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Einleitung

1 Einleitung

Mit weltweit Gber 350 Millionen betroffenen Mensech@VHO, 2012 a) gehdrt die
Depression zu den haufigsten globalen Volkskrartigheind ist ein Hauptgrund von
Beeintrachtigung und Arbeitsunfahigkeit weltweit MU, 2012 b). In Deutschland
liegt die Pravalenz fir eine depressive Stérungdobit Prozent (Robert Koch-
Institut, 2013) und sie ist der zweithaufigste Gruir Fehltage bei der Arbeit
(Techniker Krankenkasse, 2015).

In der Depressionsforschung ist in den letztenelaldre adulte Neurogenese, also
die Entstehung neuer Nervenzellen im adulten Gelirden Fokus des Interesses
geruckt. Eine Vielzahl von Studien deutet auf eirlersammenhang zwischen
veranderter hippocampaler Neurogenese und Depnesisigsiehe Kempermaret
al., 2008; sieche Kempermann und Kronenberg, 2003). So konnten bei depressiven
Patienten funktionelle (siehe Belzuagal, 2015; Ressler und Mayberg, 2007) und
morphologische Veranderungen (Videbech und Ravek2®04) im Hippocampus
festgestellt werden, welche moglicherweise auf eieduzierte hippocampale
Neurogenese zurickzufihren sind (Kempermann, 20&kenso soll eine
veranderte adulte Gliogenese im Prafrontalcorte¥drbindung mit depressiven
Stérungen gebracht werden kénnen (Rajkowska undiétigidalgo, 2007).

Auch ein dysreguliertes serotonerges Transmissystea® wird in
pathophysiologischen Zusammenhang mit dem Auftreg@ner Depression
gebracht. Besondere Bedeutung sollen dabei digddémoezeptoren (5-HTR) des
Gehirns haben. Unter den 5-HTR nimmt der 5:AR eine zentrale Rolle ein.
Exprimiert wird dieser sowohl prasynaptisch alsagkakzeptor in den Raphekernen
als auch postsynaptisch als Heterorezeptor in devekionsgebieten der
serotonergen Neurone. Der 5-HR kommt bei depressiven Patienten mit
veranderter Dichte und Bindungskapazitat vor (Boldet al, 2008; Hirvonen et
al., 2008) und sein Bindungspotential ist durch Antréssiva modulierbar (Nugent
et al, 2013). Des Weiteren soll er eine bedeutende progene Rolle bei der
Regulation der adulten Neurogenese spielen (Klerapal, 2010). Allerdings ist
bei seinen Effekten auf die Gehirnmorphologie l@ste kaum eine Unterscheidung
zwischen pra- und postsynaptischer Vermittlung lgtfoJedoch ist diese
Unterscheidung zum Verstandnis der Mechanismenauath bei der Suche nach
selektiven Agonisten des 5-hHhR zur Pharmakotherapie der Depression von
besonderer Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wird daher an einem ktailen Mausmodell mit einer
Uberexpression des postsynaptischen %xRTuntersucht, welche Auswirkungen

1



Einleitung

die Uberexpression des postsynaptischen xRBuf die adulte Neurogenese und
Gliogenese hat. Da bei Frauen eine deutlich hoReiealenz flir eine Depression
vorliegt (Robert Koch-Institut, 2013) und zudem dwdschtsspezifische
Unterschiede in der Dichte des postsynaptische@ £ nachgewiesen wurden
(Arango et al, 1995; Jovanovic et al, 2008; Parsey et al, 2002), werden die
Untersuchungen sowohl an mannlichen als auch anliale@n Tieren durchgefihrt.
Zur Untersuchung von morphometrischen UnterschiaderHippocampus und
prafrontalen  Cortex von transgenen und  Wildtyp-direr werden
immunhistochemische Studien, unter Verwendung peazifischen Zellmarkern, an
jungadulten Mausen durchgeftihrt. Weiterhin werdaa Broliferations- und
Survivalrate von neugeborenen Zellen sowie die Ahzarschiedener Zelltypen des
Hippocampus analysiert. Die Ergebnisse dieser Adodien einen Beitrag zu einem
besseren Verstandnis der Bedeutung von pra- urigypagptischen 5-HER fiir die
adulte Neurogenese liefern und somit zur Entschliieg der pathophysiologischen
Grundlagen der Depression beitragen.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Adulte Neurogenese/Gliogenese
2.1.1 Neurogenese

Neurogenese bezeichnet den Prozess der Entstebnridevvenzellen (Pricet al,
2011). Im Rahmen der Neuronenentstehung im zentridlervensystem (ZNS)
kommt es zur Proliferation von undifferenziertear8in- und Vorlauferzellen mit
anschlie3ender Differenzierung, Migration, Axiogemend Synaptogenese. Bei der
Neuronenentstehung wird zwischen der embryonalenrddgenese, also der
Nervenzellentstehung wahrend der Embryonalphaskdanadulten Neurogenese
(s. Kap. 2.1.1.1), welche im ausgereiften, erwachseOrganismus stattfindet und
bis ins hohe Alter anhalt, unterschieden (Spaldihgl, 2013). Dabei werden die
meisten Nervenzellen wahrend der Embryonalphasédgeb

Jedoch stellt die embryonale Neurogenese nur eif@h der komplexen
Entwicklung des Gehirns dar. Viele weitere Schiiée Gehirnreifung finden beim
Menschen erst in den ersten Wochen, Monaten ulwketee sogar Jahren nach der
Geburt statt. Diese Reifungsschritte sind zum Zwikp der Geschlechtsreife bereits
komplett abgeschlossen und somit klar von der adiNteurogenese abzugrenzen.

2.1.1.1 Adulte Neurogenese

Adulte Neurogenese, also die Geburt neuer Nerviemzeh erwachsenen Gehirn,
iIst ein mehrstufiger Vorgang, bei dem aus neuronderlauferzellen Neurone
gebildet werderfKempermann, 2006; Kempermann et al, 2004). Verallgemeinert
lasst sich der Ablauf wie bei der embryonalen Nganmse in Zellproliferation,
Zelliberleben (Survival) und Zelldifferenzierungtereilen (Kempermanet al,
2004). Die Regionen der Neurogenese im adultenr@eimd, im Gegensatz zum
Zeitpunkt der embryonalen Neurogenese, nicht aolfifBration ausgelegt, da ihre
Entwicklungszeit schon lange zurtckliegt (Kempermaet al, 2004). Daher
missen die neugeborenen Nervenzellen wéhrend Bnéwicklung von den
Neurogenese-feindlichen Einflissen des umliegen@ehirngewebes geschutzt
werden (Kempermanret al, 2004). Des Weiteren treten bei der adulten
Neurogenese zu jeder Zeit alle Entwicklungsstufen Mervenzellen gleichzeitig
auf, wohingegen bei der embryonalen Neurogenesglidd eine parallele
Entwicklung der Neurone stattfindet (Kempermaial, 2004).
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Bis zu den 90er Jahren wurde die Existenz der ewliNieurogenese grundlegend
bezweifelt. So galt bis dahin der Lehrsatz des bleathologen und
Nobelpreistragers fur Physiologie und Medizin Sagai Randin y Cajal aus dem
Jahr 1913: ,In adult centres the nerve paths aretung fixed, ended, immutable.
Everything may die, nothing may be regeneratews. fior the science of the future
to change, if possible, this harsh decree” (Caje®13/1914). Der erste
Wissenschattler, der diese These bei Saugern wgkamlkonnte, war Joseph Altman
im Jahr 1965. Seine tierexperimentellen Studiendokilten Ratten mittels [?H]-
Thymidin zeigten, dass dieses radioaktive Nukleotidellen des Gyrus dentatus
(GD) im Hippocampus (HC) und des Bulbus olfactor() eingebaut wird
(Altman, 1969 a; Altman, 1969 b; Altman und Das, 1965). Die endguiltige
Bestatigung der adulten Neurogenese konnte allgsdenst 15 Jahre spater durch
Kaplan und Hinds (1977) erbracht werden. Durch datwicklung der
Elektronenmikroskopie konnten sie kleinste Zellaedteile von Neuronen
darstellen und somit deren Zelltypzugehdrigkeit meuronalen Linie definitiv
nachweisen. Nottebohm gelang wenige Jahre spat&eieeis einer funktionellen
Integration von Neuronen im SingvogéGoldman und Nottebohm, 1983;
Nottebohm, 1981). Den entscheidenden Nachweis eaddikurogenese erbrachte
jedoch die Entwicklung der Zellmarkierung mittelsrdB (5'-Bromo-2'-
Deoxyuridin) (Lois und Alvarez-Buylla, 1993). Dablennte durch die Injektion
von BrdU bei der Maus, welches vergleichbar mit}{fHymidin wahrend der S-
Phase der Mitose in die Zell-DNS proliferierendell@n aufgenommen und an
Stelle von Thymidin integriert wird (Corottet al, 1993), die Proliferation neuer
Zellen sicher nachgewiesen werden. Durch die arft#gide Durchfliihrung einer
immunhistochemischen (IHC) Untersuchung der Gehikoante die Proliferation
von Neuronen zum Zeitpunkt der BrdU-Gabe in derv@uabrikularzone (SVZ2)
entlang der lateralen Ventrikel belegt werden (Lol Alvarez-Buylla, 1993).
Dieser Nachweis gelang fuinf Jahre spater auch Baemmaten (Goulckt al, 1999 b;
Kornack und Rakic, 1999) und beim Menschen (Erikgt@l, 1998). Die Methode
der Markierung mit BrdU, gefolgt vom IHC-NachweisrdMarkierung, gilt noch
heute als Goldstandard zum Nachweis und flr dier&hung der adulten
Neurogenese in vivo beim Tier. Inzwischen konnteegg werden, dass beim
adulten Menschen taglich 700 neue Neurone in denntégriert werden, was zu
einem Austausch von 1,75 % aller Neurone pro Jémt {Spaldinget al, 2013).
Die Veranderung der Neuronenzahl ist dabei allggiso begrenzt, dass sie auf die
gesamte Neuronenzahl bezogen zu vernachlassiggraiebe Kempermann und
Gage, 1999).
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Diese und eine Vielzahl weiterer Studien in dentét Jahren konnten inzwischen
jeden Zweifel Uber die Existenz adulter Neurogenasden zwei privilegierten
Regionen des Gehirns, der SVZ entlang der lateralentrikel und der
Subgranularzone (SGZ) des GD des HC, beseitigeng/Mind Song, 2005) (s. Abb.
1). Alle anderen Gehirnareale gelten heute beint@$auger als nicht-neurogen.
In ihnen kommt es beim Erwachsenen nur unter pagiedhen Zustanden zur
Proliferation von Neuronen, beispielsweise im Faitees Schlaganfalls (siehe Ming
und Song, 2005).

Abb. 1: Die Zonen

b g

| focions—T \ der adulten Neuro-
< \ ; by~ - genese. Dargestellt

Y 4 % sind die SGZ des GD

i -'r‘/ | s

(b), die SVZ der
Seitenwand des
lateralen Ventrikels
(c) und der RMS zum
BO (@) (modifiziert
nach Clarke, 2003).

a Central Canal - Spinal Cord

Lateral Ventricles

Stammzellen im adulten ZNS

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen mit eineomen Proliferationspotential,
welche sich selbst erneuern kénnen und eine groiferdhzierungsfahigkeit
besitzen (Figueiraet al, 2011). Meist versteht man darunter embryonale
Stammzellen, also Zelllinien embryonalen Ursprundie aus der Blastozyste
stammen (Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981). Charakteristische
Eigenschaften dieser Zellen sind ihre unlimitieieilungsfahigkeit und ihre
Pluripotenz, also die Eigenschaft sich in jede &elider drei Keimblatter zu
differenzieren. In bestimmten Organsystemen ex&tienoch im adulten
Organismus Stammzellen. Diese sind, im Unterscldad den embryonalen
Stammzellen, nur eingeschrankt teilungsfahig umdiskediglich multipotent, das
hei3t nur in der Lage sich in Zellen des entspnedbe Organsystems zu
differenzieren (Gage, 2000). Diese adulten Stamierzelurden bis heute unter
anderem im hamatopoetischen System, im Gastramaéisakt, in der Haut und
Muskulatur, im Gehirn und in der Retina gefundaeh(s Alisonet al, 2002) und
stellen dort die Regeneration des Gewebes sicher.
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Die adulte neuronale Stammzelle (NSZ) stellt didtipotente Stammzelle des ZNS
dar und ist in der Lage die Vorlauferzellen derflgiten Zelltypen des ZNS, also
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten, zu bilg¢@mpermann, 2006). NSZ
sind nicht elektrisch erregbar, da sie Uber eirfeeHdichte spannungsunabhangiger
Kalium-Kanale und lber keine spannungsabhangigamiuNaKanale verfigen
(Bischofberger und Schmidt-Hieber, 2006). Des Weriebesitzen sie Merkmale
von Astrozyten, beispielsweise GFAP- (glial ficaity acidic protein) Expression,
gap junctions und blasses Cytoplasma (Doe&tcll, 1997). Die Expression von
Nestin ist ein weiteres Charakteristikum diese#tyfed. Die adulte NSZ wird heute
als gemeinsamer Vorlaufer von Gliazellen und Neencemgesehen (Alvarez-Buylla
et al, 2001) und ist durch asymmetrische Zellteilunglém Lage sowohl Neurone
als auch Gliazellen zu bilden.

Die NSZ sitzen in bestimmten Zonen des Gehirnsgemogenen Nischen, welche
beim Sauger die SVZ und SGZ sind. Diese Zonen Iigime einzigartige
Umgebung, durch die die neuronale Entwicklung imal@h Organismus maoglich
wird. Die neurogenen Nischen bestehen aus Astrozwtelche die Differenzierung
von NSZ zu neuronalen Vorlauferzellen steigern (téound Phner, 2003; Song et
al., 2002), Endothelzellen, welche Faktoren zur Setbstuerung der Stammzellen
sezernieren (Sheet al, 2004) und Bestandteilen der extrazellularen Matlie den
Verlauf der adulten Neurogenese in neurogenen Ersobgulieren (siehe Alvarez-
Buylla und Lim, 2004; Palmer et al, 2000; Thomas et al, 1996). Gliazellen und
Gefal3e innerhalb dieser Zonen bilden zusammenirkitlerenden Faktoren diese
einzigartige Umgebung, welche insbesondere im Raldeeneuronalen Plastizitat
eine bedeutende Rolle spielt (Palméal, 2000).

Abgesehen von den neurogenen Zonen des Gehirrenfgidh auch in Cerebellum
und Cortex adulte NSZ. Die Hypothese, dass auch uméer physiologischen
Bedingungen neue Nervenzellen entstehen, gilt jedéecunwahrscheinlich und ist
stark umstritten (Goulet al, 1999 a). Rakic verotffentlichte hierzu im Jahr 200
eine Studie, die zeigt, dass in diesen Zonen letligbliazellen aus NSZ entstehen,
jedoch keine Neuron€Kornack und Rakic, 2001; siche Rakic, 2002), was die
Hypothese der alleinigen adulten Neurogenese ii5U&rdes BO und der SGZ des
GD stitzt.

Adulte Neurogenese im Bulbus olfactorius

Die SVZ stellt eine der beiden Germinalzonen desltad Saugergehirns dar
(Doetsch und Alvarez-Buylla, 1996) und ist zusammemt dem GD
Hauptsyntheseort neuer Nervenzellen. Diese entl@ndgSeitenwand der lateralen

6



Literaturtibersicht

Ventrikel gelegene Zone ist ein Rudiment der embryonalen Neurogenese. In ihr
werden aus NSZ die Vorlduferzellen der drei Zelltypen des ZNS (Neurone,
Astrozyten und Oligodendrozyten) generiert, wohingegen das
Differenzierungspotential der NSZ in anderen Hirnregionen kontrovers diskutiert
wird (Jackson et al., 2006; Lee et al., 2005; Menn et al., 2006; Merkle et al., 2007).
Die giangige Nomenklatur der Entwicklungsstadien von neuronalen Zellen der SVZ
stammt von Doetsch und Kollegen aus dem Jahr 1997 (Doetsch et al., 1997): Dabei
steht zu Beginn des Prozesses die Glia-dhnliche Vorlduferzelle (B-Zelle), bei der es
sich um eine multipotente NSZ mit sehr geringer Teilungsrate handelt (Doetsch et
al., 1997). Noch in der SVZ differenziert die B-Zelle zur schnellteilenden C-Zelle,
welche sich zum migrierenden Neuroblasten (A-Zelle) weiterdifferenziert (s. Abb.
2). So werden entlang des lateralen Ventrikels im adulten Sdugergehirn
kontinuierlich neue Neuroblasten generiert (sieche Ming und Song, 2005) (s. Abb. 1

).

|
>%® =

0

B-Zelle C-Zelle A-Zelle

Abb. 2: Neuronenentwicklung in der SVZ. Dargestellt ist die Entwicklung von der Glia-
dhnlichen Stammzelle (B-Zelle) bis zum differenzierten Neuroblasten (A-Zelle), der {iber
den rostralen migratorischen Strom in den BO migriert.

Die meisten der neu gebildeten Vorlduferzellen und der unreifen Neurone der SVZ
migrieren in langen Ketten iiber den sogenannten rostralen migratorischen Strom
(rostral migratory stream, RMS) zum BO (Kempermann, 2006) (s. Abb. 1 a). Nach
einigen Millimetern erreichen sie die Granularzellschicht (GZS) des BO und
differenzieren dort zu Interneuronen aus (siehe Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo,
2002; siche Ming und Song, 2005).

Der gesamte Prozess von der C-Zelle bis zum integrierten Interneuron erstreckt sich
tiber ungefahr 30 Tage, wobei lediglich die Hélfte der Zellen bis zum 40. Tag
iberleben (Petreanu und Alvarez-Buylla, 2002). Im letzten Jahr konnte durch einen
Ablationsversuch bei Méusen gezeigt werden, dass diese neuen Interneurone zur
Erinnerung neuer Gerliche notwendig sind (Arruda-Carvalho et al., 2014). Dabei
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erfolgte eine Ablation von Granularzellen des BQweder vor oder nach der
Konfrontation mit einem neuen Geruch, wobei lediglibei der Ablation vor
Wahrnehmung des neuen Geruches eine bleibendeeErmn geschaffen wurde.
Eine weitere tragende Rolle soll die adulte Neunege im BO bei der Adaption an
veranderte Umgebungsbedingungen einnehmen (Cetahi 2001; Doetsch und
Hen, 2005).

Adulte Neurogenese im Hippocampus

Die zweite Region der adulten Neurogenese ist dér Welcher die zentrale
Kontrollregion fur die Gedachtnisbildung des limthien Systems ist (siehe Lagali
et al, 2010). Er hat eine entscheidende Funktion beimmdre (HC-assoziiertes
Lernen) und Gedachtnis (Kurzzeitgedachtnis und &a@iung des
Langzeitgedachtnisses im Cortex) sowie bei der @ysehen Plastizitat (siehe
Lagali et al, 2010; Suarez-Pereiraet al, 2015). Dabei ist er eng mit anderen
Gehirnregionen, wie dem Hypothalamus, dem PFC wrdAdnygdala vernetzt
(siehe McEweret al, 2015).

Der Name HC, deutsch Seepferdchen, beschreibt alim lieses eingerollten
Hirnareals und fand schon im Jahr 1578 Anwendu®§. Zahre danach wird,
ebenfalls auf Grund der Biegung dieses Areals,Bdgyriff Ammonshorn (Cornu
ammonis, CA) von Garengeot eingefuhrt (Walther, 20@er HC ist Teil des
Archicortex der Grof3hirnrinde und befindet sich Temporallappen entlang der
medialen Wand des Seitenventrikels (siehe Lagfadil, 2010) (s. Abb. 1 b). Sein
Zellband wird aufgrund der unterschiedlichen Zelipimlogie der Schichten in die
Regionen CA1, CA2 und CA3 unterteilt (s. Abb. 3punldet zusammen mit dem
GD, dem CA, dem Subiculum und dem PresubiculunHd@ieFormation (Formatio
hippocampi) (Nickekt al, 1991).

Der HC weist eine Dreischichtung auf, welche sios dem Stratum moleculare
(Molekularschicht), welches aus Endverzweigungdearafiter Nervenfaserblndel
und Dendriten von Pyramidenzellen besteht, dem tditra pyramidale
(Pyramidenzellschicht), aus glutamatergen dichaggsiten Pyramidenzellen, und
dem vergleichsweise zellarmen Stratum multiformelyimorphzellige Schicht),
auch Hilus genannt, aus Assoziationszellen undrs8agen zur interneuronalen
Verbindung, zusammensetzt (Niclatlal, 1991) (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Abbildung des HC einer Maus bei 20-facher ¥rgrél3erung. Gekennzeichnet
sind der GD mit dem Stratum moleculare (SM), Straggranulosum (SG), der SGZ und
dem Hilus und die CA1-, CA2- und CA3-Region des $tvie das Subiculum (Sub).

Der GD ist Teil des HC und weist eine weitere Dokishtung auf: die
Molekularschicht (Stratum moleculare) aus Gliazellend Dendriten, die
Kornerzellschicht (Stratum granulosum) aus kleimerdifizierten Pyramidenzellen
(Kornerzellen) und der Hilus aus Gliazellen und @men, auch als
polymorphzellige Schicht bezeichn@fiees und Sinowatz, 2000; Nickel et al,
1991).

Der HC ist Teil des limbischen Systems und alstsmieng mit anderen Strukturen
des limbischen Systems verschaltet: Die afferemtgoulse erhalt der HC vom
entorhinalen Cortex Uber den Tractus perforans 3tmatum moleculare des GD
(erste Synaps&)Amaral und Witter, 1989; Reichert, 2000). Uber die Axone der
Kornerzellen, den sogenannten Moosfasern, weldnghippocampale assoziative
Fasern darstellen, erhalten die Pyramidenzellen @&8-Region Impulse der
Kornerzellen des GD (zweite Synapse) (Reichertp20Diese Impulse werden in
einer dritten synaptischen Verbindung von der CARjBn Uber Axonkollaterale
der Pyramidenzellen, den sogenannten Schaffer teodllen, an die
Pyramidenzellen der CAl-Region weitergeleitet (Rert 2000). Diesen Zirkel aus
den beschriebenen drei erregenden Synapsen innerdha HC-Formation
bezeichnet man als trisynaptischen Schaltkreis. myelinisierten Axone der
Pyramidenzellen, die das Muldenblatt (Alveus) hildeerlaufen zum Septum,
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Hypothalamus, zur Amygdala und den Corpora manalland stellen das efferente
System des HC dar (Trepel, 1999).

Die Synapsen des HC sind zur Langzeitpotenzierlogng Term Potentiation)
fahig. Diese synaptische Plastizitat wird durch z#ehe neuronale
Aktivitdtsmuster provoziert und ermdglicht durchedidadurch bestehende
langanhaltende synaptische Transmission Lern- wwahGhtnisprozesse (Centonze
et al, 2003). Das bedeutet, dass die PyramidenzellerCAdrRegion bei einer
Reizung ihrer Schaffer-Kollateralen oberhalb eibestimmten Schwellenwertes
Stunden, Tage und teilweise sogar Wochen erregkéainen (Reichert, 2000). Eine
ausbleibende Langzeitpotenzierung im HC fuhrt hgegezum Vergessen bereits
gespeicherter Informationen des raumlichen Gedédas (Pastalkowet al, 2006).
Die hippocampale Neurogenese findet im Gegensataduiten Neurogenese im
BO lediglich in einer sehr kleinen Region statteg® Region, die SGZ, ist zwischen
Stratum granulosum und Hilus lokalisiert. In dieselnmalen Zellschicht entstehen
die neuen Kdrnerzellen des Ammonshorns. Hier kanR@mer und Kollegen im
Jahr 1997 bei der adulten Ratte multipotente ZaHeheren (Palmeet al, 1997)
und lieferten somit den Nachweis, dass die adulpg@dtampale Neurogenese
innerhalb der SGZ stattfindet.

Die Stamm- und Vorlauferzellpopulation in der SG&sdt sich anhand ihrer
Morphologie, Proliferationsfahigkeit und der spesihen Markerexpression, wie
beispielsweise Nestin, GFAP, Doublecortin (DCX),Ir€@nin, Sox2 und NeuN
(neuronal nuclear antigen), den verschiedenenyfelit zuordnen (Kempermasen
al., 2004) (s. Abb. 4). Diese sind, abgesehen voiN&zr und der ausdifferenzierten
reifen  Nervenzelle, sich vorubergehend vermehrendérlauferzellen
(Progenitorzellen), die von Subtyp zu Subtyp zunenneurogen determiniert
sind (Kempermannet al, 2004). Am Beginn der adulten hippocampalen
Neurogenese steht dabei die Typ 1-Zelle, die NS&lche Merkmale radialer
Gliazellen besitzt und hoéchstwahrscheinlich mit &Felle der olfaktorischen
Neurogenese gleichzustellen ist (Kempermanal, 2004). Wahrend die Typ 2a-
und 2b-Zellen sich in der Expansionsphase befinddsp eine sehr hohe
Teilungsaktivitdt aufweisen, treten die Typ 3-Zellaus dem Zellzyklus aus und
migrieren zum Teil in die inneren Regionen der Kaimellschicht (Kempermanet
al., 2003).
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Typ 1-Zelle Typ 2a-Zelle Typ 2b-Zelle Typ 3-Zelle unreife reife
Kornerzelle Kornerzelle

Abb. 4: Neuronenentwicklung im HC. Dargestellt ist die Entwicklung von der Glia-
dhnlichen Stammzelle in der SGZ (Typ 1-Zelle) bis zur reifen Kornerzelle mit den
exprimierten Zellmarkern (grau).

Auf diese Weise entstehen im GD der Ratte jeden Tag ungefihr 9000
Progenitorzellen (Cameron und McKay, 2001). Die meisten dieser neugeborenen
Zellen sterben beim Ausbleiben stimulierender Reize in den ersten vier Wochen
durch Apoptose. Daher stellt die Proliferation allein keinen guten Pradiktor fiir die
Nettoneurogenese dar. Wichtig ist daher die Betrachtung des Zellsurvivals. Die
tiberlebenden Zellen differenzieren, migrieren und es kommt zur Integration
(Kempermann et al., 2003). Stanfield und Trice (1988) zeigten bereits vor liber 25
Jahren, dass die in das Stratum granulosum des GD migrierten Neurone Axone
bilden welche in die CA3-Region einwachsen. Der Prozess von der Zellgeburt bis
zur beendeten Migration erstreckt sich iiber eine Zeitspanne von ungefahr vier
Wochen (Cameron et al., 1993). Bis eine Kornerzelle vollstindig in das lokale
neuronale Netzwerk des HC integriert ist, vergehen weitere drei Wochen (Jessberger
und Kempermann, 2003).
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Abb. 5: Regulation der adulten Neurogenese.

Die Proliferationsrate und die Anzahl erfolgreicher Neuronenintegrationen im HC
sind dabei sowohl von internen als auch von externen Faktoren abhédngig. Die
hochste Nettoneurogenese ist innerhalb der ersten Lebensmonate zu finden, was
jungadulte Tiere zu prédestinierten Modellen zur Erforschung der adulten
Neurogenese macht. Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer Abnahme der
Proliferationsrate (Kuhn et al, 1996). Auch die genetische Komponente
(Kempermann et al., 1997 a; Merritt und Rhodes, 2015) und die Zugehorigkeit zu
einer bestimmten Tierart spielen eine wichtige Rolle, wie der Vergleich von Maus
und Affe zeigt (0,04 % zu 0,004 % proliferative Zellen pro Tag) (Kempermann et
al., 1997 a; Kornack und Rakic, 1999). Die adulte Neurogenese hat demzufolge bei
hoher entwickelten Lebewesen quantitativ eine geringere Bedeutung (siche
Kornack, 2000). Zudem ist die hippocampale Neurogenese von geistiger und
korperlicher Aktivitét, einer reizreichen Umgebung (Environmental Enrichment)
(sieche Kempermann, 2002 a) und akustischen Reizen abhéangig (Kirste et al., 2015)
(s. Abb. 5). Auch die Relevanz von Neurotransmittern, Hormonen und nicht zuletzt
von Wachstumsfaktoren darf bei der Regulation der adulten Neurogenese nicht
vernachlissigt werden (Kempermann, 2006). So flihrt ein stressbedingter Anstieg
der Glucocorticoidkonzentration zu einer Reduktion der Neurogeneserate (Gould et
al., 1998; Tanapat et al., 1998), wihrend eine Erhohung der 5-HT-Konzentration
durch selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (selective serotonin reuptake
inhibitors, SSRI) zu einer Steigerung fiihrt (Klempin et al., 2010). Des Weiteren
sollen Gliazellen, insbesondere Mikrogliazellen, an der Regulation der adulten
Neurogenese beteiligt sein (siche Kettenmann et al., 2013).

Die hippocampale Neurogenese ldsst sich also von einer Vielzahl duBlerer Stimuli
beeinflussen und korreliert, wie am Mausmodell gezeigt werden konnte, positiv mit
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der Lernfahigkeit (siehe Kempermann und Gage, 2002Coras und Kollegen

(2010) bestatigten acht Jahre spater auch beimdfiensdass die Proliferationsrate
humaner NSZ signifikant mit der Fahigkeit zur Speluing neuer Informationen
korreliert. Dass die neu gebildeten Neurone beveitshrer endgiltigen Reife eine
wichtige Rolle beim Lernen und der Formation desndzeitgedachtnisses
einnehmen, wurde inzwischen anhand einer Ablatiodss an Mausen belegt
(Suarez-Pereirat al, 2015).

2.1.2 Gliogenese

Das adulte ZNS des Menschen besteht zu 50 % aageldin (Azevedeet al,
2009), welche im Rahmen der Gliogenese gebildetl@rerDieser Vorgang wird
analog zur Neurogenese in eine embryonale undaginkke Gliogenese unterteilt.
Die Neuroglia des ZNS besteht aus Astroglia ung@lendroglia. Astrogliazellen
kbnnen in zwei Typen von Astrozyten, Typ 1- und R4Astrozyten, unterteilt
werden. Da die verschiedenen Astrozytenstadien ekespezifischen Marker
besitzen, sind sie bis heute nur mafig identififidolofsky et al, 2012). Bekannt
ist allerdings, dass Gliazellen zwei unterschiddiic Stammbaumen angehdren: Die
Oligodendrozyten und Typ 2-Astrozyten stammen ausere gemeinsamen
Vorlauferzelle, der O2A-Zelle (Baraet al, 1998; Nait-Oumesmaet al, 1999). Die
Typ 1-Astrozyten dagegen aus einer anderen Vonizeife (s. Abb. 6).

Am Anfang steht, wie bei der adulten Neurogenegendiltipotente NSZ (s. Kap.
2.1.1.1). Aus dieser entsteht eine Glia-ahnlichdauserzelle, welche die letzte
gemeinsame Precursorzelle von Typ 1- und Typ 2e&gten darstellt. Diese
differenziert weiter zur Typ 2-Zelle (O2A-Zelle), elche sowohl die Typ 2-
Astrozyten und Oligodendrozyten als auch die Neeirder SGZ hervorbringt
(Baronet al, 1998). Sie stellt die letzte Verbindung zum Neudar (Steineet al,
2006) und markiert den Zeitpunkt der endgultigeniémdetermination (s. Kap.
2.1.1.1). Die Glia-dhnliche Vorlauferzelle kanngetd auch zu einer Astrozyten-
Vorlauferzelle differenzieren, aus der der Typ 1rdsyt entsteht. Gliale
Vorlauferzellen lassen sich durch die ExpressiaAidimarkers NG2 (Neuron Glia
2), welcher von allen glialen Vorlauferzellen, jedonicht von Stammzellen und
reifen Gliazellen exprimiert wird, von neuronaleorMufern unterscheiden.
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Abb 6: Die adulte Gliogenese. Dargestellt ist die Entwicklung von der multipotenten
Stammzelle bis zur reifen Gliazelle.

Die Funktionen der Gliazellen sind sehr vielseitig und unerldsslich fiir eine normale
Gehirnfunktion. Wiahrend Oligodendrozyten hauptsidchlich die Aufgabe der
Myelinbildung iibernehmen, stehen Typ 1- und Typ 2-Astrozyten in engem Kontakt
mit allen Zelltypen des Gehirns und haben weit mehr Aufgaben im ZNS als, wie
frither angenommen, eine ausschlieBlich unterstiitzende Funktion. Insbesondere fiir
die Aufnahme von Neurotransmittern (beispielsweise von 5-HT), die Synthese und
Sekretion neurotropher Faktoren und die Regulation der Synapsenbildung und der
Blutversorgung sind sie unersetzlich (Eddleston und Mucke, 1993; Frei et al., 1985;
Furukawa et al., 1986; Kimelberg und Katz, 1985; Meshul et al., 1987).

2.1.2.1 Adulte Gliogenese

Auch die adulte Gliogenese ist auf bestimmte Regionen beschrinkt. Durch die
Markierung mit NG2 konnte der Nachweis glialer Precursorzellen im Nervus
opticus (Raff et al., 1987), Hypothalamus (Markakis et al., 2004), der Substantia
nigra (Lie et al., 2002), der Medulla spinalis (Horner et al., 2000), dem HC
(Cameron et al., 1993; Palmer et al., 2000; Seri et al., 2001) und dem Cortex
(Hommes und Leblond, 1967) erbracht werden. Der Hauptsyntheseort der
Astrozyten ist dabei der Cortex. Im HC hingegen sind mit 5 bis 20 % (Aberg et al.,
2000; Palmer et al., 2000) nur ein geringer Anteil der neugeborenen Zellen
Gliazellen. Im Unterschied zur adulten Neurogenese kann die Entwicklung von
Gliazellen auch auBlerhalb von neurogenen Nischen stattfinden, weshalb den
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Vorlaufern der Astrozyten ein starkes proliferasiieéotential nachgesagt wird. So
werden bis zu 55 % der Astrozyten im Cortex posinatst nach der Migration
aulRerhalb der germinativen Nischen gebildetétGad, 2012). Die Proliferation von
Oligodendrozyten hingegen ist im adulten Organisbtmegrenzt und dient nur der
Zellerneuerung der Oligodendrozytenpopulation (\geetal, 2014).

Der adulte Cortex des Menschen besteht zu fast\deeiel aus Gliazellen und
lediglich zu einem Viertel aus Neuronen (Peletgal, 2008). Die Glia setzt sich
dabei hauptsachlich aus Oligodendrozyten (Ubendeetel aller Gliazellen), zu 17
% aus Astrozyten und zu 6 % aus Mikroglia zusam(®etvig et al, 2008). Unter
den corticalen Zellen befindet sich eine grol3e Zahbtischer Zellen (Altman,
1966; Gould et al, 1999 a; Gould et al, 2001; Hommes und Leblond, 1967), bei
denen es sich zumeist um Gliazellen han@&hsert und Goldman, 2001; Kaplan
und Hinds, 1980; Kornack und Rakic, 2001; Levison et al, 1999). Die Neugeburt
von Neuronen im Cortex in vivo kann beim adultemidi bis heute nicht sicher
ausgeschlossen werden, scheint aber laut Literatumoher Wahrscheinlichkeit auf
die embryonale Phase beschrankt zu @&ommack und Rakic, 2001; Rakic, 2002).
Der in vier Lappen gegliederte Cortex (Frontal-,mperal-, Parietal- und
Okzipitallappen) lasst sich in die Molekularschi¢htyer I) aus Dendriten und
Axonen, die aul3ere (Layer Il) und innere Kérnesxtlicht (Layer V), die dulRere
(Layer Ill) und innere Pyramidenzellschicht (La¥8rund die multiforme Schicht
(Layer VI) unterteilen. Insbesondere der prafrantabrtex (PFC), der sich in einen
orbitalen, einen medialen und einen lateralen Anteiergliedern lasst, spielt eine
entscheidende Rolle bei der Neubildung von Asterzyind Oligodendrozyten. Der
mediale PFC ist eng mit dem limbischen System vaatbn (Carmichael und Price,
1995) und weist bei affektiven Stérungen oftmalgphologische Veranderungen
auf (s. Kap. 2.1.3). Diese strukturellen Verandgam bei Menschen mit
psychiatrischen Erkrankungen sind sicherlich eiar@rdaflr, dass die Erforschung
der adulten Gliogenese in den letzten Jahren zuaetimn Bedeutung gewinnt.

2.1.3 Pathophysiologische Bedeutung von adulter Nexgenese und Gliogenese
fur Erkrankungen des ZNS

Mit der Entdeckung der adulten Neurogenese kamerh dtdiypothesen zur
Bedeutung einer veranderten adulten Neurogenes6limgenese fir die Atiologie
von ZNS-Erkrankungen auf. Vieles deutet daraufdiass bei einer Stérung des
Gleichgewichts zwischen Proliferation und Zelltoaisdeng regulierte System im
ZNS aus der Balance gebracht wird. Kommt dann @&iesSfaktor hinzu, kénnen
psychische Erkrankungen entstehen. So wird die lgadg einer gestbrten adulten
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Neurogenese fur die Pathogenese von psychiatrisébdmnankungen heute
diskutiert (siehe Kempermaret al, 2008; siche Kempermann und Kronenberg,
2003). Dabei werden in erster Linie eine verringetiulte Neurogenese und die
folgende gestdrte neuronale Plastizitat als unitershder Faktor bei der Entstehung
der Depression diskutiert (siehe Kempermahal, 2008). Diese Hypothese wird
gestltzt von Studien an depressiven Patienterzadgen, dass die HC-Volumina
mit zunehmender Depressionsdauer bzw. Anzahl depezsEpisoden abnehmen
(Sheline, 1996; Shelinet al, 1999). Aktuellere Post-Mortem- (siehe Lucassén
al.,, 2006) und Magnetresonanztomographie-Studien Ppéde und Ravnkilde,
2004) an Patienten mit Depression, zeigten eberdedineuronale Atrophie des HC.
Post-Mortem-Studien des PFC von Depressiven konnteben einer
Neuronenatrophie auch reduzierte Gliadichten na®mne (Rajkowska, 2000;
Rajkowskaet al, 2005) und deuten somit neben einer veranderfgrobampalen
Neurogenese auch auf eine veranderte adulte Gisgdmn.

Ein weiteres Argument fur obige Hypothese ist depnpurogene Effekt
antidepressiver Therapien (s. Kap. 2.2.2). So istamtidepressive Wirkung von
SSRI mit einer Zunahme der adulten Neurogenesaimddn, wobei die Wirklatenz
von zwei bis vier Wochen (Gelenberg und Chesen,0R0d etwa der
durchschnittlichen dreiwdchigen Reifezeit von Newo im HC entspricht
(Cameronet al, 1993). Auch von anderen antidepressiven Therapea der
elektrokonvulsiven Therapie (EKT) (Smitled al, 2014), der sportlichen Aktivitat
(van Praaget al, 1999) und der Therapie mit Lithium (Chenhal, 2000), ist ein
proneurogener Effekt bekannt. Doch nicht jede aptidssive Behandlung wirkt
sich stimulierend auf die Neurogenese aus. So wdid transkranielle
Magnetstimulation (TMS) erfolgreich zur Therapiaezi Depression eingesetzt, tibt
aber keinen messbaren Effekt auf die Neurogeneseras (siehe Henn und
Vollmayr, 2004) (s. Kap. 2.2.3). Umgekehrt lasshsilas Verhalten der erlernten
Hilflosigkeit, ein Tiermodell der Depression, bardRatte auch bei unveranderter
Neurogeneserate auslésen (siehe Henn und Vollr2@@4). Ebenso ist eine durch
Stress reduzierte adulte Neurogenese im Tiermadelit zwangslaufig mit der
Entwicklung von depressionsahnlichem Verhalten weden (Henn und Vollmayr,
2004). Daher ware eine lediglich als Epiph&nomengierende reduzierte
Neurogenese bei der Entstehung einer Depressiamfatisedenkbar (Henn und
Vollmayr, 2004). Da bis heute fur keine der hiefgafiinrten Hypothesen eine
sichere Beweislage existiert (Schoenfeld und Came?015), besteht weiterer
Forschungsbedarf.
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Neben der Depression sollen auch noch andere EKidingen in Zusammenhang mit
einer gestorten adulten Neurogenese stehen. Sanfsidh &hnliche morphologische
Veranderungen des Gehirns bei anderen affektiveraikungen. Bei der bipolaren
Stérung beispielsweise wurde ebenfalls eine skpnitie Reduktion des Volumens
des HC nachgewiesen (Doriagal, 2011). Eine weitere psychiatrische Erkrankung,
bei der Hinweise auf eine verdnderte hippocampa&erdgenese existieren, stellt
die Schizophrenie dar. MagnetresonanztomographigiSt an schizophrenen
Patienten zeigen reduzierte Volumina der HC (sledngrie und Abukmeil, 1998).
Weiterhin weisen die Oligodendrozyten des PFC vakrdbkten deutliche
Veranderungen in Anzahl und Morphologie auf (Uramet al, 2004). Auch bei
Patienten mit Morbus Parkinson, die kognitive Syonm¢ aufweisen, fallt ein
atrophierter PFC auf (Nagano-Sadtioal, 2005). Gleiches gilt auch fir den HC von
Patienten mit Morbus Alzheimer (siehe deToledo-Mibret al, 2007). In den
letzten 15 Jahren mehren sich die Hinweise auf@&teiligung veranderter adulter
Neurogenese an der Epileptogen@sehe Parent, 2002; Parent et al, 2006; siche
Parent und Lowenstein, 2002). So wird vermutets @gsdurch epileptische Anfalle
zu einer gestorten Integration der neugeborenenradeukommt, welche zu
kognitiven Defekten bei Menschen mit Epilepsie &rhkann (siehe Parent, 2002).
Ein weiteres Krankheitsfeld mit Bedeutung fur didulée Neurogenese stellen
Erkrankungen, die mit erh6hten Glucocorticoidkornizaionen einhergehen, dar. So
fallen unter Stress oder krankheitsbedingt erhdlkicocorticoidkonzentration
sowohl eine reduzierte hippocampale Neurogenesal@Gb al, 1998; Tanapat et
al., 1998) als auch reduzierte Gliazahlen auf (Cadteal, 2001; Rajkowska und
Miguel-Hidalgo, 2007).

In den letzten Jahren rickte die adulte Neurogenaseh wegen ihres
therapeutischen Potentials in den Fokus. Die hipppale Neurogenese ist von
aulReren Faktoren beeinflussbar, was sie flr nicatrpakologische Therapien von
ZNS-Erkrankungen interessant macht. Nachgewiegenass sich durch geistige
und korperliche Aktivitat (Goulaet al, 1999 c; van Praag et al, 1999) und eine
anregende Umgebung (Environmental Enrichment) (K¥mpnnret al, 1997 b) die
Neurogeneserate signifikant erhOhen lasst (s. A)blIn einer stetig alternden
Gesellschaft mit zunehmender Pravalenz von denemtirkrankungen ergibt sich
hierdurch die Chance, durch gezielte Bewegungs-sclgdtigungs- und
Lernprogramme dem Fortschreiten dementiver Sympt@miegenwirken zu
kénnen. Hierfur sind genaue Kenntnisse der Mechamsder adulten Neurogenese
und ihre Bedeutung fur die Depression und anderg-Ekkrankungen essentiell.
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2.2 Depression

Weltweit leiden Uber 350 Millionen Menschen alleltehsklassen an einer
Depression (WHO, 2012 a). Die Weltgesundheitsosgdimn (World Health
Organisation, WHO) gibt die Depression als einemptgrund von Behinderung
und Arbeitsunfahigkeit weltweit an (WHO, 2012 b)Ydus wird prognostiziert, dass
die Depression im Jahr 2030, neben HIV/AIDS undzKesislauferkrankungen, die
Krankheit mit der hochsten Lebenszeitbelastung teldea wird (Mathers und
Loncar, 2006). In Deutschland ist die Depressian em Depressionsatlas der
Techniker Krankenkasse (2015) nach Erkaltungenzdaithaufigste Grund fur
Fehltage bei der Arbeit. Damit sind die depresdiedsgten Fehltage im Jahr 2013,
verglichen mit dem Jahr 2000, um fast 17 % gestied®e Pravalenz von
Depressionen lag im Jahr 2011, laut einer Studse Rigbert Koch-Instituts zur
Gesundheit Erwachsener in Deutschland (2013),i&iGésamtbevélkerung bei 8,1
%, bezogen nur auf Frauen liegt sie bei 10,2 %falisauf, dass die depressive
Episode bei der Frau doppelt so oft auftritt wienb&lann (Fryerset al, 2004),
jedoch Manner deutlich haufiger Suizid begehenhgsiddegerl, 2005). Die
Suizidmortalitat von depressiven Mannern und Frauieth je nach Statistik mit 2,2
% (Bostwick und Pankratz, 2000) bis 15 % (Guze Rodins, 1970) angegeben.

2.2.1 Definition und Klassifizierung

Die Depression ist eine psychiatrische Erkrankumglche mit einer kognitiven
Verzerrung, verandertem Selbstbezug, negativem master und veranderter
neuronaler Funktion bestimmter Gehirnbereiche egétd (Belzunget al, 2015).
Der Begriff ,Depression leitet sich vom lateinisah Wort ,deprimere” (deutsch:
niederdriicken) ab und weist auf die typische gadelig§timmung hin.

Bei der Einteilung und Diagnostik von affektiven 6fingen werden die
Klassifikationssysteme ICD-10 (International Stieded Classification of Diseases
and Related Health Problems, 10th Revision, Vergi@tb) der WHO (2015) und
DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of MeriDasorders, Fifth Edition) der
American Psychiatric Association (2013) herangemode Deutschland gilt die
ICD-10-GM (German Modification). Diese ordnet diefession den affektiven
Stérungen zu, welche durch eine krankhaft veraadgtrmmungslage und Aktivitat
gekennzeichnet sind. Eine weitere Unterteilunglgtia Kapitel V ,,Psychische und
Verhaltensstorungen, Affektive Stérungen®. Die K§ifigierung erfolgt anhand von
Verlauf, Schweregrad und Symptomatik. So ergebendie Kategorien ,manische
Episode (F30), bipolare affektive Stérung (F31),préssive Episode (F32),
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rezidivierende depressive Storung (F33), anhaltefféktive Storung (F34), andere
affektive Stérungen (F38) und nicht ndher bezeithaéfektive Stérungen (F39)*
(WHO, 2015). Das DSM-5 weist im Vergleich zur ICDeKsifizierung nur
marginale Unterschiede auf. So ist die nach ICaB0rezidivierende depressive
Storung definierte Erkrankung nach dem DSM-5 eirsgadviDepressive Disorder
(MDD).

Die Diagnose einer depressiven Stérung erfolgt mahmsychometrischer Skalen,
wie der Allgemeinen Depressions Skala (Hautzinget Bailer, 1993), das Beck-
Depressions-Inventar |l (Hautzingetral, 2009) oder der Hamilton rating scale for
Depression (Hamilton, 1960). Nach ICD-10 (2015) desr zur Einteilung der
affektiven Stérungen Haupt- und Nebensymptome vedet (s. Tab. 1), wobei
mindestens zwei Hauptsymptome zur Diagnose eingredsiven Erkrankung
auftreten mussen:

Hauptsymptome einer Depression Nebensymptome einer Depression

verminderte
Konzentration/Aufmerksamkeit
vermindertes Selbstwertgefuhl und
Selbstvertrauen

Antriebsmangel und Mudigkeit Gefiuihle von Schuld ¥vertlosigkeit
negative/pessimistische
Zukunftsperspektiven
Suizidgedanken

Schlafstérungen

Appetitverlust

gedriickte/depressive Stimmung

Interessenverlust und Anhedonie

Tab. 1: Haupt- und Nebensymptome einer Depressioragh ICD-10 (2015).

Neben den Symptomen spielt auch der Verlauf eieprassiven Erkrankung bei der
Klassifikation eine entscheidende Rolle. Eine dsgike Episode mit kompletter
Remission bezeichnet demnach eine Erkrankung, leei die Symptomatik
mindestens zwei Wochen anhélt, sich darauf jedoth rindestens zweimonatige
episodenfreie Phase anschliel3t (American Psyahidsisociation, 2013) (s. Abb. 7
a). Unter einer rezidivierenden depressiven Stomangteht man einen Verlauf, bei
der einer depressiven Episode, nach einer mehrigenaPhase ohne depressive
Haupt- oder Nebensymptome, mindestens eine wdipigode folgt (Abb. 7 b).
Eine Dysthymie zeichnet sich durch das Andauerndeégressiven Symptomatik
aus, ohne erkennbare Einzelepisoden (s. Abb. Ba)der bipolaren affektiven
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Storung wechseln sich manische, also Phasen mit iibersteigertem Antrieb und
euphorischer Stimmungslage, und depressive Episoden ab (s. Abb. 7 d). Der
Schweregrad, welcher anhand der Anzahl an Symptomen festgelegt wird, wird in
leicht, mittel und schwer eingeteilt. Weiterhin wird unterschieden, ob zusitzlich
psychotische Symptome wie Wahn oder Halluzination vorliegen.

o

=

abejsbunwiung

=

e

4

zeitlicher Verlauf

Abb. 7: Verlauf depressiver Erkrankungen. Die Depression wird Anhand ihres
zeitlichen Verlaufs in eine depressive Episode (a, einmalig), eine rezidivierende depressive
Storung (b, wiederkehrende depressive Episode), eine Dysthymie (¢, keine erkennbaren
einzelnen depressiven Episoden) und eine bipolare affektive Storung (d, manische und
depressive Episoden) unterteilt.

2.2.2 Pathophysiologie von Depressionen

Die Pathophysiologie der Depression weist eine hohe Komplexitit auf und ist bis
heute nicht eindeutig geklart. Als gesichert gilt jedoch, dass die Pathogenese der
Depression eine multifaktorielle Grundlage hat (siehe Wong und Licinio, 2001), bei
der sowohl psychische Faktoren, wie die Personlichkeit und psychosoziale
Belastung, als auch somatische Faktoren, wie die genetische Disposition, die
Komorbiditit und der individuelle Hirnstoffwechsel, eine Rolle spielen (s. Abb. 8).
Im Folgenden werden die wichtigsten Hypothesen zur Pathophysiologie der
Depression vorgestellt.
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Personlichkeit
Psychosoziale Belastung G"en.etlscp(.e
‘ Pradisposition
Depression
Chronischer
Stress Erlebnisse
Hirntitigkeit
Komorbiditit

Abb. 8: Pathogenese einer Depression. Die Faktoren bei der Entstehung einer
depressiven Erkrankung sind sowohl psychischer (psychosoziale Belastung, chronischer
Stress, Erlebnisse und Personlichkeit der betroffenen Person) als auch somatischer Natur
(genetische Disposition, Komorbiditit und Hirntétigkeit).

Monoaminmangel

Die Effektivitit von SSRI sowie Analysen der Monoaminkonzentration depressiver
Patienten flihrten zur Monoaminmangel-Hypothese der Depression, welche eine
verringerte Monoaminkonzentration, besonders 5-HT, als zentralen Faktor fiir die
Ausbildung einer MDD propagiert (siche Hirschfeld, 2000 a). Diese These basiert
darauf, dass die Monoamine Noradrenalin, 5-HT und Dopamin, nicht zuletzt durch
thre Wechselbeziehung zueinander, Gefithle und Stimmung regulieren (siehe
Phillips et al., 2003). Bei einer Depression besteht demnach ein absoluter oder
relativer Mangel einer oder mehrerer dieser Neurotransmitter. Bei einem absoluten
Mangel ist zu wenig des Neurotransmitters im synaptischen Spalt frei verfligbar, bei
einem relativen Mangel hingegen liegt eine reduzierte Rezeptorsensitivitit bei
physiologischer Transmittermenge vor. Fine Vielzahl von Studien der letzten
Jahrzehnte scheint die Monoaminmangel-Hypothese zu bestdtigen: So sind die
Konzentrationen von 5-HT und seinem Metaboliten 5-Hydroxyindolessigsdure im
Gewebe von Suizidopfern und Patienten mit Depressionen in verschiedenen
Hirnregionen post mortem nachweislich reduziert (siche Owens und Nemeroff,
1994). Auch in vivo lésst sich eine verminderte Konzentration dieses Metaboliten
im Gehirn (Asberg et al., 1976) sowie von Tryptophan im Plasma nachweisen
(Coppen et al., 1973). Doch nicht nur ein Mangel an 5-HT soll eine bedeutende Rolle
spielen. Ebenso ldsst sich 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglykol (MHPG), ein
Metabolit des Noradrenalins, in verminderter Konzentration in Plasma, Liquor und
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Urin von Depressiven nachweisen (siehe CharneWNastler, 2011). Zudem konnte
gezeigt werden, dass bei depressiven Patientengiden Selbstmordversuch
veribten, ein reduzierter Dopaminumsatz vorliegby(Ret al, 1992). Ein
Monoaminmangel allein als Ursache fir die Depressiann jedoch weder die
Wirklatenz von Antidepressiva erklaren (Artigasal, 2002), noch den Umstand,
dass einige Wirkstoffe (z. B. Cocain und Amphetapitnotz Hemmung der 5-HT-
Wiederaufnahme keine Wirkung in der Therapie vomressionen zeigen (siehe
Andrewset al, 2015; siehe Charnegt al, 1981).

Serotonima-Rezeptor

In Ubereinstimmung mit der Hypothese einer Invalwigy des monoaminergen
Systems konnten eine Vielzahl an Studien Anderurigeder Dichte oder dem
Bindungspotential des 5-HAR bei Depressiven nachweisen (s. Kap. 2.3.3). Sbwoh
in vivo als auch post mortem konnte bei unbehaaddltepressiven ein reduziertes
Rezeptorbindungspotential am pra- und postsyndqais&-HEAR nachgewiesen
werden (Drevetst al, 1999; Hirvonen et al, 2008; Sargent et al, 2000). Des
Weiteren konnte im Tiermodell gezeigt werden, ddasise, die zunachst nicht auf
eine Behandlung mit Antidepressiva ansprechen,rsogdge Nonresponder, durch
die Reduktion der prasynaptischen 5:kH in der Raphe (s. Kap. 2.4.1) zu
Respondern werden, welche auf Antidepressiva adispne(Richardson-Jonex
al., 2010). Es wird vermutet, dass die 5qFRutorezeptoren in der Raphe lber
einen negativen Feedback-Mechanismus an den sergean Neuronen, bei
medikamentoser Erhéhung der 5-HT-Konzentratiore Biawnregulation der 5-HT-
Produktion und -Freisetzung bewirken (Richardsamedcet al, 2010). Auch
Suizidopfer weisen eine erh6hte RezeptordichteemRaphe auf (Boldrinet al,
2008; Stockmeier et al, 1998), was eine Erklarung flr die gesteigertekpbtenz
von SSRI in Kombination mit 5-HER-Antagonisten sein konnte (siehe Laciata
al., 2012).

Hippocampale Neurogenese

Die Diskussion Uber einen pathogenetischen Beitrag veranderter adulter
hippocampaler Neurogenese an der Depression istfavegeschritten und bereits
in Kap. 2.1.3 erortert worden. Dabei wird die festigllite Volumenreduktion der HC
von Depressiven (Videbech und Ravnkilde, 2004) ldwime verringerte adulte
Neurogenese erklart (siehe Warner-Schmidt und Dur@@06). Die neuronale
Plastizitat ist in Folge dessen nicht mehr in pblggjischem MalRe moglich und es
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kommt zu einer ungenlgenden \erarbeitung von neReizen, was laut
Kempermann (2002 c) zu Angstgeftihlen und dem tygisdsolationsverhalten von
depressiven Patienten fuhrt. Ob eine verringertdt@dNeurogenese tatsachlich zu
einer morphologisch messbaren Volumenreduktiortd2&ihrt wird auf Grund der
geringen Zahl der neugeborenen Zellen beim Erwaamsezugunsten der
multifaktoriellen  Depressionshypothese angezweife{fKempermann und
Kronenberg, 2003). Nach Miller und Hen (2015) swilzur Bestatigung der These
folgende Kriterien erflllt sein: 1. die adulte hgqmampale Neurogenese muss bei
einer Depression verandert sein, 2. durch gestBi#e@rogenese kann eine
Depression ausgelOst werden, 3. die antidepre3sieeapie verandert die adulte
Neurogenese, 4. adulte Neurogenese ist notwendig di@ Wirkung von
Antidepressiva und 5. zur Heilung einer Depressbreine erhbhte hippocampale
Neurogenese notwendig. Da jedoch eine Reihe vatiestexistieren, die eine oder
mehrere dieser Kriterien nicht bestatigen, kann lesite lediglich von der
Neurogenese-Hypothese gesprochen werden.

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HHN)-Acke

Die HHN-Achse ist ein Hormonsystem, welches bee&traktiviert wird und
Glucocorticoide ins Blut freisetzt. Bei anhaltendétivierung kommt es zu einer
erhohten Glucocorticoidausschittung der Nebennig@d® in den Blutkreislauf.
Erhohte Cortisol-Konzentrationen bei depressivertieReen fihrten zu der
Annahme einer Korrelation von depressiver Erkragkund Stress (Hesst al,
2007). Auch die Konzentration des Corticotropireesing Hormons (CRH),
welches zur Ausschittung des adrenocorticotropemmblios (ACTH) fuhrt und
dadurch die Cortisol-Sekretion induziert, ist beepbessionspatienten erhdht
(Nemeroffet al, 1984; Poland et al, 1987). Jedoch nehmen die CRH-Werte des
Liquors bei der Gabe von Antidepressiva wieder reiNermwert an (De Belligt
al., 1993). Chronischer Stress erzeugt auch im Tieethddymptome, die eine
Depression widerspiegeln, allgemein als depresalonighes Verhalten bezeichnet
(siehe Willner, 1997). Tiermodelle hierftr sind ddsdell vom chronischen milden
Stress (siehe Willner, 1997) oder von der erlerntditflosigkeit (learned
helplessness) (siehe Henn und Vollmayr, 2005). Miife eines Tiermodells der
Depression bei der Ratte konnte nachgewiesen wgeilldes es bei einer Aktivierung
der HHN-Achse durch Stress, in Folge der reflektdri erhohten
Glucocorticoidkonzentration, zu einer HC-Atrophienkmt (Magarinos und
McEwen, 1995).
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Vulnerabilitat

Die Hypothese der gesteigerten Vulnerabilitat faGt der Theorie der erlernten
Hilflosigkeit (s. oben) und stuft die Depressiors &in erlerntes Verhalten ein
(Seligman, 1974), das durch die wiederholte Erfagpruon Kontrollverlust mit
folgenden unangenehmen Konsequenzen entstehtfibrzu passivem Verhalten
und dem Geflhl, eine Situation bzw. das eigene habeht selbst steuern und
kontrollieren zu kbnnen und daher den Lebenssdnati machtlos ausgeliefert zu
sein (Davisoret al, 2002). Die Person wird verwundbarer (vulnerabiled somit
anfalliger fur eine depressive Storung. Durch diesmhaltende Gefuhl der
Hilflosigkeit, welchem zunehmend Verallgemeinerungierfahrt, kommt es zu
einer depressiven Episode. Die Vulnerabilitat fépressive Erkrankungen scheint
einer genetischen Komponente zu unterliegen und bar bestimmten
psychosozialen Faktoren in einer Depression zu enirjsiche Brakemeiat al,
2008). Diese Kombination aus psychischen und gsstetn Faktoren wird auch als
Vulnerabilitats-Stress-Bewaltigungsmodell bezei¢hii®chile und Rupprecht,
2007).

Genetische Disposition

Die familiare Haufung von Depressionen ist sigmifik und deutet auf eine
genetische Disposition von depressiven ErkrankurigenStudien an Zwillingen
bestatigen die Heritabilitat der Depression, wolsen 31 bis 42 prozentiger
Heritabilitdt ausgegangen wird (Liedt al, 2002; siche Sullivan et al, 2000; siehe
Wong und Licinio, 2001). Allerdings gilt die Depstsn als eine genetisch-
komplexe Erkrankung, die nicht durch ein bestimn@es allein ausgelost wird. In
den letzten Jahren konnten bereits mehrere Gen#eadtwerden, die mit erhdhter
Pravalenz bei depressiven Patienten vorkommen weist mit dem serotonergen
System assoziiert sind.

Zwei dieser hierbei relevanten Gene sind die MA®@Ifeaminoxidase)-Gen. Dabei
sollen Polymorphismen dieser Gene einen Einflugsdeai Pathophysiologie der
Depression haben. Die MAO-Gene regulieren die Esgio@ und damit die Menge
des Enzyms MAO, welches eine zentrale Rolle im Abban 5-HT, Dopamin und
Noradrenalin einnimmt. Je nachdem welcher Genotypegt, kommt es zu einer
vermehrten oder verminderten MAO-Expression bzitivadt (Naoi et al, 2015).
Neuesten Studien zufolge ist dabei insbesonderdldieitat der MAO-A in die
Pathophysiologie von neuropsychiatrischen Erkragkaninvolviert (Naoiet al,
2015).
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Ein  weiterer potentiell bedeutender Polymorphismust der der
Tryptophanhydroxylase 2 (Tph-2), welche das enideimele Enzym bei der 5-HT-
Synthese darstellt und dessen Aktivitat die 5-HTEentration im ZNS beeinflusst.
Zhou und Kollegen (2005) konnten zeigen, dass dasdtréten dieses
Polymorphismus positiv mit der Pravalenz einer MKireliert.

Eine weitere mdglicherweise relevante Genvariantedet sich in der
Promotorregion des 5-HT-Transporter (SERT)-Gens; 8eHTTLPR (5-HT-
Transporter Length Polymorphic Region). Trager kigzen Allels fir den SERT
sollen sensibler auf Stress reagieren und somredsjpnsanfalliger sein (Pezawas
et al, 2005). Allerdings konnte dieses Ergebnis in eiMetaanalyse aus dem Jahr
2009 Uber die Auswirkungen der unterschiedlicheHTHL PR nicht bestatigt
werden (Risclet al, 2009).

Auch der Einfluss eines Polymorphismus im Promates 5-HTaR scheint ein
Pradispositionsfaktor zu sein. Die Transkriptiors seenschlichen 5-HER-Gens
wird durch einen C-1016G-Promoter-Polymorphismusduatiert (Strobelet al,
2003). Je nachdem welcher Promoter vorliegt, kommszu einer héheren bzw.
niedrigeren Expression des prasynaptischen BJRITin der Raphe. Unter den
Menschen mit der Genvariante HIWR(-1019)G, bei der es zu einer erhohten
Expression des 5-HIR in der Raphe kommt, finden sich doppelt so ofirdssive
Patienten, bei denen Antidepressiva keine Wirkueigen (Lemondet al, 2004).
Eine weitere Genvariation mit moglicher Bedeutuiggfffektive Stérungen liegtim
BDNF (Brain-derived neurotrophic factor)-Gen. Smkte eine hohere Pravalenz
fur eine Altersdepression bei den Menschen festiesterden, die einen Single
Nucleotid Polymorphismus im BDNF-Gen (val66met-Pabyphismus) aufweisen
(Kanget al, 2015).

Komorbiditat

Depressionen kommen oftmals in Kombination mit in@siten Erkrankungen vor.,

Insbesondere bei Parkinson ist die Komorbiditaésnatlche je nach Studie mit 4
bis 75 % angegeben wird, sehr hoch (siehe McDoetkl, 2003). Auch bei an

Demenz erkrankten Menschen ist die Depression lsatiene Diagnose und tritt,
wie auch bei Morbus Parkinson, oft als Prodrom, lieit als Vorzeichen einer
Erkrankung, auf (siehe Potter und Steffens, 2007).

Es existieren unzahlige weitere Hypothesen der &sponsentstehung. Zu nennen
sind die Virushypothese, die Neurotoxizitatshypsthedie inflammatorische
Hypothese sowie die glutamaterge und GABAerge Hygsx.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beireshegesxistierenden Thesen
zur Pathophysiologie der Depression das serotonérgesmissionssystem eine
bedeutende Rolle spielt. Innerhalb dieses Transmnissystems ist die 5-HT-
Ausschittung, welche auch durch den 5:AR reguliert wird, von zentraler
Bedeutung (s. Kap. 2.3.2). Da der 54K auch im Rahmen der adulten
Neurogenese von Relevanz ist (s. Kap. 2.3.3.),tesadeine Rolle in der
Pathophysiologie von affektiven Erkrankungen auf@elkund der Zusammenhang
zwischen Depression, adulter Neurogenese und détmi SR weiter beleuchtet
werden.

2.2.3 Therapie von Depressionen

Zur Therapie von depressiven Stérungen werden sterilinie antidepressiv
wirkende Medikamente (Antidepressiva, s. Tab. 20 dre Durchfuhrung einer
Psychotherapie eingesetzt. Klinische Leitlinien &hfen meist die Kombination
von selektiven Monoamin-Wiederaufnahmehemmern mit inere
psychotherapeutischen Behandlung zur Therapie emnteraten bis schweren
DepressiorgEllis, 2004; NICE, 2009).

Antidepressiva sind Medikamente mit stimmungsalgneler Wirkung, teilweise
kombiniert mit einer Antriebssteigerung. Bei demdikamentosen Behandlung einer
Depression unterscheidet man eine Akuttherapiel (&t eine vollstandige
Remission), eine Erhaltungstherapie (im Anschlussgia Remission tber drei bis
sechs Monate) und eine Rezidivprophylaxe (jahrew. blebenslang) (siehe
Hirschfeld, 2000 b). Die Einteilung der antidepress Wirkstoffe erfolgt anhand
der chemischen Struktur und des Wirkungsorts (Betniked Hippius, 2012).
Klinisch werden Antidepressiva in antriebssteigerndund sedierende
Wirkstoffklassen unterteilt. Derzeit sind in Dedtknd ungefahr 30 Wirkstoffe zur
antidepressiven Behandlung zugelassen, wobei leei @ine Wirklatenz von zwei
bis vier Wochen besteht (siehe Gelenberg und Che26Q0). Durch die
wochenlange Wirklatenz ist die Wahrscheinlichkertes Therapieabbruchs und
Suizids erhoéht (siehe Stadl al, 2001). Mehr als die Halfte der Patienten, die mit
Antidepressiva behandelt werden, haben immer noehtlidhe Symptome
(Andersonet al, 2008), 25 bis 50 % sprechen sogar gar nicht euBdhandlung
an (Nonresponder) (Baueet al, 2002; siche Stahl et al, 2001). Als
Therapieresistenz wird ein ausbleibender Therafolgebei der Behandlung mit
mindestens zwei Antidepressiva mit unterschiedhctWérkungsmechanismen bei
korrekter Dosierung uUber einen Zeitraum von zunmshdger Wochen bezeichnet
(Benkert und Hippius, 2012). Durch eine Kombinatimsteht die Mdglichkeit der
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Augmentationstherapie: Mit einem zweiten Antidepr@asm, Lithium,
Trijodthyronin, atypischen Antipsychotika, Psychosgtlantien oder dopaminergen
Substanzen kann bei einigen Patienten eine anédeipe Wirkung erzielt werden
(siehe Schmauss und Messer, 2007). In Einklang dart Monoaminmangel-
Hypothese sind zahlreiche Antidepressiva Modulatodes monoaminergen
Systems.

Pharmakotherapie
Konventionelle Antidepressiva

Die ersten Antidepressiva wurden in den flnfziggrrédn mit der Entdeckung von
psychostimulierenden Effekten bei der Einnahme ismmiazid und lproniazid,
welche zur Behandlung von Tuberkulose zugelasseh entwickelt (Selikofet al,
1953). FUnf Jahre spater kam mit Imipramin das eerStizyklische
Antidepressivum (TZA) auf den Markt. Die TZA sind Substanzen, die zur
Hemmung der 5-HT-, Noradrenalin- und Dopamin-Wiedénahme fuhren (s. Abb.
9). Zudem wirken sie auf Adreno-, Histamin- und thgécholinrezeptoren, wodurch
sowohl typische anticholinerge unerwinschte Arziméatwvirkungen (UAW) wie
Mundtrockenheit, Obstipation und Miktionsstérunganftreten als auch die
typische antihistaminerge Sedierung. lhre Block&da spannungsabhangigen
Natriumkanélen, welche sich auch am Herzen befindann zu Bradykardie und
ventrikularen Arrhythmien fuhren, was die geringerapeutische Breite von TZA
erklart. Zu den typischen Vertretern dieser Grugpgadren Imipramin, Amitriptylin,
Doxepin und Desipramin. Auf Grund ihrer zahlreicHéAW werden TZA heute
meist nur noch bei Therapieversagen von SSRI estzfetsienhe Craighead und
Dunlop, 2014).
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Serotonerges Neuron

5‘_ mp MAO-Hemmer
5 HToa- ERT  SSRI/SSNRI/ TZA
Autorezeptor
5-HTuR-Modulatoren 4 5-HT-

Heterorezeptor

Postsynaptisches Neuron

Abb. 9: Schematische Darstellung der Wirkungsmechanismen einiger
Antidepressiva. Dargestellt ist die serotonerge Synapse mit ihren prd- und
postsynaptischen 5-HTi1aAR  und dem  Wirkungsort von selektiven 5-HT-
Wiederaufnahmehemmern  (SSRI), selektiven =~ 5-HT- und  Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmern (SSNRI; anteilig), Trizyklischen Antidepressiva (TZA;
anteilig) und Monoaminoxidasehemmern (MAOI).

Seit dem Jahr 2012 ist in Deutschland der Wirkstoff Tianeptin zur Behandlung von
depressiven Storungen zugelassen. Es handelt sich hierbei um einen S5-HT-
Wiederaufnahmeverstirker, daher auch als atypisches Antidepressivum
bezeichnet, der auf Grund seiner Stereologie zu den TZA gezahlt wird. Neben dieser
Wirkung korrigiert er stressbedingte Verdnderungen im HC und PFC und besitzt eine
modulierende Wirkung am NMDA- und AMPA-Rezeptor (siche Andrews et al.,
2015; siche McEwen et al., 2010). Dadurch wirkt er antidepressiv und anxiolytisch,
jedoch bei einem besseren UAW-Profil als die klassischen TZA (Kalsekar et al.,
2012).
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Eine weitere Wirkstoffklasse ist die dd&lonoaminoxidasehemmer (MAOI),
welche das Enzym MAO A und/oder B hemmen. DurchEasym MAO werden
5-HT, Noradrenalin und Dopamin desaminiert. Wird MIAO gehemmt, kommt es
zu einem reduzierten Abbau dieser Monoamine im [@ysehen Spalt (s. Abb. 9).
Dadurch kann es bei der Hemmung dieses EnzymsdestUAW wie Hypertonie,
Mundtrockenheit, Schwindel und Tremor kommen. Begoa Vorsicht ist bei der
gleichzeitigen Einnahme weiterer Medikamente gehotla es hierbei oft zu
Wechselwirkungen kommt. Insbesondere bei der Koatlmn mit serotonerg
wirksamen Antidepressiva muss mit dem AuftreteeeBrHT-Syndroms gerechnet
werden (siehe Finfgeld, 2004). Bei einigen Wirkignfmuss eine tyraminarme Diat
eingehalten werden. Wegen dieser zum Teil lebeébgethen UAW und
Wechselwirkungen werden die gangigsten MAOI Traygtomin und Moclobemid
heute meist nur noch bei Therapieversagen andetefepressiva eingesetzt.

Wiederaufnahmehemmer

Mit dem Ziel einen Wirkstoff zu entwickeln, welchein besseres UAW-Profil als
die TZA bzw. eine hohere Spezifitat als die MAOhaeist, gelang die Entwicklung
derselektiven 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (SSRI)Diese Hemmen den SERT,
der die Wiederaufnahme von 5-HT in die serotoneideurone reguliert. Dadurch
kommt es zu einer reduzierten Wiederaufnahme vdaT5welches folglich
vermehrt im synaptischen Spalt vorliegt und hieremer verstarkten Aktivierung
von 5-HTR fuhrt (siehe Walker, 2013) (s. Abb. 9urEh ihre hohere Spezifitat
haben SSRI eine deutlich bessere VertraglichksiffdlA. Die UAW, welche sich
aus dieser Aktivierung des serotonergen Systemsberg sind Ubelkeit, Angst,
Schlafstérungen und sexuelle Dysfunktion. Da SSRriebssteigernd wirken,
erhdhen sie insbesondere bei Heranwachsenden dieldgafiahr. Die gangigsten
SSRI sind Citalopram und Fluoxetin, welche die 8&adtherapeutika bei
Depressionen darstellen (Andersen al, 2008). Ein weiterer Wirkstoff dieser
Klasse ist Trazodon, der im Unterschied zu klakgiscSSRI zusatzlich als
Antagonist am 5-H7AR, 5-HT,cR und Adrenorezeptor fungiert (siehe Nierenberg
et al, 2008). Diese Wirkung als Alphablocker kann zug&ie UAW wie Hypotonie
und Priapismus auslésen. Des Weiteren wirkt Trazosedierend, weshalb er
teilweise, entgegen seiner eigentlichen Indikatymgen Schlafstérungen eingesetzt
wird.
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Wirkstoffklasse Wirkmechanismus Unerwtinschte Arzneimittelwirkungen Wirkstoffe
TZA Blockade von 5-HT-, Noradrenalin-, Mundtrockenheit, Obstipation, Imipramin,
Dopamin-, Adreno-, Histamin- und Miktionsstérungen, Sedierung, Bradykardie, | Amitriptylin,
Acethylcholinrezeptoren sowie von ventrikuléare Arrhythmien Doxepin,
Natriumkanalen Desipramin
5-HT- wie TZA, zusatzlich modulierende WirkungObstipation, Ubelkeit, Tremor, sexuelle Tianeptin
Wiederaufnahme+4 am NMDA- und AMPA-Rezeptor Dysfunktion
verstarker
MAOI Hemmung der MAO Hypertonie, Mundtrockenheith®indel, Tranylcypromin,
Tremor Moclobemid
SSRI Hemmung des SERT Ubelkeit, Angst, Schlafs@eansexuelle Citalopram,
Dysfunktion Fluoxetin
NARI Hemmung des Noradrenalintransporters Unrulppéiitlosigkeit, Obstipation, Reboxetin
Mundtrockenheit
SSNRI Hemmung des 5-HT- und Noradrenalin- | Magen-Darm-Beschwerden, Angst, Venlafaxin,
transporters Schlafstérungen, sexuelle Dysfunktion Duloxetin
SNDRI Hemmung der Dopamin- und NoradrenalidMundtrockenheit, Ubelkeit, Schlaflosigkeit, | Bupropion,
Wiederaufnahme Kopfschmerz, Appetitlosigkeit, Angst, Amineptin
Verwirrtheit
NaSSA Blockieren 5-HT-, Histamin- und Adreno-| Mudigkeit, Gewichtszunahme, Odeme Mirtazapin,
rezeptoren Mianserin
5-HT1AR- (Partial)Agonismus am 5-HIR, teilweise | Ubelkeit, Diarrhoe, Hyperhidrosis Buspiron,
Modulatoren Antagonismus am Dopamin- bzw. 5-HT- Vilodoxon,
Rezeptor und Hemmung des SERT Vortioxetin
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Melatoninrezeptor-Agonismus am Melatoninrezeptor und | Kopfschmerz, Schwindel, Ubelkeit, Agomelatin

Agonisten Antagonismus am 5-HER Obstipation, Hyperhidrosis

Johanniskraut Modulation von lonenkanalen Kopfsetangastrointestinale Stérungen, | Hypericum
Phototoxizitat perforatum

Lithium Beeinflussung der Neurotransmission Gewgztinahme, Stérungen des Lithiumsalze
Gastrointestinaltrakts

NMDA-Rezeptor-| Antagonismus am NMDA-Rezeptor Halluzinationen, \Bicldel, Ubelkeit Ketamin

Antagonisten

Tab. 2: Antidepressive Wirkstoffe mit inren Wirkmechanismen und unerwtinschten Arzneimittelwirkungen.TZA = Trizyklische
Antidepressiva, MAOI = Monoaminoxidasehemmer, SSRI Selektive 5-HT-Wiederaufnahmehemmer, NARI = Skek
Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer, SSNRI = SelekshHT- und Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer, SNBFSelektive
Noradrenalin- und Dopamin-Wiederaufnahmehemmer,3a$S Noradrenerge und spezifisch serotonerge Aptessiva.
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Eine weitere Gruppe aus der Klasse der Wiederaafaabmmer ist die der
selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (NARI) Diese haben eine
ahnliche Wirkungsweise wie SSRI, jedoch ist beieinmicht die Affinitdt zum
SERT, sondern die Affinitdt zum Noradrenalintramggo erhéht. Dies fuhrt im
synaptischen Spalt zu einer erh6hten Noradrenalgatration (Wongt al, 2000).
Daher ist diese Wirkstoffklasse gut zur Behandluwgn Depressiven mit
Antriebsverlust geeignet. Zu den typischen UAW e&HUnruhe, Appetitlosigkeit,
Obstipation und Mundtrockenheit. Der bekanntestér®&er dieser Gruppe ist der
Wirkstoff Reboxetin.

Zu einer neueren Wirkstoffklasse der Antidepresgehdren dieselektiven 5-HT-
und Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (SSNRI) welche die Wirkung von
SSRI und NARI kombinieren, also sowohl den SERTaalsh den Noradrenalin-
Transporter hemmen (s. Abb. 9). Typische UAW beiElanahme von SSNRI sind
Magen-Darm-Beschwerden und Angstzustande, aber symbche serotonerge
UAW (s. oben). Die in Deutschland zugelassenen $tfke sind Venlafaxin,
welcher erst in héheren Dosen neben der serotameageh eine noradrenerge
Wirkung besitzt, und Duloxetin, mit ausgeglichendualer Hemmung der
Transmitter-Wiederaufnahme (Bymasétral, 2001).

Die Wirkstoffe der Gruppe dewselektiven Noradrenalin- und Dopamin-
Wiederaufnahmehemmer (SNDRI)hingegen wirken durch eine Hemmung der
Wiederaufnahme von Dopamin und Noradrenalin im pyisehen Spalt (Wilkes,
2006). Eine serotonerge Wirkung tritt nicht eine@ypischen UAW sind in erster
Linie Mundtrockenheit, Ubelkeit und Schlaflosigkedber auch Kopfschmerz,
Appetitlosigkeit sowie Angst und Verwirrtheit. D&BRI eine antriebssteigernde
Wirkung aufweisen, werden die beiden in Deutschlandelassenen Wirkstoffe
Bupropion und Amineptin insbesondere zur Antriefiggtrung bei Depressiven
angewendet. Dabei scheinen SNDRI ebenso effekter 88RI zu sein, was sie
besonders fur Patienten interessant macht, dieglegesistent beztiglich serotonerg
wirkender Antidepressiva sind.

Spezifische Rezeptormodulatoren

Eine modulatorische Wirkung auf Rezeptoren weisen nbradrenergen und
spezifisch serotonergen Antidepressiva (NaSSMAuf. Sie blockieren 5-HT- (5-
HT:aR, 5-HT;aR und 5-HER), Histamin- sowie Adrenorezeptoren. Dadurch
schalten sie die negative Ruckkopplung am serogemeiNeuron aus, was zu
vermehrter 5-HT- und Noradrenalin-Ausschuttung em dynaptischen Spalt fuhrt,
und bewirken, durch die Rezeptorblockade am HistdétviRezeptor, eine Sedierung
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(siche Anttila und Leinonen, 2001; Fukuyama et al, 2013). Auf Grund ihrer
Wirkungsweise werden NaSSA auch als atypische Apteksiva bezeichnet,
gehoren chemisch jedoch zur Gruppe der tetrazyldis@ntidepressiva. Typische
UAW von NaSSA sind Mudigkeit, Gewichtszunahme urde@e. Vertreter dieser
Substanzklasse sind die Wirkstoffe Mirtazapin undnderin.

Eine Wirkstoffklasse die erst in den letzten JalaerBedeutung gewonnen hat ist
die der5-HT1aR-Modulatoren (s. Abb. 9). Innerhalb dieser Wirkstoffklasse wird
den Wirkstoffen mit agonistischer Wirkung auf didH%;,R das grofdte Potential
zugesprochen. Derzeit steht in Deutschland der abfk Buspiron, welcher ein
Azapiron ist, zur Behandlung von generalisierteg#tatorungen zur Verfigung. Es
handelt sich dabei um einen Tranquilizer ahnlich Benzodiazepinen, jedoch mit
neuartigem Wirkmechanismus: Er ist ein Partialagioaim postsynaptischen 5-
HT1aR mit zugleich schwéacherem antagonistischen EekDopaminrezeptor D
Haufige UAW sind Ubelkeit, Schwindel, Kopfschmerndu Schlafstérungen.
Klinische Studien zur Behandlung von depressivé@musigen mit Buspiron zeigen
allerdings, dass dieser Wirkstoff lediglich in dergmentationstherapie Uberzeugen
kann (siehe Harvey und Balon, 1995). In den Vegéam Staaten ist mit Vilodoxon
seit dem Jahr 2012 ein Agonist des postsynaptisclieHT;:aR  mit
desensibilisierendem Effekt auf den 5-4-RAutorezeptor, der zusatzlich am SERT
bindet, auf dem Markt (Celads al, 2013; Hughes et al, 2005; siche Pacher und
Kecskemeti, 2004; siche Wang et al, 2015). Er bewirkt eine frihe
Desensibilisierung der 5-HA-Autorezeptoren der Raphe mit anschlielRender
Uberwiegend postsynaptischer Wirkung (Sancaéteal, 2015). Durch diese frihe
Desensibilisierung der prasynaptischen 5:ART soll es zu einem schnelleren
Wirkeintritt kommen (siehe Wangt al, 2015). Im Jahr 2013 wurde in den USA mit
Vortioxetin ein zweiter Wirkstoff dieser Klasse =algssen, welcher jedoch
zuséatzlich antagonistisch an 5-t1 15 unga R UNd partialagonistisch an 5-kBR wirkt
(Celadeet al, 2013; Magovern und DeGeorge, 2015; Sanchez et al, 2015). Seit Mai
2015 ist Vortioxetin auch in Deutschland zugelas& der Einnahme kommt es
zu einer erhoéhten 5-HT-Konzentration im synaptiscBpalt, was serotonerge UAW
wie Ubelkeit, Durchfall und Hyperhidrosis erklaxfiel Hoffnung wir nun in die
Entwicklung neuer selektiver Wirkstoffe gesetze direkt am prasynaptischen 5-
HT1aR antagonistisch und am postsynaptischen 5sRRgonistisch wirken und so
durch ihre rein postsynaptische Wirkung zu anxistfiem und antidepressivem
Verhalten fiihren sollen (siehe Popova und Naume2bd3).

Eine weitere eher neue Wirkstoffklasse unter deridépressiva stellen die
Melatoninrezeptor-Agonisten dar. Sie wirken als Agonisten an den
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Melatoninrezeptoren MT1 und MT2 und zugleich aldagonisten am 5-HER
(Millan et al, 2003). Durch die Hemmung des 5-4dR kommt es zu erh6hten
Noradrenalin- und Dopamin-Konzentrationen, am Mwelatrezeptor |6sen sie eine
vermehrte Melatoninausschittung aus. In Europseist2009 mit Agomelatin der
erste Wirkstoff dieser Klasse zur Behandlung varreesiven Episoden zugelassen.
Obwohl seine klinische Wirksamkeit schwach zu s#heint, wurden bereits im
Jahr 2012 24,8 Millionen Tagesdosen des melatoneystidepressivums
Valdoxan® verordnet (Schwabe und Paffrath, 2014).

Andere Wirkmechanismen

Ein weit verbreitetes freiverkaufliches Phytophakorg welches erfolgreich bei
leichten bis moderaten Depressionen eingesetzt istrder Extrakt von Hypericum
perforatum, dem echteohanniskraut (siehe Linde et al, 2008). Sein
Hauptwirkstoff Hyperforin soll lonenkandle des ZNS8odulieren, was eine
Hemmung der Wiederaufnahme von 5-HT, Noradren&opamin, GABA und
Glutamat auslost und die Sekretion von GABA, Asgtauhd Glutamat anregt. Sein
UAW-Potential ist sehr gering, jedoch kann es gastestinale Stdrungen,
Kopfschmerz und phototoxische Reaktionen ausld3ea.Weiteren kann es durch
eine Induktion des Cytochrom-Systems zu einer Reie Wechselwirkungen
kommen.

Ein weiterer seit langem zur antidepressiven Beliagdeingesetzter Wirkstoff mit
alternativer Wirkungsweise iktthium . Lithiumverbindungen werden in Form von
Salzen als Phasenprophylaktikum oder zur Augmemistinerapie bei bipolaren
Stérungen, Manie oder Depression eingesetzt. Ihreugsweise ist dabei bis
heute unklar, wobei man davon ausgeht, dass Lithilien Neurotransmission
entscheidend beeinflusst (siehe Shalduleihal, 2001) und so moglicherweise 5-
HT- und Noradrenalin-Konzentrationen normalisieteamn. Lithium vermittelt
nachweislich antimanische und antidepressive Eféiiehe Muller-Oerlinghausen
et al, 2003). Typische UAW bei der Einnahme von Lithiuédgaraten sind
Gewichtszunahme, Ubelkeit und Stérungen des Gagtstinaltrakts.

In den letzten Jahren wird das dissoziative Andigtine Ketamin zunehmend zur
Behandlung therapieresistenter MDD eingesetzt. ddidsitagonist des NMDA-
Rezeptors hemmt die Acetylcholinausschittung undrkebei intraventser Gabe
bereits nach zwei Stunden einen ,antidepressivdakE&f welcher jedoch von
kurzer Dauer ist (Murrought al, 2013). Allerdings kann es nach der Behandlung
mit Ketamin zu psychotomimetischen Effekten, bakspieise zu Halluzinationen,
und auch zu Schwindel und Ubelkeit kommen. Inzwesckonnte gezeigt werden,
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dass auch durch die orale, sublinguale, intramés&ulnd intranasale Gabe
antidepressive Effekte erzielt werden konnen, zaerhwvErbunden mit einer deutlich
verbesserten Vertraglichkeit als bei intravendsabés(Hariharet al, 2013; Irwin
und Iglewicz, 2010; Lapidus et al, 2014; Lara et al, 2013).

Alternative Therapien

Unter den Behandlungsalternativen zur Pharmakagpiesriat an erster Stelle die
psychologische Behandlung zu nennieésychotherapiensind laut der ,Richtlinie
Uber die Durchfihrung der Psychotherapie* des Gesaenen Bundesausschusses
(2009) ,methodisch definierte Interventionen (...)je dauf als Krankheit
diagnostizierte seelische Stérungen einen systesomatverandernden Einfluss
nehmen und Bewaltigungsfahigkeiten des Individuani®auen.” Darunter fallen
alle  psychologischen Behandlungsmethoden ohne Wfifgabe. Die
verschiedenen Methoden lassen sich grob in versitterapeutische und
psychodynamische \erfahren einteilen. Bei der Mézhatherapie werden
Fahigkeiten zur Selbsthilfe durch neue Denk- unthdensweisen erlernt. Eine
psychodynamische Methode hingegen ist die Tiefesipdggie, bei der eine
Auseinandersetzung mit dem dynamischen Unbewussteitfindet, welches
unsere Psyche stark beeinflussen soll. Bei der g einer schweren
depressiven Stoérung hat sich die Psychotheragiembination mit Antidepressiva
als die effektivste Therapie herausgestellt (Thaseal, 1997). Eine weitere
Alternative zur Pharmakotherapie stellt diéektrokrampftherapie (EKT) dar.
Dabei wird unter Wollnarkose und Muskelrelaxatiaurch eine kurze elektrische
Reizung mehrmals ein Krampfanfall des Gehirns ddsgeDie Wirkungsweise ist
unklar, wobei davon ausgegangen wird, dass dureh efiektrische Reizung
Veranderungen der Neurotransmittersysteme herligigetverden (Roseet al,
2003), welche in 50 bis 90 % der Therapien zu eBesgserung der Symptomatik
fuhren (Prudicet al, 1996; Sackeim et al, 2000). Bei dertranskraniellen
Magnetstimulation (TMS) wird mithilfe einer Magnetspule ein Magnetfeld
erzeugt, was zu einer Depolarisierung von Neurodes Motorcortex flhrt,
wodurch sekundar bestimmte Hirnregionen gehemmtleve(siehe Padberg al,
2003). Die héaufigste UAW stellt Kopfschmerz dar|tese werden epileptische
Anfélle ausgelOst. Bei deWachtherapie, auch als Schlafentzug bezeichnet,
unterscheidet man einen kompletten Schlafentzug,dem die Patienten eine
gesamte Nacht wach bleiben, und einen partiellemn,dem die Patienten ab
Mitternacht wach bleiben missen. Der antidepredsiiekt der Wachtherapie soll
Folge der Vermeidung von REM-Schlaf (Vogekl, 1975) oder von Veranderungen
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der HNN-Achse (Matussedt al, 1974) sein. Er bewirkt bei 60 % der Patienter ein
akute Linderung der depressiven Symptomatik, wotliesse bei 80 % der
Behandlungen lediglich bis zum Folgetag anhalt ¢Vusticeet al, 2005). Die
Lichttherapie wird in erster Linie bei saisonaler Depression|cive zumeist im
Winter auftritt, eingesetzt und dabei oftmals dusste Wachtherapie erganzt (Wirz-
Justiceet al, 2005). Hierbei werden die Patienten morgens tmskichem weil3en
Licht mit mindestens 2500 Lux bestrahlt (siehe étaeh und Lonngvist, 1998). Die
typischen UAW sind Augenirritationen und Ubelkddie Vagusnervstimulation
(VNS) ist eine Therapie, die in erster Linie bei Epileg3atienten Anwendung
findet. Sie gilt aber auch als mdogliche Alternagliandlung beim Versagen
herkommlicher antidepressiver Therapien. Dabei d@nh Patienten ein subkutaner
Schrittmacher eingesetzt, welcher den linken Nervagus stimuliert und so
Auswirkungen auf das limbische System haben saltK8imet al, 2001).

Bei der Betrachtung der verschiedenen pharmakabgis und alternativen
Therapiemethoden zur Behandlung einer Depressiad weutlich, dass der
Hauptteil aller Therapien auf einer Beeinflussueg gerotonergen Systems basiert.
In der Pharmaforschung liegt derzeit die Hoffnungf aer erfolgreichen
Entwicklung neuer Wirkstoffe, die ihre serotonergérkung Uber die 5-HTR
entfalten, allen voran am 5-H4R (siehe Newman-Tancredi und Kleven, 2011). Mit
den Wirkstoffen Buspiron und Vortioxetin sind in @@schland bereits zwei
Antidepressiva mit agonistischer Wirkung am 5:kR zugelassen (s. oben), jedoch
machen aktuelle Studien Hoffnung auf neue Praparatelche primar
postsynaptisch an diesem Rezeptor ansetzen (&isale2010; van Goethem et al,
2015). Dabei ist der genaue Wirkmechanismus vie&reitiger Prifsubstanzen
noch unklar, was mitunter auch an der nur unzuegiden Abgrenzung der Effekte
von pré- und postsynaptischem 544 liegt.

2.3 Serotonerges System

Das substituierte Indolamin 5-Hydroxytryptamin (@enin, 5-HT) (s. Abb. 10),
welches vor etwa 80 Jahren entdeckt wifttepamer und Vialli, 1937; Rapport et
al.,, 1948), ist in Flora und Fauna weit verbreitet wwdd mit Adrenalin,
Noradrenalin und Dopamin den Monoaminen unserepé&t8rzugeordnet (FOrstt
al., 2006). Im Saugetierorganismus findet sich 5-HTrheaschend in
enterochromaffinen Zellen im Gastrointestinaltrakity es zur Steigerung der
Darmmotilitat sezerniert wird (siehe Mawe und Hadfm 2013). Zudem wird es
unter anderem zur Immunabwehr von Mastzellen sezér(Finocchiaroet al,
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1988) und von Thrombozyten ins Blut abgegeben, waeiae Vasokonstriktion
bewirkt (Holland, 1976).

HO \ NH>

N
H

Abb. 10: Strukturformel 5-HT.

Obwohl sich lediglich 2 % des 5-HT im ZNS findeefse Kriegebaunet al, 2010),
stellt das serotonerge System des Gehirns eines derhtigsten
Neurotransmittersysteme dar. 5-HT entfaltet seimWdg dabei nicht nur am Ort
seiner Synthese, sondern auch in nahezu allenem@ahirnregionen (siehe Berger
et al, 2009). Dadurch reguliert und moduliert dieser tg&ansmitter zahlreiche
Funktionen eines Organismus, wie den Tag-Nachtiithys, die
Nahrungsaufnahme, die Thermoregulation, das Heerskaufsystem, den
Brechreiz sowie das Schmerzempfinden (Marsderal, 1991). 5-HT hat des
Weiteren eine bedeutende Wirkung auf Stimmung, aggjon, Gedachtnis und
Sexualitat (siehe Bergat al, 2009), weshalb ein reduzierter serotonerger Tonus
eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie veeémer psychischer
Erkrankungen, so auch der Depression, einnimmhésfendrewset al, 2015) (s.
Kap. 2.2.2).

2.3.1 Serotoninstoffwechsel

Die Biosynthese von 5-HT beginnt mit der Aufnahnee essentiellen Aminosaure
L-Tryptophan in serotonerge Neurone (Pytlalal, 2011). Diese Neurone befinden
sich, als zwei voneinander abgrenzbare Zellgruppehriirnstamm. Dahlstrom und
Fuxe (1964) teilten diese in die neun Kerngrupp&hiB B9 ein: die caudale Gruppe
(B1 bis B5) beinhaltet die Nuclei raphe pallidusgnus, obscurus und pontis, und
die rostrale Gruppe (B6 bis B9) die Nuclei raphesdbs und medianus (siehe
Gasparet al, 2003) (s. Abb. 11). Dabei projizieren die Kerng Bis B3 in das
Ruckenmark, BS und B6 in den Thalamus, der KerniB#en Cortex, das
Cerebellum, das Striatum, das zentrale Hohlengndwen Thalamus, wahrend der
Kern B8 in limbische Hirngebiete wie den HC und Armaygdala projiziert (Forstl
et al, 2006). So ist das serotonerge System Uber dienévaer serotonergen
Neurone der Raphekerne mit fast allen GebieterZts verbunden (siehe Lesch,
2001).
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HC

Cortex

Thalamus Raphe
Hypothalamus

Abb. 11: Serotonerge Neurone des Hirnstamms. Die zugehorigen aszendierenden und
deszendierenden Projektionen (schwarz) und wichtigen Projektionsgebiete (grau) beim
Nager sind eingezeichnet (modifiziert nach Hedlund und Sutcliffe, 2004).

5-HT ist hydrophil und kann daher nicht die Bluthirnschranke passieren. Seine
Biosynthese muss direkt im ZNS stattfinden und héngt somit von der Aufnahme der
essentiellen Aminosdure Tryptophan ab, welche aktiv durch den Transporter fiir
grofle neutrale Aminosduren liber die Bluthirnschranke ins Gehirn gelangt (siehe
Hawkins et al., 2006). Im Zellsoma erfolgt die hochgradig regulierte Biosynthese
von 5-HT, welche sich in zwei Schritte unterteilen ldsst: Zunachst wird Tryptophan
durch das Enzym Tph2 im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zum
proteinogenen 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) hydroxyliert (Forstl ef al., 2006; siche
Kriegebaum et al., 2010). Die Tph2 benétigt dazu molekularen Sauerstoff,
Tetrahydrobiopterin und Eisen. AnschlieBend erfolgt die Decarboxylierung der
hydroxylierten =~ Aminosdure 5-HTP zum Amin 5-HT mittels der
Dihydroxyphenylalanin-Decarboxylase (siche Boadle-Biber, 1993) (s. Abb. 12).

COOH COOH
\
i 3 N
Tph2 Dihydroxyphenylalanin- H
Decarboxylase
Tryptophan 5-HTP 5-HT

Abb. 12: Biosynthese von 5-HT. Tryptophan wird zu 5-HTP hydroxyliert und im
Anschluss zu 5-HT decarboxyliert.
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Das neu gebildete 5-HT wird durch einen Protondmaagigen Antiport durch den
vesikularen Monoamintransporter in die Vesikel 8gnapse aufgenommen und dort
bis zur exozytotischen Freisetzung gespeichetiéd@iegebaunet al, 2010). Die
Vesikel werden bei Eintreffen eines Aktionspotdstim den synaptischen Spalt
entleert (siehe Nichols und Nichols, 2008) (s. AlbIm synaptischen Spalt bindet
das freie 5-HT an prasynaptische oder postsyndaiSeHTR. Dauer und Ausmalf3
der 5-HT-Neurotransmission werden in erster Liniercd die Aktivitat des
Natriumchlorid-abhéangigen SERT kontrolliert (siehk@ase und Brown, 2015),
woraus sich seine therapeutische Bedeutung b&ejmessionstherapie erklart. Bei
seiner Aktivierung durch Hyperpolarisation kommtesch einen Natrium-Kalium-
ATPase-abhangigen Mechanismus im Austausch mituKalzur intrazellularen
Aufnahme von 5-HT (Fors#t al, 2006).

Der Hauptanteil des wiederaufgenommenen 5-HT windymatisch abgebaut,
teilweise aber auch erneut in Vesikel aufgenomnmeh gespeichert (Fors#t al,
20006; siche Kriegebaunet al, 2010). Der 5-HT-Abbau erfolgt durch Desaminierung
zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd durch die MAO, welche der &ul3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist und ubiquitér den Korpergeweben
exprimiert wird (siehe Finberg, 2014). Das Enzynsgart in den zwei Isoformen
A und B, von welcher Erstere zwar eine hohere Afiinzu 5-HT besitzt und im
ZNS vorzufinden ist, jedoch im Gegensatz zur MAGH& in geringer Menge
exprimiert wird (siehe Kriegebauet al, 2010). AnschlieBend wird 5-HT mittels
der Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsaxidiert, diffundiert in
inaktiver Form in den Liquor, wird aus dem Blut vbhrombozyten aufgenommen
und dann Uber die Nieren ausgeschieden (Féirsil, 2006).

2.3.2 Serotoninrezeptoren

Die serotonergen Effekte werden Uber die membranggdmen 5-HTR vermittelt
(siehe Kriegebaunet al, 2010; siehe Popova und Naumenko, 2013). Gemal} des

Neurotransmittervorkommens finden sich 5-HTR nicht im ZNS, sondern auch
im peripheren Nervensystem, Magen-Darm-Trakt unilenen Organsystemen. Im
Gehirn sind sie auf allen Typen von Nervenzellenf &liazellen und auf

Endothelzellen zu finden. Dabei sind oftmals veistdbne 5-HTR-Typen auf einer
Zelle koexprimiert.

Die Klassifizierung der 5-HTR erfolgt nach der NGFHAR (International Union

of Basic and Clinical Pharmacology)-Rezeptorklalssifon anhand von

Unterschieden in Struktur und Ligandenbindung @sieloyer und Martin, 1997).
Darin werden sieben Subfamilien unterschieden, webehs zur Familie der G-
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Protein-gekoppelten Rezeptoren gehoren und ein fRmzeder Familie der
Liganden-gesteuerten lonenkanale zugeordnet witohfphreyet al, 1993; siche
McCorvy und Roth, 2015). Insgesamt existieren nmsteles 14 unterschiedliche
5-HTR (siehe McCorvy und Roth, 2015), vermutlich righilitdts- und
mutationsbedingt deutlich mehr (siehe Gotle¢rl, 1998).

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren besitzen siefbensmembrane Helix-
Domanen, welche durch Loopingstrukturen und Didbliicken verbunden sind
(siehe McCorvy und Roth, 2015). Extrazellulares B-Hbindet mit den
Mikrodomé&nen drei bis sieben an den Aminoterminusl @aktiviert Gber den
intrazellularen Carboxylterminus die G-Proteineeligt McCorvy und Roth, 2015)
(s. Abb. 13). Anhand der sich anschlieRenden Sigskhden kénnen mehrere
Rezeptorfamilien unterschieden werden: Die G-Pmnegekoppelten 5-HTR 5-
HT4R, 5-HTsR und 5-HTR, die an stimulierende G-Proteines\@ekoppelt sind,
welche eine Aktivierung der Adenylatzyklase bewirkeind die 5-HTR und 5-
HTsR, die an inhibierende G-Proteine)Gekoppelt sind, welche dieselbe hemmen
(Forstlet al, 2006). Wird die Adenylatzyklase aktiviert, komest zur Spaltung von
ATP in cAMP (zyklisches AMP), welches die Protem&se aktiviert, wird sie
gehemmt, sinkt die CAMP-Konzentration, was eine Hemg der Proteinkinase A
bewirkt (siehe Nichols und Nichols, 2008). Die 5-RThingegen sind an &
Proteine gekoppelt, welche in den Phospholipaség@aveg involviert sind und
durch Senkung der intrazellularen Inositoltrispliep und Diacylglycerin-
Konzentrationen postsynaptische Neurone langsarmolaieperen (Forstlet al,
2006; siehe Kriegebaum et al, 2010). Der 5-H7R ist als einziger 5-HTR nicht an
G-Proteine gekoppelt, sondern ein Natrium/Kaliunn#la mit exzitatorischer
Wirkung (siehe Nichols und Nichols, 2008).
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Synaptischer Spalt

Plasmamembran

Cytoplasma

C

Abb. 13: Schematisches Modell eines Sieben-Helix-Beptors. Die sieben
transmembranen Doméanen sind Uber intra- und eXindzegelegene Loopingstrukturen
verbunden. Der intrazellular gelegene Carboxyltausi(C) stellt die Verbindung zum G-
Protein dar. Der extrazellulare Aminoterminus (Wydet 5-HT im synaptischen Spalt.

Die 5-HTR finden sich im ZNS in jeweils spezifischArealen: 5-HTR sind in
hoher Dichte in der Raphe, im HC und in Basalga&mgku finden, 5-HIR im
Cortex und limbischen Regionen, 5-#Rl im entorhinalen Cortex, der Area
postrema und im peripheren Nervensystem, 2FRHInd 5-HER im HC, Cortex und
Cerebellum, 5-HJR im Striatum und Cortex und 5-FR im Thalamus und
Hypothalamus (Forstet al, 2006). Da bei dieser Arbeit der Fokus auf den
neuronalen 5-HIAR des limbischen Systems liegt, wird dieser hienager
charakterisiert.

Der Serotonina-Rezeptor

Die Gruppe der 5-HR besteht aus den funf Subtypen A, B, D, E und ¢ ish
damit die grol3te Gruppe der 5-HTRiche Hoyer und Martin, 1997; siche

Kriegebaumet al, 2010). Wahrend den 5-Hd p g, R vornehmlich Wirkungen im
ZNS und an Gefallen zugeschrieben werden, besitA-Hd:,R ebenfalls einen
starken Einfluss auf das kardiovaskulare Systemiesalhe Thermoregulation.
Aufgrund der frihen Entdeckung seines spezifischgonisten 8-OH-DPAT (8-
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Hydroxy-2-(Dipropylamino)tetralin Hydrobromid) iser bis heute einer der
besterforschtesten 5-HTR. Als der am weitesten reddiste Rezeptor des
serotonergen Systems ist er aullerhalb des ZNS wamderem im Plexus
myentericus und dem gesamten Gastrointestinallicidlisiert (Pytliak et al,
2011). Im ZNS findet er sich hauptséchlich im lisdfien System, genauer in
Cortex, HC, Amygdala, Septum, Hypothalamus und &aphekernen (siehe
Kriegebaunet al, 2010). Bei der Maus ist die hochste Rezeptordiohtler Raphe,
der CAl1-Region des HC, im Nucleus interpedunculamid im entorhinalen Cortex
zu finden (Bertet al, 2006). Das kodierende Gen ist beim Menschen aof d
Chromosom funf und bei der Maus auf dem Chromos®ioKalisiert (siehe Altieri
et al, 2013).Die Regulation der 5-HER-Expression erfolgt auf der Ebene der
Transkription und der Translation, sowie auf paststationaler Ebene. Zu finden ist
der 5-HT.AR sowohl auf der synaptischen Cytoplasmamembranaath auf
extrasynaptischen Membranen von Neuronen und @kaz@\zmitiaet al, 1996;
Kia et al, 1996) und ist zu 80 % kolokalisiert mit dem 544 (Santanaet al,
2004). Dies verdeutlicht das enge Zusammenspied-t€FR-Subgruppen, welches
die Entschlisselung der Effekte einzelner 5-HTResgrt. Der beim Menschen
aus 420 bzw. bei der Maus aus 422 Aminosaurentimsde 5-HTAR besitzt die fur
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren typische siebersitnambrandse
Domanenstruktur (siehe Aghajaniahal, 1990) (s. Abb. 13). Wie bereits erwahnt
ist er an GProteine gekoppelt, so dass seine Aktivierung @ridie Hemmung der
CAMP-Synthese bewirkt (siehe Aghajanetral, 1990) (s. Seite 39). Die aktivierten
G-Proteine initiieren weitere Signalwege, wie digierung der Phospholipase C,
der Proteinkinase C, die Modulation von Kalium- ufalziumkanélen oder der
Stickstoffmonoxid-Synthetase (siehe Altiegt al, 2013; Clarke et al, 1996;
Pucadyil et al, 2005). Die extrazellulare 5-HT-Bindung erfolgt aen
Transmembrandomanen, welche taschenartige Strukhbiigen (Hoet al, 1992).
Im Unterschied zu anderen 5-HTR besitzt er einekstaAhnlichkeit zu
Adrenorezeptoren, was seine Aktivierung durch ddremergen Substanzen
Propranolol oder Pindolol erklart (Bloom und Kupfe®95).

Im Gehirn sind 5-HTaR sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiad inre
Aktivierung fuahrt zu neuronaler Hyperpolarisationndu einer reduzierten
Entladungsrate (Nichols und Nichols, 2008). Derspné@ptische, inhibitorische
Autorezeptor ist auf serotonergen Zellkérpern urehditen der Raphe lokalisiert
(s. Abb. 9 und 11). Seine Aktivierung vermitteltnsb eine Hemmung der
Spontanaktivitat serotonerger Neurone (negativedback-Mechanismus), was zu
einer verringerten 5-HT-Freisetzung in den Progidgebieten wie beispielsweise
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in HC, Septum, Amygdala, Hypothalamus und Cortéxtf(siehe Sharp und Hjorth,
1990; Sprouse und Aghajanian, 1987). Dieser Mechanismus nimmt eine wichtige
Funktion bei der Autoregulation des serotonergem3imissionssystems ein (siehe
Popova und Naumenko, 2013). Die postsynaptischderétezeptoren befinden
sich auf nicht-serotonergen Neuronen und Gliazell@e hochste Dichte der 5-
HT,aR-Heterorezeptoren wird dabei in HC und Amygdalpriemiert. Dass der 5-
HT.a-Heterorezeptor auch prasynaptisch auf nicht-seesten Neuronen in der
Raphe lokalisiert sein kann, zeigt die Bindungsstugdn Borroto-Escuela und
Kollegen aus dem Jahr 2015 (Borroto-Escuetlal, 2015). Die Aktivierung des
postsynaptischen 5-HAR fuhrt zu einer Hyperpolarisation mit anschlief@mnd
reduzierter Neurotransmitterausschittung (sieheafsgiian et al, 1990; siehe
Altieri et al, 2013), wie beispielsweise bei der Dopaminfreiseizim medialen
PFC (siehe Altieriet al, 2013) oder der Sekretion von Wachstumsfaktoreshgs
Kriegebaumet al, 2010; Riad et al, 1994). Erstaunlicherweise kommt es nach 5-
HT,aR-Aktivierung jedoch auch zu einer erhdhten Acdtglmn- (Consoloet al,
1996) bzw. Noradrenalinausschittung (Done und SH&94) im HC und Cortex,
welche vermutlich sekundar bedingt ist (Fink undh@é, 2007). Eine Rolle spielt
dabei moglicherweise auch der unterschiedliche Komgsmechanismus von Auto-
und Heterorezeptor an den G-Proteinen: So bindetpdisynaptische 5-HIR
lediglich an die Gi3-Untereinheit des G-Proteins, wahrend der posisische
Rezeptor im HC an die db-Untereinheit koppelt und im Cortex an diei& und
Ga0-Untereinheit (siehe Altiert al, 2013). Diese unterschiedliche Kopplung der
Untereinheiten des G-Proteins kdnnte die regiomaérschiedlichen Effekte der
Aktivierung von Auto- und Heterorezeptoren erklaferehe Altieriet al, 2013).
Hinweise darauf, dass auch der postsynaptische,aRHdie 5-HT-Freisetzung der
serotonergen Neurone reguliert (siehe Altedral, 2013; Celada et al, 2001; Hajos

et al, 1999; siehe Sharp et al, 2007), verdeutlichen, dass das Zusammenspi&-der
HTR-Subtypen einer sehr komplexen Regulation uetgrlMoglicherweise kommt
es bei der Aktivierung der 5-HA-Heterorezeptoren auf glutamatergen Neuronen im
medialen PFC, Uber glutamaterge absteigende Balzneainer Aktivierung von
GABAergen Interneuronen der Raphe, die wiederruen5dHT-Abgabe hemmen
(siehe Altieriet al, 2013; Celada et al, 2001; Hajos et al, 1999; Varga et al, 2001).
Ebenso kdnnten die in der Raphe lokalisierten 3xHHeterorezeptoren (Borroto-
Escuelaet al, 2015) in diesen regulatorischen Mechanismus nedlsein.

Uber diese komplexen Signalwege fungiert der 5ARTals dominanter Mediator
der serotonergen Wirkung (siehe Alenina und Klempi1i5) und scheint dadurch
eine Schlisselrolle bei einer Vielzahl unterschaddir physiologischer und das
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Verhalten betreffender Funktionen zu spielen (siéiteeri et al, 2013). Die
Beeinflussung von Schlaf, Stimmung, Schmerz, SuchAngst-, Ess- und
Sexualverhalten, Blutdruck, Thermoregulation, Heéreislauf-Funktionen und
Gedachtnis gehort dabei zu seinen wichtigsten kamdm (siehe Altieriet al,
2013). Durch die Gabe von 5-kHhR-Agonisten, beispielsweise 8-OH-DPAT,
konnten bereits viele Effekte seiner Aktivierungtigestellt werden, unter anderem
Hyperphagie, Hypothermie, verdnderte Gedachtnisd Wwernleistung sowie
Veranderung des Sexualverhaltens (Glikmann-Johrstal, 2015; siehe Lucki,
1992; Schijven et al, 2014). Auch ist bekannt, dass die Aktivierung 8edT;aR
durch 8-OH-DPAT zu einer vermehrten Zellprolifeoatim HC fuhrt (Klempinet
al., 2010). Diese Effekte kbnnen durch die zusatzliGhabe von WAY100135 oder
WAY100635, welche als Antagonisten die Wirkung \@®H-DPAT blockieren,
verhindert werden (Fletchet al, 1996; Schijven et al, 2014). Insbesondere auf
Grund seiner die Psyche betreffenden Effekte wiind eine klinische Relevanz bei
der Depression zugeschrieben (s. Kap. 2.3.3). diligs ist eine Abgrenzung
zwischen den Effekten des pra- und postsynaptiséHémaR sehr schwer und bis
heute nicht vollstandig erfolgt (s. Tab. 3).

Effekt Rezeptortyp
5-HT-Syndrom H

Hypothermie A (Maus)H (Ratte)
Hyperphagie A

Anxiolyse H

verandertes sexuelles Verhalten A/H

verandertes Schmerzverhalten A/H

verminderte Aggressivitat H

diskriminativer Stimulus A/H
»=antidepressives Verhalten* H

Tab. 3: Funktionelle Effekte bei Aktivierung von pra- (A, Autorezeptoren) und
postsynaptischen (H, Heterorezeptoren) 5-HikR im Tiermodell.

Bisher wurde gezeigt, dass die Reaktion im Taiti-lTest, einem Verhaltenstest zur
Schmerzwahrnehmung, in erster Linie durch den ldegeeptor mediiert wird
(Bervoetset al, 1993). Zudem scheint der Heterorezeptor eineatieyohe Funktion
im Gehirn zu haben (siehe Kriegebawtal, 2010; Riad et al, 1994) und bei
Aktivierung zu verminderter Aggressivitat zu fuhré8tein et al, 2013). Die
Hyperphagie hingegen scheint hauptsachlich UberAdeorezeptor vermittelt zu
sein (siehe Simansky, 1996). Die Hypothermie wirghezsesabhangig
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unterschiedlich vermittelt: So soll beim Menschendubei der Ratte der
Heterorezeptor diesen Effekt bewirken, bei der M#rsAutorezeptor (siehe Barnes
und Sharp, 1999; Blier et al, 2002), wobei hierbei auch Hinweise auf eine
Modulation durch die Aktivierung des Heterorezeption Hypothalamus bestehen
(siche Bert, 2014; Bert et al, 2006). Das Angstverhalten scheint auf prasynetpdis
Effekte zurickzufihren zu sein, wohingegen der gyostptische 5-HiLkR eine
anxiolytische Wirkung vermitteln soll (Gross$ al, 2002; Jolas et al, 1995). Beim
depressionsahnlichen Verhalten spielen hingegechaimsend sowohl der pra- als
auch der postsynaptische 5-HR eine entscheidende Rolle. Studien zeigen, dass
die Hemmung des Autorezeptors zu ,antidepressivernalten” fihrt (Ferres-Coy
et al, 2013). Des Weiteren scheint insbesondere die istigmhe Wirkung am
Heterorezeptor zur antidepressiven Wirkung einedfedt essentiell zu sein, wie
Studien zu dem neuen 5-kFkR-Agonisten F15599, der hochselektiv am
Heterorezeptor wirkt, zeigen (Ass¢ al, 2010; Llado-Pelfortet al, 2010). Die 5-
HT,aR-Partialagonisten Buspiron und Tandospiron hingexggen bei Patienten
unter Therapie lediglich schwach antidepressivelE, was moglicherweise durch
den nur partiellen Agonismus am Heterorezeptomkifeen ist (siehe Savitet al,
2009). Neuere Wirkstoffe mit partialagonistischerrRlhg am 5-HTAR, wie
beispielsweise Vilodoxon, vermitteln durch ihre HeliDesensibilisierung des 5-
HT.a-Autorezeptors und Aktivierung des 5-FAR-Heterorezeptors, kombiniert mit
einer Hemmung des SERT, eine effektivere antidspresNirkung bei friiherem
Wirkeintritt (Sanchezt al, 2015; siche Wang et al, 2015) (s. Kap. 2.2.3).

2.3.3 Bedeutung des serotonergen Systems fur dieddession und die adulte
Neurogenese

Ein dysreguliertes serotonerges Transmissionssystdnm pathophysiologischen
Zusammenhang mit einer Reihe von psychiatrischénaBkungen stehen, wobei
insbesondere bei der Depression starke Verandemundgr serotonergen
Neurotransmission nachweisbar sind (siehe Magtaral, 2014). Durch eine

serotonerge Dysfunktion soll es zur Entwicklung vdepressionstypischer
Symptomatik, wie gedrickter, depressiver Stimmungnhedonie und

Antriebslosigkeit, kommen (s. Kap. 2.2.1). Dabekaie serotonerge Dysfunktion
sowohl durch Tryptophanmangel, verminderte 5-HTiBgse oder -Sekretion,
fehlregulierte 5-HT-Wiederaufnahme oder verandestétiT-Metabolismus als auch
durch gestorte postsynaptische Signaltransdukten5eHTR bedingt sein (siehe
Lucki, 1998). Die Hypothese des Monoaminmangel&é&pn. 2.2.2) basiert auf der
Annahme eines relativen Neurotransmittermangelseidasbesondere ein Mangel
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an 5-HT. Diese Hypothese wird durch Antidepressdeen pharmakologischer
Wirkmechanismus zu einer Erh6hung von 5-HT im syisapen Spalt flhrt,
unterstitzt und bietet bis heute die Grundlagentgisten Forschungsarbeiten auf
dem Gebiet der Depression (Albettal, 2012).

Unter den 5-HTR scheint insbesondere der 5:RTin die Auspragung von
depressiver Symptomatik involviert zu sein (s. K&@R.2). So weisen veranderte
Rezeptorbindungspotentiale von pra- und postsysamn 5-HTAR Dbei
Depressiven auf eine Bedeutung dieses RezeptodgbBepressionsentstehung hin
(Drevetset al, 1999; Hirvonen et al, 2008; Sargent et al, 2000) (s. Kap. 2.2.2). Die
von Albert und Lemonde (2004) postulierte Thesdc¢chedie Wirklatenz von SSRI
durch eine Anpassung der Dichte von pré- und poafgyschen 5-HIAR erklart,
bekraftigt diese Annahme. Dabei soll bei SSRI-Gaherhalb eines mehrwéchigen
Zeitfensters die Autorezeptordichte und -aktivitégrringert werden, was eine
hohere Entladungsrate der serotonergen Neuron@sausld dadurch zu erhdhter 5-
HT-Bildung und -Sekretion fuhrt (siehe Albert undrhonde, 2004). Ebenso konnte
eine erhohte Autorezeptordichte in der Raphe, wibai Suizidopfern zu finden ist
(Boldrini et al, 2008; Stockmeier et al, 1998), die erniedrigte 5-HT-Konzentration
bei Depressiven erklaren. Doch nicht nur am Autepéar finden Veranderungen
bei SSRI-Gabe statt, auch beim postsynaptischenT;aRH steigt das
Rezeptorbindungspotential bei antidepressiver Paleotherapie an (Nugest al,
2013). Die Bedeutung des 5-kkR bei der Depression wird ebenfalls durch die
Effektivitdt der 5-HEAR-Agonisten und -Antagonisten belegt, welche zum Te
schon heute erfolgreich als Antidepressiva eingesetrden (s. Kap. 2.2.3).

Als weiterer Wirkungsmechanismus fur den ,antidepreen Effekt‘ serotonerger
Pharmaka wird die Beeinflussung der adulten Neurege diskutiert. Der HC ist
stark serotonerg innerviert und wird sowohl bei Beoliferation als auch beim
Survival von Neuronen durch das serotonerge Systsmflusst (siehe Azmitia,
2001), woraus sich die Bedeutung des 5-HT bei deguRtion der adulten
Neurogenese ableitet (Klempiet al, 2010). Dies wird beim Fehlen der
serotonergen Neurone in den Raphekernen deutlelkoEimt zu einer Abnahme
der Neurogeneserate, was durch serotonerge Reatmmervwieder rickgéangig
gemacht werden kan(Brezun und Daszuta, 2000 a; Brezun und Daszuta, 2000 b).
Auch der proneurogene Effekt von SSRI (s. Kap.2}.@ird Uber das serotonerge
Transmissionssystem gesteuert (Encieasal, 2006; Ferres-Coy et al, 2013;
Klempin et al, 2010). So fuhrt der SSRI Fluoxetin zu einer Simigg der
Zellproliferation und des Zellsurvivals im HC (Kl@m et al, 2010). Auch fir die
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schnelle neurogene Antwort auf korperliche Aktivitést die serotonerge
Neurotransmission notwendig (Klempehal, 2010).

Bei der Regulation der adulten Neurogenese durstse@tonerge System soll der
5-HT:14R eine modulierende Rolle spielen (siehe Klengdiml, 2010; Soumier et
al.,, 2010). Tiermodelle mit verdnderter 5-HR-Expression, die einen
entscheidenden Einfluss der 5-HR-gesteuerten Neurotransmission zeigen,
stitzen dies (siehe Klempiat al, 2010; Soumier et al, 2010). Bei seiner
Blockierung durch verschiedene selektive AntagenigtNAN-190, p-MPPI und
WAY100635) kommt es zu einer 30-prozentigen Redwktler Proliferationsrate
(Radley und Jacobs, 2002). Das Gegenteil ist benfsgengabe der Fall (Klempin
et al, 2010). Bei Agonistengabe an 5-HR-Knockout (KO)-Tiere hingegen
kommt es, im Gegensatz zu Wildtyp (WT)-Tieren, zeinkr Steigerung der
Zellproliferation (Santarelliet al, 2003). Auch bei der Regulation von
Zelldifferenzierung und -survival ist von einer gemden Rolle des 5-HAR
auszugehen, wie Versuche zur chronischen Hemmung-H&1,R zeigen, welche
eine Abnahme der Zelldifferenzierung und des Zelisals im HC detektierten
(Klempinet al, 2010). Der 5-HTaR nimmt demnach eine regulatorische Funktion
bei der kompletten adulten hippocampalen Neurogeeies

Die Bedeutung des 5-HAR flir das serotonerge System und die adulte Nenesge
gilt daher heute als belegt (siehe Alenina und Kiem2015) und einige wichtige
Effekte auf bestimmte Verhaltensmerkmale und phggischen Funktionen
konnten, insbesondere durch die Vielzahl an Tieetled mit veranderter 5-HIR-
Expression (s. Kap. 2.4), identifiziert werden. isibt jedoch zu klaren, ob eine
serotonerg regulierte, reduzierte Neurogenese ctdish zu einer affektiven
Storung fihrt oder nur eine Begleiterscheinung(ssthe Alenina und Klempin,
2015) (s. Kap. 2.2.2). Zudem ist bei vielen der BrARR-induzierten Effekte bis
heute keine gesicherte Zuordnung zwischen der prid postsynaptischen
Vermittlung maoglich. Diese ist jedoch sowohl flisdZerstandnis der Regulation der
adulten Neurogenese entscheidend als auch von dexsonBedeutung bei der
Suche nach passenden Agonisten und -Antagonisten %MiT.AR zur
Depressionstherapie und sollte daher in der Grgedi@rschung vorangetrieben
werden.

2.4 Mausmodelle in der Serotoninforschung

Tiermodelle sind in der Erforschung komplexer Enkwangen und in der
praklinischen Pharmaforschung unverzichtbar. Zwé&&ung eines Tiermodells ist
seine Validitat (validity), Verlasslichkeit (relidiy) und Nutzlichkeit (utility) zu
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bestimmen (siehe Gardier, 2009). Besondere Bedgutunliermodelle hat dabei
die Validitat, welche sich in die ,face validityRéproduzierbarkeit von spezifischen
Symptomen), die ,construct validity“ (Symptomentgiag durch den gleichen
neurochemischen Mechanismus wie beim Menschenfliengpredictive validity*
(prognostische Validitét; Tiermodell erlaubt Aussagen iiber vermutliche Wirkung
beim Menschen) unterteilen lasst (Gardier, 2009).

Unter den Mausmodellen sind Modelle mit experimiéete und mit
pharmakologischer Induktion von genverdnderten Medezu unterscheiden.
Tiermodelle mit experimenteller Induktion sind geéseh unveranderte Linien, bei
denen, beispielsweise durch Injektion bestimmteSR¢quenzen ins Gehirn, eine
veranderte Genexpression herbeigefuhrt wird (s. .Kagt.1l: Induzierbare
prasynaptische Unterdrickung). Bei Modellen mit rpfekologischer Induktion
wird durch systemische (p-CPA) bzw. lokale (antRSESA, 5, 7-DH)
Pharmakongabe ein bestimmtes Modell geschaffenniiteprasynaptischer 5-HT-
Depletion. Bei genetisch veranderten Organismend¥=8/nd Knockout (KO)- und
Knockin-Modelle zu unterscheiden. Unter den KO-Muateexistieren Stamme mit
konstitutivem KO, d. h. ein permanenter irreversibVerlust der Genfunktion in
allen Korperzellen von der Entwicklung des Organisrbis zu seinem Tod. Beim
konditionellen induzierbaren KO kann das Zielgeremem gewahlten Zeitpunkt,
beispielsweise durch ausbleibende Gabe von Doxycyleki tetO-Stammen,
inaktiviert werden (s. Kap. 2.4.1: Induzierbare gyréaptische Unterdriickung)
(Albert et al, 2014). Dies ermoglicht die Untersuchung zu beawstiem
Entwicklungsstadien. Zudem gibt es Stamme mit gespézifischem KO,
beispielsweise bestimmte Cre-lox-Systeme, bei deden KO eines Gens
ausschlieBlich in einer spezifischen Struktur, detellen durch die Expression des
Enzyms Cre gekennzeichnet sind, auftritt (Albetrtal, 2014). Dadurch ist der
Phanotyp  weniger komplex und es kommt  zu reduzierte
Kompensationsmechanismen und verringerter Embryetaditat. Bei Knockin-
Tieren hingegen wird ein Gen eingefligt, wobei liea. die Humanisierung, also
das Ersetzen eines murinen Gens durch das entepcechHumangen, die
(induzierbare) Punktmutation und der Reporter-Kimocklso das Einfligen eines
Reportergens in das Zielgen zur Uberwachung dereggeassion, besonders
relevant sind. Allerdings muissen bei transgenenrniodellen stets eine
eingeschréankte prognostische Validitat (siehe Albherd Francois, 2010), sowie
einsetzende Kompensationsmechanismen, wie beispigls eine vermehrte
Expression des 5-HER bei 5-HTAR-KO-Tieren (Rambozet al, 1998),
beriicksichtigt werden.
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Es finden sich viele Mausmodelle anhand derer dest@nerge System erforscht
wird. Fir die vorliegende Arbeit sind insbesondéire Tiermodelle mit veranderter
5-HT1aR-Expression sowie Tiermodelle mit moduliertem gmmergen System, die
Erkenntnisse zur adulten Neurogenese erbracht habarBedeutung. Daher soll
auf diese im Folgenden genauer eingegangen werden.

2.4.1 Mausmodelle mit veranderter Expression des &#oninia-Rezeptors
Modelle mit reduzierter Expression/Funktion des Sestoninia-Rezeptors

Es existieren eine Vielzahl an Mausmodellen mitiwderter Expression des 5-
HT:aR, welche in der Grundlagenforschung des SART bereits einiges zur
Aufklarung seiner vielfaltigen Funktionen beigegaghaben. Fir die Verwendung
von Mausmodellen mit veranderter Expression desTHR spricht die hohe
Struktur- und Genhomologie des murinen und humdnelT:AR (s. Kap. 2.3.2).
Des Weiteren weist die 5-HAR-Verteilung der Maus, insbesondere in den
Cortexschichten, eine starke Ahnlichkeit zu der Messchen auf (Pazost al,
1987). Tab. 4 zeigt die wichtigsten Mausmodelle veranderter Expression des 5-
HT:aR und die dadurch bedingten Verhaltensanderungen.

Der konstitutive KO des 5-HTAR erfolgt durch eine gezielte Mutation des 5-
HT1aR-Gens, welche zur Ausschaltung des Gens fihrtui@adkommt es bei
diesem, bereits vor 17 Jahren generierten Modediden zu einer préa- noch
postsynaptischen Expression des 5:ART (Heisleret al, 1998; Parks et al, 1998;
Ramboz et al, 1998). In Verhaltensversuchen zeigen die Tierduziertes
verzweifeln* als Reaktion auf Stress und reduser\nhedonie, was als
»=antidepressives Verhalten® interpretiert wird (seAltieri et al, 2013; Bechtholt et
al., 2008; Heisler et al, 1998). Ebenfalls lasst sich bei den Tieren gegsttas
Angstverhalten in Konfliktparadigmen, ein modifider Tag-Nacht-Rhythmus,
verandertes Schlafverhalten und Defizite im HC-assden Lernen und
Gedéachtnis nachweisen (Boutetlal, 2002; Heisler et al, 1998; Parks et al, 1998;
Rambozet al, 1998; Sarnyai et al, 2000; Smith et al, 2015). Zudem entwickeln sie
keine Hypothermie nach Applikation des 5-44R-Agonisten 8-OH-DPAT (Heisler
et al, 1998). Die Gabe von SSRI, hier Fluoxetin und haumpin, zeigt bei diesen
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5-HT1aR-Expression

Generierung

Verhaltensanderungen

Veroffentlichung

Konstitutiver KO

gezielte Mutation des 5-HhR-Gens

.-antidepressives Verhalten®, verstarktes
Angstverhalten, verandertes HC-assoziiert
Lernen und Gedachtnis, reduzierte
Anhedonie

(Bechtholtet al, 2008;
ddeisleret al, 1998;
Parkset al, 1998;
Rambozet al, 1998;
Sarnyaiet al, 2000)

Transienter induzierter
KO

pharmakologische Induktion durch §
HT1aR-Antagonistengabe
(WAY100635)

-lebenslang verstéarktes Angstverhalten (be
KO bis zum 21. Lebenstag)

(Vinkerset al, 2010)

Induzierte pharmakologische Induktion bei physiologisches Angstverhalten (Induktion| (Richardson-Jonest
prasynaptische Tieren mit gezielter Mutation des 5- | durch ausbleibende Doxycyclingabe ab | al., 2010)
Unterdriickung HT.1aR-Gens Lebenstag 50)
experimentelle Induktion durch C1A- ,antidepressives Verhalten* (Bortoloz al,
Si-RNS-Infusion 2012)
Induzierter pharmakologische Induktion durch (Richardson-Jaetes

prasynaptischer KO

ausbleibende Doxycyclingabe L
Tieren mit gezielter Mutation des

HT1aR-Gens

verstarktes Angstverhalten
ei
B-

al., 2011)

Induzierter
postsynaptischer KO

pharmakologische Induktion durch
ausbleibende Doxycyclingabe bei
Tieren mit gezielter Mutation des 5-

depressionsahnliches Verhalten,
physiologisches Angstverhalten

HT1aR-Gens

(Richardson-Jonest
al., 2011)
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Postsynaptische pharmakologische Induktion durch | physiologisches Angstverhalten (bei (Grosset al, 2002)
induzierte Rettung bei| Doxycyclingabe bei Tieren mit postnataler Rettung vor dem 21. Lebenstag)
KO-Mausen gezielter Mutation des 5-HAR-Gens
Transiente gezielte Mutation des 5-HAR-Gens | reduziertes Angstverhalten und HC- (Kusserowet al, 2004)
Uberexpression assoziiertes Lernen, erhdhte lokomotorische
wéhrend der Aktivitat
Embryogenese
Konstitutive gezielte Mutation des 5-HIR-Gens | reduzierte lokomotorische Aktivitat und | (Bertet al, 2006; Bert
postsynaptische exploratives Verhalten, verminderte et al, 2008; Giinther et
Uberexpression Immobilitat, physiologisches Angstverhalteral., 2011)

leicht ,antidepressives Verhalten*

Tab. 4. Mausmodelle mit veranderter Expression de5§-HT1aR. KO = Knockout des 5-HikR.
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Tieren keinen ,antidepressiven Effekt“ und auch diech SSRI ausgeldste
Steigerung der Neurogeneserate im HC bleibt austd&ali et al, 2003).

Die zentrale Bedeutung des 5-HR flir eine physiologische Gehirnentwicklung
wird durch das Mausmodell mit experimentelladuktion eines transienten

KO des 5-HTAR in den ersten Lebenstagen verdeutlicht. Dieshurzierte KO
vom ersten bis zum 21. Lebenstag wird durch Galseseé&ektiven 5-HIAR-
Antagonisten WAY100635 erreicht (Vinkerst al, 2010). Nach dem 21.
Lebenstag kommt es zur normalen Expression des;aR4dDennoch zeigen die
Tiere im Erwachsenenalter ein erhOohtes Angstverhalind eine verringerte
Reaktion auf Benzodiazepine (Vinketsal, 2010). Dieses Ergebnis verdeutlicht
die Bedeutung des 5-HAR wahrend der postnatalen Gehirnentwicklung fur das
Angstverhalten und die GABAerge NeurotransmissidnKerset al, 2010).

Durch die transgene Mauslinie mit konditionelfeduzierbarer Unterdriickung

der Autorezeptoren (Richardson-Jonest al, 2010) konnen Effekte des
prasynaptischen 5-HIR in der Raphe von denen des postsynaptischen
unterschieden werden. Diese transgene Mauslinieeimgr Veranderung am 5-
HT:aR-Gen besitzt ein tetO-System, welches das Ein-Ausschalten der 5-
HT.aR-Expression ermdglicht. So kann eine reduzierter&ssion des 5-H}x-
Autorezeptors in der Raphe (,1A-Low*), durch die B8avon Doxycyclin
ausschlief3lich bis zum 50. Lebenstag induziert eei@Richardson-Jonex al,
2010). Diese Tiere exprimieren 30 % weniger Auteptaren als die Kontrolltiere
(Richardson-Jone®t al, 2010). Die Maus mit konditioneller induzierbarer
Unterdriickung des Autorezeptors und dadurch redezi@utoinhibition weist
eine erhohte Entladungsrate der serotonergen Neunonder Raphe auf
(Richardson-Jonest al, 2010). Dies fuhrt zu keinen Veranderungen des
angstbezogenen Verhaltens in Konfliktparadigmench{&idson-Jone®t al,
2010). Auch Stress- und Depressions-assoziiertes Teffenbaren keine
Verhaltensdnderungen bei akutem Stress, jedoch einstarkte autonome
Antwort in Form von Hyperthermie und gesteigertearonaler Spontanaktivitat

in der dorsalen Raphe (Richardson-Jated, 2010). Bei der Gabe von Fluoxetin
an ,1A-Low-Mause“ kommt es zu einer erhéhten 5-HirKentration im HC und
PFC (Richardson-Jonex al, 2010), was als gute Ansprechbarkeit dieser Tiere
auf die Gabe von SSRI gewertet werden kann. EinitesvdMausmodell mit
unterdriickter Autorezeptor-Expression generierteiz¥ahre spéter Bortolozzi
(2012). Bei diesem Modell handelt es sich um eird&loderexperimentellen
Induktion , bei dem durch die Infusion von C1A-si (small nfeeng)-RNS in die
dorsale Raphe von genetisch unveranderten Mausernreduzierte Expression
des 5-HTa-Autorezeptors herbeigefiihrt wird (Bortolozet al, 2012). Auch
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diese Tiere zeigen keine Verdnderungen des angsfeeen Verhaltens
(Bortolozzi et al, 2012). In Verhaltenstests fallt eine reduzienembbilitat im
Forced Swim- und im Tail Suspension-Test auf, wé&s ,antidepressives
Verhalten® interpretiert wird (Bortolozat al, 2012) und durch die erhdhte 5-HT-
Freisetzung der serotonergen Neurone bedingt si(Ferres-Coyet al, 2013).
Nach 8-OH-DPAT-Gabe kommt es zu einer reduziertgmothermen Reaktion
(Bortolozzi et al, 2012; Ferres-Coy et al, 2013). Somit wird deutlich, dass die
Autorezeptoren in der Raphe eine wichtige Bedeufiinglie Modulation des
Angstverhaltens und fur die Thermoregulation halsezhe Altieriet al, 2013).
Durch einen kompletten Verzicht auf Doxycyclin wirdei den bereits
beschriebenen ,1A-Low-Mausen® (s. Seite 49) @wmduzierbarer KO des
prasynaptischen 5-HTiaR erzielt (Richardson-Jones al, 2011). Die KO-Tiere
exprimieren keinen 5-HER-Autorezeptor in der Raphe und zeigen einen
lebenslang erhohten serotonergen Tonus (Richardisoes et al, 2011).
Weiterhin zeigen sie verstarktes AngstverhaltenKonfliktparadigmen und
reduzierte Explorationszeiten in neuen Umgebund&ohardson-Jonest al,
2011). Dieses Tiermodell bekraftigt somit die Hypede, dass der 5-HhF
Autorezeptor eine bedeutende Funktion bei der Ektumng eines
physiologischen Angstverhaltens hat.

Analog zum beschriebenen Mausmodell mit induzier&ndes Autorezeptors,
entwickelte Richardson-Jones (2011) das transgem@eNdesinduzierbaren
postsynaptischen 5-HTAR-KO. Die 5-HT;a-Heterorezeptor-KO-Mé&use
weisen, im Gegensatz zu Autorezeptor-KO-Tieren,neirmales Angstverhalten
auf (Richardson-Joned al, 2011). Des Weiteren zeigen sie verstarkte Anhiedon
und reduzierte Futteraufnahme, was  zusammengenommaits
depressionsahnliches Verhalten interpretiert weldem (Richardson-Jonext
al., 2011). Eine aktuelle Studie an Tieren mit Hetezeptor-KO offenbart, dass
sie nur unzureichend auf bestimmte Stoffe mit aprdssiver Wirkung, wie
beispielsweise den Nikotin-Partialagonisten Cytisinsprechen (Mineust al,
2015). Dies deutet darauf hin, dass der SA-Heterorezeptor durch seine
modulierende Rolle auf das ,antidepressive Vernakewohl eine Bedeutung in
der Pathophysiologie der Depression hat (s. KaB.3R.als auch fur die
Effektivitat bestimmter Antidepressiva essentistl i

Gross und Kollegen generierten 2002, durch einetewenetische Veranderung
am 5-HT.aR-Gen von 5-HTAR-KO-Tieren, einen tetO-Mausstamm. Diese Tiere
exprimieren zwar keine 5-H1-Autorezeptoren, jedoch ist die Expression von
postsynaptischen 5-HAR im HC und Cortex vergleichbar mit der von WT-
Mausen (Grosst al, 2002). Diese Mause zeigen, im Gegensatz zu kdtapls-
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HT,aR-KO-Mausen, kein verandertes Angstverhalten (Gebss, 2002). Durch
die Gabe von Doxycyclin kann bei diesem Modell Bipression des 5-HI-
Heterorezeptors unterdrickt werden, wodurch kortel&HTAR-KO-Tiere
entstehen. Wird die Expression des postsynaptis@ikeiT;nR vor dem 21.
Lebenstag unterdriickt weisen die Mause ein ahrdiétmgstverhalten auf wie
komplette KO-Tiere (Grosat al, 2002). Dieses Verhalten bleibt auch bei Mausen
bestehen, deren Heterorezeptorexpression durcimdlieierbare Rettung des
postsynaptischen 5-HT1aR (,Rescue-Maus”) im Erwachsenenalter eine
physiologische Anzahl aufweist (Gros$ al, 2002). Die Unterdriickung der
Expression des postsynaptischen 5ARrdurch die Gabe von Doxycyclin an 10

- 12 Wochen alte Mause dieser Linie hat jedoch éwiftinfluss auf das
Angstverhalten (Grosst al, 2002). Dies deutet daraufhin, dass nicht nur der
Autorezeptor sondern auch der 5-Heterorezeptor, zumindest wahrend der
Entwicklung, eine zentrale Rolle bei der Modulataes Angstverhaltens spielt
(Grosset al, 2002).

Modelle mit Uberexpression des Serotoniia-Rezeptors

Die Generierung einer transgenen Mauslinietraitsienter Uberexpression des
pré- und postsynaptischen 5-HTAR wéhrend der Embryogenesermdglichte

im Jahr 2004 erstmals die direkte Detektion vonmyanal 5-HTAR-induzierten
Effekten. Bei diesen Tieren wird der 5-HHR ab dem 12. Tag der Embryogenese
bis zum ersten Lebenstag verstarkt exprimiert, ngégen anschlie3end ein
physiologisches Expressionsmuster vorliegt (Kusseoal, 2004). Wie auch in
Rescue-Experimenten mit 5-HhR-KO-Mausen gezeigt werden konnte, sind die
Veranderungen noch im adulten Tier, welches sialchldeine physiologische
Rezeptorexpression auszeichnet, nachzuweisen (Btealg 2007; Gross et al,
2002; Kusserow et al, 2004). Die Mause zeigen ein reduziertes Angstzagstes
Verhalten in Konfliktparadigmen, ein eingeschraskt¢C-assoziiertes Lernen
und eine erhdhte lokomotorische Aktivitat (Kusseeival, 2004). Adulte Mause
mit embryonaler Uberexpression des 5:kR weisen im Erwachsenenalter eine
Hypothermie und eine erhdhte 5-HT-Konzentration HE und Striatum bei
reduziertem 5-HT-Umsatz in verschiedenen Gehirmaneauf (Kusserovet al,
2004). Histologisch lassen sich wahrend der Emlalgtrase reduzierte
Projektionen zum Cortex nachweisen, was sich ab Héten Lebenstag hin zu
erhohter serotonerger Innervation dieses Arealsdelar(Denget al, 2007).
Durch diese Veradnderungen, die bis zum Erwachséeenanhalten, wird
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abermals die Hypothese der zentralen Bedeutung des 5-HT 4R fiir die embryonale
Neurogenese gestiitzt.

Bei der Generierung der zuvor beschriebenen Linie mit transienter
Uberexpression des 5-HT;aR wurden insgesamt fiinf Linien entwickelt
(Kusserow et al., 2004). Dafiir wurde ein 4,5 Kilobyte aufwirts bis ein Kilobyte
abwirts der Sequenz des murinen 5-HT 4R liegendes Gensegment mit Promoter
iiber pronucledre Injektion in die DNS von NMRI-Auszuchtmiusen eingebaut
(Bert et al., 2006; Kusserow et al., 2004). Die entstandenen heterozygoten
transgenen Mause wurden per PCR (Primer posf: aat caa gtg aca aag atg tc und
posr: gta gag cac taa tac aca tt) und Southern Blot-Analyse identifiziert und zur
Erreichung der Homozygotie miteinander verpaart (Bert et al., 2006). Eine der
generierten  Linien weist eine konstitutive Uberexpression  des
postsynaptischen  5-HT14R  auf (OE-Maus), die 1in  spéteren
Rezeptorautoradiographie-Studien mit [*H]-8-OH-DPAT bestétigt werden konnte
(Bert et al., 2006; Giinther et al., 2011). Es zeigten sich erhohte Rezeptordichten
in Cortex, HC und weiteren limbischen Bereichen, bei unverdanderter Dichte der
priasynaptischen 5-HTaR in der Raphe (Bert ef al., 2006; Giinther et al., 2011) (s.
Abb. 14).

Abb. 14: Rezeptorautoradiographie mit [*H]-8-OH-DPAT (rechts) und Nissl-
Fiarbung der entsprechenden Schnittebene (links) (modifiziert nach Gilinther et al.,
2011). Dargestellt ist die 5-HTiaR-Dichte bei méinnlichen und weiblichen Wildtyp
(WT)- und OE-Tieren, wobei die Rezeptordichte von Weill zu Schwarz zunimmt. Dabei
fillt bei minnlichen und weiblichen OE-Tieren eine starke 5-HT1aR-Uberexpression im
GD (Reihe 2) und den duBBeren Cortexschichten (Reihe 1 bis 3) auf, bei unverdnderter

Rezeptordichte in der Raphe (Reihe 3).
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Mannliche und weibliche OE-Tiere besitzen, mit Aailsme der zuséatzlichen
Uberexpression in der CA2-Region des HC, dem eietCortex und dem
Hypothalamus bei weiblichen OE-Mé&ausen, eine veclere Verteilung der
Uberexprimierten Rezeptoren (Guntretral, 2011). Mittels [3H]-8-OH-DPAT
Ligand-Bindungsstudien an Gehirnmembranen konnte ni@nnlichen OE-
Mausen eine zweifach erhohte, bei weiblichen eing-fdch erhohte
Bindungskapazitat verglichen mit WT-Mausen gezeigtden (Beret al, 2006).
Dabei ist die Affinitat des Rezeptors, gemesseteaiiDissoziationskonstante von
8-OH-DPAT, unverandert (Beet al, 2006). Eine weitere Studie z3t$]|GTPyS-
Bindung konnte die korrekte Kopplung an den G-Rnete des 5-H1AR sowie
eine vergleichbare Wirkstarke von 8-OH-DPAT bei ®&usen im Vergleich zu
WT-Mausen belegen (Pazost al, 2012), was fur eine physiologische
Konformation und Effektuierung der UberexprimieriRazeptoren spricht (Bert,
2014). Dies wird auch durch das Auftreten einesTsSyindroms bereits bei
niedrig dosierter 8-OH-DPAT-Gabe an OE-Tiere bagt@Bertet al, 2006).

In verschiedenen Lerntests, wie dem Morris WatezdAgest, zur Uberpriifung
von raumlichem Lernvermbgen, und dem Social Retmgnilest, zum
Feststellen sozialer Lerndefizite, zeigen die OHidA leichte Lern- und
Gedachtnisdefizite (Beret al, 2008). Bei Studien zum depressionsartigen
Verhalten weisen transgene Tiere verlangerte Schwerten im Forced swim-
Test und, als Zeichen fir die Fahigkeit der Hedoaiee gesteigerte Aufnahme
von Zuckerlésung im Sucrose preference-Test(Buft, 2014; Gilinther et al,
2011). Diese Ergebnisse konnen als leicht ,antelegves Verhalten®
interpretiert werden. Beim Angstverhalten sind babehandelten OE-Tieren
keine Veranderungen festzustellen, jedoch bleibadgiolytische Effekt nach 8-
OH-DPAT-Gabe aus (Beet al, 2006). Des Weiteren ist bei unbehandelten Tieren
der OE-Linie eine leicht verminderte motorische ikt sowie eine
Hypothermie, bei unveranderter 5-HT-Konzentratiomd wUmsatz im HC,
festzustellen (Beret al, 2006; Dietze et al, 2015). Nach Rezeptoraktivierung
durch 8-OH-DPAT zeigen die OE-M&ause schon in ngeher Dosierung als die
WT-Mause eine verminderte motorische Aktivitdt, ib&échtigtes
Lernverhalten, Hyperphagie und eine signifikansté@nkte hypotherme Reaktion
(Bertet al, 2006; Bert et al, 2008; Brosda et al, 2015; Dietze et al, 2015). Die
Hypothermie bei unbehandelten OE-Mausen sowie ek shypotherme
Reaktion bei Agonistengabe erscheint zunachst parath die Regulation der
Kdrpertemperatur als typisch prasynaptisch veritedeMerkmal bei der Maus
gilt (siehe Barnes und Sharp, 1999) (s. Kap. 2.32joch bestehen Hinweise,

56



Literaturiibersicht

dass die Korpertemperatur nicht ausschliellichymastisch, sondern auch durch
die Aktivierung von Heterorezeptoren im Hypothalammoduliert wird (siehe
Bert, 2014; Bert et al, 2006). Da bei der OE-Maus Veranderungen im
Hypothalamus, beispielsweise eine erhohte Noratinkoazentration (Beret
al., 2006), vorliegen, ist diese Hypothese durchaunglokr. Die Hypothermie und
verstarkte hypotherme Reaktion auf 8-OH-DPAT bei @&-Maus kbnnte aber
auch durch eine erhohte serotonerge Aktivitdt am dderexprimierten
postsynaptischen 5-HAR in HC und Cortex bewirkt werden (Batt al, 2006).
Eine gesicherte Aussage uber die Bedeutung vonumidpostsynaptischem 5-
HT.aR fUr die Thermoregulation kann daher derzeit nggttoffen werden.

Eine Studie aus dem Jahr 2011 zur Effektivitat cl@esiener Antidepressiva bei
OE-Mausen liefert Hinweise auf eine Involvierung gestsynaptischen 5-kHR

in den Wirkmechanismus von SSRI (Gunteeal, 2011). Hierbei zeigt sich bei
der Gabe des SSRI Citalopram eine ,antidepressivkuig“ bei transgenen
Tieren, jedoch nicht bei WT-Tieren (Gunttetdral, 2011).

Phanotypisches Merkmal Veranderung bei der OE-Maus

motorische Aktivitat ¥ )

Lernen und Gedachtnis $( )

Immobilitat $

Hedonie 2 3

Angstverhalten =)

.-antidepressives Verhalten* * )

Korpertemperatur :

5-HT-Konzentration undUdmsatz in HC -

Frontalcortex, Striatum und

Hypothalamus

Reaktion auf 8-OH-DPAT 3 motorische Aktivitat
T 5-HTSyndrom (bereits in gerir
Dosierung)

T Hypothermie

T Futteraufnahme
3 Lernen

keine Anxiolyse

Tab. 5: Veranderungen des Phanotyps der OE-Maus irWergleich zur WT-Maus.
Die Merkmale sind als physiologisc#™® ), reiéut @ ) und gesteiger® ) angegeben.
Bei lediglich leichter Veranderung sind die PfefleKlammern gesetzt.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dasse dMauslinie eine
einzigartige Moglichkeit bietet, zwischen der fuokellen Bedeutung der
unterschiedlichen 5-HRR zu unterscheiden und hierdurch schon viel zur
Aufklarung der Effekte des postsynaptischen 5ART auf Verhalten und
Physiologie beigetragen hat (s. Tab. 5). Dartuibeaus besitzt sie das Potential,
die Rolle des postsynaptischen 54H bei der adulten Neurogenese und der
Depression weiter aufzudecken.

Bei der Bewertung der Verhaltensauffalligkeitenemllhier beschriebenen
Tiermodelle mit verédnderter 5-HAR-Expression bzw. -Funktion kann
zusammenfassend gesagt werden, dass eine Maropulaer 5-HTAR-
Expression/Funktion in erster Linie Einfluss aufgsix und depressionséhnliches
Verhalten, sowie die Lern- und Gedachtnisleistuag(k. Kap. 2.3.2). Weiterhin
fehlt jedoch die Abgrenzung von pré- und postsyisaptinduzierten Effekten auf
die adulte Neurogenese. Dabei sind diese zentraldee Bewertung von
morphologischen Veranderungen des Gehirns bei Bepen in Verbindung mit
einer veranderten 5-HAR- Expression.

2.4.2 Mausmodelle und Erkenntnisse zur adulten Neogenese

Bei der Forschung zur adulten Neurogenese spiaklresondere Mausmodelle
mit reduzierter zentraler 5-HT-Konzentration einele Rolle. Diese Modelle
weisen entweder Manipulationen an Genen zur Diffasrung serotonerger
Neurone (PET1-KO-Maus), zur 5-HT-Synthese (Tph2-8)auzur 5-HT-
Vesikelbildung (vesikularer Monoamintransporter-BgMaus = VMAT2-Maus)
oder zur 5-HT-Wiederaufnahme (SERT-Maus) auf odend s durch
pharmakologische Induktion nicht in der Lage 5-Hilbdden (siehe Alenina und
Klempin, 2015). Einige der wichtigsten transgenesulktamme mit veranderter
adulter Neurogenese sind nachfolgend erlautetra(s. 6).

Die transgend&ph2-Maus exprimiert keine Tph2 und ist daher nicht in dagé
5-HT zu synthetisieren (Aleniret al, 2009). Dadurch kommt es zu aggressivem
und depressionsahnlichem Verhalten, Anxiolyse uadnindertem Wachstum
innerhalb der ersten Lebenswochen (Alerghal, 2009; Mosienko et al, 2012).
Zudem weisen die Tiere Storungen der Thermoregumatides Herz-
Kreislaufsystems und der Atmung auf (Alengtaal, 2009). Im Hinblick auf die
adulte Neurogenese lasst sich trotz ausbleibenddrSynthese keine veranderte
Neurogeneserate im HC feststellen. Auffallend sladiglich eine erhoéhte
Proliferation und Apoptose von Stamm- und friheml&tferzellen bei Tph2-

Mausen (Klempinet al, 2013). Moglicherweise lassen sich diese Ergebniss
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durch das Greifen von KompensationsmechanismermHaurdostase innerhalb
der neurogenen Nische erklaren (Alenatal, 2009; Klempin et al, 2013).

Mauslinie Genetische Morphologische | Verdffentlichung
Veranderung Veranderung

Tph2-Maus | keine 5-HT-Synthese | erhdhte Proliferation| (Aleninaet al,
durch Tph2-KO und Apoptose von | 2009; Klempin et
Stamm- und frihen | al., 2013)
Vorlauferzellen

VMAT2- stark reduzierte 5-HT- | unveranderte (Diaz et al, 2013;

Maus Konzentration bei Proliferation im GD | Narboux-Nemeet
ausbleibender 5-HT- | bei erhhtem al., 2011)
Vesikelbildung durch | Zellsurvival
VMAT2-KO

SERT-Maus| intrazellulare 5-HT- unveranderte (Bengelet al,
Reduktion bei Proliferation im GD | 1998; Diaz et al,
ausbleibendem 5-HT- | bei erhéhtem 2013; Torres et al,
Transport durch Zellsurvival 2003)
SERT-KO

PET1-KO- | zentraler 5-HT-Mangel | unveranderte (Diazet al, 2013;

Maus bei fehlerhafter Proliferation im GD | Hendrickset al,
Entwicklung bei erhohtem 2003)

serotonerger Neurone | Zellsurvival
durch PET1-KO

Tab. 6: Mausmodelle zur Untersuchung der adulten N&rogenese.Tph2 =
Tryptophanhydroxylase 2, VMAT2 = vesikularer Monaatransporter-Typ 2, SERT =
5-HT-Transporter, PET1-KO = PET1-Gen-Knockout.

Bei dem Tiermodell de¥YMAT2-Maus wurde durch eine gezielte Mutation des
VMAT2-Gens ein Modell generiert, das durch die é&tde VMAT2-Expression
keine 5-HT-Vesikel in serotonergen Neuronen bildann und daher eine stark
verminderte 5-HT-Konzentration (5 % der physiolagsn 5-HT-Konzentration)
aufweist (Narboux-Nemeet al, 2011). In Verhaltenstests zeigen die Tiere
reduziertes Angst- und depressionsahnliches VemglNarboux-Nemeet al,
2011). Die basale Proliferation im HC ist unverdmdeallerdings kann bei
VMAT2-Mausen ein erhdhtes Zellsurvival festgestetirden (Diazt al, 2013).
Dieses gesteigerte Zellsurvival lasst sich duren@hbe von 5-HikR-Agonisten
normalisieren, was auf eine Rolle des 5:kfH beim Zellsurvival im HC
hindeutet (Diazt al, 2013).
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Die SERT-Maus weist eine genetische Veranderung am SERT-Genradifist
durch den fehlenden Transport von 5-HT in die sgr@tgen Neurone der Raphe
gekennzeichnet (Bengelt al, 1998). Dies fuhrt zu einer sechsfach erhthten
extrazellularen 5-HT-Konzentration bei gleichzestig Reduktion der
intrazellularen 5-HT-Konzentration um bis zu 80 Befgelet al, 1998; Torres

et al, 2003). Die intrazellulare 5-HT-Reduktion fuhricauhier, wie schon bei der
VMAT2-Maus, zu unveranderter Proliferation im GD kbehdhtem Zellsurvival
(Diaz et al, 2013).

Beim PET1-KO-Mausmodell liegt ein verandertes PET1-Gen vor, welches eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung serotonerfjEurone spielt. Bei Tieren
mit einem KO des PET1-Gens erfolgt bei der Mehrgahlserotonergen Neurone
keine Differenzierung bzw. eine fehlerhafte 5-HT8yese, -abgabe und -
speicherung (Hendricket al, 2003). Es kommt zum zentralen 5-HT-Mangel,
welcher auch hier zu unveranderter Proliferatiarglesteigertem Zellsurvival im
GD fuhrt (Diazet al, 2013). Weiterhin zeigen die Tiere verstarktes gingnd
Aggressionsverhalten (Hendricksal, 2003).

Bei Betrachtung der unterschiedlichen transgenemsBtamme mit reduzierter 5-
HT-Synthese im ZNS kann zusammenfassend festgestefden, dass eine
reduzierte zentrale 5-HT-Konzentration die adulteuidgenese, genauer das
Survival der neugeborenen Zellen, positiv beeistiyBiazet al, 2013). Dieses
Ergebnis wird auch durch das Mausmodell mit phaotwgisch induzierter
Hemmung der zentralen 5-HT-Synthese durch PCPAa{Eatorphenylalanin)-
Gabe bestétigt (Diaet al, 2013). Interessanterweise sind die Veranderumgen
Zellsurvival bei diesen Tieren, wie auch bei PETQ@-Kieren, durch die Gabe des
5-HT;aR-Agonisten 8-OH-DPAT umkehrbar (Diazt al, 2013). Dies deutet
abermals auf eine entscheidende Rolle des HdRiTbei der Regulation der
adulten Neurogenese hin (Diakal, 2013).

2.5 Ziel der Untersuchungen

Aus der Literatur ist bekannt, dass depressiveeR@n sowohl veranderte
Dichten als auch Bindungskapazitaten des 5:RTaufweisen (Boldrinet al,
2008; Hirvonen et al, 2008). Ebenso bekannt ist die Involvierung dé$TssR

in die adulte Neurogenese (siehe Lucasseal, 2006) (s. Abb. 15). Allerdings
Ist unklar, in welchem Zusammenhang 54kH, adulte Neurogenese und
Depression stehen und wie sie sich gegenseitignthessen. Zur Klarung dieser
Frage ist es essentiell, zwischen der Bedeutungpkérund postsynaptischem 5-
HT.aR flUr die adulte Neurogenese unterscheiden zu kbribaher ist Ziel der
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Arbeit, die Bedeutung des postsynaptischen %sRTbei der Zellproliferation
und dem Zellsurvival im Rahmen der adulten Neuregenund Gliogenese zu
klaren. Hierbei gilt es herauszufinden, ob durcheeUberexpression dieses
Heterorezeptors die adulte Neurogenese beeinfivisdtund ob Veranderungen
der Zelldichten und der Volumina in den fir die keluNeurogenese und
Gliogenese relevanten Regionen HC, Cortex und Bffreden. Durch diese
Erkenntnisse lassen sich moglicherweise die kongpl&usammenhange bei der
Entstehung von Depressionen besser nachvollziehah neue Therapien
entwickeln.

Der Einfluss des Heterorezeptors wurde an OE-M3udeneine permanente
Uberexpression der postsynaptischen SARTaufweisen, untersucht (s. Kap.
2.4.1). Durch die nachgewiesene Uberexpressioh dieses Mausmodell eine
einzigartige Mdoglichkeit dar, die Rolle des postgytischen 5-HTaR bei der
adulten Neurogenese und Depression zu entschliisseln

5-HT1aR

Adulte Neurogenese Depression

Abb. 15: Skizze des ForschungsgegenstandeZusammenhang zwischen der
Funktion des 5-H1aR, der adulten Neurogenese und der Depression.

2.5.1 Fragestellung: Zusammenhang zwischen der Futiin des
Serotonima-Rezeptors, adulter Neurogenese und Depression

Folgende Fragen standen bei der Klarung des Zusahangs zwischen der
Funktion der 5-HTAR, der adulten Neurogenese und Gliogenese und der
Depression im Mittelpunkt:

1. Fdhrt die erhohte Anzahl postsynaptischer 5ARTzu morphologischen
Veranderungen des BO, HC und Cortex?

2. Fuhrt eine erhdhte Dichte des postsynaptischen HfRiTzu einer
gesteigerten Proliferation im HC und wie werden dedldifferenzierung
und das Zellsurvival davon beeinflusst?

3. Welche geschlechtsspezifischen Unterschiede beadldten Neurogenese
von OE-Tieren sind erkennbar?
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Zu l.:

Es ist bekannt, dass die Aktivierung des 5K zu einer vermehrten
Zellproliferation fuhrt (Klempinet al, 2010). Durch erh6hte Proliferationsraten
konnen die Zelldichte und/oder Volumina in den @lie adulte Neurogenese
relevanten Gehirnbereichen veréandert sein. Bigtaricht endgtiltig geklart, ob
allein der postsynaptische 5-HR fir den proneurogenen Effekt verantwortlich
ist oder auch die Aktivierung des prasynaptischd#iTR hierbei eine Rolle
spielt. Einen Hinweis darauf sollte die IHC-Untearlsung von Gehirnschnitten
auf morphologische Veranderungen im HC, Cortex B bei der OE-Maus
liefern. Die Annahme, dass es bei OE-Mausen zuemgster adulter
Neurogenese mit erhdhter Neuronenzahl und infogpstezu vergrélRerten GD
bzw. erhdhten Zelldichten kommt, leitet sich voadi¢n ab, die die vermehrte
Zellproliferation in der SGZ bei Aktivierung destbFi14R belegen (Klempiret
al., 2010). In dieser Arbeit sollte analysiert werdein die OE-Mause tatsachlich
uber vergrolRerte GD verfiigen und somit die obigeakme belegt werden kann.
Auch die Zelldichte, das Volumen und die Dicke tigglimbischen Areals (IL)
des PFC, einem Syntheseort von Gliazellen im adufBehirn, und die
Ausdehnung der GZS des BO, dem zweiten Zielorttagkeherierter Neurone,
wurden untersucht. Da zur Bestimmung von Proliferatind Survival auch die
Zellzahlen einzelner Neuronarten von Bedeutung,sanfblgte zusatzlich die
Bestimmung dieser. Diese quantitativen Untersucaongsollten weitere
Ruckschlisse auf die adulte Neurogenese und Glesgeim Tieren mit einer 5-
HT1aR-Uberexpression ermdglichen. Zur Analyse der wetgedlichen
Zelltypen wurden IHC-Farbungen und Auswertungen dncht- und
Immunfluoreszenz (IF)-Mikroskop durchgefthrt.

Zu 2.:

Es sollte geklart werden, ob durch eine Uberexpesies postsynaptischen 5-
HT.;aR die Zellproliferation und das Zellsurvival von INenen im GD
beeinflusst werden. Zwar ist bekannt, dass dievitiing des 5-HTaR zu einer
vermehrten Zellproliferation im GD fuhrt (Klempet al, 2010), jedoch ist nicht
klar ob dieser Effekt pra- oder postsynaptisch viéethwird. Zudem ist bis heute
nicht geklart, ob der Heterorezeptor einen Einflagt die Zahl der tatséachlich
differenzierten und integrierten Neurone im GD Hadher ist die Analyse der
neugeborenen, differenzierenden und postmitotiscEeflen in der SGZ
besonders interessant. Diese wurden unter andanezhn die in vivo Markierung
mit BrdU identifiziert, was eine etablierte Methodeum Nachweis
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proliferierender Zellen ist und als Goldstandard @fiee et al, 2002). Anhand

dieser Daten ist ein Ruckschluss auf tatsachlitagmerte Neurone und auf
apoptotische Zellen mdglich. Hierbei machten quatse IHC- und IF-

Untersuchungen von zuvor in vivo markierten Maukagen die Analyse
maglich.

Zu 3.:

Die Frage nach geschlechtsspezifischen Untersaniede bei dieser Studie von
besonderer Relevanz. Frauen weisen eine deutliberaoPravalenz fir eine
Depression auf (Robert Koch-Institut, 2013), ihrsprechen auf bestimmte
antidepressive Therapien unterscheidet sich zuhf{siehe Keers und Aitchison,
2010) und geschlechtsspezifische Unterschiederif-¢#l:,R-Bindung konnten
beim Menschen nachgewiesen werden (Paetegl, 2002). Da auch bei den
transgenen OE-Tieren geschlechtsspezifische Umhiese in der 5-H7AR-
Expression (Gunthest al, 2011) und im Phanotyp (Begt al, 2008; Giinther et
al., 2011) vorliegen, wurden samtliche Untersuchurggevohl an mannlichen als
auch an weiblichen Tieren durchgefihrt. Moglichddsschiede in Proliferation
und Survival in diesem Tiermodell konnten zum \mnsinis der humanen
geschlechtsspezifischen Unterschiede beitragersarginen weiteren Baustein
hin zur personalisierten Therapie einer DepresioRrauen und Manner legen.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere und Haltung

3.1.1 Versuchstiere

Bei den verwendeten Mausen handelte es sich um hauote Tiere einer
transgenen Mauslinie mit NMRI-Hintergrund, die ein@ermanente
Uberexpression des postsynaptischen 3xRTaufweisen (OE-Mause, s. Kap.
2.4.1). Die Herstellung wurde im Jahr 2004 von kwew und Kollegen
beschrieben (Kusserowt al, 2004). Dabei wurde das Genfragment mit der
Gensequenz des 5-khFR in die DNS von NMRI-Auszuchtméausen eingeflgt.
Die transgenen Tiere wurden per PCR (Polymeraskettiktion) (Primepost

aat caa gtg aca aag atg tc yadr. gta gag cac taa tac aca tt) und Southern Blot-
Analyse identifiziert. Durch Anpaarung von hetemgaten transgenen Tieren
wurde homozygoter Nachwuchs erzeugt (Berl, 2006). Als Vergleichsgruppe
dienten NMRI-Wildtyptiere (WT-Mause), welche Nacbkhten eines NMRI-
Auszuchtstammes von Harlan-Winkelmann (Borchen t&aland) sind, welche
im Jahr 2004 zur Generierung der transgenen Tier&endet wurden. Fur die
Versuche wurden sowohl méannliche als auch weibliGBee verwendet.

3.1.2 Haltung und Fitterung

Die Tiere wurden im Institut fur Pharmakologie unibxikologie des
Fachbereichs Veterinarmedizin, Koserstral3e 20, 38&1in, gehalten. Dabei
herrschten 23 = 2 °C Raumtemperatur, eine Luftfegkait von 60 + 5 % und
ein Lichtprogramm mit 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythniie Tiere wurden nach
der dritten Lebenswoche nach Geschlecht getreniok mach der achten
Lebenswoche in Einzelhaltung in Makrolon-Standafidie@ Typ 11l (GroR3e 425
X 266 x 185 mm) gehalten. Als Kéfigausstattungdganhnen Standardeinstreu
fur Labortiere (Altromiff von Altrogge, Lage, Deutschland) und im Rahmen des
.-Environmental Enrichments®, also der Umgebungsiceerung von
Versuchstieren, Pappkartons und Zellstoff als Nasémal zur Verfligung. Sie
hatten stets Zugang zu pelletiertem Alleinfuttetehittir die Haltung von Ratten
und Mausen (ssniffR/M-H, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutsattjaind
Wasser ad libitum. Bei der Tétung am Versuchsendeemw die Tiere zwischen
neun und 13 Wochen alt. Fur die Durchfihrung detufigen und des
Tierversuchs lagen Genehmigungen des Landesan@egundheit und Soziales
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Berlin vor (T 0252/12, T 0270/13 und G 0013/14). Rahmen der genannten
Genehmigungen wurden folgende Tiere verwendet:

WT OE
T0252/12 16 16
T0270/13 12 12
G0013/14 24 24
Gesamt 52 52 == 1Mause

3.2 \ersuchsaufbau

Die Studie bestand aus der Analyse von
- morphologischen Veranderungen
Cytochrom-Oxidase-c-Farbung (Barrel Cortex)
Tieralter bei der Perfusion: 9 - 10 Wochen

- Zelldichten und -zusammensetzung
IF (Calretinin) und IHC (NeuN)
Tieralter bei der Perfusion: 9 - 10 Wochen

- Zellproliferation und -survival
IHC (BrdU, DCX), IF (Ki67, Sox2)
Tieralter bei der Perfusion: 10 Wochen (Prolifemajiund 13 Wochen
(Survival).

3.3 In vivo Markierung der proliferierenden Zellen

Zur in vivo Markierung der neu entstandenen Zellen wudis Thymidin-
Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) verwendet, welchesder S-Phase des
Zellzyklus in die DNS eingebaut wird und somit iflea innerhalb des
Zeitfensters der BrdU-Injektionen proliferiertenll2a enthalten ist.

FUr die Untersuchungen mit BrdU erhielten 48 M&@&&ruppen a 6 Tiere) im
Alter von 10 Wochen Uber drei Tage in einem Abstaod je 24 Stunden eine
intraperitoneale Injektion mit 50 mg BrdU/kg Koérgewicht. Die
Injektionslosung aus 10 mg BrdU/ml und 0,9 % NaG&ling wurde jeweils
unmittelbar vor der Injektion hergestellt und dagktionsvolumen von 5 mi/kg
korperwarm injiziert. Einen Tag nach der letztefelktion wurden 24 Tiere (4
Gruppen a 6 Tiere: 6 OE-Mause méannlich, 6 OE-M&usiblich, 6 WT-Mause
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mannlich und 6 WT-Miuse weiblich) perfundiert (s. Kap. 3.4). An diesen Tieren
wurde die Zellproliferation untersucht. Die 24 verbliebenen Tiere wurden 21 Tage
nach der letzten BrdU-Injektion, im Alter von 13 Wochen, perfundiert. An diesen
Tieren wurde das Zellsurvival untersucht (s. Abb. 16).

FFFt t

dl d2 d3 d4 d24
BrdU BrdU BrdU  Perfusion Proliferation Perfusion Survival

Abb. 16: Zeitstrahl zum Ablauf der Applikationen. Die Tiere erhielten am
Versuchstag 1, 2 und 3 (d1, d2 und d3) eine BrdU-Injektion. 24 Tiere wurden an Tag 4
(d4) perfundiert, 24 Tiere an Tag 24 (d24).

3.4 Gewebeaufbereitung

Die Maéduse wurden durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital (100
mg/kg; Narcodorm®) tief narkotisiert. Sobald Lid-, Bulbus- und
Zwischenzehenreflex ausgefallen waren und die Atmung ausgesetzt hatte, wurde
die Brusthohle eroffnet und eine Kaniile in die linke Herzkammer eingebracht.
Nach Eroffnen des rechten Vorhofs, um das Ausbluten zu ermdéglichen, erfolgte
die vierminiitige transkardiale Durchspiilung mit ca. 50 ml korperwarmer
phosphatgepufferter Saline [PBS; aus NaCl und 0,1 molarem Phosphatpuffer (0,1
M PO,) in Aqua dest., Herstellung s. tabellarischer Anhang], welche unter
Verwendung einer Schlauchpumpe (Fisher Scientific) {iber die im linken Ventrikel
fixierte Kaniile durch den Korper gepumpt wurde. Im Anschluss erfolgte zur
Fixierung des Gewebes die achtminiitige Perfusion mit ca. 100 ml kdrperwarmer
vierprozentiger Paraformaldehyd-Losung (PFA 4 %; aus Paraformaldehyd,
NaOH, Aqua dest. und 0,2 M POy, Herstellung s. tabellarischer Anhang).

Im Anschluss an eine 30-miniitige Nachfixierungsphase wurde das Gehirn mit den
Bulbi olfactorii entnommen und bei 4 °C fiir 24 Stunden in PFA 4 % nachfixiert
und dann zur Kryoprotektion in 30 prozentiger Glucose-Losung (Glucose in 0,1
M POy, Herstellung s. tabellarischer Anhang) bei 4 °C gelagert. Nach ein bis zwei
Tagen in der Glucose-Losung ist das Gehirn durchtrankt und sinkt auf den Boden
des Gefdlles. Ab diesem Zeitpunkt kann es geschnitten werden. Hierflir wurde zur
Erstellung von 40 um dicken coronalen Kryoschnitten ein Schlittenmikrotom
(Microm HM 400 R® von Microm) verwendet. Die Schnitte wurden in mit
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Kryoprotektant (Herstellung s. tabellarischer Anipeioefillten Mikrotiterplatten
bei 4 °C gelagert.

3.5 Histologische Farbung mittels Cytochromoxidase

Der Barrel Cortex des Nagers ist eine Region in damina VI des
somatosensorischen Cortex, welcher bei einer voNden abweichenden 5-HT-
Konzentration wahrend der Gehirnentwicklung Verdodgen aufweisen kann.
Zur Klarung von moglichen Veranderungen der Barr&urde eine
Cytochromoxidase c-Farbung bei OE- und WT-Tierenttatsi der 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB)-Methode durchgeflhrt.

Es wurden Hirnschnitte der anterior-posterior (ABene -1,26 relativ zu
Bregma verwendet und dber funf Minuten in 0,1 MsRf@waschen. Danach
wurden die Hirnschnitte fir 100 Minuten bei 35 tGdytochrom-L6sung (DAB,
Sucrose und Cytochromoxidase ¢ in 0,1 MysPBerstellung s. tabellarischer
Anhang) auf dem Schdattler im Dunkeln inkubiert. Bialpolymerisierte das
Chromogen DAB in Anwesenheit der Cytochromoxidasauceinem braunen
Farbkomplex. Danach wurden die Schnitte finf MinuteAqua dest. gewaschen
und mit Hilfe von Gelatine-Ldsung (Gelatine und @hnrKaliumsulfat in Aqua
dest., Herstellung s. tabellarischer Anhang) aucbeftete Objekttrager
aufgezogen. Nach einer 30-minitigen Trocknungspiasden die Objekttrager
durch 60-sekiindiges Eintauchen in XylolersatzmediXiigM) entfettet und nach
einer weiteren funfminitigen Trocknungsphase mihd&ndeckmedium Roti-
Histokitt® (Carl Roth) eingedeckt. SchlieRlich wurden die éBbjfager mehrere
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und unter déchtmikroskop
Axioskop HBO 50/AC (Carl Zeiss) auf Veranderungen des Barrel Coriax h
untersucht.

3.6 Immunhistochemie

Mit der IHC ist es mdoglich Molekile mit antigenenigé&nschaften, wie
beispielsweise Proteine und Rezeptoren, anzufarbeh somit unter dem
Mikroskop sichtbar zu machen. Dabei werden sowellder IHC als auch bei
der IF folgende Schritte durchgefihrt:

1. Schnitte waschen

2. Bei BrdU-Markierung: Proteinvorbereitung auf Antrk@rbindung und
pH-Neutralisation

Bei Farbung mit DAB: Hemmung der endogenen Per@eada
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Schnitte waschen
Proteinblockierung

Inkubation mit Primarantikorper
Schnitte waschen

Proteinblockierung

Inkubation mit Sekundarantikorper

© © N o 00 b~ W

Schnitte waschen
10.Bei Farbung mit DAB:
a. Enzymmarkierung

b. Schnitte waschen
c. Farbung durch Chromogenzugabe

d. Schnitte waschen

Die fur die IHC verwendeten Primarantikorper sinduNl (neuronal nuclear
protein) zur Markierung reifer Neurone, BrdU zura@tifizierung neugeborener
Zellen im GD und DCX zur Darstellung der Vorlaufelten (s. Tab. 7). Als
sekundare Antikorper wurden die biotinylierten Adtiper Esel anti-Ratte
(BrdU), Kaninchen anti-Ziege (DCX) und Ziege antat¥ (NeuN) verwendet (s.
tabellarischer Anhang). Die Darstellung der Zelleter dem Lichtmikroskop
erfolgte mittels des indirekten IHC-Verfahrens @&otin-Streptavidin- (NeuN,
DCX) bzw. der Avidin-Biotin-Komplexbildung (BrdU).

Die Farbung jedes achten Schnittes erfolgte im -Fteating-Verfahren. Die
Schnitte wurden einmal in 0,1 M ROnd anschliel3end dreimal je fiUnf Minuten
in TRISPufferlosung (TBS; NaCl, TRIS und Trizma-Base in Aqua dest.,
Herstellung s. tabellarischer Anhang) gewascheio)gfeson einer 30-minttigen
Inkubation in 0,6-prozentiger J,-Losung (Herstellung s. tabellarischer
Anhang). Im Falle der BrdU-Farbung wurde dieserrfcbrsetzt durch eine 20-
mindtige Inkubation in Salzsdure 2N bei 37 °C zuorbéreitung der
Proteinbindung und anschlie3ender pH-Neutralisdiiorl0 Minuten in 0,1 M
Boratpuffer (Herstellung s. tabellarischer Anham¢gch erneutem sechsmaligem
Waschen in TBS wurden die Schnitte zur Proteinb&rckg, also der
Verhinderung von unspezifischer Bindung, fir 30 den in Blocking-L6sung

(Esel- bzw. Ziegenserum, BSA und Triton X-100 in SBHerstellung s.
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tabellarischer Anhang) auf dem Schiuttler inkubifin kamen die Schnitte fir
20 Stunden in eine Mischung aus Carrier-Losungl{fbgev. Ziegenserum, BSA
und Triton X-100 in TBS, Herstellung s. tabellahsc Anhang) und dem
Primarantikdrper. Am nachsten Tag erfolgten eimeete dreimalige Waschphase
in TBS und die 60-minutige Inkubation im Sekundéikdnper in Carrier-Losung
(Konzentration 1:250). Die Inkubationszeit wurdeder BrdU-Farbung auf zwei
Stunden verlangert. Nach der Inkubation wurde drngteimal in TBS
gewaschen. Im Anschluss wurden die Gehirnschnitteeine Stunde in 0,27-
prozentiger Streptavidin-Losung bzw. bei der Brd&tdung Avidin-Biotin-
Peroxidase-Losung (Vectasta@iBC-Kit, Vector Laboratories) inkubiert, gefolgt
von erneutem dreimaligem Waschen. Dann wurdenchaie mit DAB-L6sung
(DAB und HO, in TBS, Herstellung s. tabellarischer Anhang) bzur
farbintensiveren Darstellung der Zellen bei derUBfeirbung mit DAB-Nickel-
L6ésung (Ammoniumnickelsulfat, DAB und.,B, in TBS) fir 10 Minuten gefarbt.
Dabei polymerisiert DAB durch die Zugabe von Pedasie und KD, zu einem
braunen Farbkomplex, DAB-Nickel zu einem braunscizem Bevor die
Schnitte nun mit Hilfe von Gelatine-Losung (Herstey s. tabellarischer
Anhang) auf beschriftete Objekttrager aufgezogerden, erfolgte ein erneuter
dreimaliger Waschgang in TBS. Nachdem die Objelitiréan der Luft getrocknet
sind, wurden sie durch 60-sekiindiges Eintauchefylalersatzmedium (XEM)
entfettet und nach einer weiteren finfminatigen ckrmingsphase mit dem
Eindeckmedium Roti-Histokitt(Carl Roth) eingedeckt.

3.7 Immunfluoreszenz

Mit der IF ist es durch die Verwendung von FluossAarbstoffen maoglich

Molekile mit antigenen Eigenschaften anzufarben sowhit zu lokalisieren.

Auch hier bildet sich, wie bereits bei der IHC Waseben, ein Antikorper-

Antigen-Komplex, allerdings wird dieser bei derdbrch die Lumineszenz des
Sekundarantikorpers bei einer bestimmten Welledanginter dem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Da bei der IF SeltarttikGrper verwendet
werden, welche bei unterschiedlichen Wellenlandgeorészieren, kann eine
einzelne Zelle auf bis zu drei Merkmale hin glemitig untersucht werden. Die
verwendeten Primarantikorper sind Calretinin zurdbglung von Interneuronen
im HC und Cortex, Ki67 zur Quantifizierung neugedwer Zellen im GD und

Sox2 (sex determining region y-box 2) zur Markiggwon NSZ und frihen

Vorlauferzellen (s. Tab. 7). Als sekundare Antikgrpvurden Cy3-, Cy5- und
Alexa488-markierte Antikorper verwendet (s. tab@leher Anhang).
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Priméarantikorper Klonalitat |Konzentration Hersteller
Maus anti-NeuN monoklonal  1:1000 Merck Millipore, Darmstadt
Kaninchen anti-Calretinin polyklonal 1:100 Abcam, Cambridge
Kaninchen anti-Ki67 polyklonal 1:1000 Merck Millipore, Darmstadt
Ziege anti-Sox2 polyklonal 1:250 Santa Cruz, Heidelberg
Ziege anti-DCX polyklonal 1:250 Santa Crugiditlberg
Ratte anti-BrdU monoklona 1:500 AbD Serotec, Puchheim

Tab. 7: Primarantikorper fir die IHC und IF.

Die Fluoreszenzfarbungen erfolgten in Kooperatiom dem Max-Delbriick-
Zentrum Berlin. Dabei erfolgte die Einweisung iredF am Max-Delbrick-
Zentrum Berlin, die Durchfiihrung der Farbungen winel damit verbundene
umfangreiche Validierung der IF-Markierungen mindentikorpern Calretinin,
Ki67 und Sox2 erfolgte selbststdndig am Institut f@harmakologie und
Toxikologie. Fur die IF-Farbungen wurde ebenfakdsjeder achte Gehirnschnitt
im Free-Floating-Verfahren gefarbt. Zunachst wurdenSchnitte funf Minuten
in 0,1 M PQgewaschen, dann zweimal je finf Minuten in TBS. Nalgte der
30-minatige Blockierungsschritt in TBS+ (3 % Eselse, 0,1 % Triton X-100
und 96 % TBS, Herstellung s. tabellarischer Anhahg)Folgenden wurden die
Schnitte fur 20 Stunden in einer Lb6sung aus demmdarantikérper
(Konzentrationen s. Tab. 7) und dem Carrier TBS#+ 4éC inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgten nochmals zwei je funfmiraitilgaschgange in TBS und
ein erneutes 15-minttiges Blocken in TBS+. Danaahden die Schnitte fir vier
Stunden in einer Losung aus dem Sekundarantikgigmenzentration 1:250) und
TBS+ bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nuigfen sechs je 10-
minttige Waschgénge in TBS im Dunkeln, bevor imterein Verlauf die Schnitte
aufgezogen, im Dunkeln getrocknet und mit dem Etkdedium Vectashield
Hard Set eingedeckt wurden. Die Objekttrager verblieben bis ihrer
Auswertung bei 4° C im Dunkeln.

3.8 Auswertung und Quantifizierung
3.8.1 Lichtmikroskop

Vor Beginn der Auswertung wurden alle Objekttragesrschitsselt. Die

Auswertung der mit DAB gefarbten Schnitte erfolgselbststandig am

Lichtmikroskop Axioskop HBO 50/A€ (Carl Zeiss) des Instituts fur Veterinar-

Anatomie der Freien Universitat Berlin unter Vendang der Kamera High-
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definition color camera head DS-FPlaind der PC-Kontrolleinheit PC-use
control unit DS-U8. Hierbei wurde das Bildanalysesystem NIS-ElemémRs
3.2° von Nikon zur Flachenbestimmung und Zellzahlungvesdet. Es wurden
die immunreaktiven (+) Zellen der rostrocaudalesdehnung des dorsalen GD
(s. Abb. 17 a), PFC und Motorcortex bzw. die Flachen dorsalem GD, dem IL
des PFC (s. Abb. 17 b) und der GZS des BO (s. Abd) Destimmit.

Abb. 17: a IHC-Farbung eines Gehirnschnittes einerOE-Maus bei 50-facher
VergrolRerung. Die BrdU+ Zellen in der SGZ des GD sind durch diednogene DAB
und Nickelbraunschwarz gefarhp. Infralimbisches Areal (IL) des Prafrontalcortex
einer WT-Maus bei 70-facher VergroRerung.Die NeuN+ Zellen sind durch das
Chromogen DAB braun gefarbt. Eingezeichnet istldaschwarz umfahren) und die
verwendete Linie (grau) sowie Hilfslinie (schwazziy Bestimmung der Breite des IL.

3.8.2 Fluoreszenzmikroskop

Die selbststdndige Auswertung der mit IF gefarbtrhnitte erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-96@ks Max-Delbriick-Zentrums Berlin,
wobei die Objekttrdger auch hier vorab verschliisselurden. Zur
Zellbestimmung und -zahlung wurde das Bildanalystesy BZ 9000 (BZ I
Viewer und Analyser, Keyence) verwendet. Es wurddre jeweils
immunreaktiven Zellen der rostrocaudalen Ausdehmasgdorsalen GD bzw. des
IL des PFC ausgezahilt.

3.8.3 Zellzahlbestimmung

Bei der Bestimmung der absoluten Zellzahl eineriGedgion wurden der linke
und rechte GD bzw. der Motorcortex und das IL de€ foei jedem Schnitt auf
dem die Struktur enthalten ist, komplett gemustard alle immunreaktiven
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Zellen gezéhlt. Das Ergebnis wurde bei Auswertattgn achten Schnittes mit
acht multipliziert, um die absolute Zahl der immegktiven Zellen zu erhalten.
Um die absolute Zellzahl einer Gehirnhélfte zu Bema wird der berechnete Wert
halbiert. So ergibt sich diese Formel zur Zellzaktbmmung:

Zellzahl = Anzahl immunreaktiver Zellen x
8

3.8.4 Flachen- und Volumenberechnung
Flachenmessung

Zur Flachenbestimmung wurde mit Hilfe des Programit®Elements AR 3.2®

(IHC) bzw. BZ 9000® (IF) die Zielstruktur jedes $iftes, auf dem die Struktur
enthalten ist, manuell umfahren. Die Software dmet automatisch die
umfahrene Flache. Dabei wurde beim dorsalen GDrjadete Schnitt der AP-
Ebene -1,2 bis 3,3 relativ zu Bregma, beim IL dé€ feder achte Schnitt der AP-
Ebene 1,3 bis 2,0 relativ zu Bregma und bei der @&SBO jeweils der Schnitt
der AP-Ebene 4,2 relativ zu Bregma vermessen. 2stiBmung der AP-Ebenen
wurde der stereotaktische Hirnatlas der Maus voanBa und Kollegen (2008)

verwendet.

Volumenberechnung

Im Anschluss an die Flachenmessung erfolgte dieifehberechnung. Um
anhand der Flachen das VWolumen bestimmen zu konwende folgende
modifizierte Formel nach dem Prinzip von Cavahasiwendet:

V=eQ-ny)
V = Volumen
e = Entfernung zwischen den Schnitten
> = Summe aller gemessenen Flachen
ny = Flache des letzten gemessenen Schnittes

Demnach ergibt sich bei Verwendung jeden achtemifeb eine Entfernung
zwischen den Schnitten von e = 320 um = 0,32 mnchMNEem Einsetzen der
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Werte in die Formel, ergibt sich das Volumen deveiligen Gehirnregion des
entsprechenden Tieres.

Dicke des prafrontalen Cortex

Bei der Bestimmung der Dicke des IL wurde der Hihmstt der AP-Ebene 1,7

relativ zu Bregma ausgewahlt und die Lange desehtilimt. Dabei wurde eine

horizontale Linie durch das IL gezogen, welchelddhe des dorsalen Putamen
des Striatums verlief (s. Abb. 17 b). Die Striclgarwurde im Anschluss mittels

dem Programm NIS-Elements AR 8 Berechnet.

3.8.5 Zelldichteberechnung

Die Berechnung der Dichte immunreaktiver Zellemkgte durch die Auszahlung
aller markierten Zellen eines festgelegten Bildabsgtes bei jedem
Gehirnschnitt auf dem die Struktur zu finden war,hd bei zwei bzw. drei

Schnitten pro Tier bei der Verwendung jeden acht&chnittes. Beim

Bildausschnitt im IL wurde zunachst bei 70-facherdgrolRerung die Flache
unterhalb der zuvor gezeichneten Linie zur Bestimgnwer Breite mittig

eingestellt (s. Abb. 17 b) und dann bei 100-fadfergré3erung hineingezoomt.
Bei der Festlegung des Bildausschnitts im Motomortwurde gleich

vorgegangen, wobei hier stets der Bildausschnittdansolateralen Rand der
Layer IV des Motorcortex ausgewahlt wurde (s. ABD.c und d). Aus den
ausgezahlten Zellen dieser IHC-Farbung mit Anti-Negis. Kap. 3.6) wurde,

durch Verwendung der unten angegebenen Formelaildichte der Neurone im
PFC und Motorcortex berechnet:

Anzahl immunreaktiver Zellen im Bildausschnitt

Zelldichte Schnittdicke x Bildbreite x Bildhohe
Anzahl gezahlter Zellen im Bildausschnitt
0,04 mm x 0,2065 mm x 0,139 mm
3.9 Statistik

Das Signifikanzniveau o  (,Irrtumswahrscheinlichkeit”), bei dessen

Unterschreitung die Nullhypothese als widerlegtearmmmen wird, wurde awf

= 0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung Igtéo mit dem

Statistikprogramm SigmaPlot 1£.QSystat Software, Erkrath, Deutschland),
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welche den p-Wert (Unterschreitungswahrscheinlithkeerechnet. War p < a
wurde davon ausgegangen, dass die Abweichung deudlesergebnisse von der
Nullhypothese nicht dem Zufall unterlag. Von eilendenz wurde ab einem p-
Wert < 0,1 gesprochen. Die gemessenen Variabledemwstets als arithmetisches
Mittel (MW) und Standardfehler (SE) angegeben. ERtichproben mit
Normalverteilung wurde zur Feststellung signifikantUnterschiede der
Student’s t-test verwendet.

Zu Beginn der statistischen Auswertung der Ergaenisvurden die
Verblendungen der Objekttrager entfernt und die iteetten Werte den
Tiergruppen zugeordnet. Anschlie3end wurden digé\éer Tiergruppen, unter
Verwendung der oben genannten statistischen Testglichen und eventuelle
signifikante Unterschiede zwischen den OE- und WAubkn, sowie erganzend
zwischen ménnlichen OE- und WT-Tieren und zwisalieiblichen OE- und WT-
Tieren, bestimmt.
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4 Ergebnisse

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrtersMehe war es, die Bedeutung
des postsynaptischen 5-HR fur die adulte Neurogenese zu erforschen.

In den Graphen werden die Werte von WT- und OEeTiggegenibergestellt,
wobei eine Trennung nach Geschlecht erfolgt. Diet®\iwerden als MW mit SE
angegeben.

Die Tiergruppen waren auf sechs Tiere pro Gruppigétegt. Vereinzelt mussten
Tiere auf Grund mangelhafter Gewebefixierung bawuweichender Anfarbung
der IHC-gefarbten Gehirnschnitte aus der Studi®@genen werden, was die zum
Teil abweichenden Tierzahlen erklart (s. Abb. 19; 27, 29 - 31). 48 Tiere haben
eine Vorbehandlung mit BrdU erhalten. Die OE- und-Viere wiesen keine
signifikant veranderten Kérpergewichte auf. Lediglbei getrennter Betrachtung
der mannlichen OE- und WT-Tiere der Tiergruppendi@ Farbungen NeuN,
Sox2, DCX, BrdWiiferation Und BrdWynivar lieen sich bei den OE-Mausen
reduzierte Korpergewichte feststellen (p = 0,003; s. Tab. 8).

) WT-Tiere OE-Tiere
Farbung
) ? d ?

Cytochrom- 34,87 £1,3 34,32 1,2
oxidase c 38,39+1,3 31,34+ 1,4 37,67+1,2 31,07 £1}1

o 33,69+ 1,4 31,57+ 1.6
Calretinin, KI67 ' —=55708] 2055:08 363611  268L<l2
NeuN, Sox2, DCX, 3243+15 30,312 0,8
BrdUprolferation 3730+09| 2838%08 3257+08% 28,060,
_— 3142+1.4 29.02+0.9

3558+08| 27.26+1,1] 3042117 27,63+l

Tab. 8: Kérpergewichte der verwendeten OE- und WT-Tere am Tag der Perfusion.
Die Werte werden in Gramm als MW von 10 - 12 Tiefdn- 6 /4 - 6 Q) + SE
angegeben; ** signifikant zur Referenz (WT-Tiere) fir p < 0,01. Dabei werden in der
ersten Zeile alle Tiere der Gruppe angegeben, nizweiten Zeile links die mannliche
(&) und rechts die weiblicheé?) Subgruppe.
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4.1 Morphologie des Barrel Cortex

Der Barrel Cortex ist eine Region in der Layer IV des somatosensorischen Cortex
beim Nager (Woolsey und Van der Loos, 1970). Der Name Barrel (deutsch: Fass)
beschreibt die Form, da die durch Septen getrennten Neurone dieser Schicht als
fassformige ~ Struktur erscheinen. Bei 5-HT-Uberschuss wihrend der
Gehirnentwicklung kommt es zu fehlerhafter bzw. ausbleibender Barrelbildung
(Cases et al., 1996). Durch die Farbung mit Cytochromoxidase ¢ (s. Kap. 3.5) ldsst
sich bei normaler Entwicklung der Barrel Cortex darstellen.

In den durchgefiihrten Versuchen war bei beiden Genotypen eine vergleichbare
Barrelanordnung zu erkennen (s. Abb. 18 a und b). Der erkennbare Barrel Cortex
war dabei mit der aus der Literatur bekannten Morphologie, beispielsweise von
Weber und Andrade (2010) bei der Maus oder von Wei (1995) bei der Ratte,
vergleichbar und die spezifische Farbung somit gesichert.

£~ W,

Abb. 18: Abbildung des Barrel Cortex (AP relativ zu Bregma: -1,26).
Cytochromoxidase c-Farbung zur Darstellung des Barrel Cortex (Pfeil) bei einer OE-
(a) und WT-Maus (b) bei flinffacher Vergrof3erung.

4.2 Morphometrie des Gyrus dentatus, Bulbus olfactorius und
Prifrontalcortex

Durch die Uberexpression des postsynaptischen 5-HT ;4R kann es zu verinderter
adulter Neurogenese und Gliogenese kommen, welche sich moglicherweise in
einer verdnderten Morphologie des GD, BO und PFC zeigen koénnte. Zur
morphometrischen Untersuchung wurden Gehirnschnitte verwendet, die zur
Markierung mit dem Antikérper NeuN inkubiert wurden (s. Kap. 3.6). Die
gefarbten Gehirnschnitte wiesen dabei eine aus der Literatur bekannte spezifische
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Anfarbung durch NeuN auf (Grillo ef al., 2009; Hsu et al., 2011; MacKenzie-
Graham ef al., 2012) und sind somit als valide einzustufen.

Gyrus dentatus

Besonderes Interesse galt in dieser Studie dem GD (s. Abb. 20 a und b), da durch
morphologische Verdnderungen dieser Struktur bei OE-Tieren moglicherweise
Riickschliisse auf eine verdnderte hippocampale Neurogenese gezogen werden
konnen.

Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass das Volumen des dorsalen GD bei
den transgenen Tieren um 7,6 % (p = 0,006) groBer ist als bei den WT-Mausen
(MWoeEg 0,396 mm? + 0,007/GD und MWyt 0,368 mm?® + 0,007/GD; s. Abb. 19).
Bei der weiblichen Subgruppe der OE-Tiere liegt sogar eine Vergroferung um
11,9 % vor (p = 0,014). Im Gegensatz dazu weist die mdnnliche Subgruppe der
OE-Tiere im Vergleich zu den mannlichen WT-Tieren keine Unterschiede auf (p
=0,251).

0,5 7 ml wr

*
*

o
N
1

o
w
1

Volumen (mm?)

0,0

alle mannlich weiblich

Abb. 19: Volumen des dorsalen GD (AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3). Die Werte
werden als MW von 10 OE-Tieren (5 &/5 Q) und 10 WT-Tieren (5 3/5 Q) = SE
angegeben; * signifikant zur Referenz (WT-Tiere) fiir p < 0,05, ** signifikant fiir p <
0,01).
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Abb. 20: Abbildungen von mit NeuN-markierten Gehirnschnitten. Dargestellt sind
der HC @), der GD b) und der Motorcortexc( d) bei einem OE-Tier in 20af, 50-
(b), 70- ©) und 100-facherd) Vergrof3erung. Dabei zeigt Ablol den in Abb.c
markierten Bildausschnitt (schwarz), welcher zurstBemung der Zelldichte
herangezogen wurde.

Ausdehnung der Granularzellschicht des Bulbus olfaorius

Die neugeborenen Neurone der SVZ migrieren Uberaknalen migratorischen
Strom zum BO (s. Kap. 2.1.1.1). Daher war flr ums Interesse, ob eine erhéhte
5-HT;aR-Dichte in HC und Cortex auch auf das Neurogeresgaezm entlang der
lateralen Ventrikel Auswirkungen hat, die zu Verénohgen der Ausdehnung der
GZS des BO bei OE-Mausen fihren (s. Abb. 21 a).

Die statistische Auswertung erbrachte bei diesetetdnchung, auch bei
geschlechtsgetrennter Betrachtung, keine Unterdehie der Ausdehnung der
GZS des BO zwischen OE- und WT-Tieren (s. Abb.R1 b
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Abb. 21 a Abbildung eines mit NeuN-
markierten BO eines OE-Tieres in 20-
facher Vergroflerung. Der Pfeil zeigt die
Granularzellschicht (GZS). b Ausdehnung
der GZS des BO (AP relativ zu Bregma:
~ 4,2). Die Werte werden als MW von 10 OE-
Tieren (5 3/5 Q) und 10 WT-Tieren (5 3/5 Q)
+ SE angegeben.
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Volumen und Dicke des prifrontalen Cortex

Im PFC erfolgt zeitlebens adulte Gliogenese (Gensert und Goldman, 2001). Aus
humanen Post-Mortem-Studien ist bekannt, dass bei Depressiven eine Atrophie
des PFC wvorliegt (Rajkowska, 2000; Rajkowska et al, 2005). Da die
Rezeptoriiberexpression bei den OE-Méusen auch im PFC nachgewiesen wurde
(Glnther et al., 2011), konnte dies hier zu Auswirkungen auf die Gliogenese
fiihren, was sich moglicherweise in morphologischen Verdnderungen des PFC
auswirken wiirde. Zur korrekten Berechnung des Volumens anhand der NeuN-
Farbung war es notwendig, dass zu vermessende Gebiet auf einen klar
abzugrenzenden Bereich innerhalb des PFC, hier das IL des ventralen PFC,
einzugrenzen (s. Abb. 17 b). Dieser soll insbesondere bei der Gedédchtnisfunktion
und beim Angstverhalten von Relevanz sein (Wall ef al., 2001).

Die statistische Auswertung der coronaren Gehirnschnitte ergab bei dieser
Untersuchung weder einen Unterschied im Volumen (s. Abb. 22 a) noch in der
Dicke (s. Abb. 22 b) des IL bei OE-Tieren im Vergleich zu WT-Kontrolltieren. Die
mittleren Volumina des IL betragen MWog 57,3 um? £+ 0,99 und MWyt 56,9 um?
+ 1,08, die Dicke MWog 716,3 um £ 12,4 und MWyt 711,3 pm + 13,5. Auch in
den Geschlechtssubgruppen gab es keine signifikanten Abweichungen beziiglich
der untersuchten Parameter.
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Abb. 22: Volumen (a) und Dicke (b) des IL des PFC [AP relativ zu Bregma: 1,3 bis
2,0 (a) und 1,7 (b)]. Die Werte werden als MW von 10 OE-Tieren (5 &/5 Q) und 10
WT-Tieren (5 /5 Q) + SE angegeben.

4.3 Neuronendichte im Cortex

Studien an depressiven Patienten zeigen, dass bei einer Depression Atrophien und
Neuronen- sowie Gliazellverluste in verschiedenen Bereichen des Frontalcortex,
insbesondere innerhalb des PFC, auftreten (Rajkowska, 2000; Rajkowska et al.,
2005; Webb et al., 2014). Andere Cortexareale, beispielsweise der Motorcortex,
erscheinen hingegen in diesen Untersuchungen unverandert.

Zur Bestimmung der Neuronendichte wurden die mit dem Antikorper NeuN
markierten Gehirnschnitte verwendet (s. Kap. 3.6). Dieser Marker wird von fast
allen Neuronentypen ab der postmitotischen Phase exprimiert und ist laut
Literatur zur Bestimmung von Neuronendichten geeignet (siche Duan et al., 2015;
MacKenzie-Graham et al., 2012).

Prafrontalcortex

Zur Bestimmung der Dichte der NeuN+ Zellen des PFC wurden ausgewahlte

Bildausschnitte des IL ausgezéhlt und daraus die Zelldichte berechnet (s. Kap.

3.8.5 und Abb. 17 b). Dabei wurde kein Unterschied in der Neuronendichte
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zwischen OE- (MW 1494 Zellen/um® £+ 14,5) und WT-Tieren (MW 141,8
Zellen/um?® + 4.4) festgestellt (s. Abb. 23 a). Auch bei geschlechtsspezifischer
Betrachtung konnten keine Unterschiede detektiert werden.

Zusitzlich zur Bestimmung der Neuronendichte wurde die Zahl der reifen
Interneurone, welche zur interneuronalen Signaltransduktion dienen, im PFC
bestimmt. Die Darstellung von ausdifferenzierten Interneuronen des PFC erfolgte
durch IF-Markierung mit Calretinin, einem Vitamin D-abhéingigen
kalziumbindenden Protein, welches grole Bedeutung fiir die intrazelluldre
Kalziumkonzentration hat wund in Verbindung mit Zellproliferation,
-differenzierung und -tod gebracht wird (siehe Barinka und Druga, 2010;
Schwaller, 2014). Die gefarbten Gehirnschnitte wiesen eine aus der Literatur
bekannte spezifische Anfarbung durch Calretinin auf (s. Abb. 28 a) (Mao et al.,
2012; Potter et al., 2009) und sind somit von hoher Verldsslichkeit.

Unsere Untersuchungen zeigten keinen Unterschied in der Zahl Calretinin+
Interneurone des PFC zwischen OE- und WT-Tieren (MWog 258,3 £ 19,3 und
MWwr 294,7 £+ 19,7 Neurone pro PFC) (s. Abb. 23 b). Auch die
geschlechtsspezifische  Betrachtung  erbrachte keine  Detektion von
Unterschieden.
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160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
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alle mé&nnlich weiblich
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Abb. 23: Neuronen- (a) und Calretinin+ Interneuronendichte (b) des PFC (AP
relativ zu Bregma: 1,7). Die Werte werden als MW von 10 OE-Tieren (5 &/5 @) und
10 WT-Tieren (5 &/5 Q) + SE angegeben.
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Abb. 24: Neuronendichte des Motorcortex (AP relativ zu Bregma: 1,7). Die Werte
werden als MW von 10 OE-Tieren (5 4/5 Q) und 10 WT-Tieren (5 3/5 @) = SE
angegeben.
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Motorcortex

Wie erwartet konnten auch im Motorcortex (s. Abb.caind d) von OE-M&ausen
keine Veradnderungen der Gesamtneuronendichte beit@d@sgenen Tieren
nachgewiesen werden (M}¥123,1 + 2,2und MWyt 122,3 + 2,3 Neurone pro
Un?; s. Abb. 24). Dies bestatigte sich auch nach AuisBlohg der Geschlechter
(MWogz 119 £ 1,7 zu MWir3 121 £ 2,3 und MWeo 126 + 3,9 zu MWiro 123,4
+2,3).

4.4 Zellzahlen im Gyrus dentatus

Interneurone

Inhibitorische Interneurone sowie postmitotischenreife Korner- und
Mooszellen im GD exprimieren den Zellmarker Cairiti(s. Abb. 4 und Kap.
4.3). Da lediglich die Calretinin+ Interneurone 8D dauerhaft Calretinin
exprimieren, dient dieser Marker in erster Liniendachweis dieses Zelltyps.
Die gefarbten Gehirnschnitte wiesen eine aus derdtur bekannte spezifische
Anfiarbung durch Calretinin auf (Hagihara et al., 2011; Rivera et al., 2014) und
ihre Aussagekratft ist daher, auch auf Grund denarmdenen Reproduzierbarkeit,
gesichert (s. Abb. 28 a).

Anhand der statistischen Auswertung der Calretininterneuronenzahl wird
deutlich, dass im GD weder entlang der SGZ nocHlilms ein Unterschied der
Anzahl Calretinin+ Interneurone bei OE- und WT-€ervorliegt (s. Abb. 25 a
und b). Das gleiche Bild ergibt sich bei Betraclgtaies kompletten GD (MW¢
258,3 = 19,3 und MWt 294,7 = 19,7Neurone pro GD; s. Abb. 26) und bei
geschlechtsgetrennter Auswertungidp 0,2; ps = 0,19; po = 0,48).
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Abb. 25: Zahl Calretinin+ Interneurone in der SGZ (a) und im Hilus (b) des GD
(AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3). Die Anzahl der Calretinin+ Zellen wird als MW
von 12 OE-Tieren (6 3/6 ) und 12 WT-Tieren (6 3/6 Q) + SE angegeben.
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Abb. 26: Zahl Calretinin+ Interneurone im gesamten GD (AP relativ zu Bregma: -
1,2 bis 3,3). Die Anzahl der Calretinin+ Zellen wird als MW von 12 OE-Tieren (6 3/6
Q) und 12 WT-Tieren (6 3/6 Q) + SE angegeben.

Vorlauferzellen des Typs 1, 2a und 2b

Die Stamm- und Vorlauferzellen (Precursorzellen) vom Typ 1, 2a und 2b
exprimieren den Transkriptionsfaktor Sox2, der auch auf reifen Astrozyten zu
finden ist und allgemein als ,,Precursormarker* bezeichnet wird (siche Klempin
et al., 2013). Die Sox2-Expression liegt bereits bei NSZ vor und wird ab der
Differenzierungsstufe 2b, zum Zeitpunkt der Expansionsphase, herunterreguliert
(siche Klempin et al., 2013). Da entlang der SGZ hauptsachlich Stammzellen
lokalisiert sind und nur vereinzelt reife Astrozyten (siehe Klempin et al., 2013),
wurden diese in der Interpretation vernachléssigt. Die gefarbten Gehirnschnitte
wiesen eine aus der Literatur bekannte spezifische Anfiarbung durch Sox2 auf
(Kohl et al., 2012; Qu et al., 2013) und sind somit als valide einzustufen (s.
Abb.28 b).

Nach Bestimmung der absoluten Precursorzellzahl der SGZ und anschlieBender
statistischer Auswertung ergab sich im Mittel bei den OE-Tieren eine absolute
Zellzahl von 4668 + 169,7 Sox2+ Zellen pro GD, bei den WT-Tieren 3163 & 124,5
Zellen (s. Abb. 27), was einer um 47,58 % erhohten Precursorzellzahl bei den OE-
Tieren entspricht (p < 0,001). Ein &hnliches Ergebnis zeigte sich bei der
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Betrachtung der ménnlichen und weiblichen Teilgruppen: Hier wiesen die
minnlichen  OE-Tiere @ mit einer 52,48  prozentigen  Erhohung
(p=0,001) eine deutlichere Erhohung der Precursorzellzahl auf als die weiblichen
OE-Tiere (42,98 % mehr Precursorzellen, p = 0,008).
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Abb. 27: Vorlauferzellen entlang der SGZ (AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3).
Die Anzahl der Sox2+ Zellen wird als MW von 8 OE-Tieren (4 &/4 Q) und 8 WT-
Tieren (4 3/4 Q) + SE angegeben; ** signifikant zur Referenz (WT-Tiere) fiir p <
0,01; *** signifikant fiir p < 0,001).

Vorlauferzellen des Typs 2b, 3 und unreife Neurone

Die neuronalen Vorlduferzellen des Typs 2b und 3, sowie unreife Neurone, lassen
sich mit Hilfe des mikrotubulus-assoziierten Proteins DCX, welches als
Stabilisator des Zytoskeletts wihrend der Zellteilung fungiert, nachweisen
(Kronenberg et al., 2003) (s. Abb. 4). Dieses wird ab dem Zeitpunkt der
Herunterregulation der Sox2-Expression bis ungefdhr zur zweiten Woche nach
der Zellgeburt exprimiert (Kronenberg ef al., 2003). Die gefarbten Gehirnschnitte
wiesen eine aus der Literatur bekannte Anfarbung durch DCX auf (Klempin et al.,
2010; Li et al., 2014; Varela-Nallar et al., 2014; Walker et al., 2011) und sind
somit als spezifisch und zuverlissig einzustufen (s. Abb. 28 ¢).
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Die Auswertung des dorsalen GD ergab bei OE-TiareiMittel eine absolute
\orlauferzellzahl von 1409,6 + 39,3 DCX+ Zellen/GDbei den WT-Tieren
lediglich 929,78 + 49 Zellen. Es lag, mit einer @lbgen Zellzahlerhbhung von
51,61 %, ein signifikanter Unterschied in der Zaéx Typ 2b- und 3-Neurone des
GD zwischen transgenen und Kontrolltieren vor (p,801) (s. Abb. 29). Das
gleiche Bild ergab sich bei der nach Geschlechgetrennten Betrachtung: Der
p-Wert lag auch hier, mit um 50,97 %) und 50,81 % ¢) erhohten
\orlauferzellzahlen, bei p < 0,001.

Abb. 28: Abbildung des GD eines OE-
Tieres (AP relativ zu Bregma: -2,7).
Die coronaren Schnitte sind mit den
Antikdrpern Calretinin 4), Sox2 b),
DCX (c), Ki67 (d) und BrdU ¢) gefarbt
und 50- € unde) bzw. 60-fach4, b, und
d) vergrolRert.
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Abb. 29: Vorliduferzellen im GD (AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3). Die Anzahl der
DCX+ Zellen wird als MW von 10 OE-Tieren (5 3/5 Q) und 9 WT-Tieren (4 3/5 Q) +
SE angegeben; *** signifikant zur Referenz (WT-Tiere) fir p < 0,001).

4.5 Zellproliferation und -survival im Gyrus dentatus

Zur Bestimmung der Neurogeneserate existieren mehrere Methoden. Der
Goldstandard ist dabei die DNS-Markierung mittels BrdU (s. Kap. 3.3, Abb. 17 a
und 28 e). Dieses wird in die DNS mitotischer Zellen integriert und kann durch
IHC-Farbung gegen BrdU nachgewiesen werden (Kee et al., 2002). BrdU hat eine
Halbwertszeit von 30 bis 60 Minuten, so dass durch mehrmalige Injektion, wie
dies auch in der vorliegenden Studie erfolgt ist, die Zahl der markierten Zellen
ansteigt. Eine weitere IHC-Methode ist die Markierung mit dem endogenen
Marker Ki67 (Kee et al., 2002) (s. Abb. 28 d). Ki67 ist ein Kernprotein, welches
von allen Zellen des ZNS in allen Zellphasen, auer der G0-Phase, exprimiert
wird. Die Markierung mit Anti-Ki67 findet in erster Linie ihren Einsatz im
Tumorstaging. Die gefarbten Gehirnschnitte wiesen eine aus der Literatur
bekannte spezifische Anfarbung durch Ki67 (Muotri et al., 2009; Varela-Nallar et
al., 2014) und BrdU (Klempin et al., 2010; Muotri et al., 2009; Varela-Nallar et
al., 2014) auf und gelten somit als valide.

Bei den mit Anti-Ki67 markierten Gehirnen konnten keine Unterschiede in der
Zahl proliferierender Zellen zwischen OE- und WT-Tieren festgestellt werden
(1183 £ 137,7 Ki67+ Zellen zu 1110,67 + 112,0 Zellen, p = 0,688). Das gleiche
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Bild ergab sich bei nach Geschlechtern getrenntisi&rtung (p = 0,939, p =
0,937, s. Abb. 30 a). Weibliche OE- und WT-Tieresan 1232 + 262[4zw. 1064
+ 252,27 markierte Zellen/GD auf, mannliche OE- Wit Tiere lediglich 952,67
+ 247,4 bzw. 924,67 * 254,2 Zellen. Statistischetetbthiede zwischen
mannlichen und weiblichen Tieren des gleichen Ggisotlagen hier,
maoglicherweise auf Grund der hohen Streuung derzdBwverte und der
begrenzten Tierzahl, nicht vordgp= 0,419, pr = 0,665).

Bei den in vivo markierten Gehirnen ergab sich ndekierung mit Anti-BrdU
bei den OE-Tieren ein Mittelwert von 1186,83 + 93rtugeborenen Zellen/GD,
bei den WT-Tieren 854,7 = 94,41 Zellen (s. Abb.I80 Dies entspricht einer
signifikanten Erhéhung der Zahl neugeborener ZetteGD der transgenen Tiere
um 38,86 % (p = 0,022). Eine quantitative Verandgréand sich auch beim
Vergleich der weiblichen WT- mit den weiblichen Oteren (p = 0,046), jedoch
nicht bei den méannlichen Tieren (p = 0,244). Dies moglicherweise durch die
hohe Streuung der Einzelwerte (StandardabweichB6¢0S8) und die begrenzte
Tierzahl (n = 5) bedingt.

Zur Bestimmung der hippocampalen Neurogenese isti@gig, nicht nur die
Proliferation in der SGZ zu betrachten, sonderrhalas Zellsurvival der neuen
Zellen (Survivalzellen). Der Goldstandard dafurlistauch hier die in vivo
Markierung aller mitotischen Zellen mittels BrdUrd&ee et al., 2002). Zellen,
die 21 Tage Uuberlebt haben, sind bereits diffeshziund konnen
immunhistochemisch nachgewiesen werden (s. Kap. 3.3

Bei der statistischen Auswertung ergab sich bei@ErTieren eine Zellzahl von
671,4 £ 36,95 BrdU+ Zellen im GD/Hemisphare, ben d&T-Tieren lediglich
504,58 + 35,71Zellen/GD (s. Abb. 31), was einer relativen Zunahder
Survivalzellen von 33,06 % entspricht (p = 0,0@i den weiblichen OE- und
WT-Tieren im \ergleich war die relative Zellzahl tm62,15 % mehr
immunreaktiven Zellen ebenfalls signifikant erhghi< 0,001). Die mannlichen
Tiergruppen unterschieden sich hingegen nicht irzdél ihrer Survivalzellen (p
= 0,439).
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Abb. 30: Zellproliferation im GD (AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3). Die Anzahl
der Ki67+ Zellen (a) wird als MW von 12 OE-Tieren (6 3/6 Q) und 12 WT-Tieren (6
376 Q) + SE angegeben, die Anzahl der BrdU+ Zellen zum Zeitpunkt der Proliferation
(b) als MW von 11 OE-Tieren (5 3/6 @) und 10 WT-Tieren (5 &/5 Q) + SE; * signifikant
zur Referenz (WT-Tiere) fiir p < 0,05).
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Abb. 31: Zellsurvival im GD (AP relativ zu Bregma: -1,2 bis 3,3). Die Anzahl der
BrdU+ Zellen zum Zeitpunkt des Zellsurvivals wird als MW von 12 OE-Tieren (6 3/6
Q) und 11 WT-Tieren (6 3/5 9) + SE angegeben; ** signifikant zur Referenz (WT-
Tiere) fiir p < 0,01, *** signifikant fiir p < 0,001).
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5 Diskussion

Weltweit leiden tber 350 Millionen Menschen (WHOQ12 a) an einer
Depression, was diese zu einer der haufigsten kidk&heiten der Welt macht.
Ihre Pathophysiologie konnte bis heute nicht eitdegeklart werden, soll aber
in Verbindung mit einem verédnderten serotonergeste®y stehen. In der
Depressionsforschung ist in den letzten Jahreradidte Neurogenese, also die
Entstehung neuer Nervenzellen im adulten Gehirmleim Fokus des Interesses
geruckt. Diese findet lediglich in zwei Regioners dalulten Gehirns statt: der
SGZ des GD im HC (hippocampale Neurogenese) undS¥et entlang der
lateralen Ventrikel, welche den BO mit neuen Neweronversorgt (adulte
Neurogenese des BO). Eine Vielzahl von Studientzgigen Zusammenhang
zwischen veranderter hippocampaler NeurogeneseDamtession auf (siehe
Kempermann et al., 2008; siche Kempermann und Kronenberg, 2003). Diese
Studien an depressiven Patienten, welche funkt®(gkhe Belzung et al., 2015)
und morphologische Verdnderungen (Rajkowska, 2000; Videbech und Ravnkilde,
2004) nachweisen, deuten auf eine reduzierte hgppale Neurogenese hin
(Kempermann, 2006).

Menschen mit einer depressiven Storung weisen derangen in der Dichte und
der Bindungskapazitat des 5-HR auf (Boldrini et al., 2008; Hirvonen et al.,
2008), weshalb eine pathophysiologische Rolle aiftreten einer Depression
vermutet wird. Studien zur Dysregulation der Expra@s des 5-HI\R-Gens
bestatigen di Hypothese (Lemonde et al., 2004; siche Popova und Naumenko,
2013). Die ihm ebenfalls zugeschriebene proneumdeolle bei der adulten
Neurogenese im HC (Klempin et al., 2010) zeigteiméglichen Zusammenhang
zwischen dem 5-HkR, der adulten Neurogenese und der Depression.

Der 5-HT1aR ist als prasynaptischer Autorezeptor auf dentseengen Neuronen
der Raphe und als postsynaptischer Heterorezaptmrticolimbischen Arealen
zu finden. Dabei sind die Konsequenzen einer pméd postsynaptischen
Aktivierung sehr unterschiedlich (s. Kap. 2.3.8ddch sind bei den 5-HAR-
vermittelten Effekten auf die Hirnmorphologie bisute in der Literatur kaum
Erkenntnisse zur Unterscheidung zwischen pra- ostsgnaptischer Vermittlung
zu finden. Dabei ist die genaue Kenntnis der pnél-postsynaptisch vermittelten
Effekte essentiell fir das Verstdndnis der Reguhatier adulten Neurogenese
sowie fir die Entwicklung neuer selektiver 544R-Agonisten, die zu einer
verstarkten Aktivierung des postsynaptischen 3ARTfUhren und dadurch eine
antidepressive Wirkung entfalten. Daher war dasl Zeser Studie, die
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Bedeutung des postsynaptischen 5:ARIfur die Hirnmorphologie und die adulte
Neurogenese zu klaren.
Die Untersuchungen wurden an einem Mausmodell m#rmpnenter
Uberexpression der postsynaptischen SART im GD und den &uReren
Cortexschichten durchgeftihrt (OE-Maus, s. Kap.12.4n diesem Tiermodell
konnte durch Rezeptorautoradiographie- sowie Bigdstudien eine
postsynaptische Uberexpression bei normaler relgion¥erteilung und
funktioneller Rezeptorkopplung bestatigt werdenr{théret al, 2011; Pazos et
al., 2012). Verhaltensstudien weisen auf einen le@htidepressiven Phanotyp*
hin und die Mause sprechen verstarkt auf die Gase seélektiven 5-HRR-
Agonisten 8-OH-DPAT arBert, 2014; Bert et al, 2006; Bert et al, 2008; Brosda
et al, 2015; Dietze et al, 2015; Giinther et al, 2011), was ebenfalls fir die
Guiltigkeit dieses Tiermodells spricht.
Mit Hilfe IHC-Methoden konnten in dieser Studie rmpbologische
Veranderungen und Unterschiede in der hippocamp&lenrogenese bei
jungadulten OE-Méausen identifiziert werden. In @eskussion der Ergebnisse
sollen nun die zuvor gestellten Fragen (s. Kapl2 lBeantwortet werden und so
ein besseres Verstandnis der Bedeutung des poptsaieen 5-HTAR flr die
adulte Neurogenese geschaffen werden. Die zentEalemntnisse dieser Studie
sind:
1. die Wlumina des GD, jedoch nicht des BO, waren O&-Tieren
signifikant vergroR3ert.
2. die Proliferation und das Survival der neugeborefslen im GD war bei
transgenen Tieren signifikant erhoht.
3. die Zahl der Stamm- und \orlauferzellen im GD warei b
Uberexprimierenden Mausen signifikant erhoht.
4. es lagen geschlechtsspezifische Unterschiede iamém, der Zahl der
Stamm- und Vorlauferzellen und der NeurogenesaratéD vor.

5.1 Diskussion der Methoden

Trotz eines sorgfaltig aufgestellten Forschungspissund einer Durchfiihrung
nach anerkannten wissenschatftlichen Prinzipiemhadiet jede Methodik auch
Einschrankungen und potentielle Fehlerquellen. ®vesrden vor der Diskussion
der Ergebnisse erlautert, um eine ausgewogengiatation zu ermdglichen.
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5.1.1 Das Tiermodell der OE-Maus

Als Modell wurde in dieser Studie eine transgeneusfiaie mit konstitutiver
Uberexpression des postsynaptischen 3:RTdie OE-Maus, verwendet (s. Kap.
2.4.1). Eine Alternativmethode zum Tierversuch \ear dieser Studie nicht
anwendbar, da die adulte Neurogenese ein sehr kasplphysiologischer
Vorgang ist, welcher nur im intakten Organismuseusucht werden kann. Das
Tiermodel Maus ist zur Untersuchung des 5:AR besonders geeignet, da zum
einen eine hohe Struktur- und Genhomologie desmanmnd humanen 5-HAR
vorliegt, zum anderen weist die 5-KAR-Verteilung der Maus, insbesondere in
den Cortexschichten, eine starke Ahnlichkeit zudksr Menschen auf (Pazek
al., 1987). Allerdings muss bei diesem Modell, wie jgglem Tiermodell, die
eingeschrankte Validitat beachtet werden (s. Kap. 2

Das hier verwendete transgene Tiermodell der OEsMiti bereits durch
Rezeptorautoradiographie-, Bindungs- und Verhadteidken charakterisiert
worden und gut etabliert (Begt al, 2006; Bert et al, 2008; Giintheret al, 2011;
Pazoset al, 2012) (s. Kap. 2.4.1). Da die UberexpressionsdeiT:4R lediglich

iIm Cortex, HC und weiteren limbischen Bereichewlogh nicht in der Raphe
vorliegt (Bertet al, 2006; Giinther et al, 2011), ist eine rein postsynaptische
Uberexpression von hoher Wahrscheinlichkeit. Weitebesitzt der 5-HIAR, im
Unterschied zum 5-HER, nicht die spezifische DNS-Sequenz, welche zum
Transport des Rezeptorproteins in die serotonemgsyRapse notwendig ist
(Jolimay et al, 2000), weshalb bei dem verwendeten Tiermodell eint
postsynaptische Uberexpression auf nicht-seroteneigeuronen geschlossen
werden kann (Bert, 2014). Allerdings kann eine ymagtische Uberexpression
nicht komplett ausgeschlossen werden. EbensonstExpression des 5-HiJR

an atypischen Lokalisationen oder die ausschlie&ldberexpression auf einem
spezifischen Neuron- bzw. Gliazelltyp nicht aushlisen. Dies kodnnte
Auswirkungen auf die Effekte des 5-hfHeterorezeptors haben. Zur Abklarung
dieser moglichen Lokalisationsunterschiede wurdeethalb dieser Studie IHC-
Farbungen zur Darstellung des 544K und der ihn exprimierenden Zelltypen
mittels IF-Mehrfachfarbung mit sechs Antikérperngge den 5-H7aR von
verschiedenen kommerziellen Anbietern durchgefiladloch war es bisher mit
keinem der verwendeten AntikOrper moglich, den S5ART zuverlassig
anzufarben und dadurch seine exakte Lokalisatichaaveisen. In der Literatur
finden sich wenige Beispiele einer erfolgreicheiCiMlarkierung des 5-HkR

in Raphe, HC oder Cortex der Maus, im GegensatRatte (Kirbyet al, 2003)
oder zum Nachweis des 5-EkR im Gastrointestinaltrakt der Maus (Omenetti
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al., 2011). Fur den 5-HER-Nachweis im Mausegehirn mittels Immunoblotting
stehen verlassliche Antikorper zur Verfiigung (De2@03). Der einzige nach
derzeitiger Kenntnis vermutlich spezifische Antigér gegen den 5-HAR im
Gehirn der Maus (Klempiet al, 2010) ist inzwischen vom Markt. Die bereits
bekannten phénotypischen Veranderungen der OE-{BEekap. 2.4.1) sprechen
allerdings daflr, dass der Uberexprimierte 5ART die fur diesen 5-HTR
typischen Effekte in den transgenen Tieren entfalieshalb eine atypische
Lokalisation als unwahrscheinlich einzustufen ist.

Eine weitere mdgliche Fehlerquelle stellen einsetee
Kompensationsmechanismen dar. Diese sind bereismteren Tiermodellen mit
veranderter Expression des 5-4R, wie der 5-HTAR-KO-Maus, welche eine
kompensatorisch erhohte Expression des %RT aufweist, beschrieben
(Ramboz et al, 1998). In unserem Tiermodell lassen sich sigaiitke
Unterschiede im Phanotyp und in der Reaktion aOHBDPAT- und SSRI-Gabe
zwischen OE- und WT-Tieren feststellen (s. Kap. .1),4 welche ein
kompensiertes System ausschlieen. Der vollstandigsschluss von
Kompensationsmechanismen ist dennoch nicht moglibtotz mdglicher
Einschrankungen stellt die Forschung an der OE-Maume einzigartige
Maoglichkeit dar, die Rolle des postsynaptischen ThAR bei der adulten
Neurogenese und Depression zu entschlisseln.

5.1.2 Anfarbung des Barrel Cortex

Der Barrel Cortex ist eine Region in der Layer Bscdomatosensorischen Cortex
beim Nager (Woolsey und Van der Loos, 1970). BeiTsuberschuss wahrend
der embryonalen Gehirnentwicklung kommt es zu fdlaleer bzw. ausbleibender
Barrelbildung (Casest al, 1996). Zur Darstellung des Barrel Cortex wurde di
validierte Methode der Cytochromoxidase c-Farbuegwvendet (Weber und
Andrade, 2010; Wei et al, 1995) (s. Kap. 3.5 und 4.1). Der Nachweis eines
physiologisch ausgebildeten Barrel Cortex soll eibeHT-Exzess wahrend der
embryonalen Entwicklung ausschliel3en, lasst jedashe Aussage uber eine
reduzierte oder marginal erh6hte 5-HT-Konzentrat@irend der embryonalen
Neurogenese zu. Somit ist ein unauffalliges Ergebmehr ein Hinweis auf eine
unveranderte 5-HT-Konzentration wahrend der embalonEntwicklung als ein
Beweis.
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5.1.3 Morphometrie des Gyrus dentatus, Bulbus olfdorius und
prafrontalen Cortex

Durch die Uberexpression des postsynaptischen &fikann es zu einer
veranderten adulten Neurogenese und/oder Gliog&mesmen, welche sich in
veranderten Volumina des GD und PFC zeigen konbte. Methodik der
immunhistochemischen Markierung von Neuronen mituMNlast eine in der
Neurowissenschaft gesicherte Methode zur Nervatamsliellung (Duaret al,
2015; Kee et al, 2002; Lind et al, 2005; Mullen et al, 1992). Die Berechnung
der Volumina erfolgte nach dem Prinzip von Cava(®rKap. 3.8.4), welches zur
morphologischen Analyse von Gehirnarealen geeiggte(Kurkcuoglu et al,
2010; Sonmez et al, 2010; Thrippleton et al, 2015). Allerdings kénnen die
bestimmten Volumina durch eine fehlerhafte Gehimngtgewinnung oder die
Auswertung einer zu geringen Anzahl an Schnitterfélscht werden (Howard
und Reed, 1998). Beim Schneiden der Gehirne am dWikr wurde der
Schnittwinkel stets sorgfaltig kontrolliert. Abwéigngen sollten, wenn diese
gegebenenfalls aufgetreten sind, bei beiden Tippegm vorgelegen haben und
somit beim Vergleich von OE- und WT-Mausen schlestenfalls zu falsch
negativen Ergebnissen gefiihrt haben. Die Verwengkohgs achten Schnittes in
dieser Studie, was einer Entfernung von 320 umcwis den Schnittebenen
entspricht, stellt einen Ublichen und praktikabl&mmpromiss zwischen
Okonomischem Umgang mit dem Gewebe zur VermeidwighTierzahlen im
Sinne des drei R-Prinzips (Reduce) und der gewi@sclbenauigkeit der
Analyseergebnisse dar. Dadurch wird die Abweichdeg berechneten vom
tatsachlichen Volumen auf ein vertretbares Mindagtmeduziert.

Bei der Bestimmung des Volumens und der Dicke d&3 Wurde das Gebiet auf
das IL eingegrenzt (s. Kap. 4.2). Durch diese,amteilige Vermessung des PFC,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass zwar imeihekmorphologischen
Veranderungen vorlagen, jedoch in anderen BereidaesnPFC. Da das IL ein
Projektionsgebiet des HC darstellt, bei der Geduashinktion und beim
Angstverhalten von Relevanz ist (Wadt al, 2001) und mit Depression in
Verbindung gebracht wird (Barretet al, 2012), gehen wir davon aus, dass
Veranderungen des PFC im IL sichtbar sein sollten.

Zur Bewertung der adulten Neurogenese in der SVidlaveine Vermessung der
GZS des BO durchgefluhrt. Dabei ist die alleinig@alse der GZS des BO eines
Schnittes (Hohe 4,2 relativ zu Bregma, s. Abb. 2i), Vergleich zur
Volumenbestimmung des kompletten BO mittels Maggsetnanztomographie
(Gudziol et al, 2009), nur eingeschrankt aussagefahig. Jedocm lehme
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veranderte Ausdehnung der GZS des BO, welche ddorZivon 95 % der
migrierenden adult gebildeten Neuronen der SVZtdbir¢Parrish-Aungset al,
2007), einen Hinweis auf Verdnderungen der Neuregemer SVZ liefern. So
migrieren, im Falle einer gesteigerten olfaktoresehNeurogenese, vermehrt
neugeborene Neurone aus der SVZ Uber den RMS G4 des BO, was zu
einer vergroRerten Ausdehnung der GZS fiihren sélitee weitere spezifischere
Untersuchung der SVZ bzw. des BO blieb auf Grund deauffalligen
Ergebnisses (s. Kap. 4.2) aus.

5.1.4 Neuronendichte im Cortex

Die Bestimmung von Neuronendichten im PFC und Mwmidex erfolgte an mit
NeuN-markierten Gehirnschnitten durch Auszéahlung MdeuN+ Zellen eines
Blickfeldes (s. Kap. 3.8.1). Dies ist eine histosmp validierte Methode zur
Dichtebestimmung von Neuronen (Amaduatona et al., 2015; Klempin et al.,
2011; Mullen et al., 1992). Untersucht wurden das IL des PFC und der
Motorcortex, welcher lediglich als Referenzareante, da hier laut Literatur
keine morphologischen Veranderungen bei Depressipadinden sind.

Durch IF-Farbung mit dem Antikorper Anti-Calretinkdnnen reife GABAerge
Interneurone im Cortex dargestellt werden (M#al, 2012; Potter et al, 2009),
was bereits in unserem Institut erfolgreich durdbigeg wurde (Hamanret al,
2005). GABAerge Interneurone sind Schaltneuroneg tiemmend auf
exzitatorische Neurone wirken und dadurch derenvA&t regulieren (siehe
Barinka und Druga, 2010; Levkovitz und Segal, 1997; Schwaller, 2014).
Untersucht wurde auch hier das IL des PFC (s. B&2). Da der postsynaptische
5-HT1aR im PFC, neben seiner Lokalisation auf cholinerggarneuronen und
Pyramidenzellen, auch von GABAergen Interneurongprisiert wird (siehe
Altieri et al, 2013), konnte die bei der OE-Maus vorliegende
Rezeptoriiberexpression auch sekundér eine geseeifierneuronendichte
bewirken. Deren hemmende Wirkung auf nachgesckaidtetitatorische Neurone
wurde entscheidenden Einfluss auf das serotongygeer8 haben. Obwohl die
Markierung mit Calretinin nicht die Bestimmung d@esamtpopulation aller
Interneurontypen zulasst, erlaubt sie vorsichtigéickRchlisse auf die
Gesamtpopulation der Interneurone im Cortex. WeilesFarbungen zur Analyse
der gesamten Interneuronpopulation wurden auf Grded unauffalligen
Ergebnisses (s. Kap. 4.3) nicht durchgefihrt.
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5.1.5 Zelltypen des Gyrus dentatus

Zur Bestimmung der Zahl GABAerger Interneurone de&d wurden mit
Calretinin markierte Gehirnschnitte ausgewerteKégp. 3.7 und 3.8.3). Um die
Anzahl unterschiedlicher Stamm- und Vorlauferzeltenanalysieren und damit
einen Eindruck Uber die verschiedenen Differenzigestadien der neuen Zellen
im HC zu erhalten, wurden die Stamm- und Vorlawdben vom Typ 1, 2a und
2b mit Sox2 angeféarbt (siehe Klempt al, 2013) (s. Abb. 4 und 28 b), die
neuronalen Vorlauferzellen des Typs 2b und 3, sawieife Neurone, mit DCX
(Kronenberget al, 2003) (s. Abb. 4 und 28 c). Sox2 stellt einebletaten Marker
zur Bestimmung der Stamm- und Vorlauferzellen extlder SGZ dar (Amador-
Arjona et al, 2015). Allerdings erfolgt durch Sox2 auch einerkierung von
reifen Astrozyten (siehe Klempiet al, 2013). Da entlang der SGZ jedoch
hauptsachlich Stamm- und Vorlauferzellen lokalissard und nur vereinzelt reife
Astrozyten vorkommen (siehe Klempet al, 2013), ist von einer lediglich
geringen Abweichung der Ergebnisse durch die zlicliz vereinzelte
Markierung von Astrozyten auszugehen. Daher isM#ithode geeignet, die Zahl
der Stamm- und friilhen Vorlauferzellen bei den fganen Tieren mit denen der
Kontrolltiere zu vergleichen. Der Antikorper DCX laut Literatur ein geeigneter
Marker zur quantitativen Analyse der spaten nedesnsorlauferzellen des GD
(Karaet al, 2015; Klempin et al, 2013; Klempin et al, 2011; Kronenberg et al,
2003).

5.1.6 Zellproliferation und Zellsurvival im Gyrus dentatus

Der Goldstandard zur Bestimmung der Zellprolifenatind des Zellsurvivals im
GD ist die DNS-Markierung mittels BrdU (s. Kap. B.Allerdings beinhaltet
auch diese Methode potentielle Fehlerquellen. $oess entscheidend, ein
passendes Applikationsschema zu wahlen, mit deht nio neu proliferierende
Zellen dargestellt werden kénnen, sondern auch meatireren Wochen die stark
reduzierten BrdU+ Zellen in auswertbarer Menge wnatsbar sind. Da BrdU
lediglich eine Halbwertszeit von 30 bis 60 Minuteat und ausschlief3lich in der
S-Phase in die DNS eingebaut wird, wird bei eingalinjektion nur eine geringe
Zahl an Zellen markiert. Daher sollte, insbesondereZellsurvivalanalyse, eine
wiederholte intraperitoneale Applikation erfolgétiqjtowicz und Kee, 2006). In
dieser Studie wurde ein dreitagiges Applikationssth angewendet (Fabel et al.,
2009) (s. Abb. 16).

Durch die in vivo Applikation von BrdU ist zudemnel Beeinflussung der
Proliferationsfahigkeit und des Zellsurvivals deakbSo zeigen Lehner et al.
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(2011), dass BrdU in der Zellkultur die Prolifecativon Stammzellen inhibiert
und zu erhohten Apoptoseraten fuhrt. Diese Effekte BrdU auf die adulte
Neurogenese konnten jedoch bis jetzt nicht am kdenTier nachgewiesen
werden. Da die Ergebnisse unserer Studie immereigl®ch zum WT analysiert
werden, ist die absolute Zahl BrdU+ Zellen fiir @uealitat der Riickschlisse von
untergeordneter Rolle.

Trotz dieser moglichen Fehlerquellen ist die BrddsMerung eine geeignete
Methode zur Bestimmung der Proliferation und deksiderivals bei der Maus:
BrdU wird zuverladssig in alle Zellen eingebaut, ds&ch innerhalb des
Applikationszeitraums in der S-Phase befinden,karth durch den Marker Anti-
BrdU sicher mittels Licht- und IF-Mikroskopie nadwiesen werden, was diese
in vivo Markierung mit Recht zum Goldstandard zuwolfRerationsbestimmung
macht (Kee et al., 2002).

Die zweite hier verwendete IHC-Methode zur Bestimmuler hippocampalen
Proliferationsrate ist die Markierung mit dem enelogn Marker Ki67 (s. Abb. 28
d). Ki67 ist ein Kernprotein, welches von allenlgeldes ZNS in allen Zellphasen
ausgeschlossen der GO-Phase exprimiert wird. Aflgsedfinden sich in der
Literatur Hinweise darauf, dass die Ki67-Expressianchaus von Zellphase zu
Zellphase schwankt: So soll wahrend der G1-Phaseger Ki67 exprimiert
werden, was dazu fuhren kann, dass diese Zellén ale proliferierend erkannt
werden (Braunet al, 1988; Tinnemans et al, 1995). Auch die verwendete
Antikorperkonzentration spielt bei der Markierungnv Zellen mit geringer
Antigenkonzentration, wie Dbeispielsweise wahrendr deél-Phase, eine
bedeutende Rolle (Tinnemars al, 1995). Des Weiteren berichten mehrere
Arbeitsgruppen von relativ niedrigen Zahlen mari@eZellen durch Ki67 (siehe
Tinnemanset al, 1995; Yu et al, 1992), was die Verlasslichkeit dieses Markers
maoglicherweise einschrankt. Dennoch werden dur@y ka der Regel ungefahr
50 % mehr proliferierende Zellen markiert als ber @rdU-Markierung nach
einmaliger Applikation (Keet al, 2002), bei der lediglich Zellen in der S-Phase
markiert werden. Diese quantitativen Unterschiede is dieser Studie durch die
dreimalige Applikation von BrdU nahezu aufgehobsnKap. 4.5). Trotzdem
kann kein Vergleich der absoluten Zahlen prolifeneler Zellen der BrdU- und
der Ki67-Markierung erfolgen, lediglich ein Vergthaider relativen Werte ist hier
korrekt. Ein weiterer Unterschied zwischen den &eiBroliferationsmarkern ist,
dass Ki67 lediglich eine Momentaufnahme lieferthimgegen BrdU auch einen
Einblick in das Zellsurvival geben kann. Die Pretdtionsbestimmung zu einem
bestimmten Moment, des Perfusionszeitpunktes, behgr eine potentielle
Fehlerquelle: So kdnnen mogliche zeitlich begrerfzt@iferationsunterschiede
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eines spezifischen Zeitpunktes als Normwert erfasstien, wohingegen bei der
in vivo Markierung mittels BrdU die Zahl proliferender Zellen eines
kompletten Behandlungszeitraums (hier drei Tageki®d werden und somit
mdgliche Proliferationsunterschiede eines spehnésacZeitpunktes relativiert
werden. Auch ist der Nachweis von Ki67 sehr empiohdund von einer
perfekten Fixation des Gewebes abhéngigdtval, 1992). Abgesehen von diesen
Einschrankungen erflllt Ki67 fast alle Vorteile eirBrdU-Markierung und gilt
daher ebenfalls als geeigneter Marker zur Prolifmnabestimmung (Keet al,
2002; Taupin, 2007).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Morphologische Veranderungen des Gyrus dentas, Bulbus
olfactorius und prafrontalen Cortex

Morphometrische Veranderungen

Dass die Aktivierung des 5-HAR zu einer vermehrten Zellproliferation flhrt,
welche sich in morphometrischen Verdnderungen im di@& die adulte
Neurogenese relevanten Gehirnbereichen zeigend&gdshbereits nachgewiesen
(Klempin et al, 2010). Auch Studien zur Hemmung des proneurogé&ifiekts
des 5-HTaR durch 5-HTaR-Blockierung mittels Gabe der Antagonisten NAN-
190, p-MPPI und WAY 100635 zeigen die reduzier@iferation im adulten HC
der Ratte (Radley und Jacobs, 2002). Doch diesgie®tuassen keine sichere
Unterscheidung zwischen pra- und postsynaptischifaktEn des 5-HTAR zu.
Durch die Klarung der Frage, ob bei OE-Tieren morpétrische Veranderungen
im BO, HC und Cortex vorliegen (s. Kap. 2.5.1, frah, sollte aufgezeigt
werden, ob der proneurogene Effekt im HC alleintposptisch vermittelt wird
oder auch die Aktivierung des prasynaptischen %xRTin diesen Prozess
involviert ist.

Wir konnten signifikant vergrofR3erte Volumina der GBei OE-Tieren,
insbesondere bei weiblichen OE-Mausen, nachwesddap. 4.2 und Abb. 19),
was den starken Effekt des postsynaptischen bdRi&uf die Morphologie des
HC belegt. Diese morphologische Veranderung kanmndeh Kklar dem
Heterorezeptor zugeordnet werden. Unsere Ergebmissken sich mit den
Ergebnissen einer humanen Positronenemissions- und
Magnetresonanztomographie-Studie aus dem Jahr 20dl2he eine positive
Korrelation von 5-HTaR-Bindung im HC und Volumina des HC beim Menschen
zeigt (Krauset al, 2012). Die VergrofRerung der GD von OE-Tieren kérauf
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Grund einer verstarkten adulten Neurogenese edetarsein, was einem
proneurogenen Effekt des 5-kATHeterorezeptors entspricht. Jedoch kann
anhand dieser ersten Ergebnisse auch eine Vergrii3eler Volumina durch
gesteigerte Gliazellzahlen oder vergroRerte Zgblkodrbei gleichbleibender
Neuronenzahl nicht ausgeschlossen werden. Ebensmektdie vorgefunden
VolumenvergroRerungen des HC ihren Ursprung in dagnbryonalen
Neurogenese haben und somit eine physiologischeojyeneserate beim adulten
OE-Tier vorliegen. Zum Beleg der These einer ggstéen adulten Neurogenese
durch die Uberexpression des 54 Heterorezeptors wurden daher die Analyse
der \Vorlauferzelltypen im GD und die direkte Zeh#taestimmung der
proliferierenden Zellen durchgefiihrt (s. Kap. 4.4 und 5.2.2).

Das Wolumen und die Dicke des PFC, einem Syntheseor Gliazellen im
adulten Gehirn, sind bei den OE-Tieren ebenfalla Witeresse, da aus der
Literatur neuronale Atrophien und reduzierte Volnandes PFC bei Depressiven
(Rajkowska, 2000; Rajkowska et al, 2005; Webb et al, 2014) bekannt sind. Der
PFC von OE-Mausen weist eine Rezeptortberexpressibr(Guntheret al,
2011), was eine veranderte adulte Gliogenese, wedwh in morphologischen
Veranderungen des PFC zeigen kdnnte, denkbar maahbei unseren Tieren
jedoch keine morphologischen Veranderungen im liekieert werden konnten
(s. Kap. 4.2), besteht kein Hinweis auf eine veedtedGliogenese bei den OE-
Mausen. Allerdings beschréankt sich unsere morphascée Analyse des PFC
auf die Bestimmung des Volumens und der Dicke de¥dranderte Volumina in
anderen Arealen des PFC sind bei OE-Tieren dabbt auszuschliel3en (s. Kap.
5.1.3). Bei der Vermessung des IL konnten lediglighf Tiere pro Gruppe
ausgewertet werden, was ein falsch negatives Eigeduf Grund geringer
Tierzahlen bedingen kann. Ferner muss bei einenetigeh veranderten
Organismus stets mit Veranderungen durch das @reifeon
Kompensationsmechanismen gerechnet werden (s. Kad.). Dennoch kann
festgestellt werden, dass diese Studie keinen Hswdarauf liefert, dass der
postsynaptische 5-HAR eine entscheidende Rolle bei der adulten Glicggime
PFC einnimmt.

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass testxatliegenden erh6hten
Dichte des postsynaptischen 544K keine Veranderungen von 5-HT-
Konzentration und -Umsatz im HC der adulten OE-Maufireten (Beret al,
2006). Durch genetische Manipulation entstehengedhicht nur Veranderungen
im adulten Organismus, auch pranatale und posea@ianderungen sind zu
berlicksichtigen. Studien an Mausen mit einer teariesn 5-HTAR-
Uberexpression wahrend der Embryonalphase, weleheglkichen genetischen
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Hintergrund wie die hier untersuchten Mause halserKgp. 2.4.1), zeigen am
1,5ten Lebenstag eine stark erhohte 5-HT-Konzeotrah HC (Kusserovet al,
2004). Auch im vorliegenden Modell, welches in dserotonerge System
eingreift, war eine pra- und perinatal erhéhte 5Kkthzentration denkbar. Da wir
bei unseren Tieren einen unauffalligen Barrel Gommchweisen konnten,
welcher unter embryonalem 5-HT-Exzess fehlerhait. loecht ausgebildet wird
(Caseset al, 1996), gehen wir davon aus, dass ein pranataldT-Exzess
ausgeschlossen werden kann und eine ungestortey@mabe Entwicklung des
serotonergen Systems bei den OE-Mausen vorliegetdrStudie, zusammen mit
den Ergebnissen von Bert und Kollegen (2006), iefemit indirekt Hinweise,
dass es durch die Uberexpression des bHieterorezeptors bei der OE-Maus
weder pra- noch postnatal zu einem 5-HT-Uberschakemmen ist.

Der zweite Ort der adulten Neurogenese stellt &/&@ 8ar, von welcher die
neugeborenen Interneurone Uber den RMS zum BO emagri(s. Kap. 2.1.1.1).
FUr uns war von Interesse, ob eine erhthte 5xRIDichte im HC und Cortex
auch auf das Neurogenesezentrum entlang der Etevahtrikel Auswirkungen
hat, die zu morphologischen Veranderungen der G&SRBD bei OE-Méausen
fuhren. Ob der 5-Hi,-Heterorezeptor einen entscheidenden Einfluss auf d
adulte Neurogenese der SVZ hat gilt als umstriteame Studie aus dem Jahr 2004
zeigte, dass die Aktivierung des HIHeterorezeptors durch die Gabe des
Agonisten

8-OH-DPAT bei der Ratte nicht nur eine gesteigé&teliferation in der SGZ,
sondern auch in der SVZ bewirkt (Banasral, 2004). Eine aktuellere Studie
stellte jedoch fest, dass bei Gabe desselben Agongn Ratten lediglich eine
gesteigerte Proliferation in der SGZ, jedoch niottter SVZ, auftritt (Arnold und
Hagg, 2012). Da sich in unserer Studie die Ausdepnder GZS des BO
unverandert dargestellt hat (s. Abb. 21 b), gehiedlavon aus, dass auch hier die
Uberexpression keine Auswirkung auf die adulte Ngenese der SVZ hat. Die
Hypothese einer untergeordneten Rolle des 5:HHEterorezeptors bei der
adulten Neurogenese im BO wird durch dieses Ergebestarkt. Von einer
weiteren Untersuchung der olfaktorischen Neurogemnegrde auf Grund des
unauffalligen Ergebnisses abgesehen.

Veranderungen der Zelldichten

Die Frage nach morphologischen Veranderungen umfasist nur veranderte
Volumina und Ausdehnungen, sondern auch quanttateranderungen der
Zellen im HC und Cortex. Dabei lag das Hauptaugekraaf einer moglichen
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Veranderung der Neuronendichte des Frontalcortesheisondere innerhalb des
PFC. Im PFC von Depressiven wurden reduzierte VislarWebbet al, 2014),
Zellverluste und -atrophigiRajkowska, 2000; Rajkowska et al, 2005) sowie eine
veranderte Synapsenbildung (Seedeal, 2013) detektiert. In dieser Studie
konnten im PFC keine Unterschiede der Volumina ubidke sowie der
Neuronendichte zwischen OE- und WT-Tieren festdjesterden (s. Kap. 4.2
und 4.3). Da auch keine signifikant veranderten iGlet® zwischen OE- und WT-
Tieren vorliegen, die eine mdgliche relative Reduktder Volumina bzw.
Zellzahlen im PFC verschleiern kdnnten, stltzt eke&rgebnis die zuvor
aufgestellte Hypothese einer unverdnderten Glicgeeme diesem Tiermodell.
Diese Studie liefert damit einen Hinweis darau§ddie adulte Gliogenese nicht
durch erhdhte 5-Hik-Heterorezeptorexpression beeinflusst wird und eties
maoglicherweise keinen progliogenen Effekt hat. BeeErgebnis scheint zunéchst
erstaunlich, da Post-Mortem-Studien an Depressesrohl Neuronen- als auch
Gliaatrophie im PFC gezeigt hab@majkowska, 2000; Rajkowska et al, 2005).
Zusammen mit der durch Magnetresonanztomographiehgeaviesenen
Volumenreduktion des PFC bei depressiven Patigitetbet al, 2014) deuten
diese Ergebnisse auf eine veranderte Gliogeneskeb&epression hin. Auch bei
anderen psychiatrischen Erkrankungen, wie der Sphiznie (Uranovat al,
2004) und dem Morbus Alzheimer (Nagano-Satoal, 2005), finden sich
reduzierte Gliadichten im PFC. Im Umkehrschluss ewdrei dem hier
untersuchten Tiermodell der OE-Maus, welches ,aptiidssives Verhalten®
sowie eine erhdhte 5-HAR-Dichte im PFC aufweist (Gunthet al, 2011), eine
verstarkte Gliogenese zu erwarten. In unserem Tdeth liegt eine
ausschlieRliche  Uberexpression des postsynaptischeiTiaR  vor.
Mdglicherweise spielt nur der 5-HJd-Autorezeptor, welcher in diesem Modell
unverandert ist, eine entscheidende Rolle bei daiten Gliogenese. Weitere
Studien am Tiermodell mit Uberexpression des préstischen 5-HTaR konnten
aufklaren, ob eine veranderte Autorezeptorbindumgder Raphe die adulte
Gliogenese beeinflusst oder ob keine direkte Vellong zwischen adulter
Gliogenese und dem 5-HAR besteht. Auch wenn in diesem Tiermodell keine
Hinweise auf Kompensationsmechanismen bestehen, eiise scheinbar
unverdnderte Gliogenese bei OE-Tieren als kompernsete Folge der
Uberexpression des 5-HFHeterorezeptors nicht auszuschlieBen (s. Kaplp.1.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist dennoch festzuhaltenssdansere Studie keine
Hinweise auf eine zentrale Bedeutung des postsigchph 5-HTAR flr die
adulte Gliogenese liefert.
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Die postsynaptischen 5-HJR des HC sind Uberwiegend auf GABAergen
Interneuronen und Prinzipalzellen lokalisiert (dendida und Mengod, 2008).
Interneurone wirken bei ihrer Aktivierung enthemmeauf exzitatorische
Neurone (Levkovitz und Segal, 1997) und wirden batranderter
Expressionszahl die Zellproliferation und -diffezearung beeinflussen (Shiraki
et al, 2012). Da bei den transgenen Mausen keine Verdngealer Dichte der
untersuchten Interneurone im GD vorliegt (s. Kap4),4ist eine solche
Beeinflussung der adulten Neurogenese in unseremteManwahrscheinlich.
Die zuvor festgestellten morphologischen Unterstdien GD der OE-Tiere sind
vermutlich nicht sekundar, aufgrund einer veraraterinterneuronenzahl,
entstanden.

5.2.2 Veranderungen der Zellproliferation, -differenzierung und des -
survivals im Gyrus dentatus

Im nachsten Studienteil wurde die Frage geklarteot® erhthte Dichte des
postsynaptischen 5-HAR zu einer gesteigerten Proliferation im HC fuhmtdu
wie die Zelldifferenzierung und das Zellsurvival deu entstandenen Zellen vom
5-HT;a-Heterorezeptor beeinflusst werden (s. Kap. 2Frdge 2).

In unserer Studie haben wir die hippocampale Neamege im GD zu
verschiedenen Zeitpunkten betrachtet. Unsere IHGhSe zur Proliferation im
HC zeigt, dass bei den in vivo markierten Gehireige signifikant erhohte Zahl
neugeborener Zellen vorlag (s. Kap. 4.5). Der SA-Heterorezeptor hat
demnach einen proneurogenen Effekt auf die Stanhemzeles GD. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen von Klenpith Kollegen (2010), die
den proneurogenen Effekt des 54R unter Stimulation durch 8-OH-DPAT bei
der Maus nachweisen konnten, ohne dabei allerdligEffekte sicher dem préa-
oder postsynaptischen Subtyp zuordnen zu konn&seBiErgebnis wurde zweli
Jahre spater bei der Ratte bestatigt (Arnold undgH2012). Die 5-HTAR-
Antagonistengabe hingegen fiihrt zu einer reduzndtteliferationsrate (Klempin
et al, 2010; Radley und Jacobs, 2002). Unsere Ergebnisse der in vivo Studie
bestatigen diese Hypothese einer Regulation deyobhgmpalen Proliferation
durch den 5-H7aR und lassen zudem erstmals die Zuordnung desymayeEnen
Effekts zum postsynaptischen 5-HR zu.

Die mit Ki67 gefarbten Gehirne wiesen keinen Urdbrsd der Proliferationsrate
zwischen OE- und WT-Tieren auf. Dies ist Uberraadheda sowohl die
Markierung mit BrdU als auch die Markierung mit Kiut Literatur spezifische
Methoden zur quantitativen Proliferationsbestimmulagstellen und daher ein

vergleichbares Ergebnis zu erwarten war (Keal, 2002).
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Allerdings ist die Ki67-Markierung mit mehreren BEahrankungen behaftet, was
ihre Aussagekraft beschrankt (s. Kap. 5.1.6): Ebaekannt, dass der endogene
Marker Ki67 in allen Phasen aul3er der Go-Phasearaigt wird, die Expression
dabei allerdings durchaus von Zellphase zu Zelphashwankt, wobei
beispielsweise wahrend der G1-Phase weniger Kigxtiralert werden soll
(Braunet al, 1988; Tinnemans et al, 1995). Dies kann dazu fuhren, dass diese
Zellen nicht als proliferierend erkannt werden ({Br&t al, 1988; Tinnemans et
al.,, 1995). Auch die verwendete Antikdrperkonzentratispielt bei der
Markierung dieser Zellen mit geringer Antigenkonzation eine bedeutende
Rolle (Tinnemanset al, 1995). In unserer Studie wurde mit einer
Antikorperkonzentration von 1:1000 eine laut Litera bereits mehrfach
erfolgreich eingesetzte Konzentration verwendeb(isonet al, 2009).

Jedoch werden teilweise deutlich hbhere Konzeotrati von 1:250 bis 1:500
eingesetzt (Basilio-d®iveira und Nunes Pannain, 2015; Tanaka et al, 2011),
die zu einer hoheren Sensitivitdt und so moglickees® zu verdnderten
Proliferationswerten flhren. Weiterhin berichtenhmeee Arbeitsgruppen von
uberraschend niedrigen Zahlen markierter Zellechli67 (siehe Tinnemaret
al., 1995; Yu et al, 1992), was Zweifel an der Reliabilitdt dieser Mete
aufwirft. Dazu kommt, dass der Nachweis von Ki6iirsampfindlich ist und von
einer perfekten Fixation des Gewebes abhangtefyal, 1992). Des Weiteren
stellt die Ki67-Markierung lediglich eine Momentaahme der Proliferation dar
(Kee et al, 2002; Taupin, 2007), wohingegen bei der in vivo Markierung mit
BrdU die Proliferation des kompletten Behandlungsaems (hier drei Tage)
erfasst wird und somit mogliche Proliferationsusttiiede eines spezifischen
Zeitpunktes relativiert werden. Bei den in diesardg® verwendeten Gehirnen
bestand zwar kein Hinweis auf eine mangelhafteelFixig des Gewebes, dies
kann allerdings im Einzelfall nicht ausgeschlosaenden. Auch mogliche nicht
markierte neugeborene Zellen auf Grund der von gawéahlten Ki67-
Antikorperkonzentration von 1:1000 kdnnen nichtgasehlossen werden. Auf
Grund dieser ungeklarten Fakten, den aus der Lutelbekannten Auffalligkeiten
bei der Markierung mittels Ki67 (siehe Tinnemaatsal, 1995; Yu et al, 1992)
und der positiven Korrelation der Ergebnisse deviwvo Markierung mit den
morphometrischen Ergebnissen und den Zelldichtgaeal der Stamm- und
Vorlauferzellen, gehen wir davon aus, dass die bifithder in vivo Markierung
durch BrdU eine hohere Verlasslichkeit aufweist.

In einer IHC-Studie zur Zelldifferenzierung anabrsen wir die Stamm- und
Vorlauferzellen vom Typ 1, 2a und 2b. Dabei lie€hseine signifikant erh6hte
Precursorzellzahl im GD der OE-Tiere nachweiseAlgb. 27). Diese gesteigerte
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Zahl der NSZ und frihen Vorlauferzellen setzte siehden weiterdifferenzierten
Neuronen des Typs 2b und 3 fort (s. Abb. 29). Vdinrtkken zudem nachweisen,
dass in der letzten Phase der adulten Neurogedese/Zellsurvival, ebenfalls
Veranderungen auftreten: So wird auch das Zellgahyositiv vom 5-HTa-
Heterorezeptor beeinflusst, wie signifikant erh@evivalzellzahlen im GD von
OE-Mausen gezeigt haben (21 Tage nach in vivo Mankig durch BrdU, s. Abb.
31). Dass der 5-HER Einfluss auf die Zelldifferenzierung und das Swad/in
der Germinationszone des HC nimmt ist bereits nasfgsen: So zeigten
Klempin und Kollegen (2010) nach der Gabe des sekrk5-HT,AR-Agonisten
8-OH-DPAT an Mause erhdhte Dichten der Typ 2b- 8ftEllen im GD, sowie
eine Abnahme der Zelldifferenzierung und des Zelisals der frihen Neurone
der SGZ unter chronischer 5-IhkR-Hemmung durch Antagonistengabe
(Klempin et al, 2010). Allerdings war auch hier bis heute nichtdeutig geklart,
ob diese Effekte durch den pra- oder postsynamisch-HT AR vermittelt
werden. Unsere Studie liefert einen eindeutigerwidia auf einen in erster Linie
postsynaptisch vermittelten Effekt.

Entlang der SGZ entstehen im Rahmen der adultemoyenese neue Zellen,
welche hauptsachlich zu Neuronen differenzierenn BEruchteil der
Precursorzellen, in der Literatur mit finf bis 20(B®erget al, 2000; Palmer et
al., 2000) angegeben, differenziert jedoch zu AstrzyiDa die Mdglichkeit
besteht, dass durch genetische Manipulation desosergen Systems nicht nur
die Neurogeneserate erhoht ist, sondern es elerdall einer gesteigerten
Neubildung von Astrozyten im GD kommt, sollte awdihser Aspekt abgeklart
werden. Da in unserem Model sowohl die NSZ undIPand 2a-Vorlauferzellen
erhoht sind, also die Zelllinien, bei denen nocimn&eneuronale Determination
vorliegt (siehe Klempiret al, 2013; Steiner et al, 2006), als auch in gleichem
Mal3e die Typ 2b- und 3-Vorlauferzellen, welche sicder neuronalen Linie
angehdren (siehe Klempet al, 2010; siehe Klempinet al, 2013), kann eine
stark erhohte Differenzierung von frihen Precursitem zu Astrozyten
ausgeschlossen werden. Die Zahl GABAerger Inteoreuim GD der OE-Mause
war ebenfalls unverandert, was eine verstarkteifralion von Interneuronen
ausschlie3t. Es muss sich demnach bei den vergtéokierierenden Zellen
hauptsachlich um Prinzipalzellen, d. h. um Kornerd/oder Pyramidenzellen,
handeln.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Hyipothese einer
proneurogenen Bedeutung des postsynaptischen ;gRHDestatigt werden
konnte. Unsere Studienergebnisse sind ebenfalldanithese einer Rolle des 5-
HT,a-Heterorezeptors bei der Pathophysiologie der B—Spwa vereinbar.
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Demnach kommt es durch eine reduzierte Bindung Iixehte des 5-Hia-
Heterorezeptors zu einer reduzierten hippocampliemrogenese, welche zur
Entwicklung einer Depression fuhren kann (s. Kag.Z). Da OE-Tiere einen
.-antidepressiven Phanotyp* und zugleich eine ggetée adulte Neurogenese
aufweisen, stellen sie ein ,Gegenmodell® zum an rBegion Erkrankten dar,
welcher eine neuronale Atrophie im HC aufweist{sid.ucasseret al, 2006;
Videbech und Ravnkilde, 2004). Hierdurch bestattieses Modell den
Zusammenhang von postsynaptischem 5ART adulter Neurogenese und
Depression. Durch diese Erkenntnisse konnte esebes Verstandnis der Effekte
des postsynaptischen 5-HAR geschaffen werden. Dieses Wissen kann nun dazu
beitragen, die Forschung an neuen antidepressiveerdikisimenten
voranzutreiben, die selektiv am postsynaptischéfilr'gsR ansetzen und durch
eine postsynaptisch-induzierte Steigerung der aduliNeurogenese ihre
antidepressive Wirkung entfalten (s. Kap. 2.2.3 ari2li2). Des Weiteren wird
durch die Bestétigung des proneurogenen Effekts-d¢F A-Heterorezeptors die
Hoffnung auf neue selektive 5-HR-Agonisten, die durch die Steigerung der
adulten Neurogenese zur Therapie von durch Unfddr dcrankheit zerstorte
Neuronenpopulationen eingesetzt werden konnenargegsiehe Lacivitaet al,
2012).

5.2.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede der aduitNeurogenese

Die Frau weist mit 10,2 % eine deutlich héhere Bléwvz flr eine Depression auf
(Robert Koch-Institut, 2013) und auch die Effektwibestimmter Antidepressiva
unterscheidet sich zum Teil immens zwischen Maroh ferau (siehe Keers und
Aitchison, 2010). Weiterhin besitzt die Frau erf@htichten des 5-HRR im
Cortex (Arangceet al, 1995; Jovanovic et al, 2008; Parseyet al, 2002). Aus der
Literatur ist ebenfalls bekannt, dass bei der wchleh Ratte der 5-H}-
Heterorezeptor im HC vermehrt exprimiert wird (Zgat al, 1999) und auch der
Vergleich von méannlichen und weiblichen WT-Kontnadlusen im Alter von 12 -
14 Lebenswochen zeigt eine erhdhte Expression agsymaptischen 5-HIR
beim weiblichen Tier (Gintheet al, 2011). Diese Studien belegen eine
speziesubergreifende geschlechtsspezifische Expnedss postsynaptischen 5-
HT1aR und rechtfertigen somit Tiermodelle am Nagervaitinderter 5-Hi\R-
Expression zur Erforschung geschlechtsspezifis@besonderheiten bei der
adulten Neurogenese und Depression.

Die Erkenntnisse beim Nager, zusammen mit den [m&an
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der &RFBindung beim Menschen

(Parsey et al, 2002), werfen die Frage nach geschlechtsspdzdisc
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Unterschieden bei der adulten Neurogenese unsansgenen OE-Mause auf (s.
Kap. 2.5.1, Frage 3). Maogliche geschlechtsspenéisdnterschiede der
hippocampalen Neurogenese bei den transgenen Tidk@mten im
Zusammenhang mit den nachgewiesenen Unterschiedéepressionsahnlichen
Verhalten (Forced Swim-Test) und der Wirkungseffetdt von SSRI zwischen
mannlichen und weiblichen OE-Tieren stehen (Gunghat, 2011). Die weitere
Aufklarung dieser Zusammenhange ist insbesonderaliti Forschung nach
neuen Pharmaka fir Frauen und Manner mit MDD vomscheidender
Bedeutung.

Wir konnten bei unserem Mausmodell eine Reihe deshtsspezifischer
Unterschiede feststellen: Ausschlie3lich weiblicl@E-Tiere wiesen eine
signifikant gesteigerte Proliferation und ein efa$hZellsurvival im GD auf, was
die lediglich bei der weiblichen Maus vergroReftetumina des GD erklart (s.
Abb. 19, 30 und 31). Weibliche Tiere mit einer Ubgression des
postsynaptischen 5-HAR besitzen somit eine gesteigerte hippocampale
Neurogenese.

Bei der Analyse der Stamm- und Vorlauferzellen®@Z jedoch war sowohl bei
mannlichen als auch bei weiblichen OE-Tieren eimangtative Erhdhung
festzustellen (s. Abb 27 und 29). Dies ist erstatinlda bei mannlichen OE-
Mausen weder eine vermehrte Proliferation nocheghohtes Zellsurvival zu
finden war. Dies bedeutet, dass nicht nur die wehibh OE-Mause eine
veranderte hippocampale Neurogenese aufwiesenesoadch die mannlichen
Tiere. Bei diesen konnte die Veranderung jedoclschief3lich wahrend der
Differenzierungsphase der neugeborenen Zellen eaabgen werden. Da sie
zwar keine signifikant erhdhte Zellproliferatioredpch eine erhohte Dichte
differenzierender zwei- bis vierwochiger Neuronewagsen, deuten unsere
Ergebnisse darauf hin, dass es im mannlichen OE-Zu@achst zu einem
erhdhten Zellsurvival der neuen Zellen kommt. Dneeranderten Survivalwerte
hingegen zeigen, dass diese erhdhte Zahl an Verkgllen wahrscheinlich
voribergehend auftritt und es zu keiner Integratidreser vermehrt
differenzierten Neurone kommt. Der postsynaptiséheT;aR konnte beim
mannlichen Tier demnach einen entscheidenden EBmfluauf die
Zelldifferenzierung bei der hippocampalen Neurogendaben. Da die zur
Analyse von Zellproliferation und -survival verwestdn mannlichen OE-Tiere
ein um 13 % (Proliferation) bzw. 14,5 % (Survivedduziertes Korpergewicht
aufwiesen (s. Tab. 8) ist allerdings auch denkib@ss eine erhdhte Proliferation
und ein gesteigertes Zellsurvival sowie eine VolowegrolRerung des GD durch
eine kleinere Gehirngrél3e maskiert wurde. Auch riessdie begrenzte Tierzahl
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von n = 6 bzw. n = 5 bei der Bestimmung der Zellfgmtion bei mannlichen
OE-Tieren bedacht werden, die zusammen mit der egro8treuung der
Einzelwerte (s. Kap. 4.5) dazu beitrug, dass kdmtistisch signifikanter
Unterschied festzustellen war. Zukinftige Studiert grofReren Tierzahlen
konnten klaren, ob die gesteigerte adulte Neuragenatsachlich nur im
weiblichen OE-Tier vorliegt. Dennoch ist zum heatgZeitpunkt festzustellen,
dass eine effektive Veranderung der NeurogenesenatéC durch eine erhohte
5-HTi1a-Heterorezeptordichte lediglich im weiblichen OEeiTvorliegt.

Unsere Ergebnisse machen deutlich, dass deriz-Haterorezeptor, unabhangig
vom Geschlecht des Tieres, eine bedeutende RalldiéliZelldifferenzierung
spielt. Dabei ist noch zu klaren, welche Faktorerfl&ss darauf nehmen, dass es
bei 5-HTAR-Aktivierung bzw. -Uberexpression entweder zu eikempletten
Erhéhung der Neurogeneserate, das heil3t einer &ngokion Proliferation,
Zelldifferenzierung und Zellsurvival im HC kommt,javes bei den weiblichen
OE-Mausen der Fall ist, oder lediglich zu einertiplrgesteigerten adulten
Neurogenese mit einer erhdhten Zelldifferenziervatgsbei gleichbleibender
Proliferation und unverandertem Zellsurvival, wie Isei méannlichen OE-Tieren
vorzuliegen scheint.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassidsellen Geschlechtern
durch eine Uberexpression des postsynaptischen;5RHZu einer veranderten
hippocampalen Neurogenese kommt, welche die progeune Rolle des 5-H1-
Heterorezeptors beweist. Diese Veranderungen firsilgm insbesondere beim
weiblichen OE-Tier wieder.

Eine naheliegende Ursache fir die gesteigerte bgppale Neurogenese der
weiblichen OE-Maus kann die unterschiedliche Exgimes des 5-H7a-
Heterorezeptors dieser Tiere sein: Mannliche undhebe OE-Tiere besitzen in
vielen Gehirnregionen eine vergleichbare Verteiludgr Uberexprimierten
Rezeptoren, jedoch weisen weibliche OE-Mause eaisétzliche Uberexpression
in der CA2-Region des HC, im parietalen Cortex umdHypothalamus auf
(Guntheret al, 2011). Insbesondere durch die erh6hte Rezeptassipn in der
CA2-Region, welche ein Projektionsgebiet des Gtdt, konnte, durch von
dort ausgehende Projektionsbahnen zum GD, dieeaagltirogenese beeinflusst
werden, was bereits bei der CA3-Region nachgewieseden konnte (Liet al,
2011).

Ein Grund flir geschlechtsspezifische Veranderurdgmadulten Neurogenese
sowie der Rezeptorexpression konnte der Sexualzylduweiblichen Tiere sein.
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Expresdi@s 5-HTAR je nach
Zyklusphase um bis zu 20 % variieren kann (Fluggal, 1999; Uphouse et al,

110



Diskussion

1991). Dies ist nicht tiberraschend, da im HC ausind@enrezeptoren exprimiert
werden (Weiseet al, 2008), welche direkt Einfluss auf die Expressuan 5-
HT:aR im HC nehmen konnten (Gunthet al, 2011). Eine schwankende 5-
HT,aR-Dichte im HC konnte zu veranderten Neurogeneseraind somit
veranderten Volumina des GD beitragen.

Beim Menschen gilt eine schwankende, absinkendeaadbleibende Produktion
der Hormone Ostrogen und Progesteron, wie sie iner @varektomie, der
Menopause, pramenstruell oder post partum aufeiienfalls als potentieller
Ausléser einer Depression (Hesse und Hantel-Quitim2@06). Die hormonelle
Situation bei der Frau nimmt demnach Einfluss aaifshtwicklung und/oder den
Verlauf einer depressiven Erkrankung. Es ist zudaemron auszugehen, dass die
weibliche Sexualphase, moglicherweise durch einembpell regulierte
Expression des 5-HX-Heterorezeptors, nicht nur eine bedeutende Rellelér
depressiven Symptomatik, sondern auch bei dereadieurogenese spielt.
Unsere Tiere wurden weder kastriert noch synchiemjso dass keine Aussage
uber die hormonelle Situation der weiblichen Vehstiere zum Zeitpunkt der
Probengewinnung mdglich ist. Die weibliche Mausdwnim Alter von 28 - 35
Tagen geschlechtsreif. Unsere Mause waren zum &esgaitpunkt zwischen
neun und 13 Wochen alt. Da ihr Zyklus somit ershige Wochen vor dem
Versuch einsetzte und es sich um genetisch engavelte Tiere handelte, kbnnte
durchaus ein nahezu synchroner Zyklus bei den bt Tieren vorliegen. Dies
wuirde auch die zum Teil sehr geringen AbweichundenEinzelwerte bei den
weiblichen Tieren erklaren.

Geschlechtsspezifische Unterschiede der adultenrogeoese und der
Pathophysiologie der Depression sind auch beim btesrs nicht zwangslaufig
der hormonellen Situation der Frau zuzuordnen. Biegkere Hypothese besagt,
dass Unterschiede der 5-HT-Syntheserate zwischemn Miad Frau zu einer
erhohten Pravalenz der Depression und verandertesprAchen auf bestimmte
Antidepressiva bei der Frau fuhren. Dabei variiedi® Angaben zur 5-HT-
Synthese in der Literatur stark, wobei zumeist esta@rk reduzierte 5-HT-
Synthese bei der Frau nachgewiesen wurde (Nishizhah 1997; Sakai et al,
2006). Geht man von der Monoaminmangel-HypotheseDapression aus (s.
Kap. 2.2.2), liegt hier mdglicherweise die Ursatinedie erhohte Pravalenz der
Depression bei der Frau. Eine reduzierte 5-HT-S3g#him weiblichen
Organismus konnte zu einer kompensatorisch vetstérkxpression des 5-
HT:aR im HC und Cortex fihren und so die geschlechizBpehen 5-HTa R-
Dichten des HC und Cortex erklaren.
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Unsere Ergebnisse eines geschlechtsspezifischemeynagenen Effekts
zusammen mit der geschlechtsspezifischen WirkpotemzSSRI bei der OE-
Maus (Guntheret al, 2011) zeigen die Wichtigkeit einer nach Geschisch
getrennten Betrachtung der adulten Neurogenesaelenéathophysiologie der
Depression und nahren die Hoffnung, mit geschlechyspasster Therapie in
Zukunft Menschen mit einer Depression schneller ursffektiver
pharmakologisch behandeln zu kénnen.

5.3 Schlussbetrachtung und Ausblick

Nach der Diskussion der Ergebnisse ist zusammafddestzustellen, dass der
postsynaptische 5-HIR eine zentrale Rolle in der Regulation der
hippocampalen Neurogenese einnimmt. Seine Uberssipre fihrt im
Tiermodell zu vergré3erten Volumina der GD. Diesduxhenvergrof3erung lasst
sich durch eine erhohte Proliferation, Differenaiegg und ein gesteigertes
Survival der neuen Neurone der SGZ des GD erklddess bestatigt die zuvor
aufgestellte Hypothese einer proneurogenen Funktides 5-HTa-
Heterorezeptors.

Des Weiteren wird die Hypothese einer Involvierudgs 5-HTAR in die
Pathophysiologie der Depression durch unsere Stedjebnisse gestarkt. So soll
es durch eine reduzierte 5-HAR-Bindung bzw. -dichte zu einer reduzierten
hippocampalen Neurogenese kommen, welche zur Brdtuig einer Depression
fuhren kann (s. Kap. 2.2.2). OE-Tiere weisen eij@midepressiven Phanotyp*
und zugleich eine gesteigerte adulte NeurogeneteSa stellen somit ein
.Gegenmodell“ zum an Depression Erkrankten mit apaler Atrophie im HC
(siehe Lucasseet al, 2006; Videbech und Ravnkilde, 2004) dar.

In Folgestudien an der OE-Maus soll gezeigt werdam, die gesteigerte
hippocampale Neurogenese der OE-Tiere bei gezihtwrierung des 5-HTAR
durch Agonistengabe (8-OH-DPAT) bzw. durch kormped Aktivitat (freiwilliges
Laufen im Laufrad) weiter gesteigert werden kannd umie sich diese
Rezeptoraktivierung auf das Verhalten der Tieravads Da bei der OE-Maus
Kompensationsmechanismen nicht ausgeschlossen nvekdsnen, sind
vorangegangene \erhaltensstudien an unbehandeltéaMddsen nur
eingeschréankt aussagefahig. Die geplanten Studiandn, durch 8-OH-DPAT-
Gabe zur Aktivierung der 5-HIR, den direkten Zusammenhang zum
depressionsahnlichen Verhalten offenlegen und tirelddazu beitragen, den
Kreis zwischen der Bedeutung von postsynaptischeHT&R, adulter
Neurogenese und depressiver Symptomatik zu schliel3e
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Weitere Untersuchungen sollten die exakte zelluldrekalisation der
Uberexprimierten postsynaptischen Rezeptoren irMaksen abklaren. Dies ist
von besonderer Bedeutung, da die Konsequenzenkdietehung des 5-HIAR
abhéngig von der Population der exprimierenderededind. So handelt es sich
bei Kdrner- und Pyramidenzellen um Projektionsnearalie Informationen an
andere Gehirnareale weiterleiten, Interneurone hamndie Aktivitat
benachbarter Neurone einer Region. Fiur Gliazeberdie Bedeutung bei der
adulten Neurogenese bis heute nicht vollstandidgagelsie scheinen aber durch
die Sekretion von neurotrophen Faktoren sekundmi¢gation, -proliferation
und -survival zu férdern und die Differenzierungn\SZ zu Neuronen innerhalb
der neurogenen Nische des HC zu induzieren ([2ihgl, 2009; Horner und
Palmer, 2003; Song et al, 2002). Eine genaue IHC-Analyse der zellularen
Lokalisation der postsynaptischen 5-HR im HC von OE- und WT-Maus
konnte hier Licht ins Dunkel bringen. Solche Untefsungen koénnten dazu
beitragen, die Rolle der unterschiedlichen Zellgaponen mit postsynaptischer
5-HT1aR-Expression beim Angstverhalten und der Depresdiesser zu
verstehen (Albert et al., 2014).

Weitere IHC-Studien zur Verteilung anderer 5-HTR HMC der OE-Maus,
insbesondere des 5-btR, welcher als Gegenspieler des 5:kR gilt und bei
Aktivierung zu einer Reduktion der hippocampalemuidgenese fuhrt (Klempin
et al, 2010), konnten wichtige Informationen zur Intdrak der
Rezeptorsubtypen bei der adulten Neurogeneseriefer

Eine Studien zur Wirksamkeit von F15599, einem 5ARFAgonisten mit
uberwiegend postsynaptischer Wirkung, zeigt dengliantidepressive Effekte
durch die verstarkte Aktivierung von 5-ihFHeterorezeptoren des Frontalcortex
bei der Ratte (Assiet al, 2010). Ergénzend sollte im Tiermodell geklart ehear,
ob durch eine gezielte pharmakologische Aktivieraleg postsynaptischen 5-
HT.aR bei gleichzeitiger Hemmung der prasynaptischéiilrs:R in der Raphe
und der damit verbundenen postsynaptisch-indunegesteigerten adulten
Neurogenese sekundare Effekte auf die Psyche lervegrden kdnnen. Lasst sich
dies bestatigen, ist der Weg offen flr neue, sjgehére Antidepressiva, die durch
eine in erster Linie postsynaptische Wirkung amBAR das serotonerge System
manipulieren.

Insbesondere auf Grund der in diesem Tiermodell tgéssellten
geschlechtsspezifischen Unterschiede konnte durehFdrschung an neuen
selektiven 5-HTAR-Agonisten in Zukunft eine neue Mdglichkeit zur
personalisierten Pharmakotherapie der Depressidmnden werden, welche
insbesondere bei der Frau eine verbesserte Belmander depressiven Stérung
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ermdoglicht. Zudem kdnnten selektive Agonisten destgynaptischen 5-HIR,
welche eine proneurogene Wirkung entfalten, inshaésiee im Hinblick auf eine
stetig alternde Gesellschaft mit steigender Pr&éwvaleeurodegenerativer
Erkrankungen, ein neues vielversprechendes Forgsfeld darstellen.
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6 Zusammenfassung

Die Zahl der an einer Depression erkrankten Mensesheigt von Jahr zu Jahr an
und es wird prognostiziert, dass die Depressiodahr 2030, neben HIV/AIDS
und Herzkreislauferkrankungen, die Krankheit mit r dehdchsten
Lebenszeitbelastung darstellen wird (Mathers undchg 2006). Dabei ist ihre
Pathophysiologie bis heute nicht eindeutig gekldgurotransmitterimbalancen
in Folge eines gestdrten serotonergen Systemageli®ch eine zentrale Rolle
bei der Entstehung der Depression einnehmen.

In der Depressionsforschung ist in den letzteneraldre adulte Neurogenese in
den Fokus des Interesses geriickt. Mehrere Studigarzeinen Zusammenhang
zwischen veranderter hippocampaler Neurogeneseioaddepressiven Storung.
Zudem fallen bei Menschen mit einer Depression tionklle und
morphologische Veranderungen auf, die moéglichemveisrch eine reduzierte
hippocampale Neurogenese zu erklaren sind (siehg&enann, 2006).

Der Serotonim-Rezeptor, ein Subtyp der Familie der Serotonirpexen, wird
prasynaptisch als Autorezeptor auf serotonergerrdven in den Raphekernen
und postsynaptisch als Heterorezeptor in den Projegebieten serotonerger
Neurone exprimiert. Veranderte Dichten und Bindlagszitaten des
postsynaptischen SerotopiFRezeptors bei Depressiven deuten auf einen
pathophysiologischen Zusammenhang zwischen dereEsion des Serotonja
Heterorezeptors und der Depression hin.

In der vorliegenden Arbeit wurde an einem transgel@usmodell mit einer
Uberexpression des postsynaptischen Serotefezeptors untersucht, welche
Auswirkungen die Uberexpression auf die adulte Ngenese und Gliogenese
hat. Da bei Frauen eine deutlich hdhere Pravaléneihe Depression vorliegt
und zudem geschlechtsspezifische Unterschiede in Egression des
Serotonina-Rezeptors bekannt sind, wurden die Untersuchuagéieren beider
Geschlechter durchgefuhrt.

Die Analyse von morphometrischen Unterschieden @wes transgenen und
Wildtyp-Tieren, welche mit Hilfe von immunhistoche&sohen Untersuchungen
und morphologischer Auswertung mittels Licht- unddreszenzmikroskopie an
jungadulten Mausen durchgefuhrt wurden, zeigtendesi Mausen mit einer
Uberexpression des postsynaptischen Seroiefazeptors vergroRerte Gyri
dentati. Des Weiteren konnte durch die in vivo Markng mit BrdU eine erh6hte
Proliferation und ein erhohtes Zellsurvival im Ggrdentatus von Mausen mit
postsynaptischer SerotonirRezeptortiberexpression detektiert werden. Weitere

immunhistochemische Farbungen zeigten zudem einbdher Zahl
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Zusammenfassung

differenzierender Vorlauferzellen entlang der Sabgftarzone dieser Tiere. Die
transgene Maus mit postsynaptischer SerotariRezeptortiberexpression in
Hippocampus und Cortex weist demnach eine gesteigdulte Neurogenese auf,
wobei die Veranderungen verstarkt beim weiblicher Zu finden waren. Dies
Ist moglicherweise auf die beim weiblichen transgeier erhohte Serotonja
Rezeptordichte im Gyrus dentatus und Cortex zutiftkeen. Der Serotonjg-
Heterorezeptor hat demnach eine zentrale Bedeubtengler Regulation der
hippocampalen Neurogenese im Hippocampus und Ui dacht nur einen
proneurogenen Effekt auf die Stammzellen des Gyerstatus aus, sondern
fordert zudem die Differenzierung und das Zellsum/der neuen Zellen.

Da sich die Granularzellschicht des Bulbus olfaa®ound der Préafrontalcortex
der Mause mit postsynaptischer SerotpriRezeptoriberexpression
morphologisch unverandert darstellten, lieferte wlatersuchte Tiermodell keine
Hinweise auf einen bedeutenden Einfluss des paspégchen Serotonig-
Rezeptors auf die adulte Neurogenese der Subvelairdone und auf die adulte
Gliogenese im Cortex.

Zukunftige Studien mussen klaren, ob durch seleléigonisten des SerotonjA
Rezeptors mit tUberwiegend postsynaptischer Wirkangh beim Menschen eine
Steigerung der adulten Neurogenese erreicht wekden. Dies kdnnte die Tur
fur neue antidepressive Medikamente 0offnen, dieclduweine Steigerung der
adulten Neurogenese ihre antidepressive Wirkundalegit. Zudem koénnten
selektive proneurogene SerotonptiRezeptoragonisten Uber ein enormes
Potential zur Therapie neurodegenerativer Erkrag&nrverfligen.
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Summary

7 Effects of postsynaptic serotonitn receptors on adult
neurogenesis

The number of people suffering from depressiomesgasing every year. By the
year 2030 depression is predicted to represemlisiease with the highest lifetime
prevalence, together with HIV/AIDS and cardiovaacudiseases (Mathers and
Loncar, 2006). Its pathophysiology is still unclesfowever, imbalances of
neurotransmitters caused by a disturbed serotangygiem could play a central
role in the development of depressive disorders.

Recently, adult neurogenesis has become a focugavést in the research on
depression. Several studies demonstrate a coomeléietween alterations in
hippocampal neurogenesis and depression. Furthermpeople with depression
show functional and morphological alterations whitlay be explained by
reduced hippocampal neurogenesis (reviewed in Kemga, 2006).

The serotonig, receptor, a subtype of the serotonin receptorljamiexpressed
presynaptically as an autoreceptor on serotonergirons in the raphe and
postsynaptically as a heteroreceptor in the prigecareas of serotonergic
neurons. Variations in density and binding capauityerotonin, heteroreceptors
in depressive patients point towards a pathophygichl link between the
expression of postsynaptic serotqnireceptors and depression.

In this study we analysed the effects of postsynagtrotonin, receptors on adult
neurogenesis and gliogenesis in a transgenic mowskel with a permanent
overexpression of postsynaptic serotgrimeceptors. Since women have a
significantly higher prevalence of depression indiadn with proven sex
differences in the expression of serotanireceptors, the study was carried out in
mice of both genders.

For morphometric analysis of differences betweandgenic and wild type mice
immunohistochemistry with markers for differentlagpes followed by light and
fluorescence microscopy was performed on youngtadigde. Volumes of the
dentate gyrus of mice overexpressing the serotpnateptor were significantly
increased. Furthermore, the in vivo labeling wittdB revealed an increase in
proliferation and survival of new born cells in thggpocampus of transgenic
mice. Additional analyses detected a significamttyeased number of progenitor
cells along the subgranular zone of mice with arerexpression of the
postsynaptic serotonin receptor. Hence the transgenic mice with an
overexpression of postsynaptic seroteimeceptors show increased adult
hippocampal neurogenesis, notably the female sulpgiichis might be explained
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by increased serotoninreceptor densities in the dentate gyrus and carfex
female transgenic mice. Therefore the serotariieteroreceptor seems to play a
central role in the regulation of hippocampal ngaresis and exerts not only a
proneurogenic effect on stem cells of the dentateisgy but also promotes
differentiation and survival of new born cells.

Since the granular cell layer of the olfactory batbwell as the prefrontal cortex
of mice overexpressing the postsynaptic seroti@nimeceptor seemed
morphologically unaltered, the examined mouse mdutkhot reveal an eminent
influence of the postsynaptic serotopimeceptor on adult neurogenesis in the
subventricular zone and on adult gliogenesis irptieérontal cortex.

Future studies need to clarify whether adult neenegis in humans can be
increased by selective agonists of serotgnireceptors with predominantly
postsynaptic effects. This could open the doorrew antidepressant drugs,
which develop their antidepressant effect by insirep adult neurogenesis.
Furthermore, selective proneurogenic agonistsrotseina receptors may have
an enormous potential for the treatment of neurederative diseases.
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Tabellarischer Anhang

Anhang

Chemikalien, Loésungen, Antikorper, Seren und Gerate

Chemikalien

Bezeichnung
Ammonium-Nickelsulfat Hexahydrat
Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)

BrdU (5-Brom-2"Deoxyuridin, Broxuridin)

Chrom-Kaliumsulfat

Cytochrom c (Equine Heart)

DAB (3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)

Gelatine

Glycerin 86 %
Glucose, wasserfrei
MgCI(H20)s

Narkodorn? (Pentobarbital 182,3 mg/ml)

NaCl

NaHPQO,

NaHPO,
Natriumdihydrogencitrat

NaOH 10M

PAP-Pen (Fettstift)
Paraformaldehyd

Roti-Histokitt® (Eindeckmedium)
Salzsaure 32 %

Sucrose 99,5 %
Streptavidin/HRP
Terpineol/Xylolersatzmedium (XEM)

Vil

Hersteller
Sigma Aldrichjikthen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Minche
Abcam, Clmdge
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Minghe
SigA&rich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
CP-Pharma, Burgdorf
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Minchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Cedarlane, Burlington
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Dako, Hamburg
Carl Roth, Ksnlihe



Anhang

Tissue-te€ (Einbettmedium) Sakura Finetek, Torrance
TRIS Carl Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Trizma-Base Sigma Aldrich, Minchen

Vectashield HardSet Mounting Mediim Vector Laboratories, Burlingame

Vectastain ABC-Kit Vector Laboratories, Burlingame
Wasserstoffperoxid 30 % ¢B,) Carl Roth, Karlsruhe

LOosungen

Bezeichnung Herstellung

Blocking-L6sung 4,5 ml Carrier-Losung

0,5 ml Esel- bzw. Ziegenserum
100 mg BSA

Boratpuffer 0,1 M 0,679 Borsaure
100 ml Aqua dest.
mit NaOH auf pH 8,5 einstellen

BrdU-L6sung (10mg BrdU/ml) 30 mg BrdU
3 ml 0,9 % NacCl

30 Minuten rihren bei 37 °C, Losung filtrieren

Carrier-L6sung 1 ml Esel- bzw. Ziegenserum
1 g Bovines Serumalbumin (BSA)
1,5 ml 20 % Triton X-100
100 ml TBS

Cytochrom-Losung 2,4 mg Cytochromoxidase ¢

0,3 g Sucrose
IX



Anhang

4,5 mg DAB
6 ml0,1MPQ

DAB 1 % 10 Tabletten DAB (10 mg/Tablette)
12 pl O,
10 ml TBS
Lagerung bei -20 °C

DAB-LOsung 12,5 mg DAB
40 ml TBS
10 pl HO;,, Losung filtrieren

DAB-Nickel-Losung 312,5 ul DAB 1 %
0,27 g Ammonium-Nickelsulfat Hexahydrat
10 ml TBS, L6sung filtrieren
2,5 ul HO, zugeben

Gelatine-Losung 3,5 g Gelatine
0,35 g Chrom-Kaliumsulfat
ad 500 ml Aqua dest.
auf 60 °C erhitzen, L6sung filtrieren
bei 4 - 8 °C lagern

Glucose-L6sung 30 % 30 g Glucose
ad 100 ml 0,1 M PBS

H.02 0,6 % 2 ml HO, 30 %
100 ml TBS



Anhang

Kryoprotektionsmedium 42,8 g Sucrose
0,7 g MgCI(HO)s
2,25 g NaCl
250 ml 0,1 M PQ
ad 500 ml mit Glycerin 86 %
bei 4 - 8 °C lagern

Paraformaldehyd 4 % (PFA) 40 g Paraformaldehyd
500 ml Aqua dest.
auf 60 °C erhitzen
einige Tropfen NaOH, Losung filtrieren
500 ml 0,2 M PQ@zufligen

Phosphatgepufferte Saline (PBS) 9 g NaCl
100 ml 0,1 M PQ
ad 1 L Aqua dest.

Phosphatpuffer (P0,1 M 22,8 g NgHPO,
4,99 g NaHPQO,
ad 2 L Aqua dest.
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Phosphatpuffer (P0,2 M 45,6 g NeHPO,
9,98 g NaHPQ,
ad 2 L Aqua dest.
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Salzsaure 2 N 22.81 ml Salzsaure 32 %

77,22 ml Aqua dest.
XI
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TBS+ 3 ml Eselserum
1 ml 10 % Triton X-100
96 ml TBS

TRIS-gepufferte Saline (TBS) 9 g NaCl
13,22 g TRIS
1,94 g Trizma-Base
ad 1 L Aqua dest.
mit Salzsaure auf pH 7,6 einstellen

Triton X-100 10 % 20 ml TritonX-100
180 ml Aqua dest.

Sekundarantikdrper und Seren

AntikOrper/Seren Klonalitat Hersteller

Esel anti-Kaninchen Cy3 polyklonal MercKkiMore, Darmstadt
Esel anti-Maus Cy5 polyklonal Dianova, Hamgpu

Esel anti-Ratte A488 polyklonal Abcam, Caiude

Esel anti-Ratte (Biotin) polyklonal AbregvTaipei City

Esel anti-Ziege A488 polyklonal Dianova, Hang

Esel anti-Ziege Cy3 polyklonal Merck Millipore gibmstadt
Ziege anti-Kaninchen (Biotin) polyklonal Dako, Haomg

Ziege anti-Maus (Biotin) polyklonal Dako, Hamgur
Kaninchen anti-Ziege (Biotin) polyklonal Dako, Haomg

Eselserum Biozol, Eching
Ziegenserum Dako, Hamburg

Xl



Anhang

Gerate

Bezeichnung

Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9600
High-definition color camera head DS-F?lc
Inkubationsschiittler Typ VX®2

Inkubator 1000 mit Schiittler Duomax 1630
Lichtmikroskop Axioskop HBO 50/A€
Magnetrihrer RET basic

Microtiterplatten CytoOne 24-well-Plate
Microtiterplatten CytoOne 48-well-Plate
Objekttrager

Objekttrager SuperFrost Ultra Pfus
PC-use control unit DS-U3
Schlauchpumpe mit variabler Drehzahl
Schlittenmikrotom Microm HM 400 R
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Keyence, Neu-lsenburg
Nikon, Dusseldorf
Janke + Kunkel, Staufen
Heidolph, Schwabach
Carl Zeiss, Oberkochen
IKA Labortechnik, Staufen
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Starlalarburg
Carl Roth, Karlsruhe
Menzel, Braunschweig
Nikon, Dusseldorf
Fisher SdienSchwerte

Microm, Walldorf
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