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I. Einleitung

.L1NO

In den achtziger Jahren des 20. Jahrhunderts postulierten Forschergruppen einen vom
Endothel produzierten Botenstoff, der zu einer Dilatation der Gefdle und damit im
Organismus zur Senkung des Blutdruckes fiihrte. Gemél dieser Vorstellung wurde er
endothelium-derived relaxing factor (EDRF) genannt [128]. Knapp zehn Jahre dauerte
es, EDRF als das gasformige Molekiil Stickstoffmonoxid (NO) zu identifizieren
[127,176].

Bei NO handelte es sich um den ersten entdeckten gasformigen Mediator, der
beschrieben wurde. Mittlerweile ist mit CO ein weiterer gasformiger Botenstoff [358]
bekannt.

NO zeichnet sich durch eine hohe Lipophilie aus, die eine Diffusion iiber Entfernungen
bis zu 600 pm - dem Durchmesser mehrerer Zellen - erlaubt. Begrenzt wird diese
Féhigkeit durch ein ungepaartes Elektron in einem antibindenden 2pn-Orbital [335], das
eine hohe Reaktivitdt des Molekiils und damit auch seine nur kurze Lebensdauer von ca.
drei bis sieben Sekunden bedingt [23,175]. Diese Radikal-Eigenschaft ist auBerdem fiir

einige Funktionen von NO verantwortlich (siehe Kap. I.1.2).

1.1.1 NO-Synthasen

Bakterien nutzen eine Nitritreduktase zur Herstellung von NO, wihrend sich eukaryonte
Zellen eines anderen Enzym-Typs bedienen, ndmlich der NO-Synthasen (NOS). Sie
katalysieren eine Oxidationsreaktion, in deren Verlauf aus der Aminoséure L-Arginin

NO freigesetzt wird [314].

1.1.1.1 NO-Synthase-Isoformen

In den Jahren 1990, 1991 und 1992 gelang es verschiedenen Arbeitsgruppen drei
Isoformen der NO-Synthasen zu isolieren und klonieren [49,122,284]. Nach dem Ort
ihres ersten Nachweises wurden sie neuronale (nNOS), induzierbare (iNOS) und

endotheliale (eNOS) NOS genannt. Thre Genloci wurden auf den Chromosomen 12, 17
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und 7 lokalisiert, auf denen sie als single copy-Gene vorliegen [152], wobei das Gen
von NOS-I den komplexesten Aufbau aufweist [156] (Tab. I.1).
Weitere Charakteristika der NOS-Isoformen sind in Tabelle 1.1 aufgelistet:

NOS-I NOS-II NOS-III
Erstmals Kleinhirn Aktivierte Endothel
nachgewiesen in Makrophagen
Alternative nNOS iNOS eNOS
Bezeichnungen ncNOS macNOS ecNOS
bNOS
Genlokus 12924.2-12924.3 17cen-q11.2 7q35-7936
Genstruktur 29 Exons, 28 Introns 26 Exons, 25 Introns 26 Exons, 25 Introns
GengroRe 240 kbp 37 kbp 21-22 kbp
Aminosauren 1434 1153 1203
Molekularmasse 161kDa 131kDa 133kDa
Vimax [nmol L-Citrullin  >300 >1600 15
/ mg/min]
K [UM] (Affinitat zu ~2 ~2,8 2,9
L-Arginin)
Membrangebundener Niedrig Niedrig Hoch
Anteil

Posttranslationale
Modifikationen

Vorkommen
(Auswahl)

Phosphorylierung

Neurone
Quergestreifte
Muskulatur

Phosphorylierung?
Calmodulin

Makrophagen
Hepatozyten
Astrozyten

Glatte Muskulatur

Phosphorylierung
Palmitinsaure
Myristinsaure

Endothelzellen
Epithelzellen
Kardiomyozyten

Tab. 1.1: Charakteristika der NOS-Isoformen.
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1.1.1.2 Struktur

Prinzipiell —besitzen alle Isoformen den gleichen Aufbau mit einer
Aminosdurehomologie untereinander, die zwischen 51 und 57% liegt [6,123]. Thre
Tertidrstruktur ldsst sich grob in eine Oxygenase- und eine Reduktase-Doméne
unterteilen. Die N-terminale Oxygenase-Domédne beinhaltet die Bindungsstellen fiir
Tetrahydrobiopterin (H4Bip), L-Arginin und Him und zeigt Ubereinstimmung mit
Cytochrom P450-Enzymen [236,237,315]. In der C-terminalen Reduktase-Doméne
befinden sich die Bindungsstellen fiir Flavin-Adenin-Mononucleotid (FMN), Flavin-
Adenin-Dinucleotid (FAD) und Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH).
Hinsichtlich ihrer N-Termini zeigen die Isoformen nur geringe Verwandtschaft. Diese
Sequenzen scheinen daher Isoenzym-spezifische regulatorische Aufgaben zu
iibernehmen, wie z. B. die intrazelluldre Lokalisation der Enzyme [163].

Eine schematische Darstellung des prinzipiellen Aufbaus der NOS-Isoformen findet

sich in Abbildung I.1.
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Oxygenase- :
Region Reduktase-Region
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Abb. 1.1: Grundstruktur der NOS-Isoformen (Modifiziert nach Ref. [6]). Die Zahlen am Anfang
und Ende jeder Doméane beziehen sich auf den jeweiligen Aminosaurerest an dieser Stelle. Fur
NOS-IIl sind die Orte der Myristoylisierung und Palmitoylisierung, fir NOS-I und NOS-III die
autoinhibitorischen Sequenzen in Form von Bdgen innerhalb der FMN-Regionen dargestellt.
Neben den dargestellten Formen von NO-Synthasen sind verschiedene Splicevarianten beim
Menschen von NOS-lI (z. B. TnNOS (Testes), nNOSu (Penis, Urethra) und nNOS-2
(Neuroblastomzellen)) und NOS-II (iNOSg_g. (Epithelzellen, Alveolarmakrophagen)) bekannt.

Diese Reduktase-Domidne ist fiir die NADPH-Diaphorase-Aktivitit der NOS
verantwortlich [314]. Diese Eigenschaft zeigt sich aulergewo6hnlich resistent gegeniiber
Gewebefixativen wie Aceton und Formaldehyd. Neben den physiologischen Substraten
Cytochrom ¢ und Cytochrom P450 reduziert die Diaphorase auch fiir histochemische
Zwecke interessante Substanzen wie Methylenblau, Hexacyanoferrat (III) und
Tetrazoliumsalze. Die histochemisch einfache NADPH-Diaphorase-Reaktion wurde
schon lange zum Anfarben von Neuronen verwendet [10,222], ohne dass man genauer
verstand, welche Neurone hiermit zur Darstellung kommen. Mittlerweile ist klar, dass
die NADPH-Diaphorase identisch mit NOS-I ist [48,84,172,315] und somit durch diese

Reaktion spezifisch NOS-I-positive Neurone nachgewiesen werden.

4
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Alle drei Isoformen der NO-Synthase scheinen iiber die NADPH-Diaphorase-Aktivitit
zu verfiigen [228,344], bei NOS-III wurde sie in der Vergangenheit jedoch nicht so

intensiv dokumentiert, wie es bei NOS-I der Fall war.

1.1.1.3 Reaktionsablauf

NO-Synthasen sind nur in ihrer homodimeren Form katalytisch aktiv (Abb. 1.2). Die
Dimerisierung wird iiber zwei Regionen der Oxygenase-Domédne vermittelt, die die
Bindungsstelle fiir H4Bip beinhalten und zur Bildung des aktiven Zentrums beitragen, in
dem sich die Bindungsstellen fiir H&m und L-Arginin befinden. Die
Dimerisierungsdomine verfiigt iiber zwei Cystin-Reste pro Monomer, die entweder eine
Disulfid-Briicke ausbilden oder ein Zink-lon zwischen den beiden Monomeren binden.
[224,290]. Die dimere Form wird u. a. durch die Bindung von Hadm, H4Bip und L-

Arginin stabilisiert.

Citrullin + NO Arginin + O,

N/

Fe
FMN—"

FAD<+—— NADPH

l

_—FMN
Fe/

N

Arginin + O, Citrullin + NO

NADPH — FAD

Abb. 1.2: NO-Synthese. Wahrend der NO-Synthese erfolgt der Elektronenfluss von einem
NOS-Monomer zum anderen.

Das Grundprinzip der von NOS katalysierten NO-Produktion besteht darin, dass NO
aus molekularem Sauerstoff und einem terminalen Guanidinostickstoffatom (N®) eines
Arginin-Molekiils gebildet wird. Als stabiles Zwischenprodukt entsteht dabei N®-
Hydroxyarginin [339] (Abb. 1.3).
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Bei dieser Oxidationsreaktion findet der Elektronenfluss vom Reduktionsidquivalent
NADPH/H" iiber FMN und FAD zum H&m nicht innerhalb desselben Monomers statt,
sondern von der Reduktase-Doméne des einen Monomers zum anderen [326] (Abb.
1.2). Die Bedeutung der Flavine beruht darauf, dass sie dem zwei-Elektronen-Donator
NADPH erlauben, seine Elektronen auf den ein-Elektron-Akzeptor Him zu iibertragen
[6]. Der Elektronentransfer zwischen den Flavinen zeigt in Abwesenheit von CaM/Ca*"
eine langsamere Geschwindigkeit [238] als in seiner Anwesenheit, so dass hier
offensichtlich ein Kontrollpunkt von CaM zu sehen ist. Da sich die Redox-Potentiale
durch die Bindung von CaM/Ca®" kaum #ndern, ist der CaM-Effekt wohl echer

kinetischer als thermodynamischer Natur [261].

HZN\Cf'\i---':' HZN\C¢Z-\E!---§O?-{ O%c/H’N
| | 0,5 0,5 |
NADPH/H" NADP’ NADPH/H* NADP*

NH NH NH

o e ey
> > + NO
H,C H,C H,C
cH, cgz Hto “CH, (52 Yo \(|3H=
H
'HNT  coo *HaN/C oo *HaN/C oo
L-Arginin N°-Hydroxyarginin L-Citrullin

Abb. 1.3: NO-Biosynthese. In einer ersten Monooxygenase-Reaktion findet eine zwei-
Elektronen-Oxidation von L-Arginin zu N“-Hydroxyarginin statt. Dieser Schritt &hnelt dabei den
Reaktionen von Cytochrom P450-Enzymen. N*-Hydroxyarginin wird im zweiten Schritt unter
Freisetzung von NO zu L-Citrullin oxidiert. Sowohl Uber Endprodukte als auch Uber die
Stdéchiometrie und den genauen Reaktionsmechanismus existieren kontroverse Vorstellungen

[61.

1.1.1.4 Regulation

NO-Synthasen koénnen {iiber ihre Expression, Lokalisation und Aktivitdt reguliert
werden. Die Expression kann sowohl durch mechanische Reize als auch durch
verschiedene Zytokine beeinflusst werden. Fiir die N-terminalen Sequenzen von NOS-I

und NOS-III sind lokalisatorische Funktionen bekannt:
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Charakteristisch fiir NOS-I ist eine sog. PDZ-Region (PSD-95 discs large / ZO-1
homology domain). Die PDZ-Region umfasst im Wesentlichen die Aminosduren 14-89
[100]. Fiir diese Region wurden verschiedene Bindungsmotive ermittelt [312,338].
Wichtige Liganden sind dabei die Neuronen-spezifischen Proteine PSD-95 und PSD-93
(post synaptic density protein) [52], die die Bindung von NOS-I an andere Molekiile
vermitteln: Im Skelettmuskel liegt NOS-I an al-Syntrophin assoziiert vor, das mit dem
sarkolemmalen Dystrophin einen Komplex bildet [51,165]. In Neuronen fiihrt die PDZ-
Region iiber eine Interaktion u. a. mit PSD-93 und PSD-95 zur Bildung eines terniren
Komplexes mit der 2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors [52,71]. NO nimmt an
diesem Rezeptor die Rolle eines second messengers von Glutamat ein. Eine Stimulation
des NMDA-Rezeptors flihrt also zu einer Aktivierung von NOS-I und damit zu einer
Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase. Dabei reguliert NO bzw. das Radikal
Nitroxyl den NMDA-Rezeptor in einer Feedback-Schleife negativ [234]. Ein
inhibitorischer Mechanismus unklarer Signifikanz wird durch den sog. Protein Inhibitor
der NOS-I (PIN) vermittelt, der durch die Destabilisierung der dimeren Struktur von
NOS-I deren Enzymaktivitit hemmt [181]. Die PIN-Bindungsstelle im Bereich der
Aminosduren 163 bis 245 stellt eine weitere NOS-I-spezifische Domine dar, die
auBlerhalb der bereits beschriebenen Doménen liegt und sowohl NOS-II als auch NOS-
I11 fehlt [108].

Der N-Terminus von NOS-III setzt sich aus ca. 70 Aminosduren zusammen. In dieser
Region findet posttranslational bzw. cotranslational die kovalente Bindung von
Palmitin- bzw. Myristinsdure statt, iiber die die Bindung an die plasmalemmalen
Caveolae stattfindet [63,132,243,319,320].

CaM ist unentbehrlich fiir die enzymatische Aktivitét aller drei NOS-Isoformen [50],
wobei diese sich jedoch in ihrer Ca**-Abhéngigkeit unterscheiden: NOS-I und NOS-III
bendtigen viel hohere Ca*’-Konzentrationen, um katalytisch aktiv zu sein. Dies beruht
wahrscheinlich darauf, dass NOS-I und NOS-III im Unterschied zu NOS-II iiber eine
autoinhibitorische Sequenz verfiigen, die den Elektronentransfer behindert, solange kein
CaM/Ca*" gebunden ist [305]. Erst durch die Bindung von CaM/Ca*" wird diese
autoinhibitorische Doméne in eine andere sterische Konformation gebracht und damit

das Enzym in seine aktive Form iiberfiihrt. CaM allein ist dazu nicht in der Lage. Da
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NOS-II nicht iiber diese inhibitorische Sequenz verfiigt, reicht hier im Gegensatz zu

NOS-I und NOS-III die irreversible, alleinige Bindung von CaM zur Aktivierung aus.

Dennoch ist auch bei NOS-II unter Extrembedingungen eine Aktivitdtssteigerung durch

Ca*" zu finden [336,357].

CaM steigert den Elektronenfluss von NADPH zu den Flavinen als auch zu artifiziellen

Elektronen-Akzeptoren wie Ferrycyanid [130] und Cytochrom c¢ sowie von der

Reduktase-Domine zum Ham [129].

Weitere Regulationsmechanismen, die die Aktivitit beeinflussen, sind in Tabelle 1.2

aufgezihlt.

NOS-I

NOS-II

NOS-III

Expression
Mechanisch (Scherstress)
TNFa, IFy, IL-1

Glucocorticoide, TGF,
IL-4 und -10

Aktivitat

Ca**-abhigig
(CaM-vermittelt)

Phosphorylierung

Endogenes Methylarginin
(ADMA)

Lokalisation
Myristoylisierung
Palmitoylisierung

Caveolin-1

PDZ/PSD-95

Hemmen

Ja

Moduliert

Hemmt

ja

Induzieren

Hemmen
Induktion

Nein*

Hemmt

Induziert

Hemmen

Ja

Moduliert

Hemmt

Ja

*CaM bindet an NOS-II konstitutiv, d. h. auch bei erniedrigtem ca®.

Tab. 1.2: Regulationsmechanismen der NOS-Isoformen. Es wurde nach Regulation von
Expression, Lokalisation und Aktivitat der verschiedenen NOS-Isoformen unterschieden.
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1.1.2 Wirkungen von NO

NO agiert als Signalmolekiil, Neurotransmitter und Hormon, aber auch — abhédngig von
seiner Konzentration — als Zellgift.

Was den Botenstoff NO von vielen anderen Botenstoffen unterscheidet, ist die
Tatsache, dass er nicht vesikuldr gespeichert wird, sondern nach Bedarf synthetisiert
wird. NO aktiviert die 16sliche Guanylatcyclase, die aus Guanosintriphosphat (GTP)
zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat (cGMP) bildet. ¢cGMP beeinflusst eine
Vielzahl nachgeschalteter Enzyme, iiber die verschiedene Effekte, wie z. B. Ca’'-
Einstrom oder eine  Steigerung der Konzentration von  zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) verursacht werden. Als Botenstoff iibernimmt NO
z. B. Aufgaben im zentralen und peripheren Nervensystem, im Herz-Kreislauf-System
und der Niere.

Um als Zellgift, also zytostatisch, zytotoxisch und mutagen wirken zu konnen, sind
hoéhere und/oder ldngere Einwirkzeiten von NO erforderlich [314]. Dieser Zustand wird
bei pathologischen Zustinden (z. B. aktivierte Leukozyten) durch Induktion von NOS-II
erreicht, die grole Mengen an NO produziert. Aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit tritt
NO mit vielen Molekiilen in Wechselwirkung. Die Bildung von Hydroxylradikalen,
Nitrosothiolen und Nitrosaminen, die Hemmung von Enzymen oder DNA-Mutationen
sind mogliche Auswirkungen. Diese Effekte sind sowohl als pathophysiologischer
Faktor u. a. bei cerebralen Ischdmien und septischem Schock bekannt, aber auch
physiologischerweise in der unspezifischen Immunabwehr zur Abtdtung von Bakterien
und Parasiten. Weitere physiologische und pathophysiologische Funktionen von NO

sind in Tabelle 1.3 wiedergegeben.
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Ort

Physiologie

Pathophysiologie

Herz-Kreislauf-System

Thrombozyten

Immunsystem

Lunge

Pankreas

Niere

Urogenitaltrakt

Gastrointestinaltrakt

ZNS

Vasodilatation

Aggregationshemmung

Unspezifische Immunabwehr

Regulation des Ventilations-/
Perfusionsverhaltnisses

Modulation der
Insulinfreisetzung

Regulation von Perfusion und
Reninfreisetzung

Penile Erektion

Regulation von Motilitat und
Peristaltik

Gedachtnis
Lernen
Verhalten

Hypotension

Capillary leak syndrome
Reperfusionsschaden
Septischer Schock

Inflammatorische
Gewebeschadigung
TransplantatabstoRung

Asthma bronchiale

Diabetes mellitus

Nierenversagen

Neurotoxizitat
Epilepsie

Migrane

Morbus Alzheimer
HIV-Demenz

Tab. 1.3: Funktionen von NO in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen.

Dargestellt ist eine Auswahl bisher bekannter Rollen von NO.
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1.2 Putamen

1.2.1 Topographie

Das Putamen ist ein gut 5 cm’ groBes Kerngebiet [316] unterhalb des kortikalen
Mantels des Telencephalons. Neben Nucleus (Ncl.) caudatus, Globus pallidus,
Substantia nigra und Ncl. subthalamicus zdhlt es zu den Kerngebieten der
Basalganglien. Als Teil des Corpus striatum wird es durch die kortikofugalen und
-petalen Fasern der Capsula interna vom ca. 13% kleineren [316] Ncl. caudatus
getrennt. Verbunden sind diese beiden Kerngebiete durch den ventral gelegenen Ncl.
accumbens und tiber stridre Zellbriicken, die zum streifigen Aussehen des Striatums
fiihren und damit zur Namensgebung beitrugen.

Funktionell kann das Striatum — und damit auch das Putamen — in zwei Teilbereiche
untergliedert werden: Das ventrale Striatum umfasst v. a. den Ncl. accumbens sowie
den striatalen Bereich des Tuberculum olfactorium und erhélt hauptsichlich limbische
Afferenzen. Demgegeniiber empfangt das dorsale Striatum {iberwiegend Afferenzen aus
kortikalen und thalamischen Gebieten, die nicht zum limbischen System gehoren (siche
Kap. 1.2.5). Das dorsale Striatum wird durch die Hauptmasse von Putamen und Ncl.

caudatus gebildet und entspricht dem klassischen Neostriatum.

1.2.2 Entwicklung

Grundlage fiir die Histogenese des Striatums ist die Bildung von Neuronen in
definierten Bereichen des sich entwickelnden Gehirns, die durch verschiedene Formen
von Zell-Migration in die Anlage des spéteren Striatums einwandern [157]:

In der 5. Woche werden am Boden der Seitenventrikel die Ganglienhiigel (Eminentiae
ventriculares) als starke Verdickung der Ventrikuldr- und Subventrikuldrzone
erkennbar. Diese Struktur stellt im fetalen Gehirn eine wichtige proliferative Zone fiir
verschiedene Kerngebiete dar [347]. In der 6. Woche bildet sich auf der ventrikuldren
Oberfliche in longitudinaler Richtung der Sulcus interstriatalis aus, der den
Ganglienhiigel in ein mediales und ein laterales Kompartiment untergliedert [289]. Die
Neurone des Striatums gehen aus beiden Kompartimenten hervor. Dabei scheinen im
Bereich des medialen Ganglienhiigels vorwiegend die Interneurone gebildet zu werden,

wéhrend im lateralen Teil hauptsédchlich die Projektionsneurone entstehen [85,235,270].

11
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Die Untergliederung des Striatums in Striosomen und extrastriosomale Matrix wird
bereits durch einen differenten Einwanderungszeitpunkt der jeweiligen Neurone
festgelegt: Die striosomalen Neurone werden zuerst generiert und bilden ein striatales
Primordium. Durch eine massive Einwanderung spiter entstandener Matrix-Neurone in
dieses Primordium wird das Mosaik-Muster des Striatums vervollstindigt [352]. Wie in
anderen Kerngebieten auch ist die Entwicklung des Striatums zum Zeitpunkt der Geburt
noch nicht abgeschlossen. Postnatal erfolgt eine Reduktion der Neuronenzahl, bis das

adulte Niveau erreicht ist [113].

1.2.3 Neurone und Neurotransmitter

Da Ncl. caudatus und Putamen nicht nur durch ihre gemeinsame Entwicklung und ihren
Feinbau, sondern auch funktionell eine Einheit bilden, werden beide Kerngebiete
gemeinsam als Striatum besprochen.

Wie alle anderen groBeren Kerngebiete des ZNS setzt sich das Striatum aus
Projektionsneuronen (Golgi-Typ I-Zellen) und lokalen Interneuronen (Golgi-Typ II-

Zellen) zusammen. Insgesamt enthélt das Striatum etwa 100 Millionen Neurone [316].

1.2.3.1 Projektionsneurone

Projektionsneurone besitzen einen mittelgroBen Zellkérper von ca. 12-20 pm im
Durchmesser, von dem vier bis fiinf diinne Dendriten ihren Ausgangspunkt nehmen. Sie
weisen im Gegensatz zu den Interneuronen zahlreiche spines an ihren Dendriten auf
[377], weshalb sie auch medium-sized spiny neurons genannt werden. Anhand der
Ausdehnung ihres Dendritenbaumes und des Verzweigungsmusters des Axons lassen
sich zwei Typen unterscheiden [95]: Typ I medium-sized spiny neurons sind kleiner,
aber dafiir hiaufiger als Typ II medium-sized spiny neurons.

Projektionsneurone stellen den weitaus grofiten Anteil der Neurone des Striatums
[47,143,201,292]. Offensichtlich verwenden sie alle y-Amino-Buttersdure (GABA) als
Haupttransmitter [263,295]. Daneben werden — je nach Zielort des Neurons (sieche Kap.
[.1.5) — verschiedene Neuropeptide koexprimiert, deren genaue Funktion noch immer
unbekannt ist. Dazu gehoren Enkephalin (ENK), Substanz P (SP), Dynorphin (DYN)
und Neurotensin (NT) [17,42,107,145,154,168]. AuBlerdem ist eine Unterscheidung

12
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durch das Vorhandensein der Calcium-bindenden Proteine Calbindin (CB) und
Calretinin (CR) moglich [135,285].

Medium-sized spiny neurons besitzen sowohl rezeptive als auch projizierende Funktion.
Axone von extrinsischen Afferenzen enden dabei vorwiegend distal im Dendritenbaum,
wihrend intrinsische Afferenzen die proximale somatodendritische Region bevorzugen
[275].

Neben diesen mittelgroen Projektionsneuronen existiert bei Katzen eine Klasse grofer
Neurone, die auch efferent zu sein scheint [97,182]. Der Nachweis dieser Neurone beim

Menschen steht allerdings noch aus.

1.2.3.2 Interneurone

Interneurone machen weniger als 15% der Neurone im Striatum aus [143], dennoch gibt
es eine grofle morphologische Vielfalt. Anhand dieser morphologischen Unterschiede
wurden Golgi-basierte Klassifikationen erstellt [47,144,221,383] und beim Menschen
drei bis vier, bei der Ratte mehr als acht [68] Subtypen definiert. Im Vergleich zu den
Projektionsneuronen besitzen Interneurone kaum spines. Aufgrund ihrer Grofe kann
man die striatalen Interneurone zwei Kategorien zuordnen: grofle und mittelgrofle
Interneurone. Letztere lassen sich auf der Basis ihrer neurochemischen Ausstattung in
weitere drei Gruppen unterteilen: Die erste exprimiert y-Amino-Buttersdure (GABA)
sowie Parvalbumin (PV) [79], die zweite Somatostatin (SOM) [94,342], Neuropeptid Y
(NPY) [330] und die NADPH-Diaphorase (NADPHd) [362] und die dritte und letzte
Gruppe Calretinin (CR) [31,73].

GroB3e Interneurone zeichnen sich durch die Expression der Cholin-Acetyl-Transferase
(ChAT) aus und sind daher als cholinerge Interneurone anzusehen. Sie repridsentieren
weniger als 2% aller striatalen Zellen [282] und stellen damit die seltenste der vier
Haupttypen von striatalen Interneuronen dar. Fiir das menschliche Striatum konnte
folgende  Haufigkeitsverteilung  striataler  Interneurone  gefunden  werden
(+, Vorhandensein des genannten Leitproteins): ChAT+ < NADPHd+ <PV+ < CR+
[74].

13
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Im menschlichen Striatum verteilen sich die beschriebenen Typen von Interneuronen
gleichméBig von rostral nach caudal, CR- und PV-positive Neurone sind jedoch im Ncl.
caudatus hidufiger als im Putamen zu finden. Bei Affen ist insgesamt die

Interneuronendichte hoher als bei Ratte und Mensch [381].

1.2.4 Chemoarchitektur

Obwohl Ncl. caudatus und Putamen einen homogenen makroskopischen Aspekt bieten,
zeigte sich, dass alle bekannten Neurotransmitter ein bestimmtes Verteilungsmuster
aufweisen und dadurch zwei histochemisch unterschiedliche Kompartimente definieren:
Striosomen  (patches) und extrastriosomale Matrix. Neben histochemischen
Unterschieden unterstiitzt auch die Organisation von afferenten und efferenten
Verbindungen diese Kompartimentierung (siche Kap. I.1.5).

Die Striosomen bilden ein dreidimensionales Labyrinth in der extrastriosomalen Matrix
und machen ca. 10-20% des Gesamtvolumens des Striatums aus [145,150,278]. Zuerst
wurde diese Heterogenitdt durch Unterschiede im Vorkommen der Acetylcholin-
Esterase (AChE) entdeckt [150]. Mittlerweile sind weitere Marker fiir diese
Unterteilung bekannt, so dass sich folgendes Bild ergibt: Striosomen sind reich an ENK
[148,151], CR [124], SP [44] und LAMP (limbic system-associated membrane protein)
[286], aber arm an AChE und Tyrosin-Hydroxylase (TH) [114,149], wihrend die
extrastriosomale Matrix eine starke Immunoreaktivitit fiir AChE [150], CB [170,286]
und PV [32,170,286] aufweist.

Alle Klassen von striatalen Projektions- und Interneuronen kommen in beiden
Bereichen vor [74]. Trotzdem scheinen sich die Projektionsneurone insofern an die
Grenzen der beiden Kompartimente zu halten, als dass sowohl Dendritenbaum als auch
Axonkollateralen streng in dem Kompartiment verbleiben, in dem sich das
dazugehorige Soma befindet [277,366,367]. Cholinerge und NADPHd-positive
Interneurone dagegen befinden sich hauptsidchlich an den Grenzen der beiden Zonen.
Sie tiiberschreiten mit ihren Dendriten und Axonen die Demarkationslinien der
Kompartimente, so dass sie vermutlich als Bindeglied fungieren und Interaktionen
zwischen den Projektionsneuronen beider funktioneller Bereiche vermitteln

[69,74,135,146,147,188].
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Die Striosomen an sich lassen sich wiederum in zwei Kompartimente unterteilen, deren
chemoarchitektonische Zusammensetzung sich entlang der rostrocaudalen Achse des
Striatums stark dndert [286].

In der peripheren Randzone der Striosomen liegt eine stirkere Immunoreaktivitdt fiir
ENK, LAMP, CB, CR und ChAT als im Zentrum vor. Das Vorkommen von PV und der
isoliert vorliegenden intrastriosomalen NADPHd-positiven Interneuronen ist in beiden
Zonen gleichmiafBig [286]. Mehr als 95% der NADPHd-positiven Neurone umgeben
jedoch die Striosomen als Cluster [204,248,308].

1.2.5 Verschaltungen

1.2.5.1 Afferenzen

Das Striatum ist das Hauptrezeptionsorgan der Basalganglien. Im Striatum selbst ist das
medium-sized spiny neuron das Hauptziel intrinsischer und extrinsischer Afferenzen
[275]. Striatale Interneurone erhalten kaum extrinsischen Input, sie stellen vielmehr die
Quelle der intrinsischen GABAergen, cholinergen und somatostatergen Afferenzen dar
(siche Kap. 1.2.3). Extrinsische Afferenzen stammen v. a. von Kortex, Thalamus und
der Substantia nigra (pars compacta).

Ca. 80% aller striatalen Synapsen sind kortikaler Natur [275]. In unterschiedlichem
Ausmal beteiligen sich fast alle funktionellen Areale des Kortex daran, v. a. aber die
des motorischen, prdmotorischen und somatosensorischen Kortex. Die Endpunkte der
kortikostriatalen Projektion finden sich iiberwiegend ipsilateral [212] und je nach
Ursprungsort topisch gegliedert im Striatum wieder: Somatosensorische, motorische
und pramotorische Areale projizieren dabei somatotop in postkommissurale Gebiete des
Striatums [120,121], assoziative kortikale Areale projizieren zum Ncl. caudatus und
zum rostralen Putamen [138,384], Axone limbischer Kortexregionen, der Amygdala
und des Hippokampus enden vorzugsweise im ventralen Striatum [8,211]. Jedes
Projektionsneuron scheint dabei konvergente Inputs aus vielen kortikalen Arealen zu
erhalten, so dass nur eine Aktivititssteigerung erreicht wird, wenn viele kortikale
Neurone feuern [331].

Thalamische Afferenzen entstammen hauptsiachlich den intralamindren Kerngebieten,

aber ebenso — wenn auch geringer — aus den Mittellinien- und bestimmten Relais-
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Kernen [28]. Das wichtigste Kerngebiet ist hierbei der zentromediane parafaszikulére
Komplex [275]. Kortikale und thalamische Afferenzen des Striatums sowie Afferenzen
aus den Amygdalae verwenden Glutamat als exzitatorischen Neurotransmitter
[199,200,240,301].

Als Quelle dopaminerger Innervation ist die Substantia nigra (pars compacta) (SNc) und
der Area tegmentalis Tsai anzusehen [125,210]. Serotonerge Afferenzen haben ihren
Ausgangspunkt in den Raphe-Kernen [332].

Auch im afferenten System des Striatums ist die Dichotomie zwischen Striosomen und
extrastriosomaler Matrix erkennbar: Limbische Hirnareale projizieren vorwiegend in die
Striosomen, wohingegen die extrastriosomale Matrix eher Afferenzen empfangt, die im

direkten Bezug zu sensomotorischen Prozessen stehen [98].

1.2.5.2 Efferenzen

Als Outputorgane des Striatums sind die Projektionsneurone gleichzeitig Ursprung
verschiedener Regelkreise, die klassischerweise in eine direkte und eine indirekte
Schleife unterschieden werden [5,7]. Der Regelkreis der direkten Schleife beginnt in
Projektionsneuronen, die neben GABA SP und DYN sowie vorwiegend den D;-
Dopamin-Rezeptor (D) exprimieren. Diese Neurone enden direkt im Globus pallidus
internus. Die Projektionsneurone des indirekten Weges dagegen sind ENK-positiv und
exprimieren iiberwiegend den D,-Dopamin-Rezeptor (D3) [5,136,137].

Die direkte Schleife verlduft iiber das innere Segment des Globus pallidus (GPi) zum
Thalamus und von dort zum Kortex, die indirekte Schleife iiber das dullere Segment des
Globus pallidus (GPe) bzw. iiber die Substantia nigra (pars reticulata) (SNr) zuerst zum
Ncl. subthalamicus (Nst) und danach erst zum Thalamus und zum Kortex. Beide
Schleifen stammen v. a. von den Projektionsneuronen der extrastriosomalen Matrix ab.
Striosomale Projektionsneurone senden ihre Axone hauptsichlich zur SNc [134,183].
Mittlerweile stellt sich jedoch zunehmend heraus, dass diese Darstellung der
Verschaltungen innerhalb der Basalganglien zu stark vereinfacht ist [274,331]. So
scheinen striatofugale Axone tiber starke Kollateralisationen zu verfiigen, mit denen sie
mehr als nur eine der striatalen Empfangerstrukturen GPe, GPi und SNr erreichen

[190,273]. Auch die Rolle des GPe wurde offensichtlich unterschitzt: Nachdem der
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GPe direkt in alle Kerngebiete der Basalganglien projiziert, ist er wohl nicht nur eine
simple Relais-Station im indirekten Regelkreis [275]. Ein zwar aktualisierter, aber
dennoch vereinfachter Verschaltungsplan der Basalganglien ist in Abbildung 1.4
dargestellt.
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\/
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Ruckenmark Feedback oder Output

Abb. 1.4: Regelkreise der Basalganglien (vereinfachte Darstellung). Graue Pfeile stehen fir
exzitatorische glutamaterge, griine Pfeile fir inhibitorische GABAerge, blaue Pfeile fir
dopaminerge Projektionen. Dopamin wirkt Uber Di-Rezeptoren exzitatorisch auf die
Ursprungsneurone des direkten Weges und inhibitorisch Uber D,-Rezeptoren auf die
Ursprungsneurone des indirekten Weges. Eine Aktivierung des indirekten Pfades resultiert in
einer Inhibition der thalamischen Kerngebiete, wohingegen eine Stimulation des direkten
Pfades auf eine Disinhibition des Thalamus hinauslauft. Verwendete Abklrzungen: Enkephalin
(enk), Substanz P (sp), Thalamus (Thal), Nucl. reticularis (Nret), Ncl. pedunculopontinus (Npp),
Habenula (Hbn), Colliculus superior (Colls), Formatio reticularis (Fr), Globus pallidus internus
(Gpi), Globus pallidus externus (Gpe), Substantia nigra (pars reticulata) (Snr), Substantia nigra
(pars compacta) (Snc), Nucleus subthalamicus (Nst) (Modifiziert nach Ref. [331]).
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1.2.6 Funktion

Die Basalganglien und damit auch das Striatum haben gréflte Bedeutung fiir das
extrapyramidal-motorische System. Diese Bedeutung kann am besten an Erkrankungen
wie Morbus Parkinson und Morbus Huntington abgeschitzt werden. Pathogenetisch
liegt beiden Erkrankungen eine Degeneration in Strukturen der Basalganglien zugrunde.
Daneben spielen diese basalen Kerngebiete aber auch eine wichtige Rolle in der
Planung von Bewegung, in der Programmauswahl und fiir das motorische Gedéachtnis.
AuBerdem werden die Basalganglien mit bestimmten Formen von Substanz-
Abhingigkeit, Zwangserkrankungen und schizophrenen Psychosen in Verbindung

gebracht [145].

1.3 Claustrum

1.3.1 Topographie, Morphologie und Entwicklung

Zwischen den Fasermassen von Capsula externa und Capsula extrema eingebettet liegt
unter dem Inselkortex das Claustrum, ein subkortikales Kerngebiet von ca. 1000 mm’
Volumen und einer Neuronenzahl von etwa 11 Millionen [250], {iber das noch immer
vergleichsweise wenig bekannt ist.

Seinen Ursprung hat der endopiriforme Anteil des Claustrums im ventralen Pallium, der
insuldre Anteil zusidtzlich im lateralen Pallium [293].

Makroskopisch stellt sich das Claustrum als diinne, sagittal gestellte Lammelle grauer
Substanz dar, die rostral am breitesten ist und sich nach caudal verdiinnt. Es existieren

mehrere Einteilungen, die das Claustrum aufgrund histologischer und funktioneller

Kriterien in verschiedene Abschnitte unterteilen [53,87,119,216,230,231,250,288].

1.3.2 Neurone und Neurotransmitter

Neurone des Claustrums lassen sich vereinfacht in zwei Hauptgruppen unterteilen:
groBe Neurone, die viele dendritische spines besitzen, und spine-lose Neurone
unterschiedlicher Grofle [46,250,333]. Braak definiert fiinf Typen: spine-tragende
Neurone mit wenig Lipofuscin-Granula gehdéren zu Typ I, groBe spine-tragende

Neurone mit groben Pigment-Granula zu Typ II. Die Typen III bis V zdhlen zu den
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spine-losen Neuronen, die entweder gro3 und pigmentlos (III), klein und Pigment-
beladen (IV) oder klein und pigmentlos (V) sind [46]. Typ I Neurone stellen danach die
Projektionsneurone und machen iiber 90% aller Neurone des Claustrums aus [333]. Bei
der Katze gibt es Hinweise darauf, dass sich die Projektionsneurone je nach Ziel ihres
Axons morphologisch unterscheiden lassen [303]. Interneurone verwenden als

Neurotransmitter GABA [258,259] und exprimieren CB und PV [101].

1.3.3 Verschaltungen

Das Claustrum unterhdlt vielfiltige reziproke Verbindungen zum Kortex, die im
Claustrum topographisch organisiert sind: Das vordere Drittel des Claustrums verfiigt
v. a. Uber Verbindungen zum motorischen, das mittlere zum somatosensorischen und
das hintere zum visuellen und auditorischen Kortex [75,213,220,232,233,245]. Im
paraamygdaldren Teil existieren Verbindungen zu limbischen Strukturen der

Temporallappens, besonders zum entorhinalen Kortex [250].

1.3.4 Funktion

Insgesamt gesehen existieren nur wenige Anhaltspunkte tiber mogliche Funktionen des
Claustrums. Dennoch gibt es Hinweise, dass das Claustrum eine wichtige Rolle spielt
bei der Ubertragung von Information vom Neokortex via Cortex entorhinalis zur
Hippokampus-Formation [11,375,378]. Damit ist es wahrscheinlich wichtig fiir
Mechanismen der Erinnerung. So kommt es z. B. bei Morbus Alzheimer v. a. im
paraamygdaldren Teil zu einem starken Neuronenverlust [252,253]. Eine weitere
mogliche Bedeutung des Claustrums mag in der Transmission von Informationen von
neokortikalen Arealen zum limbischen System liegen [251]. Im Lichte
elektrophysiologischer und neuroanatomischer Studien scheint das Claustrum zudem
ein multisensorisches Kerngebiet zu sein, in dem die Integration von Informationen
stattfindet [205].

Die Aufkldrung der Funktion des Claustrums benétigt jedoch weitere Untersuchungen.
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1.4 Schizophrene Psychosen

1.4.1 Definition und Symptomatologie

Schizophrene Psychosen sind chronische Erkrankungen des Gehirns, die ihren
Ausdruck in pathologischen mentalen Funktionen und gestértem Verhalten finden.
Klinisch fallen sowohl Positiv-Symptome wie Wahn, Halluzinationen und Ich-
Storungen auf, als auch Negativ-Symptome wie Affektverflachung und Spracharmut
sowie Storungen grundlegender kognitiver Funktionen wie Aufmerksamkeit und
Gedéchtnis.

Die Lebenszeitinzidenz betrdgt ca. 1% unabhingig von Kulturkreis, Land oder Rasse
[54]. Die Erkrankung bricht in mehr als der Hailfte der Félle zwischen der Pubertdt und
dem 30. Lebensjahr aus, so dass sie von groBer medizinischer und soziodkonomischer

Bedeutung ist [379].

1.4.2 Ubersicht tiber bisher bekannte pathogenetische Grundlagen

Die Vulnerabilitit fiir Schizophrenie steht in klarem Zusammenhang mit genetischen
Faktoren [346]. Die genetische Grundlage ist jedoch sicherlich heterogen, was sich
nicht zuletzt an der Vielzahl von replizierten linkage-Befunden an verschiedenen
Chromosomen (z. B. 1, 6, 8, 10, 12, 13 und 22) zeigt [287].

Neben diesen Vulnerabilititsloci wurde eine Vielzahl von histopathologischen
Verdnderungen des Gehirns gefunden, die Volumen, histologischen Aufbau sowie
Anzahl,  Morphologie = und  Zusammensetzung der  Neurone  betreffen
[25,26,40,41,105,106,218,219,271,318]. Zu den am  ldngsten  bekannten
neuropathologischen Verdnderungen bei schizophrenen Erkrankungen zdhlen
Erweiterungen des Ventrikelsystems [55,64,82,184]. Daneben gibt es Befunde an
kortikalen Arealen des Temporal-, Frontal- und Parietallappens, an den subkortikalen
Kerngebieten der Basalganglien und des Thalamus sowie am Corpus callosum, wobei
pathologische Verdnderungen der Assoziationscortices und Strukturen des limbischen
Systems einschlieBlich der Hippokampus-Formation und der Regio entorhinalis
zunehmend in den Vordergrund treten [25,27,106,133,223,322].

Weitere pathologische Verdnderungen sind fiir Stoffwechsel und Rezeptoren

bestimmter Neurotransmitter bekannt. Dabei stehen offensichtlich glutamaterge,
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GABAerge und dompaminerge Systeme sowie NMDA- und nicotinerge Rezeptoren im
Zentrum [214,223,268,276,379].

Als gemeinsamer Ausgangspunkt all dieser Verdnderungen wird eine
Entwicklungsstéorung mit Storung der Neuronenmigration und Dyskonnektivitit
spezifischer neuronaler Schaltkreise diskutiert [39], deren Ursache in einer genetischen
Vulnerabilitit sowie in dufleren Faktoren infektidser, autoimmuner, toxischer oder
traumatischer Natur wihrend Schwangerschaft und frither Kindheit zu vermuten sind

[24,25,27,106,215,223,241,379].
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Il. Fragestellung

Aufgrund des weit verbreiteten Vorkommens von NO-Synthasen und aufgrund der
vielfdltigen Funktionen, die von ihnen produziertes NO in zahlreichen
Verarbeitungsprozessen einnimmt, ergeben sich in Verbindung mit der zentralen
Stellung des Striatums im Funktionieren des Gehirns und den Mdoglichkeiten der in der

vorliegenden Arbeit angewendeten NADPHd-Féarbung folgende Fragestellungen:

e Lisst die NADPHd-Farbung eine Einteilung NADPHd-positiver Neurone im

menschlichen Putamen anhand morphologischer Kriterien zu?

e Wenn ja, inwieweit lassen sich die so klassifizierten NADPHd-positiven
Neurone im menschlichen Putamen in bereits bestehende Klassifikationssysteme

eingliedern?
e Welchen Neuronentypen lassen sie sich zuordnen?
e Gibt es bisher nicht beschriebene Neuronentypen?

e Wie ist ihre Haufigkeit und wie sind diese Neurone im Normalfall im Putamen

verteilt?

Da Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises eine grofle soziodkonomische
Bedeutung zukommt, aber zu deren Pathogenese noch immer wenig bekannt ist, sollten
ausgehend von den oben genannten Befunden Vergleiche zwischen NADPHd-positiven
Neuronen im Putamen Gesunder und Schizophrener gezogen werden, um Riickschliisse
auf eine mdogliche Rolle solcher Neurone fiir die Pathogenese schizophrener
Erkrankungen ziehen zu konnen. Ziel dabei war es, Aussagen zu folgenden Fragen zu

treffen:

e Gibt es morphologische Unterschiede zwischen NADPHd-positiven Neuronen

im Striatum Gesunder und Schizophrener?

e Unterscheiden sich in den beiden Gruppen Anzahl und Dichte dieser Neurone?

22



Fragestellung

Daneben boten sich aufgrund der anatomischen Nachbarschaft Untersuchungen des
Claustrums und der das Claustrum umgebenden Capsulae an. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es festzustellen, ob in diesen Regionen NADPHd-positive Neurone
vorkommen bzw. ob die dort vorkommenden NADPHd-positiven Neurone sich in

bereits vorbestehende Klassifikationen einordnen lassen.
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I11. Material und Methoden

I11.1 Verwendete Materialien

Fiir diese Doktorarbeit wurden folgende Materialien verwendet:
Dimethylsulfoxid, Sigma Chemical, Deisenhofen, Deutschland
Entellan®, Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin, AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Malonsdure, Sigma Chemical, Deisenhofen, Deutschland
NADPH, Sigma Chemical, Deisenhofen, Deutschland und

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumazid, Merck, Darmstadt, Deutschland
Nitroblautetrazolium, Sigma Chemical, Deisenhofen, Deutschland
PBS, Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien
HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland
Trisoxymethylaminomethan, Merck, Darmstadt, Deutschland

Triton-X, Sigma Chemical, Deisenhofen, Deutschland

111.2 Puffer

Um einen Tris-Puffer pH 7,4 zu erhalten, wurde eine Mischung aus Losung 1 (24,3 g
0,2M Trisoxymehtylaminomethan in 1000 ml Aqua bidest. gelost) und Losung 2 (0,1N
Salzsdure) und Aqua bidest. im Verhiltnis 25:40:35 hergestellt. Fiir 2 L Tris-Puffer
wurden also 12,15 g Trisoxymethylaminomethan in 500 ml Aqua bidest. gelost und mit

800 ml HCI sowie 700 ml Aqua bidest. versetzt.
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111.3 Verwendete Geréate
Digitalkamera: Nikon CoolPix 990, Nikon, Diisseldorf, Deutschland
Magnetriihrer: IKAMAG® RCT, Janke & Kunkel GmbH & Co.KG,

IKA® Labortechnik, Staufen i. Br., Deutschland

Mikroskope und Zubehér:

Schiittler:

Vibratom:
Waage:
Wasserfilter:

JENAMED 2, Zeiss, Jena, Deutschland
Nf-Reihe, Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland
Projektionszeichenapparat nach Abbe (PK 10x) ,
Carl Zeiss, Gottingen
Okularmikrometer, Carl Zeiss, Gottingen
Okularmessplatte, Carl Zeiss, Gottingen
IKA-Vibrax-VXR, Janke & Kunkel GmbH & Co0.KG,
IKA® Labortechnik, Staufen i. Br., Deutschland
Campden Instruments, Sileby, Leics., GroB3britannien
BP 1200, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
MILLI-Q, Millipore S. A., Molsheim, Frankreich

111.4 Aufarbeitung der Gehirne
111.4.1 Herkunft der Gehirne

Grundlage dieser Doktorarbeit waren insgesamt acht Gehirne, die allesamt im Rahmen

von Autopsien gewonnen und von der Brain Bank der Universitit Wiirzburg (Dr. med.

D. Senitz) zur Verfiigung gestellt wurden. Die Studie erfiillte die ethischen Richtlinien

der Universitdt Wiirzburg.
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111.4.2 Angaben zu den Patienten

Die Probanden, vier Frauen und vier Ménner, waren im Durchschnitt im Alter von 60
Jahren verstorben. Fiinf von ihnen wiesen in ihrer Anamnese keinerlei neurologische
Erkrankung auf, drei litten an Schizophrenie. Die fiir die vorliegenden Untersuchungen

relevanten Daten sind in Tabelle III.1 aufgefiihrt.

Krank-

Alter  Ge- oMM oy poges.  SChizo- Letzte
Fall ] schlecht gewicht [h] ursache phrenie- dauer Neuroleptika-
[g] Subtyp [J] Medikation
Kontrollen
A 91 w 1050 24  Herz-
versagen
B 50 m 1640 35 Vergiftung
C 52 m 1590 40 Myokard-
infarkt
D 37 m 1420 37  Myokarditis
E 63 w 1330 18  Ertrinken
M 58,6 1406 31
Schizophrenie
P 42 w 1110 43  Ersticken Residual 24 Haloperidol,
nach kata- Quetiapin,
toner Sz Levomepromazin
Q 67 m 1400 67  Ertrinken Residual 46 Clozapin,
nach para- Melperon
noider Sz
mit kata-
tonen
Anteilen
R 76 w 1230 36 Lungen- Residual 20 Clozapin,
embolie nach para- Haloperidol,
noider Sz Flupentixol
M 61,7 1247 49 30

Tab. 1ll.1: Angaben zu den untersuchten Gehirnen. Verwendete Abkiirzungen: PMI post
mortem-Intervall, m, Mittelwert; m, mannlich; w, weiblich; Sz, Schizophrenie.

111.4.3 Histopathologische Voruntersuchungen

Die Gehirne der Kontrollgruppe zeigten makroskopisch keinerlei pathologische
Verdanderungen. Histologisch wurden die Gehirne mit Hilfe verschiedener Routine-
Farbungen zum Ausschluss bis dato unbekannter neurologischer Erkrankungen

untersucht. Dafiir wurden HE- und PAS-Firbungen sowie die Férbungen nach Nissl,
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Palmgren, Heidenhain und van Gieson verwendet [37]. Bei keiner dieser Farbungen

konnten Hinweise auf neurologische Erkrankungen gefunden werden.

111.4.4 Fixierung, Verarbeitung und Lagerung

Zur Fixierung wurden die Gehirne 10 Tage lang in einer PBS-gepufferten 4%igen
Paraformaldehyd-Losung bei pH 7,4 aufbewahrt. Danach wurden die das Striatum
enthaltenden Gewebebldocke mit Hilfe eines Vibratoms seriell in 75 um dicke Scheiben
geschnitten. Die so erhaltenen Schnitte wurden bei 4°C gekiihlt in einer Mischung aus
50% Tris-Puffer (pH 7,4), 50% Glycerin und 0,02% Natriumazid gelagert. Die
Lagerungsdauer betrug zwischen 5 und 50 Monaten, wobei die unterschiedlichen
Aufbewahrungszeiten die spiteren Ergebnisse der NADPH-Diaphorase (NADPHd-)-

Férbung nicht beeinflussten.

111.5 NADPHd-Farbung

111.5.1 Theoretische Grundlagen

Fiir die Untersuchung des Hirngewebes wurden die Eigenschaften der NADPH-
Diaphorase der NO-Synthase [10,222,314,369] genutzt. Neben den physiologischen
Substraten Cytochrom ¢ und Cytochrom P450 reduziert NOS auch die fiir
histochemische Zwecke interessante Substanzen Methylenblau, Hexacyanoferrat (III)
und Tetrazoliumsalze. In dieser Doktorarbeit kam Nitroblautetrazolium (NBT) zum
Einsatz. Dieses wird durch die Enzym-katalysierte Reduktion in das wasserunldsliche
blaue Diformazan umgewandelt, so dass Zellen, die NOS-I aufweisen dhnlich einer

Golgi-Impréignation [313,362] angefarbt werden.

A He' +2H' ~E et
erl | MR = "R,—@ VN

N AN VNS
3

3 3

Ditetrazolium (NBT?") Diformazan

Abb. 11.1: Die NADPH-Diaphorase-Reaktion. Fir NBT gilt: Ry = C4H3, R, = p-NO.,CgH4, R3 =
m—CH30C6H4
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Die NADPH-Diaphorase-Eigenschaft der NO-Synthase stellt eine gegeniiber vielen
Gewebefixativen hoch resistente katalytische Funktion dar. Diese Eigenschaft
unterscheidet es von vielen anderen NBT-reduzierenden Enzymen, die durch das
Einwirken der Fixative ihre Funktionsfdhigkeit verlieren. Daher wird durch diese

einfache histochemische Reaktion spezifisch NOS-I nachgewiesen.

111.5.2 Vorbereitung der Schnitte

Von jedem Gehirn wurden mehr als 10 Schnitte untersucht. Hierzu wurden die
einzelnen Scheiben in jeweils 5 ml Tris-Puffer 30 Minuten lang auf dem Schiittler
gewaschen, um Riickstinde der zur langerfristigen Lagerung verwendeten Glycerin-

Mischung zu entfernen.

111.5.3 Farbung

Im Verlauf wurden verschiedene Versuche unternommen, die Qualitit der NADPHd-
Farbung zu optimieren. Dazu gehdrten u. a. auch die Zugabe von Malonsdure, eine
Erh6éhung der Konzentrationen von NBT und NADPH auf das 1,5 bzw. 2fache sowie
der Einsatz von Mikrowellenstrahlen (15 Minuten bei 90 Watt). Durch keine dieser
Verfahren konnte eine entscheidende Verbesserung erreicht werden. Als einzige
Optimierung blieb am Ende eine Verldngerung der Inkubationszeit auf 21 Stunden
erhalten.

Zur Farbung wurden die einzelnen Schnitte nach ihrer Reinigung in jeweils 1 ml der
Férbelosung transferiert. Diese setzte sich folgendermaflen zusammen: In Tris-Puffer
(pH 7,4) wurden mit Hilfe eines Magnetrithrers DMSO (final 1,2%), NBT (0,4 mg/ml),
NADPH (2 mg/ml) und — als letztes — Triton X (final 0,3%) geldst. Fir 100 ml
Férbelosung bedeutete das, dass zu 98,5 ml Tris-Puffer 200 mg NADPH, 40 mg NBT
und 1,2 ml DMSO zugegeben und solange auf dem Magnetriithrer gemischt wurden, bis
alles vollstindig gelost war. Erst dann wurden 0,3 ml Triton X zugesetzt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Frequenz des Riihrers so niedrig gehalten wurde, dass sich
kein Schaum bildete. Die Firbegefile, in denen die Gewebeschnitte in 1 ml
Férbelosung inkubiert wurden, verfiigten iiber einen geniigend groBBen Querschnitt, um

eine zu starke Faltung der Schnitte zu vermeiden. Es war aber dennoch gewihrleistet,
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dass das Gewebe vollstindig von der Farbelosung iiberdeckt war. Die 2l1stiindige
Inkubation fand bei Raumtemperatur auf einem Schiittler statt. Die Verdunstung der
Férbelosung wurde durch Deckel auf den Inkubationsgefdflen vermieden.

Wihrend der gesamten Verarbeitung, also sowohl wihrend Herstellung der Fiarbelosung

als auch wihrend der Inkubation, wurde auf strengen Lichtschutz geachtet.

111.5.4 Nachbehandlung und Lagerung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte aus der Féarbelosung entfernt und
griindlich in Aqua bidest. gewaschen. AnschlieBend wurden sie auf Objekttriger
aufgezogen, luftgetrocknet und am Ende mit Entellan® eingedeckt. Aufgrund der
Tatsache, dass keine aggressiven MaBBnahmen zur Dehydratation, wie z. B. aufsteigende
Alkohol-Reihen, vorgenommen wurden, konnten Artefakte durch Schrumpfung
weitestgehend vermieden werden.

Die fertigen Préparate wurden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert, ohne dass
sich selbst nach mehreren Monaten Verschlechterungen der Qualitit der Anfarbung

ergaben.

111.6 Auswertung
111.6.1 Morphologische Kriterien
Nach Firbung gemil der oben genannten Methode bestand die erste Phase der
Auswertung zunichst darin, die NADPHd-positiven Zellen des Putamens gesunder
Probanden zu sichten, um einen ersten Uberblick iiber die Morphologie der
vorhandenen Neurone zu erhalten. Folgende Merkmale wurden dabei beachtet:
e Anzahl der vom Soma abgehenden Dendriten sowie deren Anordnung am Soma
e Anzahl und Art der Verzweigungen der Dendriteniste
e Linge der Dendriten
e Durchmesser und Verlauf der Dendritenéste
e Grofe und Form des vom Dendritenbaum abgedeckten Areals

e Symmetrie des Neurons
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Nach diesen Kriterien wurden insgesamt mehr als 5000 Neurone an einem JENAMED-
Mikroskop beurteilt, also mehr als 1000 Neurone pro zur Verfiigung stehendem

Kontrollegehirn.

111.6.2 Camera lucida-Zeichnungen

Von den gut 5000 untersuchten Neuronen wurden wiederum mehr als 120 prototypische
Zellen als Camera lucida-Zeichnungen dargestellt. Die auf diese Weise abgebildeten
Neurone wurden so ausgewihlt, dass sie sich einerseits durch eine hervorragende
Anfirbung auszeichneten, andererseits aber auch einen reprisentativen Uberblick iiber
die unterschiedlichen Morphologien der NADPHd-positiven Neurone im Putamen

ermoglichten.

111.6.2.1 Prinzip des Abbe’schen Zeichenapparates

Die graphische Darstellung erfolgte mit einem Carl Zeiss-Mikroskop der Nf-Reihe, das
iiber einen Projektionszeichenapparat nach Abbe verfiigte, dessen Prinzip im
Wesentlichen einer Weiterentwicklung der Camera lucida entspricht.

Im Unterschied zur Camera lucida liegt diesem Zeichenapparat nicht ein Prisma
zugrunde, sondern ein aus zwei rechtwinkligen Prismen zusammengesetzter Wiirfel.
Die Hypothenusenfliche des unteren Prismas ist so versilbert, dass in der Mitte ein
Streifen frei bleibt, durch den hindurch das mikroskopische Bild zu sehen ist. Da dem
ebenfalls zum Zeichenapparat gehorenden, schridg stehenden Spiegel sowohl die
versilberte Flache des Zeichenwiirfels als auch die Zeichenfliche zugekehrt sind, kann
man gleichzeitig das Bild im Mikroskop und die Zeichenfldche sehen. Der Aufbau des
Zeichenapparates ist schematisch in Abbildung I11.2 dargestellt.
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Abbe’sches Spiegel
Wiirfelchen -
e A
Okular A
Zeichenebene

Mikroskopisches
Praparat

Abb. 1l1.2: Zeichenapparat nach Abbe. Dargestellt ist der jeweilige Strahlengang ausgehend
vom mikroskopischen Praparat sowie ausgehend von der Zeichenebene.

Das Abbe’sche Wiirfelchen ist in der Lage, die doppelte Ablenkung bei der
Sichtbarmachung des Zeichenpapiers in zwei rdumlich weit auseinander liegende
Ablenkungen aufzutrennen. Diese FEigenschaft erlaubt auch auf horizontaler
Zeichenfliche ein verzerrungsfreies Nachzeichnen der mikroskopierten Strukturen,
wenn sowohl das mikroskopische Priparat als auch die Zeichenebene scharf eingestellt
sind. Darin liegt der Vorteil im Vergleich zur Camera lucida, bei der die Zeichenflache
schriag stehen muss.

Zur Helligkeitsabstufung des Mikroskopbildes wurden verschiedene Grauglédser in den
Strahlengang eingeschaltet.
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111.6.2.2 Bestimmung von Mal3stab und Grol3e

Um spétere Aussagen zur GroB3e der jeweiligen Neurone machen zu kénnen, wurde der
MafBstab der Darstellung bei Verwendung eines 10er Okulars und eines 40er Objektives
bestimmt. Hierzu dienten ein Okularmikrometer und eine Okularmessplatte, mit deren
Hilfe der Skalierung des Okularmikrometers eine GroBe zugeordnet werden konnte.
Damit eine spétere Vergleichbarkeit der einzelnen Zellen gewahrleistet werden konnte,
wurde bei den Zeichnungen weder Okular noch Objektiv ausgewechselt, so dass der
Aufbau immer demjenigen bei der MafB3stabsbestimmung entsprach.

Aus den rund 120 Abbildungen wurden die 12 Prototypen der in dieser Arbeit
definierten Klassen von Neuronen ausgewdhlt, die im Folgenden mit verschiedenen
Methoden tiefer gehend ausgewertet wurden (s. u.). Dabei kamen die beiden groB3en
Vorteile der Camera lucida-Methode zum Tragen: Die aus dieser einfachen und
schnellen Methode resultierenden Zeichnungen eigneten sich sehr gut, um weitere

Untersuchungen ohne groflen Aufwand daran vorzunehmen.

111.6.3 Verteilung der verschiedenen Typen

Um eine Aussage iiber die prozentuale Verteilung der einzelnen NADPHd-positiven
Neuronen-Typen des Putamens treffen zu konnen, wurde zufillig ein Schnitt pro Gehirn
ausgewdhlt, in dem das gesamte Putamen lichtmikroskopisch untersucht wurde. Alle
angefarbten Zellen, die einer morphologischen Kategorisierung zuginglich waren
(n=502), wurden einer der neu definierten Klassen zugeordnet. Bezogen auf diese 502

ausgewerteten Neurone wurde der relative Anteil der einzelnen Subtypen bestimmt.

111.6.4 Sholl-Analyse

Zur weiteren Differenzierung der Prototypen wurde nach der Methode von Sholl [325]
vorgegangen. Zundchst wurden zwei Raster erstellt: Eines, um die Auswertung
vorzunehmen, das zweite, um die Ergebnisse dieser Auswertung festzuhalten. Das erste
Raster bestand aus konzentrischen Kreisen, deren Radien sich — analog zum MaBstab
der Camera lucida-Zeichnungen — entsprechend um 25 um unterschieden. Diesem
dhnlich bestand das zweite Raster jedoch nicht aus konzentrischen Kreisen, sondern aus

parallelen Linien mit identischem Abstand. Fiir die Auswertung wurde das Kreisraster
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so liber die Neuronen-Darstellungen projiziert, dass der Mittelpunkt des Somas mit dem
des Rasters iibereinstimmte. Von diesem Mittelpunkt aus wurden die Entfernungen der
Verzweigungspunkte und der weitesten Ausdehnung der Dendriten vom Mittelpunkt
bestimmt, welche aufgrund des verschlungenen Verlaufes nicht immer mit den
Endpunkten der einzelnen Dendriten iibereinstimmten. Diese Bezugspunkte wurden in
das Linien-Raster iibertragen und gemiBl dem Verzweigungsmuster miteinander
verbunden. Auf diese Weise entstand eine iibersichtliche Darstellung der einzelnen
Dendritenbdume, deren Verzweigungsmuster und Ausdehnung.

Diese graphische Darstellung der Dendriten wurde dariiber hinaus noch weiter
analysiert, indem die Anzahl der vorhandenen Dendritendste, Endpunkte und
Verzweigungspunkte in ebenfalls jeweils 25 pum breiten, konzentrisch verlaufenden
Bereichen bestimmt wurde. Bei der Zahlung der Segmente wurde der jeweilige Ast nur
einmal berilicksichtigt, auch wenn dieser aufgrund seines gewundenen Verlaufes
mehrfach in der untersuchten Zone angetroffen werden konnte. Die Anzahl des
jeweiligen Parameters wurde gegen die Entfernung in einem Punkte-Diagramm

aufgetragen.

111.6.5 Topologische Analyse

Als weitere Moglichkeit, Neurone genauer zu analysieren, kam die topologische
Analyse [348,349,353-355,359-361] bei den prototypischen Neuronen zur Anwendung.
Mit  ihrer Hilfe konnte den  bisher  vorwiegend  morphologischen
Unterscheidungskriterien der Dendritenbdume ein Zahlenwert zugeordnet werden, d. h.
dass durch diese Methode nur die mathematische Form, aber nicht die absolute Grof3e

der untersuchten Objekte von Interesse ist.

111.6.5.1 Klassifikation der Dendritenbédume

Als Ausgangspunkt dieses Verfahrens wurden die einzelnen Dendritenbdume der
Neurone, die jeweils von den Hauptdendriten und deren Verzweigungen gebildet
werden, klassifiziert. Dieser Einordnung lag das System von Verwer und van Pelt
[354,359] zugrunde, das zum einen die Segmente, die sich zwischen zwei

Verzweigungspunkten befinden, und zum anderen die Verzweigungs- und Endpunkte
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einer bestimmten Ordnung zuteilt. GemaR dieser Vorgehensweise erhielten diejenigen
Parameter, die sich zentrumsnah befanden, die mit 0 niedrigste Ordnung. Ausgehend
vom Zentrum erhohte sich die Ordnung der Segmente nach jedem Verzweigungspunkt
um 1. Analog dazu nahm die Ordnung der Verzweigungspunkte nach zentrifugal zu.
Die Ordnung der Endpunkte orientierte sich an derjenigen der Verzweigungspunkte.
Jeder Endpunkt hat eine um 1 héhere Ordnung als die ihm vorangehende Abzweigung

(Abb. TIL3).

Endpunkt-Ordnung 6
Segment-Ordnung 5
Verzweigungspunkt- 5
Ordnung
“w 4
" 4
“w 3
“ 3
2
w“ 2
“w -1
1
" 0
“ 0
Abb. 1I1.3: Systematische Gliederung eines Dendritenbaumes. Zuteilung der

Verzweigungs- und Endpunkte sowie der Segmente zu einer bestimmten Ordnung nach
[359].

Fir diesen Dendritenbaum gilt: n = 10, ng =19, C= 54 , E =2.84,p=70, E =3.84, p. =43,
n(r,s) = 10 (3,7), Verzweigungsmuster: 10 (3 7(2 5(2 3)))

Die Anzahl der Endpunkte wurde auBerdem zur Definition des Grades n des
Dendritenbaumes herangezogen. Daraus lie3 sich mit

ng=2n-1
die Anzahl der Segmente ns berechnen.
Die vom ersten Zweiteilungspunkt des Dendriten ausgehenden Unterbdume lieen sich
anhand der Anzahl ihrer Endpunkte, also anhand ihres Grades, unterscheiden. Der

kleinere der beiden wurde mit r, der grofBere mit S gekennzeichnet.
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Auf diese Weise konnten alle Unterbdume, die aus einem Verzweigungspunkt
hervorgingen, und somit das Verzweigungsmuster eines Dendriten mit Zahlen
beschrieben werden.

Ausgehend von dieser Systematisierung lieBen sich verschiedene Parameter festlegen:

111.6.5.2 Summe der Segment-Ordnungen C
Wie der Name bereits sagt, wurden hierflir die Zahlenwerte der einzelnen Segment-

Ordnungen addiert. Dividiert durch die Anzahl der Segmente des zugehorigen Baumes

ergab sich als Mittelwert C.

111.6.5.3 Summenweglangen von Verzweigungs- und Endpunkten p und pe
Im Gegensatz zu C wurden bei der Bestimmung von p nicht die Segment-Ordnungen,
sondern die Ordnungen der Verzweigungs- und Endpunkte addiert. Der Unterschied zu

pe beruhte darin, dass bei pe nur die Endpunkt-Ordnungen beriicksichtigt wurden.

Analog zu C wurde der Mittelwert von E durch Division durch die Anzahl der

Segmente bestimmt. Fiir die Beziehung von C zu B gilt:

C=p-1

111.6.5.4 Topologischer Durchmesser D

Um diesen festzulegen, wurde die vorhandene Anzahl der von den Segmenten
durchschrittenen Ordnungen gezdhlt. Anhand des topologischen Durchmessers lielen
sich nicht nur Riickschliisse auf die Menge der vorhandenen Verzweigungen schlieBen,
sondern auch auf die Asymmetrie, da symmetrische Aufzweigungsmuster bei gleichem

Grad n nicht so hohe Ordnungen erreichen wie asymmetrische.

111.6.5.5 PSAD-Werte als Mal? der Asymmetrie

Dariiber hinaus ldsst sich als MaB fiir die Asymmetrie einem definierten
Aufzweigungspunkt der so genannte PSAD (proportional sum of absolute deviations)
berechnen. Fiir aus zwei Untereinheiten bestehenden Dendritenbdaume gilt:

PSAD = (n-2r)/(n-2)

35



Material und Methoden

Der PSAD kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei der Wert 1 das
Verzweigungsmuster mit der groften Asymmetrie und der Wert 0 das mit der groften

Symmetrie darstellt.

A B

Abb. llIl.4: Baumsymmetrie. Abbildung A zeigt einen Dendritenbaum hdchster Symmetrie, dem
ein PSAD-Wert von 0 zuzuordnen ist. Abbildung B dagegen stellt einen sich asymmetrisch
verzweigenden Dendritenbaum dar, der einen PSAD-Wert von 1 besitzt.

Dementsprechend konnte die Asymmetrie eines gesamten Baumes dadurch bestimmt
werden, dass an allen Verzweigungspunkten, die n>3 Endpunkte nach sich ziehen, der
jeweilige PSAD und aus den so erhaltenen Zahlenwerten der Mittelwert (%)
berechnet wurde.

Um nun den PSAD des Somas bestimmen zu konnen, wurde das Soma als multipler
Aufzweigungspunkt betrachtet. Dies bedeutete, dass nicht wie bisher nur zwei
Unterbdume ihren Ursprung von diesem Punkt nahmen, sondern mehrere. Um dieser

Tatsache gerecht zu werden, kam folgende Formel zur Anwendung:
PSAD =[m/2(m—1)n-m)>_[r, —(n/m)]
i=l

wobei m der Anzahl der Unterbdume, rj dem Grad des iten Unterbaumes und n, wie

bereits erwihnt, der Anzahl der Endpunkte entsprechen. Der PSADg .. gibt somit an,

ob an diesem multiplen Verzweigungspunkt — in diesem Fall also dem Soma — eine

symmetrische oder asymmetrische Aufteilung stattfindet.
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Aus den PSAD-Werten der einzelnen Unterbdaume und des Somas lie3 sich als

Mittelwert der PSADiw bestimmen. Damit wird der Asymmetrie des kompletten

Neurons ein Zahlenwert zugeordnet.

111.6.6 Zelldichte

Als Grundlage fiir die Bestimmung der Zelldichte diente ein Objektmikrometer, d. h.
ein mit MaBstab versehener Objekttrager, mit dessen Hilfe der Durchmesser eines
Gesichtsfeldes bestimmt wurde. An einem Mikroskop der Nf-Reihe von Carl Zeiss
ergab sich bei Verwendung eines 10/0.22 Objektives in Kombination eines 10x/18L-
Okulares ein Durchmesser von 1,633 mm. Daraus lieB sich die Fliche eines
Gesichtsfeldes berechnen, die 2,094 mm’ betrug. Unter Beriicksichtigung der
Schnittdicke von 75 pm ergab sich ein Volumen von 0,157 mm’. Diese Angaben
machten die Berechnung der Zellzahl pro mm® und mm’ méglich. Gezihlt wurden
jeweils alle in einem Gesichtsfeld sichtbaren Somata, wobei fiir jeden Schnitt zehn
Gesichtsfelder ausgewertet wurden, die sich sowohl in den Rand- als auch in den
zentralen Anteilen des Putamens befanden. Die Auswahl dieser Felder erfolgte
makroskopisch, um eine moglichst reprisentative Aussage zur Zelldichte zu treffen. Die
verwendeten 25 Schnitte der schizophrenen Gruppe und 22 Schnitte der gesunden
Vergleichsgruppe stammten aus unterschiedlichen Bereichen des Putamens, um
eventuelle Unterschiede in der Dichte der NADPHd-positiven Neurone zwischen

rostralen und kaudalen Anteilen feststellen zu konnen.
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IV. Ergebnisse

V.1 Qualitat der Farbung

Aufgrund der ausgezeichneten, homogenen Anfirbung von Soma und Dendritenbaum
NADPHd-positiver Neurone in allen in dieser Studie verwendeten Gehirnen war es
moglich, die einzelnen Zellen anhand der im Methodenteil erwdhnten morphologischen
Kriterien zu unterscheiden und sie mit weitergehenden Analyseverfahren genauer zu
untersuchen.

Fiir die Qualitét der Farbung spielte weder die post mortem-Zeit, die bis zu 72 Stunden
betragen hatte, noch das Alter oder sonstige intervenierenden Variablen eine Rolle.
Gehirne jedoch, die langer als fiinf Jahre in ungepuffertem Formalin fixiert worden
waren, wiesen trotz verschiedener Optimierungsversuche (siche Kap. II1.5.3) keinerlei
Enzymaktivitit im verwendeten Férbeansatz auf: Supra-optimale Konzentrationen der
Enzym-Substrate konnten ebenso wenig wie der Zusatz von Malonsdure oder der
Einsatz von Mikrowellenstrahlung daran etwas dndern. Eine Lagerungsdauer von
weniger als 50 Monaten schien dagegen keinen negativen Effekt auf die
Funktionsfdhigkeit der NADPH-Diaphorase zu haben. Fiir die vorliegende Arbeit
wurden deshalb lediglich Gehirne mit einer Lagerungsdauer von weniger als 50
Monaten verwendet.

Wenn auch die Anfirbung von Neuronen in allen untersuchten Gehirnen von gleich
bleibender Qualitit war, so traf dies nicht auf die Hintergrundfirbung zu. Sie
unterschied sich sowohl in ithrem Farbton als auch in ihrer Intensitét, was in Abbildung
IV.14 (S. 58/59) deutlich zum Ausdruck kommt. Dabei zeigten Schnitte ein und
desselben Gehirns ein variables Farbeverhalten, ohne dass dadurch allerdings die
Untersuchungen beeintrachtigt wurden.

Alle in diesem Kapitel gezeigten Neuronen-Abbildungen entsprechen — soweit nicht

anders beschrieben — Camera lucida-Zeichnungen.
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IVV.2 NADPHd-positive Neurone des Putamens Gesunder

Im Gegensatz zur Golgi-Imprignation kamen im hier angewandten NBT-basierten
enzymhistochemischen Verfahren nur Interneurone und grofle mutmaBliche
Projektionsneurone, wie sie von Leontovich [221] beschrieben wurden, zur Darstellung.
Eine positive Anfarbung von mittelgrolen Projektionsneuronen oder dwarf cells [47]
konnte nicht beobachtet werden.

Innerhalb des Putamens zeigten NADPHd-positive Neurone beziiglich ihrer Haufigkeit
eine gleichmdfige Verteilung von rostral nach kaudal. Sie neigten jedoch zur Cluster-
Bildung, was in Ubereinstimmung zu ihrer Lokalisation beziiglich der Striosomen zu
sehen ist.

Die NADPHd-positiven Interneurone konnten auf der Grundlage morphologischer
Kriterien in 12 unterschiedliche Typen (NADPHd I bis NADPHd XII) eingeteilt werden
(Tab. IV.1 und Abb. IV.1). In diesen Zelltypen fanden sich nicht nur alle von anderen
Autoren bereits beschriebenen Klassen wieder [47,144,189,221,381,383], sondern auch

neue, bisher nicht beschriebene.
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Typ Soma- Dendriten GroRe Symmetrie Zuodnung
groRe, - des Den- bei:
form driten- Braak
Zahl Form Ver- baumes Graveland
zwelgungs [um] Leontovich
grad
| Mittelgro® — 4-6 Geschlangelt, Niedrig 300 Asymmetrisch  Typ Il
grol3, mitteldick -
halbmond- -
formig
I GroR, 3-4 Geschlangelt, Frih und 500 - 600 Bipolar -
gestreckt dick wiederholt -
Giant stretched
m GroR, 2-3 Dick Spat, niedrig 500 Asymmetrisch  Typ lll
oval — Spiny Il
polygonal Giant reticular
IV GroB, Viele Dinn Niedrig 300 Symmetrisch Typ IV
rund rund -
Giant hairy (?)
\V/ GroR, Ca.6  Dicke Stamme  Frih, mittel— 250 Symmetrisch -
ellipsoid hoch rund -
Vi Mittelgrof3, Ca.4  Leicht Frih, mittel 250 Symmetrisch Typ V
rund geschlangelt, rund -
dicke Stamme -
VIl Mittelgrof3, 4-6 Dinn, Mittel 250 Asymmetrisch  Typ V
oval — rund geradlinig -
IIX MittelgroB, 2 Diinn, lang Zwei 350 Bipolar -
oval symmetrische Small neuron
Aste -
IX MittelgroR, 2 Mitteldick, Zwei 250 Bipolar -
oval lang symmetrische Small neuron
Aste -
X Mittelgrof3, 4-5 Unterschied- Niedrig 400 Asymmetrisch -
dreieckig licher -
Durchmesser, Large reticular
geradlinig
X| MittelgroB, >6 Mittel — diinn, Mittel 400 Symmetrisch -
rund z.T. rund -
geschlangelt -
Xl MittelgroR — 6 Leicht Niedrig 300 symmetrisch -
groR, geschlangelt -

tranenférmig

Tab. IV.1: Ubersicht NADPHd-positiver Interneurone des menschlichen Putamens. Neben

der

Beschreibung der

morphologischen Kriterien wurde der
Klassifikationen von Braak [47], Graveland [144] und Leontovich [221] gezogen.
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/

Abb. IV.1: Prototypische NADPHd-positive Interneurone des menschlichen Putamens.
Die Klassifikation erfolgte anhand morphologischer Kriterien (siehe Text). Der Balken entspricht
100 pum.
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1VV.2.1 Morphologie

1VV.2.1.1 NADPHd I

Als markantestes Merkmal der NADPHd I-Neurone (Abb. IV.2) erscheint das lange,
bogenformig gekriimmte Soma, von dessen Polen nur wenige, relativ dicke
Dendritenstimme entspringen. Diese Dendritenstimme setzen in ihrem Verlauf die
Krimmung des Somas fort. Sie verzweigen sich vergleichsweise selten und zeigen vor
allem in untergeordneten Abschnitten einen geschlingelten Verlauf. Als weiteres
Charakteristikum dieses Neuronentyps sind hiufig somatische spines zu finden. Dies ist
in Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten [307] als Hinweis darauf zu werten, dass
NOS-I auch an der subsynaptischen Membran vorhanden ist. Aufgrund dieser
morphologischen Parameter scheinen NADPHd I-Neurone den Typ II Neuronen nach
Braak [47] zu entsprechen (Tab. IV.1).

50 um

Abb. IV.2: NADPHd I.
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1VV.2.2 NADPHd 11

NADPHA II-Neurone gehoren zu den striatalen Neuronen mit der grofSten Ausdehnung,
was in Abbildung IV.3 gut zum Ausdruck kommt. Auch sie besitzen ein gestrecktes,
bipolares Soma, an dessen Polen wenige, aber dickere Dendritenstimme als bei
NADPHd I-Neuronen ihren Ursprung haben. Damit dhneln sie den giant stretched cells
von Leontovich [221]. Der Durchmesser der Dendriten nimmt kontinuierlich mit
zunehmender Entfernung vom Soma ab, wobei sie insgesamt gerader verlaufen als die
Dendriten der NADPHd I-Neurone, wenngleich in entfernteren, diinneren Asten auch
geschlidngelte Strecken vorhanden sind. In ihren Anfangsabschnitten zeigen die

Dendriten eine ungleichméfige Oberfldche, die sie aber im weiteren Verlauf verlieren.

Abb. IV.3 (S.44): NADPHd II.
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1VV.2.1.3 NADPHd 111

Im Unterschied zu den beiden ersten Neuronentypen mit ldnglichem Perikaryon weisen
NADPHd III-Neurone ein grofles ovales oder polygonales Soma auf. Sehr wenige
Dendriten verlassen an entgegengesetzten Seiten als dicke Stimme den Zellkorper. In
unterschiedlichen Abstinden finden sich die ersten Verzweigungspunkte, an denen sich
der Durchmesser des Dendriten verringert. Insgesamt verzweigen sich die Dendriten
dieses Typs selten und verlaufen relativ geradlinig in viele verschiedene Richtungen.
Daraus resultiert ein ausgedehnter, aber nicht sehr dichter Dendritenbaum (Abb. 1V .4).
Ahnlich den NADPHd II-Neuronen besitzen die Dendriten zu Beginn eine sehr
ungleichmiflige Oberfldche. Alle diese Charakteristika lassen eine Zuordnung zu den
Typ II-Zellen von Braak [47] bzw. den giant reticular cells von Leontovich zu [221]
(Tab. IV.1).

NADPHd II- und III- Neurone besitzen die ausgedehntesten Dendritenbdume unter allen

der in dieser Arbeit definierten Klassen.

Abb. IV.4 (S. 46): NADPHd lIl.
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1V.2.1.4 NADPHd IV

Das, was NADPHd IV-Neurone unter allen anderen NADPHd-positiven Interneuronen
hervorhebt, ist die Anzahl der vom Soma abgehenden Dendriten. Diese wird von
keinem anderen NADPHd-positiven Neuronentyp erreicht (Abb. IV.5). Ebenso auftillig
zeigt sich das groBe runde Soma. Die Abgidnge der zahlreichen Dendriten liegen
gleichméBig liber das gesamte Soma verteilt, so dass keine Polaritét zu erkennen ist. Die
Dendriten entspringen teils als diinne, teils als dicke kurze Stimme, aus denen in
direkter Nachbarschaft zum Soma diinne Aste hervorgehen. Alle verlaufen geradlinig
radidr in alle Richtungen, ohne sich hdufig zu {iberkreuzen, und enden schon nach
vergleichsweise kurzem Verlauf. Obwohl NADPHd IV-Neurone nicht zu den Typen
mit den hdufigsten Aufzweigungen gehdren, formen sie doch aufgrund der Menge der
Dendriten einen dichten Dendritenbaum, der durch die Kiirze der Dendriten nur eine

relativ geringe Flache liberdeckt.

50 um

Abb. IV.5: NADPHd IV.
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1VV.2.1.5 NADPHd V

NADPHd V-Neurone zeichnen sich durch ein schlankes, ellipsoid geformtes Soma aus,
wie es in Abbildung IV.6 dargestellt ist. Von diesem nehmen mehrere lange, dicke
Dendritenstimme ihren Ursprung, die sich im Vergleich zu NADPHd IV-Neuronen erst
spit verzweigen. Die daraus hervorgehenden Aste teilen sich hiufiger und verfolgen
einen gewundenen Verlauf, der viele gegenseitige Uberkreuzungen und einen relativ
dichten Dendritenbaum bedingt. Interneurone dieses Typs wurden bisher nicht

beschrieben.

\/
£

50 ym

Abb. IV.6: NADPHd V.
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1VV.2.1.6 NADPHd VI

Die Dendriten von NADPHd VI-Neuronen entspringen als dicke Stimme, die ihren
Durchmesser bis zur ersten Verzweigung beibehalten. Der erste Aufzweigungspunkt
befindet sich bei diesem Neuronentyp zum Teil in weiter Entfernung, zum Teil in
direkter Nachbarschaft zum rundlichen Soma. Die daraus entstehenden sekundiren Aste
sind erheblich diinner als die Ursprungsdendriten und verlassen dessen
Verlaufsrichtung. Es ist dadurch nicht ungewohnlich, wenn einige Endiste den
Dendritenbaum wie einen Kreis einrahmen. Haufig sind eng geschldngelte Abschnitte,
die die Verlaufsrichtung jedoch nicht dndern. Insgesamt verlaufen die Dendriten daher

relativ geradlinig. Ein Neuron dieses Typs ist in Abbildung V.7 gezeigt.

50 um

Abb. IV.7: NADPHd VI.
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IV.2.1.7 NADPHd VII

Zu einer der hdufigsten Untergruppen von Interneuronen im menschlichen Putamen
gehoren die Neurone des NADPHdA VII-Typs. Sie besitzen ein rundes bis ovales Soma,
von dem in der Regel drei Dendriten entspringen. Diese sind von Anfang an relativ
diinn und zeigen einen ziemlich geradlinigen, eher kurzen Verlauf. Das fiihrt dazu, dass
sie sich trotz ihrer hédufigen Verzweigungen kaum {iiberschneiden und einen
vergleichsweise nur lichten Dendritenbaum ausbilden, wie es in Abbildung IV.8 zu
erkennen ist.

Ebenso wie die NADPHd VI-Neurone lassen diese sich im Typ V der Klassifikation
nach Braak [47] wieder finden.

50 um

Abb. IV.8: NADPHd VII.
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1VV.2.1.8 NADPHd 11X

Einen weiteren haufigen Interneuronentyp stellen NADPHd IIX- und IX-Neurone (Abb.
IV.9 bzw. IV.10) dar. Beide sind klar bipolar und symmetrisch aufgebaut: Von
gegeniiberliegenden Polen des Somas nehmen zwei Dendriten ihren Ursprung, die
geradlinig in entgegengesetzte Richtungen laufen.

Fiir NADPHd IIX-Neurone sind ovale bis spindelférmige Somata typisch. Die
Stammdendriten verfligen zu Beginn {iber einen grofen Durchmesser. Sie gehen am
ersten Aufzweigungspunkt, der sich in einiger Distanz zum Soma befindet, in diinne
sekundire Aste iiber. Diese wenden sich in ihrem weiteren Verlauf zum Soma zuriick,
ohne sich hiufig zu teilen. Durch ihre hohe Gesamtlinge iiberdecken die Dendriten ein

verhdltnismaBig grofBes Areal.

3y

50 pm

Abb. IV.9: NADPHd IIX.
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1VV.2.1.9 NADPHd IX

Ahnlich sind NADPHd IX-Neurone charakterisiert. Auch sie besitzen ein ovales Soma
und zwei entgegengesetzt abgehende Hauptdendriten. Diese weisen aber geringere
Durchmesser auf als diejenigen der NADPHd IIX-Neurone. Weitere Unterschiede
liegen in der kleineren Entfernung des ersten Verzweigungspunkt vom Soma und im
kleineren Dendritenbaum. Wie bei NADPHd IIX-Neuronen finden sich untergeordnete
Aste, die in groBerem Bogen Richtung Soma zuriicklaufen.

Sowohl NADPHd IIX- als auch IX-Neurone wurden in dieser Form bisher nur von

Graveland et al. [144] beschrieben. Dort wurden sie den small neurons zugeordnet.

50 um \/

Abb. IV.10: NADPHd IX.

52



Ergebnisse

1VV.2.1.10 NADPHd X

Signifikant verschieden zu diesen beiden symmetrischen, bipolaren Klassen von
Interneuronen erweisen sich NADPHd X-Neurone. Ein Neuron dieses Typs ist in
Abbildung IV.11 dargestellt. Sie zeigen einen insgesamt asymmetrischen Aufbau.
Vornehmlich von den Ecken des dreieckigen Soma gehen mehrere dicke
Dendritenstdmme ab, die kontinuierlich an Durchmesser verlieren und einem leicht
gewundenen Verlauf folgen. Wéhrend einige Dendriten eine beachtliche Lénge
erreichen, enden die meisten nach kurzer Strecke. Verzweigungen sind eher selten zu
sehen. In der Folge entsteht ein nicht sehr dichter, jedoch relativ ausgedehnter
Dendritenbaum.

Interneurone dieser Art wurden bisher nicht beschrieben.
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50 um

Abb. IV.11: NADPHd X.
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1V.2.1.11 NADPHd XI

Ebenso lassen sich NADPHd XI-Neurone zu keiner bekannten Einteilung zuordnen.
NADPHd XI-Neurone besitzen einen runden Zellkorper, der Ursprung weniger dicker
Dendriten ist. Auch die Anzahl der aus den Stammdendriten hervorgehenden
sekundiren Aste ist gering. Letztere verzweigen sich allerdings hiufiger, so dass
insgesamt viele Endiste vorgefunden werden. Einige der lingeren Aste verlaufen stark
gewunden, einige geradlinig, aber alle Dendriten sind fast durchgehend geschlingelt.
Der Dendritenbaum erscheint aufgrund des kurvigen Verlaufes sowie der hiufigen
Verzweigungen sehr dicht und ist von vielen Uberschneidungen gekennzeichnet (Abb.
IV.12).

Die Ursprungsorte der Stammdendriten lassen keine bestimmte Anordnung erkennen.
Sie befinden sich tiber den gesamten Zellkorper verteilt und verzweigen sich nicht weit

von ihm entfernt.
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50 um

Abb. IV.12: NADPHd XI.
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IV.2.1.12 NADPHd XII

Das Soma von NADPHd XII-Neuronen ist gro3 und tranenférmig. Es dient mehreren
Dendriten als Ausgangspunkt, die sich in ithrem Durchmesser erheblich unterscheiden.
Gemeinsam ist ihnen jedoch ihr geradliniger Verlauf. Sie verzweigen sich nur selten
und bilden daher einen weit weniger dichten Dendritenbaum als NADPHd XI-Neurone.
Diese Kombination morphologischer Charakteristika ist mit keinem der bislang
definierten Interneuronentypen des menschlichen Striatums in Ubereinstimmung zu
bringen. Daher scheinen diese Zellen eine eigene Klasse zu bilden. Exemplarisch fiir

diesen Typ steht das Neuron in Abbildung IV.13.

50 um

Abb. IV.13: NADPHd XII.
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Abb. IV.14: Mikrophotographien der Prototypen NADPHd | bis NADPHd XIl. In diesen
Photographien ist deutlich der zum Teil erhebliche Unterschied in der Anfarbung des
Hintergrundes zu erkennen. Nicht nur der Farbton, sondern auch die Intensitat der
Hintergrundfarbung variiert von Schnitt zu Schnitt, selbst innerhalb des gleichen Gehirnes. Der
Balken entspricht 50 um.
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Abb. IV.14: Fortsetzung von Seite 58.

o
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1V.2.2 Sholl-Analyse

1VV.2.2.1 Systematische Darstellung der Dendriten im Sholl-Raster

Bei der morphologischen Auswertung der Prototypen wurde klar, dass neben der Form
des Somas vor allem der Dendritenbaum fiir den Unterschied zwischen den einzelnen
Prototypen von entscheidender Bedeutung war. Um die Analyse des Dendritenbaums zu
vereinfachen und zu objektivieren, wurde das Verfahren nach Sholl angewendet, ein
etabliertes Analyseverfahren zur Charakterisierung von Neuronen.

Da in die systematische Darstellung nur die groite Ausdehnung eines Dendriten, dessen
Verzweigungspunkte und die dazwischen liegenden Segmente Eingang fanden, wurden
die teilweise stark gewundenen Verldufe der einzelnen Aste und Uberschneidungen
nicht abgebildet. Dies fiihrte dazu, dass die Lokalisation der genannten Parameter
leichter erfasst werden konnte. Dies erleichterte nicht nur die Vergleichbarkeit, sondern
fiihrte bisweilen dazu, dass Unterschiede hervorgehoben wurden, die bei rein
morphologischer Betrachtung kaum auffielen. Besonders deutlich wurde dies — um nur
ein Beispiel zu nennen — bei den Prototypen 11X und IX, die sich auf den ersten Blick in
ithrer strengen Bipolaritdt sehr dhnlich sehen. Im Raster der Sholl-Analyse ist aber leicht
zu erkennen, dass sie sich nicht nur im Verzweigungsmuster, sondern auch in der
Ausdehnung ihrer Dendriten unterscheiden.

Die Analyse aller Prototypen ist in Abbildung I'V.15 dargestellt.

Abb. IV.15 (S.61-66): Sholl-Analyse der Prototypen. Dargestellt sind auf der linken Seite alle
12 Prototypen NADPHd-positiver Interneurone des menschlichen Striatums, Uber die das
Kreisraster der Sholl-Methode gelegt wurde. Dies bildete den Ausgangspunkt fur die rechts
gegenlbergestellten schematischen Aufzweigungsmuster der einzelnen Dendriten. Die
Dendriten wurden in beiden Rastern entsprechend mit Grof3buchstaben gekennzeichnet. Der
Abstand zwischen zwei Kreisen bzw. Linien entspricht jeweils 25 ym.
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1V.2.2.2 Weitergehende Analyse

Eine weitere Vereinfachung der Vergleichbarkeit der Prototypen wurde dadurch
erreicht, dass die Anzahl von Intersegmenten, Verzweigungs- und Endpunkten in
unterschiedlichen Entfernungen vom Zentrum bestimmt wurden. Die jeweilige Anzahl
ergab in einem Diagramm aufgetragen gegen die Entfernung anschauliche Kurven
(Abb. IV.16 bis IV.18). Anhand des Kurvenverlaufes konnte leicht bestimmt werden, in
welcher Distanz sich die meisten Verzweigungen, die meisten Endpunkte und in engem
Zusammenhang damit stehend die Anzahl der zugehorigen Intersegmente befanden.
Damit war es moglich, diesen Charakteristika Diagrammkurven zuzuordnen, was

wiederum die zuvor rein optischen Eindriicke bestitigte und objektivierte.
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Abb. IV.16: Weitergehende Analyse der Prototypen. Anzahl der Intersegmente der einzelnen
Prototypen (y-Achse) aufgetragen gegen ihre Entfernung vom Zentrum [um] (x-Achse). Gezahlt wurden
die Segmente in jeweils 25 pm breiten konzentrischen Zonen. Lag der Endpunkt in dieser Zone, so wurde

das Endsegment nicht mitgezahlt.
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Abb. IV.17: Weitergehende Analyse der Prototypen. Anzahl der Verzweigungspunkte der einzelnen
Prototypen (y-Achse) aufgetragen gegen ihre Entfernung vom Zentrum [um] (x-Achse).
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Abb. IV.18: Weitergehende Analyse der Prototypen. Anzahl der Endpunkte der einzelnen
Prototypen (y-Achse) aufgetragen gegen ihre Entfernung vom Zentrum [um] (x-Achse).
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IVV.2.3 Topologische Analyse

Das Ergebnis des ersten Schritts der topologischen Auswertung der Dendritenbdume,
ndmlich deren Systematisierung durch zentrifugale Ordnung, ist in Tabelle IV.2
dargestellt.

Von dieser Systematisierung ausgehend erfolgte die weitere Auswertung der einzelnen
Dendriten hinsichtlich der Anzahl ihrer Segmente, Verzweigungs- und Endpunkte (Tab.
IV.3) sowie der Asymmetrie ihres Verzweigungsmodus (Tab. [V .4).

Tab. IV.2 (S. 72): Systematisierung der einzelnen Dendritenbdume der Prototypen. Die
Bezeichnung der einzelnen Dendriten entspricht der in den Sholl-Rastern angewendeten
Bezeichnung (siehe Kap. IV.2.2.1, S. 61-66). Verwendete Abkirzungen: n = Anzahl der
Endigungen eines Stammdendriten, ng = Anzahl der Segmente eines Stammdendriten, m =
Gesamtzahl der Endigungen des Neurons, ms = Gesamtzahl der Segmente des Neurons, n(r,s)
= Aufzweigungsmuster am ersten Verzweigungspunkt.

Tab. IV.3 (S. 73): Topologische Auswertung der einzelnen Stammdendriten der
Prototypen. Verwendete Abklrzungen: n = Anzahl der Endpunkte, ns = Anzahl der Segmente,

C = Summe aller Segmentordnungen mit C = Cn, p = Summe aller Verzweigungs- und
Endpunktordnungen mit p = p/ns, p = Summe aller Endpunktordnungen, D = topologischer

Durchmesser, n,r = Grad des Dendritenbaumes mit Grad des kleineren Unterbaumes am ersten
Verzweigungspunkt.
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Den- Segment-
Typ dri N ns M mg Verzweigungsmuster n(r,s) anzahl pro
rit
Ordnung_;
| A 6 11 6 (33) 6(3,3) 1,2,4,4
B 2 3 2 2(1,1) 1,2
c 1 1 1B 26 1 1
D 6 11 6(1 5(1 4(2 2))) 6(1,5) 1,2,2,2,4
] A 6 11 6(15(2 3)) 6(1,5) 1,2,2,4,2
B 5 9 22 41 5(2 3) 5(2,3) 1,2,4,2
(o8 11 21 11(4(1 3) 7(1 6(1 5(2 3)))) 11(4 7) 1,2,4,4,4,4,2
1] A 4 7 4(2 2) 4(2,2) 1,2,4
B 6 11 12 21 6(3 3) 6(3,3) 1,2,4,4
(o8 2 3 2 2 1,2
v A 4 7 42 2) 4(2,2) 1,2,4
B 8 15 8(3 5(2 3)) 8(3,5) 1,2,4,4,4
(o8 2 3 2 2 1,2
D 1 1 1 1 1
E 2 3 2 40 5 2 12
F 4 7 42 2) 4(2,2) 12,4
G 2 3 2 2 1,2
H 1 1 1 1 1
\"/ A 5 9 5(2 3) 5(2,3) 1,2,4,2
B 8 13 8(3 5(14(13))) 8(3,5) 1,2,4,4,2,2
C 3 5 3 3 1,2,2
D 2 3 21 36 2 2 1,2
E 2 3 2 2 1,2
F 1 1 1 1 1
VI A 9 17 9(1 8(1 7(16(24(1 3)))) 9(1,8) 1,2,2,2,2,4,2,2
B 4 7 21 38 4(13) 4(1,3) 1,2,2,2
(o8 5 9 5(14(1 3)) 5(1,4) 1,2,2,2,2
D 3 5 3 3 1,2,2
Vil A 4 7 42 2) 4(2,2) 1,2,4
B 6 11 18 33 6(2 4(2 2)) 6(2,4) 1,2,4,4
C 8 15 8(17(25(14(13))) 8(1,7) 1,2,2,4,2,2,2
Vil A 6 11 12 29 6(3 3) 6(3,3) 1,2,4,4
B 6 11 6(15(14(1 3))) 6(1,5) 1,2,2,2,2,2
IX A 4 7 8 14 4(13) 4(1,3) 1,2,2,2
B 4 7 4(1 3) 4(1,3) 1,2,2,2
X A 4 7 4(13) 4(1,3) 1,2,2,2
B 1 1 1 1 1
(o8 1 1 1 1 1
pb 2 3 M 2 5 2 1,2
E 4 7 42 2) 4(2,2) 1,2,4
F 2 1 2 2 1,2
Xl A 3 5 3 3 1,2,2
B 1 1 1 1 1
(o8 6 11 21 36 6(2 4(2 2)) 6(2,4) 1,2,4,4
D 7 13 7(16(24(13)) 7(1,6) 1,2,2,4,2,2
E 3 5 3 3 1,2,2
F 1 1 1 1 1
Xl A 4 7 4(13) 4(1,3) 1,2,2,2
B 1 1 1 1 1
(o8 2 3 16 27 2 2 1,2
D 2 3 2 2 1,2
E 7 13 7(16(15(23))) 7(1,6) 1,2,2,2,4,2
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Typ Dendrit n ng Cc C 4] p Pe D
1 A 6 11 22 2.00 33 3.00 22 4
B 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

Cc 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

D 6 11 28 2.55 39 3.55 15 5

] A 6 11 26 2.36 37 3.36 24 5
B 5 9 16 1.78 25 2.78 17 4

Cc 11 21 70 3.33 91 4.33 35 7

1] A 4 7 10 1.43 17 243 12 3
B 6 11 22 2.00 33 3.00 22 4

Cc 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

v A 4 7 10 1.43 17 243 12 3
B 8 15 36 2.40 51 3.40 33 5

Cc 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

D 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

E 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

F 4 7 10 1.43 17 243 12 3

G 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

H 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

\" A 5 9 16 1.78 25 2.78 17 4
B 8 15 30 2.00 43 3.00 28 5

Cc 3 5 6 1.20 11 2.20 8 3

D 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

E 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

F 1 1 0 0 1 1.00 1 1

Vi A 9 17 66 3.88 83 4.88 33 8
B 3 5 12 2.40 19 3.40 13 4

Cc 5 9 20 2.22 29 3.22 19 5

D 3 5 6 1.20 11 2.20 8 3

Vil A 4 7 10 1.43 17 243 12 3
B 6 11 22 2.00 33 3.00 22 4

Cc 8 15 48 3.20 63 4.20 39 7

X A 6 11 22 2.00 33 3.00 22 4
B 6 11 30 2.73 41 3.73 26 6

IX A 4 7 12 1.71 19 2.71 13 4
B 4 7 12 1.71 19 2.71 13 4

X A 4 7 12 1.71 19 2.71 13 4
B 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

Cc 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

D 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

E 4 7 10 1.43 17 243 12 3

F 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

Xi A 3 5 6 1.20 11 2.20 8 3
B 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

(o 6 11 22 2.00 33 3.00 22 4

D 7 13 36 2.77 49 3.77 31 6

E 3 5 6 1.20 11 2.20 8 3

F 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

Xl A 4 7 12 1.71 19 2.71 13 4
B 1 1 0 0.00 1 1.00 1 1

Cc 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

D 2 3 2 0.67 5 1.67 4 2

E 7 13 38 2.92 51 3.92 32 6
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Typ Dendrit nr PSAD PSAD Typ Dendrit nr PSAD PSAD
| A 6,3 0.00 0.00 Vil A 4.2 0.00 0.00
B 2,1 0.00 - B 6,2 0.50 0.25
C 1,0 - - 4,2 0.00
D 6,1 1.00 0.67 C 8,1 1.00 0.90
5.1 1.00 7,2 0.60
4,2 0.00 5.1 1.00
4.1 1.00
] A 6,1 1.00 0.67 11X A 6,3 0.00 0.00
52 0.33 B 6,1 1.00 1.00
B 52 0.33 0.33 5.1 1.00
C 11,4 0.33 0.73 4.1 1.00
41 1.00
7.1 1.00
6,1 1.00
52 0.33
] A 4,2 0.00 0.00 IX A 41 1.00 1.00
B 6,3 0.00 0.00 B 41 1.00 1.00
C 2,1 0.00 -
v A 4,2 0.00 0.00 X A 41 1.00 1.00
B 8,3 0.33 0.33 B 1,0 - -
52 0.33 C 1,0 - -
C 2,1 0.00 - D 2,1 1.00 -
D 1,0 - - E 4,2 0.00 0.00
E 2,1 0.00 - F 2,1 1.00 -
F 4.2 0.00 0.00
G 2,1 0.00 -
H 1,0 - -
\"/ A 52 0.33 0.33 Xl A 3.1 1.00 -
B 8,3 0.33 0.78 B 1,0 - -
5.1 1.00 C 6,2 0.5 0.25
41 1.00 4,2 0.00
C 3,1 1.00 - D 71 1.00 0.83
D 2,1 0.00 - 6,2 0.50
E 2,1 0.00 - 4.1 1.00
F 1,0 - - E 3.1 1.00 -
F 1,0 - -
Vi A 9.1 1.00 0.90 Xl A 4.1 1.00 1.00
8,1 1.00 B 1,0 - -
7.1 1.00 C 2.1 0.00 -
6,2 0.50 D 2.1 0.00 -
41 1.00 E 71 1.00 0.78
B 41 1.00 1.00 6,1 1.00
C 5.1 1.00 1.00
4.1 1.00
D 3.1 1.00 -

Tab. IV.4: Symmetriegrad der Dendritenbdaume der Prototypen. Verwendete Abkurzungen:
PSAD = proportional sum of absolute deviations am jeweiligen Verzweigungspunkt mit dem
Mittelwert PSAD des jeweiligen Stammdendriten. Fir den PSAD ist zu beachten, dass er nur
fir Verzweigungspunkte definiert ist, die zu n>3 Endpunkten fuhren (siehe Kap. 111.6.5.5).
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Die Ergebnisse dieser Analyse bildeten die Grundlage fiir die Auswertung des gesamten

Neurons (Tab. IV.5).

Typ D c C p P Pe PSADg;n, PSADoa
| 12 52 2,00 78 3,00 52 0,55 0,38
1l 16 112 2,73 153 3,73 76 0,29 0,62
1 9 34 1,62 55 2,62 38 0,33 0,08
v 19 62 1,55 102 2,55 71 0,50 0,15
v 18 66 1,83 102 2,83 69 0,42 0,51
Vi 20 104 2,74 142 3,74 73 0,29 0,88

Vil 14 80 2,42 113 3,42 73 0,20 0,58
)4 10 42 2,10 62 3,10 41 0,11 0,53
IX 8 24 1,71 38 2,71 26 0,00 0,67
X 13 26 1,18 48 2,18 35 0,50 0,70
XI 18 72 2,00 108 3,00 72 0,48 0,70
Xl 15 54 2,00 81 3,00 54 0,52 0,55

Tab. IV.5: Topologische Auswertung der Prototypen. Verwegdete Abklrzungen: D =
topologischer Durchmesser, C = Summe aller Segmentordnungen, C = Mittelwert der Summe

der Segment-Ordnungen, p = Summe aller Verzweigungs- und Endpunktordnungen, p =
Mittelwert der Summe aller Verzweigungs- und Endpunktordnungen, p. = Summe aller
Endpunktordnungen, PSAD = proportional sum of absolute deviations, PSADw. = mittlerer
PSAD. Naheres zur Berechnung siehe Kap. 111.6.5.

Anhand dieser Zahlenwerte lassen sich iiber die einzelnen Prototypen folgende
Aussagen treffen:

NADPHd V und VI verfiigen iiber den hochsten Verzweigungsgrand, wohingegen
NADPHA III, IIX und IX sich selten verzweigen. Der symmetrischste Dendritenbaum
aller untersuchten Prototypen, also der Dendritenbaum, der die meisten symmetrischen
Aufzweigungen besal, wurde bei NADPHA III und IV, der asymmetrischste bei den
Neuronen NADPHd VI, IX und XII gefunden. NADPHA III erwies sich zudem als
insgesamt symmetrischstes, NADPHd VI als asymmetrischstes Neuron unter den

Prototypen.

75



Ergebnisse

Ausgehend von den beiden bereits durchgefiihrten Methoden zur Auswertung konnte
die Gesamtzahl von Segmenten, Intersegmenten, Verzweigungs- und Endpunkten zu

bestimmt werden.

Gsamt- Ver-
St::;:r_n- zahl I:;er_— zwei- End-
Typ driten Seg- mer?te gungs- punkte IS/SD VP/SD EP/SD GS/SD
(SD) mente (IS) punkte (EP)
(GS) (VP)
I* 4 26 8 11 15 2* 2,75 3,75 6,5
1l 3 41 16 19 22 5,33 6,33 7,33 13,67
[l 3 21 6 9 12 2 3 4 7
v* 8 40 10 16 24 1,25* 2 3 5
v* 6 36 10 15 21 1,67* 2,5 3,5 6
Vi 4 38 13 17 21 3,25 4,25 5,25 9,5
Vil 3 33 12 15 18 4 5 6 11
X 2 22 8 10 12 4 5 6 11
IX 2 14 4 6 8 2 3 4 7
X* 6 22 4 8 14 0,67* 1,33 2,33 3,67
XI* 6 36 11 15 21 1,83* 25 3,5 6
XIr* 5 27 7 11 16 1,4* 2,2 3,2 54

*Dendriten vorhanden, die sich nicht verzweigen.

Tab. IV.6: Anzahl von Stammdendriten, Segmenten, Verzweigungs- und Endpunkten der
einzelnen Prototypen. Aus diesen Werten wurden Quotienten gebildet. Einzelheiten siehe
Text.

Da der Quotient aus der Anzahl von Verzweigungspunkten zur Anzahl von
Stammdendriten jedem Stammdendriten einen Durchschnittswert von Aufzweigungen
zuweist, erwies sich dieser Quotient als brauchbares MaB fiir den Verzweigungsgrad des
Dendritenbaumes eines Neurons. Die so berechneten Werte stimmten mit der rein
optischen Einschitzung des Verzweigungsgrades, die wiahrend der morphologischen

Analyse vorgenommen wurde, iliberein.
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IV.2.4 Verteilung der Klassen NADPHd-positiver Interneurone

Bezogen auf 502 klassifizierte Neurone (siche Kap. I11.6.3) ergaben sich folgende
prozentuale Anteile der einzelnen Klassen NADPHd-positiver Interneurone im
menschlichen Putamen: Mit Abstand am haufigsten waren Neurone des Typs NADPHd
IIX zu sehen, die einen Anteil von fast 40 % stellten. Knapp gefolgt wurde diese von
den Typen VII und IX, die jeweils ca. 20% der ausgewerteten Neurone ausmachten. In
einer Art Mittelfeld bewegten sich die Haufigkeiten der Typen NADPHA I, II, III, VI, X
und XII, die allesamt im Bereich zwischen knapp 2 und 6% rangierten. Sehr selten
dagegen waren mit jeweils weniger als 1% die librigen Typen NADPHd XI, IV und V.
Die Anteile der einzelnen Typen sind in Tabelle IV.7 aufgelistet.

I ] i v \ \" Vil 19,4 IX X X1 Xl

64% 24% 38% 02% 06% 16% 199% 384% 215% 3% 0,6% 3,6%

Tab. IV.7: Verteilung der Klassen NADPHd-positiver Interneurone. Angegeben ist der
prozentuale Anteil der einzelnen Typen NADPHd-positiver Neurone im menschlichen Putamen
bezogen auf 502 in diese Auswertung eingegangene Neurone.
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IV.3 Veranderte NADPHd- positive Neurone im Gehirn Schizophrener

1VV.3.1 Morphologische Unterschiede

Um bei schizophrenen Erkrankungen mogliche Verdnderungen NOS-positiver striataler
Interneurone festzustellen, wurde zuerst gepriift, ob NADPHd-positive Neurone
morphologische Auffilligkeiten zeigten. Dazu wurden drei schizophrene und finf
Kontroll-Gehirne nach der NADPHd-Methode gefdrbt. Anndhernd 1000 Neurone je
Gehirn wurden beziiglich der Diagnose verblindet untersucht, wobei die Morphologie
der Neurone mit der zuvor erstellten Klassifikation (siche Kap. IV.2.1) nitrinerger
striataler Interneurone verglichen wurde. In den schizophrenen Gehirnen konnten zwei
abnormale Neuronentypen gefunden werden. Diese sind in den Abbildungen IV.19 bis
IV.22 (S. 79-82) dargestellt. Sie unterschieden sich von allen anderen in der oben
genannten Klassifikation beschriebenen NADPHd-positiven Neuronen: Wéhrend der
erste Typ (Abb. IV.19, IV.20 und IV.21) mit einer Ausdehnung von mehr als 600 pm
grofler als alle anderen in den Kontrollgehirnen beobachteten nitrinergen Zellen war,
stellte im Gegenzug der zweite Typ (Abb. IV.22) mit 150 um Durchmesser das kleinste
Neuron im vorliegenden Untersuchungsgut dar.

Der grofie Zelltyp zeigte ein grof3es, unterschiedlich geformtes Soma mit drei bis vier
davon ausgehenden dicken, leicht gewundenen Dendriten. Thr Verzweigungsgrad
bewegte sich im Vergleich zu den bereits beschriebenen Neuronen im Mittelfeld. Durch
thre asymmetrische Form und ihre auffallend groBe Ausdehnung erhielten diese
Neurone ein bizarres Aussehen. Dazu trugen auch die plump wirkenden Dendriten bei,

deren Oberfliche eine duBerst unregelmiBige Kontur aufwies.

Abb. IV.19 (S. 79): NADPHd-positives, striatales Interneuron eines schizophrenen
Patienten. Bei diesem Zelltyp ist neben der Morphologie auch die Ausdehnung auffallig.
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50 pm
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50 um

Abb. IV.20: NADPHd-positives, striatales Interneuron eines schizophrenen Patienten.
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50 um

Abb. IV.21: NADPHd-positives, striatales Interneuron eines schizophrenen Patienten.

Ein vollig anderes Bild bot sich dagegen bei den kleinen Neuronen: Sie verfiigten liber
ein rundes, mittelgroes Soma. Dort nahmen vier dicke und kurze Dendriten ihren
Ausgangspunkt, die sich kaum verzweigten. Bemerkenswert bei diesen Zellen ist die
Tatsache, dass sie sich nur in zwei der drei untersuchten schizophrenen Gehirnen

fanden.
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50 pm

Abb. IV.22: NADPHd-positives, striatales Interneuron eines schizophrenen Patienten.
Diese Art Neuron war v. a. aufgrund ihrer geringen Grofe auffallig.

Mikrophotographien der beschriebenen NADPHd-positiven Neurone im Putamen
Schizophrener finden sich in Abbildung 1V.23.
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Abb. 1V.23: Mikrophotographien auffalliger Neurone im Striatum Schizophrener. Der
Balken entspricht 100 um.

IV.3.2 Numerische Unterschiede

Neben der Suche nach morphologischen Unterschieden zwischen NADPHd-positiven
Interneuronen schizophrener Gehirne und gesunder Kontrollgehirne wurde auch nach
numerischen Abweichungen gesucht. Um zu diesem Gesichtspunkt Aussagen treffen zu
konnen, wurden gemill der Methodenteil beschriebenen Vorgehensweise insgesamt
iiber 4200 NADPHd-positive Neurone in 25 Schnitten der schizophrenen Gruppe und
22 Schnitten der Kontrollgruppe ausgezédhlt. Anhand der zuvor bestimmten Parameter
wurde der Mittelwert der Neuronenanzahl pro mm” berechnet.

Aus der so durchgefiihrten Auszihlung ergab sich flir das Putamen der schizophrenen
Gruppe ein Mittelwert von 54 + 62 Neuronen / mm’, fiir das Putamen der gesunden
Vergleichsgruppe ein Mittelwert von 130 + 44 Neuronen / mm’. Damit lag der
Mittelwert der schizophrenen Gruppe signifikant unter dem der Kontrollgruppe (p <
0,0001, Mann-Whitney U Test).

Das Ergebnis dieser numerischen Untersuchung wird in der Abbildung V.24
veranschaulicht (man beachte die logarithmische Ordinate). Der Unterschied in der
Neuronendichte wird nicht nur in der statistischen Auswertung deutlich, sondern auch

bei Betrachtung der Priparate in kleinen Vergroferungen (Abb. IV.25 und 1V.26).
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Abb. IV.24: Zelldichtevergleich. Rauten stehen fur das Gehirn P, Kreise fur das Gehirn Q und
Quadrate fir das Gehirn R der schizophrenen Gruppe (Tab. lll.1, S. 26) , Dreiecke fir Gehirne

der gesunden Kontrollgruppe. Die Balken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten der
untersuchten Gruppen.
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Abb. IV.25: Ubersichtsaufnahmen eines Kontrollgehirns. Die Aufnahme erfolgte im
Putamen bei 40facher VergrofRerung. Der Balken entspricht 400 pm.
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Abb. IV.26: Ubersichtsaufnahme eines schizophrenen Gehirns. Die Aufnahme erfolgte
ebenfalls in 40facher Vergrofierung und in vergleichbarer anatomischer Lokalisation innerhalb
des Putamens. Der Balken entspricht wiederum 400 pm.
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IVV.4 NADPHd-positive Neurone im menschlichen Claustrum

Im Claustrum fanden sich NADPHd-positive Neurone, die eine ebenso exzellente
Anfiarbung aufwiesen wie die NADPHd-positiven Neurone des Putamens. Da die
Anzahl der im Claustrum untersuchten NADPHd-positiven Neurone die im Putamen bei
weitem unterschritt, wurde darauf verzichtet, eine allzu differenzierte Klassifikation
vorzunehmen. Anhand ihrer Morphologie konnten — zumindest im vorliegenden
Untersuchungsgut — folgende Neuronenformen unterschieden werden:

Die erste Form imponierte durch Ausdehnung und Dichte des Dendritenbaumes. Von
einem rundlichen, im Vergleich zum Dendritenbaum eher kleinen Soma entspringen
vier bis flinf dicke Stammdendriten, die sich erst in einigem Abstand zum Soma in viele
diinne Aste aufzweigen, die zentrifugal in alle Richtungen des Raumes zeigen.
Aufgrund ihres nur leicht gewundenen Verlaufes kommt es kaum zu Uberkreuzungen
der einzelnen Aste. Ein Neuron dieser Morphologie ist exemplarisch in Abbildung
IV.27 dargestellt. Es ldsst sich den groBen spine-losen Neuronen nach Braak [46]

zuordnen.

Abb. V.27 (S. 88): NADPHd-positives Neuron des menschlichen Claustrums. Dendriten,
die aufgrund ihrer Ausdehnung nicht vollstandig abgebildet werden konnten, wurden durch eine
Linie abgesetzt.
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In Bezug auf Ausdehnung und Dichte des Dendritenbaumes kommt die zweite
Neuronenform dem nahe (Abb. 1V.28). Der Unterschied zu der zuerst beschriebenen
Form liegt in ihrem eher bipolaren Aufbau: An den Polen des relativ groB3en, ovalen
Somas nehmen jeweils mehrere, diinne wie dicke Stammdendriten ihren
Ausgangspunkt. Die ersten Verzweigungen befinden sich bereits nah am Zellkorper.
Die Aste der dicken Dendriten verlieren dabei schnell an Durchmesser. Einige der
daraus resultierenden Aste dndern im Verlauf die Richtung. Insgesamt gesehen teilen
sich die Dendriten nur selten. Neurone dieser Morphologie lassen sich am ehesten mit

den groBien spine-losen Neuronen nach Braak [46] vergleichen.

Abb. IV.28 (S.90): NADPHd-positives Neuron des menschlichen Claustrums. Der Balken
entspricht 50 yum. Dendriten, die aufgrund ihrer Ausdehnung nicht vollstandig abgebildet werden
konnten, wurden durch eine Linie abgesetzt.
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Die dritte Form (Abb. IV.29) zeichnet sich durch den geringen Verzweigungsgrad
seiner Dendriten und seinen dadurch nur sehr lichten Dendritenbaum aus. Vom
rundlichen Soma gehen meist drei dicke Dendritenstimme ab, die mit jeder
Aufzweigung diinner werden. Die einzelnen Dendriten verzweigen sich kaum mehr als

zweimal.  Alle  Aste  nehmen  einen  relativ  geradlinigen  Verlauf.

N

50 um

Abb. IV.29: NADPHd-positives Neuron des menschlichen Claustrums.
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Damit entspricht diese Form wahrscheinlich den kleinen spine-losen Neuronen nach
Braak [46].

Die vierte Form, die keiner bislang publizierten Einteilung zuzuordnen ist, entsprach
einem kleinen, strikt bipolar aufgebauten Neuron. Der Ursprung der beiden
Stammdendriten befindet sich an gegeniiberliegenden Punkten des fast kreisrunden
Somas. Der Verzweigungsgrad der Dendriten kann sich stark unterscheiden. V. a. die
diinnen Endéste zeigen einen geschldngelten Verlauf (Abb. IV.30). Mikrophotographien

von Neuronen der beschriebenen Formen sind in Abbildung IV.31 dargestellt.

50 ym

Abb. IV.30: NADPHd-positives Neuron des menschlichen Claustrums.
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Abb. IV.31: Mikrophotographien NADPHd-positiver Neurone des menschlichen
Claustrums. Der Balken entspricht 100 um.

IV.5 NADPHd-positive Neurone der Capsulae externa et extrema des Menschen
Wihrend der Untersuchung der bereits erwihnten Kerngebiete fielen auch NADPHd-
positive Neurone in der das Claustrum umgebenden weillen Substanz auf. Sowohl in der
Capsula externa als auch in der Capsula extrema konnten in den Préparaten aller
untersuchten Gehirne solche Neurone beobachtet werden. Die Qualitét ihrer Anfarbung
entsprach der der NADPHd-positiven Neurone von Putamen und Claustrum. Die
Neurone der weilen Substanz unterschieden sich zum Teil erheblich in ihrer
Ausdehnung und im Verzweigungsgrad ihrer Dendriten. V. a. groBe Neurone verfiigten
iiber eine bipolare Ausrichtung ihres Dendritenbaumes, der héufig parallel zum
Faserverlauf in den beiden Kapseln verlief. Beispiele der vorgefundenen Neurone sind
als Camera lucida-Zeichnungen bzw. als Mikrophotographien in den Abbildungen
IV.32 bis IV.35 (S. 94 — 97) bzw. IV.36 (S. 98) dargestellt.
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50 um

Abb. IV.32: NADPHd-positive Neurone der Capsula externa. Dargestellt sind Beispiele
kleiner Neurone.
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50 um

Abb. IV.33: NADPHd-positives Neuron der Capsula externa. Dargestellt ist ein mittelgroles
Neuron mit einem relativ dichten Dendritenbaum.
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50 um

Abb. 1V.34: NADPHd-positive Neurone der Capsula externa. Dargestellt sind zwei
mittelgrol3e Neurone, wie sie auch im Praparat nebeneinander lokalisiert sind.
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Abb. 1V.35: NADPHd-positives Neuron der Capsula externa. Dargestellt ist ein grofl3es,
bipolar ausgerichtetes Neuron, dessen Dendriten sich kaum verzweigen. Dendriten, die nicht
vollstandig abgebildet sind, wurden durch eine Linie abgesetzt.
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Abb. IV.36: NADPHd-positive Neurone der das Claustrum umgebenden Kapseln. Der
Balken entspricht 100 um.
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V. Diskussion

V.1 Methodische Uberlegungen

V.1.1 NADPHd-Farbung

Bei allen wissenschaftlichen Studien stellt sich die Frage, ob die angewandten
Methoden auch das darstellen, was man untersuchen mochte. Gleiches gilt flir die
vorliegende Arbeit. Was sind also die biochemischen Grundlagen der NADPHd-
Féarbung und was wird durch sie dargestellt?

Als Diaphorase werden im Allgemeinen Flavoproteine bezeichnet, die das reduzierte
Koenzym Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) und Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid-Phosphat (NADPH) wieder zu NADH/H™ und NADPH/H"™ oxidieren,
wobei der dabei freigesetzte Wasserstoff auf verschiedene Akzeptoren {iibertragen
werden kann. Diese Enzyme werden zur Gruppe der Dehydrogenasen gerechnet. Daher
verwundert es nicht, dass die NADPH-Diaphorase-Farbung ihren eigentlichen Ursprung
in der Histochemie der Dehydrogenasen hat. Bei ihren Untersuchungen auf diesem
Gebiet stellten Thomas und Pearse bereits 1961 an unfixierten Gefrierschnitten des ZNS
fest, dass es infolge der Reduktion des synthetischen Chromogens Nitroblautetrazolium
in Gegenwart von NADPH zur Darstellung von so genannten solitary active cells kam.
Scherer-Singler et al. bedienten sich dieser Technik 1983 um das Verteilungsmuster
dieses Enzyms im Rattenhirn zu beschreiben [313]. Grundlage dieser Versuche war
formaldehyd- und glutaraldehydfixiertes Gewebe. Weil die Anféarbbarkeit trotz
Fixierung gegeben war, schlossen die Autoren, dass es sich bei der detektierten
NADPH-Diaphorase (NADPHd) um ein formaldehyd- und glutaraldehydresistentes
Enzym handelt.

Die NADPHd-Reaktion wurde iiber Jahrzehnte intensiv zur Untersuchung des ZNS
verschiedener Spezies genutzt, ohne genaue Kenntnis dariiber zu besitzen, was die
Neurone, die sich anfirbten, von denjenigen unterschied, die sich nicht anfarbten. Erst
zu Beginn der 90er Jahre gelang es verschiedenen Forschergruppen, die molekulare

Identitdt der NADPH-Diaphorase aufzukliren:

99



Diskussion

1991 stellten Hope und Kollegen in Homogenaten von Rattengehirnen mithilfe
mehrerer methodischer Ansitze fest, dass es sich bei der NADPH-Diaphorase um eine
NO-Synthase handelt [172]. Die Arbeitsgruppe um Bredt fand heraus, dass in Neuronen
die NADPH-Diaphorase [48] mit der mRNA der NOS-I kolokalisiert war, und
untermauerten damit den Identititsnachweis beider Enzyme. Damit etablierten sie neben
anderen die NADPHd-Reaktion als eine histochemische Markierungsmdoglichkeit fiir
die NO-Synthase. Nachdem groBles Interesse an Vorkommen und Funktion von NOS
bestand und noch immer besteht, wird diese Farbemethode auch heute noch in
zahlreichen Arbeiten benutzt.

Nach heutigem Stand der Kenntnis ist die Diaphorase-Eigenschaft in der Reduktase-
Doméne der NO-Synthase zu lokalisieren [228,314,344]. Zwar besitzen alle drei NOS-
Isoformen Diaphorase-Aktivitit [228,344], dennoch kann die NADPHd-Histochemie je
nach NOS-Isoform variieren [48,84,102,172,315]. Zum Nachweis von NOS-II und
NOS-III wurde diese Methode jedoch in der Vergangenheit weniger ausfiihrlich
dokumentiert, als es bei NOS-I der Fall war, was nicht zuletzt daran liegen mag, dass im
ZNS vorwiegend NOS-I exprimiert wird.

Die Diaphorase-Eigenschaft zeigt sich auBergewohnlich resistent gegeniiber
Gewebefixativen wie Aceton und Formaldehyd. Neben den physiologischen Substraten
Cytochrom ¢ und Cytochrom P450 konnen durch sie auch die fiir histochemische
Zwecke interessante  Substanzen Methylenblau, Hexacyanoferrat (III) und
Tetrazoliumsalze reduziert werden. Beide Eigenschaften prédestinieren die NADPH-
Diaphorase dazu, ihre katalytische Féahigkeit fiir histochemische Farbungen zu nutzen.
Da neben NOS auch andere Enzyme iiber Diaphorase-Fahigkeiten verfiigen, ist es
gerade die ausgeprigte Resistenz der zur NOS gehorigen NADPH-Diaphorase
gegeniiber Gewebefixativen, die die (Pseudo-)Enzymspezifitit der NADPH-Diaphorase
bedingt: Wéhrend andere Diaphorasen durch die Fixierung ihre katalytische Aktivitit
verlieren, behilt allein NOS diese Fihigkeit bei und die Diaphorasereaktion kann
dadurch zum spezifischen Nachweis von NOS herangezogen werden [239].
Unterschiedliche Fixierungsbedingungen lassen zwar die Selektivitit der NADPHd-
Histochemie unangetastet, konnen aber die Férbeintensitit beeinflussen [334]. Eine

Ausnahme davon bildet die zu schwache Fixierung, die allem Anschein nach einen
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Aktivititsverlust der NADPH-Diaphorase verursacht und in deren Folge sich zu wenige
Zellen anféarben [140].

Trotz des Nachweises der Identitét zwischen NADPH-Diaphorase und NOS scheint die
Anzahl NADPHd-positiver Neurone nicht unbedingt der Anzahl immunhistochemisch
gefarbter NOS-I-positiver Neurone zu entsprechen: Im menschlichen Hippokampus
liegen Hinweise darauf vor, dass nicht alle NOS-I-positiven Neurone auch NADPHd-
positiv reagieren und damit die Zahl NOS-I-positiver Neurone unterschitzt wird [99].
Kritisch muss jedoch angemerkt werden, dass die Spezifitit der in dieser Arbeit
verwendeten Antikorper etwas fragwiirdig ist, da der Befund einer Expression von
NOS-I in CAl-Pyramidenzellen bislang von keiner Arbeitsgruppe repliziert werden
konnte, auch nicht auf mRNA-Ebene. Es ist nicht bekannt, inwieweit diese
Fehlermdglichkeit auch fiir andere Hirnregionen zutrifft. Ein moglicher Grund fiir die
Divergenz mag im Unterschied der Prinzipien liegen, auf denen Enzym- und
Immunhistochemie basieren: Wéhrend die eine Farbetechnik die Funktionsfahigkeit
eines Enzyms voraussetzt und nutzt, beruht die andere dagegen auf der Bindung des
Antikorpers an bestimmte Strukturelemente. Diese konnten jedoch ebenfalls durch die
Einwirkung eines denaturierenden Agens verdndert werden. Ein weiterer mdglicher
Grund fiir die Divergenz mag darin bestehen, dass die NADPHd-Fiarbung vom
Aktivitdtsniveau der NOS abhédngt und vornehmlich zum Zeitpunkt der Fixierung aktive
NOS zur Darstellung bringt [247]. Fiir das Striatum von Ratten allerdings gelang
Kharazia und Schmidt der Nachweis der kompletten Kolokalisation von NADPHd und
NOS-I[193].

Obwohl mittlerweile neue Féarbetechniken etabliert wurden, konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass die NADPHd-Farbung noch immer ein adidquates Mittel zur
Untersuchung NOS-I-positiver Neurone darstellt. Einem minimalen Aufwand steht ein
groBBes Analyse-Potential gegeniiber, weil sich im Vergleich zu immunhistochemischen
Fluoreszenz-Farbungen nicht nur Anzahl und Verteilung, sondern auch die
Morphologie von Soma und Dendritenbaum besser beurteilen lassen. Dariiber hinaus
lassen sich die Untersuchungen so hiufig wie nétig an einfachen Lichtmikroskopen
durchfiihren, ohne dass gefirbte Préparate durch die Untersuchung Schaden nehmen

und damit Informationen verloren gehen wiirden.
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Gegeniiber rein histologischen Férbetechniken wie Versilberungen bietet diese Farbung
den Vorteil, dass Aussagen liber die Enzymausstattung des positiven Neurons getroffen
und damit Riickschliisse auf funktionelle Netzwerke gezogen werden konnen. Im
Striatum erwies es sich zudem als giinstig, dass nicht alle Neurone angefarbt wurden,
wie es bei Versilberungen der Fall ist. Da im Striatum die weitaus meisten Neurone
Projektionsneurone sind und diese wiederum keine NADPH-Diaphorase exprimieren,
kamen hauptsdchlich Interneurone zur Darstellung, mit der Folge dass insgesamt
weniger Neurone untersucht werden mussten, um eine Einteilung der Interneurone
vornehmen zu konnen.

Problem aller enzymhistochemischen Farbungen ist, dass sie die Funktionsfahigkeit des
entsprechenden Enzyms voraussetzen. lhre hohe Resistenz gegeniiber vielen
Gewebefixativen unterscheidet die NADPH-Diaphorase der NOS von vielen anderen
Enzymen. Das fiihrt einerseits dazu, dass die nach Fixierung detektierte Diaphorase-
Aktivitdt eigentlich nur auf die Reduktase-Domédne der NOS zuriickgefiihrt werden
kann, und andererseits dazu, dass bei relativ frischem Gewebe die Funktionsfahigkeit
dieses Enzyms praktisch immer gegeben ist. Bei Gewebe jedoch, das langer als 5 Jahre
in ungepuffertem 4%igem Formalin gelagert worden war, war die katalytische Aktivitét
der Diaphorase zusammengebrochen und eine Férbung nicht mehr moglich. Daran
anderten auch Optimierungsversuche nichts: Eine Steigerung der
Substratkonzentrationen von NBT und NADPH auf das 1,5- und 2fache hatte lediglich
eine stidrkere Hintergrundfirbung zur Folge. Die Neurone an sich zeigten in
anfarbbarem Gewebe keine bessere Darstellung, in nicht anfirbbarem Gewebe waren
weiterhin keine positiven Zellen zu erkennen. Die Behandlung mit Mikrowellen, eine in
fritheren Studien vorgeschlagene Optimierungsmoglichkeit, resultierte bei allen Proben
in einer duflerst ungleichmdfigen Anfirbung, in der bei keinem der Schnitte eine
Auswertung moglich war. Der Zusatz von Malonsdure — wie er in manchen Anleitungen
empfohlen wird — fiihrte gar dazu, dass in keinem der Prdparate — egal ob in
vorhergehenden NADPHd-Farbungen bereits positive Ergebnisse erzielt worden waren
oder nicht — angeférbte Neurone zu finden waren.

Trotz der genannten Einschrinkungen ist die NADPHd-Farbung ein einfaches, aber

wirkungsvolles Mittel, NADPHd-positive Neurone préizise in ihrer Gesamtheit
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darzustellen: Sowohl Soma als auch Dendritenbaum und Fasernetzwerke dieser
Neurone lassen eine gleichmiBige, Golgi-dhnliche [173,307,313] Férbung erkennen.
Dies ist auf die intrazelluldare Lokalisation der NOS-I zuriickzufiihren, die an pra- und
postsynaptische Bereichen des Neurolemms [19,62], an die dullere Mitochondrien-
Membran, an das endoplasmatische Reticulum sowie an Mikrotubuli [21] assoziiert,
innerhalb von spines [14] oder frei im Zytosol [21] vorliegen kann. Diese
Untersuchungen erfolgten allerdings zum Grofteil durch immunozytochemischen
Nachweis der NOS-I. Hope und Vincent beobachteten als Ergebnis der NADPHd-
Reaktion eine vorwiegend membrangebundene Farbung und schlossen daraus, dass es
sich um ein membrangebundenes Enzym handelt [173]. Rothe et al. [299] lokalisierten
in einer elektronenmikroskopischen Untersuchung NOS-I als Enzym an sich
hauptsdchlich  zytosolisch, also von Membranen entfernt, wéhrend das

Reaktionsprodukt der NADPH-Diaphorase sich an Membranen angelagert fand.

V.1.2 Camera lucida-Zeichnungen

1814 stellte Giovanni Battista Amici das Prinzip der Camera lucida vor. Ernst Abbe
entwickelte dieses Prinzip weiter und fiihrte seinen darauf basierenden mikroskopischen
Zeichenapparat ein. Mit diesen Methoden standen der damals noch jungen
mikroskopischen Forschung Methoden zur Verfiigung, exakte Abbilder von Zellen und
Zellgruppen zu schaffen, die einer breiteren Offentlichkeit zuginglich waren, als es
beim mikroskopischen Préparat der Fall gewesen wire. So verwundert es kaum, dass
diese Technik ab der zweiten Hailfte des 19. Jahrhunderts in medizinischen
Abhandlungen hiufig zum Einsatz kam, lange bevor mikrophotographische
Aufnahmeverfahren verfiigbar waren.

Trotz der heute weit verbreiteten digitalen Aufnahmetechniken, hat dieses Verfahren
seine Bedeutung nicht vollstédndig verloren: Auch heute noch — fast zwei Jahrhunderte
spater — wird diese Methode zur Erstellung und Illustration morphologischer Studien
herangezogen.

Der Grund fiir diese Tatsache zeigte sich auch im Verlauf dieser Studie: Mithilfe des
Abbe’schen Zeichenapparates konnten sehr leicht exakte Abbildungen der Neurone

angefertigt werden. Gegeniiber Mikrophotographien hatte diese Technik den groflen
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Vorteil, dass mit einfachsten Hilfsmitteln und ohne groen Aufwand das Neuron und
sein gesamter Dendritenbaum nachgezeichnet werden konnten. Weder Groéfe noch
Ausdehnung in verschiedene Ebenen stellte aufgrund der Modglichkeiten am
Lichtmikroskop dabei ein Problem dar: Durch unterschiedliche Fokussierung konnten
Dendritenabschnitte in allen Ebenen des Préparates, durch Verschieben von Priparat
und Zeichenpapier auch entfernte Anteile abgebildet werden. Die so entstandenen
Zeichnungen erwiesen sich als hervorragende Grundlage fiir weitere Auswertungen, da
sie nur das erwiinschte Neuron ohne storende Nachbarzellen oder umgebendes

Faserwerk darstellten.

V.1.3 Statistisch-morphologische Analysemethoden

Ziel der angewendeten Analyse-Verfahren war es, als Werkzeug fiir die Zuordnung von
Neuronen zu unterschiedlichen Gruppen zu fungieren bzw. eine objektive Bestétigung
fiir die zuvor rein morphologisch gewonnene Einteilung zu liefern. Diese Ziele wurden
jedoch nur zum Teil erreicht.

Zusammenfassend ldsst sich zur Sholl-Analyse [325] und zur topologischen Analyse
[348,349,353-355,359-361] sagen, dass sie — wenn iiberhaupt — nur als Hilfsmittel
dienen konnen, Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen, die morphologisch
definiert wurden, zu untermauern und ihnen objektive Zahlenwerte zuzuordnen. Dies
bedeutet aber nicht nur, dass kaum neue Erkenntnisse durch die beiden genannten
Verfahren zu gewinnen sind, sondern dass zum Teil sogar morphologisch eindeutig
unterschiedliche Neurone laut den Ergebnissen dieser Auswertungen sich kaum
voneinander unterschieden. Dies traf {iberwiegend auf die topologische Analyse zu, in
der die Dimension des einzelnen Neurons keine Beachtung findet, obwohl die
Ausdehnung des Dendritenbaumes und die Lénge der einzelnen Dendriten und ihrer
Segmente sehr zu den Unterschieden zwischen den einzelnen Neuronentypen beitrugen.
Ein weiteres Problem der topologischen Analyse bestand darin, dass als Ergebnis den
Neuronen eher abstrakte Werte zugeordnet wurden, die teilweise nur schwer
nachvollzogen werden konnten.

Die Darstellung des Dendritenbaumes im Scholl-Raster erwies sich als probates Mittel,

seine Grundstruktur klar abzubilden, da verschlungene Dendriten-Verlaufe und

104



Diskussion

gegenseitige Uberkreuzungen dadurch strukturiert wiedergegeben werden konnten. Auf
diese Weise konnte die Systematik und Ausdehnung des Dendritenbaumes auf einen
Blick erfasst werden. Dieser Umstand brachte bei gleichzeitiger Anwendung beider
Methoden den Vorteil mit sich, dass aus den Sholl-Rastern das Verzweigungsmuster
sowie die Anzahl von Segmenten, End- und Verzweigungspunkten leicht fiir die
topologische Analyse abgeleitet werden konnten.

Trotz allem erwies sich letztendlich die Beurteilung der Morphologie von Soma und
Dendritenbaum als bestes Werkzeug fiir die Einteilung von Neuronen. Thre Ergebnisse
erschienen am plausibelsten und waren am leichtesten auf ,,neue®, unbekannte Zellen
anwendbar. Nichts desto weniger hat auch diese Methode ihre Nachteile: Die
Beurteilung der Morphologie setzt eine gewisse Erfahrung im Arbeiten mit
morphologischen Fragestellungen voraus. Eine mehr oder minder starke Subjektivitit
des Untersuchers bleibt immer erhalten. Die groBte Schwierigkeit besteht allerdings
darin, dass selbst Neurone innerhalb klar definierter Gruppen nie identisch sind und
strukturelle Variationen aufweisen, die eine eindeutige Zuordnung bisweilen schwierig
machen. Das mag ein Grund dafiir sein, weshalb diese operationalisierte und kategoriale
Herangehensweise an die Zuordnung der Neurone nicht unbedingt in den Ergebnissen

dimensionaler oder topologischer Verfahren reflektiert wird.

V.2 Ergebnisse

V.2.1 NADPHd-positive Interneurone im Striatum Gesunder

V.2.1.1 Klassifikation striataler NADPHd-positiver Neurone

Mithilfe der in der vorliegenden Arbeit angewandten NADPHd-Fiarbung war es
moglich, eine Klassifikation striataler NADPHd-positiver Neurone des menschlichen
Striatums aufzustellen. Dabei konnten auf morphologischer Basis insgesamt 12 Typen
(NADPHd I bis NADPHd XII) unterschieden werden (sieche Kap. 1V.2), die sich nur
zum Teil in bereits etablierten, Golgi-basierten Klassifikationen wieder fanden.
Bockelmann et al. [38] teilten in ihrer Untersuchung NADPHd-positive Neurone in drei

weniger differenzierte Kategorien ein: multipolare, trianguldre und bipolare
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Nervenzellen. Diese Grundformen finden sich auch in den 12 neu definierten Typen der

vorliegenden Studie wieder.

V.2.1.2 Bedeutung morphologisch basierter Klassifikationssysteme

Da jede am Préparat nachgewiesene Struktur letztlich Resultat eines molekularen
Vorgangs ist, stellen sowohl die (Enzym-)Histochemie als auch die Immunhistochemie
eine Verbindung zwischen Morphologie und Funktion her. Dies trifft insbesondere fiir
die in dieser Arbeit angewandte NADPHd-Féarbung zu, die Aussagen zu beiden
Aspekten ermoglicht.

Ein auf diese Weise im Gesunden ermittelter ,,Normalzustand*“ der Morphologie kann
also nicht nur als Grundlage dienen fiir den Nachweis von Verdnderungen in der
Morphologie, sondern auch von Verdnderungen in der Funktion. Die in dieser Studie
vorgenommene Klassifikation NADPHd-positiver Neurone des menschlichen Striatums
bei neurologisch gesunden Patienten sollte den Normalzustand beschreiben, von dem
ausgehend nach Verdnderungen bei verschiedenen Erkrankungen des ZNS gesucht

werden kann.

V.2.1.3 Bedeutung striataler NADPHd-positiver Neurone

In fritheren Untersuchungen konnte eine Zunahme der Anzahl von striatalen
Interneuronen im Verlauf der Phylogenese gezeigt werden [104,171,188,189,209]. Man
kann wohl davon ausgehen, dass Interneurone beim Primaten eine groBere Rolle in der
integrativen und funktionellen Organisation des Neostriatums spielen, als es im Gehirn
von Nagern der Fall ist. In dieser Hinsicht konnte eine ausfiihrlichere morphologische
Klassifikation der Interneurone des menschlichen Striatums weitere Einsichten in die
Vielfalt und Organisation striataler Neurone liefern.

Beim Primaten machen Interneurone etwa 10-25% aller striatalen Neurone aus. Sie
konnen aufgrund ihres unterschiedlichen Protein-Expressionsmusters in vier
Hauptkategorien eingeteilt werden: Calretinin-(CR-)positive Zellen, Parvalbumin-(PV-)
positive Zellen, Cholin-Acetyltransferase-(ChAT-)positive cholinerge Zellen und NOS-
positive Zellen. NADPHdA/NOS-I-positive Neurone koexprimieren auBlerdem NKI-
Rezeptoren, Somatostatin (SOM) und Neuropeptid Y (NPY) [204,317]. NO hat
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offensichtlich einen bedeutenden Einfluss auf die neuronale Aktivitit des Striatums
[96], was sich in den Verschaltungen dieser Interneurone widerspiegelt: Nitrinerge
Neurone empfangen Afferenzen von glutamatergen Neuronen des Kortex [300,364],
von dopaminergen Neuronen der Substantia nigra [126] sowie von Substanz P-
exprimierenden Projektionsneuronen [225] und bilden Synapsen sowohl mit
cholinergen Interneuronen [363] als auch mit GABAergen Projektionsneuronen
[94,342].

Mit elektrophysiologischen Methoden konnten im Striatum zwei in ihren
Entladungsmustern differente Neuronenpopulationen unterschieden werden. Dabei
gelten die sich nur sporadisch entladenden Neurone als Projektionsneurone, die
kontinuierlich sich entladenden Neurone dagegen als Interneurone [376]. Diese beiden
Neuronenarten lassen sich zusétzlich durch ihre Reaktion auf NO unterscheiden:
Wihrend sporadisch feuernde Neurone mit Hemmung auf NO reagieren, zeigen
kontinuierlich feuernde Neurone keinerlei signifikante Anderung in Menge und Muster
der Entladung [310]. Das von Interneuronen produzierte NO {ibt also einen
inhibitorischen Einfluss auf Projektionsneurone [310,373] aus, aktiviert aber cholinerge
Neurone [67,153] und erleichtert die Freisetzung von Glutamat und Dopamin im
Striatum [370,372]. Analog dazu vermindern NOS-Inhibitoren die Dopamin-
Freisetzung [45,309] und fithren im Tiermodell zu Bewegungsstorungen [88,90], was
die wichtige Stellung von NO innerhalb der Regulation von Bewegungen unterstreicht
[16].

Dariiber hinaus zeigt sich die enge Verbindung zwischen nitrinergem und
monoaminergen Systemen [196] an der direkten Interaktion von NO mit Dopamin-
[198,229,283], Serotonin- [18] und Noradrenalin-Transportern [192]: NO hemmt die
jeweiligen Transporter und fiihrt dadurch zu einer Zunahme dieser Monoamine im
synaptischen Spalt. Da die NOS-I-abhéngige Produktion von NO in enger Abhéngigkeit
zum NMDA-Rezeptor steht, stellt NO eine nicht-Rezeptor-gebundene Verbindung
zwischen glutamatergem und monoaminergen Systemen her.

Neben der Kontrolle von Bewegungen besitzt das Striatum auch gro3e Bedeutung fiir
Lernen und Speichern motorischer Fahigkeiten. Zu diesem Zweck existieren zwei

Formen synaptischer Plastizitit an kortikostriatalen glutamatergen Synapsen. Als
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zelluldres Substrat dieser Vorginge wurden zwei Mechanismen vorgeschlagen, die zur
lingerfristigen Anderung in der Effektivitit der synaptischen Transmission striataler
Projektionsneurone beitragen: long-term potentiation (LTP) und long-term depression
(LTD). Calabresi und Kollegen konnten neben Glutamat und Dopamin NO aus
striatalen Interneuronen als einen entscheidenden Faktor fiir letztere identifizieren. In
thren Untersuchungen verhinderte eine Applikation von NOS-I-Inhibitoren die
Ausbildung einer LTD [65]. Im Gegenzug scheinen im Striatum hohe, experimentell
erzeugte Konzentrationen von NO bzw. dessen second messenger cGMP alleine zu
geniigen, um eine LTD auszuldsen [66]. NO kann demzufolge auch als wichtiger Faktor
im Erlernen und Abspeichern motorischer Fahigkeiten angenommen werden.

O’Donnell und Grace konnten eine weitere physiologische Wirkung von NO
demonstrieren: Das infolge einer Aktivierung kortikostriataler Afferenzen synthetisierte
NO bewirkt eine Zunahme der Permeabilitit von gap junctions zwischen
Projektionsneuronen und kann dadurch funktionell zusammenhdngende striatale
Subsysteme synchronisieren [262]. Analog zu diesem Mechanismus stellt auch die
Nitrosylierung von Monoamin-Transportern eine Form von nicht-synaptischer
Neurotransmission dar, die ebenfalls dazu geeignet zu sein scheint, lokale
Neuronenverbiande zu synchronisieren [197]

Durch die Modulation der synaptischen Erregbarkeit striataler Projektionsneurone und
die Verstirkung ihrer elektrischen Kopplung, kann NO das Gleichgewicht im Verhiltnis
zwischen Input und Output verdndern, was wiederum Einfluss auf die Zielneurone in
nachgeschalteten Kerngebieten hat [371]. Als Antwort auf kortikale oder pallidale
Inputs regulieren sie daneben wahrscheinlich auch den lokalen Blutfluss im Striatum
[141].

Aus dem Gesagten ergibt sich, dass NADPHd-positive Interneurone und das von ihnen
synthetisierte NO eine zentrale Stellung flir Integration und Verarbeitung von
konvergenten motorischen Informationen innerhalb des striatalen Netzwerkes

einnehmen [372].
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V.2.1.4 Implikationen einer erweiterten Typologie nitrinerger striataler
Interneurone

Obwohl man bis jetzt davon ausging, dass NOS-I nur in kleinen bis mittelgrofen
Interneuronen vorkommt, konnten dennoch in dieser Arbeit auch groBe (bis 600 pm)
NADPHd-positive Interneurone gefunden werden. Ob diese Interneurone nun eine
Untergruppe von Projektionsneuronen reprédsentieren oder nicht, muss noch weiter
untersucht werden. Da sie aber Typ III-Neuronen von Braak und den als efferent
geltenden giant reticular cells von Leontovich dhneln [221], liegt es nahe, die Existenz
zumindest einiger NOS-I-positiver Projektionsneurone anzunehmen. In diesem Fall
wiirden sich Unterschiede in der Morphologie in unterschiedlichem Funktionieren
und/oder in unterschiedlichen physiologischen Féhigkeiten widerspiegeln. Man kann
nur dariiber spekulieren, ob dies auch auf andere Klassen von Interneuronen zutrifft.

Bis jetzt wurde — trotz der momentanen extensiven Forschung auf diesem Gebiet —
keine ausfiihrliche Klassifikation NADPHd-positiver Neurone im menschlichen
Striatum vorgenommen. In der vorliegenden Arbeit wurden bereits bestehende
Klassifikationssysteme striataler Interneurone mithilfe der NADPHd-Firbung erweitert
und erginzt. Auf diese Weise konnte ein Ausgangpunkt fiir weitere histopathologische
Untersuchungen der Neurone geliefert werden, die wahrscheinlich eine entscheidende
Rolle bei mehreren neurologischen Erkrankungen spielen. Es sollte dennoch nicht au3er
Acht gelassen werden, dass im menschlichen Striatum hochstwahrscheinlich noch
weitere, morphologisch distinkte Neuronentypen existieren, die sich aus Neuronen
zusammensetzen, die NOS-I nicht exprimieren. Da NOS-negative Neurone in dieser
Studie nicht untersucht wurden, ldsst sich keine Aussage dariiber treffen, ob und
inwiefern diese in den hier beschriebenen Typen ihre Entsprechung finden.
Schwierigkeiten morphologisch basierter Klassifikationssysteme liegen darin begriindet,
dass man sogar innerhalb eng gefasster Neuronentypen mit strukturellen Variationen als
auch neuronaler Plastizitdt rechnen muss (siche Kap. V.1.3). Daher ist es unumgéanglich,
die angewendeten morphologischen Kriterien so klar wie mdglich zu definieren.
Wiéhrend der Analyse von 5000 Zellen kristallisierten sich die einzelnen operationalen
Kriterien immer stéirker heraus und setzten sich zunehmend voneinander ab, so dass sich

die daraus resultierenden Neuronenklassen so klar wie moglich voneinander
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unterschieden. Trotz dieser Optimierung kann die hier vorliegende Einteilung nicht als
definitiv angesehen werden. Dieses Klassifikationssystem kann also nur eine
Arbeitshypothese anbieten, die morphologische und physiologische Untersuchungen
miteinander in Zusammenhang setzt. Letztlich ist auch unklar, ob sich die
unterschiedlichen Neuronentypen nicht auch (im Sinne neuronaler Plastizitdt)
ineinander umwandeln konnen — ob sie also unterschiedlichen funktionalen Zustdnden
entsprechen — oder ob der Typ einer Zelle bereits bei deren Entstehung determiniert ist.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie muss jedoch davon ausgegangen werden, dass
das Striatum des Menschen eine grofere Heterogenitit aufweist als bisher
angenommen. Neuere Konzepte der Informationsverarbeitung im menschlichen
Striatum (z. B. Ref. [43,331,374]) konnten so von der Einbeziehung anspruchsvollerer
Modelle profitieren, die detaillierte morphologische Einteilungen striataler Interneurone
mit mutmalBlich differentem Funktionieren verbinden. Dies muss allerdings noch in
weiteren Studien etabliert werden. Daraus konnten wichtige Riickschliisse auf die
Pathogenese nicht nur von Morbus Huntington, Morbus Parkinson und Morbus

Alzheimer, sondern auch von schizophrenen Psychosen gezogen werden.

V.2.2 NADPHd-positive Neurone im Putamen Schizophrener

Ausgehend von den vielfdltigen Funktionen des Putamens und von der zentralen
Stellung von NO innerhalb des putaminalen Funktionierens mag es kaum verwundern,
dass fiir mehrere neurodegenerative Erkrankungen Erkenntnisse {iber Verdnderungen
NADPHd-positiver Neurone vorliegen: Bockelmann und Kollegen konnten zeigen, dass
bei Morbus Parkinson nicht nur die Gesamtzahl von Neuronen im Putamen vermindert
ist, sondern insbesondere die Anzahl NADPHd-positiver Neurone [38]. Im Gegensatz
dazu fand Mufson et al. eine Aussparung NADPHd-positiver Neurone des Putamens im
Rahmen von Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer [255]. Die Neurone wiesen
allerdings auch morphologische Verinderungen auf. Ahnliches konnte fiir Morbus
Huntington gezeigt werden: Die Arbeitsgruppe um Ferrante demonstrierte ebenfalls
eine Aussparung NADPHd-positiver Neurone von der im Verlauf auftretenden,

Erkrankungs-bedingten Neurodegeneration [115,116]. Ziel der hier vorliegenden Arbeit
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war es nun, analog zu den erwdhnten neurodegenerativen Erkrankungen Auffélligkeiten

NADPHd-positiver Neurone im Rahmen schizophrener Psychosen aufzuzeigen.

V.2.2.1 Aufféalligkeiten NADPHd-positiver Neurone im Putamen Schizophrener

Im Untersuchungsgut dieser Studie konnten im Striatum schizophrener Patienten
Verdanderungen sowohl hinsichtlich der Dichte NADPHd-positiver Neurone als auch
hinsichtlich ihrer Morphologie festgestellt werden: Im Putamen zeigte sich eine
verminderte Neuronendichte im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Manche
Neurone wiesen eine bizarre Gestalt mit zum Teil verplumpten Dendriten auf, wie sie in

der Kontrollgruppe nicht beobachtet werden konnten (Abb. IV.19 bis IV.22, S. 79-82).

V.2.2.2 Bedeutung des Striatums in der Pathogenese schizophrener Psychosen

Wie konnen diese Befunde nun in das gegenwirtige Konzept der Pathogenese
schizophrener Stérungen integriert werden?

Vieles deutet darauf hin, dass das Striatum in die Pathogenese schizophrener Psychosen
involviert sein konnte: Neuropsychiatrische Erkrankungen wie Morbus Huntington und
Morbus Wilson, die bekanntermaflen das Striatum betreffen, sind in ihrem klinischen
Erscheinungsbild nicht nur durch ihre motorischen Dysfunktionen, sondern auch durch
psychopathologische Auffilligkeiten geprdgt, die einzelnen Symptomen schizophrener
Psychosen #hneln [4,83]. Uberdies konnen Medikamente, die gegen hypokinetische
Bewegungsstorungen eingesetzt werden und von denen angenommen wird, dass sie im
Striatum wirken — insbesondere L-DOPA und Dopaminagonisten —, psychotische
Symptome verursachen [118]. Motorische Auffélligkeiten wie Hyper- und Akinesien,
Parakinesien, Grimmassieren, Stereotypien und &hnliches konnen aber auch bei
Medikamenten-naiven schizophrenen Patienten beobachtet werden, was bedeuten
konnte, dass das Striatum sowohl in der Pathogenese der motorischen als auch der
psychiatrischen Symptome involviert sein konnte [171]. Davon abgesehen wurden in
einer Reihe von Untersuchungen bereits verschiedene Verdnderungen auf histologischer
und neurochemischer Ebene im Striatum Schizophrener gefunden. Dazu gehdren u. a.
Volumenzunahme des Striatums [59,162,167,218], Zu- [26] sowie Abnahme der

Zellzahl [272], eine Verkleinerung dendritischer spines [296] und Abnormalititen im
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glutamatergen [15], dopaminergen [155,158,257] und cholinergen System des Striatums
[86,171]. Eine verminderte, durch Neuroleptika allerdings normalisierbare metabolische
Aktivitdit des Striatums bei Schizophrenen zdhlt auBlerdem zu dieser Reihe von
Befunden [60,61,93,169,244,327].

Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll, das Striatum und seine Komponenten im
Hinblick auf Schizophrenie zu untersuchen. Gegenstand dieser Arbeit waren die
nitrinergen Neurone dieses Kerngebiets, deren Transmitter NO bereits in

Zusammenhang mit der Pathogenese schizophrener Storungen gebracht wurde.

V.2.2.3 Bedeutung von NO in der Pathogenese schizophrener Psychosen
Forschungsergebnisse aus vier Bereichen lieferten Hinweise auf eine Beteiligung von
NO an der Pathogenese schizophrener Erkrankungen: Da Verdnderungen im Gehirn
Schizophrener in einer weitgehend akzeptierten Theorie als Entwicklungsstdrung
aufgefasst werden (siehe Kap. 1.4), kann das erste Indiz in der bedeutenden Rolle von
NO wihrend der Entwicklung des Nervensystems gefunden werden [77]:

Im sich entwickelnden Gehirn weist NOS ein differenziertes Expressionsmuster auf: Im
Striatum von Nagern sind NOS-positive Neurone von Tag E18 an vorhanden. Sie
erscheinen im ventrolateralen Teil zuerst und bleiben bis zum Tag 3 nach der Geburt
auch auf diesen Bereich konzentriert. Thre Dichte nimmt bis zur ersten postnatalen
Woche kontinuierlich zu, ist am 5. Tag post partum am hdchsten, verringert sich danach
aber aufgrund des Volumenwachstums des Striatums. Die Anzahl NADPHd-positiver
Neurone hat ihr Maximum erst 3 bis 4 Wochen postnatal. Thre volle Aktivitdt entfalten
sie bis zum 14. Tag post partum [256]. Ahnliches gilt fiir das menschliche Gehirn: Im
Striatum menschlicher Feten treten erste NOS-I-positive Neurone ca. in der 13.
Gestationswoche (GW) auf und nehmen in ihrer Anzahl kontinuierlich zu, bis sie im
Putamen mit 23-24 GW und im Ncl. caudatus etwas spiter mit 33-36 GW ihren
numerischen Hohepunkt erreichen. Wéhrend das Gehirn an Volumen gewinnt,
vermindert sich die Anzahl NOS-positiver Neurone, bis der Level Erwachsener erreicht
ist. Dieser Verlauf mit anfanglicher Zunahme, Hohepunkt und anschlieBender Wieder-
Abnahme kann in vielen Gehirnregionen zwar zeitlich versetzt, aber in seinem Verlauf

immer gleich beobachtet werden. Die Bedeutung dieses Expressionsmusters ist noch
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nicht vollstindig geklart. Eine mogliche Erkldrung mag sein, dass die voriibergehende
Uberproduktion von NOS-I nicht nur zur Vulnerabilitit der einzelnen
Entwicklungsphasen in den verschiedenen Gehirnabschnitten, sondern auch zur
Neuronenreifung beitrdgt und damit eine wichtige Stellung innerhalb der Entwicklung
von Gehirnfunktionen einnimmt [266].

Erste Hinweise fiir das enge Zusammenspiel zwischen nitrinergem und dopaminergem
System im Striatum findet man bereits in den ersten Tagen nach der Geburt: Zu diesem
Zeitpunkt befinden sich nitrinerge Neurone mit Tyrosin-Hydroxylase-positiven
Nervenzellen zu patches zusammengelagert [256].

Mit der Beeinflussung von Neuronenreifung und Synaptogenese nimmt NO eine
wichtige Stellung innerhalb der ZNS-Entwicklung ein [131,164,264,380]. Im Gegenzug
fiihren Storungen der NO-Freisetzung, wie sie z. B. durch Stoérungen bei der Migration
NADPHd-positiver Neurone verursacht werden kdnnen, zu Méngeln in der Reifung und
im Aufbau funktioneller Verbindungen von Neuronen, was Fehlfunktionen des ZNS
nach sich zieht.

In verschiedenen Studien konnte im Tiermodell die Bedeutung von NO fiir den
physiologischen Ablauf der Gehirnentwicklung gezeigt werden. Dabei fiihrten
Manipulationen am nitrinergen System bei den Versuchstieren zu stabilen
pathologischen Verdnderungen. Manipulationen, die sich auf die Gehirnentwicklung
auswirkten, fiihrten im Gegenzug zu Verdnderungen im nitrinergen System:
Influenza-Virus-Infektionen in utero, ein etablierter Risikofaktor schizophrener
Psychosen, verursachten im Hippokampus von Ratten sowohl Kurzzeit- als auch
Langzeiteffekte. Diese konnten von Fatemi und Kollegen nicht nur in Form von
Verdnderungen von Zelldichte und Morphologie, sondern eben auch in Form einer
anfanglichen Zunahme der NOS-Expression [112] beobachtet werden, die bis zur
Adoleszenz erhalten blieb, aber im erwachsenen Gehirn von einer Abnahme der NOS-
Expression gefolgt wurde [110]. Die von Anfang an bestehende Atrophie der
Pyramidenzellen blieb im reifen Gehirn aber erhalten [111].

Lésionen des ventralen Hippokampus bei neugeborenen Ratten sind als Tiermodell fiir
Schizophrenie etabliert [227]. Als zelluldre Grundlage fiir die Verhaltensinderungen,

die nach solchen Lisionen auftreten, fanden Bernstein und Kollegen eine Reduktion der
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Geamtneuronenzahl sowie eine signifikante Zunahme NOS-positiver Neurone im
Préfrontal- und Entorhinal-Kortex [33]. Diese Verdnderungen erwiesen sich als stabil.
Die Ahnlichkeiten zu Befunden bei schizophrenen Menschen weist einerseits auf die
Validitdt dieses Modell, andererseits aber auch auf die Beteiligung von NOS-I an der
Pathogenese schizophrener Psychosen hin.

Vaid et al. konnten bei vernachldssigten neugeborenen Ratten eine Verminderung
NADPHd-positiver Neurone in der Fascia dentata und im Ammonshorn demonstrieren
[350]. Dies ist insofern von Bedeutung, da postnataler Stress in Form von sensorischer
Deprivation emotionale Verhaltensinderungen im Erwachsenenalter bedingt, die
schizophrenen Krankheitsbildern dhnlich sind. Allerdings wurde die Aussagekraft
dieser Studie durch Untersuchungen von Veenman und Kollegen relativiert [356].

Black et al. schlussendlich demonstrierten nachhaltige Verdnderungen infolge einer
neonatalen NOS-Inhibition: Wahrend bei ménnlichen Ratten aus dieser Manipulation
Defizite in der pre-pulse startle inhibition sowie eine Uberempfindlichkeit fiir
Amphetamin  resultierten,  entwickelten = weibliche = Ratten  allein  eine
Uberempfindlichkeit gegeniiber Phencyclidin. Ein Teil dieser Auffilligkeiten kann auch
bei Schizophrenen beobachtet werden [35]. Minnliche Ratten zeigten nach neonataler
Verabreichung eines NOS-I-Inhibitors zudem Defizite in ihren sozialen Interaktionen,
die interessanterweise mit den atypischen Neuroleptika Clozapin und Olanzapin
verringert werden konnten [36].

An diese Aspekte hinsichtlich der Entwicklung des ZNS direkt ankniipfend, konnten als
zweites Indiz verdnderte Verteilungsmuster von NADPHd-positiven Neuronen im
dorsolateralen  Prédfrontal-Kortex und in kortikalen Arealen des lateralen
Temporallappens Schizophrener nachgewiesen werden [1,3]. Die Zunahme NADPHd-
positiver Neurone in tieferen Schichten der subkortikalen weilen Substanz wurde als
Ergebnis einer Migrationsstorung oder einer Storung im Zyklus des programmierten
Zelltodes jener Neurone gedeutet. Im Préfrontal-Kortex wurde bei Schizophrenen
zudem eine reduzierte NOS-Aktivitit trotz normaler NOS-I- und NOS-III-Protein-Level
beschrieben [382]. Passend dazu wurde auch ein niedrigerer Spiegel an NO-Metaboliten
im Liquor schizophrener Patienten nachgewiesen, der eben auf ein solches Defizit der

zentralen NO-Produktion zuriickgefiihrt wurde [291]. Diesen Ergebnissen einer
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verminderten NOS-Aktivitit steht allerdings der Nachweis einer gesteigerten
Expression von NOS-I im préfrontalen Kortex gegeniiber [20].

Bernstein und Kollegen fanden im Kleinhirn Schizophrener eine Zunahme NOS-I-
exprimierender Purkinje-Zellen [34]. Diesen Ergebnissen dhnlich stellten Karson et al.
eine hohere NOS-Konzentration im Vermis fest [187]. Aufgrund der Tatsache, dass im
Kleinhirn menschlicher Feten zahlreiche Purkinje-Zellen NOS-I-immunoreaktiv sind,
diese Anzahl aber in der Kindheit stark abnimmt, um den niedrigen Erwachsenen-Level
zu erreichen [266], erscheint der Schluss plausibel, die zu hohe Anzahl solcher Zellen
bei Schizophrenen auch auf eine Entwicklungsstorung mit fehlender Reduktion dieser
Neurone zuriickzufiihren [34]. Die aktuellen Befunde zu Auffalligkeiten des nitrinergen
Systems bei schizophrenen Erkrankungen auf genetischer, transkriptionaler,
proteomischer und histopathologischer Ebene legen in der Summe also nahe, dass es
sich nicht einfach um ,,zuviel* oder ,,zuwenig* NO handelt, sondern dass viel mehr eine
komplexe Dysfunktion des gesamten nitrinergen Systems vorliegt.

Drittes Indiz ist die zentrale Stellung von NO im Rahmen der Modulation des striatalen
Outputs. Das von NADPHd-positiven Neuronen produzierte NO scheint auf das
Gleichgewicht der phasischen und tonischen dopaminergen Transmission des Striatums
einzuwirken und als Bindeglied zwischen dem glutamatergen System des (pri-)
frontalen Kortex und dem dopaminergen nigrostriatalen System zu fungieren [372].

In Anbetracht ihrer Verschaltungen mit den wichtigsten Transmittersystemen des
Striatums (sieche Kap. V.2.1) kann man eine exakte Regulation nitrinerger Neurone
annehmen; aufgrund dieser offensichtlichen Komplexitit der Interaktionen zwischen
NO, Dopamin und Glutamat im Striatum verwundert es nicht, dass eine Storung oder
Dysbalance des nitrinergen Systems einen starken Effekt auf den striatalen Output hat.
Dies wurde bisher sowohl pharmakologisch [370,372] als auch verhaltensbiologisch
[304,337] belegt.

Im Einklang mit diesen Indizien sind als viertes Indiz die Ergebnisse
molekulargenetischer Untersuchungen zu werten, die sowohl Schizophrenie-bezogene
Polymorphismen innerhalb des NOS-I-Gens als auch innerhalb von Genen NOS-I-

assoziierter Proteine nachweisen konnten:
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Shinkai et al. untersuchten das Exon 29 des NOS-I-Gens auf Chromosom 12q24 mit
Hilfe eines definierten SNPs (single nucleotide polymorphism). Dabei fanden sie ecinen
signifikanten Unterschied der Allel-Haufigkeit zwischen der schizoprenen Gruppe und
der gesunden Kontrollgruppe, so dass sie einen Zusammenhang zwischen einer
erhohten Anfilligkeit fiir schizophrene Erkrankungen und dem Vorliegen dieses
Polymorphismus annahmen [324]. Dieser Befund wurde allerdings durch die Arbeit von
Liou et al. relativiert, die fiir einen nur 166 bp entfernt gelegenen CA-repeat-
Polymorphismus keinen Zusammenhang mit Schizophrenie nachweisen konnten [226].
Ein Haupt-Suszeptibilitdts-Locus fiir Schizophrenie konnte innerhalb der CAPON-
Region auf Chromosom 122 lokalisiert werden [56-58,298]. CAPON (carboxy-
terminal PDZ ligand of nNOS) wurde von Jaffrey et al. als Ligand von NOS-I
identifiziert [180]. Es bindet {iber seinen C-Terminus an die PDZ-Region von NOS-I.
Fiir seinen N-Terminus sind mehrere Liganden bekannt, z. B. Dexrasl [109]. Dexras1
ist ein kleines, an der Signaltransduktion beteiligtes G-Protein [142], dessen NO-
abhédngige Aktivierung durch die Bindung von CAPON und NOS-I erleichtert wird
[179]. Die Bindung an Synapsin I dagegen resultiert in einem ternidren Komplex
bestehend aus NOS-I, CAPON und Synapsin I. Synapsin I wiederum gehort zu einer
Familie von Phosphoproteinen, die in die Synaptogenese und in die Regulation der
Freisetzung von Neurotransmittern involviert ist [117]. Da Synapsine rein
prasynaptische Proteine sind [340], konnte der beschriebene terndre Komplex ein
prasynaptisches targeting von NOS-I zum Ziel haben [178]. Die postsynaptische
Lokalisierung geschieht dagegen iiber die Bindung von NOS-I via PSD-95 an den
NMDA-Rezeptor. CAPON kann insofern darauf Einfluss nehmen, als dass es einen
kompetitiven Antagonisten von PSD-95 an der PDZ-Region von NOS-I darstellt [180].
Dies erweist sich in Bezug auf schizophrene Erkrankungen als interessant, da Clinton
und Meador-Woodruff bei Schizophrenen eine verminderte Expression von PSD-95
[76] nachweisen konnten; interessanterweise wurde CAPON dariiber hinaus
mittlerweile in zwei unabhingigen Untersuchungen als Risikogen fiir schizophrene
Erkrankungen identifiziert [58,388].

Die 2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors, die als Bindungsstelle des NOS-1/PSD-95-

Komplexes identifiziert wurde [71], war ebenfalls Gegenstand genetischer

116



Diskussion

Untersuchungen. Chiu et al. fanden Hinweise darauf, dass genetische Varianten dieser
Untereinheit den therapeutischen Effekt von Clozapin im Rahmen schizophrener
Erkrankungen beeinflussen [70].

In der Zusammenschau fiihren alle diese Befunde letztendlich zu der Annahme, dass
eine — genetisch- und/oder umweltbedingte — Beeintridchtigung des nitrinergen Systems
wéhrend Entwicklung und Reifung des Gehirns durchaus zur Pathogenese

schizophrener Psychosen beitragen konnte.

V.2.2.4 Abnormalitaten nitrinerger striataler Interneurone: Ursache oder Folge
schizophrener Erkrankungen?

Die in dieser Studie gefundenen Auffilligkeiten NADPHd-positiver Neurone im
Striatum schizophrener Patienten geben Anlass zu der Annahme, dass striatale
nitrinerge Interneurone in die Pathogenese schizophrener Stérungen involviert sein
konnten. Schwachpunkte dieser Arbeit liegen in der duBlerst limitierten Anzahl der
untersuchten Gehirne und in den eher uneinheitlichen Befunden. Deshalb sollten die
vorliegenden Ergebnisse nur als vorldufig betrachtet werden. Es wurden deshalb
weitergehende Analysen unter Verwendung einer grolen Stichprobe durchgefiihrt, die
die vorliegenden Befunde bestétigen (Fritzen et al., zur Veroffentlichung eingereicht).
In jedem der drei untersuchten schizophrenen Gehirne =zeigten sich andere
Verdnderungen: Neurone waren entweder in Morphologie oder Anzahl auffillig. So
zeigte sich eine verminderte Dichte NADPHd-positiver Neurone in den Féllen P und Q,
wiahrend im Fall R (Tab. III.1, S. 26; Abb. V.24, S. 84) abnormale Neurone zu finden
waren.

Einerseits konnte dieser Umstand auf die Tatsache zuriickgefiihrt werden, dass sich
hinter dem Sammelbegriff Schizophrenie eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
verbirgt. Ebenso heterogen wie die Krankheitsbilder zeigt sich wohl auch die jeweils
zugrunde liegende Pathologie [171,195]. Heterogenitdt und Divergenz der Befunde
wiren damit erkldrbar: Die Patienten P und Q wiesen katatone Symptome auf, der
Patient R dagegen litt unter rein paranoiden Symptomen. Andererseits konnten die in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Unterschiede aber auch durch verschiedene

Stadien der Krankheit begriindet sein: Die hirnstrukturellen Verdnderungen
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schizophrener Erkrankungen scheinen einer Dynamik zu unterliegen und sich im
Verlauf zu verdndern bzw. zuzunehmen [64,92,185].

Fragen wie diese zu beantworten, war nicht das Ziel dieser Arbeit und kdnnen aufgrund
der geringen Stichprobe auch nicht beantwortet werden. Bei der Anzahl der zur
Verfiigung stehenden schizophrenen Gehirne muss desgleichen Zufall als mdoglicher
Einflussfaktor ernst genommen werden. Das Alter als Fehlermoglichkeit hingegen kann
weitgehend ausgeschlossen werden, da die untersuchten Gehirne schizophrener
Patienten nicht signifikant dlter waren als die der Kontrollgruppe (Tab. III.1, S. 26) und
zudem im Striatum nachgewiesen werden konnte, dass sich die Anzahl NADPHd-
positiver Zellen im Alter nicht verédndert [191].

Sowohl in Hinsicht auf die enge Verkniipfung zwischen dopaminergem und nitrinergem
System im Striatum [126,368] als auch in Hinsicht auf kiirzlich durchgefiihrte Studien
kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine psychopharmakologische Medikation
Einfluss auf NADPHd-positive Neurone und damit auf die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit ausiibte.

Morris et al. fanden heraus, dass die NADPHd-Firbung u. a. von CaM/Ca*" und damit
offensichtlich vom Aktivititslevel von NOS-I abhingig ist [247]. Das bedeutet, dass
durch diese Farbung nur zum Zeitpunkt der Fixierung aktivierte NOS detektiert wird.
Weiterhin zeigten sie, dass nach systemischer Applikation des D;-Rezeptor-
Antagonisten SCH23390 bei Ratten die Intensitit der NADPHd-Féarbung in striatalen
Neuronen abnahm, wéhrend sie durch den D,-Rezeptor-Antagonisten Eticloprid
gesteigert wurde. Wohlgemerkt wirkte sich die Applikation dieser Substanzen nur auf
die Intensitit der Farbung, nicht aber auf die Anzahl der angefarbten Neurone aus.
Daraus erwachsen fiir Neuroleptika, die ja an Dopamin-Rezeptoren angreifen,
Konsequenzen fiir die Anférbbarkeit nitrinerger Neurone. Hinzukommt, dass
Haloperidol als klassisches Neuroleptikum die Aktivitdt der NOS-I in vitro [174,177]
und in vivo [260] — wenn auch nur mit geringer Potenz — hemmt. Die verminderte NOS-
Aktivitit wiirde nach den Befunden von Morris et al. [247] nicht nur mit einer
verminderten Intensitdt der Anfarbbarkeit NOS-positiver Neurone einhergehen, sondern
ging im Tiermodel mit Dyskinesien einher, die sich nach Verabreichung des atypischen

Neuroleptikums Olanzapin ebenso wie die Hemmung der NOS-I als reversibel erwiesen
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[260]. Die Arbeitsgruppe um Lau fand im Striatum chronisch Haloperidol-behandelter
Ratten eine Steigerung von Aktivitit, mRNA und Expression von NOS-I [217].
Andreassen et al. dagegen fanden nach Langzeit-Applikation von Haloperidol eine —
wenn auch nicht signifikante — Abnahme NADPHd-positiver Neurone im Striatum bei
Ratten mit ausgepriagten Dyskinesien [13]. Interessanterweise fithrte die Applikation
des NOS-Hemmers N®-Nitro-L-Arginin wihrend eines Lernprogrammes von
neugeborenen Ratten auch zu einer stirkeren positiven Reaktion in der NADPHd-
Féarbung [281]. Eine dhnliche Zunahme NADPHd-positiver Neurone konnten Del Bel et
al. nach subchronischer Applikation dieses Hemmers feststellen [89].

Offensichtlich spielt innerhalb des Nebenwirkungsprofils klassischer Neuroleptika diese
Wirkung auf die striatale NO-Synthase eine Rolle, insbesondere in Hinblick auf tardive
Dyskinesien. Als Ursachen dieser tardiven Dyskinesien werden u. a. eine durch
Neuroleptika hervorgerufene Zunahme des oxidativen Stresses und der glutamatergen
Neurotransmission diskutiert [345]. Harvey und Bester [160] fanden in ihren
Untersuchungen heraus, dass nach chronischer Haloperidol-Applikation NO im Plasma
und cGMP im Striatum vermindert waren. Diese Verdnderung blieb auch nach Ende der
Haloperidol-Gabe bestehen. Sie schlossen daraus, dass Haloperidol im Striatum eine
NO-abhingige neuroprotektive Reaktion auf oxidativen Stress verhindert und damit das
Auftreten tardiver Dyskinesien begiinstigt. Neuere, atypische Neuroleptika dagegen wie
z. B. Olanzapin, Risperidon und Quetiapin fiihren allem Anschein nach zu keiner
Anderung von NOS-I [343], was vielleicht das geringere Auftreten von
Bewegungsstorungen bei Anwendung von Atypika erkldren konnte.

Unter chronischer Haloperidol-Applikation konnten z. T. widerspriichliche
morphologische Verdnderungen an spines und Synapsen in verschiedenen Studien
festgestellt werden [159].

Die genannten Befunde weisen darauf hin, dass fiir die Auswertung von
Untersuchungen wie der hier vorliegenden nicht nur wichtig ist, ob die Patienten mit
Neuroleptika therapiert wurden, sondern auch welche Neuroleptika verabreicht wurden.
Uber eventuelle Auswirkungen auf die Morphologie von Neuronen, die auf eine
Neuroleptika-Medikation zuriickzufiihren sind, ist noch zu wenig bekannt, um eine

klare Aussage dariiber fiir die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zu treffen.
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In der Zusammenschau koénnen Veridnderungen an nitrinergen Neuronen des Striatums
Schizophrener also sowohl Ursache als auch Folge der Erkrankung sein. Um eine

endgiiltige Antwort darauf geben zu kdnnen, miissen nun weitere Studien folgen.

V.2.3 NADPHd-positive Neurone des Claustrums und der Capsulae externa et
extrema

V.2.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im Claustrum und den umgebenden Kapseln angefirbten Neurone wiesen eine
ebenso hochwertige, Golgi-dhnliche Anfarbung auf wie die Neurone im Striatum.
Morphologisch présentierten sie sich als spine-lose Neurone unterschiedlicher Grofe.
Im Faserwerk der umgebenden weiflen Substanz waren die Neurone hiufig parallel zum

Faserverlauf gelegen.

V.2.3.2 Bedeutung NADPHd-positiver Neurone des Claustrums

Trotz der Tatsache, dass es sich beim Claustrum um eine relativ grofe telencephale
Struktur handelt, ist beim Menschen zu Aufbau, Chemoarchitektur und Funktion nur
wenig bekannt, so dass die Einordnung der Ergebnisse dieser Doktorarbeit schwer fallt.
Was ist bisher iiber das Claustrum bekannt und welche Bedeutung hat NO darin?

Das Claustrum ist bei allen Sdugetierarten vorhanden. Im Verlauf der Phylogenese hat
es offensichtlich seine Gestalt verdndert und an Volumen und Neuronenzahl
zugenommen, wihrend sich seine Neuronendichte aber vermindert hat [205]. Anhand
von Zytoarchitektur, Verbindungen und immunhistochemischer Eigenschaften ldsst sich
das Claustrum in zwei Anteile unterteilen: Das Claustrum ventrale weist im Vergleich
zum Claustrum dorsale eine hohere Neuronendichte Calbindin-positiver Neuronen auf.
Es unterhdlt vorwiegend Verbindungen zu limbischen Strukturen. Da in der
vorliegenden Untersuchung dieser Anteil nicht untersucht wurde, wird hier nicht ndher
darauf eingegangen.

Das Claustrum dorsale ist v. a. mit isokortikalen Arealen verbunden, deren
Projektionszonen im Claustrum topologisch gegliedert sind (siche Kap. 1.3.3). Den

Hauptteil der kortikalen Ausgangsregionen bilden motorischer, somatosensorischer,

120



Diskussion

auditorischer und visueller Kortex. Sadowski et al. [302] injizierten Fluoreszenz-Tracer
in diese Areale des Kortex und konnten durch retrograden axonalen Transport zwei
Hauptzonen im Claustrum demonstrieren, in denen die kortikalen Projektionen
organisiert sind. Regionen, in die der motorische Kortex projiziert, {iberschnitten sich
mit denjenigen, in die der somatosensorische Kortex projiziert. Gleiches galt fiir die
Projektionsregionen des auditorischen und visuellen Kortex. Die sensomotorische Zone
beansprucht den anterodorsalen Teil, wéihrend die visoauditorische den posteroventralen
Teil des Claustrums einnimmt. Die Uberschneidung der Projektionszonen verschiedener
Kortexregionen konnte funktionelle Bedeutung besitzen.

Analog zum Striatum und anderen Kerngebieten des ZNS setzt sich das Claustrum aus
Interneuronen und Projektionsneuronen zusammen. Interneurone gelten als inhibitorisch
[139,259]. Kowianski et al. konnten in Interneuronen die Expression von Neuropeptid
Y (NPY), Somatostatin (SOM), vasoaktivem intestinalem Polypeptid (VIP) und NOS-I
nachweisen, wobei NPY und SOM wie auch im Striatum mit NOS kolokalisiert
vorkamen [208]. Narkiewicz et al. fanden in ihren immunhistochemischen
Untersuchungen GABA-positive Neurone, die beim Hasen einen Anteil von 12% stellen
[139].

Wie in anderen Kerngebieten unterliegen NOS-immunoreaktive Neurone des
Claustrums postnatalen Verdnderungen. Dazu gehoren bei der Ratte eine Zunahme der
numerischen Dichte dieser Neurone sowie eine Zunahme des Anteils mittelgroBer und
groBBer NOS-positiver Neurone auf Kosten kleiner NOS-positiver Neurone. Die adulte
Verteilung morphologischer Charakteristika NOS-immunoreaktiver Neurone des
Claustrums wird am Ende der dritten postnatalen Woche erreicht [207]. Neben diesen
morphologischen Verdnderungen konnten auch Verdnderungen der Ausstattung an
Calcium-bindenden Proteinen gefunden werden. NOS/CB-positive Neurone treten ab
dem 4. postnatalen Tag auf, wihrend NOS/PV erst ab dem 14. postnatalen Tag
beobachtet werden konnen. NOS/PV/CB-positive Neurone bilden eine definierte
Subpopulation, die durch ihr Auftreten zu bestimmten Zeitpunkten und durch die
Zunahme ihrer Anzahl eine wichtige Rolle innerhalb des Reifungsprozesses des

Claustrums zu spielen scheinen [206]
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Projektionsneurone  verwenden dagegen wahrscheinlich mit Glutamat einen
exzitatorischen Transmitter [279]. Daneben existiert wohl eine Untergruppe von
Projektionsneuronen, die sich morphologisch und in ihrer neurochemischen
Zusammensetzung von diesen unterscheidet: Switka et al. [341] beobachteten
NADPHd-positive multipolare und bipolare Nervenzellen im Claustrum. Hinova-Palova
berichtete im Gehirn von Katzen von NADPHd-positiven, mittelgroBen bis groflen
Neuronen mit dreieckigem oder spindelformigem Soma, die sie als Projektionsneurone
ansah [166]. Bestitigt wurde diese Annahme nitrinerger Projektionsneurone von
Kowianski und seiner Arbeitsgruppe. Sie konnten mithilfe retrograder Markierung und
immunhistochemischer Untersuchungen im Gehirn von Ratten NOS-positive, nach
kortikal projizierende Neurone nachweisen [208]. Aufgrund eines dichten, varikdsen
NPY-positiven Fasernetzwerkes, das die retrograd markierten Projektionsneurone
umgab, schloss die Arbeitsgruppe auf direkte synaptische Verbindungen zwischen
Interneuronen und Projektionsneuronen im Claustrum. Ein Teil der Interneurone wies
eine Kolokalisation von NOS mit SOM sowie von NOS mit NPY auf.
Projektionsneurone zeigten keine derartige Kolokalisation, sondern enthielten nur NOS.
Das mag bedeuten, dass NOS-positive Projektionsneurone nicht nur morphologisch,
sondern auch immunozytochemisch eine eigene Subpopulation claustraler Neurone
bilden.

Die in der Studie von Kowianski und dessen Arbeitsgruppe untersuchten Neurone
wiesen eine  gleichmédfige Verteilung auf, ohne Hinweise auf eine
Kompartimentalisierung. GroBe und Form der Neurone unterschieden sich ebenso
wenig in verschiedenen Teilen des Claustrums. Das veranlasste Kowianski et al. zu dem
Schluss, dass innerhalb der unterschiedlichen Regionen des Claustrums &hnliche
Mechanismen des Informationstransfers vorliegen, egal aus welcher Hirnregion die zu
verarbeitende Information stammt. Aufgabe der morphologisch und zytochemisch
unterschiedlichen, zumeist aber inhibitorischen Interneurone scheint die Modulation
dieser Mechanismen zu sein. Die synaptische Verbindung zwischen absteigenden
kortikofugalen und aufsteigenden kortikopetalen Neuronen geschieht wahrscheinlich
auf direktem oder indirektem Wege {liber die synaptische Transmission der claustralen

Interneurone.
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Fiir den kortiko-claustro-kortikalen Regelkreis wiirde sich also folgendes Bild ergeben:
Informationen gelangen durch glutamaterge Projektion vom Kortex zum Claustrum.
Dort geschieht ihre Verarbeitung unter Modulation der inhibitorischen Interneurone.
Der kortiko-claustrale Regelkreis schliefit sich mit einer wahrscheinlich exzitatorischen,
glutamatergen Projektion des Claustrums zuriick zum Kortex [279]. Diese Hypothese
scheint dadurch Dbestirkt zu werden, dass in elektronenmikroskopischen
Untersuchungen sowohl exzitatorische als auch inhibitorische Synapsen im Claustrum
gefunden wurden [139,259].

Da das Claustrum fast ausschlieBlich mit kortikalen Arealen reziproke Verbindungen
aufweist, konnte man es als ,,Satellitenkern bezeichnen, der sich verantwortlich
zeichnet flir die Integration von Inputs aus verschiedenen Kortex-Regionen, bevor diese
zum Kortex riickverteilt werden [30]. Die funktionelle Bedeutung der Verschaltungen
innerhalb des Claustrums konnte darin liegen, dass dort Informationen aus
unterschiedlichen Regionen integriert werden bzw. Informationen aus der einen Region
Einfluss auf eine andere Region ausiiben konnten. Dieses Bild erhélt eine noch groBere
Komplexitidt, wenn man die Verbindungen dieses Regelkreises zum kontralateralen
Claustrum beriicksichtigt. Eine Bedeutung der interhemisphérischen Integration im
Claustrum ist fiir die bilaterale, motorische Koordination innerhalb des auditiven [30]
und visuellen Systems [81] bekannt.

Im Unterschied zum Striatum spielen NOS und das von ihr synthetisierte NO nicht nur
fiir die Modulation der Informationsbearbeitung innerhalb des Claustrums eine Rolle,
sondern auch in der Ubertragung der verarbeiteten Information zum Kortex.

Dennoch sind dhnlich dezidierte Aussagen, wie sie fiir das Striatum zutreffen, zur
Funktion NADPHd-positiver Neurone im Claustrum kaum mdglich: Zum einen existiert
noch immer keine vollstindige Aufarbeitung der Chemoarchitektur und Verschaltungen
innerhalb des Claustrums, so dass iiber das Funktionieren dieses Kerngebiets an sich
eigentlich nichts ausgesagt werden kann. Zum anderen ist fast nichts {iber
physiologische Funktionen oder eine Beteiligung des Claustrums an Erkrankungen des
ZNS bekannt, aus denen Riickschliisse auf seine Rolle innerhalb der physiologischen
Abldufe des Gehirns gezogen werden konnten. Die bisherige Datenlage weist auf eine

potentielle Beteiligung des Claustrums an der (senso)motorischen Kontrolle
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[78,80,269,306,323], des willkiirlichen Schluckens [386], der Nozizeption [280,328]
und der konditionierten Angst [22] hin (interessanterweise spielt NO eine entscheidende
Rolle in der Ausbildung konditionierter Angstreaktionen [311]). Pathologische
Verdnderungen sind im Alter [249,254] sowie im Rahmen des Morbus Alzheimer
[252,253,265] und Morbus Parkinson [385] bekannt. Ebenso scheint ein

Zusammenhang zwischen Claustrum und Epilepsie zu existieren [246,321,365,387].

V.2.3.3 NADPHd-positive Neurone der das Claustrum umgebenden Kapseln
Wahrscheinlich sind die in dieser Arbeit gefundenen NADPHd-positiven Neurone der
Capsulae externa et extrema einer Gruppe von Neuronen zuzurechnen, die sich in den
subkortikal gelegenen Fasermassen der weilen Substanz befinden. Solche Neurone
werden im Allgemeinen als interstitielle Zellen der weilen Substanz (interstitial cells of
the white matter, ICWM) bezeichnet. Thr Vorkommen wurde in verschiedensten
Regionen des Telencephalons beschrieben, wobei ihre Dichte im Temporallappen im
Vergleich zu Frontal- und Okzipitallappen am groften ist [297]. Sie sind sowohl im
Gehirn von Nagern als auch bei Sdugetieren einschlielich des Menschen bekannt. Man
geht davon aus, dass sie Relikte der wéhrend der Entwicklung des Gehirns auftretenden
sekunddren kortikalen Platte sind, die friith im zweiten Trimester entsteht [202,203].
Dabei gehoren sie wohl zu den am ersten gebildeten Neuronen dieser Region. Ihre
hochste Dichte erreichen sie wihrend des fetalen und frithen postnatalen
Lebensabschnittes. Zum Zeitpunkt der Geburt sind sie in groBer Dichte im gesamten
Neokortex unterhalb der Lamina multiformis (Lamina VI) vorhanden. Bei Katzen tritt
die stirkste Abnahme der absoluten Anzahl dieser Zellen in den ersten vier Wochen
post partum auf [72]. Ihre Anzahl erreicht den adulten Zustand mit fiinf Monaten. Ein
ahnlicher Verlauf ist fiir Menschen und Affen bekannt [202].

Die cortical subplate nimmt eine zentrale Stellung ein innerhalb der kortikalen
Entwicklung, einschlieBlich der Neuronenmigration, der Ausbildung der kortikalen
Laminae und Séulen sowie der Bildung von kortikothalamischen und thalamokortikalen
Fasern [9,91,161].

Beim Erwachsenen befinden sich ICWM getrennt durch eine zellarme, Myelin-reiche

Schicht unter dem Kortex und werden zum Teil als siebte und damit tiefste Schicht des
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Neokortex gedeutet [294]. Die von ihnen ausgehenden Axone sind Assoziationsfasern,
die meist in die direkt dariiber liegenden Areale des Neokortex projizieren [242], sich
aber durchaus auch bis in zytoarchitektonisch andere kortikale Regionen erstrecken
konnen. 70% dieser nach kortikal projizierenden Neurone sind NADPHd-positiv.
ICWM stellen die zahlenméBig grofite Population innerhalb der nitrinergen Neurone
[267]. Sie liegen meist in der Ndhe subkortikaler Gefdlle und scheinen deren Tonus zu
regulieren.

ICWM weisen aber auch eine intensive Immunoreaktivitét fiir M,-Muskarin-Rezeptoren
auf [329] und sind damit cholinozeptiv. Bis zu 95% dieser M,-positiven Neurone
erweisen sich zudem als NADPHd-positiv. Moglicherweise dienen diese M,-NADPHd-
positiven Neurone als Relais: Die im ZNS v. a. aus dem Ncl. basalis Meynert
stammende cholinerge Innervation kann mit Hilfe solcher Neurone die Freisetzung von
NO im Kortex und der darunter liegenden weillen Substanz regulieren. Die
Degeneration dieser Neurone tridgt wahrscheinlich zu einem gewissen Teil der fiir
Morbus Alzheimer berichteten Depletion von Mj-Rezeptoren bei. Im Rahmen von
Morbus Alzheimer konnten fiir eine Subpopulation von ICWM unterhalb der
Entorhinal-Region Krankheits-bezogene Verdnderungen des Zytoskeletts nachgewiesen
werden [351]. Neben der Alzheimer-Demenz scheinen ICWM auch in die Pathogenese
schizophrener Erkrankungen involviert zu sein. Gestorte Verteilungsmuster fiir [CWM
wurden in mehreren Arbeiten fiir verschiedene Regionen nachgewiesen [1-
3,103,194,195].

Angesichts der Tatsache, dass sie eine wichtigen Rolle in der Entwicklung des Gehirns
einnehmen und schizophrene Erkrankungen wohl als Ergebnis eben einer solchen
gestorten Entwicklung zu werten sind, verwundert es kaum, dass ICWM im Rahmen
der Pathogenese dieser Erkrankungen von Verdnderungen betroffen sind: Die Neurone
der sekundiren kortikalen Platte dirigieren die Wanderung anderer kortikaler Neurone
und bestimmen zu einem bedeutenden Teil deren definitive Lokalisierung [9]. Jones
konnte nachweisen, dass auch eine Lésion des Rudiments der Subkortikalplatte im
vierten Schwangerschaftsmonat zu einer Unterbrechung der Migration von kortikalen
Neuronen fiihrt [186]. Ergebnis dieser Unterbrechung war eine gestorte Ausbildung der

neuronalen Verbindungen. Daher werden Malformationen der subkortikaler Schichten
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wihrend der kritischen Periode der kortikalen Entwicklung als ein Faktor in der Genese
psychotischer Erkrankungen erachtet [12,29,72].

Das Untersuchungsgut der vorliegenden Arbeit erfiillte in keiner Weise die
Bedingungen, die eine genauere Untersuchung der gefundenen interstitiellen NADPHd-
positiven Neuronen erlaubt, geschweige denn einen Vergleich zwischen Schizophrenen
und der gesunden Kontrollgruppe zugelassen hétte. Daher beschrinken sich die
moglichen Aussagen dieser Arbeit einzig und allein auf die Feststellung des
Vorkommens solcher Zellen sowie auf die Beschreibung ihrer Morphologie. Die zuvor
aufgefithrten Befunde zeigen aber, dass diese Neurone ein lohnendes Ziel

weitergehender Forschungen wéren.

Letztendlich stellen die bisherigen Erkenntnisse nur Puzzleteile dar, die — v. a. in Bezug
auf das menschliche Claustrum — weit davon entfernt sind, ein vollstindiges Bild von
Funktion und Funktionieren abzugeben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bilden

dabei keine Ausnahme.
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Zusammenfassung

V1. Zusammenfassung

Die NADPHd-Farbung ldsst aufgrund ihrer hervorragenden Darstellung nitrinerger
Neurone eine Klassifikation solcher Neurone anhand morphologischer Kriterien zu. Im
menschlichen Putamen konnten dabei 12 Neuronentypen (NADPHd 1 bis XII)
unterschieden werden (sieche Kap. IV.2), die nur zum Teil in bereits bestehende
Klassifikationssysteme eingeordnet werden konnten.

Ausgehend von dieser Klassifikation ist es moglich, in vergleichenden Studien
Verdnderungen NADPHd-positiver Neurone im Rahmen neurodegenerativer
Erkrankungen festzustellen. Im Falle der vorliegenden Arbeit wurde dabei das Putamen
schizophrener Patienten untersucht.

Aufgrund der geringen Anzahl von drei untersuchten schizophrenen Gehirnen lieen
sich nur vorldufige Aussagen in Bezug auf Unterschiede NADPHd-positiver Neurone
im Putamen Gesunder und Schizophrener treffen (sieche Kap. IV.3). Solche
Unterschiede wurden in der Morphologie dieser Neurone gefunden, aber auch in deren
Dichte: Im Putamen Schizophrener lag die Dichte NADPHd-positiver Neurone
signifikant unter der bei der gesunden Kontrollgruppe ermittelten Dichte. Neben diesem
numerischen Unterschied konnten auch morphologisch auffillige Neurone gefunden

werden, die in der gesunden Kontrollgruppe nicht vorhanden waren.

Sowohl im Claustrum als auch in der das Claustrum umgebenden weillen Substanz der
Capsulae externa et extrema konnten NADPHd-positive Neurone nachgewiesen werden
(siche Kap. IV.4 bzw. IV.5). Die NADPHd-positiven Neurone des Claustrums lieBen
sich zum Teil nach bereits bestehenden Einteilungen klassifizieren. In den &uBleren

Kapseln lagen sie zumeist parallel zur Richtung der Fasermassen angeordnet.

Die NADPHd-Fiarbung erméglichte nicht nur eine rein morphologische Untersuchung
von Neuronen, sondern liel auch Riickschliisse auf funktionelle Aspekte zu. Somit ist
diese Methode geradezu zur Untersuchung neuropathologischer Fragestellungen

pradestiniert.
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