Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Schizophrenien

Schizophrenien sind eine Gruppe von psychischemakkkingen, die zu den nichtorganischen
Psychosen gezéhlt werden und durch ein Nebeneinavmole gesunden und veranderten
Erlebniswelten gekennzeichnet sind. Sie gehéredezuschwersten psychischen Erkrankungen
und treten ohne grol3e regionale Unterschiede mérd?ravalenz von 1,4 - 4,0 Erkrankten pro
1000 Einwohner auf. Die Symptomatik kann in prodwktbzw. positive Symptome und in
Minus- bzw. negative Symptome unterteilt werden dabei verschiedene zerebrale Funktionen
wie Denken, Wahrnehmung, Antrieb, Sprache oder khiffgat betreffen. Zu den positiven
Symptomen zéhlen beispielsweise Halluzinationdémsionare Verkennung, Wahnvorstellungen
und Denkzerfahrenheit. Als Beispiele fur negativgmBtome seien hier Mutismus,
Antriebsarmut, Autismus und Gedankenentzug genar8thon wéahrend der frihen
Krankheitsstadien kommt es zu Aufmerksamkeits- @etlachtnisdefiziten. Anhand der im
Vordergrund stehenden Symptome kénnen verschie8abg/pen der Schizophrenien definiert

werden.

1.1.1 Entwicklungsstérungen als Ursachen der Schipbrenien

Die Atiologie der Schizophrenien ist nicht vollstiig geklart, wohl aber gibt es Erkenntnisse
Uber Teilfaktoren. Aus Familienuntersuchungen, Emgsforschung und Adoptionsstudien kann
gefolgert werden, dass Schizophrenien sehr wahrdidie einen komplexen heterogenen
genetischen Hintergrund mit verschiedenen anféli@enen haben (Middleton et al. 2002; Shih
et al. 2004; Owen 2005; Weinberger 2005), der irbWelung mit biographischen Faktoren und
anderen epigenetischen Prozessen zur Manifestaten Krankheit fihrt (Arnold 1999;

McDonald und Murray 2000; Petronis 2004; Harrisod Weinberger 2005). Die Beobachtung,
dass Patienten meist im jungen Erwachsenenaltaséti auffallig werden, lasst vermuten, dass
eine Entwicklungsstérung als Ursache vorliegt (Wenger 1987; Arnold 1999; Lewis und

Levitt 2002; Rehn und Rees 2005). Bisher konntemosb morphologische als auch molekulare

Aberrationen im zentralen Nervensystem (ZNS) naeiegen werden.
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1.1.2 Neurotransmission bei Schizophrenien

Wahrend der Entwicklung des ZNS koénnen in versamned Neurotransmittersystemen
pathologische Veranderungen auftreten. Eine gesttispaminerge Transmission, die zu einer
reduzierten Aktivitat im prafrontalen Kortex fihwjrd fir viele der hemmenden Defizite bei
Schizophreniekranken verantwortlich gemacht (Egad Weinberger 1997; Weinberger et al.
2001; Bergson et al. 2003). Dies wird vor allem B@mobachtungen gestiitzt, die zeigen, dass die
antipsychotischen Wirkungen verschiedener Neurildeptauf einer Beeinflussung des
dopaminergen Systems beruhen (Weinberger und Lip388).

Daneben erbringen neuropathologische Studien zumethrilinweise, dass Dysfunktionen der
glutamatergen und GABAergen (,gamma-aminobutyriic‘ac/-Aminobuttersaure; siehe 1.2.2)
Neurotransmission ebenfalls an der PathophysioldgieSchizophrenien beteiligt sein konnten.
GABAerge Interneurone haben weitreichende inhildtdre Projektionen, werden selbst
GABAerg, glutamaterg, serotonerg und cholinerg mmet und stellen eine grundlegende
Komponente der kortikalen Entwicklung und Verneguar (Keverne 1999). So wurde eine
verminderte Expression von GABA-Rezeptoren und i&ddlenzymen der GABA-Synthese im
prafrontalen Kortex, im Cerebellum und im Hippokampvon Schizophreniekranken als
moglicher Ausdruck einer Entwicklungsstorung naetigeen (Akbarian et al. 1995;
Todtenkopf und Benes 1998; Volk et al. 2000; Rega@t al. 2002; Fatemi et al. 2005).

Die Hypothese von einer gestorten glutamatergenrdti@unsmission entwickelte sich aus
Erfahrungen mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezepantagonisten (siehe 1.3,1wie
Phencyclidin (PCP, ,angel dust®), MK-801 und Ketamdie beim Menschen akute Psychosen
auslosen konnen. Zusatzlich konnten in Gehirnen Sehizophreniekrankemost mortem
verminderte Mengen von Glutamat und assoziiertemwrdteansmissionsmarkern detektiert
werden (Eastwood und Harrison 2005).

Tierexperimentell bietet die Applikation von NMDAeReptorantagonisten gegenwartig ein sehr
gutes Modell zur Erforschung schizophrenieformeycRgsen (Farber et al. 1995; Olney und
Farber 1995; Moghaddam und Jackson 2003; Morra. &005). So zeigten Ratten, denen MK-
801 appliziert wurde, einerseits eine erhdhte nxtbe Aktivitat und andererseits soziale
Ruckzugstendenzen, was einer kombinierten positiveth negativen Symptomatik entsprach
(Rung et al. 2005). Bei Mausen mit einer reduziemédMDA-Rezeptor-Expression wurden
Verhaltensweisen, die Schlisselaspekte der Schign@symptomatik simulierten, beobachtet
(Mohn et al. 1999). Eine neonatale strukturelle &lojpung des ventralen Hippokampus
verstarkte diese Effekte mit zunehmendem AlterAAlin et al. 2001).
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Ein weiteres Tiermodell fur Schizophrenien unteistit die Bedeutung des Hippokampus und
die These einer Entwicklungsstorung. Durch eine zkeitige Storung der ventralen
hippokampalen Funktionen in einer vulnerablen Ecitiingsphase gelang es, ohne anatomisch
sichtbare Lasionen zu setzen, Defizite des Arbedtaghtnisses und Verhaltensweisen wie einen
erhohten Bewegungsdrang auszulosen (Lipska et98l5;1Lipska et al. 2002; Lipska und
Weinberger 2002).

Da der Hippokampus fur Lern- und Gedachtnisfunigioreine zentrale Hirnstruktur darstellt
(Milner und Penfield 1955), diese Funktionen benidaphrenien gestort sind und Lasionen des
Hippokampus zu schizophrenieformen Symptomen fijhserd pathologische Veréanderungen
hippokampaler Neurone von besonderem Interesseké@rkeand Konradi 2002).

1.2 Der Hippokampus

Die Hippokampusformation ist ein stammesgeschidhtilter Teil der GroRhirnrinde, bestehend
aus Ammonshorn und Gyrus dentatus. Sie befindbtasi€ der medialen Seite jeder Hemisphare
und ist funktionell ein wichtiges Integrationsgabisowohl fur die Gedachtniskonsolidierung,
als auch fir Lernmechanismen, die Motivation und#onale Reaktionen. Afferente Signale
treffen vor allem aus sensorischen Kortexgebietemwd wem limbischen System im
vorgeschalteten entorhinalen Kortex ein und gelangm dort durch den Tractus perforans in
die Hippokampusformation, wo sie in einem Netzwauk Haupt- und Interneuronen verarbeitet
und an nachgeschaltete Hirnareale, wie zum Beigpéasl limbische System, weitergeleitet
werden (siehe 1.2.1 und Abbildung 1).

In einer hippokampalen Neuronenkultur, wie sie iesdr Arbeit Anwendung findet, liegen die
Zellen dissoziiert, das heil3t ohne ihre naturligteenetzung, vor. Dennoch sind alle neuronalen
Zelltypen mit ihren spezifischen Eigenschaften aomdhen und haben wéahrend der Kultivierung
neue synaptische Verbindungen gebildet. Es gibtMesentlichen exzitatorische Hauptneurone

und inhibitorische Interneurone.

1.2.1 Hippokampale Hauptneurone und der trisynaptishe Schaltkreis

Die Hauptneurone der Hippokampusformation bildemeei trisynaptischen Schaltkreis. Die
Mehrheit der Afferenzen aus dem entorhinalen Kottédk als Tractus perforans im Stratum
moleculare des Gyrus dentatus ein, wo sie mit dewpkheuronen die erste synaptische
Schaltstelle bilden. Zu diesen Hauptneuronen zaklienKornerzellen, deren dichtgepackte



Einleitung

Somata das Stratum granulosum bilden, und die mHirisregion liegenden Mooszellen
(Amaral 1978; Claiborne et al. 1990). Die Axone d&@rnerzellen hei3en Moosfasern und
ziehen, abgesehen von einigen lokalen Kollateralench den Hilus ins Stratum lucidum der
CA3-Region. Die charakteristischen, sehr groRepassant-Synapsen, die sogenannten Moos-
Terminalen, bilden mit den proximalen Dendriten @gramidenzellen die zweite synaptische
Verschaltung. Die Axone der Mooszellen innerviengsi- (assoziativ) und kontralateral
(kommissural) die Kornerzellen (Scharfman 1995; uoaster et al. 1996).

E
A

SB, EC, LA

Gyrus dentatus

E...Ependym SLM...Stratum lacunosum moleculare BC...Korbzelle GC...Kdrnerzelle

A...Alveus HEF...hippocampale Fissur mit Blutgefiifien LM...LM-Interneuron PC...Pyramidenzelle

SO...Stratum oriens SM...Stratum moleculare O-LM...O-LM-Zelle SK...Schaffer-Kollateralen

SP...Stratum pyramidale SG...Stratum granulosum CC...Chandelier-Zelle KF...Kommissuralfasern

SL...Stratum lucidum HI...Hilus MOPP..MOPP-Zelle EC...Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex

SR...Stratum radiatum 3L-IN...trilaminares Interneuron MF...Moosfasern mit Moos-Terminalen
HIPP...HIPP-Zelle SB, EC, LA...Efferenzen zu Subiculum, entorhinalem
MC...Mooszelle Cortex und anderen limbischen Arealen

Abbildung 1: Die Hippokampusformation. Koronarschnitt durch die Hippokampusformation. Albitget ist das
Ammonshorn (Cornu ammonis, violett und gelb) und @grus dentatus (blau). Das Schema bildet Haupbmeu
und Interneurone mit ihren Innervationsgebieten Rie. gezeigten Zellschichten, Hauptzellen, Internaa und
Projektionsgebiete sind in der Legende aufgefihd werden im Text besprochen. (modifiziert nactKdcza,

Veterinar-Anatomisches Institut Leipzig)

Die Pyramidenzellen, die das Stratum pyramidaledeni] sind die Hauptneurone des
Ammonshorns (Cornu ammonis, CA), das in eine Gyergatus-nahe CA3-Region und in eine
ferne CA1l-Region unterteilt ist. Die Dendriten lgifdapikal die Strata lucidum, radiatum und

lacunosum moleculare und basal das Stratum oriadsden Alveus. Neben den Moosfaser-
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Projektionen im Stratum lucidum enden assoziative kommissurale Kollateralen von anderen
CA3-Pyramidenzellen in den Strata oriens und radiat

Die Axone der CA3-Pyramidenzellen ziehen, abgeselmenassoziativen und kommissuralen
Kollateralen zu anderen CA3-Pyramidenzellen (Swaretoal. 1980), als sogenannte Schaffer-
Kollateralen in die ipsi- und kontralaterale CAlgien. Dort bilden sie im Stratum radiatum mit

den Dendriten der CA1-Pyramidenzellen die drittegpge.

Das im hippokampalen Schaltkreis letzte Axon emsgprden CAl-Pyramidenzellen und zieht

im Alveus zum Subiculum und zum entorhinalen Kortaker auch zu anderen limbischen,
subkortikalen und kortikalen Arealen (van Groen Uigss 1990).

1.2.2 Gliederung und Funktionen hippokampaler Inteneurone

Alle Interneurone zeichnen sich durch die Synthesel Freisetzung des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA aus (Krnjevic und Schwar@67). Sie kdnnen in Abhangigkeit von
den Innervationspunkten ihrer Axone funktioneltirei Gruppen eingeteilt werden.

Die erste Gruppe umfasst die perisomatisch innemuden Interneurone. Zu ihnen gehdren die
Chandelier-Zellen (Soriano et al. 1990) und dieligeflen (Seress und Ribak 1990). Die Somata
dieser Zellen liegen im Ammonshorn und im Gyrustaers jeweils Uberwiegend in der Schicht
der Hauptneurone. lhre Dendriten verlaufen radiatckl die angrenzenden Schichten und
bekommen auf diese Art vielfaltige exzitatorischéfefenzen von ipsi- und kontralateralen
Zellen und aus dem entorhinalen Kortex. Die Axonerlaufen tangential entlang der
Hauptzellschichten und geben kleinere Seitenastaliabperisomatisch axo-axonale Synapsen
und perizellulare Boutonnetze mit den Hauptneurdrieten. Durch die vielfaltigen Afferenzen
sind beide Zelltypen sowohl an Feedback- als andregdforward-Mechanismen beteiligt.
Interneurone der zweiten Gruppe bilden dendritisBlyaapsen mit den Hauptneuronen. lhre
Dendriten sind auf bestimmte Schichten und danfitbestimmte Afferenzen begrenzt, so dass
entweder Feedback- oder Feedforward-Impulse vesiniiterden (Han et al. 1993). Im Gyrus
dentatus gehdren zu ihnen die Feedback-hemmendeR-Hhilar perforant path-associated
cells) und die Feedforward-Impulse vermittelnden RFO (molecular layer perforant path-
associated cells) Zellen (Buckmaster und Schwanizki995). Im Ammonshorn gibt es dem
entsprechende Interneurone. An der Feedback-Hemmsinty dort die sogenannten O-LM-
Zellen (oriens-lacunosum moleculare-associated)cedteiligt. Sie liegen im Stratum oriens und
ihre Dendriten ziehen zur Stratum oriens-Alveusrzes wo sie mit rekurrenten Kollateralen der

Pyramidenzellen verschaltet sind. Die Axone zielven Stratum lacunosum moleculare, um
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zusammen mit entorhinalen Afferenzen die distalgrafidenzelldendriten zu innervieren (Sik
et al. 1995). Daneben seien die trilaminadren Imt@rone (3L-IN) an der Stratum oriens-Alveus-
Grenze (Sik et al. 1995) und die Interneurone, meB®mata typischerweise im Stratum
lacunosum moleculare liegen (LM-IN) (Lacaille unch@artzkroin 1988), erwahnt.

Die dritte Gruppe beinhaltet Interneurone, diernéeés nur andere Interneurone innervieren (IS-
IN, interneuron-selective interneurons) (Gulyasakt1996). Sie sind in vielen Schichten der
Hippokampusformation lokalisiert und erhalten \aétije Afferenzen. Dabei kénnen funktionell
und neurochemisch mehrere Subtypen differenziertieve So projizieren beispielsweise 1S-3-
Zellen bevorzugt auf Somatostatin- und CalbindisHpee Zellen. Letztere sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit die oben erwahnten O-LM-Zellgatona et al. 1999).

Neben den genannten Beispielen gibt es in jedeppgrviele weitere Interneuron-Subtypen, die
an den hippokampalen Schaltkreisen beteiligt sindd uvanhand von funktionellen,
elektrophysiologischen und neurochemischen Kritetiieterschieden werden kénnen.

Sowohl fir das GABAerge System der Interneuroneaatsh fur das glutamaterge System der
Hauptneurone konnten Hinweise auf eine Unterfumkit@i Schizophreniekranken gefunden
werden. Interessanterweise flhrt eine vermindeltéaigaterge Aktivitat in nachgeschalteten
Hirnregionen wie dem Hippokampus zu erhdhten Glatapiegeln, was mit einer verminderten
Aktivitat hemmender Interneurone begrindet wirdn@l et al. 1999; van Elst et al. 2005). Dies
verdeutlicht den engen Zusammenhang beider Systechdéasst vermuten, dass Glutamat bzw.
Glutamatrezeptor-vermittelte Prozesse in hippokdemplieuronen von besonderer Relevanz fur

die Pathogenese der Schizophrenien sind.

1.3 Die Glutamatrezeptoren

Die Aminosaure Glutamat stellt einen der zentragnitatorischen Neurotransmitter im ZNS
von Saugetieren dar. Es gibt zwei groRe Gruppen @Gartamatrezeptoren. Die ionotropen
Glutamatrezeptoren sind membranstandige, an lomahkateine gekoppelte Rezeptoren, die
nach Glutamatbindung bestimmte lonen passierenedassid damit das postsynaptische
Membranpotential verandern (Seeburg 1993). Die pwéd postsynaptisch membranstandig
lokalisierten metabotropen Glutamatrezeptoren (iS)wermitteln nach Ligandenbindung tber
G-Proteine  und nachgeschaltete Signalkaskaden wiodsche Effekte auf die
Signalverarbeitung in der Synapse (Kew und Kem®200
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1.3.1 Die Bedeutung des NMDA-Rezeptors flr die Lazgitpotenzierung

Die ionotropen Glutamatrezeptoren kénnen anharet gsynthetischen Agonisten N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA), Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazé-propionat (AMPA) und Kainat in
die drei Haupttypen NMDA-, AMPA- und Kainatrezeareingeteilt werden.

Das Besondere am NMDA-Rezeptor ist, dass er alAaenzdetektor wirkt, da es einer
Vordepolarisation bedarf, damit das blockierendegMiumion abdiffundieren kann und der
Kanal fir lonen passierbar wird. Der Natriumeinstrbewirkt eine Membrandepolarisation,
wahrend zusatzlich einstrémende Calcium-lonen eltsirsdare Botenstoffe Gber Proteinkinasen
und Phosphatasen die Proteinaktivitaten reguliehienNeusynthese von Proteinen initiieren und
die Genexpression modulieren. Dadurch werden diapischen Eigenschaften fur Stunden bis
Tage verdndert, was als Langzeitpotenzierung (LT®ng term potentiation) und
Langzeitdepression (LTD, ,long term depression“gdiehnet wird. LTP und LTD werden als
grundlegende Lern- und Gedéachtnismechanismen amgeg$Betrovic et al. 2005).

Daneben sind die NMDA-Rezeptoren fir die calciummvidelte Zytotoxizitat von
entscheidender Bedeutung.

1.3.2 Die ionotropen Glutamatrezeptoren und Zelltoizitat

Die Zusammenhange von Glutamatrezeptoren und Xglitatsmechanismen werden vor allem
im Rahmen von Hypoxie und Ischamie, wie sie beitekiEreignissen wie Schlaganfall oder
Herzstillstand auftreten, aber auch bei progressiweurologischen Erkrankungen wie der
Amyotrophischen Lateralsklerose oder dem Morbuh@imer untersucht (Martin et al. 1998).
Unter anhaltender Hypoxie oder Ischamie kommt esemner Erschopfung der zellularen
Energiereserven mit darauf folgender Membrandealaon und Freisetzung exzitatorischer
Aminosauren. Diese reichern sich im Extrazellul@maan und fuhren zu einer Gbermaligen
Reizung der NMDA-Rezeptoren und damit zu einer flastgg erh6hten zytoplasmatischen
Calcium-Konzentration, die die Aktivierung von Ryasen, Lipasen und Endonukleasen
beginstigt und zu einer irreversiblen Schadigung Zidle fuhrt. Dieser Mechanismus wird
Exzitotoxizitat genannt (Dirnagl et al. 1999). Dabkihren unterschiedliche zellulare
Eigenschaften wie beispielsweise die Rezeptoretalioder die Fahigkeit, durch endogene
Puffer die Calciumhomdostase aufrecht zu erhali®n,unterschiedlichen Vulnerabilitdten
(Arundine und Tymianski 2003).

Zusatzlich gelangen durch AMPA-Rezeptor-lonenkandkgrium- und Chloridionen in die
Zelle, gefolgt von einem passiven Wassereinstroen,zd einer Zellschwellung fuhrt. AMPA-
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Rezeptoren konnten daher besonders fir die vertsdd#egeneration nach Ischamien oder
epileptischen Anféllen verantwortlich sein (Bennett al. 1996). Eine Kainatrezeptoren-
vermittelte Exzitotoxizitat scheint insbesondere Znnsammenhang mit oxidativem Stress und
Entzindung fir neurodegenerative Erkrankungen vedeBtung zu sein (Wang et al. 2005).
Daher schitzen sowohl NMDA- als auch nicht-NMDA-Bgtorantagonisten vor bestimmten
Aspekten einer hypoxischen Zelldegeneration.

Fur diese Arbeit ist die exzitotoxische Neurodegetien von besonderer Relevaria. vitro
konnte der NMDA-Rezeptorantagonist MK-801 die extzikische Neurodegeneration durch
Glutamat oder NMDA fast vollstdandig hemmen und darch AMPA-Applikation vermittelten
Zellverlust immerhin teilweise vermindern. Der midtMDA-Antagonist CNQX hingegen war
bei Glutamat- und NMDA-Applikation wirkungslos, kate jedoch einen AMPA-vermittelten
Zellverlust aufheben (Rogers und Hunter 1997).

Der Zelltod kann biochemisch und morphologisch ipoptose, Nekrose und Mischformen
eingeteilt werden. Eine Nekrose wird oft von eingiarken Trauma verursacht und geht mit dem
Verlust der Membranintegritat und dem Ausschwemmen Zytoplasma, gefolgt von einer
Entzindungsreaktion einher. Die Apoptose hingegemrin hochgradig regulierter Prozess, bei
dem die Zelle kontrolliert Selbstmord begeht. Begimd mit einer Kernkondensation kommt es
im weiteren Verlauf zu einer Degeneration der Zgémellen und Schrumpfung der gesamten
Zelle bis nur noch ein sogenannter Apoptosekorgmrgibleibt. Eine durch Exzitotoxizitat
hervorgerufene Neurodegeneration kann keiner didsmmen ausschlie3lich zugeordnet
werden. Es wurde gefunden, dass exzitotoxischeukitironen zu einer Neurodegeneration mit
einem Apoptose-Nekrose-Verlauf mit Zwischenstadi@men, bei dem der neuronale Zelltod
abhangig ist von den Zelltypen und den stimulierRezeptoren (Zheng et al. 2003). Die

zugrundeliegenden Mechanismen sind nur teilweisstaeden.

1.3.3 Die Expression und Funktion metabotroper Gluamatrezeptoren

Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt konnten acht Mewdr der mGluR-Familie identifiziert
werden, die anhand ihrer Sequenzhomologien, phaiogikchen Eigenschaften und
intrazellularen Signalkaskaden in drei Gruppen mieile werden kdnnen (Nakanishi und Masu
1994). Die Gruppen | (mGIuR1 und mGIuR5) und Il (lm&2 und MGIuR3) beinhalten die
hauptséachlich postsynaptisch lokalisierten Rezeptowahrend die Mitglieder der Gruppe lli
(mGIuR4, 6, 7 und 8) grundsatzlich in der Prasyaaps finden sind (Ottersen und Landsend
1997; Shigemoto et al. 1997).
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Die Bedeutung des mGIuR3 fir die Pathologie denZsgrenien wird kontrovers diskutiert.
Einige Arbeitsgruppen konnten einen Polymorphismus$sen, das den mGIuR3 kodiert, finden
(Fujii et al. 2003; Egan et al. 2004; Bishop et 2005), wahrend an anderer Stelle ein
Zusammenhang fur unwahrscheinlich gehalten wirdr{iM& al. 2002; Norton et al. 2005).

Mit Hilfe der sogenannten Einzelzell-RT-PCR (reeecisanskriptase Polymerasekettenreaktion)
gelang es, in Interneuronen des Stratum oriens erel@lutamatrezeptoren nachzuweisen. Flr
die Mitglieder der Gruppe | konnte gezeigt werdeass Parvalbumin-positive Chandelier- und
Korbzellen hauptsachlich mGIuR5 exprimieren, wabdreZellen, die morphologisch,
lokalisatorisch und biochemisch am ehesten den OZelNen entsprechen, mGIuR1 und
MGIURS5 exprimieren. Daneben wurden zwei weiterep@em charakterisiert. Interessanterweise
reagieren diese vier Gruppen elektrophysiologisokerschiedlich auf eine Aktivierung mit
einem unselektiven Gruppe | Agonisten (van Hootle2000).

Der Rezeptortyp 1 der mGIluRs kann in zwei Subtypenhunterschiedlichen Lokalisationen
unterteilt werden. Fir mGluRd wurde eine sehr spezifische Expression in Sonwtost
positiven Interneuronen des Stratum oriens und Aégeus (in HIPP-, O-LM-, LM-
Interneuronen) nachgewiesen (Baude et al. 1993edrigli-Giampietro 2003; Ferraguti et al.
2004), wahrend mGIluRal und mGIuR5, nicht jedoch mGIluBl in hippokampalen
Pyramidenzellen identifiziert werden konnten (Lujah al. 1997; Shigemoto et al. 1997;
Ferraguti et al. 1998). Die zelltypspezifischen &#nrmuster lassen eine differentielle
funktionelle Bedeutung, insbesondere an Mechanismden synaptischen Plastizitat, im

hippokampalen Netzwerk vermuten.

1.3.4 Glutamatrezeptoren und synaptische Plastizita

Als grundlegende molekulare Mechanismen der sysampn Plastizitat werden die LTP (Bliss
und Lomo 1973) und die LTD (Dudek und Bear 1992)emehen. Bei beiden Mechanismen
konnte die Notwendigkeit einer Aktivierung ionotesp(Collingridge et al. 1983; Dudek und
Bear 1992) oder metabotroper GlutamatrezeptoreshiBa&t al. 1993; Manahan-Vaughan und
Reymann 1997) nachgewiesen werden. Dabei reichtBeieiligung von der Modulation

ionotroper Kanéle bis zur Aktivierung intrazellldéiSignalkaskaden (Anwyl 1999). Die isolierte
oder kombinierte Aktivierung von ionotropen und aiEtropen Glutamatrezeptoren kann
sowohl die elektrisch induzierte LTP (Behnisch uRedymann 1993; Manahan-Vaughan und
Reymann 1996), als auch die chemisch induzierte (B&tolotto und Collingridge 1992;

Manahan-Vaughan und Reymann 1997; Balschun e®8B)lund LTD (Camodeca et al. 1999;



Einleitung

Huber et al. 2000; Wu et al. 2004) beeinflussenZliskammenhang mit diesen Ergebnissen
konnte gezeigt werden, dass die Applikation des uRGGruppe | Agonisten DHPG die
Proteinsynthese in Somata und Dendriten hippokaenpzéllkulturen erhéht (Weiler und
Greenough 1993; Job und Eberwine 2001). Metabot@pg#amatrezeptoren der Gruppe |
scheinen demnach insbesondere in Formen der syclagti Plastizitat involviert zu sein, die
eine Proteinsynthese erfordern, um langanhaltendgdnderungen in der synaptischen
Transmission zu bewirken.

Die Anwendung der Gene-Array-Analyse, bei der mREMpressionsmuster verschiedener
Proben verglichen werden (Miklos und Maleszka 200d)nnte verschiedene molekulare
Veranderungen in Gehirnen Schizophreniekrankerweisen. Dabei fielen besonders pra- und
postsynaptische Proteine auf (Mirnics et al. 200as fir eine gestérte Neurotransmission
sprach und zu der ,Synaptischen Hypothese der §chiznien” fihrte (Frankle et al. 2003). In
diesem Konzept sind Stdérungen der Calciumhoméostadbrend der Entwicklung von
entscheidender Bedeutung, da sie die calciumabgrfgignaltransduktion beeinflussen. Eine
veranderte Expression von verschiedenen Calciumbiggproteinen (CBP) (Daviss und Lewis
1995; Kajimoto et al. 1995) kann als Ausdruck deestgrten calciumabhangigen
Neurotransmission in bestimmten Rezeptorsystemenpiretiert und so mit den Fehlfunktionen
bei Schizophrenien in Verbindung gebracht werdedaoilv 2003).

1.4 Die Bedeutung des Calciumions als zellularer Benstoff

Calciumsignale sind ortlich und zeitlich begrenztstreng definierte Anderungen der
Calciumionenkonzentration, die zur Aktivierung \amnedener zellularer Prozesse fuhren
(Bootman et al. 2001). Dazu zahlen neben Vorgangen der Skelettmuskel- und
Herzmuskelkontraktion, der Blutgerinnung, der Se&re der Endo-, Exo- und Phagozytose und
der Zellbewegung auch neurophysiologisch bedeutsdPnezesse der Zellteilung, der
Differenzierung, des Zelltods, der Genexpressiorgr dEnzymaktivierung und der
Neurotransmitterfreisetzung (Carafoli 2005). Fire diGewéhrleistung dieser vielfaltigen
Wirkungsweise kommt es auf eine strikte Regulatioder intrazellularen
Calciumionenkonzentration an (siehe Abbildung 2).

Normalerweise liegt G4 im Zytosol in einer sehr geringen Konzentratiom i®0 nM vor und
damit 10.000 mal niedriger als im Extrazellularrausder innerhalb der intrazellularen
Calciumdepots, wie dem glatten endoplasmatischeikiRem (ER), wohin es ununterbrochen

von Pumpen transportiert wird. Durch extrazellulaRReize wird die zytosolische
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Calciumionenkonzentration voribergehend um dasOD@athe erhoht (Carafoli 2005). Dabel
kann Calcium auf ganz unterschiedlichen Wegen ® dgosol einer Nervenzelle gelangen.
Aktionspotentiale und andere depolarisierende Stirfilnren zum Calciumeinstrom durch
membranstdndige spannungsabhéngige Kanéle (VOC,Itagdo Operated Channel®).
Postsynaptische Calciumstrome werden meist dureh Aktivierung ligandengesteuerter
lonenkandale (ROC, ,Receptor Operated Channel”),dei@ NMDA-Rezeptor oder einige Typen
von AMPA-Rezeptoren (siehe 1.3.1), induziert (Bitoke und Sheng 2002). Dartber hinaus ist
die Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speicheie dem ER, zu beachten, da sie Signale
verstarken kann. Beispielsweise fuhrt am ER dieidtung von Ryanodin- (RYR) oder 4P
Rezeptoren (IR) durch die intrazellularen BotenstoffeslRnositol-1,4,5-Triphosphat) oder

cADPR (zyklische Adenosindiphosphat-Ribose) zu re@eciumfreisetzung.

Neurotransmitter

Metabotroper /\ Ionotrope Rezeptoren

Rezeptor 4

r

A
ROC A VOC (AV) ,-\ PMCA &>/ NCX

.: ..'. Nat
PIP,
DAG 1P,
Metabolismus
cADPR Sekretion

Proliferation
\ CaZ+—> Effektoren = | Transkription
%}C 1 I Exozytosle
{:} alciumpuffer Kontraktion

-

Abbildung 2: Die Calcium-Homoostase der Zelle.VOC (Voltage Operated Channel): spannungsabhangige

lonenkanal; ROC (Receptor Operated Channel): ligaadh&ngiger lonenkanal; s® Inositol-1,4,5-
Triphosphatrezeptor; RYR:  Ryanodinrezeptor; 3:IP Inositol-1,4,5-Triphosphat; cADPR:  zyklische
Adenosindiphosphat-Ribose: ER: endoplasmatischentikiRem; NCX: N&/Ca*-Austauscher; PMCA:
Plasmamembran-Calcium-ATPase; SERCA: Sarco-Endwoplisches-Retikulum-Calcium-ATPase.

Zur Wiederherstellung der Homoostase I6st sich iGaoson den Effektoren und Puffern und
wird aus dem Zytosol durch Pumpen und Austauschéferat. Der N&/C&*-Austauscher
(NCX) und die Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCAhdgen Calcium wieder in den
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Extrazellularraum, wahrend die  Sarco-EndoplasnfatisdRetikulum-Calcium-ATPase
(SERCA) es zurtick ins ER pumpt. Mitochondrien habbkanfalls eine aktive Funktion fir die
Aufrechterhaltung der Calciumhomoostase, indem Gadcium rasch durch einen Uniporter
aufnehmen und dann verzdgert zuriick ins Zytosoélabg, wo es mittels SERCA, PMCA und
NCX entfernt werden kann. Diese verschiedenen EMgnsind zellspezifisch exprimiert und
ermdoglichen so jeder Zelle ihren physiologischerfiofserungen gerecht zu werden (Berridge et
al. 2003).

1.5 Calciumbindende Proteine

1.5.1 Die Familien der calciumbindenden Proteine (BP)

Ein Grof3teil des intrazellular ansteigenden Calswmird von Puffern aufgenommen, wéahrend
ein kleiner Anteil an Effektoren bindet, die, in Wngigkeit von Zelltyp und Kontext, eine breite
Palette an calciumsensitiven Prozessen als biaogiZellantwort in Gang setzen. Im Laufe der
Evolution haben sich verschiedene Gruppen von CEBRsvickelt, die sich in ihrer
Calciumbindungsstruktur unterscheiden. Beispielend sidie Gruppe der C2-Doménen
enthaltenden Proteine (Rizo und Sudhof 1998) weeMitglieder der Proteinkinase C-Familie
(Liu und Heckman 1998) und der Synaptotagmine (8tdmd Rizo 1996), die Annexine
(Seaton und Dedman 1998) und die Gruppe der EF-Ranigine (Persechini et al. 1989).

Mit mehr als 600 Mitgliedern, die in tGber 60 Ungeriilien eingeteilt werden (Kawasaki et al.
1998; lkura und Ames 2006), ist die Superfamilie BE-Hand-Proteine inzwischen die gréfite
und am besten untersuchte Gruppe (Lewit-Bentley Rety 2000). Die Mitglieder kdnnen
entsprechend ihrer Reaktion auf eine Calciumbindimgwei Gruppen aufgeteilt werden.
Kommt es nach Calciumbindung zu keiner wesentlidkenformationsanderung des Proteins,
so handelt es sich wahrscheinlich um Calciumpufbeler Calciumtransport-Proteine. Beispiele
sind unter anderem das Parvalbumin oder die Catl@n@ross und Kumar 1990). Induziert die
Calciumbindung jedoch eine Anderung der ProteinBonfition und ist damit
hdchstwahrscheinlich der Ausloser daraus folgenagulatorischer oder modulatorischer
Aktivitaten, so spricht man von Calciumsensor-Arae (Yap et al. 1999). Zu dieser Gruppe
gehort neben Enzymregulatoren wie dem ubiquitdraim@dulin (Chin und Means 2000),
Skelettmuskelproteinen (Farah und Reinach 1995) Bd®einen der Gruppe der S100-Proteine
(Donato 1999) auch die Gruppe der intrazellularearonalen Calciumsensor (NCS)-Proteine

(Braunewell und Gundelfinger 1999; Burgoyne 2004).
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Der Name der EF-Hand-Proteinfamilie leitet sich vaer molekularen Struktur der
Calciumbindungsdomane ab. Diese wurde erstmaligPamwvalbumin, einem 12 kDa grof3en
Karpfenmuskelprotein, rontgenkristallographisch lgsiart. Zwei a-Helices, E und F, sind
durch eine Schleife aus 12 Aminoséuren, welche ddileiumbindende Struktur darstellt,
miteinander verbunden. Diese Helices sind so adgedr dass sich die N-terminal gelegene E-
Helix als Zeigefinger, die Schleife als gekrimmittelfinger und die C-terminale F-Helix als
Daumen der rechten Hand darstellen lassen (Kretsit@B80) (siehe Abbildung 3).

Neben vier dieser EF-Hand-Motive haben fast alle SN®Qoteine eine modifizierte
Konsensussequenz an deren N-terminales Glycin ngdadonal die gesattigte 1&Fettsaure
Myristat angehangt wird. Bindet ein NCS-Protein d@ah, kommt es zu einer
Konformationsdnderung, dem sogenannten Calciumsgtbyi-Switch (Zozulya und Stryer
1992) und damit zur Exposition des Myristoyl-Reséesdie Oberflache des Molekiils. Dieser
wird somit fur weitere Interaktionen zuganglich.

Ausnahmen bilden KChiP-2 und KChiP-3 (Spreaficale2001), bei denen, durch alternatives
SpleiRen variable und wesentlich langere N-termiid@manen entstehen, denen aul3erdem die

Myristoylierungskonsensussequenz fehlt.

A C
Helix E
N )
| [ (e (e [ | > e
>
Myristoylierungs- Gl 2 36 Variable " »
e y Gly " < _‘\ Loop
sequenz Domiine 4 \
&) Helix F
B Loop y/
o] ] el ml e el s

KChIP
Variable
Domiine

Abbildung 3: Struktur von NCS-Proteinen (modifiziert nach (Burgoyne und Weiss 2001)) Schtsche
Darstellung der Struktur der GCAPs, Recoverine, IFH, Frequenine (A) und KChIPs (B). &Glyund Gly®
markieren die Glycin-Reste, um die bei der calchduzierten Konformationsdnderung eine Rotation der
Aminosaurekette stattfindet. (C) verdeutlicht derfu der EF-Hand-Motive.

1.5.2 Die Familie der intrazellularen neuronalen Ckiumsensor (NCS)-Proteine

Die Familie der NCS-Proteine ist durch 14 Gene irankthen kodiert und hat Orthologe in
vielen anderen Spezies. Bisher konnten mehr aldvit@lieder in verschiedenen Spezies
identifiziert werden, welche vorwiegend im periptrerund zentralen Nervensystem exprimiert

werden. Mitte der 80er und Anfang der 90er Jalusden die ersten NCS-Proteine, unter ihnen
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Visinin und Recoverin, aufgereinigt und kloniert §8h et al. 1984; Yamagata et al. 1990;
Dizhoor et al. 1991). Seitdem kamen viele Mitgliedais verschiedenen Vertebraten- und
Invertebratenspezies hinzu. Dabei entstand einmlugidiche Terminologie, da einige Proteine
zur selben Zeit von verschiedenen Arbeitsgruppédeekt und unterschiedlich benannt worden
waren. Dennoch wurde versucht, anhand der Sequerabgien und ausgehend vom humanen
Calmodulin einen phylogenetischen Stammbaum zwelenst (siehe Abbildung 4). Dank des
Einsatzes vonin situ-Hybridisierungstechniken kann zunehmend auch despezifische
Lokalisation aufgeklart werden.

Insgesamt ist die Gruppe der NCS-Proteine bisher amsatzweise charakterisiert. Da die
einzelnen Mitglieder in verschiedenen Regionen@ekirns und in unterschiedlichen Zelltypen
exprimiert werden, ist eine zelltypspezifische Riok sehr wahrscheinlich. Der hohe
Konservierungsgrad zwischen den Spezies lassgeimellegende Bedeutung vermuten.

Die Familie der NCS-Proteine kann in funf Untergrap eingeteilt werden.

Die erste Gruppe beinhaltet die Guanylatcyclasedakénden Proteine (GCAPs, ,guanylate
cyclase activating proteins®) (Palczewski et al020 Dazu gehdren die in verschiedenen
Vertebratenspezies identifizierten GCAP-1 (Gorczgtaal. 1994), GCAP-2 (Dizhoor et al.
1995), GCAP-3 (Haeseleer et al. 1999), die GCAP-4r8anishi et al. 2004) und GCIP
(guanylate cyclase inhibiting protein) (Li et al99B). Sie werden spezifisch in den
Photorezeptorzellen der Retina exprimiert (Philypp@000), modulieren dort bei der
Wiederherstellung der cGMP-Konzentration die Akévider retinalen Guanylatcyclase (retGC)
in Abhangigkeit von der Calciumkonzentration undgen somit zur Dunkeladaptation bei
(Dizhoor und Hurley 1996; Haeseleer et al. 1999).

Die zweite Gruppe umfasst die bisher nur in Saugefandenen Kaliumkanal-interagierenden
Proteine (KChIPs, ,Kv-channel interacting protein&ChiP-1, KChIP-2, KChIP-3 (An et al.
2000) und KChIP-4 (Morohashi et al. 2002). Trarterialler vier Proteine wurden vorwiegend
in Hirngewebe gefunden (Spreafico et al. 2001; Zaidal. 2002). Immunhistochemisch konnte
fur alle vier KChIPs eine zelltyp- und hirngebidikdngige Kolokalisation mit den
Kaliumkanaluntereinheiten Kv4.2 und Kv4.3 gezeigirden (An et al. 2000; Morohashi et al.
2002). Dabei sind die KChIPs fur die intrazelluldwerteilung, den Transport und die
molekularen Eigenschaften der Kanéle essentiell ginal. 2000; Bahring et al. 2001;
O'Callaghan et al. 2003; Shibata et al. 2003). IKRChlist auch in anderen funktionellen
Zusammenhangen gefunden und als DREAM und Calsdrelzeichnet worden. DREAM wirkt
als calciumabhéngiger Repressor der Transkript@arrion et al. 1999), was in Knock-out-

Mausen durch eine erhohte Prodynorphin-Expression =ziner verminderten
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Schmerzwahrnehmung fuhrte (Cheng et al. 2002).Gslsenilin interagiert es mit Presenilin,
einem Protein, das bei der Pathogenese des Morlaneifker eine wichtige Rolle spielt. Es
reguliert dessen Prozessierung, moduliert@emyloidplaque-Bildung und ist im Kortex von
Alzheimer-Patienten erhdht (Buxbaum et al. 1998diZat al. 2002; Jo et al. 2004). Dartber
hinaus moduliert es in Neurogliomazellen die Apspt@Lilliehook et al. 2002) und ist an der
LTP beteiligt (Lilliehook et al. 2003). Ein weiter&indungspartner des Presenilins und damit
potentiell an der Genese der Alzheimer-Demenz ligitest KChIP-4 (Morohashi et al. 2002).

Die dritte Gruppe, die Recoverine, enthalt die @rtinmgsmitglieder der NCS-Familie Visinin
und Recoverin sowie ihre Frosch-Orthologen S-Mad()Sensitivitat modulierendes Protein®)
(Kawamura et al. 1992) und s26 (Kawamura et al.6198hnlich den GCAPs werden diese
hauptséachlich in Photorezeptorzellen der Retinariex@rt, wo sowohl eine lichtabhangige
Translokation innerhalb der Photorezeptorzellemig$tl et al. 2005), als auch eine Interaktion
mit der Rhodopsin-Kinase gezeigt werden konnte,ddie Transmembranrezeptor Rhodopsin
durch Phosphorylierung inaktiviert (Kawamura 19€3en et al. 1995; Klenchin et al. 1995).
Recoverine sind somit ebenfalls an der Lichtadaptdieteiligt.

In die vierte Gruppe gehoren die visinin-ahnlicleoteine (VILIPS, ,visinin-like proteins“ oder
NVPs, ,neuronal visinin-like proteins®), die im Zealnervensystem verschiedener Spezies fast
ubiquitar exprimiert sind. Zu ihnen gehdren, nelgem in dieser Arbeit ndher untersuchten
VILIP-1, unter anderem die ebenfalls im Menscheentdizierten Proteine VILIP-2, VILIP-3,
Hippocalcin und Neurocalcid. Daneben wurden weitere zur VILIP-Gruppe gehérePiddeine

in Invertebraten identifiziert: Neurocalcin aus Bophila melanogaster (Teng et al. 1994) und
Neurocalcin aus Aplysio californica (Dyer et al.969. Trotz der breiten Verteilung ist ein
differenziertes Expressionsmuster erkennbar. Saevur Northern-Blot-Analysen VILIP-3 fast
ausschlief3lich im Cerebellum nachgewiesen (Kajimettal. 1993; Hamashima et al. 2001),
wéahrend die anderen VILIPs auch in Kortex und Hkgopus detektierbar waren, dort teilweise
mit Mitgliedern der flinften Gruppe Uberlappten (@rawell und Gundelfinger 1999) und zum
Teil altersabhangig exprimiert wurden (Saitoh etlab5).

Die einzelnen Mitglieder der VILIP-Gruppe sind innterschiedlichen funktionellen
Zusammenhangen beschrieben worden. Mehrfach wirdélifIP-1 ein modulatorischer Effekt
auf die Konzentration zyklischer Nukleotide durdheeinteraktion mit Cyclasen beschrieben.
Dies konnte fir Adenylatcyclasen, die die Bildungsdzyklischen Adenosinmonophosphats
(CAMP) katalysieren, in stabil mit VILIP-1 transiizten C6-Glioma-Zellen (Braunewell et al.
1997; Lin et al. 2002), im olfaktorischen Systemn Ratte (Boekhoff et al. 1997) und in nicht-

neuralen Carcinoma-Zelllinien der Haut der Mauseggizwerden (Mahloogi et al. 2003). Auch
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fur Guanylatcyclasen wurde eine calciumabh&ngigeraktion mit VILIP-1 (Braunewell et al.

2001) und mit Neurocalcid (Kumar et al. 1999; Krishnan et al. 2004) nachgsenmn.

Calmodulin
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Abbildung 4: Phylogenetischer Stammbaum der NCS-Preine. (modifiziert nach (Spilker et al. 2002)) Der
Stammbaum zeigt die phylogenetische Beziehung derzelmen NCS-Proteinezueinander sowie die
Gruppeneinteilung basierend auf Aminoséduresequenmender SWISSPROT-Datenbank. (* KChIP-3 entspricht
Calsenilin und DREAM; KChIP-4 entspricht CALP; GCAIP8 wurden phylogenetisch bisher nicht eingeordnet

crust-Frequenin-1 wurde aus dem amerikanischerskieiss, crust-Frequenin-2 aus der Languste kigniert
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Daneben identifizierte man VILIP-1 im Rahmen eindsefe-2-Hybrid-Screens als
Interaktionspartner der zytoplasmatisched-Untereinheit desa4p2-nAChR. In Oocyten
erhohte die Koexpression von VILIP-1 sowohl die |I@e¢rflachenexpression als auch die
Agonistenempfindlichkeit de3432-nAChR (Lin et al. 2002).

VILIPs werden auch bei der Alzheimer-Demenz reguliand sind mit den typischen
neuropathologischen Kennzeichen der Erkrankung zasgo (Shimohama et al. 1996).
Ergebnisse, die zeigen, dass die VILIP-1-Immunied#t im temporalen Kortex von
Alzheimer-Patienten erniedrigt ist (Braunewell et2801), konnten durch Gene-Array-Analysen
bestatigt werden (Loring et al. 2001). Zytotoxistéssays in PC-12-Zelllinien zeigten eine
erhohte Anfalligkeit VILIP-1 exprimierender Neurofi@ calciuminduzierte Neurotoxizitat und
weisen so auf eine mogliche Beteiligung am Pathdau@smus hin (Schnurra et al. 2001). Auch
ein anderes Mitglieder der VILIPs, Neurocalcin, stetine veranderte Expression bei Alzheimer
Demenz auf (Shimohama et al. 1996).

Hippocalcin interagiert mit dem neuronalen Apoptbggbitor-Protein (NAIP, ,neuronal
apoptosis inhibitory protein“) und potenziert deotpktiven NAIP-Effekts (Mercer et al. 2000).
Neueste Ergebnisse zeigen, dass Neurone von Higpo&aock-Out-Mausen empfindlicher
gegenuber calciuminduzierter Degeneration sind l{goen et al. 2005). Insgesamt gibt es
jedoch wenige experimentelle Daten, so dass eirie Ber VILIPs bei Zelltod und neuronaler
Apoptose erst noch bestatigt werden muss.

Funktionell konnten fur Hippocalcin eine Expressimodulation der Phospholipase D2 (PLD2)
(Oh et al. 2005) und eine essentielle Rolle beiNMIDA-Rezeptor-abhéangigen LTD (Palmer et
al. 2005) gefunden werden. Ahnlich VILIP-1 kann laltippocalcin die Aktivitat von Adenylat-
und Guanylatcyclasen calciumabhéngig regulieremiMan et al. 2004).

Die finfte und evolutionsgeschichtlich &lteste Greipder NCS-Proteine beinhaltetet die
Frequenine (synonym:. NCS-1, ,neuronal calcium sen&®, deren hoch konservierte
Aminosaurensequenzen in verschiedenen Spezies efam ldber Ratte, Maus und Huhn bis hin
zum Menschen gefunden wurden (Pongs et al. 1998eiNal. 1995; Hendricks et al. 1999).
Frequenin/NCS-1 konnte immunhistochemisch in Kaqrtékppokampus, Cerebellum und
Ruckenmark von Ratte und Maus detektiert werdehg&d et al. 1996; Olafsson et al. 1997).
Ein ausCaenorhabditis elegandoniertes NCS-Protein (ce-NCS-2) konnte bishendeGruppe
eindeutig zugeordnet werden bzw. nicht bestéatigthere und stellt wahrscheinlich einen eigenen
Zweig im Stammbaum dar (De Castro et al. 1995).

Fur Frequenin, ursprunglich aidrosophila melanogastekloniert (Pongs et al. 1993), und
NCS-1, sein Homolog aus Saugetieren, sind vialf@lkunktionen bekannt. Hervorzuheben sind
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hier eine Interaktion mit Kv4.3 Kaliumkanélen in idmuskelzellen von Méausen (Guo et al.
2002), mit P/Q-Calciumkanalen in chromaffinen Zelldes Nebennierenmarks von Rindern
(Weiss und Burgoyne 2001) und mit dem D2-Rezep®RK& (,G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinase 2“)-Komplex in embryonalen Niere@-Z@llen (Kabbani et al. 2002).

Eine Verbindung zu Lern- und Gedéachtnisvorgdngennt® durch den Nachweis, dass eine
Uberexpression von NCS-1 die Synapsenbildung ured sgihaptische Transmission fordert,
(Chen et al. 2001) und dadurch im Nemato@aenorhabditis elegangu einer verbesserten
Gedachtnisfunktion bei assoziativen Lernvorgangehrtf (Gomez et al. 2001), hergestellt
werden. Dartber hinaus wird NCS-1 bei postsynapeisd. TP im Gyrus dentatus reguliert
(Genin et al. 2001) und beeinflusst die prasynapésKurzzeitpotenzierung (STP, ,short term
potentiation®) (Sippy et al. 2003).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassM@8ine an verschiedensten neuronalen
und nichtneuronalen, meist calciumabhdngigen Pseresvie synaptischer Transmission,
Modulation von lonenkandlen und membranassoziierlEBrzymen und Regulation von
Genexpression beteiligt sind.

Neben einer wachsenden Aufmerksamkeit in der Koebshung wird einigen NCS-Proteinen
vor allem eine grol3e Bedeutung bei pathophysiobbgis Prozessen zentralnervioser
Krankheiten wie dem Morbus Alzheimer und den daejkken Schizophrenien beigemessen.

1.5.3 Calciumbindungsproteine im Hippokampus

Bei neurochemischen Untersuchungen hippokampalenrade fallt auf, dass bestimmte
Neuronengruppen mit bestimmten neurochemischeneSgmmsmustern korrelieren, was eine
Beteiligung an den jeweiligen Funktionen vermutedsst. Umgekehrt lasst das
Expressionsmuster bestimmter Markerproteine eingksthluss auf die Zellidentitat zu.

Da die meisten, wenn nicht sogar alle, Interneur@A#d3Aerg sind, ist es moglich mit Hilfe
spezifischer Antikorper gegen das GABA-syntheteiele Enzym Glutaminsauredecarboxylase
(GAD, ,glutamic acid decarboxylase”) Interneurona mentifizieren und damit von den
Hauptneuronen zu unterscheiden (Sheikh et al. 1999)

Wenn man die Expression bestimmter CBPs untersumdigen sich sowohl zelltypische
Expressionsmuster, als auch spezifische Koexpmmsiozum Beispiel mit Rezeptoren
(Baimbridge et al. 1992). So zeigen ca. 20% der n@éker- und Korbzellen eine
Parvalbuminexpression, jedoch keine Calbindin- @dretininexpression (Kosaka et al. 1987).
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Calbindin hingegen zeigt eine starke ExpressionHauptneuronen und in 10 - 12% der
hippokampalen Interneurone, die morphologisch amstem 3L-IN und LM-IN entsprechen
(Sloviter 1989; Toth und Freund 1992; Sik et al93) Die Koexpression von Calbindin mit
Parvalbumin und Calretinin ist sehr gering und wortergeordneter Bedeutung (Gulyas et al.
1991). Immunfarbungen mit Calretinin sind interreuspezifisch und farben 13% aller
Interneurone, verteilt in allen Schichten und Regio der Hippokampusformation (Miettinen et
al. 1992). Diese konnen in zwei Gruppen eingetedtden. Fir die Gruppe der sogenannten
spine-free Interneurone sind die IS-1-IN charakteth (Gulyas et al. 1996). Der anderen
Gruppe, den sogenannten spiny Interneuronen, koénaenand ihrer Dendriten- und
Axonmorphologie HIPP- und O-LM-Zellen zugeordnetrden. Auch Calretinin zeigt fast keine
Koexpression mit Parvalbumin.

Fur das Neuropeptid Somatostatin wurde gezeigs dasm Hippokampus in 14% aller Zellen
vorkommt. Dabei handelte es sich ausschlie3lichintarneurone (Kosaka et al. 1988). Anhand
der Morphologie der Dendritenbdume und der Axores, ldaufigkeit der Somata und deren
besonderer Verteilung im Hilus, der CAl- und der3zRegion sind die Somatostatin-positiven
Neurone wahrscheinlich zum grof3en Teil HIPP-, O-Livhid LM-IN (Freund und Buzsaki
1996). Eine Besonderheit ist die nahezu 100%igexfi@ssion von Somatostatin mit mGluR1
Erst kidrzlich konnte fiur VILIP-1 ein Zusammenhangt men oben genannten CBPs und
Neuropeptiden hergestellt werden. Immunzytochemsigéirbungen von Rattengehirnen zeigten
bei Kontroll-Tieren eine VILIP-1-Expression in Nemen im Stratum pyramidale und positive
Interneurone im Stratum oriens der CA1-Region, sowwi Neuronen des Stratum granulosum
und in hilaren Interneuronen des Gyrus dentatuseD&and sich einerseits eine 60%ige
Koexpression mit Calretinin und andererseits eimenl0%ige Koexpression mit Parvalbumin
(Bernstein et al. 2002; Bernstein et al. 2003). ®Soscheint VILIP-1 deutlich starker in
dendritisch innervierenden Interneuronen (O-LM, PP IS-1) als in perisomatisch
innervierenden Zellen (Chandelier- und KorbzellexXprimiert zu sein. Zusatzlich konnte
insbesondere in Interneuronen des Stratum orien€A&-Region und in hilaren Neuronen des
Gyrus dentatus eine Koexpression von VILIP-1 mitlaRaa und damit auch mit Somatostatin

nachgewiesen werden (unverdéffentlichte Daten: Ataa.).

1.5.4 Die Expression der NCS-Proteine bei Schizopémien

Uber die Koexpression mit bestimmten CBPs konnte Gehirnen schizophreniekranker

Verstorbener eine zelltypspezifische Expressions@amd) von VILIP-1 im Hippokampus
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gefunden werden. Wahrend die VILIP-1-Immunrealditvitn hippokampalen Pyramidenzellen
vermindert ist, findet sich eine erhdhte Anzahl wde intensivere Immunreaktion VILIP-1
exprimierender Interneurone verglichen mit gesurddividuen (Bernstein et al. 2002).

Eine systemische Ketamin-Applikation, die ebenfala Tiermodell fir schizophrenieforme
Psychosen darstellt, zeigte bei Ratten ein &hrdichgebnis. Insbesondere im Gyrus dentatus
fiel eine deutliche Zunahme VILIP-1-positiver Imeurone auf (Bernstein et al. 2003). Fur
Phencyclidin konnte zuvor bereits ein die VILIP-gpEession reduzierender Effekt im Nucleus
accumbens, einer Hirnstruktur, die eine wichtigeb#elung zwischen dem dopaminergen und
dem glutamatergen Transmittersystem darstellt, ge@eglesen werden (Kajimoto et al. 1995).
Damit ist auch VILIP-1 ein Marker fur die gestdtalciumabhangige Neurotransmission bei
Schizophrenien. Diese immunhistochemisch gefunderfendnderungen wurden durch Gene-
Array-Studien bestétigt (Miklos und Maleszka 2004).

Neben dem glutamatergen ist auch das cholinerge biwtinerge System involviert, da fur
nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) bekaist, dass sie sowohl eine Rolle bei der
synaptischen Plastizitat als auch bei den Schizopéin spielen (Hogg et al. 2003). VILIP-1
fordert in Oozyten die Oberflachenexpression urel Algonistensensitivitat des432-nAChR
(Lin et al. 2002). Somit koénnte eine verdnderte IPHL-Expression bei Schizophrenien die
cholinerge Transmission direkt stéren und auf didsesise die hippokampale Plastizitdt und
Gedéachtnisfunktionen beeintrachtigen.

Weitere Genexpressionsanalysen, immunhistochemisShedien und knock-out-Modelle
beziehen auch andere Mitglieder der EF-Hand-Prateiitie, darunter Calcineurin (Gerber et al.
2003; Miyakawa et al. 2003) und NCS-1, in die Pkthie der Schizophrenien ein. So ist NCS-1
im prafrontalen Kortex von Patienten mit Schizopigeoder bipolaren Stérungen vermehrt
exprimiert (Koh et al. 2003; Bai et al. 2004). Alopaminrezeptor interagierendes Protein
(,DRIP*, dopamine receptor-interacting protein) kaes die Dopaminrezeptor-Funktion und
damit die kortikale prafrontale Aktivitat beeinfaen (Kabbani et al. 2002; Bergson et al. 2003).
Interessanterweise agiert NCS-1 als calciumabhandRggulator der synaptischen Plastizitat
und konnte damit sowohl physiologisch als auch gattlgsiologisch an hippokampalen

Plastizitdtsmechanismen beteiligt sein (Sippy €2603).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Wahrend eine gestdrte Dopamin-vermittelte Neurstrassion, die zu einer reduzierten
Aktivitat im prafrontalen Kortex fuhrt, als Ursachfir die hemmenden Defizite bei
Schizophreniekranken schon lang anerkannt ist, ingdan neuropathologische Studien
zunehmend Hinweise, dass Dysfunktionen der glummeh und GABAergen
Neurotransmission ebenfalls an der PathophysioldgieSchizophrenien beteiligt sein konnten.
Darluber hinaus konnte das NCS-Protein VILIP-1 di&tzlich mit den Schizophrenien in
Verbindung gebracht werden. Die interessante Ehtdey;, dass im Hippokampus
Schizophreniekranker eine erhdhte Anzahl VILIP-sipeer Interneurone und eine verminderte
Expression von VILIP-1 in Pyramidenzellen gefundemrde, konnte im Tiermodell mit
Ketamin zur Unterdrickung der glutamatergen Fumkimitiert werden. Des Weiteren konnten
sowohl Glutamatrezeptoren als auch VILIP-1 bemaighrfach mit der synaptischen Plastizitat in
Verbindung gebracht werden. Diese wird wiederum &sundlage fir Lern- und
Gedéachtnismechanismen angesehen, Fahigkeiten, cten sfriih in der Entwicklung einer
Schizophrenie gestért sind. Die zentrale Strukiudiese Funktionen ist der Hippokampus.
Diese bisherigen Ergebnisse fuhren daher zu dgyjeFi@b es einen Zusammenhang zwischen
der glutamatergen Neurotransmission und der zsligpifischen Regulation der VILIP-1-
Expression gibt und welche Bedeutung dieser firhqgutysiologische Prozesse im
Hippokampus haben koénnte. So wéaren Stérungen aepsigchen Plastizitat denkbar, die zu
kognitiven Defiziten wie bei Schizophrenien fihren.

Deshalb soll der Effekt erhdhter Glutamatspiegeg sve fir den Hippokampus als Folge einer
glutamatergen Unterfunktion in kortikalen ProjekBoeuronen postuliert wurden, auf die
VILIP-1-Expression in hippokampalen Zellkulturen tteis Western-Blot-Analyse untersucht
werden. Dariber hinaus soll mit Hilfe immunhistaciiecher Farbungen die zelltypspezifische
Expression von NCS-Proteinen in hippokampalen Nemderausgearbeitet werden.

Die Untersuchung des NCS-Proteins VILIP-1 konnteeri Beitrag zum Verstandnis der
pathologischen Mechanismen, die wéahrend der Entwngk und im adulten Gehirn zu
molekularen und zellularen Stérungen und damit Kuamkheitsbild der Schizophrenien fihren,
leisten. Gleichzeitig wirde sich damit auch dasdBibn der Bedeutung von VILIP-1 fur

physiologische Prozesse im zentralen Nervensystesitern.
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