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Zusammenfassung

Abstrakt

Eine Vielzahl von experimentellen und klinischen nikeisen deutet auf
pathophysiologische Veranderungen des GlutamaeBwst insbesondere des
NMDA Rezeptors, in der Schizophrenie hin. Die NMB#pofunktionstheorie
der Schizophrenie ist ein theoretisches und encpieis Erklarungsmodell,
welches Verdnderungen dieses glutamatergen Regaptgps mit atiologischen
und entwicklungsrelevanten Aspekten der Schizopéf@rschung theoretisch
verbindet und experimentell Gberprifbar macht. kr dorliegenden Arbeit
wurden Ratten und Mause systemisch mit dem NMDAeRex Antagonisten
MK-801 vorbehandelt und im Zustand der so indueiertakuten NMDA-
Hypofunktion elektrophysiologisch untersucht. Kombite
Entorhinalkortex/Hippokampus-Hirnschnittpraparatarden entnommen unth
vitro auf pathologische Veranderungen auf zellularer uxetzwerkebene
untersucht. Hierbei konnten eine Reihe von sigaiftkn und charakteristischen
Veranderungen im MK-801-Pychosemodell festgesteditden:

a) Der hochfrequente Signaltransfer (Gamma-Freduezeich) vom
Entorhinalkortex zum Hippokampus wird im MK-801 fWehandelten Tier
geringer unterdrickt als im Kontrolltier; b) Kainatluzierte Gamma-
Oszillationen weisen eine hohere Amplitude undrggare Frequenz auf ; c) Die
Ruhemembranpotentiale der Pyramidenzellen sindfgignt erhéht und d) Die
Amplituden der mit  Mikroelektroden  abgeleiteten ibitorischen,
postsynaptischen Potentiale (IPSPs) sind signifikavergrof3ert. Die
Abweichungen auf zellularer Ebene wirken sich aiwg &rregungsfahigkeit
verschiedener Zelltypen und somit auf das Netzwartkalten im MK-801 Tier
insgesamt aus. Das hier beschriebene pathologidi#tewerkverhalten des
Hippokampus liel3 sich experimentell auf Verdndeamgn der Aktivitat der
intrazellularen Natrium-Kalium Pumpe zurtckfihrein einem weiteren,
klinischen Teil wurde die Auswirkung der Val66Met llde auf die
Konzentrationen von N-acetylaspartate (NAA), Kneatind Phosphokreatin in
verschiedenen Hirnregionen gesunder Kontrollpensooatersucht. Da diese
korpereigenen Proteine in einer Vielzahl von psgtlichen Erkrankungen in



einzelnen Hirnregionen deutlich verringert sind, @se positive und protektive
Wirkung der erhohten Transkription durch Val66Mezanehmen. Tatsachlich
liel3 sich experimentell feststellen, dass Kontexgonen mit Val66Met Genom
gegenuber Kontrollpersonen ohne diese genetischeprAgung signifikant
erhohte NAA-Konzentrationen im anterioren Cinguluraufwiesen, im

Hippokampus jedoch geringere Konzentrationen vosakn und Phosphokreatin

auftraten.

Einleitung

Der Hippokampus ist die anatomisch am einfachstafgedaute kortikale
Hirnstruktur, da sie aus nur 4 Schichten bestebtiaoreiner davon, dem Stratum
pyramidale, séamtliche Zellkdrper der dort vorhareterPyramidenzellen dicht
beieinander angeordnet sind. Der Hippokampus ethélimeisten seiner Inputs
vom angrenzenden Entorhinalen Kortex (EK) Uber Bectus perforans, der von
den oberen Schichten des EK zu den GranularzekbsnGi/rus Dentatus fuhrt.
Neben diesem Eingang existiert Gberdies noch emeé&td Verbindung vom EK
zur CA1 Region des Hippokampus tber den Temporo@msohen Trakt. Der
Hippokampus spielt eine integrale Rolle bei Prozessder raumlichen
Orientierung (Bures et al., 1997; Jefferey et 2004) und bei der Formation
neuer episodischer Erinnerungen (Rolls, 1996; awges et al., 1998; Smith and
Mizumori, 2006). Die zellularen Netzwerke des Hipampus zeigen
verhaltensabhangige EEG-Muster, Oszillationen getale von der synchronen
und rhythmischen Aktivitat von Nervenzellen gekeginknet sind (Leung, 1998).
Einige Autoren gehen davon aus, dass durch diehsyne Aktivierung wahrend
Gamma Oszillationen (30-80 Hz), getrennt voneinanelgrasentierte sensorische
Aspekte zu einem kognitiven Ganzen gefligt werderayfGand Singer, 1988;
Roelfsema et al., 1994; Singer and Gray, 1995).rdies werden Gamma
Oszillationen mit der Berechnung und Weiterleitwamsorischer Informationen,
der Abstimmung komplexer Bewegungsablaufe und diédluBg assoziativer
Lernprozesse in Verbindung gebracht (Murthy andz,F&096; Miltner er al.,
1999). Es existieren eine Reihe experimentelledise darauf, dass Gamma
Oszillationen in schizophrenen Patienten pathobtbgigerandert sind und es in

verschiedenen Hirnregionen zu verringerter oder olgdr synchroner



Gammaaktivitdt, ebenso wie einem Verlust der okidn Prazision der
synchronen Feuermuster fuhrt (Lee, 2003). Aufgruel anzunehmenden
Bedeutung der hippokampalen Gamma-Aktivitat fir déblauf komplexer
kognitiver Prozesse hilft die Erforschung pathopblpgischer Veranderungen
des hippokampalen Gamma-Rhythmus im Tiermodell idathe Verbindung
zwischen Pathophysiologie auf zellularer und Netkeleene und dem Auftreten
charakteristischer kognitiver Defizite in Schizoghie zu verstehen.

Die physiologische Auslosung und Aufrechterhaltwog Gamma Oszillationen
im Hippokampus beruht auf einem Wechselspiel zvdaactHemmung und
Aktivierung im Netzwerk (Mann et al., 2005). Diertktionalitat dieses Prozesses
ist abhangig von der Integritat glutamaterger undiB@erger Zellsysteme im
Hippokampus. In der Schizophrenie sind diese gekgh&Harrison, 2004;
Heckers, 2004). Die NMDA-Hypofunktionstheorie deth&ophrenie bietet hier
einen theoretischen und empirischen Ansatz um lthea&teristischen Symptome
und den Krankheitsverlauf auf der Systemebene gahbeiben (Olney und Faber,
1995). Durch die systemische Applikation von NMDAAgonisten wie Ketamin
und MK-801 kann experimentell der Status der NMDgpbBfunktion im
Tierversuch induziert werden (Abi-Saab et al., 29B8ck et al., 2006; Mouri et
al., 2007; Kehrer et al., 2008). In der vorliegamdebeit wurden Mause mit MK-
801 vorbehandelt und Hirnschnitte auf physiologéiscWeranderungen des
Netzwerkverhaltens getestet. In einem weiteren iBchntersuchten wir die
Verbindung zwischen dem Val66Met Genotyp und denzémtration von N-
acetylasparte (NAA), Kreatin und PhosphokreatifkKantrollpersonen. In dieser
klinischen Studie untersuchten wir, ob eine vagabAbhangigkeit der
Metabolitkonzentration in verschiedenen Hirnregiordes Val66Met Genotyp
vorhanden ist. Die Beantwortung dieser Frage karste Hinweise auf eine
maogliche protektive Wirkung der Proteinexpressiaesds Genotyps auf die
Genese der Schizophrenie und somit wichtige Sehiitt Richtung neuer

Behandlungsansatze und Pravention liefern.

Zielsetzung

Konkrete Fragen, die wir in dieser experimentell&rbeit zu beantworten

suchten, waren:



1.) Kommt es zu Veranderungen der hochfrequenten Signatiuktion, vor
allem im Gamma-Frequenzbereich, zwischen dem entddm Kortex und
Hippokampus im MK-801 Tier?

2.) Treten im MK-801 Modell Veranderungen der Kainadtumierten Gamma
Oszillation auf?

3.) Welche zellularen  Veradnderungen begleiten  Abweigean im
Netzwerkverhalten?

Mit dieser Vorgehensweise kdnnen am Psychose-Maaektrophysiologische

Veranderungen auf der zellularen Ebene und die udareesultierenden

Veranderungen des Netzwerkverhaltens untersuchtdemerund somit die

Konsequenzen der NMDA-Hypofunktion auf verschieder8ystem-Ebeneim

vitro nachvollzogen werden. Die daraus gewonnenen Erkiset geben

Hinweise auf mogliche Zusammenhénge zwischen Veramgen des

elektrophysiologischen,  hippokampalen  Netzwerkviégha und  der

psychotischen Positivsymptomatik der Schizophr@dan et al., 1984).

In einem weiteren Schritt untersuchen wir die Aukwng der Val66Met Allele

auf die Konzentration dreier Proteinfaktoren inseftiedenen Hirnregionen. Eine

protektive Wirkung dieser Proteinfaktoren auf dien@se von Schizophrenie und
anderen psychiatrischen Storungsbildern wird angenen, darum stellt dieser
klinische Teil der Arbeit einen ersten Schritt inclirung der Pravention der

Schizophrenie und anderer psychiatrischer Erkragénmar.

Methoden

In diesem Abschnitt erfolgt ein Ubersichtlicher &Sisrder eingesetzten Methoden,
ohne dabei spezifische Informationen, wie beispieise konkrete
Mengenangaben, zu berlcksichtigen. Diese werden dan relevanten

Publikationen detailliert beschrieben und konnemds nachvollzogen werden.

Ratten (Wistar) oder Mausen (C57/BI6) wurde MK-&&ler in selteneren Fallen
Ketamin in die Bauchdecke injiziert. Dies resuttian einem Psychosenahen
Modellzustand mit charakteristischem Verhaltensemusind einem NMDA-

Hypofunktionsstatus. 4 Stunden nach der Injektiamden die Tiere dekapitiert



und kombinierte Entorhinalkortex/Hippokampus-Hirmsittpraparate
entnommen. Diese wurden in einer InfusionskammeéNa&anriésung gelagert.

Der Signaltransfer wurde mithilfe von Reizmustenmtensucht, indem spezifische
Stimulationsprogramme in variablen Frequenzen Aldpmtentiale in den
stimulierten Zellen auslosten und deren Weitentgjtumit Ableitungselektroden
aufgezeichnet wurde. Die Stimulationselektroderntdreten aus zwei parallel in
Glaselektroden laufenden Platindréhten, deren z&pit aul3erhalb des
zweikammerigen Glases auf der HOohe verschiedemataSin den Hirnschnitt
eingefuhrt werden konnten.

Gamma Oszillationen wurden mithilfe des glutamatardrezeptor-Agonisten
Kainat, welcher Uber die Nahrlésung direkt in diankner appliziert wurde,
ausgelost (Gloveli, 2005 a, b). Die Netzwerkostidlaen wurden mithilfe von
Ableitelektroden im CA1l Stratum Radiatum aufgenomméer Power und die
Frequenz der Oszillation digital errechnet und is@ich statistisch mit den
Kainat-induzierten Gammaoszillationen in Kontrelten verglichen. Die
intrazellularen Ableitungen wurden mit scharfen M#dektroden durchgefihrt.
In manchen Fallen wurde der Natrium-Kanal BlockeX-814 intrazellular
appliziert, um Aktionspotentiale zu blockieren. ®iegeschah in jenen
Experimenten, in denen die Substanz Ouabaine ihd@liang eingebracht wurde,
die das Ruhemembranpotential der Zellen Gber daw&8twert anhebt. So wurde
dem Verlust der aufgenommenen Zellen vorgebeugallem Fallen wurde das
Ruhemembranpotential der Zellen ermittelt, inders derbleibende Potential an
der Spitze der Mikroelektrode nach Verlassen ddisnAenraumes vom Potential
wahrend der intrazellularen Ableitung subtrahierturde. Eine Vielzahl
intrazellularer Parameter wurde ermittelt, die dadegesetzte Vorgehensweise
ist in der Publikation naher beschrieben.

Am klinischen Teil der vorliegenden Arbeit nahmeh r@enschliche Probanden
teil, deren physische und psychische Gesundhetilfeitstandarisierter Tests
festgestellt wurde und die nach einer genauen &nk¢ader Studie schriftlich ihr
Einverstandnis erteilten. Die Messung der neurobmdischen Signale erfolgte
mittels  Kernspinntomografie in einem 3-Tesla Scannenit einer
zirkularpolarisierten Kopfspule. Die Quantifikatioder N-Acetyl-Aspartate-
(NAA), Kreatin- und Phosphokreatin-KonzentrationenHippokampus und dem
anterioren Cingulum erfolgte mithilfe einer Methatdie bei Schubert et al. (2004)



ausfuhrlich beschrieben ist. Zur Genanalyse wurdBlSDaus vendsen,
antikoagulierten Blutproben mithilfe von Salzenraktert (Miller et al., 1988).
Die Genotypisierung erfolgte mit einem Tagman Exdease Assay (Gallinat et
al., 2003). Die Auswirkung des Genotyps auf die ¥emtration der Metaboliten

wurde statistisch mit einer multiplen Varianzanal{§IANOVA) ermittelt.

Ergebnisse

Die konkreten Ergebnisse der vorliegenden Arbelteriehen sich einerseits auf
elektrophysiologische Veranderungen im entorhinddentex und Hippokampus
MK-801 vorbehandelter Tiere, andererseits im kihen Teil, auf den
Zusammenhang zwischen der genetischen Val66Met edequund der
Konzentration protektiver Proteinfaktoren im ardgezn Cingulum und im

Hippokampus.

Die Ergebnisse der einflieBenden Arbeiten kénnee fwigt zusammengefasst

werden:

1) Die Feldableitungen nach Einzelstimulation descius perforans (TP) und des
lateralen Entorhinalkortex (EK) im Stratum lacunmsumoleculare der CAl
Region zeigten, dass diese im MK-801 Tier gegenikmartrollen signifikant
vergrolRert warenK-801 lateraler EK: 0.43 = 0.02 mV, n =19fP: 0.85 + 0.1
mV, n=9;Kontrolle lateraler EK: 0.27 + 0.04 mV, n =307P: 0.49 + 0.04 mV,
n=30) [siehe Publikation 1]

2) Die Unterdrickung des hochfrequenten (40Hz, GarRnequenzbereich), aber
nicht niederfrequenten (3Hz, Theta Frequenzbere&ilghaltransfers vom EK
zum Hippokampus war im MK-801 Tier signifikant viegert, so dass das 20ste
Feldpotential, das im Zuge eines tetanischen, hegbénten
Stimulationsprotokolls ausgelést wurde, im MK-80ierTsignifikant grol3er war
als die Amplitude dieses Feldpotentials im Kontretl (MK-801 Amplitude
infolge 20ster Stimulation: 0.70 £ 0.10 mV (n = 23Kontrolle Amplitude infolge
20ster Simulation: 0.37 = 0.04 (n = 28)gehe Publikation 1]

3) Die durch Kainat-Applikation induzierten Gammaz@lationen hatten in den
Schnitten des MK-801-vorbehandelten Tier eineniBigmt héheren Power und



eine signifikant geringere Frequenz als Kainat-melie Gamma Oszillationen in
Hirnschnittpraparaten von KontrolltiereMK-801 Power: 0.71 + 0.1mV s?,
n=38;Frequenz: 32.1 + 0.8 Hz, n=31Kontrolle Power: 0.36 + 0.1 mV 8, n=26,
p<0.001; Frequenz. 35.6 + 0.6 Hz, n=26, p<0.05). Dieselben Verandeenng
lieRen sich auch mit dem weniger potenten NMDA-R&cKetamin nachweisen.
[siehe Publikation 2]

4) Mithilfe intrazellularer Ableitungen wurden eineReihe zellularer
Eigenschaften im MK-801 Tier ermittelt und mit ddBigenschaften der
Pyramidenzellen in Kontrolltieren verglichen. Diesgaren weitestgehend
vergleichbar, lediglich das Ruhemembranpotential @&1 Pyramidenzellen im
MK-801 vorbehandelten Tier war signifikant verringelie Zellen also naher am
Schwellenpotentia(MK-801 Ruhemembranpotential: -59.14 + 1.9 mV n=21;
Kontrolle Ruhemembranpotential: -66.56 + 1.7 mV n=22, p= 0.0067). Diese
erhohte Erregbarkeit druckte sich auch in eineroleen Anzahl von
Aktionspotentialen in Folge schrittweiser, depaeerender Strominjektion aus
(bei >600pA StromzufuhMK-801 Aktionspotentiale: 13.5 + 1.0, n=8Kontrolle
Aktionspotentiale: 8.18 + 1.6, n=11).siehe Publikation 2]

5) Die inhibitorischen postsynaptischen Potentiatanten (IPSPs), die nach
monosynaptischer Stimulation in Pyramidenzellengbeichzeitiger Blockade der
glutamatergen Transmission abgeleitet wurden, smd MK-801 Tier im
Vergleich zu Kontrollen signifikant héher in ihrAmplitude und zeigten tberdies
Veranderungen in ihrer KinetikMK-801 Sgnalanstiegszeit: 4.9 + 0.4 ms;
Kontrolle Sgnalanstiegszeit: 3.25 + 0.2 msMK-801 Sgnalabfallszeit: 23.1 +
1.9 m;Kontrolle Sgnalabfallszeit: 18.1 + 1.3 ms)siehe Publikation 2]

6) Die durch die Blockade der NAC-Pumpe ausgeloste Depolarisation war
signifikant geringer in den Pyramidenzellen von M8% Tieren als in den
Pyramidenzellen von KontrolltiereMK-801 Depolarisation: 0.57+1.7 mV, n=7,
Kontrolle Depolarisation: 4.62+0.58 mV, n=9). Ein interessanter Nebenbefund
war die Tatsache, dass die Ausbildung pathologrschepileptiformer
Entladungsmuster in den Kontrollzellen weitaus garfverzeichnet wurde (5/9)
als in MK-801 Zellen (0/7).9ehe Publikation 2]

7) In der klinischen Studie zeigte sich, dass Trags Val66Met Genotypus im
Vergleich zu Tragern der Val/Val Allele signifikanthdhere NAA-
Konzentrationen im anterioren Cingulum (F=5.216,=1df p=0.025) und



verringerte Creatin Werte im Hippokampus (F=4.94f31, p=0.030) aufwiesen.
[siehe Publikation 3]

Diskussion

In den vorliegenden Arbeiten konnten wir eine Re#dlektrophysiologischer
Veranderungen im Signaltransfer und Netzwerkveehalles Hippokampus im
MK-801 vorbehandelten Tier nachweisen. Weitereaislende Veranderungen
fanden wir auch in den zellularen Eigenschaften Rigamidenzellen der CAl
Region, namlich eine erhohte Erregbarkeit der Pydanzellen. Diese schlagt
sich im erhohten Ruhemembranpotential und im vexdad Feuermustern der
einzelnen Pyramidenzelle nieder. Inwieweit dieskulzgen Veranderungen als
einzige Faktoren fur die Veranderungen im Netzwerkalten, vor allem der
vergroRerten Amplitude und verlangsamten Frequeez Kiainat-induzierten
Gamma-Oszillationen verantwortlich sind, kdénnenopd erst weitere Studien
zweifelsfrei klaren. Die vorliegende Arbeit stgdoch einen ersten Schritt im
Verstandnis der elektrophysiologischen Funktiongwederungen infolge des
NMDA-Hypofunktionsstatus dar.

Eine Reihe von zellularen Verdnderungen kann zuereigrh6éhung des
Ruhemembranpotentials fiihren. Die Tatsache, dasBytamidenzellen in beiden
Gruppen die gleichen Eingangswiderstande und dssseharakteristische
Hyperdepolarisationsverhalten aufwiesen, spriclyfegeeinen Einfluss des non—
spezifischen, durch Hyperpolarisation aktiviertetmo®es lh (Maccaferri and
McBain, 1996). Wie gezeigt wurde, fuhren Verandgem der
Neurotransmitterkonzentrationen in der Schizoplrerdiu einer erhdhten
intrazellularen Produktion des NAC*™-Pumpen Blockers Digoxin (Kurup und
Kurup, 2003), was diesen Mechanismus nahe legt.KRafinten die Annaherung
an das Schwellenpotential im MK-801-Modell tatsédhlauf Veranderungen in
der Aktivitat der NA-K*-Pumpe zuriickfiihren. Dies zeigte sich darin, daks M
801 Zellen mit signifikant geringeren Depolarisatta auf den NAK™-Blocker
Ouabaine reagierten als Kontrollzellen.

Auch die Inhibition ist im Psychosemodell mal3gdblieerandert. In Bezug auf
den Signaltransfer findet eine frequenzabhangige duken der

Signalunterdriickung vom entorhinalen Kortex zum géikampus statt. Auch



dieser Befund deutet auf eine erhdhte ErregbadesitHippokampus hin, die sich
in der Aktivierung durch kortikale Inputs Uber deEmporo-ammonischen Trakt
niederschlagt.

Uberdies zeigen unsere Ergebnisse, dass die maqutgsehen, inhibitorischen
Potentiale, gemessen in den abgeleiteten Pyramgtlenz im MK-801 Tier
erhoht sind. Dieser Effekt beruht teilweise auf dewmerringerten
Ruhemebranpotential der Pyramidenzellen, auf dag&gebener, inhibitorischer
Strom starker einwirkt. Doch auch der Vergleich ohdribitorischen Signale am
gleichen Membranpotential zeigte eine statistigghikante VergroRerung der
monosynaptischen, GABAergen Transmission. Die dehdBrregbarkeit der
Pyramidenzellen wirkt sich mit hoher Wahrscheirlteih auch auf eine erhdhte
Erregbarkeit der Interneurone im MK-801 Modell auBies hat verschiedene
Grinde: Einerseits fuhrt das verringerte Ruhemengmo®ntial zu einer
Verstarkung der vorwartsgerichteten, erregendemafliggnsmission, die sich
wiederum auf spezifische Interneuronpopulationert melen glutamatergen
Eingdngen, wie beispielsweise die Gruppe der axwmigrhen Interneurone,
besonders stark auswirken kénnte (Galarreta unttikle$999). Kainatrezeptoren
sind Uberdies auf den Zellkdrpern von Interneurorisonders zahlreich
vorhanden (Semyanov und Kullman, 2001; Lerma, 2008l somit fuhrt das hier
verwendete Gamma-Induktionsprotokoll zu deren weite Depolarisation.
Uberdies kommt hinzu, dass die vorwiegend inhiistdren Signaleingange auf
den Apikaldendriten der CA1 Zellen (Empson und ldeiann, 1995) im Gamma-
Frequenzbereich im MK-801 Tier weniger stark untiécllt werden als in
Kontrollen (Dugladze et al., 2004). Somit ergibthsin unserem Modell neben
der erhdhten Erregbarkeit der Pyramidenzellen aerte Potenzierung der
inhibitorischen Aktivitat des Netzwerks. Ob das areterte Profil der Gamma-
Oszillationen auf diese Veranderungen der inhilgtbren Transmission
zurtckzufiuhren ist, wie theoretische und empiris8tedien nahe legen, muss
experimentell in zukinftigen Studien jedoch weitebgeklart werden
(Whittington et al., 2000; Nusser et al., 2001).r Deergro3erte Power der
Gamma-Oszillation, den wir im Psychosemodell nagbere konnten, steht in
Ubereinstimmung mit Beobachtungen, dass MK-801 gontn auftretenden,

vergroRerten Gamma-Oszillationen im lebenden Tikrtf(Ma und Leung, 2000).



In der klinischen Studie zeigte sich eine vom V&eéé Genotyp abhangige
Erh6hung der Proteinprodukte NAA, Kreatin und Pladpeatin im anterioren
Cingulum. NAA und die mit ihnen assoziierten ZN&zfischen,
neurotrophischen Proteinfaktoren (BDNFS) sind inrnkigionen wie dem
anterioren Cingulum und dem Hippokampus in der &yhirenie signifikant
verringert (Molina et al., 2007; Zabala et al., 208ydin, 2008). Somit existiert
eine negative Korrelation zwischen der NAA- und BBKonzentration und
psychiatrischen Krankheitsbildern wie der der Sapimenie. Die hoheren
Konzentrationen dieser Proteine bei Kontrollpersongt diesem Genotyp legt
einen Wirkmechanismus auf genetischer Ebene nadresich protektiv auf die
Entstehung der Schizophrenie und anderer psyduth#er Krankheitsbilder
auswirken kénnte und somit einen Schritt in Ricljtumeuer medizinischer

Behandlungsformen und Schizophrenie-Praventiorteltrs
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