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1. Einleitung

Die Gesamtzahl der Nervenzellen im peripheren und zentralen Nervengewebe sowie ihr
jeweiliger funktioneller Zustand ist zu jeder Zeit des Lebens standigen Veranderungen
unterworfen. Wahrend der fruihen Embryonalentwicklung werden in den meisten Kern-
gebieten bzw. Rindenabschnitten zundchst Neurone im UberschuR gebildet (Uber-
sichten: Hamburger and Levi-Montalcini, 1949; Cowan et al., 1985; Clark and Oppen-
heim, 1995; Kuan et al., 2000; Oppenheim et al., 2001; Marin and Rubenstein, 2003;
Gotz and Sommer, 2005). Diese noch unreifen Zellen, die zum groRen Teil ihre
endgliltige Position im Gewebe durch Migration noch finden miissen (Ubersichten:
Hatten, 1999; Maricich et al., 2001; Marin and Rubenstein, 2001; Nadarajah et al., 2001;
Ang et al., 2003; Butt et al., 2005; Campbell, 2005) beginnen sich zu differenzieren.
Dabei spielen zelltypspezifische, intrinsische, Faktoren eine ebenso wichtige Rolle wie
extrinsische Einflisse des Umgebungsmilieus (z. B. fur cholinerge Neurone: Shimamura
and Rubenstein, 1999; Ba-Charvet et al., 1999; Doering and Snyder, 2000; Lopez-
Coviella et al., 2000; Pencea et al., 2001; Wichterle et al., 2002; Wu et al., 2002; Sahay
et al., 2003). Charakteristisch fir diese frihe Phase der neuronalen Entwicklung sind die
axonalen und dendritischen Fortsatzbildungen, die wesentliche Charakteristika des
Nervengewebes sind. Ebenfalls noch wahrend der Embryonalentwicklung erreichen die
meisten der axonalen Wachstumskolben ihre spezifischen Zielgebiete. Durch Inter-
aktionen der Nervenzellfortsatze mit den kontaktierten neuronalen bzw. nicht-neuronalen
Zielzellen beginnen sich die komplizierten Verschaltungsmuster des Nervengewebes zu
stabilisieren, was zur weiteren Differenzierung sowohl der Neurone im Ursprungsgebiet
als auch der Zielregion fuhrt. Dabei spielt die lokale Synthese von neurotroph wirksamen
Molekulen im Zielgebiet, ihre Aufnahme in die Endigungen der eingewachsenen Axone,
der retrograde Transport des Neurotrophin-Rezeptorkomplexes zu den Somata, und die
dort ausgelosten Signale eine entscheidende Rolle fur die endgultige Etablierung der
synaptischen Verbindungen. Diese Wechselwirkungen setzen aber auch Prozesse in
Gang, die mit einer Reduktion der Zahl der Nervenzellen im Ursprungsgebiet verbunden
ist. Einem Teil der eingewachsenen Axonendigungen gelingt es nicht, synaptische Ver-
bindungen permanent aufrechtzuerhalten. Der einsetzende Mangel an neurotrophen
Faktoren fuhrt bei den betroffenen Neuronen zum apoptotischen Zelluntergang und da-
mit zu Zellzahlen, die denen des ausgereiften Differenzierungszustandes naher kommen
(z. B.: Landmesser and Pilar, 1978; Clarke, 1990; Clarke and Clarke, 1996; Li et al.,

2001). Im allgemeinem findet man diese ,duale“ Phase bei Vertebraten am Ende der
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embryonalen Entwicklung und sie dauert speziesspezifisch einige Zeit Uber die Geburt
hinaus an.

Das voll entwickelte postmitotische Nervengewebe des Menschen ist zunachst fur eine
Lebensspanne von maximal 3 bis 4 Dekaden angelegt worden. In Folge der sozio-
Okonomischen Entwicklung der menschlichen Gesellschaft in den letzten 100 Jahren hat
sich aber, vor allem in den entwickelten Industriestaaten, diese Situation grundlegend
gewandelt. Veranderte Lebensbedingungen verbunden mit einer generell erhdhten
Lebensqualitat sowie deutlich verbesserten medizinischen Versorgungsmoglichkeiten
haben die Lebenserwartung inzwischen mindestens verdoppelt. Welche Konsequenzen
ergeben sich dabei fir ein Gewebe, bei dem die Konstanz der interzellularen Verbin-
dungen Voraussetzung fur den Funktionserhalt ist ? Ob im Laufe der normalen Alter-
ungsprozesse die Zahl der Nervenzellen abnimmt, oder ein Teil lediglich atrophiert und
sich herkdmmlichen Nachweismethoden entzieht (z. B.: Cragg, 1970; Lieberman, 1971;
Grafstein, 1975; Titmus and Faber, 1990), ist nicht sicher bestimmt. Problematisch, d. h.
von erheblicher 6konomischer Relevanz, ist die Tatsache, dal zum einen unfallbedingte
Schadigungen von PNS und ZNS erhebliche finanzielle Ressourcen binden, und zum
anderen das Nervengewebe die Alterung des Gesamtorganismus eben nicht schadlos
Ubersteht. Geht man von derzeitigen Prognosen der Altersforschung aus, so wird die
Bevolkerung der entwickelten Industrienationen in wenigen Jahrzehnten im zweistelligen
Prozentbereich allein mit den verschiedenen Formen der Demenzerkrankungen kon-
frontiert sein. Mehr denn je ergibt sich daher die Notwendigkeit, nicht nur die Entwicklung
und Differenzierung des Nervengewebes besser zu verstehen, sondern molekulare
Mechanismen des physiologischen Alterns sowie die der neuronalen Reaktionsmuster
auf ,Schadigung” einschlieRlich neuroimmunologischer Zusammenhange herauszu-
finden. Auf dieser Basis gilt es dann, therapeutische Strategien im Sinne einer “Neuro-
protektion“ zu entwickeln. Aus neurobiologischer Sicht stellt sich damit ganz klar die
Frage nach neuronalen Systemen, an denen man modellhaft diese Probleme unter-

suchen kann.

In der vorliegenden Habilitationsschrift soll am Beispiel der septohippokampalen
Projektion, einem axonalen System, welches den Septumkomplex mit der Hippokampus-
formation verbindet, gezeigt werden, welche Konsequenzen sich fur zentrale Neurone
nach Schadigung durch Axotomie ergeben. Es wird deutlich werden, wie unterschiedlich

die Ansichten hinsichtlich der Interpretation der Befunde dazu selbst im neueren Schrift-



tum sind. Dieses zentrale System hat u. a. den grof3en Vorteil, dal® sowohl wahrend der
Entwicklung als auch insbesondere nach Schadigung bereits aus dem PNS bekannte
“klassische” neurotrophe Faktoren, wie z. B. der Nervenwachstumsfaktor (,nerve growth
factor, NGF), als auch andere, ursprunglich als rein “hamatopoetische® Zytokine
aufgefalte, Molekile wirksam sind. Das erleichtert sowohl die Interpretation der Befunde
als auch die Diskussion zu therapeutischen Interventionsstrategien.

Interessanterweise sind die zellularen Veranderungen, die im Septumkomplex nach
Axotomie der septohippokampalen Projektion auftreten, denen sehr ahnlich, die im Laufe
des normalen menschlichen Alterungsprozesses bzw. bei der Alzheimer’schen Demenz
auftreten. Die Degeneration der geschadigten Neurone in den verschiedenen neuronalen
Kerngebieten des basalen Vorderhirnes erfolgt nach einem einheitlichen Muster und ist
mit erheblichen kognitiven Defiziten verbunden (z. B.: Bartus et al., 1982; Whitehouse et
al., 1982; Coyle et al., 1983; Miyamoto et al., 1987; Braak and Braak, 1991). Erst das
Verstehen dieser Mechanismen erdéffnet Moglichkeiten, das prozelRhafte Voranschreiten
der zellularen Degeneration zumindest zu stoppen, und ist damit von erheblicher

klinischer Relevanz.

Anmerkung:

Die in folgenden Text fett markierten Zitate befinden sich ab S. 85 im Anhang.



2. Septumkomplex und Hippokampusformation

2.1. Das septohippokampale System

Der Septumkomplex liegt im Bereich des basalen Vorderhirns. Beim Menschen befindet
er sich in der medialen Hemispharenwand und wird rostro-ventral vom Genu corporis
callosi, dem Hippokampus prakommissuralis, der Regio retrobulbaris und dem Tuber-
culum olfactorium begrenzt. Der Fornix, die Commissura rostralis, die Area praeoptica
sowie die Lamina terminalis bilden die kaudo-ventralen Nachbarstrukturen. Die Septum-
region wird mit anderen Kerngebieten wie dem Diagonalen Band (Broca) und dem
Nucleus basalis magnozellularis (Meynert) zum Basalkernkomplex zusammengefal3t
(Ubersicht: Stephan, 1975). Die Morphologie der Septumregion wurde erstmals von
Brockhaus (1942a; b) genauer beschrieben. Weitere Untersuchungen, die an niederen
Primaten bzw. Insektenfressern ebenfalls mit der klassischen Nissl-Farbung durchge-
fuhrt wurden, ergaben aufgrund zellmorphologischer Kriterien die Einteilung in vier Kern-
gebiete. Demnach existiert eine dorsale, eine laterale (Nucleus lateralis septi, LS), eine
medio-kaudale (Nucleus medialis septi MS, Diagonales Band von Broca, DB) und eine
posteriore Kerngruppe (Ubersichten: Stephan, 1975; Swanson and Cowan, 1976). Die
interne Verschaltung der einzelnen Septumanteile untereinander ist bis heute wenig
untersucht worden (Ubersicht: Jacab and Leranth, 1995), jedoch liegen fiir Ratten
detailierte Befunde zur reziproken Verbindung mit der Hippokampusformation vor. Fur
das Verstandnis des Lasionsmodelles ,Fimbria-Fornix-Durchtrennung® (FFD) sollen
diese Projektionen genauer beschrieben werden.

Aus den Kerngebieten des MSDB-Komplexes projizieren cholinerge (z. B.: Mesulam et
al., 1983; Sofroniew et al., 1985; Varga et al., 2003) und GABAerge Neurone (z. B.:
Amaral and Kurz, 1985; Freund, 1988) Uber das Fimbria-Fornix-System (FFS) in die
Hippokampusformation (siehe Abb. 1; Gaykema et al., 1990; Ubersichten: Dutar et al.,
1995; Jakab and Leranth, 1995). Von den septalen GABAergen Neuronen projizieren nur
diejenigen in den Hippokampus, welche das Kalzium-bindende Protein Parvalbumin
exprimieren (Freund, 1989). Tracerstudien haben ergeben, dal} beide Zelltypen im
Verhaltnis von etwa 3:2 (chol. / GABAerge Neurone) die septohippokampale Projektion
bilden (z. B.: Mesulam et al., 1983; Kohler et al., 1984; Amaral and Kurz, 1985; Freund,
1989; Linke et al., 1994; Naumann et al., 2003). Wahrend cholinerge Neurone den



Hippokampus diffus innervieren (Frotscher and Léranth, 1985; Ubersicht: Swanson et al.,
1987), terminieren die septalen GABAergen Fasern selektiv an hippokampalen GABA-
ergen Neuronen (Freund and Antal, 1988; Freund, 1989).

@ parvalbumin-containing GABAergic neurons

A cholinergic neurons

Abb. 1:

In der linken Abbildung sind die rdumlichen Ausdehnungen der Kerngebiete des Mediales Sep-
tums und des Diagonalen Bandes (MSDB) sowie die Lage der Hippokampusformation (HF) in
der Ratte dargestellt. Innerhalb des Fimbria-Fornix-Systems (ff) verlaufen die septohippo-
kampalen Projektionen der beiden Kerne zum Hippokampus retrokommissuralis.

Cholinerge und Parvalbumin-exprimierende GABAerge Neurone des Medialen Septums
projizieren in die Hippokampusformation (rechte Abb.). Die septohippokampale Projektion
besteht aus insgesamt drei Teilprojektionen, die um das Corpus callosum angeordnet sind: sc =
»supracallosal striae®, df = ,,dorsal fornix“ und f = ,fimbria®“. Die Durchtrennung dieser
Projektionen erfolgt durch aspirative Saugldsion in der Mitte zwischen beiden Kerngebieten und

fiihrt zur Axotomie der Neurone des Medialen Septums und des vertikalen Teils des Diagonalen
Bandes (VDB).

Neben der septohippokampalen Projektion enthalt das FFS auch die reziproken hippo-
kamposeptalen Verbindungen. Die glutamatergen Hippokampuspyramiden erreichen bi-
lateral jedoch ausschlieBlich die Kerngebiete des LS (z. B.: Raisman, 1966; Gaykema,
1991). Eine kleine direkte hippokamposeptale Verbindung zum Gebiet des MSDB nimmt
ihren Ursprung von GABAergen Neuronen des Hippocampus (Gaykema et al., 1991;
Toth et al., 1993). Es bestehen somit zwischen beiden Hirnstrukturen sehr spezifische
Verbindungen; ob die Schleife innerhalb des Septums zwischen LS und MS direkt oder
indirekt Uber das Diagonale Band geschlossen wird, ist gegenwartig noch offen (siehe
Abb. 2; Witter et al., 1992; Brauer et al., 1998).
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Abb. 2 :

Cholinerge und Parvalbumin-exprimierende Neurone des Medialen Septums projizieren exklusiv
in die Hippokampusformation. Innerhalb des Fimbria-Fornix-Systems ziehen weiterhin die Axone
hippokampaler Pyramiden in das Kerngebiet des Lateralen Septums. Eine direkte GABAerge Pro-
jektion hippokampaler “Interneurone* auf GABAerge Neurone im Mediale Septum ist beschrie-
ben worden. Die Fimbria-Fornix-Durchtrennung fiihrt im Medialen Septum vor allem zu retro-
grader zelluldrer Degeneration, das Laterale Septum wird in erheblichem Malle deafferenziert.

Die Kerngebiete des basalen Vorderhirnes innervieren alle Teile des Allo-, Palao- und
Neokortex sowie viele subkortikale Strukturen (Ubersichten: Swanson et al., 1987; Jacab
and Leranth, 1995; Gritti et al., 1997). Trotz dieser weitlaufigen Innervationsgebiete
scheint die axonale Kollateralisation des einzelnen Neurons gering zu sein, d. h. die ein-
zelne Zelle besitzt ein sehr umschriebenes Projektionsgebiet (Price and Stern, 1983;
Sofroniew et al., 1990; Naumann et al., 1996). Die Innervation der Hippocampus-

formation zwischen der Fascia dentata und CA1 erfolgt durch cholinerge und GABAerge
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Neurone des MS sowie dem vertikalen Anteil des DB (vDB). Kaudalere Abschnitte des
basalen Vorderhirnes (horizontaler Teil des DB, Nucleus basalis Meynert) innervieren
diese allokortikalen Abschnitte kaum noch. Diese Strukturen projizieren vor allem in den

Palao- und Neocortex.

Entscheidend fur die Etablierung der septohippokampalen Projektion als Regenerations-
modell waren die Lasionsstudien von Sofroniew und Mitarbeitern (1986; 1987; 1988;
1990). Zunachst konnte gezeigt werden, dal® mehr als 95% der cholinergen Neurone des
MS in die Hippokampusformation projizieren. Es bestehen somit, anders als bei den sich
kaudal anschlieRenden Kerngebieten des basalen Vorderhirnes, keine nennenswerten
Verbindungen zum Neokortex. Die analoge Spezifitat der das Kalzium-bindende Protein
Parvalbumin enthaltenden Subpopulation GABAerger Neurone wurde bereits erwahnt.
Aufgrund der dorsalen Lage der drei septohippokampalen Projektionsbahnen (siehe
Abb. 1; Gaykema et al., 1990; Peterson, 1994) ist die operative Zuganglichkeit gewahr-
leistet, ohne dabei vitale Funktionen der Versuchstiere zu beeintrachtigen. Entsprechend
der Zielspezifitat der Neurone des MS fuhrt damit die Penetration der Kortexabschnitte,
die oberhalb des FFS liegen, nicht zur Verfalschung der experimentellen Daten. Selbst
grof¥flachige Abtragungen kortikaler Rindenareale fihren nicht zu Zellverlusten im MS
(Sofroniew et al., 1987). Detailierte Tracerstudien haben weiter gezeigt, dal} 80 % der
septohippokampalen Projektionsneurone zum ipsilateralen Hippokampus ziehen, 15%
terminieren kontralateral oder bilateral in dieser Formation. Simultane Applikationen von
mehreren Fluoreszenztracern in den Hippokampus sowie in verschiedene andere Hirn-
regionen ergaben entsprechend (s. o.), da® weniger als 5% der septohippokampalen
Projektionsneurone zusatzliche extrahippokampale Zielgebiete besitzen (Peterson 1989;
Sofroniew et al., 1990; Naumann et al., 1996; Gritti et al., 1997).

2.2. Die Entwicklung des Septumkomplexes

Die Kerngebiete des Septums bilden sich bei Ratten und Mausen zwischen den
Embryonaltagen E 13 und E 17, wobei fur den MSDB-Komplex ein kaudo-rostraler
Gradient besteht und maximale Neurogenese im MS einen Tag eher auftritt (E 15) als im
DB (Lawson et al., 1977; Bayer, 1979; 1985; Semba and Fibinger, 1988). Insgesamt ist

die Neurogenese in den einzelnen Unterkernen der Septumregion zum E 17 weitgehend



abgeschlossen (Bayer, 1979). Mehrere Autoren berichten bereits fir diesen Ent-
wicklungstag, dal} sich der cholinerge Phanotyp bei vielen Neuronen des MS entwickelt
hat (Fine, 1985; Schwab et al., 1988; Brady et al., 1989; Koy and Loy, 1989; Schambra
et al., 1989; Thal et al., 1991). Die Nachweise wurden entweder immunzytochemisch mit
Antikdrpern gegen das Transmitter-assoziierte Enzym Acetylcholintransferase (ChAT;
Eckenstein and Thoenen, 1982; Eckenstein and Sofroniew, 1983) oder histochemisch fur
Acetylcholinesterase (ACHE; vgl. Mesulam et al., 1987) gefuhrt. In anderen Unter-
suchungen gelang der Nachweis des cholinergen Phanotyps mit diesen Markern erst
postnatal (z. B.: Milner et al., 1983; Bender et al., 1996). Am Ende der pranatalen Ent-
wicklung, d. h. etwa zu E 18 — E 19, sind im Fimbria-Fornix-System erste Axone der
septohippokampalen Projektion nachgewiesen worden (Crutcher, 1982; Armstrong et al.,
1987; Linke and Frotscher, 1993); die vollstandige Innervation der Hippokampus-
formation wurde jedoch nicht vor den postnatalen Tagen P 5 - P 8 beobachtet (Linke
and Frotscher, 1993). Eigene Untersuchungen mit Tracerapplikationen zu diesem Zeit-
punkt zeigten, dal® die synaptischen Verbindungen zwischen den septalen Neuronen
und ihren hippokampalen Zielzellen noch sehr unreif sein mussen. Nur wenige Neurone
im Septum konnten mit Farbstoffen retrograd vom Hippokampus aus markiert werden
(Plaschke et al., 1997).

Der Zeitpunkt des Einwachses der septohippokampalen Axone in den Hippokampus ist
fur beide Regionen mit dramatischen Veranderungen bezlglich des Neurotrophin- und
Transmitterstoffwechsels verbunden. Innerhalb der ersten Lebenswoche der Ratte
kommt es zunachst zur Erhohung der pranatal sehr niedrigen Basalexpression von
NGFmMRNA bzw. NGF im Hippokampus. Zeitlich um 1 bis 2 Tage versetzt werden die
beiden Rezeptoren fiir den NGF (p75"'R und trkA) in den cholinergen Somata des
Septums hochreguliert und diese dann auch in den septalen Axonen im Hippokampus
nachweisbar. Die NGF-Aufnahme triggert nun die Differenzierung des cholinergen
Phanotyps; maximale Werte fur das Transmitter-assoziierte Markerenzym Acetylcholin-
transferase (ChAT) wurden in der zweiten und dritten Lebenswoche im Septum und im
hippokampalen Zielgebiet gemessen. Weiterhin beeinflul3t NGF neben der Acetylcholin-
Synthese auch dessen Freisetzung sowie die Expression des vesikularen Acetylcholin-
transporters (z. B.: Takai et al., 1997; Oosawa et al., 1999; Auld et al., 2001). Identische
Verhaltnisse bestehen fur die anderen cholinergen Kerngebiete des basalen Vorder-
hirnes (DB, Meynert-Kern) und deren neokortikale Zielstrukturen (z. B.: Gnahn et al.,
1983; Large et al., 1986; Mobley et al., 1986; Whittemore et al., 1986; Auburger et al.,
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1987; Higgins et al., 1989; Cavicchioli et al., 1991; Holtzmann et al., 1992; Gibbs and
Pfaff, 1994; Sobreviela et al., 1994; Ubersichten: Korsching, 1993; Li et al., 1995;
Canossa et al., 1997).

Zwischen P 10 und P 12 ist die Mehrzahl der cholinergen Projektionsneurone immun-
zytochemisch mit entsprechenden Antikdrpern gegen ChAT nachweisbar (Ubersicht:
Sofroniew et al., 1987); die Detektion der ChATmRNA mit der in-situ-Hybridisierung
gelingt etwa 6 Tage eher (Bender et al., 1996). Maximale Zellzahlen werden bei Ratten
und Mausen zwischen P 15 und P 20 gefunden (Sofroniew et al., 1987; Naumann et al.,
2002). In diesem Stadium haben cholinerge Neurone des basalen Vorderhirnes aulder-
dem ihre groten Zelldurchmesser; ihr axonaler Plexus ist jetzt in den allo- und neo-
kortikalen Zielregionen voll entwickelt (Higgins et al., 1989; Koh and Loy, 1989). Danach
kommt es, parallel zur leichten Verminderung der Expression von NGF und seiner
Rezeptoren, zur Reduktion sowohl der Immunreaktivitat und der Enzymaktivitat der
ChAT im Septum und im Hippokampus als auch zur Reduktion der Zelldurchmesser der
cholinergen Neurone. Bezogen auf diese Kriterien wird das reife Adultstadium bei Ratten
4 bis 6 Woche nach der Geburt erreicht (z. B.: Sofroniew et al., 1987; Cavicchioli et al.,
1991; Li et al., 1995). Andere in vivo Untersuchungen, durchgeflhrt an neugeborenen
Ratten bzw. an Schnittkulturen, haben den Zusammenhang zwischen der hippo-
kampalen Expression des neurotrophen Faktors NGF und der dadurch induzierten
Differenzierung cholinerger Neurone bestatigt: die Applikation von Antikdrpern gegen
NGF blockiert die Expression der ChAT und somit die Differenzierung des cholinergen
Phanotyps (z. B.: Hefti et al., 1985; Vantini et al., 1989; Svendsen et al., 1994). Diese
zeitlichen Ablaufe sind, bei deutlich geringerer Literaturdichte, prinzipiell auch fur Mause
gultig (z. B.: Virgili et al., 1991). Jedoch haben eigene Untersuchungen gezeigt, dal} die
vollstandige Entwicklung der cholinergen septohippokampalen Projektion hin zum
adulten Reifungszustand langer andauert und bei Mausen erst nach etwa 2-3 Monaten

abgeschlossen ist (Naumann et al., 2002).

Zusammenfassend konnen reife cholinerge Neurone des basalen Vorderhirnes folgen-
dermaRen charakterisiert werden: sie exprimieren die Proteine fir ChAT, p75"'" und
trkA (z. B.: Steininger et al., 1993; Sobreviela et al., 1994). Im Sinne der “Neurotrophen
Hypothese® (siehe Kapitel 2.3.) bilden sie den ,target-derived neurotrophic factor* NGF

nicht selbst, sondern nehmen das Protein Rezeptor-vermittelt in den kortikalen Zielge-
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bieten auf (z. B.: DiStefano et al., 1992; McAllister et al., 1999; Yano et al., 2001; Bronf-
man et al., 2003).

Dieses Expressionsmuster bleibt im Adultzustand der Ratten und Mause relativ konstant.
Erst im Zustand des fortgeschrittenen Alters, bei diesen Tieren nach etwa 1,5 Jahren,
treten spezifische Veranderungen auf. Aus unbekannten Grinden kommt es charak-
teristischerweise Uber Einschrankungen des retrograden Transportes (Cooper et al.,
1994; De Lacalle et al., 1996) initial zur Verminderung des NGF-Proteins in den Kernen
des basalen Vorderhirnes. Dabei soll die NGF-Synthese in den kortikalen Zielgebieten
nicht eingeschrankt sein (gegenteilige Befunde: Larkfors et al., 1987). In der Folge
werden cholinerge Neurone zunehmend atrophisch, die Reduktion der ChAT-Aktivitat ist
im Nucleus basalis Meynert am starksten ausgepragt. Weiter auffallig ist, dal3 auch der
hochaffine NGF-Rezeptor trkA, nicht aber der Neurotrophinrezeptor p75N"", herunter-
reguliert wird (Cooper et al., 1994). Diese altersabhangigen Veranderungen im Neuro-
trophinsystem (z. B.: Koh and Loy, 1988; Fischer et al., 1989; Hellweg et al., 1990), die
auch fur humanes Gewebe gezeigt wurden (z. B.: Kerwin et al., 1993; Mufson and Kor-
dower, 1992; Chen et al., 1996; Mufson et al., 2002), sind begleitet von zunehmender
kognitiver Beeintrachtigung vor allem hinsichtlich des ,raumlichen Lernens / Gedachnis-
ses”. In einer Reihe von Versuchen ist fur Ratten gezeigt worden, dal® eben diese Veran-
derungen unter exogener NGF-Zufuhr reversibel sind und somit tatsachlich ein Neuro-
trophinmangel im basalen Vorderhirn vorliegt (z. B.: Fischer et al., 1987; Backman et al.,
1996). Die genannten Veranderungen in den zentralen cholinergen Systemen, die denen
bei der Alzheimer’schen Demenz prinzipiell ahnlich sind (Ubersichten: Auld et al., 2002;
Frolich, 2002; Mufson et al., 2002), werden bezuglich der Neurotrophinregulation u. a. im
Zusammenhang mit deren Mitabhangigkeit vom Hormonstoffwechsel, z. B. von Gluko-
kortikoiden, diskutiert (Mocchetti et al., 1996; Lindholm et al., 1994; Gibbs, 1997; Gibbs
and Aggarwal, 1998; Shi et al., 1998; Ubersicht : Gibbs, 2003). Deren altersbedingte Re-
duktion verstarkt moglicherweise das Neurotrophindefizit, weil offenbar gleiche Signal-
transduktionswege betroffen sein kénnen (Ubersichten: Toran-Allerand et al., 1999;
2000).
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2.3. Neurotrophine, ihre Rezeptoren und die “Neurotrophe Hypothese*

Die Entdeckung des Nervenwachstumsfaktors NGF vor etwa einem halben Jahrhundert
(Ubersichten: Levi-Montalcini, 1987; Oppenheim, 1991; Shooter, 2001) und seiner tro-
phischen Wirkungen hat Hypothesen bestatigt, die bereits von Cajal postuliert wurden
(Ramon y Cajal, 1928; s. u.). Der Nervenwachstumsfaktor wurde zufallig bei Experimen-
ten entdeckt, die sich mit den Interaktionen zwischen neuronalen Kerngebieten bzw.
Ganglien und denen von ihnen innervierten Zielregionen in der Entwicklung beschaftig-
ten. In den spaten 40er Jahren war bekannt, dal} die Exstirpation einer Organanlage im
Sinne der Reduktion des Zielgebietes zum Verlust vieler Neurone in den entsprechenden
Ganglien fuhrt. Umgekehrt konnte durch Transplantation zusatzlichen Gewebes eine
Hyperplasie in den Kerngebieten induziert werden, die diese Struktur innervieren (Ham-
burger and Levi-Montalcini, 1949; Levi-Montalcini and Angeletti, 1968). Zusammen-
fassend flihrte die Summe der genannten sowie vieler spaterer Arbeiten zur Aufklarung
der Wirkungsweise des NGF im peripheren Nervensystem und zur Formulierung der
klassischen ,Neurotrophen Hypothese®. Sie besagt, dal® wahrend der Entwicklung des
Nervengewebes nur jene Neurone Uberleben, welche den im Zielgebiet begrenzt vor-
handenen neurotrophen Faktor Rezeptor-vermittelt aufnehmen und retrograd zum Soma
transportieren kdnnen (Ubersichten: Thoenen and Barde, 1980; Levi-Montalcini, 1987;
Whittemore and Seiger, 1987; Thoenen et al., 1987; Korsching, 1993; Davies, 1994;
Shooter, 2001; Huang and Reichardt, 2001). Assoziierte Phanomene wie der ent-
wicklungsbedingte neuronale Zelltod sowie die Retraktion von uberzahligen Axon-
kollateralen fanden damit ebenfalls eine Erklarung (Ubersichten: Cowan et al., 1985;
Oppenheim, 1991). Die Dichte der peripheren axonalen Innervation korreliert mit dem
Niveau der Expression des NGF im Zielgebiet (Korsching and Thoenen, 1983; Heumann
et al., 1984; Shelton and Reichardt, 1984; Davies et al., 1987; Hoyle et al., 1993). Im
peripheren sympathischen bzw. sensorischen Nervensystem ist damit die Entwicklung,
das Uberleben sowie die synaptische Differenzierung der Neurone untrennbar mit dem

Vorhandensein neurotroph wirkender Molekule verknupft.

Die biologisch aktive Form des Nervenwachstumsfaktors ist das Dimer des BNGF (2.5S
NGF: MG = 24.000), einer Untereinheit des vor allem in der Glandula submaxillaris vor-
kommenden hochmolekularen 7S-NGF-Komplexes. Die beiden identischen Polypeptid-

ketten sind nicht-kovalent gebunden; die Monomere, die selbst noch trophische Aktivitat
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besitzen, sind jeweils Ketten mit einer Lange von 118 Aminosauren (zur Struktur und
Biosynthese: Scott et al., 1983; McDonald et al., 1991; Shooter, 2001). Inzwischen sind
weitere Molekule gefunden worden, die aufgrund der hohen Sequenz- und Struktur-
ahnlichkeit mit NGF (Ubersichten: Hallbodk et al., 1991; Ibafiez, 1998; Hallbéok, 1999;
Huang and Reichardt, 2001) zur Familie der ,Neurotrophine“ zusammengefalt werden:
,brain-derived neurotrophic factor® (BDNF; Barde, 1989; Leibrock et al., 1989), ,neuro-
trophin-3“ (NT-3; Ernfors et al., 1990; Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990 b;
Rosenthal et al., 1990), ,neurotrophin-4/5“ (NT-4/5; Berkemeier et al., 1991). Sie kom-
men bereits bei niederen Vertebraten vor; weitere Homologe wie NT-6 (Go6tz et al., 1994)
und NT-7 (Nilsson et al., 1998) wurden in Fischen gefunden.

Die verschiedenen Neurotrophine kommen im Organismus in sehr unterschiedlichen
Organen und Geweben und zumeist in verschiedensten Kombinationen vor (z.B.:
Davies, 1994; Levi-Montalcini et al., 1996; Torcia et al., 1996; Huang and Reichardt,
2001). Hinsichtlich ihrer genauen Lokalisation im neuronalen bzw. nicht-neuronalen
Gewebe und ihrer Rezeptorspezifitat (s. u.) kdnnen aufgrund ahnlicher tropher Wirk-
ungen sog. ,Subgruppen® postuliert werden (z. B. NGF/NT-3 u. BDNF/NT-3/NT-4; Ip et
al., 1993b; Ubersicht: Huang and Reichardt, 2001), so daR jede Spezies der Vertebraten
im entsprechenden Gewebe zumindest Uber ein wirksames Neurotrophin dieser Klasse
verfugt. Weiterhin konnen einige Neurotrophine, die normalerweise als nicht-kovalent
gebundene assoziierte Homodimere funktionell aktiv sind, auch Heterodimere mit
Einheiten anderer Neurotrophine bilden und somit in ihrer biologischen Funktionen mo-
duliert werden (Ubersicht: Huang and Reichardt, 2001). SchlieRlich kompliziert sich die
Situation beispielsweise auch dadurch, dal} in der Entwicklung unterschiedlicher neu-
ronaler Populationen deren Abhangigkeit von einem bestimmten Neurotrophin innerhalb
sehr enger Zeitfenster wechseln kann und damit ihre Differenzierung auch von der
Presenz des “richtigen” Neurotrophins u. seines Rezeptors zur richtigen Zeit abhangt (z.
B.: Maisonpierre et al., 1990 a; Davies et al., 1995; Pifion et al., 1996).

Die Neurotrophine gelangen im Synthesegebiet (z. B. NGF im Hippokampus) Uber spe-
zifische Rezeptormolekiile in die Zielzellen (z. B. in Axone der cholinergen Neurone des
basalen Vorderhirnes). Aufgrund unterschiedlicher Bindungsaffinitaten (Sutter et al.,
1979) konnten fur NGF zwei Membranrezeptoren identifiziert werden: zuerst der niedrig-
affine p75"""-Rezeptor, welcher strukturell den Rezeptoren der Tumornekrosefaktor-
familie &hnlich ist (siehe Abb. 4; Ubersichten: Johnson et al., 1986; Liepinsh et al., 1997;
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Radeke et al., 1987; Chao and Hempstead, 1995; Bothwell, 1996; Dechant and Barde,
2002), und spater das Protein des Protoonkogens trkA als hochaffiner NGF-Rezeptor
(Altar et al., 1991; Hempstead et al., 1991; Holtzman et al., 1992; Kaplan et al., 1991a;
b). Neben ihrer Kinetik unterscheiden sich die beiden Rezeptoren in der Spezifitat der
Ligandenbindung. Wahrend der p75""R-Rezeptor mit dhnlicher Affinitat auch die ver-
wandten Neurotrophine BDNF, NT-3 und NT-4/5 bindet, wird trk A hauptsachlich durch
NGF aktiviert (Ubersicht: Sofroniew et al., 2001). Die durch NT-3 vermittelte Aktivierung
des trkA erfordert vielfach hohere Konzentrationen (Cordon-Cardo et al., 1991). Die
Neurotrophine BDNF, NT-3 (Klein et al., 1989; 1991; Soppet et al., 1991; Squinto et al.,
1991) und NT-4 (Klein et al., 1992) binden spezifisch an trkB, NT-3 hochaffin an trkC
(Lamballe et al., 1991; Rodriguez-Tébar et al., 1992). Sowohl fur die Tyrosinkinase-
Rezeptoren (trkA: Clary and Reichardt, 1994; trkB: Eide et al., 1996; Fryer et al., 1996;
Strohmaier et al., 1996) als auch fiir den p75"""-Rezeptor (von Schack et al., 2001;
Naumann et al., 2002) sind inzwischen alternative Splicevarianten beschrieben worden.
Uber deren Funktion besteht, insbesondere unter Berlicksichtigung der Tatsache, daf
bereits die Dimer- bzw. Heterodimerbildungen der ,full-length“-Formen der Tyrosinkina-

5NTR verschiedene funktionelle Bedeutungen besitzen, noch

se-Rezeptoren mit dem p7
keine Klarheit und scheint vom jeweiligen Zellsystem abzuhangen (z. B.: Ip et al.,,
1993b). Da von verschiedenen Zelltypen (z. B. cholinergen Neuronen des basalen
Vorderhirnes und des sich entwickelnden Striatums) sowohl ein hochaffiner trk-Rezeptor
als auch der p75"™" exprimiert wird, ist eine Interaktion im Sinne der Bildung eines
Rezeptorkomplexes fiir die Ligandenbildung wahrscheinlich. Altere Studien deuteten
darauf hin, daR p75"'® fiir die funktionelle Form des Neurotrophinrezeptors essentiell ist.
Andererseits wurde aber auch gezeigt, dal® die verschiedenen trk-Rezeptoren allein die
Wirkung der Neurotrophine vermitteln kdnnen (siehe Abb. 3; z. B.: Lucidi-Phillipi et al.,
1996; White et al., 1996; Bredesen and Rabizadeh, 1997). Inzwischen geht man davon
aus, dal} die Interaktion beider Rezeptoren zu einer hoheren Affinitat gegenuber den
Liganden fuhrt und so deren Wirksamkeit bei niedrigen Konzentrationen gesteigert wird
(Ubersichten: Ibanez et al., 1992; Dobrowsky et al., 1994; Chao and Hempstead, 1995;
Carter et al., 1996; Carter and Lewin, 1997; Ibanez, 1998; Kaplan and Miller, 2000; Sof-
roniew et al., 2001). SchlieBlich kann die Rezeptorkomplexbildung der trk-Rezeptoren

NTR
5

durch Assoziation mit p7 nicht nur die Ligandenwirksamkeit verandern sondern auch

deren Aktivierbarkeit zugunsten eines anderen Neurotrophins verschieben (Ubersichten:
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Abb. 3 :

Die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege durch Neurotrophine erfolgt durch die Bindung an den
jeweils spezifischen transmembraniren Tyrosinkinaserezeptor (trks). Der niedrigaffine p75™ '~ —
Rezeptor kann alle Neurotrophine mit gleicher Affinitdt aber unterschiedlicher Kinetik binden.
Die intrazelluldre Doméne besitzt keine katalytische Aktivitit, interagiert aber mit verschiedenen
Adapterproteinen.

Die Vielzahl der moglichen biologischen Effekte bei der Aktivierung dieser Rezeptoren hingt
zunéchst davon ab, welche und wie stark die Rezeptoren von den verschiedenen neuronalen bzw.
nicht-neuronalen Zellen exprimiert werden. Bei der Koexpression der trks mit dem p75™'" kann
sowohl die Affinitit als auch die Spezifitit der Ligandenbindung moduliert werden (Ubersichten:
Bibel and Barde, 2000; Kaplan and Miller, 2000; Hempstead, 2002). Fiir die nachfolgende intra-
zelluldre Signaltransduktion sind allein fiir die verschiedenen Phosphorylierungsstellen der trks
inzwischen (neben dem Ras- oder PLCy-pathway) mindestens 6 weitere Signalwege beschrieben
worden (Sofroniew et al., 2001).
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Abb. 4 :

In (1) ist die Struktur des p75™ ' * sowie die der Tyrosinkinaserezeptoren abgebildet. Im extrazellu-
liren Teil des Rezeptors besitzt der p75™'* vier Cystein-reiche Doménen und ist damit strukturell
der Familie der Tumornekrosefaktorrezeptoren verwandt (1a). Vor allem die juxtamembranire
Domaéne des Rezeptors soll fiir die Transduktion apoptotischer Signale verantwortlich sein.

Fiir die Neurotrophinbindung sind die Cystein-Doménen 2-4 (orange) essentiell, die im Exon III
kodiert sind (vgl. Lee et al., 1992). Bei der kurzen Form des Rezeptors (s-p75SNTR; vgl. von
Schack et al., 2002) sind diese Doménen in Folge alternativen ,,splicings* von Exon III nicht
vorhanden. Wahrscheinlich ist die intrazellulire Bindung der Adapterproteine nicht verdndert und
entspricht der des kompletten Rezeptors (FL-p75™ ™).

(1b) Der niedrigaffine p75™"™® kann mit jedem der hochaffinen Tyrosinkinaserezeptoren (trkA,
trkB, trkC; blau) interagieren und die zelluldre Antwort modulieren.

Der p75™"™® kann sowohl intra- als auch extrazelluldr mit verschiedensten Molekiile interagieren
(2). Als extrazelluldre Liganden werden die Neurotrophine NGF, pro-NGF, BDNF, NT-3 und NT-
4/5 gebunden (2a). Desweiteren konnen u. a. sog. ,,non-neurotrophin ligands“ (2b) wie CRNF
(,,cystein-rich neurotrophic factor*), RV-Gs (rabies viral capsid glycoprotein®), AB (ein Peptid des
Amyloid-Precursor-Proteins) oder PrP (ein neurotoxisches Fragment des ,,prion-protein®) ge-
bunden werden. Neben der Homodimerisierung sind Interaktionen mit den Tyrosinkinaserezep-
toren (2c¢), mit dem Nogo-Rezeptor (NgR), verschiedenen Gangliosiden (z. B. GT1b), und dem
»ankyrin repeat-rich membrane spanning protein“ (ARMS) beschrieben.

Die unterschiedlichen biologischen Effekte, bei deren Vermittlung der p75™ '~ beteiligt ist, werden
durch verschiedenste Adapterproteine vermittelt (3). In Abhidngigkeit vom Expressionsmuster des
jeweiligen Zelltyps kdnnen Zelltod (z. B. iiber pro-NGF) oder Uberleben und Differenzierung (bei
Koexpression der trks) initiiert werden (3a). Ubersicht fiir die Adapterproteine: Dechant and
Barde, 2002. Uber die Neurotrophine kann weiterhin EinfluB auf den Zellzyklus genommen
werden (3b). p75"™ beeinfluBt wihrend der Entwicklung und unter den Bedingungen der
Regeneration axonales Wachstum (3¢). Uber die intrazelluldre Bindung von Rho wird einerseits
die Axonelongation gehemmt, die extrazelluldre Bindung der Neurotrophine hebt diese Hemmung
auf. Die Bedeutung der Interaktion mit dem Nogo-Rezeptor, der selbst drei verschiedene
wachstumshemmende Myelin-assoziierte inhibitorische Molekiile binden kann, ist noch nicht
endgiiltig aufgeklart. SchlieBlich beeinfluBt der p75™ '™~ in Abhingigheit von der Prisenz der trks
und der Bindung eines bestimmten Neurotrophins die synaptische Transmission (3d).

Chao, 1992; Hantzopoulos et al., 1994; Bothwell, 1996; Carter and Lewin, 1997; Bibel et
al., 1999; Huang and Reichardt, 2002).

Fir die Tyrosinkinaserezeptoren als auch fiir den p75"""-Rezeptor sind mehrere intra-
zellulare Signalwege beschrieben worden (z. B.: Riccio et al., 1997; Ubersichten: Huang
and Reichardt, 2001; Sofroniew et al., 2001). Zusatzliche Komplexitat entsteht dadurch,
daR z. B. der p75""R aufgrund seiner Struktur nicht nur Neurotrophine, sondern ein brei-
tes Spektrum an intra- bzw. extrazellularen Signal-vermittelnden Molekulen binden kann
(siehe Abb. 4; Ubersichten: Dechant and Barde, 2002; Butowt and Bartheld, 2003).

18



In den Kernen des Septumkomplexes sowie im Hippokampus wurde, neben NGF und
seinen Rezeptoren (z. B.: Holtzman et al., 1992; Gibbs and Pfaff, 1994; Sobreviela et al.,
1994; Holtzman et al., 1995; Li et al., 1995), vor allem BDNF und trkB (z. B.: Wetmore et
al., 1990; Dugich-Djordjevic et al., 1995; Kawamoto et al., 1996; Conner et al., 1997; Yan
et al., 1997; Friedman et al., 1998; Furukawa et al., 1998) nachgewiesen. Bisher ist aber
nicht gezeigt worden, dald die cholinergen Neurone des MSDB trkB koexprimieren
(Miranda et al., 1993). Weiterhin scheint fur das septohippokampale System NT-3 von
geringer Bedeutung zu sein (Phillips et al., 1990; Knusel et al., 1991). Obwohl es wie
NGF in erheblichem MalRe von hippokampalen GABAergen Interneuronen gebildet wird
(Lauterborn et al., 1993; Rocamora et al., 1992; 1996; Pascual et al., 1998), ist die
Nachweisbarkeit des spezifischen Rezeptors trkC in den septalen Kernen auf wenige
Zellen beschrankt (Altar et al., 1994).

2.4. Axotomie septohippokampaler Neurone

Seit den 50er Jahren ist bekannt, dal3 die Durchtrennung des Fimbria-Fornix-Systems zu
massiven Zellverlusten im MSDB-Komplex fihrt. Die Erhebung der entsprechenden
Befunde erfolgte damals mit der Nissl-Farbung (Daitz and Powell, 1954). Besonders
imponierte dabei der Verlust des sog. ,magnocellular part® der Neurone im Gebiet des
Medialen Septums. Das Vorhandensein verschiedener Projektionssysteme und ihre
topographischen Ordnung innerhalb des Fimbria-Fornix-Systems (vergl. mit Abb. 1 u. 2)
nutzte man in dieser Zeit vor allem zu Studien, bei denen es nach partiellen Lasionen
einzelner Fasertrakte mittels Silberimpragnationstechniken maoglich war, Bahnverbin-
dungen des basalen Vorderhirnes genauer zu bestimmen (z.B.: McLardy 1955 a; b;
Raisman, 1966; 1969; Raisman et al., 1966; Raisman and Field, 1973). Diese Unter-
suchungen wurden in den 70er Jahren mit autoradiographischen Methoden weiter-
gefuhrt (z. B.: Swanson and Cowan, 1976; 1979).

1984 ist eine Beobachtung publiziert worden, durch die sich das septohippokampale
System und seine Durchtrennung zu einem der am meisten benutzten Lasionsmodell-
systeme des ZNS etablierte. Bei adulten Ratten wurde radioaktiv markierter NGF nach
intrakortikaler bzw. intrahippokampaler Gabe spezifisch in den magnozellularen Neuro-
nen des basalen Vorderhirnes wiedergefunden (Seiler and Schwab, 1984). In Analogie

zu seiner Funktion im PNS war zunachst vermutet worden, dal® NGF auch im ZNS auf
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katecholaminerge Nervenzellen neurotroph wirken konnte. Jedoch zeigten weder die
noradrenergen Neurone des Locus coeruleus noch die dopaminergen Neurone der Sub-
stantia nigra Aufnahme und retrograden Transport von NGF (Schwab et al., 1979). Im
Gegensatz zum PNS wurde NGF im ZNS in den Zielstrukturen cholinerger Projektions-
systeme gefunden (Seiler and Schwab, 1984; Korsching et al., 1985; Korsching, 1986).
Obwonhl in dieser Zeit nur der p75-Rezeptor als Bindungspartner fur NGF beschrieben
war, fuhrten diese Befunde zu der Annahme, dal} neurotrophe Proteine im ZNS ahnliche
Funktionen hinsichtlich Entwicklung, Uberleben und Differenzierung bestimmter Neurone
haben kénnten wie im PNS (vgl. 2.2., 2.4.).

Mehrere Arbeitsgruppen (z. B.: Hefti, 1986; Williams et al., 1986; Gage et al., 1996;
Kromer, 1987; Ubersicht: Gage et al., 1989) konnten im weiteren Verlauf zeigen, dal die
Durchtrennung des FFS innerhalb weniger Tage zum subtotalen Verlust der cholinergen
Neurone im MS fuhrt. Entsprechend der flir das PNS gemachten Beobachtungen nahm
man an, dal} die Unterbrechung des retrograden Transportes von NGF aus dem Hippo-
kampus zum Tod der cholinergen Neurone im Septum fuhrt und ersetzte folglich den
endogen nicht mehr verfligbaren neurotrophen Faktor durch Zufuhr (Gber Minipumpen)
in den septumnahen Ventrikelraum. Die Ergebnisse waren eindeutig: Lasion des FFS

fuhrt auf der Seite der Durchtrennung innerhalb von 2 Wochen zum Verlust von mehr als

k i i u
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90% der immunzytochemisch gefarbten cholinergen Neurone; wird in dieser Zeit NGF
exogen zugefuhrt, bleiben im gleichen Zeitraum etwa 90% dieser Zellen nachweisbar (z.
B.: Hefti, 1986; Williams et al., 1986; Kromer, 1987; O'Brien et al., 1989; Tuszynski et al.,
1990). Die Applikation von NGF beeinflult dariberhinaus die Zellgrofie: es wurde regel-
malfig eine Hypertrophie der NGF-behandelten Neurone beobachtet (z. B.: Gage et al.,
1986; Higgins et al., 1989). Die neurotrophe Hypothese, ursprunglich fur katechol-
aminerge Neurone des PNS formuliert, war offensichtlich im ZNS fur die cholinergen

Systeme des basalen Vorderhirnes giiltig (siehe Abb. 5; Ubersicht: Gage et al., 1989).

Partielle Lasionen in den Projektionsbahnen bzw. Zielgebieten des Diagonalen Bandes
oder des Meynertkernes zeigten, dal} sich die cholinergen Neurone dieser mehr kaudal
gelegenen Kerne, wenn auch entsprechend ihrer mehr diffusen Projektionen abgestuft,

prinzipiell wie die des Medialen Septums verhalten (Ubersicht: Sofroniew et al., 2001).

3. EIGENE ARBEITEN und DISKUSSION

3.1. Vorarbeiten

Ausgangspunkt fir die Uberlegung, eigene Untersuchungen am septohippokampalen
System nach Fimbria-Fornix-Lasion durchzufihren, waren u. a. die bei axotomierten
cholinergen Motoneuronen gemachten Beobachtungen, denen zufolge der Verlust an
Transmitter-assoziierten Proteinen nicht notwendigerweise mit Zelltod gleichzusetzen ist
(Lams et al., 1988). Verschiedene neuronale Kerngebiete des Hirnstammes sind zu-
nachst mit Farbstoffen, die in deren Zielgebiete injiziert wurden, retrograd vormarkiert
und danach ihre Axone durchtrennt worden. Obwohl einige Wochen nach dem opera-
tiven Eingriff die entsprechenden Kerngebiete immunzytochemisch ebenfalls nicht mehr
identifiziert werden konnten, blieben die mit Fluoreszenzfarbstoffen retrograd markierten
Somata mikroskopisch nachweisbar (z. B.: McBride et al., 1988; 1989; Lams et al.,
1988). Kurz darauf wurden ahnliche Befunde fur den MSDB-Komplex publiziert. Auch
nach Axotomie der septohippokampalen Projektion blieben zahlreiche vormarkierte

Zellen im MSDB nachweisbar (Peterson et al., 1990). Das waren interessante Be-
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obachtungen, die implizieren, dal} die Axotomie zentraler Neurone nicht zwangslaufig
zum Verlust der betroffenen Neurone fuhrt. Dadurch wirde sich weiterhin die Mdglichkeit
eroffnen, durch therapeutische Intervention regenerative Prozesse bei diesen Zellen zu
induzieren. Jedoch erlauben retrograde Vormarkierungen unter Lasionsbedingungen
nicht die Schluf3folgerung, dafd es sich bei den vormarkierten Zellen tatsachlich um tber-
lebende axotomierte Projektionsneurone handelt (z. B.: Angelov et al., 1995; O Brien et
al., 1990; Peterson et al., 1992). Am deutlichsten ist fur die retinotektale Projektion
gezeigt worden, dald die proximale Durchtrennung der Axone des Nervus opticus zu
massivem Zelltod der retinalen Ganglienzellen fuhrt und dann der Tracer in phago-
zitierender Glia nachgewiesen werden kann (Thanos et al., 1993; Tha-nos and Mey,
1995).

3.2.  Welchem Schicksal unterliegen axotomierte cholinerge Neurone des Medialen

Septums wirklich?

Diese Frage machte zunachst eine genaue Untersuchung der Reaktionen der axoto-
mierten Neurone des MS nétig. Daten zur Morphologie der Neurone des medio-kaudalen
Kernkomplexes der Septumregion mit dem Medialen Septum und dem Diagonalen Band
(Broca) sind vor allem mit der Golgi-Technik (z. B.: Brauer and Winkelmann, 1987;
Brauer et al., 1988; 1991) sowie mit immunzytochemischen Farbungen (vgl. 2.1.; z. B.:
Sofroniew et al., 1982; Mesulam et al., 1983) erhoben worden. Eine spezielle zellmor-
phologische Abgrenzung der “septo-hippokampalen® Neurone, die innerhalb des MSDB-
Komplexes nur den kleineren Teil der neuronalen Gesamtpopulation ausmachen, ist mit
diesen Methoden aber nicht mdglich.

Die Identifizierung septohippokampaler Projektionsneurone erfolgte zunachst mittels
Injektion des Fluoreszentracers Fluoro-Gold (vergl. mit Schmued and Fallon, 1986;
Naumann et al., 2000) in die Hilusregion des Hippokampus. Dieser wird innerhalb
weniger Tage retrograd in die septalen Zellkdrper transportiert. Die intrazellulare Anfar-
bung der vormarkierten Zellen in fixierten Vibratomschnitten mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Lucifer Yellow erlaubt dann eine detaillierte lichtmikroskopische Beschreibung der
somit doppelt markierten Zellen einschlieRlich ihrer Verzweigungungen unabhangig vom
aktuellen Expressionsmuster (Kontrollbedingungen, nach Axotomie). Nach Photokon-

version dieser Farbstoffe (Maranto, 1982; Buhl et al., 1990) kdénnen die Zellen an-
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schlielend elektronenmikroskopisch identifiziert und charakterisiert werden (z. B.: Buhl
et al., 1989; 1990).

Septohippokampale Projektionsneurone sind, verglichen mit z. B. kortikalen Pyramiden,
eher kleine Neurone mit einem Somadurchmesser von ca. 15-30 um. Aufgrund des den-
dritischen Verzweigungsmusters handelt es sich um zumeist bipolare oder multipolare
Neurone. Sie enthalten auffallig viele Zellorganellen, insbesondere Mitochondrien und
rauhes endoplasmatisches Retikulum. Hinsichtlich dieser Kriterien war es nicht moglich,
zwischen cholinergen und GABAergen septohippokampalen Projektionsneuronen zu
unterscheiden (Naumann et al., 1992a). Auch detailliertere Untersuchungen, bei denen
die Projektionsneurone zunachst mit Tracern identifiziert und dann mit Antikorpern
immunzytochemisch fur die beiden Markerproteine ChAT (flr cholinerge Neurone) bzw.
Parvalbumin (fir GABAerge Neurone) gefarbt wurden, ergaben keine spezifischen
feinstrukturellen Merkmale fir eine eindeutige Unterscheidung (Naumann et al., 1992a;
Kermer et al., 1995). Die Tracervormarkierung mit Fluoro-Gold und dessen elektronen-
mikroskopischer Nachweis in den Lysosomen (Schmued et al., 1989; Naumann et al.,
2000) blieb das entscheidende Kriterium flr die ldentifizierung diese Zellen als “septo-
hippokampale“ Neurone innerhalb des septalen Kernkomplexes unter den Bedingungen

der postlasionalen Herunterregulation der Markerproteine (siehe 2.4.).

Um das Schicksal der axotomierten septalen Neurone bei Ratten zu untersuchen, wurde,
bei gleicher methodischer Vorgehensweise, eine Woche nach der Tracerapplikation das
Fimbria-Fornix-Systen bilateral durchtrennt und anschlieBend verschiedene post-
operative Uberlebensstadien (1 bis 10 Wochen nach FFD) untersucht. Die lichtmikros-
kopische Auswertung der kurzen postoperativen Uberlebenszeiten bestétigte Ausgangs-
untersuchungen (Peterson et al., 1990), denen zufolge fluoreszenzmarkierte Zellen
nachweisbar blieben. Die ultrastrukturellen Untersuchungen haben zweifelsfrei ergeben,
dald die Uberwiegende Mehrzahl der axotomierten Neurone den Eingriff Uberlebt und
weiter durch Inputsynapsen in die Umgebung integriert bleibt. (Naumann et al., 1992b;
Peterson et al., 1992; 1993). Die Herunterregulation der Markerproteine ChAT bzw.
p75NTR

(vgl. mit 2.4. und 3.1.). Auch nach langen Uberlebenszeiten von bis zu 10 Wochen nach

ist also falschlicherweise als Axotomie-induzierter Zelltod interpretiert worden

FFD hat sich dieses Bild nicht wesentlich verandert. Obwohl viele Projektionsneurone

infolge von Schrumpfung des Zellkérpers und der Dendriten etwas kleiner sind als bei
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Kontrollen, bleibt doch die Mehrzahl der axotomierten Neurone weiter nachweisbar
(Naumann et al., 1992b; Peterson et al., 1992; 1993). Entsprechend konnte der
Fluoreszenzmarker Fluoro-Gold in Gliazellen nur ausnahmsweise in kaudalen, d. h.
|lasionsnahen, Abschnitten des Septumkomplexes beobachtet werden (Hollerbach et al.,

1998; vgl. Sofroniew and Isacson, 1988).

Welche Funktion haben Neurone, die zwar “morphologisch® nachweisbar bleiben (siehe
Abb. 6; Naumann et al., 1992b), aber wesentliche Proteine, wie z. B. die fur den Trans-
mitterstoffwechsel, nicht mehr bilden? Mit entsprechenden Folgeuntersuchungen, bei
denen die Ratten den Eingriff 6 bzw. 18 Monate Uberlebten, gelang es schlieldlich zu
zeigen, dal die axotomierten Septumneurone nicht nur “vorhanden® bleiben, sondern die
Fahigkeit erlangen, die funktionellen Proteine erneut zu synthetisieren. Dem Abfall der
Zahl der ChAT-immunoreaktiven MS-Neurone auf weniger als 20% innerhalb von 2
Wochen nach FFD stehen etwa 55% nach einem 6-Monate-Intervall gegentber.
Elektronenmikroskopisch war bei der Mehrzahl der axotomierten cholinergen Neurone
der vor der Durchtrennung des FFS applizierte Fluoreszenztracer Fluoro-Gold nach-
weisbar (Naumann et al., 1994a). Damit war die Bedeutung des im Hippokampus
gebildeten ,target-derived neurotrophic factor* NGF als ,Uberlebensfaktor” fiir cholinerge
septale Neurone bei der adulten Ratte relativiert worden. Weiterhin war jetzt unklar,
welchen Effekt die exogene Applikation des NGF auf die axotomierten Neurone tat-
sachlich hat. Wir haben deshalb die bisherigen Daten der lasionierten, aber nicht mit
NGF behandelten, Tiere mit denen von Versuchstieren verglichen, die, entsprechend der
vorliegenden Literatur (vgl. 2.4.; Ubersicht: Gage et al., 1989), fiir 3 Wochen nach dem
Eingriff mit NGF behandelt wurden und dann insgesamt ebenfalls 6 Monate die Axotomie
uberlebten. Die zeitlich begrenzte exogene Zufuhr des NGF, wie von vielen Autoren
vorgeschlagen (vgl. 2.4.), hatte weder hinsichtlich des ,Uberlebens“ der cholinergen
Neurone noch fur die immunzytochemische Nachweisbarkeit der ChAT einen langfristig
protektiven Effekt. 6 Montate nach FFD wurden, ohne morphologische Unterschiede
hinsichtlich ZellgroRe oder Farbeintensitat, identische Zellzahlen fur cholinerge Neurone
bei unbehandelten und bei mit NGF behandelten Ratten gefunden (Naumann et al.,
1994b). Eine weitere Langzeitstudie ist zum gleichen Ergebnis gekommen: die
Applikation von NGF Uber 6 Monate erhalt nur fur die Dauer der Behandlung die immun-
zytochemische Nachweisbarkeit der ChAT (Junard et al., 1990). Weitere Unter-

suchungen anderer Autoren stiitzen letztlich die Annahme, daR NGF als Uber-
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lebensfaktor eher nicht in Betracht kommt: bei zeitversetztem Beginn der Neuro-
trophinzufuhr nach FFD werden die Markerproteine ChAT, p75"'® und trkA ebenfalls im
Behandlungszeitraum reexprimiert (Hagg et al., 1988; 1989; Montero and Hefti, 1988;
Fischer and Bjorklund, 1991).
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Abb. 6 :

Cholinerge Neurone des Medialen Septums projizieren in den Hippokampus und nehmen dort den
neurotrophen Faktor NGF auf. Nach FFD sind diese Neurone zunidchst mit immunzytochemischen
Nachweismethoden (z. B. fiir ChAT) nicht mehr nachweisbar. Nach lingeren Uberlebenszeiten
konnen diese Zellen aber ihr Markerprotein reexprimieren, der im Hippokampus gebildete NGF
ist dafiir nicht essentiell.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal® fur adulte cholinerge septohippkampale
Projektionsneurone der im Hippokampus gebildete NGF sowohl unter Kontrollbe-
dingungen als auch nach FFD keine entscheidende Rolle hinsichtlich des Uberlebens
spielt. Weitere eigene Untersuchungen haben ergeben, dal} die axotomierten Neurone
des MS in der Umgebung aktivierter Mikroglia und Astroglia nicht nur Uberleben (Holler-

bach et al.,, 1998), sondern selektiv das ,immediate early gene® c-Jun hochregulieren
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(Haas et al., 1996). Dessen Expression wurde auch in verschiedenen anderen Systemen
mit der regenerativen Kapazitat geschadigter Neurone in Zusammenhang gebracht (z.
B.: Leah et al., 1991; 1993; Dragunow, 1992; Jenkins et al., 1993; Butterworth and Dra-
gunow, 1996; Kenney and Kocsis, 1998; Ubersichten: Herdegen et al., 1997; Herdegen
and Leah, 1998). In Einklang damit gelang es weiter zu zeigen, dal} axotomierte MS-
Neurone den Marker fur axonales Wachstum ,growth-associated protein 43 (GAP-43;
Ubersichten: Skene, 1989; Aigner et al., 1995; Bennowitz and Routtenberg, 1997) nach
FFD reexprimieren (Haas et al., 2000). Die erhebliche Zunahme der ChAT-Aktivitat im
MSDB-Komplex innerhalb von 6 Monaten nach FFD (Hage et al., 1996) stutzt diese
Beobachtung und deutet auf starkes lokales Axonwachstum im Septumkomplex hin
(siehe Abb. 6). Inzwischen ist fir Mause gezeigt worden, dal} auch bei dieser Species
alle cholinergen Neurone die Axotomie durch FFD uberleben und, wie bei Ratten, vor
allem die Immunreaktivitat fir ChAT postoperativ reduziert wird (Van der Zee and Hagg,
2002; Naumann et al., 2003).

3.3. Gibt es Alternativen zur exogenen NGF-Applikation?

Es ist vielfach versucht worden, durch alternative Substanzen die zeitlich limitierten
Effekte der exogenen NGF-Behandlung zu verbessern (Ubersicht: Hagg et al., 1994). Je-
doch hat beispielsweise weder die Applikation von ,basic fibroblast growth factor (bFGF;
z. B.: Anderson et al., 1988; Otto et al., 1989), BDNF (z. B.: Lapchak and Heft, 1992;
Knusel et al., 1992; Morse et al., 1993; Widmer et al., 1993), NT-4/5 (Alderson et al.,
1996), der Zytokine ,ciliary neurotrophic factor® (CNTF; z. B.: Hagg et al., 1992), ,leuke-
mia inhibitory factor (LIF; Cheema et al., 1998; Panni et al., 1999) und IL-3 (Kamegai et
al., 1990) oder anderer Molekule noch deren Zufuhr in verschiedenen Kombinationen (z.
B.: Kew and Sofroniew, 1997) zu besseren Behandlungsergebnissen (verglichen mit
NGF-Applikationen) gefihrt (Ubersichten: Hagg et al., 1994; Sofroniew et al., 2001). Zu-
mindest einen Teil dieser Befunde kann man mit dem Fehlen der daflr notwendigen spe-
zifischen Neurotrophin-Rezeptoren (z. B. trkB fur BDNF; vgl. 2.3.) bzw. der CNTF-
spezifischen a-Untereinheit des Zytokinrezeptors (vgl. Ip et al., 1992; 1993a; Naumann

et al., 2003) bei cholinergen septohippokampalen Neuronen erklaren.
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Von den genannten Alternativen zur NGF-Behandlung deutet der Einsatz von CNTF auf
eine sehr spezielle Bedeutung dieses Zytokins fur axotomierte cholinerge septohippo-
kampale Neurone hin (Hagg et al., 1992). Die exogene Zufuhr dieses Zytokins hat in
erheblichem Umfang die postlasionale Herunterregulation des p75N"R-Rezeptors ver-
hindert, nicht aber die Verluste der ChAT-immunreaktiven Neuronen (Hagg et al., 1992).
Fur diese Divergenz, die auch bei kultivierten cholinergen Neurone gefunden wurde
(Kew and Sofroniew, 1995), konnte zunachst keine schllissige Erklarung angeboten
werden. Anders als durch NGF, welches die Expression wesentlicher Markerproteine
cholinerger Neurone gleichsinnig reguliert (vgl. 2.2), scheint Uber die Aktivierung des
JAK/STAT-Systems eine selektive EinfluRnahme auf die Regulation des p75" -Rezep-
tors moglich zu sein.

CNTF wurde im Zusammenhang mit seinem Uberlebensfordernden Effekt auf parasym-
pathische Neurone des Ganglion ciliare entdeckt (Adler et al., 1979) und war nach NGF
und BDNF das dritte charakterisierte Protein mit neurotropher Wirkung (z. B.: Barbin et
al., 1984; Manthorpe et al., 1986; Lin et al., 1989; Stockli et al., 1989). In der Folgezeit ist
eine Reihe weiterer Molekule beschrieben worden, die aufgrund ihrer Strukturahnlich-
keiten mit CNTF sowie der Aktivierung gemeinsamer Rezeptorkomponenten zur Gruppe
der ,Neurokine“ zusammengefalt wurden (Ubersichten: Bazan, 1991; Rose and Bruce,
1991; Patterson, 1992; Taga and Kishimoto, 1992): ,leukemia inhibitory factor® (LIF;
Yamamori et al., 1989; Gough und Williams, 1989), Interleukin-6 (IL-6; Van Snick, 1990),
»-granulocyte colony stimulating factor” (G-CSF; Nagata, 1989) und Oncostatin M (OCM;
Malik et al., 1989). Fir diese Zytokine, denen zunachst nur funktionelle Relevanz
innerhalb des hamatopoetischen Systems zugeschrieben wurde (Ubersicht : Bazan,
1991), ist inzwischen auch eine erhebliche Bedeutung u. a. bezuglich der Entwicklung
des vegetativen und sensorischen Nervensystems, der Differenzierung peripherer und
zentraler Gliazellen sowie insbesondere nach Schadigung verschiedenster Systeme des
PNS und ZNS nachgewiesen worden (z. B.: Sendtner et al., 1990; 1994; Li et al., 1995;
Banner et al., 1997; Bonni et al., 1997; Lee et al., 1997a; b; Kirsch et al., 1998; Haas et
al., 1999; Ubersichten: Hagg et al., 1994; Qiu et al., 1997; Turnley and Bartlett, 2000).
Die starke Uberlappung der biologischen Wirkungen von CNTF und LIF sowie der
anderer Mitglieder der Zytokinfamilie erklart sich aus der Interaktion an gemeinsamen
Rezeptorproteinkomponenten und der mdglicherweise damit verbundenen Induktion glei-
cher intrazellularer Signaltransduktionswege. Der IL-6-Rezeptor besteht aus zwei gp130-
Untereinheiten (z. B.: Taga et al., 1989; Hibi et al., 1990); fur die LIF-Wirkung ist je eine
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gp130- und eine LIFRB-Untereinheit notwendig (Gearing et al., 1991; 1992; 1994; Ip et
al., 1992; 1993b; Ip und Yankopoulos, 1992; Davis et al., 1993a; Stahl and Yancopou-
los, 1994). Bezlglich des CNTF wurde eine spezifische CNTFRa-Rezeptoruntereinheit
gefunden, die aber keine transmembranare Domane besitzt und nur Gber eine Glykosyl-
phosphatidylinsotol-Gruppe an die Zellmembran gebunden ist (Squinto et al., 1990;
Davis et al., 1991). Sie lalt sich enzymatisch abspalten und wurde in |6slicher Form bei-
spielsweise in der Cerebrospinalflliissigkeit gefunden (Davis et al., 1993b). Fur die
Signaltransduktion ist zuerst die Bindung des Liganden an die CNTFRa-Rezeptorunter-
einheit notwendig, danach kommt es zur Assoziation mit den transmembranaren gp130-
und LIFRB-Untereinheiten und zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges (Uber-
sichten: Stahl und Yankopoulos, 1994; Ip and Yancopoulos, 1995).

Um Effekte des CNTF auf axotomierte septohippokampale Neurone genauer zu unter-
suchen, haben wir bei C57BL/6-Mausen und entsprechenden CNTF” Mutanten (Masu et
al., 1993) das Fimbria-Fornix-System durchtrennt (Naumann et al., 2003). Die lasions-
induzierte endogene Synthese von CNTF in den Astrozyten des Septumkomplexes hat
einen anhaltenden protektiven Effekt auf die axotomierten GABAergen Neurone des
Medialen Septums. Uberraschenderweise war aber die Zahl ChAT-immunreaktiver
Neurone in den ersten Wochen nach Lasion in den CNTF™” Mutanten deutlich héher als
in den Wildtypen (Naumann et al., 2003). Postlasional divergierende Zellzahlen fir
ChAT- bzw. p75"™R-immunreaktive Neurone, wie sie von Hagg und Mitarbeitern (1992; s.
0.) beschrieben wurden, konnten nicht bestatigt werden. Die Abnahme der immunzyto-
chemisch markierten Zellprofile war fur beide cholinergen Marker identisch (Naumann et
al., 2006). Das Fehlen der Divergenz bei der postlasionalen Regulation beider choliner-
ger Proteine in dieser experimentellen Situation kann mit dem Umstand erklart werden,
dald Zytokine z. B. uber den Ras/ MAPK-Signalweg gleiche intrazellulare Signalwege

aktivieren kénnen wie Neurotrophine (z. B.: Turnley and Bartlett, 2000).

Aus den bisherigen Befunden sind mehrere Schlulfolgerungen zu ziehen. Am Beispiel
der Zytokine CNTF und LIF konnte durch in-vivo-Studien gezeigt werden, dal} bereits die
endogene Synthese dieser Molekule neuroprotektive Effekte haben kann (vgl. Lee et al.,
1997b; Sendtner et al., 1997; Butzkueven et al., 2002; Linker et al., 2002; Naumann et
al., 2003). Die (zusatzliche) exogene Applikation eines “neurotrophen® Faktors in un-

physiologisch hoher Dosis mul} langfristig nicht zwangslaufig effektiver sein (vgl. mit
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NGF-Behandlung nach FFD in 3.2. und Naumann et al., 1994b) und kann, vielleicht
uber die Modulation der intrazellularen Signalwege, zu anderen Ergebnissen fuhren als
solchen, die durch endogene Molekulwirkung erzielt werden (vgl. Hagg et al., 1992 u.
Naumann et al., 2003). Weiterhin konnten wir fir das Zytokin CNTF zeigen, dal} die
|&sionsinduzierte (endogene) Hochregulation eines “neurotrophen® Faktors nicht be-
deutet, dal® diese verschiedene Neuronenpopulationen (cholinerge bzw. GABAerge
Neurone) in gleicher Weise vor der lasionsinduzierten Schadigung schutzt (Naumann et
al., 2003). SchlieBlich ist auch zu beachten, dal} die Regulation der an den post-
|lasionalen Prozessen beteiligten Molekule in Mutanten verandert sein kann, was die
Interpretation der Beobachtungen bei solchen Tieren erschwert (z. B.: Sendtner et al.,
1996; Martin et al., 2003; Naumann et al., 2003; 2006).

3.4. Gibt es alternative Quellen fur den ,target-derived neurotrophic factor* NGF?

Nach langen Uberlebenszeiten beginnen axotomierte cholinerge Neurone des MSDB-
Komplexes damit, ihr Transmitter-assoziiertes Markerprotein ChAT erneut zu expri-
mieren (Naumann et al., 1994a; b). Da entsprechend der Literatur die Synthese der
ChAT direkt von der Prasenz des NGF abhangig ist (vgl. 2.2, 2.4.), mul} zunachst davon
ausgegangen werden, dal} diesen Neuronen, die NGF nicht selbst bilden, neurotrophe
Molekule mdoglicherweise nicht ausschliellich in ihren Zielgebieten zur Verfligung
stehen. Cholinerge Neurone haben neben ihren langen Axonen zum Hippokampus
(Peterson et al., 1994) offenbar auch eine erhebliche Zahl an lokalen, NGF-Rezeptoren
tragenden, Kollateralen, die insbesondere an den benachbarten Parvalbumin-ent-
haltenden GABAergen septohippokampalen Projektionsneuronen terminieren (Brauer et
al., 1998). Desweiteren ist speziell fir diese Neurone gezeigt worden, dal} sie sehr
wenige somatische Inputsynapsen haben (Naumann et al., 1992a) und ihre Oberflachen
besonders stark von Astrozyten bedeckt werden (Milner et al., 1995; Milner and Prince,
1998). Sowohl septale GABAerge Neurone als auch Astrozyten des gesamten basalen

Vorderhirnes kommen als lokale Quellen neurotropher Faktoren in Betracht (s. u.).

Bereits 1986 wurden zwei Arbeiten publiziert, die, selten zitiert, konkrete Hinweise ver-
mittelten, nach denen die Fimbria-Fornix-Durchtrennung im Septum selbst die NGF-Syn-

these induziert (Gasser et al., 1986; Weskamp et al., 1986). Diese Moglichkeit ware eine
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elegante Erklarung fir die widersprichlichen Befunde und kénnte im Einklang mit der
,Neurotrophen Hypothese“ die Fragen beantworten, warum (1) lasionierte cholinerge
Neurone des basalen Vorderhirnes schadigende Eingriffe nicht nur Uberleben, sondern
(2) auch zur Resynthese von wichtigen Molekulen befahigt sind. Die Arbeitgruppe (Gas-
ser et al., 1986 & Weskamp et al.,, 1986) hat herausgefunden, dal} die intraseptale
Menge an NGF-Protein innerhalb der ersten Woche nach FFD auf etwa 300% ansteigt.
Wir konnten zeigen, dald zwar die Zahl ChAT-immunoreaktiver Neurone innerhalb der
ersten beiden postoperativen Wochen dramatisch abnimmt (Naumann et al., 1994a; vgl.
2.4.), nicht jedoch die Aktivitat des Enzyms (Hage et al., 1996). Sowohl im MS als auch
im DB bleibt die Aktivitat der ChAT dber 3 Wochen nach FFD etwa auf dem Niveau von
Kontrollen und steigt schlieBlich nach 6 Monaten Uberlebenszeit auf 140% an (Hage et
al., 1996). Die hohen Aktivitatswerte in der frihen Phase belegen am eindruckvollsten
das Uberleben der axotomierten Neurone. Fir diesem Zeitpunkt kann z. B. das lokale
axonale ,sprouting“ cholinerger Terminale nicht-septalen Ursprungs (z. B.: Hallanger et
al., 1988), deren Existenz au3erdem fraglich ist, nicht zur Erklarung der konstant hohen

ChAT-Enzymaktivitat herangezogen werden.

Auf zellularer Ebene ist flr Ratten gezeigt worden, dal3 ein Teil der GABAergen Neurone
des MSDB die mRNA fur NGF bildet (Lauterborn et al., 1995); einen eindeutigen Beleg
fur gliale Synthese in der Kontrollsituation gibt es nicht (Naumann et al., 1997). Andere
Arbeitsgruppen haben allerdings relativ hohe Protein- und mRNA Werte gemessen, die
auf etwa 1/3 der hippokampalen Syntheserate schlieRen lassen (z. B.: Shelton and
Reichardt, 1986; Lu et al., 1989; Conner et al., 1992; Nishio et al., 1992; 1994; Saporito
and Carswell, 1995). Weiterhin hat eine Vielzahl an Studien den Anstieg inflamma-
torischer Molekulen einschliellich dem der Neurotrophine nach zentralen Lasionen
gezeigt (Ubersichten: Martin, 1992; Giulian, 1994; Gall et al., 1997). Neben un-
spezifischen, durch den operativen Zugang in Folge der Gewebepenetration induzierten,
Gewebe- und Zellschadigungen werden neurotrophe Faktoren vor allem von Gliazellen
freigesetzt. FUr das basale Vorderhirn bzw. den Neokortex wird neben der neuronalen
Herkunft (z. B.: Bacia et al., 1992; Lauterborn et al., 1995) vor allem die lasionsindu-
zierbare astrozytare Synthese neurotropher Faktoren einschliel3lich des NGF diskutiert
und diese ist mittels Doppelmarkierungen fur NGF und GFAP (,glial fibrilary acidic pro-

tein“), einem Marker flr Astrozyten, speziell nach FFD gezeigt worden (z. B.: Lu et al.,
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1989; Bakhit et al., 1991; Rocamora et al., 1992; Oderfeld-Nowak and Bacia, 1994;
Arendt et al., 1995; Goss et al, 1998; Ubersicht: Kimelberg and Norenberg, 1994).

Die genannten Untersuchungen belegen, dal} cholinerge Neurone sowohl unter Kontroll-
bedingungen als insbesondere nach Lasion lokal mit Zellen Kontakt haben, die NGF
synthetisieren konnen. In eigenen Untersuchungen konnten wir im MSDB von un-
operierten Ratten NGF immunzytochemisch ausschlie3lich in den cholinergen Neuronen
nachweisen (vgl. 2.2.). Nach FFD kommt es zum subtotalen Verlust ChAT- bzw. NGF-
immunreaktiver Neurone, obwohl eine dramatische Zunahme NGF-immunpositiver
Gliazellen beobachtet wurde (Naumann et al.,, 1997). Dieser Befund steht aber in
Widerspruch zu allen bisherigen Schlulfolgerungen. Wenn NGF lokal nach La&sion
exprimiert wird und, wie in der Entwicklung als auch unter den Bedingungen der
exogenen Zufuhr (vgl. 2.2.), sowohl seine Rezeptoren als auch die ChAT positiv
reguliert, mufiten diese Zellen sowohl ihren cholinergen Phanotyp als auch einen
entsprechenden Gehalt an NGF-Protein behalten. In der genannten Untersuchung
haben wir deshalb auch die postlasionale Regulation der beiden NGF-Rezeptoren trkA

5NTR

und p7 untersucht. Das Uberraschende Ergebnis war, dal} die cholinergen Neurone

zwar nach langeren Uberlebenszeiten die ChAT reexprimieren, nicht aber die NGF-

Rezeptoren p75" 'R

und trkA (Naumann et al., 1997). Somit entsteht durch die Axotomie
gewissermalden ein “neuer” cholinerger Phanotyp, der den in Kapitel 2.2. beschriebenen
altersbedingten bzw. durch Demenz induzierten Veranderungen dieser Zellen sehr ahn-
lich ist. Durch die verminderte Expression der NGF-Rezeptoren nach FFD kann der
Ligand nicht mehr ausreichend gebunden werden. Die Iasionsinduzierte Steigerung der
lokalen NGF-Synthese ist offenbar zu gering bzw. zeitlich zu begrenzt, um die Ex-
pression der NGF-Rezeptoren auf dem Kontrollniveau zu halten. Es gibt derzeit keine
Erklarung dafur, warum die exogene NGF-Zufuhr genau diesen Effekt, wenn auch zeit-
lich begrenzt, erzielt (vgl. Venero et al., 1994). Insbesondere fur cholinerge Neurone
liegen jedoch Untersuchungen vor, denen zufolge neuronale Schadigungen sowohl zur
anhaltenden Beeintrachtigung der Expression typischer Markerproteine als auch der
wichtiger Strukturproteine fuhren (Koliatsos et al., 1989; Bowe et al., 1992; Weiser et al.,
1994; Ginsberg and Martin, 1998). Diese Umstande sowie das Fehlen des urspring-
lichen axonalen Zielgebietes flihren insgesamt zu einer auf Dauer ,reduzierten“ Zellmor-

phologie, die durch zusatzliches NGF bestenfalls temporar variiert werden kann.

31



3.5. Entfernung der Zielregion cholinerger septaler Neurone und Mutationen im Neuro-

trophinsystem: Welche Rolle spielt NGF in der Entwicklung?

Eine Reihe weiterer Untersuchungen mit anderen methodischen Ansatzen stitzen die
Befunde, nach denen NGF im ZNS weitaus subtilere Wirkungen als im peripheren
Nervensystem ausubt. Die komplette exzitatorische Zerstorung der Hippokampus-
formation bei adulten Ratten mit N-methyl-D-aspartat (NMDA) fuhrt zum Totalverlust aller
Hippokampusneurone und der durch sie gebildeten Neurotrophine NGF, NT-3 und
BDNF. Im MSDB-Komplex wurden danach keine signifikanten Veranderungen bezuglich
Zahl und Farbeintensitat ChAT-immunoreaktiver Neurone gefunden (Sofroniew et al.,
1990; 1993; Kordower et al., 1992). Wir haben mit eigenen Untersuchungen die Ent-
wicklung der septohippokampalen Neurone mit der Methode der in-situ-Hybridisierung
untersucht, um die transmitterphanotypische Differenzierung so frith wie madglich zu
erfassen. Der Nachweis der ChAT mRNA flr cholinerge Neurone im Septum ist bereits
zu Beginn der ersten Woche nach der Geburt moglich (Bender et al., 1996; vgl. mit 2.2.).
Um herauszufinden, ob die Ausschaltung der hippocampalen Neurotrophine zu diesem
frihen Zeitpunkt der Entwicklung einen wesentlichen Einflul auf die weitere Differen-
zierung der cholinergen septalen Neurone ausubt, wurde mittels NMDA-Injektionen die
Hippokampusformation zerstort. Durch diese Untersuchungen konnten wir zeigen, dal}
auch die sehr fruhe Elimination der hippokampalen Neurotrophine NGF, BDNF und NT-3
die Differenzierung der cholinergen Neurone im MSDB-Komplex nicht verhindert (Bender
et al., 1996; Plaschke et al., 1994; 1997). Die mafige Minderung der Zellzahlen,
begleitet von z. T. erheblichen Zellschrumpfungen, ist dabei weniger auf das Fehlen der
Neurotrophine zurtckzufuhren, sondern eher die Folge der kompletten Entfernung der
Zielstruktur (Plaschke et al., 1994; 1997; Cooper et al., 1996) und der damit ver-
bundenen massiven Reduktion des Axonplexus (Goldschmidt and Steward, 1980;
Headon et al., 1985).

Diese Daten wurden eindrucksvoll durch Befunde von NGF-knock-out-Mausen bestatigt,
bei denen sich ebenfalls cholinerge Neurone im basalen Vorderhirn nachweisen liel3en
(Crowley et al., 1994). Diese Tiere sind aufgrund der schweren Defekte des peripheren
Nervensystems maximal 4 Wochen lebensfahig, exprimieren aber bis zu diesem
Zeitpunkt bereits die ChAT, den p75""" sowie die mRNA fiir trkA im gesamten basalen

Vorderhirn und im Striatum etwa auf dem Niveau der Wildtypmause (Crowley et al.,
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1994). Somit ist auch die endogene intraseptale Synthese des NGF flr die cholinerge
Differenzierung nicht essentiell. Andererseits wurde berichtet (Chen et al., 1997), dal} die
Deletion eines Allels des NGF-Gens zu einer maligen Atrophie der cholinergen Neurone
des basalen Vorderhirnes sowie zu Gedachnisdefiziten fihrt. Umgekehrt fuhrt die trans-
gene NGF-Uberexpression zu leicht erhdhten Zellzahlen ohne dabei das Innervations-

muster in den Zielstrukturen wesentlich zu verandern (Kawaja et al., 1998).

In Analogie zur Deletion des NGF-Genes wurde auch fiir BDNF” Mause gezeigt, daf
sowohl periphere als auch sensorische neuronale Systeme z. T. schwer alteriert sind
und damit die Mutation letal ist. Die Tiere Uberleben ebenfalls in der Regel die vierte
postnatale Woche nicht. Wie bei den NGF” Mausen entwickeln sich aber die zentralen
cholinergen Systeme bis zu diesem Zeitpunkt normal (Jones et al., 1994; Erickson et al.,
1996). Gleiches gilt fur NT-47" und BDNF”/NT-4” knock-out-Mause (Conover et al.,
1995; Conover and Yancopoulos, 1997), die hauptsachlich in den trigeminalen bzw.
vestibularen Systemen beeintrachtigt sind. Bei Deletion des NT-3 sind vor allem peri-
phere sensorische Ganglien schwer betroffen; propriozeptive Neurone fehlen bei diesen
Tieren vollig (Ernfors et al., 1994; Farifas et al., 1995; 1996; Wright et al., 1997).

Parallel zu den Befunden flr die Liganden NGF, BDNF und NT-3 sind prinzipiell &hnliche
Veranderungen nach Deletionen ihrer hochaffinen Rezeptoren gefunden worden (z. B.:
Liebl et al., 1997; Ubersicht: Conover and Yancopoulos, 1997). In der kurzen Lebens-
phase beeintrachtigt das Fehlen des funktionellen trkB-Rezeptors (Klein et al., 1993)
bzw. das von trkC (Klein et al., 1994; Silos-Santiago et al., 1997) die Entwicklung des
ZNS nicht wesentlich. Fur die cholinergen zentralen Projektionen ist aber von einiger Be-
deutung, dal die trkA-Mutante eine deutlich reduzierte Innervation der Hippokampus-
formation bzw. der neokortikalen Zielgebiete zeigt. Das laldt auf eine weitere Funktion
des trkA als Mittler der neurotrophen Funktion des NGF im Sinne der axonalen Ziel-

findung in der frihen Entwicklung schlieRen (Smeyne et al., 1994; Fagan et al., 1996).

Besonders umstritten ist die Funktion des ,low-affinity“-NGF-Rezeptors p75"'~, der alle
Neurotrophine binden kann (vgl. mit 2.3.). Viele an kultivierten Zellinien durchgeflihrte
Untersuchungen deuten darauf hin, da® die Expression des Rezeptors bei gleich-
zeitigem Fehlen der hochaffinen Tyrosinkinaserezeptoren in der Entwicklung vor allem
Zelltod induzieren kann (Rabizadeh et al., 1993; Barrett and Georgiou, 1996; Liepinsh et
al., 1997; Casademunt et al., 1999; Ubersicht: Huang and Reichardt, 2001). Ahnliche

33



Befunde wurden dann z. B. fir sensorische Neurone (Barrett and Bartlett, 1994; Cheema
et al., 1996), sympathische Neurone (Bamiji et al., 1998), retinale Ganglienzellen (Frade
et al., 1996; Frade and Barde, 1998) und Oligodendrozyten (Casaccia-Bonnefil et al.,

1996) erhoben. In Einklang damit stehen Untersuchungen an p75"™"

-Uberexprimieren-
den Mausen, die sowohl erhebliche neuronale Verluste im peripheren Nervensystem als
auch im Kortex und in den motorischen Hirnstammnerven aufzeigten (Majdan et al.,
1997). Fur die in-vivo-Situation ist aber offenbar entscheidend, in welcher speziellen
Entwicklungsphase Neurotrophine in Kontakt mit diesem Rezeptor kommen und ob die
Tyrosinkinaserezeptoren koexprimiert werden oder nicht (z. B.: Buck et al., 1987; Barrett
and Bartlett, 1994; Rabizadeh and Bredesen, 1994; Canossa et al., 1996; Pifion et al.,

1996; Yoon et al., 1998).

In den Originalpublikationen zur p75""R-Mutation sind zunéchst nur sehr diskrete Ver-
anderungen fur die periphere Hautinnervation beschrieben worden (Lee et al., 1992;
1994). Wie schwer fal3bar die Effekte dieses Rezeptors sind (s. 0.), hat sich dann in den
Publikationen bezuglich der Projektionen des basalen Vorderhirns gezeigt. Fur Wildtyp-
Mause mit dem genetischen Hintergrund 129/Sv//BALB/c wurden dramatische Zell-
verluste im Septumkomplex beschrieben. Die entsprechenden p75"' Mause hatten etwa
25% mehr cholinerge Neurone im Medialen Septum (Van der Zee et al., 1996). Eine
andere Gruppe kam zu genau gegenteiligen Befunden: die Deletion des p75-Genes fuhrt
zu erheblichen neuronalen Zellverlusten, womit fir die in-vivo-Situation der postulierte
apoptotische Effekt des p75-Rezeptors nicht bestatigt werden konnte (Peterson et al.,
1997; 1999). Die erstgenannte Gruppe muldte spater inre Aussagen zuruckziehen (Hagg
et al., 1997; Hagg, 1999). Gleichzeitig kamen andere Arbeitsgruppen zu dem Schluf3,
dal} die p75-Mutation in den zentralen cholinergen Projektionen zwar zu keinen Zellzahl-
veranderungen in der Entwicklung fihrt, wohl aber zu erhdhter Aktivitat der ChAT und
Hypertrophie der cholinergen Neurone des basalen Vorderhirnes (Yeo et al., 1997; Ward
and Hagg, 1999; Greferath et al., 2000). Dartberhinaus wurde berichtet, dal® die p75-
Mutation eine verstarkte Innervation der allo- und neokortikalen Zielregionen bedingt
(Yeo et al., 1997).

Die widerspriichlichen Beobachtungen hinsichtlich des Effektes des p75"""-Rezeptors
haben verschiedene Ursachen. Ein gro3es Problem hinsichtlich der Aussagekraft der

Resultate ist dann gegeben, wenn Untersuchen und Ergebnisse von Mausstammen mit
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unterschiedlichem genetischen Hintergrund verglichen werden (Frankel, 1998). Es ist
seit langem bekannt, dal3 u. a. auch die Expression cholinerger Markerproteine nicht nur
bei verschiedenen Mausstammen unterschiedlich ist, sondern auch innerhalb ver-
schiedener Zuchtlinien eines Stammes variieren kann (z. B.: Tunnicliff et al., 1973;
Durkin et al., 1977; Albanese et al., 1985; Virgili et al., 1991; Bentivoglio et al., 1994).
Weiterhin wurden die einzelnen Kerngebiete des basalen Vorderhirnes von den oben ge-
nannten Arbeitsgruppen nicht einheitlich definiert, so dal} die jeweilige Datenaufnahme
schon aufgrund allgemeiner morphologischer Variationen verschiedenster Hirnstrukturen
bei den Mausstammen (z. B.: Wahlsten, 1992; Wahlsten and Bulman-Fleming, 1994;

Simpson et al., 1997) eine Vergleichbarkeit der Aussagen ausschlief3t.

Um diese Probleme zu Uberwinden, haben wir mit quantitativ-stereologischen Unter-
suchungen zunachst die Effekte der Exonlll-Mutation der extrazellularen Domane des
p75NTR-Rezeptors beziiglich der Entwicklung der cholinergen Neurone des Medialen
Septums im ursprunglich publizierten genetischen Hintergrund 129/Sv//BALB/c (Lee et
al., 1992; 1994; vgl. Abb. 7) nochmals untersucht. Weiterhin ist mit entsprechenden
Tracerexperimenten exakt die rostro-kaudale Ausdehnung des Medialen Septums be-
stimmt worden, so dal® die absoluten Zellzahlen fiir jedes einzelne Tier unabhagig von
der Variabilitat der Lage dieses Kerngebietes bestimmt werden konnten. Die Ergebnisse
wurden anschlieend mit denen von einer neuen Mutation im Exon IV des p75-Re-
zeptors, welche die extrazellularen Ligandenbindungen komplett verhindert (von Schack
et al., 2001; siehe Abb. 7), auf dem gemischten genetischen Hintergrund 129/Sv/BL6
verglichen. Um die Effekte beider Mutationen schliel3lich direkt vergleichen zu konnen,
wurden beide Mauslinien in einen reinen C57BL/6-Hintergrund ruckgekreuzt (Naumann
et al., 2002).

Zunachst konnte die Abhangigkeit der Zahl der cholinergen Neurone im MS vom gene-
tischen Hintergrund festgestellt werden. Die Zahl dieser Zellen nimmt in den Wildtyp-
linien entlang der Ruckkreuzung in den BL/6-Hintergrund stetig ab. Die Exon IlI-Mutation
des p75"™® im genetischen Hintergrund 129/Sv//BALB/c fiihrt in der Entwicklung (P15)
zu keinen signifikanten Zellveranderungen, d. h. es wurde weder ein protektiver noch ein
apoptotischer Effekt des Rezeptors offensichtlich. Erst im C57BL/6-Hintergrund fuhrt
diese Mutation zur Erhéhung der Zahl der cholinergen Neurone. Die Exon IV-Mutanten
haben, unabhangig vom genetischen Hintergrund, knapp 30% mehr cholinerge Neurone

als die Wildtypen und dieser Unterschied wird auf signifikantem Niveau bis in das adulte
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Stadium erhalten (Naumann et al., 2002). Da es andererseits keinen Hinweis auf erheb-
lichen apoptotischen Zelltod bei diesen Mausstammen gab, mul® die Funktion des
p75""R-Rezeptors darin liegen, daR er innerhalb der cholinergen septohippokampalen
Projektion bzw. der cholinergen Projektionen des basalen Vorderhirns die NGF/trkA-
Balance moduliert und in der Entwicklung partiell die phanotypische Differenzierung
cholinerger Neurone ,jenseits” von Zelltod mitbestimmt. Das steht in Einklang mit Beob-
achtungen nach denen im cholinergen basalen Vorderhirn die Interaktionen von NGF
und trkA dominieren (Ibafiez et al., 1992; Lucidi-Phillipi et al., 1996).

p75"™ protein p75"" genomic locus
exon
|
H i
I vVl m
B K s
1]
<4— Leeetal, 1992 Dechant et al.
<4— Dechant et al.,
v new mutation
V
| |
VI i §
Abb. 7 :

In der von Lee et al. (1992) publizierten Mutation des p75™ '~ im Exon III der extrazelluliren

Doméne wird die Expression einer splice-Variante dieses Rezeptors (siche Abb. 4, 1a) nicht be-
eintrichtigt. Die relativ hohe Expression dieser kurzen Form des p75 (s-p75™' %) im genetischen
Hintergrund 129/Sv//BALB/c nimmt in dem Maf3e ab, in der die Mutation durch Riickkreuzung in
den C57BL/6-Hintergrund tiberfiihrt wird.

Die Mutation in Exon IV verhindert das alternative splicing, weder der komplette (FL-p75
noch die kurze (s-p75™ %) Form des Neurotrophinrezeptors werden exprimiert.

NTR
)
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Fir die vom genetischen Hintergrund unabhangigen Effekte der Exon IV-Mutation auf die
Differenzierung der cholinergen Neurone konnte ebenfalls eine interessante Erklarung

gefunden werden. Nur bei der Deletion in Exon Il wird eine kurze Spliceform des p75NTR

5NTR) in Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund exprimiert (von Schack et al.,

(s-p7
2001; vgl. Abb. 4, 1a; 7). Mit Zunahme des BL/6-Hintergrundes wird deren Expression
zunehmend unterdruckt (Naumann et al., 2002). Das deutet daraufhin, dal} besonders
im genetischen Hintergrund 129/Sv//BALB/c die Spliceform s-p75"'" das Fehlen der ,full-

length“-Form partiell kompensiert.

4. DISKUSSION

Neurotrophine spielen in der Entwicklung des Nervengewebes eine entscheidende Rolle
hinsichtlich der Entwicklung und Differenzierung neuronaler Systeme und ihrer Bahnver-
bindungen (z. B.: Headon et al., 1985; Zafra et al., 1990; 1991; da Penha Berzaghi et al.,
1993; Escandon et al., 1994; Marty et al., 1996; 1997; Fagan et al., 1997; McAllister et
al., 1999; Patel et al., 2000; DeFreutas et al., 2001; Rossi et al., 2002; Zagrebelsky et al.,
2005; Singh et al., 2006). Wahrend sie diesbezuglich fur verschiedenste neuronale
Populationen des PNS eine primare Funktion als Uberlebensfaktor besitzen, ist diese
Bedeutung beispielsweise flr die gro3en zentralen cholinergen Projektionen nicht belegt.
In der frihen Entwicklung cholinerger Neurone des basalen Vorderhirnes, in der diese
Zellen noch keinen Kontakt zum Zielgebiet haben, regulieren lokal gebildeter NGF und
BDNF Uber autokrine und / oder parakrine Mechanismen u. a. den Zellzyklus und den
Stoffwechsel der abhangigen Zellen (z. B.: Rudkin et al., 1989; Urdiales et al., 1998;
Barnabé-Heider and Miller, 2003; Burkhalter et al., 2003). Fir das Auswachsen der
Neuriten und deren Elongation in Richtung Zielgebiet ist die Expression der Neurotrohin-
Rezeptoren von erheblicher Bedeutung; veranderte Expressionsmuster bzw. Mutationen
fuhren zu veranderten Innervationsmustern in den kortikalen Zielgebieten (z. B.: Cam-
penot, 1977; Smeyne et al.,, 1994; Fagan et al., 1997; Yeo et al., 1997; Tucker et al.,
2001; Dechant and Barde, 2002). Die lokal gebildeten Neurotrophine scheinen jedoch
nicht auszureichen, um die “cholinergen“ Neurone mit herkdmmlichen Methoden, z. B.
der Immunzytochemie oder der in-situ-Hybridisierung, auch als solche eindeutig detek-

tieren zu konnen. Erst nach dem Einwachsen der Axone in die kortikalen Zielstrukturen
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fuhren die Interaktionen der Axonendigungen mit den Zielzellen Gber die Etablierung der
synaptischen Verbindung zur aktivitatsabhangigen Steigerung der Neurotrophinbildung
im Zielgebiet (z. B.: Thoenen, 1995; Canossa et al., 1997; Poo, 2001; Zhang and Poo,
2001; Wardle and Poo, 2003; Singh et al., 2006). Die Internalisierung des Neurotrophin-
Rezeptorkomplexes in die Axonendigungen und dessen retrograder Transport zu den
Somata ist dann der Ausgangspunkt fur die weitere Differenzierung der cholinergen Neu-
rone des basalen Vorderhirnes, die dann auch phanotypisch nachweisbar werden (vgl.
2.2., 2.3.). Die Reifung dieser Neurone fuhrt zur weiteren Steigerung der synaptischen
Aktivitat im Zielgebiet und damit auch zu stetig steigender Neurotrophinsynthese. In den
ersten Wochen nach der Geburt ist das Expressionsniveau des NGF in den ver-
schiedenen Rinden des Kortex am hochsten und liegt weit Uber dem der lokalen Syn-
these im basalen Vorderhirn. Die Markerenzyme ChAT und Acetylcholinesterase, die
Expression beider NGF-Rezeptoren, die ZellgroRe sowie der Grad der axonalen Kolla-
teralisation im Zielgebiet werden in der Entwicklung von NGF direkt reguliert. Innerhalb
dieser Projektionen ist die Rolle des BDNF noch nicht abschlieBend zu beurteilen;
cholinerge Neurone exprimieren vermutlich nicht trkB. Jedoch deuten viele Unter-
suchungen darauf hin, dald diese Neurone mit BDNF stimulierbar sind. Die geringe
Wirkung verglichen mit NGF kénnte mit der Bindung am niedrigaffinen p75"'" erklart
werden. Es ist aber gezeigt worden, dal} die cholinerge Transmission die BDNF-
Synthese im Hippokampus triggert und Uber moglicherweise parakrine Mechanismen die

Differenzierung GABAerger Interneurone beeinflut (Marty et al., 1996).

Innerhalb der Phase der Etablierung der cholinergen Projektionen scheinen Stérungen
der zielgebietsabhangigen Neurotrophinsynthese zu Zellverlusten im basalen Vorderhirn
zu fuhren (Burke et al., 1994; Plaschke et al., 1994; 1997; Cooper et al., 1996). Ob die
verminderten Zellzahlen ursachlichlich durch Zelltod bedingt sind oder die Neurone auf
einer frhen Differenzierungsstufe arretiert sind, ist nicht bekannt. Quantitative Angaben
zur Zahl der cholinergen Neurone in NGF-defizienten Mause wurden nicht gemacht
(Crowley et al., 1994).

Die Projektionen des basalen Vorderhirnes sind 3 - 4 Wochen nach der Geburt weitge-
hend etabliert. Danach werden alle Marker fur cholinerge Neurone auf ein niedrigeres
Niveau herunterreguliert (vgl. 2.2). Die endgultige Ausreifung der cholinergen Bahn-
verbindungen geht einher mit der Beobachtung, dald die Projektionsneurone dann

deutlich weniger von den zielgebietsvermittelten Neurotrophinen abhangig sind. Die Un-
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Abb. 8:

Der EinfluB3 zeilgebietsvermittelter neurotropher Faktoren auf die Morphologie abhidngiger zen-
traler Neuronen ist in den verschiedenen Phasen des Lebens unterschiedlich.

terbrechung der Verbindung zum Zielgebiet (Axotomie, exzitatorische Elimination der
Hippokampusformation) fuhrt bei Ratten bzw. Mausen vor allem zur Reduktion der
Zellgrolen, nicht jedoch zu Zelltod (vgl. 3.2., 3.5.; Van der Zee and Hagg, 2002;
Ubersicht: Svendsen and Sofroniew, 1996; vgl. Abb. 8). Diese Veranderungen ahneln
auffallig denen, die fur Neurone des Nucleus basalis magnozellularis (Meynert) bei alten
Ratten bzw. beim alten Menschen beschrieben wurden und unter den Bedingungen des
Fortschreitens der Alzheimerschen Erkrankung verstarkt werden. Den genannten patho-

logischen Zustanden gemeinsam ist die Atrophie der cholinergen Neurone mit redu-
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zierter dendritischer und axonaler Verzweigung, verminderter Syntheseleistung der
Transmitter-spezifischen Enzyme (auf Einzelzellniveau: Han et al., 2002) sowie gering-
erer Expression der NGF-Rezeptoren. Befunde, die flr eine normale Neurotrophin-
synthese in den Kkortikalen Zielgebieten der cholinergen Neurone unter den Be-
dingungen des fortgeschrittenen Alters bzw. bei der Alzheimerschen Erkrankung
sprechen (Goedert et al., 1989; Hellweg et al., 1990; Alberch et al., 1991), wirden den
morphologischen Veranderungen und den kognitiven Beeintrachtigungen primar eine
Erkrankung der cholinergen Systeme (,cholinerge Hypothese®, vgl. 1.; Ubersicht: Kasa et
al., 1997; Mufson et al., 2002) zugrunde legen. Jedoch gibt es auch gegenteilige Aus-
sagen (z. B.: Crutcher and Weingartner, 1991; Frohlich, 2002), die besser mit dem
Verlauf der altersbedingten Veranderungen bzw. der Pathogenese des Morbus Alzhei-
mer Ubereinstimmen. Die primare Schadigung der Pyramiden der allo- und palaokorti-
kalen Ubergangsrinden (Ubersicht: Braak and Braak, 1991) und die zunehmende Aus-
breitung des degenerativen Prozesses auch auf neokortikale Rinden wirde dann im
Sinne des Verlustes ihrer Zielgebiete die cholinergen Neurone des basalen Vorderhirnes
infolge retrograder Degeneration sekundar schadigen. Da cholinerge Projektionsneurone
in ahnlicher Weise wie beispielsweise Ganglienzellen der Hinterwurzeln zu den Popu-
lationen gehdéren, die wahrend der Reifung und des Alterns sowohl zunehmend ihre Ab-
hangigkeit vom zielgebietsvermittelten NGF einbufRen als auch aus unbekannten Grun-
den eine zunehmende Limitierung des retrograden Transportes zeigen (Cooper et al.,
1994; Ubersicht: Svendsen and Sofroniew, 1996), muR bei der Entwicklung der
Alzheimerschen Demenz von einer Parallelitat beider Prozesse ausgegangen werden.
Besonders bei dieser dritten Moglichkeit konnte die Zufuhr von NGF, zumindest voruber-

gehend, eine sinnvolle therapeutische Strategie sein (vgl. 2.4).

Mit dem Lasionsmodell Fimbria-Fornix-Durchtrennung kann flir cholinerge Neurone des
Medialen Septums beispielhaft der morphologische Zustand simuliert werden (vgl.
Naumann et al., 1992b; 1994a; 1997), wie er in leichterer Form in den Neuronen des
Meynert-Kerngebietes sowohl wahrend des Alterns bei Mensch und Tier als auch bei der
Entwicklung der Alzheimerschen Demenz auftritt. Im Tierexperiment war es mdglich,
mittels Applikation des hier relevanten Nervenwachstumsfaktors die lasionsinduzierten
Veranderungen zumindest fur die Dauer der Behandlung zum grof3en Teil aufzuhalten
(val. 3.2., 3.3.; Naumann et al., 1992a; b; 1994b). Insgesamt haben sich jedoch bis jetzt

die Hoffnungen und Zielvorstellungen beztiglich des klinisch - therapeutischen Einsatzes
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Table |. Clinical trials with neurotrophins, CNTF and IGF.

Disease Type of tial n Application, dose Result Side effects
CNTP ALS Phase |, placebo 57 patients plus Subcutaneous, Safe, tolerated within Fever, fatigue, cough,
ref, 39 controlled, 2 weeks |8 patients on 0.5-30 pg'ke, acceprable limits, weight loss
placebo 3 injections per week indications for efficacy
CNTF® ALS Phase |, placebo 43 patients in Subcutaneous, Safe, tolerated within Fever, HSV-1 stomatitis,
controlled, 4 weeks  treatment and 2-200 pglkg daily acceptable limits diarrhea, fatigue, cough,
placebo groups weight loss
CNTF ALS Phase 2-3, 570 patients Subcutaneous, No beneficial effects, Injection site reactions,
ref. 40 placebo controlled, 0.5-5 pglkg daily increased adverse events cough, asthenia, nausea,
& months in the 5 pgkg group, anorexia, weight loss,
increased deaths increased salivation
CNTF ALS Phase 2-3, 730 patients Subcutaneous, |5-30 Mo beneficial effects anorexia, weight loss,
ref. 4] placebo controlled, Hglkg, 3 times a week cough
9 months
CNTF ALS Phase |, open label 6 patients Cell capsules, intrathecal,  Safe, motor performance Headache, radicular pain
ref. 42 approxi ly 0.5 pug/day  did not improve
CNTF ALS Phase |, open label, 4 patients Intrathecal delivery Tolerable side effects Rise in lymphocyte
ref, 43 48 h per week, with pumps, 0.4-8 pg/h numbers and protein
2-week cycles levels in CSF, headache,
radicular pain
CNTF M. Phase | 6 patients Cell capsules implanted ? 1
ref. 44 H gton into the lateral ventricle
MNGF M. Phase |, up to 3 patients 0.55-6.6 mg in total, Mo cognitive improvement,  Back pain, weight loss
ref. 45 Alzheimer 3 months infused into the lateral changes in EEG, increased
cerebral ventricle nicotine binding in several
brain areas
MNGF Diabetic Phase 1-2, 250 patients Subcutaneous, 0.3 pglkg,  Preliminary evidence for Injection site pain
ref. 46 neuropathy placebo controlled, 3 times a week efficacy, well tolerated
6 months
MNGF Diabetic Phase 3, placebo 505 patients NGF Subcutaneous 0.1 pgkg, Mo clinical benefit Minor side effects,
ref. 47 neuropathy controlled, double  treated, 515 patients 3 times a week injection site pain
blind, 48 weeks in placebo group
NGF HIv Phase 2, placebo 270 patients Subcutaneous, 0.1-0.3 Significant improvements Injection site pain
ref. 48 neuropathy controlled, Hglkg, twice a week in neuropathic pain
18 weeks
MNGF HIv Phase 2, open label 200 patients Subcutaneous, ‘Well tolerated, improve- Injection site pain
ref, 49 neuropathy follow-up study, 0.1-0.3 pglkg, twice ment in pain symptoms,
48 weeks aweek no improvement of
neuropathy severity
BDNF* ALS Phase 1-2, 224 patients with Subcutaneous, Safe, tolerable, less dete- Injection site reactions,
& manths BDMF, 59 patients 10-300 pgfkg, daily rioration in forced vital bowel urgency, diarrhea
with placebo capacity and walking speed
BDNF ALS Phase 2-3, placebo 748 patients with Subcutaneous, No significant effect, sub- Injection site reactions,
ref. 50 controlled, BDINF, 387 patients ~ 25-100 pg/kg group of patients with diarrhea, bowel urgency,
9 months with placebo early respiratory impair- generally mild or
ment and those developing  moderate
altered bowel function
showed statistically
significant benefit
BDNF ALS Phase |-2, placebo 25 patients Intrathecal, continuous Well tolerated at Paraesthesias, sleep
ref. 51 controlled, double pump delivery, 150 pg/day or lower disturbance, dry mouth,
blind, 12 weeks 25-1000 pig/day agitation at higher doses
BDNF ALS Phase 2-3, placebe 250 patients Intrathecal No clinical benefit Paraesthesias, sleep
unpublished controlled, double disturbance
blind
BDNF Diabetic Phase |-2, placebo 21 patients with Subcutaneous, daily, Mo measureable beneficial ~ Non painful injection-site
ref. 52 neuropathy controlled, double ~ BDINF treatment, 100 pglkg effect, safe, tolerable reactions
blind, 3 months 9 patients with
placebo
NT-3 Healthy sub- Phase |, placebo 49 healthy subjects Subcutaneous, daily, Tolerable side effects, Diarrhea, injection site
ref. 53 jects, diabetic controlled, double  treated with NT-3 3-500 pg/kg/day patient studies discon- pain, rise in SGOT and
neuropathy, blind, 7 days and 2| with placebo, tinued in 1997 SGPT
chemotherapy- no published report
induced neuro- on patient studies
pathy
IGF-1 ALS Phase 2-3, placebo 176 patients with Subcutaneous, Trend to functional Injection site pain, no
ref. 54 controlled, double  IGF-1, 90 patients 50 or 100 pglkg/day improvement major side effects
blind, 9 months. with placebo
IGF-1 ALS Phase 2-3, placebo |24 patients with Subcutaneous, Mo significant clinical Injection site pain
ref. 55 controlled, double  IGF-I, 59 patients 100 pg/kg/day improvement
blind, 9 th with placebo

Papers cited in this table are listed in the main reference list. Abstracts are listed below.
* ALS CNTF Treatment Study group (ACTS) Neurology 43, A416 (1993)
b R.G. Miller et al. Ann, Neurol. 34, 304 (1993)

©W.G. Bradley et al. Ann. Neurol. 38, 971 (1995)
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Tab. 1 aus : Thoenen and Sendtner (2002), Nature Neuroscience 5: 1046-1050
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von Neurotrophinen bzw. Zytokinen nicht erflillt (Thoenen and Sendtner, 2002; Zusam-
menfassung siehe Tab. 1). Bei Ratten und Mausen Uberdauern die Effekte der Behand-
lung mit diesen Molekulen nicht den Behandlungszeitraum (vgl. 3.2.); die dauerhafte
Implantation von z. B. Minipumpensystemen ist praktisch nicht durchfuhrbar. Um die
resultierenden limitierten Effekte zu optimieren, geht man inzwischen dazu Uber, elegan-
tere Applikationsformen, z. T. unter Ausnutzung endogener Syntheseleistungen des
Gehirns bei inflammatorischen Zustanden (vgl.: Butzkueven et al., 2002; Linker et al.,
2002; Naumann et al., 2003), zu entwickeln. Zu diesen Strategien gehoren u. a. das Im-
plantieren von entsprechend modifizierten Zellinien und Gen-Transfer sowie das Aus-
nutzen vorhandener Transportmechanismen an den Zellmembranen (z. B.: Friden et al.,
1993; Martinez-Serrano et al., 1995; 1996; Backman et al., 1997; Dickinson-Anson et al.,
2003).

Unabhangig von den gemachten Uberlegungen ist bisher nicht entschieden, ob und wie
im Alterungsprozef} befindliche bzw. lasionsgeschadigte zentrale Neurone fur die Rekon-
struktion ihrer urspringlichen Bahnverbindungen als bereits existierender Pool genutzt
werden kdénnen. Man geht im allgemeinen davon aus, dal® sowohl das normale Um-
gebungsmilieu als auch intrinsische Faktoren der Neurone langes Axonwachstum im
ZNS adulter Vertebraten verhindern (z. B.: Li et al., 1995; Davies et al., 1996; Uber-
sichten: Oorschot and Jones, 1990; Goldberg and Barres, 2000; Sofroniew et al., 2001).
Prinzipiell ist beispielweise fur den Nervus opticus (z. B. Thanos et al., 1993; 1997;
Thanos 1997) oder den Nervus facialis (z. B. Popratiloff et al., 2001; Guntinas-Lichius et
al., 2002) bereits gezeigt worden, dal® unter bestimmten Bedingungen (operative Rekon-
struktion der Bahnverbindungen, Behandlung mit protektiven Molekllen oder Hemmung
inhibitorischer Komponenten im Traktverlauf, Implantation von embryonalem Gewebe
oder permissiver olfaktorischer Glia) axonale Projektionen zumindest teilweise rekon-
struiert werden konnen. Jedoch ist die Datenlage bezuglich spinaler Bahnen oder der
septohippokampalen Projektion widerspruchlich. Inwieweit beispielsweise die fur Faser-
wachstum hemmenden Myelinkomponenten langer Projektionsbahnen bei regenerativen
Prozesse ausgeschaltet werden kénnen (z. B.: Cadelli and Schwab, 1991; Bartsch et al.,
1995; Brosamle et al., 2000; Schwab, 2002; Emerick et al., 2003), ob experimentelle
Veranderungen der gliosen Umgebung (z. B.: Li and Raisman, 1997; Li et al., 1997;
1998) bzw. von Glianarben und Basalmembranen (z. B.: Stichel and Mduller, 1998;

Stichel et al., 1999) oder das Ausnutzen der Wachtumspotenz junger Nervenzellen unter
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den Bedingungen der Transplantation (z. B.: Li and Raisman, 1993; Woodhams et al.,
1993; Hagg et al., 1994; Li et al., 1994; 1996; Leanza et al., 1996; Davies et al., 1997;
Field et al., 1997) zu besseren Ergebnissen fuhren, ist offen. Aufgrund bisher gemachter
Beobachtungen kann man jedoch davon ausgehen, dal} die Regenerationsfahigkeit
“alter* zentraler Neurone begrenzt ist (z. B.: Koliatsos et al., 1989; Bowe et al., 1992;
Weiser et al., 1994; Ginsberg and Martin, 1998).

Entsprechend dem neueren Schrifttum stellt sich heute jedoch nicht mehr ausschliel3lich
die Frage nach der Plastizitat der bereits vorhandenen Nervenzellen. Adulte Neuroge-
nese konnte eine alternative Quelle fir Zellersatz sein, zumal sie, bezogen auf die septo-
hippokampalen Projektionsneurone, subventrikular im direkt benachbarten Kerngebiet
des Lateralen Septums bereits unter Kontrollbedingungen in erheblichem Mal3e nachge-
wiesen werden kann (Ubersichten: Gould et al., 1999; Magavi et al., 2000; Shimazaki et
al., 2001; Gage, 2002; Gould and Gross, 2002; Nottebohm, 2002; Rakic, 2002; van
Praag et al., 2002). In ersten eigenen Untersuchungen konnte beobachtet werden, dal}
in adulten Ratten Nervenzellen nicht nur in der Subventrikularzone entstehen, sondern
auch innerhalb des MSDB-Komplexes gebildet werden. Sowohl die Axotomie der Fim-
briaprojektionen als auch die immuntoxische Schadigung der cholinergen Projektions-

neurone (Hage et al., 1996) fihren zur erheblichen Steigerung der Neurogenese und es

ChAT BrdU overlay

15 pm

Abb. 9:

Nach Lésion der septohippokampalen Projektion in adulten Ratten ist die Neurogenese choliner-
ger Neurone in den Kerngebieten des Medialen Septums und des Diagonalen Bandes erhoht.
Mittels Immunfluoreszenz wurden cholinerge Neurone mit Antikorpern gegen ChAT gefarbt
(links) und das in der S-Phase inkorporierte BrdU in neugebildeten Neuronen markiert (Mitte).
Die Doppelmarkierung zweier Neuronen (rechts) zeigt, dall diese postldsional gebildet wurden.
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gelang der Nachweis, dal} sich sowohl cholinerge als auch GABAerge Neurone in diesen

Kernen neu differenzieren (siehe Abb. 9).

Dal® geschadigte zentrale Neurone des adulten ZNS durch solche ersetzt werden
kénnen, die posttraumatisch neu gebildet wurden, ist inzwischen belegt worden (z. B.:
Arvidsson et al., 2002; Nakatomi et al., 2002). Weitere Untersuchungen mussen aber
erst noch zeigen, ob die Proliferation und Differenzierung septaler Neurone ausreichend
ist, um die durch Schadigungen induzierten Zellatrophien bzw. Zelluntergange zu kom-
pensieren. Es liegen aber bereits Ergebnisse dazu vor, welche Faktoren die Differen-
zierung der Neurone in der Entwicklung beinflussen und welche Kulturbedingungen
erfullt werden mussen, um beispielsweise die Entwicklung adulter Vorlauferzellen hin
zum cholinergen Neuron zu richten (z. B.: Shimamura and Rubenstein, 1997; Bartlett et
al., 1998; Hatanaka and Jones, 1998; Ba-Charvet et al.,, 1999; Doering and Snyder,
2000; Lopez-Coviella et al., 2000; Wichterle et al., 2002; Wu et al., 2002).
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5. Zusammenfassung

Neurotrophe Faktoren (NGF, BDNF, NT-3) spielen eine wesentliche Rolle in der
Entwicklung des peripheren und zentralen Nervensystems. Es konnte durch knock-out-
Mause gezeigt werden, dald genetische Manipulationen in diesen Molekilen bzw. ihren
Rezeptoren zu ausgepragten Veranderungen in einer Vielzahl an Geweben und
Organen fuhren, die mit dem Leben nicht mehr vereinbar sind. Die dramatische Re-
duktion der Zahl der Neurone v. a. in den peripheren Ganglien ist begleitet von einer ent-
sprechend unzureichenden Anbindung dieser Strukturen an das zentrale Nervensystem
sowie einer gestorten Innervation der abhangigen Organe bzw. Organsysteme. Fir das
Neurotrophin ,nerve growth factor konnte konkret gezeigt werden, dal’ seine Expression
u. a. fiir die Differenzierung und das Uberleben von etwa 70% der Neurone der sensiblen
Hinterwurzelganglien essentiell ist.

Ahnliche Abhangigkeiten wurden zunachst im zentralen Nervensystem nicht gefunden;
die entsprechenden katecholaminergen Projektionssysteme entwickeln sich auch in
Abwesentheit von NGF weitgehend normal. Uberraschenderweise gelang jedoch der
Nachweis, da® NGF in erheblichem Male in den cholinergen Projektionssystemen des
Medialen Septums, des Diagonalen Bandes (Broca) sowie denen des Meynert-
Kerngebietes transportiert wird. Im Zielgebiet dieser Strukturen, der kortikalen Rinde,
wurden auf zellularer Ebene GABAerge Neurone als NGF-synthetisierende Zellen
identifiziert. Eine Vielzahl an Untersuchungen hat belegt, daf® (1) die Durchtrennung des
Fimbria-Fornix-Systems, d. h. der spezifischen Verbindung der cholinergen Neurone des
Medialen Septums mit der Hippokampusformation, zum Verlust dieser Zellen fuhrt und
(2), die exogene Zufuhr von NGF diese degenerativen Prozesse verhindert. In Analogie
zum peripheren Nervensystem konnte somit die ,Neurotrophe Hypothese® auch auf die
NGF-abhangigen zentralen cholinergen Neurone ausgedehnt werden.

Diese Befunde legten nahe, dal} es fur eine wesentliche neuronale Population des ZNS
moglicherweise ein Behandlungskonzept fur den Fall ihrer Schadigung (z. B. bei der Alz-
heimerschen Erkrankung) gibt. Die Daten erklarten allerdings nicht, warum beispiels-
weise die Behandlung der cholinergen Neurone des basalen Vorderhirns mit exogenem
NGF in der postlasionalen Phase nicht zur dauerhaften Protektion dieser Zellen fuhrt.
Weiterhin war nicht logisch erklarbar, weshalb beim Verlust der cholinergen Neurone des
Medialen Septums die Aktivitat ihres Markerenzyms, der Azetylcholintransferase, nicht

nur konstant bleibt, sondern nach Lasion sogar noch ansteigt.
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Entsprechend dem Titel der vorliegenden Habilitationsschrift wurden diese Fragen sowie
Folgeprobleme in Sinne ,Wie reagieren zentrale cholinerge Neurone auf Schadigung

wirklich?“ bearbeitet. Es konnten folgende wesentliche Befunde erhoben werden:

- Die Axotomie der cholinergen Neurone des MS fuhrt nicht zu deren Zelltod. Die uber-
wiegende Mehrheit der septohippokampalen Projektionsneurone (cholinerge und
GABAerge) uberlebt den Eingriff, reguliert aber die Synthese funktioneller Proteine
(ChAT, PARYV) postlasional herunter. Das erklart den ,Verlust dieser Zellen bei der

Anwendung von z. B. immunzytochemischen Nachweismethoden.

- Septohippokampale Neurone besitzen ein erhebliches Mal} an Plastizitat. Sie sind in
der Lage, die voribergehend verlorene Fahigkeit zur Synthese ihrer Markerproteine
wiederzuerlangen. Die lokale axonale Umorganisation der geschadigten Zellen im MS
sowie die Resynthese der Markerenzyme erklaren die hohen postlasionalen En-

zymaktivitaten.

- Axotomierte cholinerge Neurone des MS sind jedoch nicht in der Lage, in ahnlicher
Weise die Rezeptoren fiir NGF (p75"'R, trkA) zu reexprimieren. Das erklart, warum die

Effekte der exogenen NGF-Behandlung zeitlich limitiert sind.

- Wird in der frGhen postnatalen Entwicklung die Zielstruktur der septohippokampalen
Neurone, der Hippokampus, entfernt, so wird die Differenzierung der MS-Neurone
malfig beeintrachtigt. In Einklang mit Befunden, die von anderen Arbeitsgruppen bei
knock-out-Mausen erhoben wurden, ist der Nervenwachstumsfaktor eher als ein die
Entwicklung modulierender den als ,Uberlebensfaktor‘ anzusehen.

- Der niedrigaffine NGF-Rezeptor p75"~

wurde zumeist als Bindungsstelle mit pro-
apoptotischer Wirkung aufgefallt. Zumindest flir das hier vorgestellte Modellsystem
kann diese Bedeutung nicht bestatigt werden. Die Expression des Rezeptors modifi-
ziert (wie sein Ligand NGF) die Differenzierung des cholinergen Phanotyps der Neu-

rone im basalen Vorderhirn erheblich, nicht aber deren Zellzahl.
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6. Abklrzungen

ACHE
BDNF
bFGF
BrdU
ChAT
CNTF
DB
FFD
FFS
GAP-43
G-CSF
GFAP
IL-6
LIF

LS
MRNA
MS
NGF
NMDA
NT-3
NT-4/5
NT-6
OCM
PNS
ZNS

Acetylcholinesterase
brain-derived neurotrophic factor
basic fibroblast growth factor
5-bromodeoxyuridine
Cholinacetyltransferase

ciliary neurotrophic factor
Diagonales Band (Broca)
Fimbria-Fornix-Durchtrennung
Fimbria-Fornix-System
growth-associated protein-43
granulocyte colony stimulating factor
glial fibrilary acidic protein
interleukin 6

leukemia inhibitory factor
Laterales Septum

messenger ribonucleic acid
Mediales Septum

nerve growth factor
N-methyl-D-aspartat
neurotrophin-3
neurotrophin-4/5
neurotrophin-6

oncostatin M

Peripheres Nervensystem
Zentrales Nervensystem
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