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1 Einleitung

1.1 Adulte Neurogenese

1.1.1 Uberblick

Das lange Zeit in der Biologie herrschende Dogma eines beim adulten
Individuum starren zentralen Nervensystems (ZNS), welches aus zahlreichen
reifen Neuronen und verschiedenen Gliazellarten besteht, ist in dieser Form
heute nicht mehr tragbar. Dem Satz: ,Alles kann sterben, nichts regenerieren”
(Santiago Ramon y Cajal, 1911), bezogen auf das zentrale Nervensystem
(ZNS), wurde lange Zeit nicht widersprochen. Eine Veranderung neuronaler
Zellverbande im Bezug auf die Anzahl und Zusammensetzung der Zellen nach
Abschluss des Wachstums wurde aufgrund der scheinbar nicht vorhandenen
Reparaturmaoglichkeiten dieses Systems ausgeschlossen. So ging man davon
aus, dass die Neubildung von Neuronen (Neurogenese) bereits zum Zeitpunkt
der Geburt stark reduziert und zum Erreichen des Erwachsenenalters weiter
verlangsamt ist, um dann schlieB3lich vollstandig zum Erliegen zu kommen.
Gleichzeitig reduziert sich bis zum Tode des Individuums stetig die Zellzahl
durch Zelluntergang, welcher sowohl durch die naturlich vorkommende
Apoptose, als auch durch pathologische und traumatische Schadigungen des

ZNS hervorgerufen wird.

Dieser Annahme zufolge ware die Heilung pathologischer Veranderungen im
ZNS sowie die Reparatur traumatischer Verletzungen im fortgeschrittenen

Alter nicht auf zellularer Ebene zu bewerkstelligen.

Das Phanomen der axonalen Regeneration jedoch, so zeigen Heilungen nach

peripheren Nervdurchtrennungen, hat dieses Dogma schon frih in Frage



gestellt und den Forschungsbemihungen in diesem Bereich neue Motivation

gegeben.

Der Prozess des Paradigmenwechsels begann in den 60er Jahren mit
Berichten Uber adulte Neurogenese (AN) bei Ratten [1], welche zunachst

jedoch keine grofliere Beachtung fanden. Sie wurden als Einzelfalle abgetan.

Erst eine Arbeit von Nottebohm et. al. [2] Uber die Neubildung von Neuronen
im dorsomedialen Striatum von adulten Kanarienvogeln (Serinus canaria)
brachte die Diskussion Uber AN wieder in Gang. Nottebohm et. al. zeigten,
dass sich wahrend des Fruhlings, der Zeit, in der die Vdgel das Singen fur die
Partnerwerbung erlernen, bis zu 1% der Zellen in diesen Kerngebieten pro Tag
neu bildeten. Auch der Hippocampus nordamerikanischer Meisen wurde als
Ort adulter Neurogenese entdeckt [3, 4]. Saisonale Schwankungen dieses
Phanomens korrelierten mit Jahreszeiten, in denen das Erinnerungsvermdgen

der Tiere mehr oder weniger gefordert wurde [5, 6].

Die damit gesicherte Existenz adulter Neurogenese bei Wirbeltieren ertffnete
ein grolles Gebiet fur weitere Forschung. Mittlerweile wurde das Phanomen
auch u.a. bei WeilRbuschelaffen [7], Spitzhérnchen [7] und adulten Primaten [8]

nachgewiesen.

West et al. zeigten, dass es im Gyrus dentatus des Menschen zu keinem
Zellverlust im Alter kommt [9, 10]. Nachdem Kirschenbaum et al. 1994 in vitro
Daten von proliferierenden Zellen in der Subventriculdrzone erwachsener
Menschen vorlegte [11], gelang es in einer Arbeit von Eriksson und
Mitarbeitern 1998, das Vorkommen adulter Neurogenese auch bei Menschen

nachzuweisen [12].

Hierbei wurde die Tatsache genutzt, dass in einer schwedischen Studie zur
Tumorwachstumsiberwachung bestimmter Krebserkrankungen 5-Bromo-2-
Deoxyuridin (BrdU) eingesetzt wurde. Dieses Nukleotidanalogon wird zum
standardisierten immunhistochemischen Nachweis von Zellneubildungen

benutzt. Versuchstieren wird es fur diesen Nachweis systemisch injiziert.



Wahrend der DNA-Synthesephase (S-Phase) der Mitose baut sich dieses
Nukleotidanalogon anstelle von Thymidin in die DNA ein (Abb. 1). Mithilfe
spezifischer BrdU-Antikorper konnen diese neu eingebauten Molekule
immunhistochemisch angefarbt und somit, je nach Verwendung eines
bestimmten Zweitantikdrpers, unter dem Licht- oder Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden [13] (Abb. 2).

Differenzierung
und Migration
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Einbau von Thymidin oder BrdU
in das Genom bei der DNA-
Replikation.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellzyklus. In der S-Phase erfolgt
die Replikation der Kern-DNA mit der Synthese identischer Tochterstrédnge aus
dem Ursprungsstrang. In der M-Phase findet die Mitose (Zellteilung) statt. Die
G-Phasen stellen Zwischenphasen dar.
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Abbildung 2: Markierung der neu gebildeten Zellen mit BrdU wéhrend der
Replikationsphase der Kern-DNA. Die Zeichnung zeigt im linken Teil, wie in
der normalen Synthesephase (S-Phase der Mitose) Thymidin (T,) sich mit
Adenin (A) paarend, in den neu synthetisierten Tochterstrang der DNA
eingebaut wird. Wird das Thymidinanalogon BrdU im Uberschuss angeboten,
kompetiert es mit Thymidin um den Einbau in die DNA und wird in den neuen
Strang eingefiigt (mittleres Bild). Zellen, die BrdU enthalten, kbnnen dann mit

Antikérpern gegen BrdU sichtbar gemacht werden.

Eriksson et al. [12] untersuchten 1996 bis 1998 Gehirne einiger mit BrdU
behandelter und spater verstorbener Patienten. Seine Ergebnisse zeigten,
dass bei diesen zwischen 57 und 72 Jahre alten Menschen ebenfalls

Neurogenese im Bereich des Gyrus dentatus stattgefunden hat.

Die Neubildung von Zellen in diesem Gebiet verlauft in drei distinkten Stadien
[14]. Die in der Subgranularzellschicht (SGZ) vorhandenen Stammzellen
proliferieren und bilden Vorlauferzellen (Progenitorzellen), welche dann in die
Granularzellschicht (GZ) wandern (Migrationsstadium). Wahrenddessen und
auch danach folgt schlieBlich die terminale Differenzierung, bei der die noch

unreifen Zellen endgultig ausdifferenzieren.
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Stammzelle Progenitorzelle Unreifes Reifes Neuron

Neuron

Abbildung 3: Modellhafte Darstellung der adulten Neurogenese in der
Kérnerzellschicht des Hippocampus. Die Neurogenese findet in der
Subgranulérzone statt. Neuronale Stammzellen teilen sich und bilden
Progenitorzellen, die dann weiter in die Kbrnerzellschicht migrieren und zu
Neuronen differenzieren. Diese neuen Kérnerzellen bilden dann ein Axon und

Dendriten aus. (Zeichnung modifiziert nach Duman [14])

Nur nahezu 50% der neu gebildeten Vorlauferzellen Uberleben. Von diesen
migrieren ca. 30% in die Kornerzellschicht. Von den gewanderten Zellen
wiederum differenzieren sich etwa 50% schlieBlich zu Neuronen (Abb. 3). Nur
5 - 10% der neu gebildeten Zellen tragen somit netto zur AN bei [14]. 1 - 3%
der Progenitorzellen differenzieren hingegen zu Astrozyten. Die verbleibenden

Zellen sind bis heute keinem entsprechenden Zelltyp zugeordnet worden.

Als Orte der adulten Neurogenese bei Saugetieren wurden im Wesentlichen
die Subventricularzone (zwischen Striatum und Seitenventrikel) und die SGZ

des Gyrus dentatus (Abb. 4), ein Teil des Hippocampus, identifiziert.




Abbildung 4: Mikrophotographie der Subgranuldrzone (SGZ) des Gyrus
dentatus der Maus (Koronarschnitt). Dargestellt ist auch die Molekularschicht
(Mol), die Granularzellschicht (GZ, Kbrnerzellschicht) und der Hilus.
(Nisselférbung)

Diese Bereiche stellen ontogenetisch ein Residuum der Wand des Neuralrohrs
dar. Aus dieser Proliferationszone des embryonalen Nervensystems gehen
samtliche Zellen des Gehirns hervor. Nach ihrer Bildung im Gebiet der
Subventricularzone wandern die Zellen in die Kérnerzellschicht ein, wo sie sich
nach ihrer Differenzierung zu Neuronen integrieren [15-17]. Diese Zellen sind
in der Lage, Kornerzelleigenschaften anzunehmen [18, 19] und wie andere
Kornerzellen des Gyrus dentatus ihre Fortsatze in die Region CA3 zu
entsenden [20, 21]. Trotz einer steten Abnahme der adulten Neurogenese mit
zunehmendem Alter, kann sie auch bei sehr alten Individuen noch
nachgewiesen werden [22]. Im Umkehrschluss konnte gezeigt werden, dass
die Anzahl der Kornerzellen im ersten Lebensjahr bei Ratten kontinuierlich
ansteigt [23].



In adulten Mausen entsteht innerhalb eines Tages eine Koérnerzelle pro 2000
bis 4000 bereits existierender Kornerzellen [24]. Das entspricht im
Durchschnitt 70 bis 140 neuer Zellen pro Tag im adulten Gyrus dentatus der

Maus.

1.1.2 Regulation der adulten Neurogenese

Mittlerweile sind mehrere Faktoren bekannt, die auf die adulte Neurogenese
Einfluss nehmen. Dazu gehdren Verhalten, dauerhafte physische Aktivitat,
Stress, Alter, Veranderung der Umgebung, Verletzungen des ZNS, inter- und
intrazellulare Botenstoffe, Transkriptions- und Wachstumsfaktoren sowie
Pharmaka (SSRI, tricyclische Antidepressiva, Lithium). Die Regulation der
adulten Neurogenese findet auf verschiedenen Ebenen statt. Sie kann durch
die Veranderung der Proliferationsrate von Progenitorzellen, einer veranderten
Uberlebensdauer bzw. Uberlebenswahrscheinlichkeit der neu gebildeten
Zellen und schliel3lich durch unterschiedliches ,Differenzierungsschicksal® der
Zellen zu Neuronen oder Gliazellen beeinflusst werden [25]. Verschiedene
Tierversuchsansatze konnten einige unterschiedliche Regulationsprozesse

aufzeigen.

Versuche an Ratten [26] zeigten z.B., dass ein temporarer einseitiger
Verschluss eines Nasenloches zum Ruckgang der Neurogenese in der
ipsilateralen Subventricularzone fuhrte. Wurde das Nasenloch wieder gedffnet,
zeigte die Neurogeneserate bald wieder normale Werte, wie sie auch auf der

kontralateralen Seite des Verschlusses zu finden waren.

Studien konnten zeigen, dass bei Versuchstieren, die in einer ,reizreichen®
Umgebung (,enriched environment‘) gehalten wurden, in hdherem Male (60%
mehr neue Kodrnerzellen) AN statt fand [4, 27]. Den Tieren wurden hier im
Gegensatz zu den standardisierten Laborkafigen eine abwechslungsreichere
Umgebung angeboten. Die gesteigerte Zahl neu gebildeter Zellen wird in

diesem Fall auf eine erhdhte Survivalrate zurlckgefuhrt. Die Proliferation bleibt



jedoch unverandert. Wurde Mausen allein die Gelegenheit zu korperlicher
Aktivitat (Laufrad) ohne ,reizreiche Umgebung gegeben, konnten ahnlich
hohe Werte erzielt werden, die jedoch durch erhohte Proliferation der

Stammzellen erreicht wurde [28].

Die saisonabhangige Veranderung der Neurogeneserate in Kanarienvogeln
(Serinus canaria) und Zebrafinken (Taeniopygia guttata) scheint durch einen
erhohten Spiegel an Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) bedingt zu
sein. Dieser steigt an, wenn die Vogel zu singen beginnen und am Anfang der
Brutzeit der Testosteronspiegel im Blut steigt [29]. Wird ein Anstieg von BDNF
induziert, Uberleben mehr Zellen [30, 31]. Im Fall einer Reduktion von BDNF
sterben mehr der neu gebildeten Neuronen ab. Ganz ahnlich steigert ein
erhohter Ostrogenspiegel die Anzahl sich teilender Zellen in der SGZ
weiblicher Ratten [32].

Ebenso spielt BDNF eine wichtige Rolle bei Survival und Differenzierung
wahrend der embryonalen Entwicklung des ZNS [33]. BDNF kann in vitro
sowohl die Survivalrate, wie auch die Proliferation von neuronalen
Stammzellen, welche zuvor aus embryonalen Hippocampi isoliert wurden,
signifikant steigern [34-37]. Knockout-Mause hingegen, denen das Gen fir
BDNF fehlt, zeigen in der SGZ erhdhte Apoptosewerte im friihen postnatalen
Entwicklungsstadium [38]. Die intraventriculare Infusion von BDNF in
gesunden adulten Ratten hat eine Zunahme an neuen Neuronen sowohl im
Bulbus olfaktorius, wie auch im Striatum, Septum, Thalamus und

Hypothalamus zur Folge [31, 39].

Nach vorubergehenden ischamischen Zustanden, die mittels Ligation von
Hirngefallen chirurgisch provoziert wurden, konnte eine gesteigerte
Proliferation neuronaler Stammzellen in der SGZ festgestellt werden [40-42].
Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) scheint hier eine Rolle zu
spielen. Diesem Wachstumsfaktor werden neuroprotektive Eigenschaften,

sowie lang anhaltende positive Einflisse auf die Survivalrate neu gebildeter



Neuronen und vor allem férdernde Einflusse auf die Angiogenese

zugeschrieben [43].

Stress hingegen, ein Risikofaktor psychiatrischer Erkrankungen, geht mit einer
verminderten Zahl neu gebildeter Zellen einher [7]. Dabei wird die quantitative
Veranderung durch die Reduktion der Proliferation und der Uberlebensrate
hippocampaler Kornerzellen erreicht. Bei Stress werden im Gehirn
exzitatorische  Neurotransmitter freigesetzt und die Glucocorticoid-
Ausschittung in  den Nebennieren stimuliert. Erhdhte Adrenalin- und
Kortisolspiegel im Plasma (bzw. Korticosteron bei Nagetieren) sowie ein
Absinken von BDNF scheinen den Neurogenese hemmenden Effekt zu
vermitteln [44]. Schon Stress in der pranatalen Phase (z. B. akustische
Schreckreizexposition der Muttertiere) fuhrte bei Nagern zu einer verminderten
Neurogeneserate [45]. Untersuchungen an Rhesusaffen zeigten, dass dieser
pranatale Stress auch 2 bis 3 Jahre nach Reizung noch signifikant zur

Abnahme der Neurogenese fuhrt [46].

Der Botenstoff Serotonin (5-Hydroxytryptamin; 5-HT) ist wahrend der
Entwicklung des Gehirns, speziell des Gyrus dentatus, fir mehrere trophische
Effekte verantwortlich [47-49]. In anderen Geweben sind mitogene
Eigenschaften, wie z.B. die dosisabhangige Stimulation der DNA-Synthese in
Mesangium-Zellen des interstitiellen Nierengewebes der Ratte, Dbereits
bekannt [50]. In Zellkultur konnte ein forderlicher Einfluss von Serotonin auf die
Proliferation der glatten GefaRmuskulatur nachgewiesen werden. 5-HT férdert
via Aktivierung des 5-HTa-Rezeptors die Bildung von Kornerzellen und somit
die Neurogenese [51]. Eine Absenkung des Serotoninspiegels hingegen
bewirkt eine verminderte Bildung von Koérnerzellen im Gyrus dentatus und in
der SVZ bei Ratten [52, 53].

Etliche therapeutische Verfahren wurden bereits hinsichtlich eventueller
Einflusse auf das Phanomen der AN getestet. So zeigten Studien mit
Antidepressiva, wie z.B. selektiven 5-HT Wiederaufnahmehemmern (SSRI, in

diesem Fall Fluoxetin), eine erhdhte Neurogeneserate unter Behandlung [54].



Eine Studie von Santorelli et al. legt dariber hinaus nahe, dass die
Verhaltensanderungen bei chronischer Gabe von Antidepressiva mit der
Stimulation der AN im Hippocampus zusammen hangt [55]. Die durch Stress
induzierte Herabregulierung der BDNF-Expression im Hippocampus wird
durch die Behandlung mit Antidepressiva verschiedenster Wirkstoffgruppen
(MAO-Hemmer, SSRI, Reboxetin) komplett geblockt [25] und férdert so das
Uberleben neu gebildeter Zellen. Diese Therapeutika hemmen u. a. die
Wiederaufnahme oder den Abbau von Serotonin, wodurch es zu einer
gesteigerten Aktivierung von G-Proteinen und somit einem erhéhten cAMP-
Spiegel in der Zelle kommt. Das fuhrt Gber die Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA) zur Stimulation des Transkriptionsfaktors CREB, welcher unter anderem
die Transkription von BDNF stimuliert. Diese hypothetisierten Mechanismen
sind in Abbildung 5 gezeigt. Auch fur die zur Behandlung von schweren
Depressionen eingesetzte Elektrokonvulsionstherapie (EKT) konnte ein stark
fordernder Einfluss auf die Neurogenese im Hippocampus gezeigt werden
[25]. Opiaten wie Heroin und Morphium hingegen wurde eine hemmende
Wirkung auf die Neurogenese im Hippocampus nachgewiesen [56].
Einschrankend muss jedoch festgestellt werden, dass alle Therapieverfahren
bislang nur am Tiermodell hinsichtlich ihrer Effekte auf AN untersucht wurden,
so dass unklar ist, ob diesen Phanomenen beim Menschen eine Bedeutung

zukommt.
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Abbildung 5: Antidepressive Therapie férdert die cCAMP-Kaskade an mehreren
intrazelluldren Orten. Dazu gehéren die vermehrte Aktivierung von G-
Proteinen, das stimulierende GTP-binding protein, die Adenylatcyclase,
erhéhte Spiegel an PKA und die gesteigerte Funktion und Expression von
CREB. Auch (iber die Ca?*-abhingige Mikrotubuli-assoziierte Proteinkinase
(MAP) kann CREB reguliert werden. Ein Ziel dieser Kaskade ist BDNF.

Uber die Funktion der adulten Neurogenese im Hippocampus ist bis heute
wenig bekannt. Diese Hirnregion wird als ,Tor zur Erinnerung“ bezeichnet.
Informationen werden im Hippocampus nicht direkt gespeichert, sondern
vielmehr auf dem Weg zu ubergeordneten Grofhirnzentren ,sortiert und
durchgeleitet” (sog. Encodierung). Der standige Ersatz bzw. Zuwachs von
Neuronen und Astrozyten in diesen Gebieten des ZNS kann daher nicht das
alleinige anatomische Korrelat zur Speicherung von Lernprozessen und
Informationen darstellen, zumal die relativ geringe Zellzahl von ca. 250000

Kornerzellen (in der Maus) daflir auch als deutlich zu klein erscheint. Zudem
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erscheint es wenig sinnvoll, Zellen auszutauschen, die gerade zum
Abspeichern von Informationen herangezogen wurden. Eventuell stellen die
neuen Zellen eine Art Stellwerk fur den Informationsfluss dar. Dieses konnte
zu einer Optimierung des Datentransportes beitragen. Die Frage nach dem
Grund fur die Neubildung von Neuronen im Hippocampus ist, ebenso wie die
Frage nach der genauen Funktion des Hippocampus, zum jetzigen Zeitpunkt
unbeantwortet [57]. Einen neuen Ansatz liefert eine aktuelle Arbeit von Aimone
et al. [58], in der vorgeschlagen wird, dass die standig durch die AN
verandernde hippocampale Struktur fur die =zeitliche Einordnung von

Erinnerungen verantwortlich ist.

Uber die Einflisse von Erkrankungen auf die AN ist nur wenig bekannt. So
wird insbesondere fur depressive Erkrankungen immer wieder die Beteiligung
einer veranderten adulten Neurogenese postuliert [57]. Bei zwei
neurodegenerativen  Erkrankungen (Morbus Alzheimer und Chorea
Huntington) [59, 60] fand sich eine vermutlich kompensatorische Steigerung

der adulten Neurogenese in menschlichem Postmortem-Gewebe [61, 62].

Alkoholabusus, eine der haufigsten psychiatrischen Erkrankungen, fihrt bei
Nagetieren v. a. im Hippocampus zur verminderten Proliferation neuronaler
Progenitorzellen und vermindert das Uberleben der neu entstandenen
Nervenzellen [63, 64]. Diese reduzierte Neurogenese konnte ein relevanter
Faktor bei der Entstehung alkoholinduzierter kognitiver Funktionsstorungen
beim Menschen sein. Neben Alkohol verandert auch Nikotin, zumindest in
hohen Dosen, die neuronale Plastizitat im Hippocampus, indem es die
Neurogenese im Gyrus dentatus vermindert und moglicherweise den

Zelluntergang verstarkt [65].
1.1.3 Ausblick: Therapie

Eine detaillierte Kenntnis Uber die Steuerung der adulten Neurogenese kénnte
in Zukunft genutzt werden, um z.B. an erkrankten Stellen des ZNS die gezielte

Produktion gesunder neuronaler Ersatzzellen zu induzieren. Insbesondere fur
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Demenzen, Suchterkrankungen sowie schizophrene und affektive Psychosen
[66] kdonnte als neurobiologisches Korrelat eine gestorte Neurogenese einen

wesentlichen pathogenetischen Faktor darstellen.

Postmortem-Untersuchungen an Gehirnen von Patienten, die zu Lebzeiten
unter Depressionen und Angstzustanden litten, zeigten im Bereich des
prafrontalen Kortex und des Hippocampus eine Atrophie neuronaler
Zellverbande [67, 68]. Wie oben beschrieben, wird (zumindest im Tiermodell)
schon mit heutigen Antidepressiva eine Kompensation dieses Zellverlustes
erreicht. Bessere Kenntnis Uber diese Vorgange konnte diese Medikamente
sicher noch optimieren und eine noch gezieltere und effizientere Behandlung
ermoglichen, sollte denn eine Stérung der Neurogenese bei psychiatrischen

Erkrankungen eine Rolle spielen.

Bei Parkinsonpatienten wird aufgrund einer selektiven Degeneration
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra der Neurotransmitter Dopamin
nicht in genligendem MalRe hergestellt. Diesem Mangel konnte durch
Nachwachsen der Dopamin produzierenden Zellen entgegengewirkt werden,
zumal gezeigt wurde, dass AN in der Substantia nigra adulter Nager vorkommt
[69]. Therapieansatze mit Spenderzellen sind bereits getestet worden; eine
Steigerung der endogenen AN wirde sicherlich viele Probleme umgehen.
Inwieweit eine Steigerung der AN therapeutisch eingesetzt werden kann, ist

also von herausragendem Interesse.

Die Behandlung von Gewebstraumata im ZNS nach Unfallen, ischamischen
Gewebsdegenerationen nach cerebralen Ischamien und neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z.B. Morbus Alzheimer und Parkinson sowie das
Verstandnis der komplexen Zusammenhange neurophysiologischer

Mechanismen sind das Ziel der Forschung auf diesem Gebiet.
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1.2 Stickstoffmonoxid (NO)

1.2.1 Vorkommen und Wirkung von NO

NO ist ein gasformiges, freies Radikal, dessen Halbwertzeit wegen seiner
starken Reaktionsfreudigkeit in biologischen Systemen ca. 5 sec. betragt.
Langere Distanzen als 200 — 300 yum vermag dieses Molekil in Gewebe daher
nicht zu Uberwinden. Damit ist sein Signalubertragungspotential auf nahe
gelegene Zielmolekule begrenzt. Gerade diese Kurzlebigkeit macht es aber zu
einem geeigneten SignalUbertrager innerhalb der Zelle oder zwischen
benachbarten Zellen [70], wobei es im Gegensatz zu klassischen Transmittern
nicht in distinkten Quantitaten und lokal, sondern diffus und variabel
ausgeschuttet wird. Es besitzt spezifische (z.B. der Rezeptor von NO, die
I6sliche G-Cyclase) und unspezifische Ziele und weist somit pleiotrope Effekte
auf [71].

NO kommt in nahezu allen Organsystemen vor und ist an der Vermittlung
zahlreicher physiologischer wie auch pathologischer Funktionen beteiligt. Es
hat neben seinen physiologischen Eigenschaften auch eine toxische Wirkung.
Bei vielen Krankheitsbildern finden sich denn auch erhéhte NO-Spiegel. Ein
,Mangel®* an NO hingegen kann jedoch ebenso zu Krankheiten fuhren.
Beispiele fur diese gegensatzlichen Effekte von NO finden sich zahlreich: Das
Molekdul ist im Endothel, und damit im Kreislaufsystem, an der physiologischen
Dilatation von GefalRen beteiligt. Bei Hypotension, Reperfusionsschaden und
septischem Schock sind veranderte NO-Spiegel zu messen. NO ist an der
Parasitenabwehr (insb. in Makrophagen) beteiligt. Pathophysiologisch spielt es
aber auch bei entzindlicher Gewebsschadigung und Transplantatabsto3ung
eine Rolle. Hohe NO-Spiegel in der Immunabwehr tragen zum Zelltod, zur
Entzindungsreaktion und zum Versagen der Mikrozirkulation im septischen
Schock bei [72]. Einer Steigerung der Gefal-/Koronardurchblutung sowie
einem vermutlich protektiven Effekt bei der Entstehung der Atherosklerose

steht die Beteiligung an der Entstehung von Gefallkrankheiten wie der
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endothelialen Dysfunktion, der koronaren Herzkrankheit und der Angina
Pectoris, sowie dem septischen Schock gegenuber [73]. Pharmakologisch
werden diese bekannten Zusammenhange schon seit langerem genutzt. Zu
nennen sind hier die Nitrate, die seit langem in der Behandlung der koronaren
Herzkrankheit, der Angina Pectoris, des Herzinfarkts, des Lungenddems und
bei Gallengangkoliken Anwendung finden. Bei der Behandlung der
hypertensiven Krise kommt in der Intensivmedizin als ultima ratio der NO-
Donor Nitroprussidnatrium zum Einsatz. Bei der Behandlung von
Atemproblemen Neugeborener in der Neonatologie ist es sogar lebensrettend.
Ein weiteres modernes Medikament, welches ebenfalls in die NO-Signalkette
eingreift, ist Sildenafil (Viagra®), das durch die Hemmung einer spezifischen,
penilen Phosphodiesterase die cGMP-Konzentration erhoht und damit die
penile Erektion aufrechterhalt. Anti-Pterine, als Hemmstoffe der NO Synthasen
eingesetzt, befinden sich derzeit in Phase IlI-Studien der Behandlung

schwerer Hirntraumen zur Reduktion erhohten intracerebralen Druckes.

Die Rolle von NO als wichtiger Botenstoff bei SignalUbertragungsprozessen
beim Menschen ist jedoch noch wenig erforscht. Als retrograder und second
messenger der Glutamataktivierung des NMDA-Rezeptors kommt es auch im

Hippocampus vor.

NO vermittelt u. a. Morpho- und Synaptogenese [74-77]. Damit tragt dieses
Molekul neben der Steuerung vieler weiterer Funktionen des zentralen
Nervensystems auch zur Regulation des Lernens und Erinnerns durch
hippocampale Langzeitpotenzierung bei [78]. Erkenntnisse beim Menschen
liegen hier allerdings nicht vor. Daruber hinaus bestehen enge funktionelle
Beziehungen zum dopaminergen und serotonergen System: NO vermag
sowohl den Dopamintransporter DAT mittels S-Nitrosylierung direkt zu
hemmen [79], als auch indirekt den Serotonintransporter 5-HTT in seiner
Aktivitat zu steigern [80]. Zahlreiche andere Einzelbefunde in diesem
Zusammenhang zeigen noch kein konsistentes Bild der Effekte von NO auf die

menschliche Hirnfunktion.
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NO hat sowohl aktivierende als auch hemmende Funktionen. So aktiviert es
z.B. die Guanylat-Cycalse, wodurch es zu einem Anstieg an cGMP in den
Zielzellen kommt. Inhibierend wirkt es hingegen z.B. auf die Funktion von Pyso-

Enzymen [81].

Die Verwendung des NO-Donors DETA/NONOat bei gleichzeitigem
Verschluss von Hirnarterien steigert die Neurogeneserate [82]. Upstream spielt
fur den NO-Effekt wohl der NMDA-Rezeptor eine wichtige Rolle [83], der NO
als second messenger im Hippocampus verwendet. Des weiteren steigert eine
selektive Inhibition von NOS-I (s. u.) den Zelluntergang im Gyrus dentatus
nach Adrenalektomie, was eine neuroprotektive Wirkung von NO
wahrscheinlich macht [84]. Moreno-Lopez et al. [85] zeigten, dass NO-
produzierende Neuronen in der Umgebung neuronaler Progenitorzellen der
Subventrikularzone vorhanden sind und dass somit stickstoffvermittelte
Neurotransmission zu diesen Neuronen stattfinden kann. Einen weiteren
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen NO und AN liefert eine neuere
Studie von Zhu et al. [86]. Hier wurde ein Anstieg der adulten Neurogenese
nach fokaler Ischamie nachgewiesen. Dieser Zuwachs ist abhangig von NO,
welches von einer bestimmten Isoform der NO-Synthase (NOS-Il, s.u.)

gebildet wird.

1.2.2 NO-Synthasen (NOS)

Die endogene Synthese von NO wird durch NO-Synthasen (NOS) katalysiert.
Es handelt sich dabei um ein Tetramer, bestehend aus zwei NOS-Monomeren
und zwei Calmodulin-Monomeren (CaM). Dieser Komplex beinhaltet die fest
gebundenen Kofaktoren (6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), FAD, FMN
und eisenbindendes Protoporphyrin IX (Ham). Die Reaktion bendétigt als
Substrat L-Arginin (Abb. 6). Bei der komplexen Reaktion entsteht aus dieser
Aminosaure und O, Uber einen Zwischenschritt L-Citrullin und NO, wobei
NADPH zu NADP™ oxidiert wird [87].
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Abbildung 6: Reaktion von L-Arginin zu Citrullin und NO mit Kofaktoren,
katalysiert durch NOS. NADPH fungiert als Elektronendonor (e). FAD und
FMN (bertragen diese Elektronen von der Reduktasedoméne auf die
Oxygenasedoméne. Hier wird im Zusammenspiel mit dem H&m-gebundenen
Eisen (Fe) und BH, die Reaktion von L-Arginin und Sauerstoff (Oy) zu Citrullin
und schlieBlich NO katalysiert. Der Elektronenfluss durch die
Reduktasedoméne bendtigt die Anwesenheit von Calmodulin mit gebundenem
Ca*". Zeichung nach Alderton [87]

FAD und FMN fungieren hier als Elektronenakzeptoren. Durch die beiden
Flavin-Kofaktoren koénnen unter Bildung stabiler Intermediatprodukte die
Elektronen einzeln vom Zwei-Elektronen-Donor NADPH auf den Ein-

Elektronen-Akzeptor Ham Ubertragen werden.
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Die Familie der NO Synthasen setzt sich aus NOS-I (nNOS, neuronale NOS),
NOS-Il (iNOS, induzierbare NOS) und NOS-IlII (eNOS, endotheliale NOS)
zusammen [87]. NOS-III und NOS-I sind im Gegensatz zu NOS-II in hohem
MaRe von Calcium abhangig, da durch die Bindung von Ca?* an CaM der
Elektronenfluss zwischen NADPH und den Flavin-Kofaktoren ermoglicht wird.
Jede Isoform wird von einem eigenen Gen codiert und wurde nach den
jeweiligen Gewebearten benannt, in denen sie zum ersten Mal entdeckt
wurden. Mittlerweile ist bekannt, das die einzelnen lIsoformen auch in
zahlreichen anderen Geweben vorkommen [89]: viele Gewebe sind in der
Lage, sowohl NOS-III, als auch NOS-I zu exprimieren [89]. In Muskelzellen
kommen z.B. alle drei NOS-Isoformen vor. Endothelzellen exprimieren NOS-

[, eine Expression von NOS-Il kann jedoch induziert werden [90].

NOS-IlI hingegen wird gewohnlich nicht in Zellen des ZNS gebildet. Eine
Ausnahme stellen hier entzindliche Zustande dar, wie sie nach Traumata oder
ischamischen Insulten auftreten. Hierbei kommt es zu einer Zunahme der
Expression von NOS-II in den entsprechenden Regionen [87], was auch bei
Mausen im Bereich ischamischer Insulte beobachtet wurde [91]. NO kénnte
hier die Rolle eines zentralen Faktors bei der Induktion und Vermittlung von
Reparaturstrategien/-mechanismen zukommen, wobei die Veranderung der
Neurogeneserate ein mogliches Ziel der Beeinflussung durch NO sein kdnnte.
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass ab dem dritten Tag nach einem
operativ herbeigeflhrten zentralen ischamischen Insult bei Ratten ein Anstieg
der Neurogenese zu verzeichnen war, der am siebten Tag post operationem
sein Maximum hat, um dann bis zum 28. Tag wieder auf den physiologischen
Wert zu sinken [86]. Weitere Experimente mit NOS-II-Knockout-Mausen legten
nahe, dass eine Aktivierung von NOS-II far die Steigerung der

Neurogeneserate von groRer Bedeutung ist [86].

NOS-III wird Calcium/Calmodulin-reguliert und spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation des Gefaldtonus [92]. Welche Rolle die endotheliale Isoform NOS-
[l im ZNS spielt, ist jedoch noch nicht vollstandig klar. Gesichert gilt eine

Expression im zentralnervésen Endothel, was einige Studien [93-95] bereits
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gezeigt haben. Eine mogliche Expression von NOS-Ill in neuralem Gewebe
wird kontrovers diskutiert [96], da zu diesem Thema widersprtichliche Befunde
vorliegen. Wahrend in einigen Untersuchungen NOS-IlIl in murinen CA-1
Pyramidenzellen [94, 97-99] und Astrocyten [100, 101] gefunden wurde,
konnten andere Untersuchungen diese Befunde nicht bestatigen [95, 102].
Mittels In-Situ-Hybridisierung wurde in einer Arbeit keine NOS-III mRNA in
neuralen Zellen detektiert [93]. In einer Arbeit von Teichert et al. fand sich die
Expression eines NOS-III-Reportergens in neuronalen Zellen [94]. Ein
Vergleich aller vorliegenden Studien zu diesem Thema ist jedoch schwierig, da
bei verschiedenen Spezies unterschiedliche Hirnregionen untersucht wurden.
Fir humanes Gewebe liegen nur wenige Untersuchungen vor. Diese zeigen

ebenfalls kein eindeutiges Bild.

Der Gyrus dentatus ist neben der SVZ der Ort, an dem am meisten neue
Zellen gebildet werden. Dort kann sowohl beim Menschen wie auch bei Ratten
NOS-I und moglicherweise NOS-IIl gefunden werden. Neben der Expression
in Endothelzellen ist NOS-III eventuell in CA-1 Pyramidenzellen prasent [97-
99]. NOS-III wird mdglicherweise auch in Astrocyten exprimiert [100, 101,
103], die eine wichtige Rolle bei der Regulation der Neurogenese spielen. Die
neuralen Stammzellen liegen jedoch in der Nahe von GefalRen [104], deren
Endothel NOS-III stark exprimiert (s.0.), so dass NOS-IIl in jedem Fall das
Potential besitzt, die AN zu beeinflussen. Daruber hinaus zeigten einige
pharmakologische Studien, dass die Modulation des nitrinergen Systems zu
einer Veranderung der Neurogenese fuhrt. Um einen moglichen Einfluss von
NOS-III auf die AN zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die Proliferation und
Survivalrate neuraler Stammzellen an NOS-III-Knockout-Mausen bestimmt.
Studien mit Knockout-Mausen ermdglichen die gezielte Betrachtung nur einer
Isoform der NOS-Enzymfamilie, da bis heute kein NOS-IlI-spezifischer Inhibitor

zur Verfugung steht.
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1.2.3 NOS-lll Knockout-Mause

Strukturell-anatomisch weisen NOS-IlI-Knockout-Mause einige
Besonderheiten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren auf. So sind angeborene
Herzdefekte und haufigere Herzfehlfunktionen bei diesen Tieren bekannt
[105]. NOS-IlI-Knockout-Zuchtpaare haben signifikant weniger Nachkommen
pro Wurf als heterozygote oder Wildtypzuchtpaare [81], ihr Blutdruck liegt etwa
20 bis 30% Uber dem der Wildtyp-Tiere [106] und ist starkeren Schwankungen
unterlegen [107].

NOS-IlI-Knockout-Mause weisen daneben auch neurophysiologische und
neurobiologische Besonderheiten auf. Genetische Inaktivierung von NOS-III
fuhrt zu einer starken Reduktion der NMDA-gesteuerten GABA-Ausschuttung
in einigen Hirnregionen, wie z.B. dem Hippocampus [108]. Im frontalen Cortex
von NOS-llI-Knockout-Mausen wurde ein gesteigerter Serotonin-Turnover
festgestellt, wahrend im ventralen Striatum ein erhdhter Dopamin-Umsatz zu
verzeichnen ist [109], so dass von einer engen Verzahnung monoaminerger
und nitrinierger  Signaltransduktionskaskaden auszugehen ist. Die
Hypofunktionalitat des NMDA-Rezeptors steht neben der Glutamat-Hypothese
im Zentrum der theoretischen Uberlegungen zur Beteiligung von NO bzw. NO-
Synthasen an der Pathogenese psychischer Erkrankungen wie affektiven und

schizophrenen Psychosen [110].

NOS-Ill-defiziente Mause weisen interessanterweise einige
Verhaltensauffalligkeiten auf [111]: Die Tiere zeigen eine erhohte
Angstbereitschaft, aber auch ein besseres Lernvermogen [109]. Daneben
zeigen sie ein weniger stark ausgepragtes aggressives Verhalten als

Wildtypvarianten.
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1.3 Fragestellung

Die oben gezeigten Zusammenhange lassen eine Verbindung zwischen von

NOS-IIl synthetisiertem NO und der Regulation der AN postulieren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, einen moglichen Einfluss von
NOS-IIl bzw. des von dieser Isoform des Enzyms synthetisierten NO auf die
AN im Gyrus dentatus der Maus zu erforschen. Dafur wurden NOS-III-
Knockout-Mause mithilfe immunhistochemischer BrdU-Markierung auf
Proliferation und Survival neuronaler Stammzellen untersucht und mit
Wildtypvarianten und fur dieses Gen heterozygoten Tieren verglichen. Fur die
Phanotypisierung der neu gebildeten Zellen wurden an den gleichen
Praparaten Doppelmarkierungen mit BrdU/NeuN (als neuronaler Marker) und

BrdU/GFAP (als Astrozyten-Marker) vorgenommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere stammten aus einer NOS-III-Knockout-Zuchtlinie der
Tierhaltungseinrichtung der Neurologischen Universitatsklinik Wurzburg, die
direkt von der Zuchtlinie des Erstbeschreibers auf dem genetischen
Hintergrund eines C57/BL6 Mausestammes abstammt [112]. Die
Tierhaltungsbedingungen umfassten einen Hell-Dunkel-Cyclus von jeweils 12

Stunden bei Wasser und Futter ad libitum.

Tierhaltung und Versuchsprotokolle wurden durch die Regierung Unterfranken
und die zustandige Stelle der Universitat Wurzburg geprift und genehmigt und

entsprechen den internationalen Richtlinien fur Tierversuche.

FUr immunhistochemische Farbungen wurden die Gehirne von insgesamt 39
Mausen verwendet. Es wurden Geschwistertiere herangezogen, die entweder
heterozygot (HET; n=15) oder homozygot (KO; n=14) fur das deletierte NOS-
[lI-Gen sind. Zum Vergleich dienten Kontrolltiere, die ebenfalls aus dem
entsprechenden Wurf stammten (Wildtyp, WT, n=10). Die Verteilungen auf die
Survival- und Proliferationsversuche sind im Einzelnen in der Tabelle 1
dargestellt. Die Tiere waren zum Zeitpunkt des Versuchsanfangs
durchschnittlich 136 + 27 d alt.
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Tabelle 1: Anzahl und Genotyp der einzelnen Versuchstiere

Survival

Total (mannlich; weiblich)

Proliferation

Total (mannlich; weiblich)

NOS-III-WT 4 (2:2) 6 (4;2)
NOS-III-HET 8 (5:3) 7 (5:2)
NOS-III-KO 7 (3:4) 7 (6:1)

2.1.2 Antikorper und Immunreagenzien

Erstantikorper:

Anti-BrdU

(Bromodeoxyuridine),

Diagnostics, GmbH, Mannheim

Anti-GFAP (Glial fibrillar acidic proteine)

Maus IgG

(monoklonal), Roche

Anti-BrdU (Bromodeoxyuridine), Ratte (polyklonal)

Anti-NeuN (Neuronal nucleus), Maus IgG (monoklonal), Chemicon

International, Inc., USA

Zweitantikorper:

Avidin-Biotin

Enzymkomplex:

Laboratories, Inc. USA)

Vectastatain®

ABC KIT (Vector

Biotinylierter Anti-Maus-lgG (H+L) aus der Ziege (Vector Laboratories,

Inc. USA)
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Cy™2-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L), (Jackson

Immuno Research Laboratories, Inc.)

Cy™3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rat IgG (H+L), (Jackson

Immuno Research Laboratories, Inc.)

2.1.3 Puffer und Losungen

2.1.3.1 Losungen fir die Imnmunhistochemie

0,6% H20,in TBS
Blockldsung I: 0,25% Triton-X 100
5% Normal Horse Serum (Vector Laboratories, Inc. USA)
2% Albumin, bovine (Sigma® Chemical Co., USA) in TBS
Blocklosung ll: 0,25% Triton-X 100
2% Normal Horse Serum (Vector Laboratories, Inc. USA)
2% Albumin, bovine (Sigma® Chemical Co., USA) in TBS
Diaminobenzidin: DAB Substrate (Roche Diagnostics, GmbH, Deutschland)

Formamide deionized ultra pure grade (Amresco®, USA)

2.1.4 Standardlésungen

2.1.41 Puffer

TBS (Tris buffered saline): 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5
0,15 M NaCl

PBS (Phosphat buffered saline): 0,137 M NaCl
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2,7 mM KCI

8,1 mM NayHPO,

1,5 mM KH,PO,

Phosphat buffered saline (10x) without Ca

und Mg (BIO WHITTAKER
Belgien) 1/10 in H,O

2.1.4.2 Losungen fiir Immunhistochemie

4xSSC: 0,6 M Sodium Chloride

0,06 M Sodium Citrat

20x SSC (Amresco®, USA) 1/5 in H,O
2 N HCI

0,1 M Borsaure (pH 8,5)
2.1.5 Losungen zur Gewebeaufbewahrung

0,02% Natrium-Azid in TBS
Kryoprotektanslosung:

30 ml Ethylenglykol

30 ml Glycerin

40 ml 0,1 M Na-Phosphat-Puffer pH 7,4
4% Paraformaldehyd in 1x PBS, pH 7,5

10% Sucrose in PBS
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20% Sucrose in PBS
2.1.6 Gerate

Leica-Lichtmikroskop Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar
Konfokales Mikroskop Leica DMRE und Leica TCS SP3

Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Fluoreszenzmikroskop Olympus 340 mit Fluoreszenzaufsatz
Mikrotom Kryostat HM500 OM MICROM Laborgerate GmbH
CCD-Kamera Hitachi CCD KP-C551 Color Camera

Digitalkamera Nikon Coolpix Nikon Corporation Tokyo, Japan
2.1.7 Software

DigiTrace  Von Fa. Borland International Inc., IMATEC Bildanalysesysteme,

Neufahrn, Deutschland

StatView 4.02 Data Analysis and Presentation System, Abacus Concepts,

London, GroR3britannien
Microsoft® Word 97 und 2000 Microsoft, UnterschleilRheim

Microsoft® Excel 2000 Microsoft, UnterschleilRheim
2.1.8 Sonstiges

Eindeckmittel:
Aquatex® Merck, Darmstadt

Vitro-Clud® Langenbrinck, Deutschland
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Objekttrager Superfrost®Plus MENZEL-GLASER®, Deutschland

Deckglaser 24x50 mm Marienfeld GmbH, Deutschland
2-Methylbutan > 99% Carl Roth GmbH & Co., Deutschland
Ethanol dto.

Xylol dto.

2.2 Methoden

2.2.1 BrdU-Injektionen

Die Mause erhielten vier intraperitoneale BrdU-Injektionen im Abstand von
jeweils zwei Stunden. Vor der ersten Injektion wurden die Tiere gewogen, um
die individuelle Dosis fur jedes Tier zu ermitteln. Jeder Maus wurde pro
Injektionszyklus 75 ug BrdU/g Korpergewicht, in einer auf Korpertemperatur
vorgewarmten isotonischen Kochsalzlésung (0,9% NaCl) geldst, injiziert. Die
Konzentration der Injektionslésung betrug 10 mg/ml BrdU. Eine Maus mit
einem Korpergewicht von 25 g bekam somit z.B. eine Injektion von knapp
200 pl Injektionslosung. Der Eingriff erfolgte ohne Anasthesie, da die
Athernarkose fiir die Tiere belastender als die Injektion selbst ist. Somit wurde
den Tieren unndtiger Stress erspart. Die Korperseite, auf der die Injektion

erfolgte, wurde nach jedem Eingriff gewechselt.
2.2.2 Gewebepraparation

Um die Proliferation adulter Stammzellen analysieren zu kdnnen, wurden die
Mause sechs Tage nach BrdU-Gabe unter Atherandsthesie durch
Dekapitierung getotet, die Gehirne sofort enthommenen und fur 48-72 Stunden

in frisch hergestelltem Paraformaldehyd 4 % in PBS immersionsfixiert.
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Zur Untersuchung der Uberlebensrate sowie Differenzierung und Migration der
neu gebildeten Zellen (= Survivalrate) wurden Mause 28 d nach der letzten

BrdU-Injektion auf dieselbe Weise getotet.

Nach viermaligem Waschen der immersionsfixierten Gehirne in PBS fur jeweils
15 min wurde das Gewebe zum Gefrierschutz sukzessive in 10 und 20%
Sucrose in PBS Uberfihrt und daraufhin mit Trockeneis in 2-Methylbutan auf
—60°C heruntergekuhlt. Die Gehirne wurden bei —20°C bis zur weiteren

Bearbeitung gelagert.

Mit Hilfe des Gefriermikrotoms wurden serielle koronare Schnitte der
Hippocampusregion mit einer Dicke von 40 um hergestellt und frei flottierend
in 0,02% Natrium-Acid in TBS gesammelt. Jeder sechste Schnitt wurde einer
immunhistochemischen Farbung zum Nachweis von BrdU unterzogen. Die
verbleibenden Schnitte wurden zum Teil fir die Doppelmarkierungen und die
HE-Farbungen verwendet. Das ubrige Gewebe wurde in Kryoprotektans-

Losung uberfuhrt und bei —20°C gelagert.
2.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von BrdU

Die Schnitte wurden zunachst zweimal fir 10 min in TBS gewaschen. Zum
Blockieren der endogenen Peroxidase folgte nun eine Inkubation in 0,6% H>0,
in TBS fur 30 min. Nach erneutem Waschen (2x10 min) wurde die DNA
denaturiert, wodurch die Detektion von BrdU durch den entsprechenden
Antikdrper moglich wurde. Dazu wurden die Gehirnschnitte zunachst in einer
Lésung bestehend aus 50% Formamid und 2xSSC Ldsung bei 65°C fur 2 h
inkubiert, danach zweimal 5 min gewaschen, fir 30 min bei 37°C in 2 N HCI
inkubiert und in 0,1 M Borsaure (pH8,5) fur 10 min gespult. Nach erneutem
Waschen in TBS (3x10 min) folgte eine Blockierung der unspezifischen
Antikorper-Bindungsstellen im Gewebe durch Inkubation der Schnitte fur 1 h
bei RT in Blocklésung |. AnschlieRend wurden die Schnitte mit dem
monoklonalen Anti-BrdU Erstantikorper (1/400 in Blocklosung | verdunnt) bei
4°C Uber Nacht inkubiert und erneut in TBS gewaschen (3x10 min). Zur
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Detektion des Erstantikorpers wurden die Schnitte im Folgenden mit dem
biotinylierten Anti-Maus-IgG (1/400 verdinnt in Blockldsung Il) fur 2 h bei RT
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fur jeweils 5 min in TBS folgte eine
Inkubation der Schnitte fur 1,5 h bei RT im Avidin-Biotin-Komplex. Dieser
Komplex wurde jeweils 0,5 h vor Gebrauch frisch angesetzt. Dem wiederholten
Waschen (3x5 min) in TBS schloss sich der Peroxidase-Nachweis mit DAB als

Substratlosung fur 5 bis 10 min an.

AbschlieRend wurden die Schnitte in TBS gewaschen und auf Objekttrager
aufgezogen. Sie wurden Uber Nacht getrocknet und nach Durchlaufen einer
aufsteigenden Alkoholreihe (75% Ethanol, 95% Ethanol, 100% Ethanol, 100%
Xylol) mit Vitro-Clud® und Deckglaschen eingedeckt.

2.2.4 Quantifizierung BrdU exprimierender Zellen

Die gefarbten Gehirnschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop analysiert.
Mittels einer Digitalkamera und dem Programm DigiTrace wurde die
Hippocampusregion digitalisiet und die Flachen von Hilus und
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus vermessen. Zur genauen Skalierung der
einzelnen Vergrolkerungen am Computer wurden zuvor definierte Malstabe
verwendet, um die Skalierungsfaktoren fir jede Vergroflerung bestimmen zu

konnen.

Mit den so gewonnenen Flachendaten konnte das Volumen der
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus eines jeden Gehirns berechnet werden.

Folgende Volumenformel (Abb. 7) kam hier zur Anwendung:
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Abbildung 7: Formel zur Berechnung des Volumens der Kérnerzellschicht im

Gyrus dentatus.

VGZ: Gesamtes Volumen der Koérnerzellschicht beider Hippocampi eines

Mé&usegehirns

V: Volumen (V1 ist das Volumen der Kbérnerzellschicht vom ersten bis zum

zweiten Schnitt usw.)

F: Flédche (F1 ist die gemessene Flédche der Kérnerzellschicht vom ersten

Schnitt u.s.w.)

h: Schnittdicke (40 um)

Die im Gyrus dentatus lokalisierten BrdU-positiven Zellkerne wurden gezahit.
Unterschieden wurde hier zwischen Zellen in der Kornerzellschicht (GZ), die
als ,gewandert, und Zellen in der SGZ, welche als ,stationar® bezeichnet
wurden. Weiterhin wurden BrdU-positive Zellen mit einem homogen angefarbt
erscheinenden Zellkern (,normal“) von solchen mit nicht homogen angefarbt

erscheinenden Zellkern (,gesprenkelt®) differenziert.

2.2.5 Doppelmarkierung mit Antikorpern gegen BrdU und NeuN

Die Schnitte wurden zunachst 2x5 min in TBS gewaschen. Die DNA wurde
daraufhin wie in 2.2.3 beschrieben denaturiert. Dem anschlielRenden

dreimaligen (3x5 min) Waschen in TBS folgte eine Blockierung der
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unspezifischen Bindungsstellen im Gewebe durch einstiindige Inkubation der
Schnitte in Blocklésung | bei RT. Uber Nacht wurden die Schnitte dann bei 4°C

gleichzeitig mit den folgenden Antikorpern behandelt:
AK1: Polyklonaler Anti-BrdU aus der Ratte (1:400 verdunnt in Blockldsung 1)

AK2: Monoklonaler Anti-NeuN aus der Maus (1:4000 verdinnt in Blocklésung
1)

Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS folgte die Inkubation mit den
jeweiligen Zweitantikorpern fur 1,5 h bei RT (Cy2-konjugierter Anti-Maus aus
der Ziege 1:200 in TBS; Cy3-Konjugiertem Anti-Ratte aus der Ziege 1:200 in
TBS). Um eine zu schnelle Abnahme der Fluoreszenz zu verhindern, wurde
darauf geachtet, dass die Schnitte moglichst im Dunkeln gehalten wurden. Die
Schnitte wurden ein letztes Mal in TBS gewaschen und auf Objekttrager
aufgezogen, uber Nacht getrocknet und mit Aquatex und Deckglaschen

eingedeckt.

2.2.6 Auswertung der Doppelmarkierung

Die doppelmarkierten Gehirnpraparate wurden mit Hilfe eines Konfokal-
Mikroskops untersucht. Die Schnitte kdnnen somit schichtweise gescannt
werden. Dabei wurden die jeweiligen an die Zweitantikorper gekoppelten
Fluorochrome mit Licht spezifischer Wellenlangen zur Fluoreszenz angeregt

und stellten sich im digitalen Bild in verschiedenen Farben dar. Die mit Cy™3

markierten, also BrdU-positiven Zellkerne erschienen rot und die mit Cy™2
dagestellten NeuN-positiven Neurone wurden grun abgebildet. Eine Zelle, die
sowohl fur BrdU als auch fur NeuN positiv und somit durch beide Antikdrper
markiert ist, stellt sich durch Uberlagerung von rot und griin in gelber Farbe

dar.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Proliferation neuronaler Stammzellen ist bei NOS-III-

Knockout-Mausen reduziert

Die Proliferation der Progenitorzellen in der SGZ des Hippocampus von NOS-
[lI-Knockout-Mausen und entsprechenden Kontrollen wurde durch den
immunhistochemischen Nachweis von BrdU ermittelt (Abb. 8), wie unter

Methoden beschrieben.

7 i | GZ H

WT

Abbildung 8: Proliferation adulter Stammzellen im Hippocampus von NOS-/II-
Knockout-Mé&usen (schwarzer Mal3stab entspricht 200 um). Im Gyrus dentatus
NOS-llI-defizienter Méuse (KO) konnten weniger BrdU-positive Zellen
nachgewiesen werden als im Gyrus dentatus entsprechender Kontrolltiere
(WT; NOS-III-WT-Mé&use). Zu diesem Zeitpunkt (6 d nach BrdU-Injektion) sind
die geféarbten Zellen fast ausschlie3lich in der SGZ zu finden und ordnen sich

in der Regel zu Gruppen, so genannten Clustern an.

Vergleicht man die Anzahl BrdU-positiver Zellen pro Volumen
Kdrnerzellschicht von NOS-IlI-Knockout-Mausen (NOS-IlIl -/-) mit NOS-III-
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Wildtyp-Mausen (NOS-IIl +/+), so zeigt sich eine signifikant (p<0,05, Students
t-test, n=6 pro Genotyp) geringere Proliferationsrate bei NOS-IlI-defizienten
Tieren (Abb. 9). Exemplarisch ist dies in Abb. 8 (KO) dargestellt. Wahrend in
der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus von NOS-III-WT 306 + 37 BrdU-
positive Zellen/mm® zu finden waren, hatten NOS-III-KO 236 + 49 BrdU-
positive Zellen/mm?®. Dies entspricht, verglichen mit den Wildtypen, einer
Reduktion der Proliferation adulter Stammzellen um 23 %. Die
Proliferationsrate von NOS-IIl heterozygoten Mausen (NOS-III +/-, n=6) zeigte
im Gegensatz dazu nahezu identische Werte wie NOS-I1I-KO (226 + 46 BrdU-

positiven Zellen/mm?).

400

300 -

200 -

100 -

BrdU-positive Zellen/mm**3 in der GZ + SEM

++ +- -/-
Nos-lll Genotyp

Abbildung 9: Die Proliferation der Progenitorzellen ist bei NOS-I/lI-Knockout-
Mé&usen (-/-) reduziert. Die adulte Neurogenese, gemessen als Anzahl BrdU-
positiver Zellen pro Volumen der Granularzellschicht des Gyrus dentatus
(mm?), ist im Vergleich zu den Kontrolltieren (+/+; schwarzer Balken) bei
heterozygoten (+/-; gestrichelter Balken) und homozygoten (-/-; weil3er Balken)
NOS-IlI-Knockout-Méusen signifikant (* P<0,05, Students t-Test) reduziert.
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Signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede konnten weder bei NOS-III
+/+, noch bei NOS-III +/- und bei NOS-IlIl -/- Mausen gefunden werden (Abb.
10).

400

300 -

200 -

100 -

BrdU-positive Zellen'mm™3 in der GZ + SEM

+/+ +/- -I- ++ +/- -~
mannlich weiblich

Abbildung 10: Geschlechtsspezifischer Vergleich der Proliferation von
Progenitorzellen bei NOS-IlI-Knockout-M&usen (-/-; weil3er Balken). Hier sind
keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede von jeweils
heterozygoten (+/-; gestrichelter Balken) und Wildtypen (+/+; schwarzer
Balken) in der Proliferation zu verzeichnen P>0,05 Q(+/+) vers. & (+/+),
Q(+/-) vers. 3 (+/-), Q(-/-) vers. 3(-/-) (Students t-test).

Bei den Untersuchungen zur Messung der Proliferation waren fast samtliche
BrdU-positiven Zellen entlang der Grenze zwischen Kornerzellschicht und
Hilus - der so genannten SGZ des Gyrus dentatus - zu finden. Manche Zellen
waren in Clustern angeordnet. Ein geringer Teil der BrdU-positiven Zellen

begann bereits, in die Kornerzellschicht zu wandern (Abb. 11) .
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Anteil der in die GZ gewanderten BrdU-positiven
Zellen in %

+H+ +/- -/-
Nos-lll Genotyp

Abbildung 11: Anteil der in die GZ gewanderten BrdU-positiven Zellen 6 d
nach der letzen BrdU-Injektion. Ein geringer Teil der BrdU-positiven Zellen
begann bereits bei den Untersuchungen zur Proliferation in die
Kérnerzellschicht zu wandern. Dargestellt ist der prozentuale Anteil

gewanderter Zellen.

3.2 Survival der neu gebildeten Zellen

Um die Survivalrate der neu gebildeten Zellen bei NOS-IlI-Knockout-Mausen
zu bestimmen, wurden die Versuchstiere 28 d nach den BrdU-Injektionen
getotet. Die BrdU-positiven Zellen wurden gezahlt und deren
Verteilungsmuster innerhalb der Kornerzellschicht registriert. Im Gegensatz zu
den Proliferationsversuchen konnten hier keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Genotypen festgestellt werden.

28 d nach BrdU-Injektion waren die BrdU-positiven Zellen sowohl in der

Kornerzell- wie auch in der Subgranularzellschicht lokalisiert (Abb. 12 und 13).
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Abbildung 12: Survival neu gebildeter Zellen bei NOS-III-Knockout-Mé&usen.
Die Mikrophotographien koronarer Schnitte des Gyrus dentatus zeigen BrdU-

positive Zellkerne reifer Zellen. Zu diesem Zeitpunkt (28 d nach BrdU-Injektion)
sind die BrdU-positiven Zellen sowohl in der GZ wie auch in der SGZ lokalisiert
(A). Die stéarkere Vergré3erung (B) zeigt ein unterschiedliches Férbeverhalten
der einzelnen Zellkerne (schwarzer Mal3stab entspricht bei (A) 120 um und bei
(B) 35 um).
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BrdU-positive Zellen/mm**3 in der GZ + SEM
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Nos-lll Genotyp

Abbildung 13: Anzahl der neu gebildeten Zellen im Gyrus dentatus, die 28 d

nach BrdU-Injektion noch nachzuweisen waren.

Die Survivalrate ist bei NOS-IlI-Knockout-Méusen (-/-; weiller Balken)
verglichen mit den Wildtyp- (+/+; schwarzer Balken) und heterozygoten (+/-;

schraffierter Balken) Varianten nicht signifikant reduziert.

3.3 Migration der neu gebildeten Zellen

Von den Uberlebenden Zellen waren nach 28 d sowohl bei den NOS-IIl +/+ wie
auch bei den NOS-IIl +/- Mausen 37% in die Kdrnerzellschicht gewandert. Bei
den Knockout-Mausen hingegen waren es 33%. Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant (Abb. 14).
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Anteil gewanderter pro Gesamtzahl BrdU-
positiver Zellen in %
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Abbildung 14: Anteil der in die GZ gewanderten BrdU-positiven Zellen, die
28 d nach Injektion noch nachzuweisen waren. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil gewanderter Zellen bei NOS-IlI-Knockout-Mé&usen (-/-; weilBer Balken),
heterozygoten (+/-; gestrichelter Balken) und Wildtypvarianten (+/+; schwarzer

Balken) an allen angeférbten Zellen.

3.4 Morphologische Auffalligkeiten gewanderter Zellen

Viele der BrdU-positiven Zellkerne neu gebildeter Zellen zeigten bei genauerer
Betrachtung ein verandertes Farbeverhalten im Sinne einer distinkten Zellkern-
Morphologie (Abb. 15). Diese Zellkerne wiesen keine homogene BrdU-
Farbung auf, wie sie beim groRten Teil der Proliferations-Experimente
nachzuweisen war, sondern zeigten gesprenkelte Bereiche starker und
weniger starker Farbung. Ein ahnliches Muster der Kernfarbung ist auch bei

Zellkernen wahrend der Pyknose zu beobachten.
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Abbildung 15: Unterschiedliches BrdU-Férbeverhalten (iberlebender, neu
gebildeter Neurone. Ein Teil der Zellkerne war im Gegensatz zu den
Experimenten zur Proliferation nicht homogen geféarbt (Pfeilképfe). Diese
Zellen zeigten vielmehr gesprenkelte Bereiche starker und weniger starker

Féarbung. Pfeilspitzen markieren normal geférbte Zellen.

Der Anteil dieser Zellen ist bei NOS-Ill -/- Mausen (36,4% + 5,6) numerisch
geringer als bei NOS-Ill +/+ (40,2% % 5,7) und NOS-IIl +/- (39,8% + 2,8).

Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Abb. 16).
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Anteil morphologisch auffélliger Zellen pro
Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen in % + SEM
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Abbildung 16: Anteil der Zellen, die 28 d nach BrdU-Injektion ein aufféllig
verédndertes inhomogenes Férbeverhalten zeigten.

Dieser Anteil war bei NOS-IlI-Knockout-Méusen (-/-; weilBer Balken)
gegentiiber den Wildtyp-Méusen (+/+; schwarzer Balken) und heterozygoten

Varianten (+/-; gestrichelter Balken) nicht signifikant verdndert.

3.5 Phanotypisierung der neu gebildeten Zellen

Um die weitere Differenzierung der Uberlebenden BrdU-positiven Zellen in
NOS-IlI-Knockout- und Wildtypmausen zu untersuchen, wurden die
Gewebeschnitte einer immunhistochemischen Doppelmarkierung unterzogen.
Einige Schnitte wurden mit Markern fur BrdU und dem neuronalen Marker
NeuN gefarbt. Des weiteren kam eine Doppelmarkierung mit spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen fir BrdU und dem Astrocytenmarker GFAP zum

Einsatz.
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Es konnten Zellen, die sowohl BrdU als auch NeuN exprimierten, detektiert
werden (Abb. 17). Dieses spricht fir eine Differenzierung dieser neu

gebildeten Zellen zu reifen Neuronen.

Abbildung 17: Doppel-Immunfluoreszenzférbung eines Schnittes aus dem

Survival-Versuch zum Nachweis von BrdU (rot) und NeuN, einem Marker
adulter Neurone (griin). Das lberlagerte Bild (C) zeigt eine ftir BrdU und NeuN
doppelt markierte Zelle (gelb) in der Kérnerzellschicht des Gyrus dentatus,

was flir einen neuronalen Phénotyp der neu gebildeten Zellen spricht.

Im Gegensatz dazu waren nahezu keine Zellen fur BrdU und GFAP
doppelmarkiert (Abb. 18). Angesichts der auflerst geringen Anzahl BrdU /
GFAP doppelt markierter Zellen erschien eine quantitative Analyse
entbehrlich. Unterschiede im Farbeverhalten waren zwischen den NOS-III-

Knockout-Mausen und den entsprechenden Wildtypen nicht zu erkennen.

41



Abbildung 18: Immunfluoreszenzfarbung eines Schnittes aus dem Survival-

Versuch zum Nachweis von BrdU (rot) und dem gliazellspezifischen Marker
GFAP (grin). Gezeigt sind BrdU-positive Zellen (grin) und GFAP-
exprimierende Astrocyten (rot) in der Hilusregion des Gyrus dentatus. Die
Uberlagerung der Einzelbilder (C) zeigt keine doppelmarkierten Zellen, was
gegen einen astrozytdren Phénotyp der Zellen spricht. Zu erkennen ist, dass
die GFAP-positiven Fortsédtze nicht von einem BrdU-positiven Zellkern
ausgehen, viele GFAP-positive Astrocyten jedoch in der Nédhe BrdU-positiver

Zellkerne nachzuweisen sind.
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3.6 Morphologischer Vergleich des Gyrus dentatus

Im Zusammenhang mit der quantitativen Bestimmung BrdU-immunreaktiver
Zellen im Gyrus dentatus wurde in jedem immunhistochemisch gefarbten
koronaren Gewebeschnitt die Flache der Kornerzellschicht vermessen.
Beginnend im frontalen Bereich des Gyrus dentatus und endend im dorsalen
Abschnitt ergibt sich so ein charakteristisches Muster. Der Vergleich dieses
Musters (Abb. 19) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
verschiedenen Phanotypen (p>0,05 wt vers. het und wt vers. Ko; Students t-
test).
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Abbildung 19: GréBenvergleich der gemessenen SGZ-Fldche in den
verschiedenen Schnittebenen.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der Proliferationsversuche zeigen, dass bei NOS-III-KO-
Mausen die Proliferationsrate neuronaler Stammzellen reduziert ist. Die
Survivalrate neu gebildeter Zellen nach vier Wochen ist bei NOS-III-KO-
Mausen und NOS-III-WT-Mausen jedoch annahernd gleich. Diese Resultate
legen nahe, dass NOS-III die Proliferation neuronaler Stammzellen stimuliert,
wahrend das Uberleben der Zellen (= Survival) unbeeinflusst bleibt. NOS-III
scheint also eine komplexe Rolle in der Steuerung der Neurogenese zu

spielen.

4.1 Die Steigerung der Neurogenese durch NOS-Ill konnte
durch VEGF vermittelt sein

NOS-IlI-Knockout-Mause leiden haufiger als die entsprechenden Kontrollen an
Herzerkrankungen und angeborenen Herz-/Septumdefekten [105]. Vermutlich
sind diese pathologischen Veranderungen durch eine reduzierte Kapillardichte
des Myokards und verminderte Angiogenese [113] hervorgerufen. Als
zugrunde liegender Mechanismus wurde eine reduzierte Expression von
VEGF in NOS-IllI-Knockout-Mausen postuliert und belegt [113]. Dieser Effekt
von NO auf VEGF wird womaoglich durch die Aktivierung der Proteinkinase Akt
und dadurch ausgelOoste downstream-Mechanismen hervorgerufen [114]. Die
Ausschaltung von NOS-III fihrt zu einer Reduktion der VEGF Expression im
Hippocampus [115]. Umgekehrt stimuliert VEGF die Produktion von NO durch
verstarkte Expression von NOS-III [116], Dephosphorylierung an Ser116 [117]
und Akt-vermittelteter Phosphorylierung an Ser1177 von NOS-III [118-120].
Beides fuhrt zur Enzymaktivierung. NOS-IIl und VEGF verstarken sich somit

gegenseitig .

Neben seiner wichtigen Rolle in der embryonalen Morphogenese des Gehirns
[121] stimuliet VEGF die AN dber verschiedene Wege, z.B. die
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Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie [122]. Dieser Effekt wurde sowohl in
vivo als auch in vitro nachgewiesen. In vitro konnte nach Gabe von VEGF ein
Anstieg der Neurogeneserate um 20-30% gezeigt werden [123]. Das
entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit Uber den Anstieg der Proliferation
von Progenitorzellen bei NOS-IlI-Knockout-Mausen. In einer Studie von
Maurer et al. wurde das Vorhandensein von VEGF und dessen Rezeptoren
auf neuralen Stammzellen gezeigt, was fur eine direkte Interaktion von VEGF
und neuronalen Progenitorzellen spricht. Wird die Expression von VEGF
komplett unterbunden, versiegt auch die durch eine reizreiche Umgebung
erreichte Induktion der adulten Neurogenese vollig [124]. Dies legt nahe, dass
der Effekt von reizreicher Umgebung auf die Neurogenese und das Lernen
durch VEGF vermittelt wird.

In diesem Zusammenhang wurde kurzlich auch berichtet, dass NO und VEGF
einen synergistischen Effekt auf die Atorvastatin-induzierte Angiogenese
haben. Dieses stellt unter anderem selbst auch einen indirekten NO-Donor dar
und fordert ebenfalls die Neurogenese. Atorvastatin aktiviert via
Phosphorylierung von Akt und ERK die posttranskriptionelle Aktivierung von
NOS-III [125]. Die Elektrokonvulsionstherapie (EKT) steigert auf dem gleichen
Weg die Neurogeneserate [125]. In Ubereinstimmung hiermit konnte gezeigt
werden, dass den Wachstumsfaktoren FGF-2, NGF und IGF-1
neurotrophische und neuroprotektive Eigenschaften zukommen. Diese greifen
steuernd in die NO-Signaltransduktionskaskade ein [125]. Sehr interessant
sind in diesem Zusammenhang auch Studien, die zeigen, dass EKT — eine die
AN steigernde Malnahme [126, 127] — die Expression von VEGF [128]
steigert und damit auch das Wachstum von Endothelzellen sowie
Angiogenese induziert [129]. Dies ist ein weiteres Indiz fir das enge
Zusammenspiel zwischen antidepressiver Therapie, Angiogenese, adulter

Neurogenese und einer Schlusselfunktion von VEGF (Abb. 20).
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Abbildung 20: VEGF und NOS-III verstarken sich in ihrer Wirkung gegenseitig
und stimulieren die AN im Gyrus dentatus.

Die Ausschaltung von NOS-IIl in den Knockout-Tieren fiihrt zu verminderter
hippocampaler Expression von VEGF und bewirkt damit eventuell eine
Verminderung der Neurogenese. EKT hingegen induziert die Expression von
VEGF. Dadurch werden Neurogenese und Angiogenese stimuliert, was eine
Expressionssteigerung von NOS-IIl zur Folge hat und wiederum tiber VEGF
die Neurogenese steigert. Eingebunden in diesen Mechanismus sind

vermutlich Akt und NOS-III Phosphorylierung.

4.2 GefaBRsystem und Neurogenese

Eine mdgliche alternative Erklarung fiur einen negativen Effekt des NOS-III-
Genotyps auf die AN konnte der veranderte Blutdruck sein, da NOS-III-
Knockout-Mause zu spontaner Hypertension neigen [112]. Zur Zeit gibt es
allerdings keinen Beweis fur einen Einfluss von Hypertension auf AN. Lokale
Minderperfusion aufgrund endothelialer Dysfunktionen kann ebenso nicht
ausgeschlossen werden, doch sind bis dato keine entsprechenden
neuropathologischen Schaden bei NOS-III-Knockout-Mausen nachgewiesen
worden [130]. In aktuellen Studien wird eine raumliche Nahe von Orten, wo AN
stattfindet, zu BlutgefaBen und damit Endothelzellen beschrieben [104].

Endothel ist reich an NOS-Ill. Wenn man davon ausgeht, dass NO Einflisse
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auf Neurogenese vermittelt, kdonnte NO gut der von Palmer et al. 2000 [104]
und Shen et al. 2004 [131] postulierte ,endothelium-derived neural growth
factor* sein. Diese Uberlegung wird durch die lokale Verteilung von NOS-III

gestutzt, welches im Endothel nahe den BrdU-gefarbten Zellen zu finden ist.

4.3 Der Einfluss von NOS-lll auf die adulte Neurogenese im
Vergleich zu NOS-l und NOS-II

Die Ergebnisse von Studien uber pharmakologische Verfahren und die
Tatsache, dass Ischamie oder Adrenalektomie eine gesteigerte Neurogenese
hervorruft [82-84, 86], decken sich mit dem stimulierenden Effekt von NOS-III
auf die Proliferation von Progenitorzellen. Die durch Ischamie hervorgerufene
Steigerung der Neurogenese scheint jedoch durch NOS-II vermittelt zu
werden. Die basale Rate der Neurogenese bleibt jedoch vom NOS-II Genotyp
unabhangig [86]. Da NOS-II die einzige NOS-Isoform ist, die schnell
bereitgestellt werden kann, ware nur durch sie eine zugig vermittelte
Steigerung der Neurogenese z.B. im Ischamiefall zu bewerkstelligen. Da
normalerweise keine NOS-Il in cerebralem Gewebe zu finden ist, muss die
endogene, basale Stimulation der Neurogenese auf anderen Mechanismen
beruhen. NO von anderen NOS-Isoformen kénnte — genau wie NO von

NOS-II — die Proliferation der neuronalen Progenitorzellen beeinflussen.

Studien von Park et al. [84, 132] zeigten jedoch, dass AN durch
Adrenalektomie mit gleichzeitiger Gabe des quasi-selektiven NOS-I-Inhibitors
7-Nitroindazol sowie die dauerhafte Gabe von 7-Nitroindazol alleine zu einer
erhohten Proliferationsrate fuhrt. In keiner der beiden Studien wurde die
Survivalrate gemessen. Neue Beobachtungen von Mattson [133] zeigten durch
in vivo- und in vitro-Daten, dass NO von NOS-I Stammzell-Proliferation hemmt,
die Differenzierung von Progenitorzellen zu Neuronen jedoch verstarkt. Dieses

geschieht in positiver Rickkopplung mit BDNF. NOS-I scheint seinen Effekt
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durch das Umschalten der Progenitorzellen von Proliferation auf terminale
Differenzierung zu erreichen. NOS-IIl kénnte die Differenzierung der
Progenitorzellen auf ahnliche Weise wie NOS-I beeinflussen, was zur Zeit

jedoch weder bewiesen noch widerlegt werden kann.

Packer et al. berichteten, dass eine nichtspezifische Hemmung von NOS und
NOS-I-Knockout zu gesteigerter Neurogenese fihren [134], was einen
hemmenden Effekt von NOS-I| auf die Neurogenese nahe legen wirde. Diese
Ergebnisse scheinen genau gegensatzlich zu den Resultaten dieser Arbeit zu
sein. Wahrend NOS-| Uberwiegend in Interneuronen lokalisiert ist, findet man
NOS-IIl jedoch wie beschrieben vor allem in Blutgefassen. Somit kdnnte aus
raumlicher Sicht nur NOS-Ill, nicht jedoch NOS-I das Potential haben,
neuronale Stammzellen auf direktem Wege zu beeinflussen. Demnach
konnten zellspezifische Expression und unterschiedliche Verteilung der NOS-
Isoformen im Gewebe zu unterschiedlichen Wirkungsweisen der Regulation
adulter Neurogenese fuhren. Moglicherweise sind zwei verschiedene

Regelkreise entscheidend:
NOS-I <> BDNF [133, 134]
und

NOS-Ill «<» VEGF (s.0.).

Die Tatsache, dass nur eine chronische (15 d), nicht jedoch eine akute
Hemmung von NOS einen stimulierenden Effekt auf die Proliferation von
neuronalen Stammzellen hat, koénnte daflr sprechen, dass in diesem
Zusammenhang neuroadaptive Prozesse eine weitaus grof3ere Rolle spielen
als die Hemmung von NOS alleine. Alle Ergebnisse zusammen sprechen
jedoch fur eine wichtige Rolle von NO in der Regulation der adulten

Neurogenese.

Trotz seines Effektes auf die Proliferation von Progenitorzellen hat NOS-III

keine Auswirkungen auf die Nettosumme uUberlebender neu gebildeter
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neuronaler Zellen. Proliferation, Survival und Migration neugeborener Zellen
werden durch verschiedene Mechanismen vermittelt [14], weshalb eine
getrennte Analyse dieser Prozesse durchgefuhrt werden muss, um den
Vorgang und die Regulation der AN in verschiedene Stadien zu unterteilen.
Die gezeigten Ergebnisse sprechen flr eine Rolle von NOS-III bei der
Proliferation neuronaler Progenitorzellen, was in gefalnaher Umgebung
wichtig sein konnte [135], da NO seine Wirkung nur uber kurze Distanzen
erzielen kann. Die Feinabstimmung von Survival, Migration und
Differenzierung unterliegt jedoch sicherlich noch weiteren, komplexen

Regulationsmechanismen, die es noch zu erforschen gilt.

4.4 Adulte Neurogenese und Depression

Die Ergebnisse dieser Arbeit fuhren zu der Frage, ob die AN — wie von
Kempermann und Kronenberg vorgeschlagen [136] — Einfluss auf die
Patophysiologie der Depression hat. Ein Anstieg der adulten Neurogenese
konnte der Schlussel oder wenigstens ein Beitrag zum entscheidenden
Mechanismus antidepressiver Therapie sein [55]. Die starke Reduktion der
adulten Neurogenese bei NOS-llI-Knockout-Mause wirde dann mit der
Veranderung bestimmter Verhaltensweisen einhergehen, die bei Tieren als
modellhaft fur Depressionen gewertet werden. Das Gegenteil ist aber der Fall.
Im so genannten ,Forced Swim Test* zeigten sich keine Unterschiede. In dem
.Erlernte Hilflosigkeit-Paradigma zeigten sich die NOS-IlI-Knockout-Mause
sogar weniger hilflos [115]. Dieses Paradigma testet das erlernte
Fluchtverhalten nach mehrfacher Verabreichung eines elektrischen Reizes.
Beim Angstverhalten unterschieden sich diese Knockout-Tiere nicht signifikant
von den Wildtyp-Varianten [130, 137]. Auffallig ist jedoch die deutlich
reduzierte  Aggression von  mannlichen  NOS-IlI-Knockout-Mausen.
Zusammenfassend sind NOS-III-Knockout-Mause somit weniger aggressiv,

lernen besser und zeigen weniger ,depressives” Verhalten.
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Dieses spricht im Zusammenhang mit der reduzierten Proliferation neuronaler
Progenitorzellen bei den Versuchstieren nicht fir einen Einfluss der adulten
Neurogenese auf die Pathophysiologie der Depression. Fraglich ist allerdings,
ob das ,Depressions-Modell“ Maus tatsachlich auf den Menschen Ubertragbar
ist [138]. Das Ausmal} der Reduktion der adulten Neurogenese bei NOS-III-
Knockout-Mausen konnte auch zu gering sein, um Depressions-ahnliche
Verhaltensweisen zu fordern. Denkbar ware zudem, dass in diesem
Zusammenhang anstelle der Proliferation die Survivalrate, die in dieser Arbeit
keinen signifikanten Unterschied zeigte, entscheidend ist. Diese Punkte
erklaren aber weder die verminderte ,Hilflosigkeit, noch das verbesserte
Lernvermdgen. Ratten, die mehr BrdU-positive Zellen aufweisen, zeigten
besseres Lernverhalten [139]. Umgekehrt fuhrten die angewendeten Lerntest
zu gesteigerter adulter Neurogenese [140]. Folglich ist der Zusammenhang
von adulter Neurogenese und Lerneffizienz nicht linear, sondern weitaus
komplexer. Dieses konnte sich auch fur den Zusammenhang von
Neurogenese und depressiven Erkrankungen bewahrheiten. Gegen eine
Beteiligung der AN in der Pathogenese depressiver Erkrankungen sprechen
jedoch auch neue Ergebnisse aus einer Studie mit humanem Gewebe. Mithilfe
eines neu entwickelten Antikérpers gegen Proteinkinase-67 (Ki-67), einem
Marker fur Stammzellproliferation, konnte die erste Phase der adulten
Neurogenese im Postmortem-Gewebe von an unipolarer Depression
leidenden Patienten quantifiziert werden [141]. Die Proliferation neuronaler
Stammzellen war hier aber gerade nicht reduziert. Die depressive Episode der
Patienten wurde zu Lebzeiten durch therapeutische MalRnahmen wie
Medikation oder EKT behandelt. Ein mdglicherweise positiver Einfluss dieser
Therapieverfahren auf die Proliferation neuronaler Stammzellen lasst jedoch
keine eindeutigen Schlussfolgerungen aus diesen Ergebnissen zu, wobei
jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Patienten festzustellen war. Zusammenfassend sprechen die
bisherigen Ergebnisse aus Humanstudien also nicht flr eine Reduktion der

adulten Neurogenese bei depressiven Erkrankungen.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, einen moglichen Effekt von NOS-IIl auf die adulte
Neurogenese (AN) zu erforschen. Einige Hinweise, wie z.B. die Expression
dieses Enzyms im Endothel und die damit verbundene raumliche Nahe zu
neuronalen Stammzellen, weisen darauf hin, dass dieses Enzym und das von
ihm synthetisierte NO das Potential besitzen, die AN zu beeinflussen. Fur die
vorliegende Untersuchung wurden deshalb die Gehirne von NOS-IlI-Knockout-
Mausen im Vergleich zu den Wildtypen und den fur dieses Gen heterozygoten
Mause auf Proliferation und Survival neuronaler Stammzellen im Bereich des

Gyrus dentatus untersucht.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte eine signifikant (23%) verringerte
Proliferationsrate bei NOS-IlI-Knockout-Mausen. Bei den Werten fur die
Survivalrate gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Genotypen. Die Doppelmarkierung der Gehirnschnitte mittels
Konfokalmikroskopie und Antikdrpern gegen BrdU, den neuronalen Marker
NeuN bzw. den Astrozytenmarker GFAP zeigten, dass die neu gebildeten
Zellen vorwiegend zu reifen Neuronen und kaum zu Astrozyten differenzierten.
Geschlechtsspezifische Unterschiede wurden ebenso wenig beobachtet wie

morphologische Unterschiede im Gyrus dentatus.
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7 Abkurzungsverzeichnis

AK: Antikorper

AKT: Proteinkinase AKT

BDNF: brain derived neurotrophic factor
BrdU: 5-Bromo-2-Deoxyuridin

cAMP: Cyclisches Adenosinmonophosphat
Ca*": Kalzium

CREB: cAMP response element-binding protein (Transkriptionsfaktor)
DAB: Diaminobenzidin

DNA: Desoxyribonucleinsaure

EKT: Elektrokonvulsionstherapie

GFAP: Gilial fibrillary acidic protein

GTP: Guanosintriphosphat

5-HT: 5-Hydroxytryptamine (Serotonin)
MAP: Mikrotubuli-assoziierte Proteinkinase
NeuN: Neuron-spezific nuclear protein
NMDA: N-methyl-D-aspartat

NOS: NO-Synthase

PBS: Phosphat buffered Saline



PKA: cAMP-dependent protein kinase

RT: Raumtemperatur (21°C)

Ser: Serotonin (5-Hydroxytryptamine)
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

ZNS: Zentrales Nervensystem
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