neuronalen Anatomie entspricht. AuRerdem sind die neu
gebildeten Zellen von Synapsen umgeben, ein Hinweis auf mogliche Vernetzung und
Interaktion mit anderen Zellen sein kann [Suzuki et al. 1997; Markakis und Gage,
1999].

Welche Rolle die neu gebildeten Zellen im adulten ZNS einnehmen, ist bisher nicht
eindeutig geklart. Zwei Mdglichkeiten waren, zum einen, dass sie als Ersatz fur
absterbende Zellen dienen und ihre Funktion die Erhaltung des bestehenden Status
ware. Eine zweite Mdglichkeit ware, dass diese neu gebildeten, jungen Zellen dem
ausgewachsenen ZNS eine groliere Plastizitat bzw. Anpassungsfahigkeit auf

vielfaltige Einflusse geben [Biebl et al. 2000].
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Abb. 2. Histologische Féarbung eines murinen koronaren Gehirnschnittes mit Cresylechtviolett (aus
www.mbl.org/atlas). Deutlich ist die Trennung in zwei symmetrische Hemispharen mit jeweils einem
Hippocampus zu erkennen. Die Kdrnerzellschicht (KZS) des Gyrus dentatus (GD) kann in die dorsale
und ventrale KZS, welche den Hilus umschlief3en, unterteilt werden. Angeschlossen an den GD liegt
das Ammonshorn (Cornu ammonis, CA), welches in die Abschnitte CA 1 bis CA 4 unterteilt wird.

Die Regulation der Neurogenese ist sehr komplex und noch lange nicht in allen
Details verstanden. In den letzten Jahren sind bereits zahlreiche genetische,
physiologische und pathophysiologische Faktoren sowie Umwelteinfliisse erforscht
worden [Owens und Nemeroff, 1994; Duman et al. 2001; Malberg 2004; Campbell et
al. 2004; Banasr et al. 2004; Ming und Song, 2005; Lledo et al. 2006; Duman und
Monteggia, 2006; Nithianantharajah und Hannan, 2006; Elder et al. 2006].

In diesem Abschnitt soll ein Teil der Faktoren, die einen negativen Einfluss auf die
adulte Neurogenese haben, dargestellt werden. AnschlieRend werden dann einige
der Faktoren genannt, die die adulte Neurogenese positiv beeinflussen.

So konnten z.B. in Mausen mit verschiedenem genetischem Hintergrund
(verschiedene Mausestamme) unterschiedliche Neurogeneseraten nachgewiesen
werden [Kempermann et al. 1997; Perfilieva et al. 2001].

Aulerdem hat das Alter der Versuchstiere einen Einfluss auf die Fahigkeit, neue
Zellen bilden zu kénnen; altere Ratten im Alter von 12 - 27 Monaten weisen eine
deutlich geringere Neubildung von Zellen im Gyrus dentatus auf als junge Ratten mit
einem Alter von 6 Monaten [Kuhn et al. 1996]. In einer anderen Untersuchung wurde

ebenfalls die Neubildungsrate von Zellen im Gyrus dentatus bei Ratten im Alter von
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18 Monaten und mit einem Alter von 35 Tagen mit dem gleichen Ergebnis verglichen
[Seki et al. 1995].

Einer der Umwelteinflisse, die die adulte Neurogenese beeinflussen, ist akuter und
chronischer Stress. Dieser fuhrt zu einer reduzierten Neubildungsrate von Neuronen
im Hippocampus. Gould und Mitarbeiter zeigten dies in einem Versuch mit adulten
Weillbuschelaffen (Gallithrix jacchus). Die mannlichen Affen wurden fir ein
Zeitintervall von 1h in den Heimatkafig eines zweiten mannlichen Affen gesetzt, was
zu erheblichem Stress fuhrte. Im Vergleich zu Kontrolltieren hatten diese Affen eine
signifikant niedrigere Proliferationsrate neuer Zellen [Gould et al. 1998]. Ein ahnlicher
Versuch mit Spitzhérnchen zeigte ebenfalls eine deutlich reduzierte adulte
Neurogenese im Hippocampus [Gould et al. 1997]. Stress induziert Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse die vermehrte Ausschittung
von Glukokortikoiden wie Cortisol. Die Gabe von Cortisol als Modell des durch Stress
erhohten Cortisolspiegels hemmt die Neurogenese sowohl in adulten als auch in
heranwachsenden Tieren [Gould et al. 1992/1994; Cameron et al. 1994]. Allerdings
scheint dies kein direkter Effekt von Cortisol zu sein, da neu entstandene
hippocampale Zellen nur sehr wenige Typ-I- und Typ-lI-Glukokortikoid-Rezeptoren
besitzen [Cameron et al. 1993]. Die Hemmung der Neurogenese durch Cortisol
scheint also Uber einen indirekten Weg zustande zu kommen. Ein Faktor, der daflr in
Frage kommen konnte, ist der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF). In
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Stress und Glukokortikoide einen
negativen Einfluss auf den BDNF-Spiegel im Hippocampus haben [Smith et al. 1995;
Schaaf et al. 1998]. Eine Verbindung von BDNF und 5-HT konnten Nibuya und
Mitarbeiter nachweisen, als sie zeigten, dass die chronische Gabe diverser
Antidepressiva, wie Tranylcypromin, Sertralin, Desipramin und Mianserin, die BDNF-
Expression erhdhten [Nibuya et al. 1995].

In einer Umkehrung der o0.g. Versuche konnte durch Adrenalektomie (Entfernung der
Nebenschilddriise) und der daraus resultierender Senkung des Cortisol-Spiegels die
Neurogenese angeregt werden. Dabei beobachtet man gleichzeitig auch eine
Anhebung des 5-HT-Spiegels und eine Erhdhung der 5-HTa-Rezeptordichte. Dies
unterstreicht die wichtige Rolle, die 5-HT bei der Beeinflussung der adulten

Neurogenese spielt [Hayakawa et al. 1994].
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Die durch Stress verminderte Neurogenese und damit einhergehende geringere
Anzahl an Kornerzellen im adulten Hippocampus konnte eine Erklarung fur die
kleineren Hippocampus-Volumina bei depressiven Patienten sein [Duman et al.
2001].

Zusammenfassend kann man sagen, dass Stress zu einer verringerten Neurogenese
fihrt und dies wiederum zu kleineren Hippocampus-Volumina [Gould et al.
1992/1994; Duman et al. 2001]. Eine hinreichende Erklarung fur das Auftreten
depressiver Symptome ist damit jedoch noch nicht gegeben, da es sich bei der
Depression um eine Erkrankung mit einer multifaktoriellen Genese (u.a. hereditare,
genetische Ursachen) handelt. Die Depression auf eine reduzierte adulte
Neurogenese und stressabhangige Cortisol- und 5-HT-Spiegel zu reduzieren, ware

eine zu einfache Erklarung.

Im folgenden Abschnitt werden einige der Faktoren dargestellt, die einen positiven
Einfluss auf die adulte Neurogenese im adulten ZNS, v.a. dem Hippocampus, haben.
Dass diese vermehrte Zellneubildung nicht nur mit morphologischen Veranderungen
einhergeht, sondern auch zu messbaren Veranderungen des Verhaltens fuhrt,
konnte in einigen Untersuchungen nachgewiesen werden.

In typischen Lernaufgaben, die mit dem Hippocampus assoziiert sind, zeigten Tiere
mit erhohter adulter Neurogenese deutlich verbesserte Leistungen im ,Morris water
maze task”. Bei diesem Test besteht die Aufgabe der Mause darin, eine Plattform in
einem Wasserbecken zu finden. Die Schnelligkeit im Auffinden der Plattform war
nach den Behandlungen, die zu gesteigerter Neurogenese flhrten, ebenfalls erhdht
[Van Praag et al. 1999; Gould et al. 1999]. Daraus kann geschlossen werden, dass
die neu gebildeten Zellen im Hippocampus von adulten Mausen eine Rolle beim

Lernen und der Gedachtnisleistung spielen.

Reizreiche Umgebung sowie Lern- und Gedachtnistraining fordert im Gegensatz zu
einer Standardkafighaltung die Proliferation adulter Stammzellen [Kempermann et al.
1997/1998; Nilsson et al. 1999; Matsumori et al. 2006; Rossi et al. 2006,]. Den
grofdten Einfluss auf die adulte Neurogenese scheint im Zusammenhang mit
reizreicher Umgebung die Férderung motorischer Aktivitat mit Hilfe eines Laufrades
zu sein. [Van Praag et al. 1999; Nillson et al. 1999; Keller et al. 2000; Hattori et al.
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2007]. Die Mechanismen, die dieser vermehrten Neurogenese zugrunde liegen sind
nicht eindeutig geklart. Plasma-Insulin-like-Growth-Factor 1 (IGF-1) spielt ebenfalls
eine Rolle bei der Hirnentwicklung. Carro und Mitarbeiter zeigten, dass durch
vermehrte Bewegung eine Stimulation des systemischen IGF-1 erfolgt und dies zu
einer vermehrten Neurogenese fluhrt [Carro et al. 2000]. Ebenfalls durch Bewegung
ist der Fibroblasten-Wachstums-Faktor (Fibroblast-Growth-Factor 2, FGF-2) erhoht
und hat einen positiven Einfluss auf die adulte Neurogenese [Gomez-Pinilla et al.
1997]. FlUr beide Faktoren konnte auch unabhangig von vermehrter Bewegung
gezeigt werden, dass sie die adulte Neurogenese erhdohen [Gomez-Pinilla et al.
1997; Carro et al. 2000].

In weiterflhrenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Faktoren die
bereits im Zusammenhang mit Bewegung und Neurogenese untersucht wurden auch
alleine systemisch appliziert eine positive Wirkung auf die adulte Neurogenese
haben koénnen. Fir verschiedene Wachstumsfaktoren wie Insulin-like-Growth-Faktor
(IGF-1), intrazerebral oder nasal appliziert [Aberg et al. 2000] oder Fibroblast-
Growth-Faktor (FGF-2) [Yoshimura et al. 2001] konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden.

Aber auch andere Kkorpereigene Substanzen wie z.B. das weibliche
Geschlechtshormon Estrogen fordert nach Untersuchungen von Tanapat und
Mitarbeitern die Proliferation von Neuronen im Gyrus dentatus von adulten,
weiblichen Ratten [Tanapat et al. 1999].

Als eine direkte Antwort auf Verletzungen des Gehirns und fokale zerebrale
Hirninfarkte kommt es zur Férderung der Neurogenese sowohl in der ipsilateralen als

auch in der kontralateralen Hirnhemisphare [Jin et al. 2001; Matsumori et al. 2006].

Besonderes Interesse gilt dem Einfluss von Psychopharmaka auf die adulte
Neurogenese, vor allem im Hinblick auf das Verstandnis von affektiven
Erkrankungen und deren Therapiemdglichkeiten [Lesch et al. 1998/2000/2001/2001;
Benninghoff et al. 2002; Malberg et al. 2000/2004/2005/2005; Schechter et al. 2005;
Duman et al. 2001/2001]. Verschiedene Substanzen sind in ihrer Wirkung auf die
Neubildung von Neuronen im adulten Gehirn untersucht worden. Dexfenfluramin

bzw. sein aktiver Hauptmetabolit N-Norfenfluramin wirkt als 5-HT-Releaser und
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erhoht so den extrazellularen 5-HT-Spiegel. Daneben ist er ein direkter 5-HT2c-
Agonist. Fenfluramin ist strukturchemisch mit den Amphetaminen verwandt, hat aber
keine psychostimulierenden Begleiteffekte. (Fenfluramin wurde zeitweilig als
Appetitzigler verwandt, jedoch wegen Nebenwirkungen im Langzeitgebrauch, wie
Herzklappenschaden und pulmonale Hypertonie wurde die Zulassung entzogen.
Verantwortlich fur die Nebenwirkungen soll die agonistische Wirkung auf 5-HT2s-
Rezeptoren, z.B. am Herzen, sein [Khan et al. 1998; Setola et al. 2005].)

Der Effekt auf die adulte Neurogenese kommt Uber die erhdhten 5-HT-Werte
zustande. Nach Untersuchungen von Azmitia lauft diese Wirkung von 5-HT uber den
5-HT1a-Rezeptor [Azmitia et al. 1996]. Einen negativen Einfluss auf die adulte
Neurogenese haben 5-HT-Antagonisten. In Untersuchungen war in der
Wirkstoffgruppe der 5-HT-Antagonisten (NAN-190, p-MPPI und WAY-100635) eine
um ca. 30% geringere Zellproliferation der BrdU-positiven Zellen im Gyrus dentatus
des Hippocampus festgestellt worden [Radley und Jacobs, 2002]. Eine Studie von
Brezun und Daszuta zeigte, dass durch eine Hemmung der Synthese von 5-HT oder
durch Verletzungen des 5-HT-Systems und der daraus folgenden Erniedrigung des
5-HT-Spiegels zu einer verminderten Neurogenese kommt [Brezun und Daszuta,
1999].

Eine positive Beeinflussung der adulten Neurogenese im Hippocampus durch die
verschiedenen Substanzgruppen von Antidepressiva konnte nachgewiesen werden.
Nach chronischer Gabe des klassischen Trizyklischen Antidepressivums (TCA, Non
selective Monoamino Reuptake Inhibitors, NSMRI) Imipramin konnte eine gesteigerte
Neubildungrate von Zellen im adulten Hippocampus beobachtet werden [Sairanen et
al. 2005]. Aber auch andere Medikamente aus der Gruppe der Antidepressiva mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen wie Desipramin (Trizyklisches Anidepressivum,
TCA), Fluoxetin (Selektiver-Serotonin-Wieder-aufnahme-Hemmer, SSRI), Reboxetin
(Selektiver-Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer, SNRI), Tranylcypromin
(Monoaminoxidase-Hemmer, MAQI) bewirken eine deutlich gesteigerte Neurogenese
im adulten Hippocampus von Ratten [Malberg et al. 2000; Duman et al. 2001;
Malberg und Duman, 2003; Chen et al. 2006]. Auch neuere Therapieansatze bei
Depressionen mit Phosphodiesterase-IV-Inhibitoren wie Rolipram fihren zu einer
gesteigerten Neurogeneserate im Hippocampus von adulten Mausen [Nakagawa et
al. 2002; Sasaki et al. 2007].
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Aber auch Medikamente, die seit Jahrzehnten in der Psychiatrie zur Behandlung
bipolarer Depressionen verwendet werden und keine klassischen Antidepressiva
sind, die Uber den 5-HT-, bzw. NA-Stoffwechsel wirken, haben einen Effekt auf die
adulte Neurogenese. So konnte gezeigt werden, dass die chronische Gabe von
Lithiumsalzen eine erhdhende Wirkung auf die Neurogenese bei ausgewachsenen
Nagetieren hat [Chen et al. 2000; Song et al. 2003].

Die positive Wirkung auf die adulte Neurogenese ist bei den verwendeten
medikamentdsen Antidepressiva unterschiedlich stark ausgepragt. So zeigen die
Trizyklischen Antidepressiva die hochste Zellneubildung, dann abnehmend die SSRI,
die MAOI und die SNRI mit der vergleichsweise kleinsten Neubildungsrate [Malberg
et al. 2000; Duman et al. 2001; Kemperman et al. 2002]. Allerdings tritt dieser Effekt
nicht bei einer einmaligen oder kurzzeitigen (bis 5 Tage) Gabe dieser Substanzen
ein, sondern eine mindesten 14-tagige Behandlung ist daflir notwendig [Malberg et
al. 2000]. Diese zeitliche Verzogerung der adulten Neurogenese stimmt mit dem
verzogerten Einsetzen der klinischen Wirkung der antidepressiven Therapie Uberein
[Karow und Lang, 2003]. Nicht die direkte Wirkung der Antidepressiva scheinen den
therapeutischen, antidepressiven Effekt auszuldésen, sondern langsamere,
neurophysiologische und strukturelle Veranderungen mussen fur dieses Ergebnis

verantwortlich sein.

Der gemeinsame Nenner aller 0.g. pharmakologischen Ansatze zur Behandlung der
Depression, die Uber verschiedene pharmakologische Mechanismen wirken, scheint
eine erhdhte 5-HT-Aktivitat und darUber hinaus eine verstarkte Neurogeneserate im
adulten Hippocampus zu sein.

Eine nicht medikamentdse, aber sehr wirksame Therapie der Depression ist die
Elektrokonvulsionstherapie (EKT). Sie ist eine der effektivsten Wege, die
Neurogeneserate zu erhdhen und bewirkte in Untersuchungen die hdchste
Neubildungsrate aller antidepressiven Therapien bei adulten Ratten und Affen
[Madsen et al. 2000; Malberg et al. 2000; Bolwig und Madsen, 2007; Perera et al.
2007]. Scott und Mitarbeiter zeigten, dass die Verabreichung von EKT zu einer
Verdoppelung der BrdU-positiven Zellen fuhrt [Scott et al. 2000]. In einer
weiterfiuhrenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch in einem Ratten-Modell flr

Depression, hervorgerufen durch chronische Gabe eines Kortikosteroids, eine starke
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Zunahme der Neurogenese nach einmaliger und insbesondere nach mehrmaliger

EKT zu verzeichnen war [Hellsten et al. 2002].

Andere Substanzen, die Uber verschiedene Rezeptoren im ZNS wirken und eine
psychotrope Wirkung haben, wurden ebenfalls auf ihre neurogenetischen
Eigenschaften untersucht.

Cannabinoide, die eine vielfaltige psychotrope Wirkung haben und teilweise schon in
der Schmerz- und Tumortherapie eingesetzt werden, fordern die adulte,
hippocampale Neurogenese bei Versuchen mit Ratten. Gleichzeitig zeigen die
untersuchten Tiere in Verhaltenstests vermindertes Angst- und Depressionsverhalten
[Jiang et al. 2005].

Im Gegensatz dazu induziert die chronische Gabe von anderen psychotropen, nicht
antidepressiv-wirksamen Substanzen wie Morphium und Heroin eine Abnahme der
Neurogenese im adulten Hippocampus von Ratten [Eisch et al. 2000; Yamaguchi et
al. 2004; Kahn et al. 2005]. Auch das Antipsychotikum Haloperidol wurden auf seine
neurogentische Wirkung hin untersucht. Allerdings sind die Ergebnisse der
unterschiedlichen Studien nicht einheitlich. Eine Erhéhung der adulten Neurogenese
wird von Dawirs und Mitarbeiter, eine verringerte Neurogeneserate von Backhouse
und Mitarbeitern berichtet [Dawirs et al. 1998; Backhouse et al. 1982]. Die aktuellere
Untersuchung von Malberg et al. zeigte hingegen keinen Einfluss auf die adulte
Neurogenese [Malberg et al. 2000]. Aus der Substanzgruppe der Neuroleptika wurde
die Wirkung von Clozapin auf die Neurogenese untersucht. In Versuchen mit adulten
Ratten konnte kein Einfluss auf die adulte Zellneubildung im Hippocampus gefunden
werden [Halim et al. 2004; Wang et al. 2004].

Aber auch Medikamente, die keine direkte psychotrope Wirkung haben kdnnen die
adulte Neurogenese beeinflussen. So induziert der Phosphodiesterase-V-Hemmer
Sildenafil (Viagra®) die Neurogenese im Hippocampus von Mausen. Dieses
Medikament wird normalerweise als Reservemedikament zur Behandlung von
Bluthochdruck (Hypertonie), bei der Behandlung der pulmonalarteriellen Hypertonie
und v.a. der erektilen Dysfunktionen verwendet. Den Versuchstieren wurde nach
einem kunstlichen Hirninfarkt der Arteria cerebri media, Sildenafil verabreicht,
welches eine vermehrte Zellneubildung im Gyrus dentatus und der

Subventrikuldrzone anregte [Zhang et al. 2002].
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Eine weitere wichtige Frage der Neurogeneseforschung ist die welche Funktion die
neu gebildeten Zellen im adulten Hippocampus einnehmen.

Die Beteiligung der adulten Neurogenese an Lern- und Gedachtnisprozessen wirde
eine Erklarung flir die zunehmenden oder abnehmenden Lern- und
Gedachtnisfunktion bei Erkrankungen wie der Depression erklaren. Bei Stress,
welcher eng mit der Entstehung von Depressionen assoziiert ist, kommt es zu einer
verminderten Neurogenese. So wird postuliert, dass eine zunehmende oder
abnehmende Neurogenese im Hippocampus einen Zusammenhang mit der Auftreten
oder Abklingen einer klinischen Depression hat [Jacobs et al. 2000; Taupin et al.
2005].

Die zugrunde liegenden Mechanismen von Lern- und Gedachtnisprozessen im
Hippocampus sind allerdings noch lange nicht abschlieRend aufgeklart, so dass noch
weitere Untersuchungen flir ein besseres Verstandnis dieser Vorgange notwendig
sind.

Das Ziel des Wissens um die physiologischen und pathophysiologischen Vorgange
der adulten Neurogenese und v.a. die Funktion, die diese neu gebildeten Zellen
einnehmen, wird die Frage sein, welcher therapeutische Nutzen im Bereich der
neurodegenerativen und neuropathopysiologischen ZNS-Erkrankungen daraus

gezogen werden kann.
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2 Fragestellung

Erst seit wenigen Jahrzehnten ist wissenschaftlich anerkannt, dass die Neubildung
von Neuronen, die sogenannte Neurogenese, auch im erwachsenen Tier und
Menschen stattfindet. Zahlreiche Faktoren sind an der Regulation der adulten
Neurogenese beteiligt. Einen besonders hohen Stellenwert bei der Férderung der
Stammzellproliferation hat 5-HT. Deshalb ist das 5-HTT-KO-Mausmodell mit der
veranderten 5-HT-Homdostase und dem verstarkten Angstverhalten zur weiteren
Untersuchung der Bedeutung des serotonergen Systems fur die adulte Neurogenese
geeignet.

Der Neurotransmitter Serotonin (5-HT) nimmt einen hohen Stellenwert in der
Funktion des ZNS ein. So hat er nicht nur Einfluss auf Stimmung, Schlaf-Wach-
Rhythmus und Schmerzwahrnehmung, sondern dessen Dysbalance wird als ein
wichtiger Faktor bei der Entstehung von affektiven Stérungen, insbesondere der
Depression, angesehen. Bei der serotonergen Neurotransmission spielt der 5-HTT
eine zentrale Rolle und ist auch therapeutischer Angriffspunkt vieler Antidepressiva.
In dieser Arbeit soll die Neuronen- und Astrozyten-Neubildung im Hippocampus 5-
HTT-defizienter Mause im Vergleich zur Kontroligruppe quantitativ bestimmt werden.
Dazu soll Mausen mit unterschiedlichem 5-HTT-Genotyp das Thymidinanalogon
BrdU mehrfach appliziert werden. Vier Wochen nach den erfolgten BrdU-Injektionen
werden dann die Uberlebensraten der neu gebildeten Zellen in den Hippocampi der
Versuchstiere mit Hilfe der Immunfluoreszenztechnik nachgewiesen. Zur
Identifizierung des Differenzierungsendpunktes der neugebildeten Zellen sollen
Doppelmarkierungen mit spezifischen Antikorpern fur reife Neurone (NeuN) und
Astrozyten (GFAP) durchgefuhrt werden. Die Analyse der durchgeflhrten Einfach-
und Doppelmarkierungen wird anschlieBend mit Hilfe des konfokalen
Lasermikroskops erfolgen. Dabei wird vor allem die Anfertigung serieller Schnitte
durch den gesamten Umfang des Zellkorpers der markierten Zellen dienen. Durch
Uberlagerung der mit BrdU- und NeuN- bzw. GFAP-markierten Zellen kann
dargestellt werden, ob Neurone bzw. Astrozyten neu entstanden sind. Da die neu
gebildeten Zellen vier Wochen nach ihrer Entstehung sowohl in die Kérnerzellschicht,
als auch in den Hilus eingewandert sein konnen, soll deren Lokalisation zusatzlich

dokumentiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere stammten aus einer 5-HTT-Knockout (KO)-Zuchtlinie des National
Institute for Mental Health (NIMH, Washington D.C., USA) mit dem genetischen

Hintergrund eines C57/BL6-Mausstammes. Verwendet wurden die Gehirne von

insgesamt 15 Mausen. Die 15 Tiere waren entweder homozygot flr das

ausgeschaltete 5-HTT-Gen (KO; n=7) oder homozygot flr das urspringliche so
genannte Wildtyp-Gen (WT; n=8). Das durchschnittliche Alter der Tiere betrug 3%

Monate (50 — 52 Tage). Bei Beginn des Experimentes wogen sie zwischen 15 und

25¢g. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und waren einem, dem

natlrlichen Tag-Nachtwechsel entsprechenden, artifiziellen Lichtwechsel ausgesetzt.

3.1.2 Immunreagenzien und Antikorper
NHS (normal horse serum)
Primarantikdrper

Anti-BrdU (5-Bromo-2’-Deoxyuridin-
5’-Monophosphat)-IgG1 von der Maus,

monoklonaler Antikorper

Anti-BrdU IgG2a von der Ratte,
polyklonaler Antikérper

Anti-NeuN (Neuronal Nuclei) von der Maus,
monoklonaler Antikorper

Anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)

vom Kaninchen, polyklonaler Antikorper
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Vector Laboratories Inc., Burlingame,
USA

Roche, Indianapolis, USA

Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK

Chemicon International, Inc.,
Temecula, USA
DAKO Diagnostica GmbH,

Hamburg, Deutschland



Sekundarantikorper

Cy’-konjugierter AffiniPure
Anti-Ratten 1gG (H+L)

von der Ziege
Cy’-konjugierter AffiniPure
Anti-Kaninchen IgG (H+L)
von der Ziege
Cy?-konjugierter AffiniPure
Anti-Maus 1gG (H+L)

von der Ziege

3.1.3 Puffer und Losungen

TBS (Tris buffered saline)

0,1 M PBS (Phosphate buffered saline)

20 x SSC

0,1M Borsaure, pH 8,5
4% PFA (Paraformaldehyd)

Blocklésung

5 M Salzsaure (HCI)
10% Natriumazid (NaNs)
Thymol >99%
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Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc., USA

Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc., USA

Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc., USA

0,1 M Tris-HCI, pH 7,5
0,15 M NacCl

0,137 M NaCl

2,7 mM KCI

8,1 mM Naz;HPO,4

1,5 mM KH,PO4

3 M NacCl,

0,3 M NaCitrat

4% PFA in PBS

5% NHS

0,25% Triton X-100

2% BSA (bovine serum albumin)
in TBS

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland



3.1.4 Gerate
Konfokales Lasermikroskop Leica TCS SP2 Leica Microsystems GmbH,

Heidelberg , Deutschland
Vibratom 752 M Vibrosclice Campden Instruments Ltd., Sileby, UK

3.1.5 Verschiedenes

Rinder Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
5-Bromo-2-Deoxyuridin (BrdU) Roche, Mannheim, Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
(t-Octylphenoxypoly- Steinheim, Deutschland
ethoxyethanol)
Vitro-Clud Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland
Sekundenkleber UHU GmbH, Buhl, Deutschland
Valet Blades (Vibratomklingen) World Precision Instruments Ltd.,
Sileby, UK
Objekttrager SuperFrost® Plus Menzel-Glaser,

Braunschweig, Deutschland
Deckglaser 24 x 50 mm A. Hartenstein, Deutschland
Immersionsal, fluoreszenzfrei AppliChem GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Microsoft Word 2000 Microsoft, USA

Microsoft Excel 2000 Microsoft, USA

Photoshop 5.5 Adobe Incorporated Systems,
USA
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3.2 Methoden

3.2.1 BrdU-Injektionen und Herstellung der Gewebeschnitte

Die BrdU-Injektionslésung wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml verwendet. Als
Lésungsmittel diente NaCl 0,9 % in A.bidest. Die BrdU-Losung wurde steril filtriert
und vor der Injektion auf Koérpertemperatur (37° C) erwarmt. Jeder Maus wurden 75
mg/kg Korpergewicht BrdU intraperitoneal appliziert. Es erfolgten insgesamt vier
Injektionen im Abstand von jeweils 2 h. Zur Untersuchung der Uberlebensrate und
der Differenzierungsrichtung der durch Proliferation neu gebildeten Zellen wurden die
Tiere 4 Wochen nach der letzten BrdU-Gabe in Athernarkose mittels Genickbruch
getotet. Die daraufhin enthommenen Hirne wurden far 48 - 72 h in frisch
hergestelltem 4%igem PFA bei 4° C fixiert. Danach wurden die Hirne flir 4 x 15 min
in TBS gespult. Am Vibratom wurden serielle Schnitte des Hippocampus mit einer
Dicke von 40 um hergestellt und bei 4° C in mit Thymol versetztem PBS gelagert. Die
Gehirne wurden hierzu mit Sekundenkleber orbital auf dem Schlitten befestigt und in
PBS gebadet.

3.2.2 Doppelmarkierungen mit Hilfe der Immunfluoreszenz

Von allen Mausehirnschnitten  wurde jeder sechste  Schnitt einer
immunhistochemischen Farbung zum gleichzeitigen Nachweis von BrdU und NeuN
unterzogen. Nach zweimaligem Spulen der Schnitte in TBS fur jeweils 10 min
erfolgte eine Inkubation des Gewebes in 50 % Formamid / 2 x SSC bei 65° C fur 2 h
bei leichtem Schutteln. AnschlieRend wurden die Schnitte zweimal in TBS und
danach in 2 N HCI bei 37° C flir 30 min gespult. Die Saurebehandlung fuhrt zur
Denaturierung der DNA, damit das darin integrierte BrdU flr die Antikérpererkennung
frei zuganglich ist. Danach wurden die Schnitte in 0,1 M Borsaure (pH 8,5) fur 10 min
neutralisiert und dreimal in TBS fur jeweils 10 min gespult. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte mit Blockldsung bei
Raumtemperatur (RT) fur mindestens 1 h versetzt. Die gleichzeitige Inkubation der
Gewebeschnitte mit dem gegen BrdU gerichteten polyklonalen Antikérper von der

Ratte (Verdunnung 1:200 in Blocklésung) und dem gegen NeuN gerichteten
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monoklonalen Antikdrper von der Maus (Verdinnung 1:2000 in Blockldsung) erfolgte
bei 4° C uUber Nacht. Nach dreimaligem Spulen mit TBS fur 10 min folgte die
Inkubation mit den Sekundarantikdrpern: Cy*-markierter Anti-Ratte-IgG (Verdiinnung
1:200) und Cy®-markierter Anti-Kaninchen-Antikdrper (Verdiinnung 1:200) in TBS bei
Raumtemperatur fir 2 h. Dieser letzte Schritt erfolgte unter Ausschluss von Licht, um
ein Ausbleichen der Fluorochrome Cy® und Cy® méglichst zu vermeiden. Zum
Abschluss wurden die Schnitte 3 x 10 min in TBS gewaschen, anschlielRend auf
Objekttrager aufgezogen, uUber Nacht getrocknet und mit Vitro-Clud und einem
Deckplattchen abgedeckt.

AulRerdem wurde eine zweite Serie von Hippocampusschnitten einer
immunhistochemischen Farbung zum gleichzeitigen Nachweis von BrdU und GFAP
unterzogen. Das hierfur verwendete Farbeprotokoll unterscheidet sich nur in Bezug
auf die Zusammensetzung der Primar- und Sekundarantikorperlésungen von dem
bereits detailliert beschriebenen Immunfluoreszenznachweis (s.o.). Der gegen BrdU
gerichtete monoklonale primare Antikdrper von der Maus (Verdinnung 1:400) wurde
zusammen mit dem gegen GFAP gerichteten polyklonalen PrimarantikGrper
(Verdiinnung 1:2000) eingesetzt. Die Zweitantikdrperldsung bestand aus Cy*
markierten, gegen Maus-IgGs gerichtete Antikorper (Verdinnung 1:150) und aus
Cy’-markierten, gegen Kaninchen-lgGs gerichtete Antikdrper (Verdiinnung 1:150).

Als Spezifitatskontrolle dienten Inkubationen ohne Primarantikorper.

3.2.3 Die konfokale Lasermikroskopie

Die immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte (siehe 3.2.2) wurden mit Hilfe
eines Leica TCS SP2 konfokalen Lasermikroskopes mit der Leica Confocal Software
2.871-6A untersucht. Es wurden verschiedene Leica N-PLAN und PLANPO
Objektive mit 20 — 100facher Vergrofierung fur die Einzelbilder und die Serienbilder
eingesetzt. Die Verwendung von Immersionsdl verringerte die sich am Deckglas
reflektierenden Lichtstrahlen, was den Einsatz hochauflésenderer Objektive
ermdglichte.

Bei der konfokalen Lasermikroskopie werden die zu untersuchenden
Gewebeschnitte in einer Ebene durch bewegliche Laserlichtpunkte verschiedener

Wellenlange abgetastet, die Veranderungen im von dem Schnitt emittierenden Licht
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werden mittels einer photoelektrischen Zelle detektiert, elektronisch verarbeitet und
zu einer bildlichen Darstellung umgewandelt. Die BrdU-markierten Zellstrukturen
wurden mit einem Primarantikdrper gekennzeichnet. An diesen bindet der
Sekundarantikdrper, welcher mit den Cytochromen Cy? bzw. Cy® markiert ist.
Cytochrome Cy?> hat eine Emissionswellenlange von 510nm bei einer
Anregungswellenldnge von 492nm (Argon-lonen-Laser). Das Cytochrome Cy® hat
eine Emissionswellenlange von 570nm bei einer Anregungswellenlange von 550nm
(Krypton-Laser). Die Lasermikroskopie ermdglicht es, optische Ebenen in der x- und
y-Achse aber auch in der z-Achse abzubilden. Dies wurde bei etwa einem Drittel der
Aufnahmen gemacht. Aus den Serien dieser mit unterschiedlicher Laseranregung
und unterschiedlichen z-Achsenquerschnitten erstellten Bilder konnten anschliel3end
mit dem Computer die Zellstrukturen rekonstruiert und dargestellt werden. So
konnten bestehende Kolokalisationen von BrdU und NeuN sowie von BrdU und
GFAP in einer Zelle bestatigt werden [Lichtmann, 1994, www.confocal-

microscopy.com, www.jireurope.com/technical/f-cy3-5.asp].

Die Untersuchung und Zahlung der neu entstandenen Zellen erfolgte in den
anatomischen Strukturen SGZ, Hilus und KZS. Die KZS wurde annahernd in drei
Drittel, einem unteren (der SGZ am nachsten gelegen), mittleren und oberen Dirittel,
unterteilt. Betrachtet wurden jeweils einzelne Gesichtsfelder, in denen die neu
entstandenen Zellen gezahlt und mittels der verschiedenen Farbemissionen den
unterschiedlichen Zelltypen (Neurone oder Astrozyten) zugeordnet wurden. Aufgrund
des Ausbleichens der Fluorochrome bei der Analyse einzelner Gesichtsfelder
konnten Uberschneidungen der Gesichtsfelder bzw. Doppelzahlungen weitgehend
vermieden werden.

Durch die im Farbeprozess erfolgten mechanischen Beanspruchungen der Schnitte
kam es teilweise zu Schaden und dem Verlust einzelner Hippocampi. Deshalb wurde
die Zahl der einfach- oder doppelt markierten Zellen pro Tier auf die Anzahl der
analysierten Hippocampi umgerechnet. Aus den absoluten Zahlenwerten wurde dann
der Durchschnitt aller neu entstandenen Zellen pro Hippocampus und die
entsprechende Standardabweichung (STABW) berechnet. Die Verteilung der Zellen
in den einzelnen Zonen wurde in Prozent angegeben. Die Darstellung erfolgte in
Diagrammen, die mit Microsoft Excel und VectorWorks erstellt wurden. Fur die
statistische Auswertung wurden Microsoft Excel und die Biostatistik von Kohler,
Schachtel und Voleske (2002) verwendet.
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4  Ergebnisse

Zur Untersuchung der Differenzierung neu gebildeter Zellen im Hippocampus wurden
Kolokalisationsstudien mit Hilfe von Antikdrpern gegen BrdU und den Zelltyp-
Markern NeuN und GFAP durchgefuhrt. BrdU kennzeichnet alle zum Zeitpunkt der
BrdU-Applikationen mitotisch aktiven (neu gebildeten) Zellen. NeuN ist ein
spezifischer Marker fur reife Neurone und GFAP ist ein Marker fur Astrozyten. Die
mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbungen doppelt markierten Zellen konnten dadurch
verschiedenen Zelltypen, den Neuronen und Astrozyten, zugeordnet werden.

Die untersuchten Versuchstiergruppen umfassten insgesamt 15 C57/BL6-Mause, die
im Tierlabor der Universitatsklinik Wurzburg gezlchtet worden sind. Die
urspringliche Zuchtlinie wurde im National Institute for Mental Health (NIMH,
Washington D.C., USA) generiert. Dabei handelte es sich um sieben Tiere mit einem
homozygoten Knockout (KO) fur das 5-HTT-Gen sowie acht Kontrolltiere mit einem
voll funktionsfahigen 5-HTT-Gen. Die Versuchstiere wurden 28 Tage nach
Applikation von BrdU getdtet, ein Zeitraum, bei dem nicht vorwiegend die
Proliferation der adulten Stammzellen untersucht werden kann, sondern die
Uberlebensrate (survival rate) und die Differenzierungsrichtung der neu gebildeten
Zellen. Die Hirnschnitte wurden, wie unter 3.2.1 und 3.2.2 beschrieben, behandelt

und die Auswertung erfolgte mit Hilfe der konfokalen Lasermikroskopie (siehe 3.2.3).

4.1 Identifizierung und quantitative Analyse neu gebildeter Astrozyten

GFAP (glial fibrillary acidic protein) ist ein im Cytoplasma von Astrozyten lokalisiertes
Intermediarfilamentprotein, das als ein spezifischer Marker fur Astrozyten verwendet
wurde. Abb. 3 zeigt beispielhaft Aufnahmen einer Immunofluoreszenzfarbung zur
Untersuchung der Kolokalisation von BrdU und GFAP. BrdU ist in diesen Aufnahmen
mit einen grun fluoreszierenden Marker gekennzeichnet (Abb. 3a). In Abb. 3b
erfolgte der GFAP-Nachweis mit Hilfe eines roten Fluorochroms. Die meisten
Astrozyten sind in der SGZ und im Hilus lokalisiert und nur eine geringere Anzahl an
Astrozyten konnte in der KZS nachgewiesen werden. Durch Fusionierung bzw.

Uberlagerung der Aufnahmen 3a und 3b entsteht Abb. 3c mit der Mdglichkeit
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Kolokalisationen von BrdU und GFAP zu erkennen und damit neu gebildete
Astrozyten zu identifizieren. Abb. 3d zeigt einen neu gebildeten Astrozyten mit dem
durch das Uberlagern grin und rot fluoreszierender Aufnahmen gelb
fluoreszierenden Zellkern und den fur Astrozyten typischen Cytoplasmafortsatzen bei
starkerer VergroRerung. Mit BrdU und GFAP doppelt markierte Zellen waren bei den
Kontrolltieren als auch bei den 5-HTT-KO-Mausen Uuberwiegend in der SGZ
lokalisiert (75-80%; siehe auch Abb. 3c und d). Die restlichen 20% bzw. 25% waren
im unteren Drittel der KZS zu finden. Im Hilus konnten keine BrdU/GFAP-doppelt

markierten Zellen identifiziert werden.
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Abb. 3. BrdU/GFAP-doppelt markierte Zellen in der Subgranuldrzone (SGZ) des Gyrus dentatus -
Aufnahmen mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops. a) BrdU-positve Zellen (grin, Pfeile), b)
GFAP-positive Zellen (rot, Pfeile), c) Fusionierung von a) und b) zur Darstellung doppelt markierter
Zellen. Die Pfeile markieren Zellen, welche durch die Kolokalisation von BrdU und GFAP als neu
gebildete Astrozyten identifiziert werden konnten. In d) ist ein vergroRerter Ausschnitt aus dem
Gyrus dentatus eines weiteren Gewebeschnittes dargestellt. GFAP-positive Fortsatze umschlieRen
in der mit einem Pfeil gekennzeichneten Zelle den gelben Zellkern des neu gebildeten Astrozyten.
Hi, Hilus; KZS, Kornerzellschicht.
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Bei der Immunofluoreszenz-Farbereihne mit BrdU/GFAP konnte zwischen den
Versuchsgruppen der 5-HTT-KO- und der WT-Mause weder in Bezug auf die
Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen (siehe Abb. 4) noch in Bezug auf die Anzahl neu
gebildeter Astrozyten (siehe Abb. 5) ein signifikanter Unterschied gezeigt werden
(student’s t-test).

Es wurden durchschnittlich 44,34 BrdU-positive Zellen (STABW 15,73) in der KZS
(welche die SGZ mit beinhaltet) beider Hippocampi von Kontrollmausen und 47,99
BrdU-positive Zellen (STABW 11,17) in der KZS von 5-HTT-KO-M&ausen
nachgewiesen. Unter Einbeziehung der BrdU-positiven Zellen des Hilus erhdhten
sich die Mittelwerte auf 53,34 Zellen (STABW 20,54) bei Kontrolltieren und 55,9
Zellen (STABW 14,03) bei 5-HTT-KO-Tieren (siehe Abb. 4).

Neu gebildete Zellen
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60 ,
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BrdU positive Zellen

KZS/SGZ KZS/SGZ/Hilus

Abb. 4. Durchschnittliche Anzahl BrdU-positiver Zellen pro Gehirn in beiden Hippocampi bei der
BrdU/GFAP-Immunofluoreszenz-Férbung in der KZS incl. SGZ und in KZS incl. SGZ und Hilus.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und STABW bei Wildtyp (WT) und 5-HTT-Knockout (5-HTT-
KO) Mausen.

Wie Abb. 5 zeigt, betrug der Anteil an BrdU-positiven Zellen, die gleichzeitig mit dem
spezifischen Astrozyten-Marker GFAP markiert werden konnten, in den Hippocampi
der WT-Mausen durchschnittlich 1,54% (STABW 0,65) und bei den 5-HTT-KO-Tieren
1,75% (STABW 0,71).
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Abb. 5. Durchschnittlicher Anteil der BrdU/GFAP-doppelt markierten Zellen, Astrozyten, an den BrdU-
positiven Zellen pro Gehirn in beiden Hippocampi der KZS incl. SGZ. In diesem Diagramm sind die
Mittelwerte und STABW bei WT- und 5-HTT-KO-Mausen dargestellt.

4.2 ldentifizierung und quantitative Analyse neu gebildeter Neurone

NeuN (neuronaler Nukleus) ist ein spezifischer Marker fur neuronale Zellkerne und
wurde bei der immunohistochemischen Farbung zur Kennzeichnung reifer Neurone
verwendet. Somit sind Zellen, die sowohl BrdU- als auch NeuN-positiv markiert sind,
neu gebildete, adulte Neurone (Abb. 6, 7, 8).

Abb. 6. zeigt Aufnahmen des Gyrus dentatus nach Immunofluoreszenzfarbung zur
Untersuchung der Kolokalisation von BrdU und NeuN. Diese wurden mit Hilfe eines
konfokalen Lasermikroskops angefertigt. In Abb. 6a wird BrdU uber ein rot
fluoreszierendes Fluorochrom nachgewiesen. Abb. 6b zeigt den gleichen Bildausschnitt
wie in Abb. 6a, wobei bei dieser Aufnahme ein grin fluoreszierendes Fluorochrom
NeuN-positive Zellen markiert. Deutlich ist das grune Band der Kornerzellen der KZS
des Gyrus dentatus zu sehen. Abb. 6¢ entsteht durch die Uberlagerung der Abb. 6a und
6b, wobei durch die additive Farbmischung gelb fluoreszierende Strukturen entstehen.
Diese belegen die Kolokalisation von BrdU und NeuN und ermdglichen so die
Identifizierung neu gebildeter Neurone.

Die Abbildungen Abb. 7 und Abb. 8 zeigen weitere Aufnahmen von immunhisto-

chemische Fluoreszenz-Farbungen des Gyrus dentatus vier Wochen nach BrdU-
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Abb. 6. Doppelmarkierung von BrdU und NeuN
imGyrus dentatus mit Hilfe der Fluoreszenz-

immunhistochemie-Aufnahmen mit dem
konfokalen Lasermikroskop. In Abb. a) sind
BrdU-positive Zellkerne rot markiert

(Pfeilspitzen). Sie sind Uberwiegend in der
Subgranularzone (SGZ) lokalisiert. Abb. b) zeigt
den gleichen Bildausschnitt nach Anregung des
Fluorochroms Cy2. Die Kdrnerzellen der KZS
sowie verstreut liegende Neurone des Hilus (Hi)
zeigen positive Immunreaktion far NeuN (grin).
In Abb. c) ist die Fusionierung von Abb. a) und
b) gezeigt. Dadurch werden einzelne BrdU
positive Zellen als adulte Neurone in der SGZ
und im Hilus (Hi) identifiziert (gelb, Pfeilspitzen).

Gabe zum Nachweis neu gebildeter Neurone. Diese Bilder wurden ausgewahlt, um
die Unterscheidung von nur BrdU-positiven Zellen und sowohl BrdU- als auch NeuN-
positiven Zellen zu zeigen. In Abb. 7 sind fusionierte Aufnahmen in starkerer
VergroBung zu sehen, wobei keine Kolokalisation von BrdU- und NeuN-positiven
Zellen zu erkennen ist. Es sind nur rot-markierte, BrdU-positive, also durch
Proliferation adulter Stammzellen neu gebildete Zellen zu sehen. Lokalisiert sind
diese Zellen in Abb. 7a in der SGZ und in Abb. 7b im unteren Drittel der grun-
markierten Neuronen der KZS. Im Gegensatz dazu ist in Abb. 8 die eindeutige
Kolokalisation von BrdU- und NeuN-positiven Zellen zu sehen, so dass diese gelb

erscheinenden Zellen neu gebildete Neurone in der SGZ sind.
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Abb. 7. Nach vier Wochen konnten nicht alle neu gebildeten, BrdU-positiven Zellen im Gyrus
dentatus als Neurone identifiziert werden. Immunofluoreszenzfarbung zum Nachweis von BrdU-
und NeuN-positven Zellen. Die Kérnerzellen der KZS sowie verstreut liegende Neurone des Hilus
zeigen eine positive Immunreaktion fir NeuN (grin). In der SGZ (a)) und im unteren Drittel der KZS
(b)) liegen neu gebildete, nur BrdU-positive Zellen, die somit nicht eindeutig den Neuronen
zugeordnet werden konnten. Die Pfeile zeigen die Lage der BrdU-positiven Zellkerne an.

Abb. 8. Im Gyrus dentatus konnten nach vier Wochen sowohl neu gebildete Neurone aber auch
andere neu gebildete, BrdU-positive Zellen gefunden werden. Immunfluoreszenzfarbung zum
Nachweis von BrdU- und NeuN-positiven Zellen. Die Koérnerzellen in der KZS sind fur den
Neuronenmarker NeuN (gruin) positiv. In a) sind drei sowohl BrdU-positive als auch NeuN-positive
Zellen, also Neurone, in der SGZ zu sehen (gelb, Pfeilspitzen). Bild b) zeigt doppelt markierte
Neurone (gelb, Pfeilspitzen) und eine nur mit dem BrdU-Antikdrper markierte Zelle (rot, Pfeil) im
gleichen Bildausschnitt in der SGZ und dem unteren Drittel der KZS.
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Die quantitative Analyse sowohl der BrdU- (Abb. 9) als auch der BrdU/NeuN-
positiven Zellen, Neurone, (Abb. 10) in der KZS (welche die SGZ einschliel3t) von 5-
HTT-KO- und WT-Mausen ergab keinen signifikanten Unterschied (student’s t-test).

Es konnten in der KZS beider Hippocampi durchschnittlich 53,56 (STABW 16,16)
BrdU-positive Zellen bei den Kontrollmausen und 57,58 (STABW 19,76) BrdU-
positive Zellen bei den 5-HTT-KO-Mausen gezahlt werden. Durch Einbeziehung aller
im Hilus lokalisierten BrdU-positiven Zellen erhdhten sich die Mittelwerte auf 59,31
(STABW 17,91) und 63,96 (STABW 20,2) BrdU-positive Zellen in den Hippocampi
von WT- und KO-Versuchstieren (Abb. 9).
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Abb. 9. Durchschnittliche Anzahl BrdU-positiver Zellen pro Gehirn in beiden Hippocampi bei der
BrdU/NeuN-Immunofluoreszenz-Férbung in der KZS incl. SGZ und in der KZS incl. SGZ und Hilus.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und STABW von WT und 5-HTT-KO-Mausen.

Wie Abb. 10 zeigt, betrug der Anteil an BrdU-positiven Zellen, die gleichzeitig mit
dem spezifischen Neuronen-Marker NeuN markiert werden konnten, in den
Hippocampi der Wildtyp-Tiere durchschnittlich 44,98% (STABW 22,03) und 49,11%
(STABW 19,65) bei den 5-HTT-KO-Tieren (Abb. 10.).
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Abb. 10. Durchschnittlicher Anteil der BrdU/NeuN-doppelt markierten Zellen, Neurone, an den BrdU-
positiven Zellen pro Gehirn in beiden Hippocampi der KZS incl. SGZ. In diesem Diagramm sind die
Mittelwerte und STABW bei WT- und 5-HTT-KO-Mausen dargestellt.

4.3 Das Migrationsverhalten neu gebildeter, neuronaler Zellen

Neben der Anzahl und der Art wurde auch die Lokalisation der neu gebildeten Zellen
untersucht. Die Stammzellen, aus denen die neuen Zellen entstehen, befinden sich
in der SGZ. Von dort wandern diese Zellen an den Ort ihrer spateren Funktion in der
KZS oder dem Hilus.

Zwischen dem Mobilitatsverhalten BrdU-positiver Zellen (ohne Bertcksichtigung
einer zusatzlich bestehenden Doppelmarkierung) im Gyrus dentatus von 5-HTT-KO-
und WT-Mausen konnte sowohl bei den Farbereihen zum Nachweis neu gebildeter
Astrozyten (Abb. 11a) als auch zum Nachweis neu gebildeter Neurone (Abb. 11b)
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. In beiden Farbereihen waren die
BrdU-positiven Zellen des Hippocampus Uberwiegend in der SGZ lokalisiert. Ein Tell

der neu gebildeten Zellen fand sich in der KZS und im Hilus.

Jedoch ergab die quantitative Analyse der zwei unterschiedlichen Farbereihen ein
unterschiedliches Verteilungsmuster der BrdU-positiven Zellen. Bei den Wildtypen
waren 57,43% (STABW 20,54) der neu gebildeten Zellen in der SGZ, 25,71%
(STABW 13,6) waren in die KZS und 15,82% waren im Hilus lokalisiert. Im Vergleich
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dazu waren bei den 5-HTT-KO-Tieren 60,26% (STABW 14,03) in der SGZ, 25,61%
(STABW 13,36) in der KZS und 14,13% im Hilus lokalisiert (Abb. 11a). Bei der
Farbereihe zum Nachweis neu gebildeter Neurone waren bei den WT-Tieren 70,84%
(STABW 17,91) der Zellen in der SGZ, 19,52% (STABW 5,4) in der KZS und 9,64%
(STABW 5,81) im Hilus zu finden. Bei den 5-HTT-KO-Tieren waren 68,92% (STABW
20,2) der neu gebildeten Zellen in der SGZ, 20,59% (STABW 9,84) in der KZS und
10,49% (STABW 5,02) im Hilus lokalisiert (Abb. 11b)
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Abb. 11.  Verteilungsmuster der neu gebildeten Zellen, unabhédngig von ihrem
Differenzierungsendpunkt, in der KZS, im Hilus und in der SGZ bei WT- und 5-HTT-KO-Mé&usen. a)
Ergebnisse der Immunfluores-zenzfarbereihe mit BrdU- und GFAP-Antikérpern. b) Ergebnisse der
Immunfluoreszenzfarbereihe mit BrdU- und NeuN-Antikdrpern.
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Bei der Analyse der Zahlungen der BrdU/NeuN-Immunofluoreszenzfarbereihe wurde
auch das Verteilungsmuster im Gyrus dentatus der neu gebildeten Neurone
untersucht. Vier Wochen nach der BrdU-Gabe konnten in der KZS (ohne SGZ)
deutlich weniger neu gebildete, differenzierte Neurone nachgewiesen werden als in
der SGZ (Abb. 12.).

Daruber hinaus war bei der Untersuchung der Lokalisation der neu gebildeten, durch
Doppelmarkierung mit den Markern BrdU und NeuN als Neurone identifizierte Zellen
kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den 5-HTT-defizienten
Tieren zu erkennen. In der SGZ konnten bei den WT-Tieren durchschnittlich 48,54%
(STABW 23,84) und bei den 5-HTT-KO-Tieren 54,55% (STABW 21,02) aller BrdU-
positiven Zellen als Neurone identifiziert werden. In der KZS waren bei den WT-
Mausen ein geringerer Anteil von 28,32% (STABW 16,56) beziehungsweise 29,63%
(STABW 14,55) bei den 5-HTT-KO-Mausen aller BrdU-positiven Zellen neu gebildete
Neurone. Der kleinste Anteil an Neuronen war im Hilus lokalisiert. Dabei waren bei
den WT-Mausen 23,14% (STABW 9,98) und bei den 5-HTT-KO-Mausen 15,82%
(STABW 6,04) der BrdU-positiven Zellen Neurone (Abb. 12).

Verteilungsmuster neu gebildeter Neurone
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Abb. 12. Verteilungsmuster der neu gebildeten Neurone in Prozent aller neu gebildeten Zellen in SGZ,
KZS und Hilus. Darstellung der Anteile und STABW der Ergebnisse der Immunofluoreszenzfarbereihe
zum Nachweis von BrdU und NeuN bei WT- und 5-HTT-KO-Mausen.

In der BrdU/GFAP-Immunofluoreszenzfarbereihe zum Nachweis von neu gebildeten
Astrozyten fand sich ein sehr dhnliches Verteilungsmuster der Zellen wie bei der

BrdU/NeuN-Farbereihe. Die Astrozyten waren mit ca. 75 — 80% fast ausschliellich in
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der SGZ lokalisiert, wobei sich die ca. 20 — 25% ubrigen Astrozyten in dem unteren
Drittel der KZS lokalisiert waren. Im Hilus fanden sich keine Astrozyten. Aufgrund der
sehr geringen Anzahl der doppelt markierten Zellen in dieser Farberreihe wurde auf

ein gleichartiges Diagramm des Verteilungsmusters wie bei der BrdU/NeuN-
Farberreihe (Abb. 12) verzichtet.
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5 Diskussion

Die adulte Neurogenese im Zentralen Nervensystem (ZNS) ist vor mehr als 40
Jahren erstmalig beschrieben worden und heute eine allgemein akzeptierte
Tatsache. Viele physiologische und pathologische Faktoren haben einen Einfluss auf
die Zellneubildung. 5-HT ist dabei ein Faktor mit einem besonderen Stellenwert, da
es eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, der Zellproliferation,
Migration und Differenzierung spielt. Aulerdem ist es von besonderem Interesse flr
die Depressionsforschung, die auf der Monoamin-Mangel-Hypothese, welche
niedrige 5-HT-Spiegel als Ursache der Depression ansieht, beruht. Eine
antidepressive Therapie beruht auf eine Erhdhung der 5-HT-Spiegel. In dieser Arbeit
wurde das Modell eines Mausstammes verwendet, bei dem ein Knockout fur den 5-
HTT 2zu erhdhten 5-HT-Werten fuhrt. Es sollte geklart werden, ob die
Differenzierungsrichtung der durch Stammzellproliferation neu gebildeten Zellen im
Hippocampus von 5-HTT-Knockout (KO)-Mausen im Vergleich zu wildtypischen
Kontrollen verandert ist.

Zur Klarung dieser Frage wurden 5-HTT-defiziente und wildtypische Mause mit Hilfe
der Immunofluoreszenz untersucht. In einer Versuchsreihe wurde die Neubildung
von Astrozyten, einem Gliazellen-Subtyp, quantitativ bestimmt. Eine zweite
Versuchsreihe beschaftigte sich mit der Darstellung zu Neuronen ausdifferenzierter
Zellen, die auch als die eigentliche Neuroneogenese angesehen werden kann. Um
den aus adulten Stammzellen gebildeten neuen Zellen ausreichend Zeit fur ihre
Differenzierung zu geben, betrug die Zeitspanne zwischen BrdU-Gabe und Tétung

der Tiere 28 Tage.

Die Neubildung von Zellen im adulten Hippocampus, sowohl Astrozyten als auch
Neuronen konnte in beiden Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Allerdings
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der neu gebildeten Zellen
zwischen den Kontrolltieren und den 5-HTT-KO-Tieren. Der Schwerpunkt der
Untersuchung lag in der Frage, in welche Zelltypen sich die neu gebildeten Zellen
differenzieren. Es zeigte sich, dass etwa 1,6 - 3% der BrdU-positiven Zellen positiv
fur GFAP waren und somit den Astrozyten zugerechnet werden konnten. In der
zweiten Versuchsreihe konnte auf 45 - 50% der BrdU-positiven Zellen NeuN

nachgewiesen werden. Somit sind diese Zellen den reifen Neuronen zuzuordnen.

38



Der Grofdteil der neu gebildeten BrdU-positiven Zellen (60 — 70%) war in der
Subgranularzone (SGZ), dem Sitz der Stamm- bzw. Vorlauferzellen, lokalisiert.
Ungefahr ein Viertel (20 - 25%) der neu gebildeten Zellen befanden sich in der
Kérnerzellschicht (KZS) und ca. 10 - 16% waren nach vier Wochen im Hilus zu
sehen.

Der Zellteilungszyklus von neuronalen Stammzellen bei Mausen dauert ungefahr 16
Stunden, wovon etwa acht Stunden die Synthese-Phase der DNA einnehmen
[Takahashi und Nowakowski, 1992]. Damit trotz der kurzen BioverfUgbarkeit des
DNA-Markers BrdU von ca. zwei Stunden eine moglichst gute Markierung aller sich
in der S-Phase befindlichen Zellen erreicht wird, wurden vier intraperitoneale
Injektionen im Abstand von zwei Stunden appliziert [Nowalsky und Lewin, 1989]. So
stand flr den gesamten Zeitraum einer S-Phase BrdU ausreichend bereit. Detektiert
wurden somit alle Zellen, die sich zu Zeiten der BrdU-Applikation in der DNA-
Synthesephase befanden sowie deren Nachkommen. Die Anzahl der neu
entstandenen Zellen reprasentiert einen Ausschnitt der kontinuierlich aus
Stammzellen proliferierenden Zellen.

Bisher wurde angenommen, dass BrdU, in einer geringen Dosis verabreicht, alle sich
teilenden Zellen im ZNS markiert und dass die Gabe von hohen BrdU-Dosen
neurotoxisch sei oder unspezifische Farbungen zur Folge habe. Cameron und
McKay untersuchten den Effekt verschiedener BrdU-Injektionsmengen von 50 bis
300 mg/kg Koérpergewicht (mg/kg KG) auf die Neurogenese im Hippocampus von
Ratten. Mit der geringsten Dosis konnte nur ein Teil der sich in der S-Phase
befindlichen Zellen markiert werden. Erst mit einer um das sechsfach hdheren Dosis
konnten alle neu gebildeten Zellen gefarbt werden [Cameron und McKay, 2001].

In der vorliegenden Untersuchung wurde BrdU in einer Dosis von 75 mg/kg KG
appliziert, was einer relativ niedrigen Dosis entspricht. So ware es mdglich, dass nur
ein Teil der neu gebildeten Zellen mit BrdU markiert und gezahlt wurden. Die
Ergebnisse kdnnten also nicht der tatsachlichen Anzahl der neu entstandenen Zellen
entsprechen. Allerdings wurden in friheren Untersuchungen ebenfalls niedrige BrdU-
Dosen von 50 - 75 mg/kg KG verabreicht, so dass die hier durchgeflhrte Studie mit

Literaturdaten vergleichbar ist.

Die Tiere waren zum Zeitpunkt der BrdU-Gabe zwischen 50 und 52 Tage alt und sind

28 Tage spater, im Alter von 78 - 80 Tagen, getdtet worden. Dieser Zeitabstand
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gewahrleistet die volle Ausdifferenzierung der Zellen, wie Van Praag und Mitarbeiter
anhand der elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen nachweisen konnte
[Van Praag et al. 2002]. Nach diesem Zeitraum waren die neu gebildeten Zellen
nicht mehr von den bereits vor der Markierung bestehenden Zellen zu unterscheiden.
FUr die Versuche wurden junge Tiere benutzt, da sie eine im Vergleich zu alteren
Tieren hohere Proliferationsrate besitzen [Kuhn et al. 1996; Kempermann, Kuhn und
Gage, 1998].

5.1 Gliogenese

In einer ersten Versuchsreihe wurden von insgesamt zwolf Versuchstieren (jeweils
sechs Kontrollmduse und sechs 5-HTT-KO-Mause) 28 Tage nach BrdU-Gabe
Hirnschnitte angefertigt und eine Kolokalisationsstudie zur Identifizierung neu
gebildeter  Astrozyten  durchgefihrt. Dazu  wurden Immunofluoreszenz-
Doppelfarbungen mit gegen BrdU und GFAP gerichteten Antikérpern durchgefihrt
und mit Hilfe der Konfokal-Mikroskopie analysiert. Als Astrozyten wurden Zellen
identifiziert, bei welchen BrdU im Zellkern und GFAP im Cytoplasma nachgewiesen
werden konnte.

Gliazellen besitzen eine grolie Bedeutung im ZNS. Es existieren etwa zehnmal mehr
Gliazellen als Neuronen im menschlichen Hirngewebe und etwa sechsmal mehr im
Hirngewebe von Nagetieren. Doch nicht nur ihre Zahl, sondern auch ihre Bedeutung,
in Bezug auf ihre strukturelle und physiologische Funktion, wurden lange
unterschatzt. Die drei Grundtypen, Oligodendrozyten, Mikroglia und Astrozyten
werden hier kurz dargestellt [Trepel, 1999; Schmidt, 2000].

Die Oligodendrozyten (Oligodendroglia) entstammen dem Neuroektoderm. Sie
besitzen kleine, runde Zellkerne und ihre zellularen Fortsatze bilden Markscheiden
aus Myelin, welche die Zellfortsatze (Axone) der Nervenzellen umhillen und damit
elektrisch isolieren. Sie entsprechen den Schwann’schen Zellen im peripheren
Nervensystem. Ein Oligodendrozyt kann im Gegensatz zu den Schwann’schen

Zellen Axonabschnitte mehrerer Nervenzellen umschlieen [Trepel, 1999; Schmidt,
2000].
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Der zweite Typ von Gliazellen sind die Hortega-Zellen (Mikroglia, Mesoglia), welche
wahrend der Hirnentwicklung aus dem Mesenchym uber Blutgefalle in das Gehirn
einwandern. Sie sind kleinere Zellen mit langlichem, chromatinreichen Kern und
schmalem Zytoplasmasaum, von denen Bulschel feiner verzweigter Fortsatze
abgehen. lhre Funktion entspricht den Makrophagen in anderen Geweben. Nach
Aktivierung bewegen sie sich amoboid fort und beseitigen durch Phagozytose
abgestorbene Zellsubstanzen und Fremdkdrper. Dabei geben sie spezifische
Zytokine wie Interleukin-1, Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) und Interferon-y ab
[Trepel, 1999; Schmidt, 2000].

Ein weiterer Zelltyp sind die vom Neuroektoderm abstammenden, sternférmigen
Astrozyten (Makroglia). Diese haben nicht nur eine Stutzfunktion, sondern ziehen mit
ihren Fortsatzen zu den BlutgefaBen und sind dort am Austausch von
Stoffwechselprodukten zwischen Neuronen und BlutgefaRen beteiligt. Besonders im
heranreifenden Hirn fungiert ein spezieller Typ der Astrogliazellen, die Radialglia, als
ein Leitgerust fur die Neuronen. An dieser Radialglia konnen die Neuronen von ihrem
Entstehungsort zu ihrem Funktionsort entlang wandern.

Die komplexe Interaktion zwischen Nervenzellen und Astrozyten zeigt sich auch
darin, dass die Gliazellen wachstumsfordernde Substanzen ausschuitten, wie z.B.
den Nervenwachstumsfaktor NGF (Neurotrophic Growth Factor). Aullerdem sind sie
entscheidend an der Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Das Stutzskelett
dieser Zellen wird durch ein saures, faserartiges Protein, GFAP (glial fibrillary acidic
protein) gebildet, welches spezifisch flir die Astrozyten und somit ein sehr gutes

Identifizierungsmerkmal ist [Kimelberg und Norenberg, 1989].

Im folgenden Abschnitt wird dargelegt, dass aus unterschiedlichen Unter-
suchungsmethoden bzw. unterschiedlichen BrdU-Injektionsschemata und Uber-
lebenszeiten, also dem Zeitintervall zwischen BrdU-Injektion und dem Zeitpunkt der
Totung der Tiere, unterschiedliche Ergebnisse resultieren. Diese missen deshalb
nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit stehen.

Ein Teil der detektierten BrdU-positiven Zellen konnte durch Farbung gegen GFAP
als neu gebildete Astrozyten identifiziert werden. Der Anteil doppelt markierter Zellen
betragt in den vorliegenden Untersuchungen 1,54 - 1,75%, wovon sich annahernd
80% in der SGZ befanden. Andere Untersuchungen kommen auf hdhere Anteile von

Astrozyten, die aber nicht immer direkt vergleichbar sind, da unterschiedliche BrdU-
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Injektionsschemata angewandt wurden. So kommen Aberg und Mitarbeiter auf
Gliazellanteile von 17 - 20% bei einem Zeitintervall von 15 Tagen; allerdings
erfolgten die BrdU-Injektionen an funf aufeinander folgenden Tagen, so dass Zellen
mehrerer Proliferationszyklen durch Doppelmarkierung identifiziert wurden [Aberg et
al. 2000]. In Arbeiten anderer Arbeitsgruppen, die die Kolokalisation von BrdU und
GFAP ebenfalls 28 Tage nach erfolgter BrdU-Gabe untersucht haben, sind die Werte
jedoch deutlich geringer und nahern sich den Werten der vorliegenden Untersuchung
an. So berichten Malberg und Mitarbeiter von einem Anteil von 13% an Gliazellen,
dabei gaben sie vier BrdU-Gaben in zweistindigem Abstand mit einer Dosis von 75
mg/kg KG [Malberg et al. 2000]. Auf Werte von 3 - 5% an BrdU- und GFAP-
doppelpositiven Zellen kommen Palmer und Mitarbeiter [Palmer et al. 2000]. Dies ist
insofern interessant, da sie diese Werte bei einem Zeitintervall von zwei Tagen, aber
auch bei 28 Tagen angeben und damit keine grolien Unterschiede zwischen
proliferierenden und ausdifferenzierten Zellen sehen. BrdU wurde in dieser Studie in
einer Dosis von 50 mg/kg KG einmal taglich an einem bis zu sechs aufeinander
folgenden Tagen appliziert. Eine andere und vereinfachende Meinung vertreten
Yoshimura und Mitarbeiter, die die Kolokalisation von BrdU und GFAP nicht
quantifizieren, da diese ihrer Meinung nach zu selten auftreten. Sie applizierten BrdU
an drei Tagen jeweils zwei Gaben in einer Dosis von 50 mg/kg KG [Yoshimura et al.
2001].

Einen wichtigen Stellenwert nimmt die Frage ein, aus welchen Zellen die Astrozyten
entstehen. Bisher ging man auch davon aus, dass Gliazellen durch Teilung von
Stamm- oder Vorlauferzellen gebildet werden, die seit dem Beginn der Entwicklung
des Hirnes dort ortsstandig sind. Eglitis und Mezey konnten zeigen, dass sowohl
Mikroglia- als auch Makrogliazellen aus hamatopoetischen Stammzellen entstehen
kénnen. Dazu wurden den Versuchstieren genetisch markierte Knochenmarkszellen
transplantiert. Diese konnten nach 3 bis 70 Tagen in verschiedenen Hirnregionen wie
Kortex, Klein- und Stammhirn sowie dem Hippocampus nachgewiesen werden.
Uberraschenderweise hatten zwischen 0,5% und 2% eine Markierung mit GFAP,
konnten also als Astrozyten identifiziert werden. Dieses Ergebnis stellt die rein
neuroektodermale Herkunft dieser Zellen in Frage [Eglitis und Mezey, 1997].

Eine mogliche Erklarung fur die sinkende Anzahl von Astrozyten Uber die Zeit geben
Seri und Mitarbeiter, indem sie den Differenzierungsprozess von Astrozyten

beobachteten. Sie leiteten aus ihren Untersuchungen ab, dass Gliazellen als
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teilungsfahige Vorlauferzellen von Neuronen der KZS dienen kénnen. Dazu zeigten
sie in in vivo-Versuchsreihen zunachst, dass nach einer einmaligen BrdU-Injektion
und anschlielender Totung der Mause zwei Stunden spater ca. 60% der BrdU-
positiven Zellen gleichzeitig auch positiv fur den GFAP-Marker sind. Aufnahmen
dieser Zellen zeigten ein fur Astrozyten typische Gestalt mit unterschiedlicher
Auspragung der Stadien der Heterochomatinaggregation. Dies zeigt, dass sich die
Astrozyten in verschiedenen Stadien des Zellzyklus befanden. 24 Stunden spater
konnten sie mit einem Anteil von 25% der BrdU-positiven Zellen deutlich weniger
doppelt markierte Zellen nachweisen. Mit Hilfe einer retroviralen Markierung der DNA
der Astrozyten in der SGZ zeigten sie aulRerdem, dass die DNA-Markierung zu
einem spateren Zeitpunkt in Neuronen der KZS zu finden ist. Eine mdgliche
Erklarung ware die Umdifferenzierung der Astrozyten in Neurone der KZS [Seri et al.
2001].

Bereits fruhere Untersuchungen beschaftigten sich mit der Entstehung und
Entwicklung von Astrozyten und Neuronen aus neuronalen Stammzellen bzw.
Vorlauferzellen (Progenitorzellen). Es konnte gezeigt werden, dass  bereits
Progenitorzellen typische Charakteritika ausdifferenzierter Astrozyten aufweisen
kénnen, wie das Exprimieren von GFAP [Doetsch et al. 1999, Laywell et al. 2000].
Diese Ergebnisse stellen GFAP als ausschlieBlichen Marker ausdifferenzierter
Astrozyten in Frage [Bignami et al. 1972].

Eine Theorie von Alvarez-Buylla geht davon aus, dass Astrozyten die Fahigkeit der
Ruckbildung zu Progenitorzellen haben, aus denen sich neue Astrozyten und
Neurone bilden kdnnen [Alvarez-Buylla et al. 2001/2002/2002].

Als Erklarung fur das neurogene Potential der Astrozyten ware die Abstammung aus
Radialgliazellen wahrend der fetalen und frGhen postnatalen Entwicklung maglich
[Levitt und Rakic, 1980; Eckenhoff und Rakic, 1989]. Es konnte aber auch gezeigt
werden, dass Radialgliazellen Vorlauferzellen bei der Neubildung von Neuronen sind
[Gaiano et al. 2000; Malatesta et al. 2000; Nocter et al. 2001; Merkle et al. 2004].
Radialgliazellen waren damit Vorlauferzellen sowohl fur Neurone als auch fur
Astrozyten.

So kann nicht abschliefend geklart werden, ob die in dieser Arbeit gefundenen
GFAP-positiven Zellen nun ausdifferenzierte Astrozyten oder Progenitorzellen sind.
Auch die Lokalisation der neu entstandenen Zellen lasst dartber keine Aussage zu.

Die BrdU/GFAP-positiven Zellen befanden sich zu einem Uberwiegenden Teil in der
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SGZ befanden, wo Progenitorzellen ebenfalls typischerweise lokalisiert sind
[Cameron et al. 1993; Gage, 2000; Anderson, 2001].

GFAP scheint dementsprechend als selektiver Marker zum Nachweis
ausdifferenzierter Astrozyten nicht ausreichend zu sein. Die Entwicklung neuer
Marker zur selektiven Darstellung ausdifferenzierter Astrozyten wird in Zukunft

sicherlich Fragen zur Entstehung und Differenzierung genauer beantworten konnen.

5.2 Neurogenese

Das Neuron ist definiert als eine Nervenzelle mit verschiedenen Fortsatzen, die eine
morphologische, funktionelle, trophische und regenerative Einheit bilden. Es besteht
aus einem Zellkoérper sowie einem oder mehreren Dendriten und einem Neurit
(Achsenzylinder) [Trepel, 1999; Pschyrembel, 1998].

Die Neurone des Gyrus dentatus befinden sich hauptsachlich in der Koérnerzell-
schicht (KZS), die ihnren Namen durch die kleinen, dicht gelagerten Nervenzellkorper
erhielt. Entwicklungsgeschichtlich haben diese Zellen ihren Ursprung in
neuroektodermalen Stamm- und Vorlauferzellen. Zur Mitose fahige Zellen sind auch
noch im adulten Gyrus Hippocampus in der Zwischenzone zwischen dem Hilus und
der KZS, der Subgranularzone (SGZ), anzutreffen. Fur einen sehr geringen Teil
dieser Zellen kann aber auch eine Herkunft aus Makrogliazellen diskutiert werden,
die eine Differenzierung durchmachen und zu Neuronen werden [Seri et al. 2001;
Benninghoff, 1994].

Zu Beginn der Neurogenese-Forschung war es noch sehr umstritten, ob die neu
entstandenen Zellen eine echte Funktion im Hippocampus einnehmen. Van Praag
und Mitarbeiter konnten Uberzeugend darlegen, dass sich bereits nach etwa vier
Wochen die neu gebildeten Zellen strukturell und funktionell integriert haben [Van
Praag et al. 2002]. Zu diesem Zweck untersuchten sie die elektrophysiologischen
Aktionspotentiale und den spontanen postsynaptischen Stromfluss. Dartber hinaus
zeigten Song und Mitarbeiter, dass neu gebildete Zellen die gleichen
Transmitterrezeptoren exprimieren und die gleichen Transmitterstoffe ausschitten
wie bereits langer etablierte Kdrnerzellen [Song et al. 2002]. In beiden Arbeiten war

die Gestalt der neu entstandenen Neurone nicht von langer bestehenden oder
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bereits frlher gebildeten Neuronen zu unterscheiden. Die Anzahl und Dichte der

Dendriten und Synapsen war nahezu identisch.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Bestimmung des Anteiles der durch die
adulte Neurogenese neu gebildeter Neuronen bei Mausen mit unterschiedlichem 5-
HTT-Genotyp. Zur Identifizierung reifer Neurone wurde der neuronale Marker NeuN
verwendet, einem fur den neuronalen Kern (Neuronal Nuclei) spezifischem Antigen.
Zur Kolokalisation von BrdU und NeuN wurden die entsprechenden Antikorper
gleichzeitig bei der immunhistochemischen Farbung eingesetzt. Konnten nun mit
Hilfe der konfokalen Mikroskopie Zellen mit beiden Markern gefunden werden,
handelte es sich um neu entstandene, reife Neurone. Zur Uberpriifung der
Kolokalisation wurden die Schnitte in der z-Achse in einzelne Bildebenen mehrfach
aufgeteilt, um die Uberlagerung der Farbungen im gesamten Bereich des Zellkerns
zu bestatigen. Dabei konnten wir ca. 45% mit BrdU und NeuN doppelt markierte
Zellen bei den Kontrolltieren und ca. 50% bei den 5-HTT-KO-Tieren nachweisen.
Betrachtet man den Anteil der Neurone an allen neu entstandenen Zellen ergeben
sich teilweise deutliche Unterschiede zu anderen Veroffentlichungen. Ein direkter
Vergleich der jeweils erzielten Ergebnisse ist jedoch nur eingeschrankt maoglich, da
zum einen die BrdU-Injektionen unterschiedlich oft und mit unterschiedlichen
Zeitabstanden erfolgten und zum anderen unterschiedliche Zeitintervalle zwischen
BrdU-Gabe und Toétung der Versuchstiere gewahlt wurden (siehe Kapitel 5.1).
Daruber hinaus wurden z.T. auch verschiedene Zellzahlungsmethoden, wie z.B. die
stereologische dreidimensionale Zellzahlung (Stereologie), angewandt. Einen
geringen Einfluss hatten moglicherweise auch die in dieser Arbeit verwendeten
Antikdrper, die sich von denen in anderen Untersuchungen unterschieden.

Anhand einiger Beispiele soll im folgenden Abschnitt dargestellt werden, was fur
einen Einfluss die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden auf die Ergebnisse
haben kdnnen.

So beschrieben Chen und Mitarbeiter ca. 65% doppelt markierte Zellen in Mausen,
die Uber zwolf Tage einmal taglich BrdU-Injektionen erhielten und 24 h nach der
letzten BrdU-Injektionen getdtet wurden [Chen et al. 2000]. Die Kolokalisation von
BrdU- und NeuN-Marker wurde mit einem Konfokalen Lasermikroskop (Leica TCS)
untersucht, die Zahlung der Zellen erfolgte dann mit der stereologischen

dreidimensionalen Zellzahlung (Stereologie) mit der NIH Image Software. Yoshimura

45



und Mitarbeiter gaben an zwei aufeinander folgenden Tagen intraperitoneale BrdU-
Injektionen und beendeten die Versuche wie in der vorliegenden Untersuchung nach
28 Tagen. Sie verwendeten ebenfalls die Stereologie zur Berechnung der Anzahl
neu gebildeter Zellen und kamen damit auf Werte von durchschnittlich 74%
[Yoshimura et al. 2001]. Palmer und Mitarbeiter arbeiteten mit einem Konfokalen
Lasermikroskop und kamen bei ihren Versuchstieren, die an sechs aufeinander
folgenden Tagen jeweils eine BrdU-Injektion erhielten und 28 Tage nach der ersten
BrdU-Injektion getotet wurden, auf einen Anteil von ca. 70% Neurone [Palmer et al.
2000]. Malberg und ihre Mitarbeiter untersuchten die adulte Neurogenese nach
chronischer Gabe des SSRI Fluoxetin. Dazu verabreichten sie BrdU-Injektion viermal
taglich jeweils in einem Abstand von 2 Stunden. AnschlieRend erfolgte die
Behandlung mit dem Antidepressivum. 28 Tage nach der letzten BrdU-Gabe wurden
die Tiere getotet und die Hirnschnitte mit einem Konfokalen Mikroskop untersucht.
Der Anteil der BrdU/NeuN-positiven Zellen an neu gebildeten Zellen wird von ihnen
mit 75% angegeben [Malberg et al. 2000]. Andere Autoren wie z.B. Aberg und seine
Mitarbeiter fanden in ihren Untersuchungen Anteile der Neurone von ca. 54%, was
annahernd den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit entspricht. In der Untersuchung
von Aberg et al., die sich mit dem Einfluss von IGF-1 auf de Neurogenese
beschaftigt, wurde BrdU flnf Tage lang verabreicht und die Mause 15 Tage nach der
letzten Gabe getdtet. Die Auswertung erfolgte mit einem Konfokalen Mikroskop
[Aberg et al. 2000].

Den grofen Einfluss unterschiedlicher Untersuchungsmethoden und Antikorper auf
erzielte Ergebnisse zeigte auch folgende Studie von Van Praag und Mitarbeitern. Sie
schleust mit Hilfe eines retroviralen Vektors das GFP-Gen (Green Fluorescent
Protein) ausschliel3lich in die sich teilende Zellen ein. Der Vorteil dieser Methode liegt
darin, dass nicht nur der Zellkern wie bei der BrdU-Methode sichtbar gemacht
werden kann, sondern, dass sich das gesamte Neuron mit seinen Dendriten durch
die Lokalisation von GFP im Kern und Zytoplasma darstellen lasst. So sind
aullerdem  strukturelle und  morphologische  Analysen  mdglich.  Bei
Doppelmarkierungen mit GFP und NeuN zur Darstellung neu gebildeter Neurone
ergab sich bei diesen Untersuchungen ein Anteil von nur 27,4% [Van Praag et al.
2002].

In anderen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, die ebenfalls die Neurogenese

bei 5-HTT-KO-Mausen untersuchten, wurden ahnliche Ergebnisse wie in dieser
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Arbeit erzielt. Sie beschaftigten sich mit der Quantifikation, Migration und Pyknose
von neu gebildeten Zellen nach 28 Tagen im Gyrus dentatus des Hippocampus bei
jungen (4 Monate) und alten (14,5 Monate) Tieren. Diese erste Arbeit zeigte, dass es
zwar einen sehr geringen, aber nicht signifikanten Unterschied zwischen WT und 5-
HTT-KO Mausen gibt im Bezug auf die Anzahl der neu entstandenen Zellen. Dabei
wurden die neu gebildeten Zellen immunhistochemisch gefarbt und lichtmikro-
skopisch ausgezahlt. Eine zweite Untersuchung, die sich mit der Lokalisation neu
gebildeter Zellen in SGZ und KZS beschaftigte, konnte leicht erhdhte
Neurogeneseraten bei den 5-HTT-KO-Tieren feststellen. Diese waren allerdings
ebenfalls nicht signifikant. Wie in der vorliegenden Arbeit befanden sich etwa 60%
der BrdU-positiven Zellen in der SGZ.

In der Arbeitsgruppe fand sich ein homogenes Bild der Ergebnisse. Einen positiven
Einfluss auf die Neurogenese konnte bei den 5-HTT-KO-Mausen mit ihrer lebenslang

veranderten 5-HT-Homodostase nicht nachgewiesen werden.

In den verschiedenen o0.g. beispielhaft ausgewahlten Publikationen Uber die adulte
Neurogenese zeigt sich kein einheitliches Bild des Anteiles der neu entstandenen
Neurone an der Gesamtzahl der neu entstandenen Zellen. Ursachen dafur sind z.T.
in den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden wie der Zellzahlung mit Hilfe der
Stereologie oder dem Konfokalen Lasermikroskop zu finden. Ein weiterer
Unterschied liegt in der Verschiedenheit der Anzahl der BrdU-Gaben, die von
mehrfachen BrdU-Injektionen an einem Tag, wie in dieser Untersuchung, bis zu
BrdU-Injektionen an sechs bzw. zwdlf aufeinander folgenden Tagen reichen. Eine
Erklarung fur den groReren Anteil an Neuronen konnte eine langere Zeitspanne zur
Ausdifferenzierung von Astrozyten bzw. Gliazellen in Neurone sein, so dass sich ein
héherer Anteil an Neuronen ergabe. Eine groRere Anzahl an neu entstandenen
Zellen ware durch eine groRere Anzahl an durchlaufenden Zellteilungszyklen

wahrend der BrdU-Injektionen dagegen erklarbar.
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5.3 Neurogenese und Serotonin

5-HT spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation von Stimmungen wie z.B.
Angst, Appetit, Aggression und v.a. Depression. Viele der Medikamente, die zur
Behandlung dieser Gemutskrankheiten verwendet werden, wirken am 5-HTT (siehe
Kapitel 1.2).

Die meisten Antidepressiva wirken Uber eine Erhohung von 5-HT und/oder
Noradrenalin. Die am haufigsten verschriebenen Antidepressiva sind die selektiven
Serotonin Reuptake Inhibitoren (SSRI), die den 5-HTT blockieren und damit die
Wiederaufnahme von 5-HT in die Synapse verhindern, so dass sich eine
extrazellullare 5-HT-Erh6hung ergibt.

Bei den 5-HTT-KO-Mausen wird der gleiche Effekt durch das Fehlen des 5-HTT
erzielt [Mathews et al. 2004; Shen et al. 2004]. So kann die 5-HTT-KO-Maus als ein
Modell fur die chronische Gabe von Antidepressiva verwendet werden.

Eine Gegenregulation der gestorten 5-HT-Homobostase mit alternativen
Transportersystemen ist bei den 5-HT-KO-Mausen nachzuweisen. Dabei kommt es
jedoch nicht zu einer Normalisierung der 5-HT-Werte, wie sie dem einer Wildtyp-
Maus entsprechen [Bengel et al. 1998; Li et al. 1999; Fabre et al. 2000; Schmitt et al.
2003; Mathews et al. 2004; Shen et al. 2004 ].

In vielen Untersuchungen, z.B. von Malberg und Mitarbeitern konnte die adulte
Neurogenese nach chronischer Gabe von Antidepressiva Uber mindestens 14
aufeinander folgenden Tagen gezeigt werden. Ein Anteil von 75% der neu gebildeten
Zellen konnten mit spezifischen Markern als ausdifferenzierte Neurone identifiziert
werden. Neurogenese unter chronischer Therapie mit Antidepressiva wurde dabei
nur im Hippocampus nachgewiesen und nicht in anderen Hirnregionen wie z.B. der
Subventrikularzone (SVZ), in denen normalerweise adulte Neurogenese ebenfalls
erfolgt [Malberg et al. 2000; Duman et al. 2001; Alvarez-Buylla et al. 2002].

Der grundlegende Unterschied zwischen der chronischen Gabe von Antidepressiva
und der 5-HTT-KO-Maus ist die schon wahrend der Ontogenese bestehende
veranderte 5-HT-Homodostase. Im Gegensatz dazu fuhrt die antidepressive
Behandlung zu einer akuten Veranderung des 5-HT-Haushaltes. Es kommt mit einer
Latenz von ca. 14 Tagen nach Beginn der Antidepressiva-Gaben zu einer erhdhten
Neurogenese [Malberg et al. 2000]. Der klinisch-therapeutische Effekt tritt noch

verzogerter nach ca. 3 — 4 Wochen auf (Karow und Lang, 2003).
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Allerdings kommt dieser Effekt nicht alleine durch das 5-HT zustande, sondern 5-HT
wirkt Uber den 5-HT1a-Rezeptor. Die Expression dieses Rezeptors war ca. 14 Tage
nach Beginn der 5-HT-Erhéhung durch Gabe des 5-HT-Releasers Fenfluramin
erhoht [Jacobs et al. 1998/2000; Brezun und Daszuta, 1999]. Jacobs und Mitarbeiter
zeigten, dass die direkte Stimulation des 5-HT4a mit dem 5-HTqa-Agonisten 8-OH-
DPAT eine erhdhte Neurogeneserate im Gyrus dentatus zur Folge hatte [Jacobs et
al. 1998]. Santarelli und Mitarbeiter bestatigten diese Untersuchung und
verwendeten den gleichen 5-HTa-Agonisten (8-OH-DPAT), den sie Wildtyp-Mausen
und Mausen mit einem Knockout fir den 5-HT1a-Rezeptor verabreichten. Bei den
Kontrolltieren kam es zu einem signifikanten Anstieg der neu gebildeten Zellen, bei
den 5-HT1a-KO-Tieren traten dagegen keine Veranderungen auf [Santarelli et al.
2003]. In einer weiteren Untersuchung demonstrierten Radley und Jacobs, dass
durch die Gabe verschiedener 5-HTia-Rezeptor-Antagonisten eine signifikante
Verminderung der Neurogeneserate im Gyrus dentatus von adulten Ratten induziert
werden kann [Radley und Jacobs, 2002/2003]. Es ist also anzunehmen, dass die
Aktivitat dieses Rezeptors eine wichtige Rolle bei der adulten Neurogenese spielt.
Der Anstieg der Anzahl der 5-HT-Rezeptoren lasst sich auch bei den 5-HTT-KO-
Mausen zeigen. In verschiedenen Untersuchungen fand sich eine erhohte
Expressionen und Funktion von 5-HT 14 und 5-HTg Rezeptoren im Hippocampus von
5-HTT-KO-Mausen. Dabei konnte jedoch keine Veranderungen im 5-HT Umsatz
nachgewiesen werden. Fabre spricht von einer veranderten Funktion des Rezeptors
im Sinne einer Desensibilisierung [Fabre et al. 2000; Mannoury la Cour et al. 2001].
In einer neueren Arbeit zeigte Jha und seine Mitarbeiter, dass eine isoliere 5-HT-
Erhdhung durch Gabe des Neurotoxins p-Chloroamphatamine, welches eine
selektive 5-HT-Ausschittung im ZNS bewirkt, weder einen positiven noch eine
negativen Einfluss auf die Neurogenese hat. Auch eine Erhdhung von 5-HT durch
eine Behandlung mit dem Monoaminooxidase-Hemmer (MAQOI) Tranylcypromin und
gleichzeitiger Gabe der Aminosaure L-Tryptophan zeigte keine erhohten
Neurogenesewerte [Jha et al. 2006]. Eine Reduzierung von 5-HT mit dem
Neurotoxin 5,7-Dihydroxytryptamin, welches selektiv serotonerge Neurone zerstort,
hatte keinen Einfluss auf die Neurogenese im Gyrus dentatus [Ueda et al. 2005; Jha
et al. 2006].
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In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls keine signifikanten Anderungen in der
adulten Neurogenese zwischen 5-HTT-KO-Mausen und den Kotrollmausen
festgestellt werden. Die Untersuchungen von Jha und Mitarbeitern und Ueda und
Mitarbeitern decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und zeigen,
dass eine selektive Beeinflussung des 5-HT-Stoffwechsels alleine keinen Einfluss auf
die adulte Neurogenese hat. Diese Untersuchungen stellen 5-HT als allein
stehenden Neurogenesefaktor in Frage und geben einen Hinweis darauf, dass 5-HT
wahrscheinlich nur im Zusammenspiel mit anderen Faktoren, z.B. dem Monoamin
Noradrenalin, eine positive Wirkung auf die adulte Neurogenese hat.

Obwohl die wichtige Rolle von 5-HT bei der Hirnentwicklung, dem Einfluss auf die
Neurogenese sowie auf das Wachstum der Axone und auf die Dendritogenese
unbestritten ist, scheint der 5-HT-Spiegel keinen Einfluss auf das relative Verhaltnis
von neu entstandenen Neurone zu Astrozyten zu haben. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen in anderen Veroffentlichungen. So zeigten Kulkarni und Mitarbeiter,
dass die Erschopfung von Norepinephrin durch ein selektives noradrenerges
Neurotoxin die Proliferation von Vorlauferzellen im Gyrus dentatus verringert, dabei
aber keinen Einfluss auf den Quotient von neu gebildeten Neuronen zu Gliazellen hat
[Kulkarni et al. 2002]. Malberg und Mitarbeiter beschaftigten sich mit der
Dauerbehandlung mit Antidepressiva, die auf das 5-HT-System wirken (Kapitel 1.2).
Ihre Ergebnisse zeigten eine Erhdhung der Neurogeneserate, aber ebenfalls keinen
Unterschied im Verhaltnis von Neuronen (75%) und Gliazellen (13%) [Malberg et al.
2000]. Ebenso konnte fur Lithium eine erhdhte Neurogeneserate gezeigt werden,
wiederum mit dem gleichen Verhaltnis der entstandenen Zelltypen [Chen et al. 2000;
Steiner et al. 2004; Gaspar et al. 2003].

Die adulte Neurogenese ist jedoch von multiplen Faktoren beeinflusst, so dass noch
lange nicht abschlieRend geklart ist, welche Korrekturmechanismen zu einem
Ausgleich der 5-HT-Homobostase und damit zu einer stabilen und nicht zu einer
gesteigerten Neurogenese bei den 5-HTT-KO-Mausen fihren. Es sind sicherlich
noch weitere Untersuchungen notwendig, um diese Fragen zu klaren.

Diese Fragen sind jedoch noch lange nicht abschlielend beantwortet. Weitere
Untersuchungen zu diesem Thema sind notwendig, um ein genaueres Verstandnis
der Regulation der 5-HT-Homdstase und dem Einfluss von 5-HT auf die adulte
Neurogenese zu erlangen. Eine wichtige Rolle dabei wird weiterhin das 5-HTT-KO-

Mausmodell spielen.
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5.4  Das Migrationsverhalten neu gebildeter Neurone

Ein interessantes Phanomen bei der Neubildung von Zellen ist die Wanderung der
Zellen an den Fortsatzen der schon bestehenden Astrozyten entlang zu dem Ort in
der SGZ, an dem sie ihre spatere Funktion wahrnehmen [Alvarez-Buylla und
Nottenbohm, 1988; Alvarez-Buylla et al. 1990; Kimelberg und Norenberg, 1989]. Der
grofdte Anteil mit durchschnittlich 59% in der GFAP-Farberreihe und mit 70% in der
NeuN-Farbereihe an BrdU-markierten Zellen Dblieb allerdings in der
Stammzellschicht. Kempermann und Mitarbeiter kommen zu einem sehr ahnlichen
Ergebnis mit 62% in der SGZ verbleibenden Zellen. In ihren Versuchen stand der
zeitliche Verlauf von einem Tag bis zu elf Monaten im Vordergrund. Hierbei konnten
sie zeigen, dass nach den ersten drei Tagen noch ca. 70-75% aller neu gebildeten
Zellen in der SGZ lokalisiert sind, der Anteil der in der SGZ lokalisierten Zellen
jedoch ab der vierten Woche mit ca. 60% stabil bleibt. Im gleichen Zeitverlauf erhdht
sich komplementar die Anzahl der BrdU-positiven Zellen in der KZS. Kempermann
sieht darin einen eindeutigen Hinweis, dass sich die neu gebildeten Zellen vom Ort
ihrer Entstehung, der SGZ, innerhalb von ca. vier Wochen in die KZS bewegen
[Kempermann, 2002/2003].

Bei unseren Untersuchungen zeigten sich 28 Tage nach BrdU-Gabe 26% in der
GFAP- Farbereihe und 20% in der NeuN-Farbereihe aller BrdU-markierten Zellen in
der KZS.

Daruber hinaus untersuchte Kempermann die Verteilung der neuen Zellen innerhalb
der KZS. Diese wurde in eine auldere, mittlere und innere Schicht, die an den Hilus
angrenzt, geteilt. Die meisten markierten Zellen fanden sich im inneren und mittleren
Bereich, was sich mit Ergebnissen dieser Arbeit deckt. Nur 15% (BrdU/GFAP-
Farbereihe) bzw. 10% (BrdU/NeuN-Farbereihe) der BrdU-postiven Zellen wanderten
in die KZS. Nur ein sehr kleiner Anteil BrdU-markierter Zellen war im Hilus zu finden.

Aus diesen Beobachtungen der Migration der neuen Zellen und dem Wissen, dass
diese Zellen die gleichen elektrophysiologischen Eigenschaften wie die umgebenden
.alten Zellen haben, kann geschlossen werden, dass die von den Zellen
eingenommene Position innerhalb der KZS ihrer Funktion entspricht, aber nicht von

dem Alter der Zelle abhangig ist.
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6 Zusammenfassung

Das Phanomen der adulten Neurogenese existiert auch bei Sdugetieren wahrend der
gesamten Ontogenese. In den letzten Jahren wurden viele physiologische und
pathologische Faktoren bestimmt, die einen Einfluss auf die adulte Neurogenese
haben. Ein bedeutender Einfluss auf die adulte Neurogenese Ubt dabei der 5-HT-
Spiegel aus. 5-HT reguliert nicht nur wahrend der embryonalen Entwicklung die
Zellproliferation, Migration und Differenzierung, sondern ist auch ein wichtiger Faktor
bei der adulten Neurogenese. Dabei wirkt 5-HT Uber den 5-HT a-Rezeptor positiv auf
die Stammzellproliferation und die adulte Neurogenese. Durch eine Therapie mit
Antidepressiva kommt es ebenfalls zu einer 5-HT-Erhdhung im Extrazellularraum,
dessen anregende Wirkung auf die Proliferation adulter Stammzellen im Gehirn
nachgewiesen werden konnte. Darlber hinaus spielt 5-HT auch eine grof3e Rolle bei
neurophysiologischen Vorgangen im ZNS, die im Zusammenhang mit Emotionen,
Lernen und Motorik stehen. Eine wichtige Grundlage der Depressionsforschung ist
die Monoamin-Mangel-Hypothese, welche niedrige 5-HT-Spiegel als Ursache der
Depression ansieht.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss eines existenten lebenslang erhdhten
extrazellularen 5-HT-Spiegel auf die Neurogenese und vor allem auf die
Differenzierungsrichtung neu gebildeter Zellen untersucht werden. Als Modell wurde
eine transgene Mauslinie verwendet, bei der durch Knockout des 5-HTT ein
permanent erhdhter extrazellularer 5-HT-Spiegel vorliegt.

Die Stammzellproliferation konnte eindeutig durch eine Markierung sich teilender
Zellen mit BrdU nachgewiesen werden. Kolokalisationsstudien mit Hilfe von
Immunofluoreszenzfarbungen und der anschlieBenden Darstellung mit dem
Konfokalen Lasermikroskop konnten die Neubildung von Neuronen und Gliazellen
und deren Migration an ihren funktionellen Ort darstellen.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl von im Hippocampus neu
gebildeten Neuronen und Astrozyten zwischen Wildtyp- und 5-HTT-KO-Mausen
nachgewiesen werden. Auch die Lokalisation der neu entstandenen und 48 Tage
nach BrdU-Applikation nachgewiesenen Zellen war bei den Wildtyp- und 5-HTT-KO-
Tieren annahernd gleich. Die Uberwiegende Zahl mit 70% befand sich in der SGZ, 10

- 15% waren in der KZS lokalisiert und ein kleiner Teil befand sich im Hilus.
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Wir sind erst am Anfang des Verstandnisses der exakten molekularen Mechanismen
in der neuroendokrinen Interaktion zwischen Neuronen und deren Transmitter, vor
allem dem an zentraler Stelle stehenden 5-HT. Neue Techniken, die nicht nur die
morphologische, sondern auch die funktionelle Darstellung der neuronalen und

neurophysiologische Tatigkeit liefern, werden in Zukunft neue Erkenntnisse bringen.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

aN adulte Neurogenese

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BrdU Bromodesoxyuridine

BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2

bzw. beziehungsweise

CRH Corticotropin Releasing Hormon

d Tag

DAT Dopamintransporter

DM Doppelmarkierung

DNA Desoxyribonukleinsaure, desoxyribonucleic acid
EKT Elektrokonvulsionstherapie

FGF-2 Fibroblast-growth-factor-2

GABA v-Amino-Buttersaure, y-amino-butyric acid
GD Gyrus dentatus

GFAP glial fibrillary acidic protein

GFP Grin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
GH Growth Hormone

h Stunden

Hc Hippocampus

Hi Hilus

5-HIAA 5-Hydroxyindolessigsaure

HCI Salzsaure
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5-HT
5-HT1a
5-HTT
HVL

ICD-10
ld1
IGF-1

incl.

kB
KCl
kg
KG
KO
KZS

MAO
MAOI
MDMA
min

ml

mm

Na
NA
NAT
NeuN
NIMH

nm

5-Hydroxytryptamin, Serotonin
Serotonin-Rezeptor 1A
5-Hydroxytryptamintransporter
Hypophysenvorderlappen

International Statistical Classification of Diseases

Inhibitor of Differantiation 1
Insulin-like-growth-factor-1

inklusive

Kilobase
Kaliumchlorid
Kilogramm
Kdrpergewicht
Knockout

Kornerzellschicht

Molar

mannlich

Monoaminoxidase
Monoaminoxidase-Hemmer
3,4-Methylendioxymethamphetamin
Minuten

Milliliter

Millimeter

Mikroliter

Anzahl

Natrium

Noradrenalin
Noradrenalin-Transporter
Neuronaler Nukleus, neuronal nuclei
National Institute for Mental Health

Nanometer
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Nr. Nummer

OCT Organic Cation Transporter

0.g. oben genannt

RT Raumtemperatur

SGZ Subgranulare Zone

SSRI Selektiver-Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer, selective-serotonin-

reuptake-inhibitor

SNRI Selektiver-Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer, selective
noradrenaline reuptake inhibitor

STABW Standardabweichung

TBS tris buffered saline

TCA Trizyklische Antidepressiva, s. NSMRI
TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

w weiblich

WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

z.T. zum Teil
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