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1 Einleitung 

1.1 Die Schizophrenien 

Schizophrenien sind eine Gruppe von psychischen Erkrankungen, die zu den nichtorganischen 

Psychosen gezählt werden und durch ein Nebeneinander von gesunden und veränderten 

Erlebniswelten gekennzeichnet sind. Sie gehören zu den schwersten psychischen Erkrankungen 

und treten ohne große regionale Unterschiede mit einer Prävalenz von 1,4 - 4,0 Erkrankten pro 

1000 Einwohner auf. Die Symptomatik kann in produktive bzw. positive Symptome und in 

Minus- bzw. negative Symptome unterteilt werden und dabei verschiedene zerebrale Funktionen 

wie Denken, Wahrnehmung, Antrieb, Sprache oder Affektivität betreffen. Zu den positiven 

Symptomen zählen beispielsweise Halluzinationen, illusionäre Verkennung, Wahnvorstellungen 

und Denkzerfahrenheit. Als Beispiele für negative Symptome seien hier Mutismus, 

Antriebsarmut, Autismus und Gedankenentzug genannt. Schon während der frühen 

Krankheitsstadien kommt es zu Aufmerksamkeits- und Gedächtnisdefiziten. Anhand der im 

Vordergrund stehenden Symptome können verschiedene Subtypen der Schizophrenien definiert 

werden.  

 

1.1.1 Entwicklungsstörungen als Ursachen der Schizophrenien 

Die Ätiologie der Schizophrenien ist nicht vollständig geklärt, wohl aber gibt es Erkenntnisse 

über Teilfaktoren. Aus Familienuntersuchungen, Zwillingsforschung und Adoptionsstudien kann 

gefolgert werden, dass Schizophrenien sehr wahrscheinlich einen komplexen heterogenen 

genetischen Hintergrund mit verschiedenen anfälligen Genen haben (Middleton et al. 2002; Shih 

et al. 2004; Owen 2005; Weinberger 2005), der in Verbindung mit biographischen Faktoren und 

anderen epigenetischen Prozessen zur Manifestation der Krankheit führt (Arnold 1999; 

McDonald und Murray 2000; Petronis 2004; Harrison und Weinberger 2005). Die Beobachtung, 

dass Patienten meist im jungen Erwachsenenalter klinisch auffällig werden, lässt vermuten, dass 

eine Entwicklungsstörung als Ursache vorliegt (Weinberger 1987; Arnold 1999; Lewis und 

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

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

Während der Entwicklung des ZNS können in verschiedenen Neurotransmittersystemen 

pathologische Veränderungen auftreten. Eine gestörte dopaminerge Transmission, die zu einer 

reduzierten Aktivität im präfrontalen Kortex führt, wird für viele der hemmenden Defizite bei 

Schizophreniekranken verantwortlich gemacht (Egan und Weinberger 1997; Weinberger et al. 

2001; Bergson et al. 2003). Dies wird vor allem von Beobachtungen gestützt, die zeigen, dass die 

antipsychotischen Wirkungen verschiedener Neuroleptika auf einer Beeinflussung des 

dopaminergen Systems beruhen (Weinberger und Lipska 1995).  

Daneben erbringen neuropathologische Studien zunehmend Hinweise, dass Dysfunktionen der 

glutamatergen und GABAergen („gamma-aminobutyric acid“; γ-Aminobuttersäure; siehe 1.2.2) 

Neurotransmission ebenfalls an der Pathophysiologie der Schizophrenien beteiligt sein könnten. 

GABAerge Interneurone haben weitreichende inhibitorische Projektionen, werden selbst 

GABAerg, glutamaterg, serotonerg und cholinerg innerviert und stellen eine grundlegende 

Komponente der kortikalen Entwicklung und Vernetzung dar (Keverne 1999). So wurde eine 

verminderte Expression von GABA-Rezeptoren und Schlüsselenzymen der GABA-Synthese im 

präfrontalen Kortex, im Cerebellum und im Hippokampus von Schizophreniekranken als 

möglicher Ausdruck einer Entwicklungsstörung nachgewiesen (Akbarian et al. 1995; 

Todtenkopf und Benes 1998; Volk et al. 2000; Reynolds et al. 2002; Fatemi et al. 2005). 

Die Hypothese von einer gestörten glutamatergen Neurotransmission entwickelte sich aus 

Erfahrungen mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptorantagonisten (siehe 1.3.1), wie 

Phencyclidin (PCP, „angel dust“), MK-801 und Ketamin, die beim Menschen akute Psychosen 

auslösen können. Zusätzlich konnten in Gehirnen von Schizophreniekranken post mortem 

verminderte Mengen von Glutamat und assoziierten Neurotransmissionsmarkern detektiert 

werden (Eastwood und Harrison 2005). 

Tierexperimentell bietet die Applikation von NMDA-Rezeptorantagonisten gegenwärtig ein sehr 

gutes Modell zur Erforschung schizophrenieformer Psychosen (Farber et al. 1995; Olney und 

Farber 1995; Moghaddam und Jackson 2003; Morris et al. 2005). So zeigten Ratten, denen MK-

801 appliziert wurde, einerseits eine erhöhte motorische Aktivität und andererseits soziale 

Rückzugstendenzen, was einer kombinierten positiven und negativen Symptomatik entsprach 

(Rung et al. 2005). Bei Mäusen mit einer reduzierten NMDA-Rezeptor-Expression wurden 

Verhaltensweisen, die Schlüsselaspekte der Schizophreniesymptomatik simulierten, beobachtet 

(Mohn et al. 1999). Eine neonatale strukturelle Schädigung des ventralen Hippokampus 

verstärkte diese Effekte mit zunehmendem Alter (Al-Amin et al. 2001).  
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Ein weiteres Tiermodell für Schizophrenien unterstreicht die Bedeutung des Hippokampus und 

die These einer Entwicklungsstörung. Durch eine kurzzeitige Störung der ventralen 

hippokampalen Funktionen in einer vulnerablen Entwicklungsphase gelang es, ohne anatomisch 

sichtbare Läsionen zu setzen, Defizite des Arbeitsgedächtnisses und Verhaltensweisen wie einen 

erhöhten Bewegungsdrang auszulösen (Lipska et al. 1995; Lipska et al. 2002; Lipska und 

Weinberger 2002).  

Da der Hippokampus für Lern- und Gedächtnisfunktionen eine zentrale Hirnstruktur darstellt 

(Milner und Penfield 1955), diese Funktionen bei Schizophrenien gestört sind und Läsionen des 

Hippokampus zu schizophrenieformen Symptomen führen, sind pathologische Veränderungen 

hippokampaler Neurone von besonderem Interesse (Heckers und Konradi 2002). 

 

1.2 Der Hippokampus 

Die Hippokampusformation ist ein stammesgeschichtlich alter Teil der Großhirnrinde, bestehend 

aus Ammonshorn und Gyrus dentatus. Sie befindet sich auf der medialen Seite jeder Hemisphäre 

und ist funktionell ein wichtiges Integrationsgebiet, sowohl für die Gedächtniskonsolidierung, 

als auch für Lernmechanismen, die Motivation und emotionale Reaktionen. Afferente Signale 

treffen vor allem aus sensorischen Kortexgebieten und dem limbischen System im 

vorgeschalteten entorhinalen Kortex ein und gelangen von dort durch den Tractus perforans in 

die Hippokampusformation, wo sie in einem Netzwerk aus Haupt- und Interneuronen verarbeitet 

und an nachgeschaltete Hirnareale, wie zum Beispiel das limbische System, weitergeleitet 

werden (siehe 1.2.1 und Abbildung 1). 

In einer hippokampalen Neuronenkultur, wie sie in dieser Arbeit Anwendung findet, liegen die 

Zellen dissoziiert, das heißt ohne ihre natürliche Vernetzung, vor. Dennoch sind alle neuronalen 

Zelltypen mit ihren spezifischen Eigenschaften vorhanden und haben während der Kultivierung 

neue synaptische Verbindungen gebildet. Es gibt im Wesentlichen exzitatorische Hauptneurone 

und inhibitorische Interneurone. 

 

1.2.1 Hippokampale Hauptneurone und der trisynaptische Schaltkreis 

Die Hauptneurone der Hippokampusformation bilden einen trisynaptischen Schaltkreis. Die 

Mehrheit der Afferenzen aus dem entorhinalen Kortex trifft als Tractus perforans im Stratum 

moleculare des Gyrus dentatus ein, wo sie mit den Hauptneuronen die erste synaptische 

Schaltstelle bilden. Zu diesen Hauptneuronen zählen die Körnerzellen, deren dichtgepackte 
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Somata das Stratum granulosum bilden, und die in der Hilusregion liegenden Mooszellen 

(Amaral 1978; Claiborne et al. 1990). Die Axone der Körnerzellen heißen Moosfasern und 

ziehen, abgesehen von einigen lokalen Kollateralen, durch den Hilus ins Stratum lucidum der 

CA3-Region. Die charakteristischen, sehr großen en-passant-Synapsen, die sogenannten Moos-

Terminalen, bilden mit den proximalen Dendriten der Pyramidenzellen die zweite synaptische 

Verschaltung. Die Axone der Mooszellen innervieren ipsi- (assoziativ) und kontralateral 

(kommissural) die Körnerzellen (Scharfman 1995; Buckmaster et al. 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 1: Die Hippokampusformation. Koronarschnitt durch die Hippokampusformation. Abgebildet ist das 

Ammonshorn (Cornu ammonis, violett und gelb) und der Gyrus dentatus (blau). Das Schema bildet Hauptneurone 

und Interneurone mit ihren Innervationsgebieten ab. Die gezeigten Zellschichten, Hauptzellen, Interneurone und 

Projektionsgebiete sind in der Legende aufgeführt und werden im Text besprochen. (modifiziert nach J. Kacza, 

Veterinär-Anatomisches Institut Leipzig) 

 

Die Pyramidenzellen, die das Stratum pyramidale bilden, sind die Hauptneurone des 

Ammonshorns (Cornu ammonis, CA), das in eine Gyrus dentatus-nahe CA3-Region und in eine 

ferne CA1-Region unterteilt ist. Die Dendriten bilden apikal die Strata lucidum, radiatum und 

lacunosum moleculare und basal das Stratum oriens und den Alveus. Neben den Moosfaser-
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Projektionen im Stratum lucidum enden assoziative und kommissurale Kollateralen von anderen 

CA3-Pyramidenzellen in den Strata oriens und radiatum.  

Die Axone der CA3-Pyramidenzellen ziehen, abgesehen von assoziativen und kommissuralen 

Kollateralen zu anderen CA3-Pyramidenzellen (Swanson et al. 1980), als sogenannte Schaffer-

Kollateralen in die ipsi- und kontralaterale CA1-Region. Dort bilden sie im Stratum radiatum mit 

den Dendriten der CA1-Pyramidenzellen die dritte Synapse. 

Das im hippokampalen Schaltkreis letzte Axon entspringt den CA1-Pyramidenzellen und zieht 

im Alveus zum Subiculum und zum entorhinalen Kortex, aber auch zu anderen limbischen, 

subkortikalen und kortikalen Arealen (van Groen und Wyss 1990). 

 

1.2.2 Gliederung und Funktionen hippokampaler Interneurone  

Alle Interneurone zeichnen sich durch die Synthese und Freisetzung des inhibitorischen 

Neurotransmitters GABA aus (Krnjevic und Schwartz 1967). Sie können in Abhängigkeit von 

den Innervationspunkten ihrer Axone funktionell in drei Gruppen eingeteilt werden.  

Die erste Gruppe umfasst die perisomatisch innervierenden Interneurone. Zu ihnen gehören die 

Chandelier-Zellen (Soriano et al. 1990) und die Korbzellen (Seress und Ribak 1990). Die Somata 

dieser Zellen liegen im Ammonshorn und im Gyrus dentatus jeweils überwiegend in der Schicht 

der Hauptneurone. Ihre Dendriten verlaufen radial durch die angrenzenden Schichten und 

bekommen auf diese Art vielfältige exzitatorische Afferenzen von ipsi- und kontralateralen 

Zellen und aus dem entorhinalen Kortex. Die Axone verlaufen tangential entlang der 

Hauptzellschichten und geben kleinere Seitenäste ab, die perisomatisch axo-axonale Synapsen 

und perizelluläre Boutonnetze mit den Hauptneuronen bilden. Durch die vielfältigen Afferenzen 

sind beide Zelltypen sowohl an Feedback- als auch an Feedforward-Mechanismen beteiligt. 

Interneurone der zweiten Gruppe bilden dendritische Synapsen mit den Hauptneuronen. Ihre 

Dendriten sind auf bestimmte Schichten und damit auf bestimmte Afferenzen begrenzt, so dass 

entweder Feedback- oder Feedforward-Impulse vermittelt werden (Han et al. 1993). Im Gyrus 

dentatus gehören zu ihnen die Feedback-hemmenden HIPP- (hilar perforant path-associated 

cells) und die Feedforward-Impulse vermittelnden MOPP- (molecular layer perforant path-

associated cells) Zellen (Buckmaster und Schwartzkroin 1995). Im Ammonshorn gibt es dem 

entsprechende Interneurone. An der Feedback-Hemmung sind dort die sogenannten O-LM-

Zellen (oriens-lacunosum moleculare-associated cells) beteiligt. Sie liegen im Stratum oriens und 

ihre Dendriten ziehen zur Stratum oriens-Alveus-Grenze, wo sie mit rekurrenten Kollateralen der 

Pyramidenzellen verschaltet sind. Die Axone ziehen ins Stratum lacunosum moleculare, um 
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zusammen mit entorhinalen Afferenzen die distalen Pyramidenzelldendriten zu innervieren (Sik 

et al. 1995). Daneben seien die trilaminären Interneurone (3L-IN) an der Stratum oriens-Alveus-

Grenze (Sik et al. 1995) und die Interneurone, deren Somata typischerweise im Stratum 

lacunosum moleculare liegen (LM-IN) (Lacaille und Schwartzkroin 1988), erwähnt.  

Die dritte Gruppe beinhaltet Interneurone, die ihrerseits nur andere Interneurone innervieren (IS-

IN, interneuron-selective interneurons) (Gulyas et al. 1996). Sie sind in vielen Schichten der 

Hippokampusformation lokalisiert und erhalten vielfältige Afferenzen. Dabei können funktionell 

und neurochemisch mehrere Subtypen differenziert werden. So projizieren beispielsweise IS-3-

Zellen bevorzugt auf Somatostatin- und Calbindin-positive Zellen. Letztere sind mit hoher 

Wahrscheinlichkeit die oben erwähnten O-LM-Zellen (Katona et al. 1999). 

Neben den genannten Beispielen gibt es in jeder Gruppe viele weitere Interneuron-Subtypen, die 

an den hippokampalen Schaltkreisen beteiligt sind und anhand von funktionellen, 

elektrophysiologischen und neurochemischen Kriterien unterschieden werden können.  

Sowohl für das GABAerge System der Interneurone als auch für das glutamaterge System der 

Hauptneurone konnten Hinweise auf eine Unterfunktion bei Schizophreniekranken gefunden 

werden. Interessanterweise führt eine verminderte glutamaterge Aktivität in nachgeschalteten 

Hirnregionen wie dem Hippokampus zu erhöhten Glutamatspiegeln, was mit einer verminderten 

Aktivität hemmender Interneurone begründet wird (Olney et al. 1999; van Elst et al. 2005). Dies 

verdeutlicht den engen Zusammenhang beider Systeme und lässt vermuten, dass Glutamat bzw. 

Glutamatrezeptor-vermittelte Prozesse in hippokampalen Neuronen von besonderer Relevanz für 

die Pathogenese der Schizophrenien sind. 

 

1.3 Die Glutamatrezeptoren 

Die Aminosäure Glutamat stellt einen der zentralen exzitatorischen Neurotransmitter im ZNS 

von Säugetieren dar. Es gibt zwei große Gruppen von Glutamatrezeptoren. Die ionotropen 

Glutamatrezeptoren sind membranständige, an Ionenkanalproteine gekoppelte Rezeptoren, die 

nach Glutamatbindung bestimmte Ionen passieren lassen und damit das postsynaptische 

Membranpotential verändern (Seeburg 1993). Die prä- und postsynaptisch membranständig 

lokalisierten metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluRs) vermitteln nach Ligandenbindung über 

G-Proteine und nachgeschaltete Signalkaskaden modulatorische Effekte auf die 

Signalverarbeitung in der Synapse (Kew und Kemp 2005).  
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1.3.1 Die Bedeutung des NMDA-Rezeptors für die Langzeitpotenzierung 

Die ionotropen Glutamatrezeptoren können anhand ihrer synthetischen Agonisten N-Methyl-D-

Aspartat (NMDA), Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-4-propionat (AMPA) und Kainat in 

die drei Haupttypen NMDA-, AMPA- und Kainatrezeptoren eingeteilt werden.  

Das Besondere am NMDA-Rezeptor ist, dass er als Koinzidenzdetektor wirkt, da es einer 

Vordepolarisation bedarf, damit das blockierende Magnesiumion abdiffundieren kann und der 

Kanal für Ionen passierbar wird. Der Natriumeinstrom bewirkt eine Membrandepolarisation, 

während zusätzlich einströmende Calcium-Ionen als sekundäre Botenstoffe über Proteinkinasen 

und Phosphatasen die Proteinaktivitäten regulieren, die Neusynthese von Proteinen initiieren und 

die Genexpression modulieren. Dadurch werden die synaptischen Eigenschaften für Stunden bis 

Tage verändert, was als Langzeitpotenzierung (LTP, „long term potentiation“) und 

Langzeitdepression (LTD, „long term depression“) bezeichnet wird. LTP und LTD werden als 

grundlegende Lern- und Gedächtnismechanismen angesehen (Petrovic et al. 2005). 

Daneben sind die NMDA-Rezeptoren für die calcium-vermittelte Zytotoxizität von 

entscheidender Bedeutung. 

  

1.3.2 Die ionotropen Glutamatrezeptoren und Zelltoxizität 

Die Zusammenhänge von Glutamatrezeptoren und Zelltoxizitätsmechanismen werden vor allem 

im Rahmen von Hypoxie und Ischämie, wie sie bei akuten Ereignissen wie Schlaganfall oder 

Herzstillstand auftreten, aber auch bei progressiven neurologischen Erkrankungen wie der 

Amyotrophischen Lateralsklerose oder dem Morbus Alzheimer untersucht (Martin et al. 1998).  

Unter anhaltender Hypoxie oder Ischämie kommt es zu einer Erschöpfung der zellulären 

Energiereserven mit darauf folgender Membrandepolarisation und Freisetzung exzitatorischer 

Aminosäuren. Diese reichern sich im Extrazellulärraum an und führen zu einer übermäßigen 

Reizung der NMDA-Rezeptoren und damit zu einer langfristig erhöhten zytoplasmatischen 

Calcium-Konzentration, die die Aktivierung von Proteasen, Lipasen und Endonukleasen 

begünstigt und zu einer irreversiblen Schädigung der Zelle führt. Dieser Mechanismus wird 

Exzitotoxizität genannt (Dirnagl et al. 1999). Dabei führen unterschiedliche zelluläre 

Eigenschaften wie beispielsweise die Rezeptorendichte oder die  Fähigkeit, durch endogene 

Puffer die Calciumhomöostase aufrecht zu erhalten, zu unterschiedlichen Vulnerabilitäten 

(Arundine und Tymianski 2003).  

Zusätzlich gelangen durch AMPA-Rezeptor-Ionenkanäle Natrium- und Chloridionen in die 

Zelle, gefolgt von einem passiven Wassereinstrom, der zu einer Zellschwellung führt. AMPA-
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Rezeptoren könnten daher besonders für die verzögerte Degeneration nach Ischämien oder 

epileptischen Anfällen verantwortlich sein (Bennett et al. 1996). Eine Kainatrezeptoren-

vermittelte Exzitotoxizität scheint insbesondere im Zusammenhang mit oxidativem Stress und 

Entzündung für neurodegenerative Erkrankungen von Bedeutung zu sein (Wang et al. 2005). 

Daher schützen sowohl NMDA- als auch nicht-NMDA-Rezeptorantagonisten vor bestimmten 

Aspekten einer hypoxischen Zelldegeneration.  

Für diese Arbeit ist die exzitotoxische Neurodegeneration von besonderer Relevanz. In vitro 

konnte der NMDA-Rezeptorantagonist MK-801 die exzitotoxische Neurodegeneration durch 

Glutamat oder NMDA fast vollständig hemmen und den durch AMPA-Applikation vermittelten 

Zellverlust immerhin teilweise vermindern. Der nicht-NMDA-Antagonist CNQX hingegen war 

bei Glutamat- und NMDA-Applikation wirkungslos, konnte jedoch einen AMPA-vermittelten 

Zellverlust aufheben (Rogers und Hunter 1997).  

Der Zelltod kann biochemisch und morphologisch in Apoptose, Nekrose und Mischformen 

eingeteilt werden. Eine Nekrose wird oft von einem starken Trauma verursacht und geht mit dem 

Verlust der Membranintegrität und dem Ausschwemmen von Zytoplasma, gefolgt von einer 

Entzündungsreaktion einher. Die Apoptose hingegen ist ein hochgradig regulierter Prozess, bei 

dem die Zelle kontrolliert Selbstmord begeht. Beginnend mit einer Kernkondensation kommt es 

im weiteren Verlauf zu einer Degeneration der Zellorganellen und Schrumpfung der gesamten 

Zelle bis nur noch ein sogenannter Apoptosekörper übrig bleibt. Eine durch Exzitotoxizität 

hervorgerufene Neurodegeneration kann keiner dieser Formen ausschließlich zugeordnet 

werden. Es wurde gefunden, dass exzitotoxische Stimulationen zu einer Neurodegeneration mit 

einem Apoptose-Nekrose-Verlauf mit Zwischenstadien führen, bei dem der neuronale Zelltod 

abhängig ist von den Zelltypen und den stimulierten Rezeptoren (Zheng et al. 2003). Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind nur teilweise verstanden.  

 

1.3.3 Die Expression und Funktion metabotroper Glutamatrezeptoren 

Bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt konnten acht Mitglieder der mGluR-Familie identifiziert 

werden, die anhand ihrer Sequenzhomologien, pharmakologischen Eigenschaften und 

intrazellulären Signalkaskaden in drei Gruppen unterteilt werden können (Nakanishi und Masu 

1994). Die Gruppen I (mGluR1 und mGluR5) und II (mGluR2 und mGluR3) beinhalten die 

hauptsächlich postsynaptisch lokalisierten Rezeptoren, während die Mitglieder der Gruppe III 

(mGluR4, 6, 7 und 8) grundsätzlich in der Präsynapse zu finden sind (Ottersen und Landsend 

1997; Shigemoto et al. 1997).  
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Die Bedeutung des mGluR3 für die Pathologie der Schizophrenien wird kontrovers diskutiert. 

Einige Arbeitsgruppen konnten einen Polymorphismus im Gen, das den mGluR3 kodiert, finden 

(Fujii et al. 2003; Egan et al. 2004; Bishop et al. 2005), während an anderer Stelle ein 

Zusammenhang für unwahrscheinlich gehalten wird (Marti et al. 2002; Norton et al. 2005).  

Mit Hilfe der sogenannten Einzelzell-RT-PCR (reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion) 

gelang es, in Interneuronen des Stratum oriens mehrere Glutamatrezeptoren nachzuweisen. Für 

die Mitglieder der Gruppe I konnte gezeigt werden, dass Parvalbumin-positive Chandelier- und 

Korbzellen hauptsächlich mGluR5 exprimieren, während Zellen, die morphologisch, 

lokalisatorisch und biochemisch am ehesten den O-LM-Zellen entsprechen, mGluR1 und 

mGluR5 exprimieren. Daneben wurden zwei weitere Gruppen charakterisiert. Interessanterweise 

reagieren diese vier Gruppen elektrophysiologisch unterschiedlich auf eine Aktivierung mit 

einem unselektiven Gruppe I Agonisten (van Hooft et al. 2000).  

Der Rezeptortyp 1 der mGluRs kann in zwei Subtypen mit unterschiedlichen Lokalisationen 

unterteilt werden. Für mGluR1α wurde eine sehr spezifische Expression in Somatostatin-

positiven Interneuronen des Stratum oriens und des Alveus (in HIPP-, O-LM-, LM-

Interneuronen) nachgewiesen (Baude et al. 1993; Pellegrini-Giampietro 2003; Ferraguti et al. 

2004), während mGluR1β und mGluR5, nicht jedoch mGluR1α, in hippokampalen 

Pyramidenzellen identifiziert werden konnten (Lujan et al. 1997; Shigemoto et al. 1997; 

Ferraguti et al. 1998). Die zelltypspezifischen Rezeptormuster lassen eine differentielle 

funktionelle Bedeutung, insbesondere an Mechanismen der synaptischen Plastizität, im 

hippokampalen Netzwerk vermuten. 

 

1.3.4 Glutamatrezeptoren und synaptische Plastizität 

Als grundlegende molekulare Mechanismen der synaptischen Plastizität werden die LTP (Bliss 

und Lomo 1973) und die LTD (Dudek und Bear 1992) angesehen. Bei beiden Mechanismen 

konnte die Notwendigkeit einer Aktivierung ionotroper (Collingridge et al. 1983; Dudek und 

Bear 1992) oder metabotroper Glutamatrezeptoren (Bashir et al. 1993; Manahan-Vaughan und 

Reymann 1997) nachgewiesen werden. Dabei reicht die Beteiligung von der Modulation 

ionotroper Kanäle bis zur Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden (Anwyl 1999). Die isolierte 

oder kombinierte Aktivierung von ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren kann 

sowohl die elektrisch induzierte LTP (Behnisch und Reymann 1993; Manahan-Vaughan und 

Reymann 1996), als auch die chemisch induzierte LTP (Bortolotto und Collingridge 1992; 

Manahan-Vaughan und Reymann 1997; Balschun et al. 1999) und LTD (Camodeca et al. 1999; 
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Huber et al. 2000; Wu et al. 2004) beeinflussen. In Zusammenhang mit diesen Ergebnissen 

konnte gezeigt werden, dass die Applikation des mGluR Gruppe I Agonisten DHPG die 

Proteinsynthese in Somata und Dendriten hippokampaler Zellkulturen erhöht (Weiler und 

Greenough 1993; Job und Eberwine 2001). Metabotrope Glutamatrezeptoren der Gruppe I 

scheinen demnach insbesondere in Formen der synaptischen Plastizität involviert zu sein, die 

eine Proteinsynthese erfordern, um langanhaltende Veränderungen in der synaptischen 

Transmission zu bewirken.  

Die Anwendung der Gene-Array-Analyse, bei der mRNA-Expressionsmuster verschiedener 

Proben verglichen werden (Miklos und Maleszka 2004), konnte verschiedene molekulare 

Veränderungen in Gehirnen Schizophreniekranker nachweisen. Dabei fielen besonders prä- und 

postsynaptische Proteine auf (Mirnics et al. 2001), was für eine gestörte Neurotransmission 

sprach und zu der „Synaptischen Hypothese der Schizophrenien“ führte (Frankle et al. 2003). In 

diesem Konzept sind Störungen der Calciumhomöostase während der Entwicklung von 

entscheidender Bedeutung, da sie die calciumabhängige Signaltransduktion beeinflussen. Eine 

veränderte Expression von verschiedenen Calciumbindungsproteinen (CBP) (Daviss und Lewis 

1995; Kajimoto et al. 1995) kann als Ausdruck der gestörten calciumabhängigen 

Neurotransmission in bestimmten Rezeptorsystemen interpretiert und so mit den Fehlfunktionen 

bei Schizophrenien in Verbindung gebracht werden (Lidow 2003).  

 

1.4 Die Bedeutung des Calciumions als zellulärer Botenstoff 

Calciumsignale sind örtlich und zeitlich begrenzte, streng definierte Änderungen der 

Calciumionenkonzentration, die zur Aktivierung verschiedener zellulärer Prozesse führen 

(Bootman et al. 2001). Dazu zählen neben Vorgängen bei der Skelettmuskel- und 

Herzmuskelkontraktion, der Blutgerinnung, der Sekretion, der Endo-, Exo- und Phagozytose und 

der Zellbewegung auch neurophysiologisch bedeutsame Prozesse der Zellteilung, der 

Differenzierung, des Zelltods, der Genexpression, der Enzymaktivierung und der 

Neurotransmitterfreisetzung (Carafoli 2005). Für die Gewährleistung dieser vielfältigen 

Wirkungsweise kommt es auf eine strikte Regulation der intrazellulären 

Calciumionenkonzentration an (siehe Abbildung 2). 

Normalerweise liegt Ca2+ im Zytosol in einer sehr geringen Konzentration von 100 nM vor und 

damit 10.000 mal niedriger als im Extrazellulärraum oder innerhalb der intrazellulären 

Calciumdepots, wie dem glatten endoplasmatischen Retikulum (ER), wohin es ununterbrochen 

von Pumpen transportiert wird. Durch extrazelluläre Reize wird die zytosolische 
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Calciumionenkonzentration vorübergehend um das 10-100fache erhöht (Carafoli 2005). Dabei 

kann Calcium auf ganz unterschiedlichen Wegen in das Zytosol einer Nervenzelle gelangen. 

Aktionspotentiale und andere depolarisierende Stimuli führen zum Calciumeinstrom durch 

membranständige spannungsabhängige Kanäle (VOC, „Voltage Operated Channel“). 

Postsynaptische Calciumströme werden meist durch die Aktivierung ligandengesteuerter 

Ionenkanäle (ROC, „Receptor Operated Channel“), wie den NMDA-Rezeptor oder einige Typen 

von AMPA-Rezeptoren (siehe 1.3.1), induziert (Blackstone und Sheng 2002). Darüber hinaus ist 

die Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern, wie dem ER, zu beachten, da sie Signale 

verstärken kann. Beispielsweise führt am ER die Aktivierung von Ryanodin- (RYR) oder IP3-

Rezeptoren (IP3R) durch die intrazellulären Botenstoffe IP3 (Inositol-1,4,5-Triphosphat) oder 

cADPR (zyklische Adenosindiphosphat-Ribose) zu einer Calciumfreisetzung.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Die Calcium-Homöostase der Zelle. VOC (Voltage Operated Channel): spannungsabhängiger 

Ionenkanal; ROC (Receptor Operated Channel): ligandenabhängiger Ionenkanal; IP3R: Inositol-1,4,5-

Triphosphatrezeptor; RYR: Ryanodinrezeptor; IP3: Inositol-1,4,5-Triphosphat; cADPR: zyklische 
Adenosindiphosphat-Ribose: ER: endoplasmatischen Retikulum; NCX: Na+/Ca2+-Austauscher; PMCA: 

Plasmamembran-Calcium-ATPase; SERCA: Sarco-Endoplasmatisches-Retikulum-Calcium-ATPase.  

 

Zur Wiederherstellung der Homöostase löst sich Calcium von den Effektoren und Puffern und 

wird aus dem Zytosol durch Pumpen und Austauscher entfernt. Der Na+/Ca2+-Austauscher 

(NCX) und die Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA) bringen Calcium wieder in den 
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Extrazellulärraum, während die Sarco-Endoplasmatisches-Retikulum-Calcium-ATPase 

(SERCA) es zurück ins ER pumpt. Mitochondrien haben ebenfalls eine aktive Funktion für die 

Aufrechterhaltung der Calciumhomöostase, indem sie Calcium rasch durch einen Uniporter 

aufnehmen und dann verzögert zurück ins Zytosol abgeben, wo es mittels SERCA, PMCA und 

NCX entfernt werden kann. Diese verschiedenen Elemente sind zellspezifisch exprimiert und 

ermöglichen so jeder Zelle ihren physiologischen Anforderungen gerecht zu werden (Berridge et 

al. 2003).  

 

1.5 Calciumbindende Proteine 

1.5.1 Die Familien der calciumbindenden Proteine (CBP) 

Ein Großteil des intrazellulär ansteigenden Calciums wird von Puffern aufgenommen, während 

ein kleiner Anteil an Effektoren bindet, die, in Abhängigkeit von Zelltyp und Kontext, eine breite 

Palette an calciumsensitiven Prozessen als biologische Zellantwort in Gang setzen. Im Laufe der 

Evolution haben sich verschiedene Gruppen von CBPs entwickelt, die sich in ihrer 

Calciumbindungsstruktur unterscheiden. Beispiele sind die Gruppe der C2-Domänen 

enthaltenden Proteine (Rizo und Sudhof 1998) wie die Mitglieder der Proteinkinase C-Familie 

(Liu und Heckman 1998) und der Synaptotagmine (Sudhof und Rizo 1996), die Annexine 

(Seaton und Dedman 1998) und die Gruppe der EF-Hand-Proteine (Persechini et al. 1989).  

Mit mehr als 600 Mitgliedern, die in über 60 Unterfamilien eingeteilt werden (Kawasaki et al. 

1998; Ikura und Ames 2006), ist die Superfamilie der EF-Hand-Proteine inzwischen die größte 

und am besten untersuchte Gruppe (Lewit-Bentley und Rety 2000). Die Mitglieder können 

entsprechend ihrer Reaktion auf eine Calciumbindung in zwei Gruppen aufgeteilt werden. 

Kommt es nach Calciumbindung zu keiner wesentlichen Konformationsänderung des Proteins, 

so handelt es sich wahrscheinlich um Calciumpuffer- oder Calciumtransport-Proteine. Beispiele 

sind unter anderem das Parvalbumin oder die Calbindine (Gross und Kumar 1990). Induziert die 

Calciumbindung jedoch eine Änderung der Proteinkonformation und ist damit 

höchstwahrscheinlich der Auslöser daraus folgender regulatorischer oder modulatorischer 

Aktivitäten, so spricht man von Calciumsensor-Proteinen (Yap et al. 1999). Zu dieser Gruppe 

gehört neben Enzymregulatoren wie dem ubiquitären Calmodulin (Chin und Means 2000), 

Skelettmuskelproteinen (Farah und Reinach 1995) oder Proteinen der Gruppe der S100-Proteine 

(Donato 1999) auch die Gruppe der intrazellulären neuronalen Calciumsensor (NCS)-Proteine 

(Braunewell und Gundelfinger 1999; Burgoyne 2004). 
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Der Name der EF-Hand-Proteinfamilie leitet sich von der molekularen Struktur der 

Calciumbindungsdomäne ab. Diese wurde erstmalig an Parvalbumin, einem 12 kDa großen 

Karpfenmuskelprotein, röntgenkristallographisch analysiert. Zwei α-Helices, E und F, sind 

durch eine Schleife aus 12 Aminosäuren, welche die calciumbindende Struktur darstellt, 

miteinander verbunden. Diese Helices sind so angeordnet, dass sich die N-terminal gelegene E-

Helix als Zeigefinger, die Schleife als gekrümmter Mittelfinger und die C-terminale F-Helix als 

Daumen der rechten Hand darstellen lassen (Kretsinger 1980) (siehe Abbildung 3).  

Neben vier dieser EF-Hand-Motive haben fast alle NCS-Proteine eine modifizierte 

Konsensussequenz an deren N-terminales Glycin kotranslational die gesättigte C14-Fettsäure 

Myristat angehängt wird. Bindet ein NCS-Protein Calcium, kommt es zu einer 

Konformationsänderung, dem sogenannten Calcium-Myristoyl-Switch (Zozulya und Stryer 

1992) und damit zur Exposition des Myristoyl-Restes an die Oberfläche des Moleküls. Dieser 

wird somit für weitere Interaktionen zugänglich.  

Ausnahmen bilden KChiP-2 und KChiP-3 (Spreafico et al. 2001), bei denen, durch alternatives 

Spleißen variable und wesentlich längere N-terminale Domänen entstehen, denen außerdem die 

Myristoylierungskonsensussequenz fehlt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3:  Struktur von NCS-Proteinen (modifiziert nach (Burgoyne und Weiss 2001)) Schematische 

Darstellung der Struktur der GCAPs, Recoverine, VILIPs, Frequenine (A) und KChIPs (B). Gly42 und Gly96 

markieren die Glycin-Reste, um die bei der calciuminduzierten Konformationsänderung eine Rotation der 

Aminosäurekette stattfindet. (C) verdeutlicht den Aufbau der EF-Hand-Motive. 

 

1.5.2 Die Familie der intrazellulären neuronalen Calciumsensor (NCS)-Proteine 

Die Familie der NCS-Proteine ist durch 14 Gene im Menschen kodiert und hat Orthologe in 

vielen anderen Spezies. Bisher konnten mehr als 40 Mitglieder in verschiedenen Spezies 

identifiziert werden, welche vorwiegend im peripheren und zentralen Nervensystem exprimiert 

werden. Mitte der 80er und  Anfang der 90er Jahre wurden die ersten NCS-Proteine, unter ihnen 
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Visinin und Recoverin, aufgereinigt und kloniert (Walsh et al. 1984; Yamagata et al. 1990; 

Dizhoor et al. 1991). Seitdem kamen viele Mitglieder aus verschiedenen Vertebraten- und 

Invertebratenspezies hinzu. Dabei entstand eine uneinheitliche Terminologie, da einige Proteine 

zur selben Zeit von verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und unterschiedlich benannt worden 

waren. Dennoch wurde versucht, anhand der Sequenzhomologien und ausgehend vom humanen 

Calmodulin einen phylogenetischen Stammbaum zu erstellen (siehe Abbildung 4). Dank des 

Einsatzes von in situ-Hybridisierungstechniken kann zunehmend auch deren spezifische 

Lokalisation aufgeklärt werden. 

Insgesamt ist die Gruppe der NCS-Proteine bisher nur ansatzweise charakterisiert. Da die 

einzelnen Mitglieder in verschiedenen Regionen des Gehirns und in unterschiedlichen Zelltypen 

exprimiert werden, ist eine zelltypspezifische Funktion sehr wahrscheinlich. Der hohe 

Konservierungsgrad zwischen den Spezies lässt eine grundlegende Bedeutung vermuten. 

Die Familie der NCS-Proteine kann in fünf Untergruppen eingeteilt werden.  

Die erste Gruppe beinhaltet die Guanylatcyclase-aktivierenden Proteine (GCAPs, „guanylate 

cyclase activating proteins“) (Palczewski et al. 2004). Dazu gehören die in verschiedenen 

Vertebratenspezies identifizierten GCAP-1 (Gorczyca et al. 1994), GCAP-2 (Dizhoor et al. 

1995), GCAP-3 (Haeseleer et al. 1999), die GCAP-4-8 (Imanishi et al. 2004) und GCIP 

(guanylate cyclase inhibiting protein) (Li et al. 1998). Sie werden spezifisch in den 

Photorezeptorzellen der Retina exprimiert (Philippov 2000), modulieren dort bei der 

Wiederherstellung der cGMP-Konzentration die Aktivität der retinalen Guanylatcyclase (retGC) 

in Abhängigkeit von der Calciumkonzentration und tragen somit zur Dunkeladaptation bei 

(Dizhoor und Hurley 1996; Haeseleer et al. 1999). 

Die zweite Gruppe umfasst die bisher nur in Säugern gefundenen Kaliumkanal-interagierenden 

Proteine (KChIPs, „Kv-channel interacting proteins“) KChIP-1, KChIP-2, KChIP-3 (An et al. 

2000) und KChIP-4 (Morohashi et al. 2002). Transkripte aller vier Proteine wurden vorwiegend 

in Hirngewebe gefunden (Spreafico et al. 2001; Zaidi et al. 2002). Immunhistochemisch konnte 

für alle vier KChIPs eine zelltyp- und hirngebietsabhängige Kolokalisation mit den 

Kaliumkanaluntereinheiten Kv4.2 und Kv4.3 gezeigt werden (An et al. 2000; Morohashi et al. 

2002). Dabei sind die KChIPs für die intrazelluläre Verteilung, den Transport und die 

molekularen Eigenschaften der Kanäle essentiell (An et al. 2000; Bahring et al. 2001; 

O'Callaghan et al. 2003; Shibata et al. 2003). KChIP-3 ist auch in anderen funktionellen 

Zusammenhängen gefunden und als DREAM und Calsenilin bezeichnet worden. DREAM wirkt 

als calciumabhängiger Repressor der Transkription (Carrion et al. 1999), was in Knock-out-

Mäusen durch eine erhöhte Prodynorphin-Expression zu einer verminderten 
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Schmerzwahrnehmung führte (Cheng et al. 2002). Als Calsenilin interagiert es mit Presenilin, 

einem Protein, das bei der Pathogenese des Morbus Alzheimer eine wichtige Rolle spielt. Es 

reguliert dessen Prozessierung, moduliert die β-Amyloidplaque-Bildung und ist im Kortex von 

Alzheimer-Patienten erhöht (Buxbaum et al. 1998; Zaidi et al. 2002; Jo et al. 2004). Darüber 

hinaus moduliert es in Neurogliomazellen die Apoptose (Lilliehook et al. 2002) und ist an der 

LTP beteiligt (Lilliehook et al. 2003). Ein weiterer Bindungspartner des Presenilins und damit 

potentiell an der Genese der Alzheimer-Demenz beteiligt ist KChIP-4 (Morohashi et al. 2002). 

Die dritte Gruppe, die Recoverine, enthält die Gründungsmitglieder der NCS-Familie Visinin 

und Recoverin sowie ihre Frosch-Orthologen S-Modulin („Sensitivität modulierendes Protein“) 

(Kawamura et al. 1992) und s26 (Kawamura et al. 1996). Ähnlich den GCAPs werden diese 

hauptsächlich in Photorezeptorzellen der Retina exprimiert, wo sowohl eine lichtabhängige 

Translokation innerhalb der Photorezeptorzellen (Strissel et al. 2005), als auch eine Interaktion 

mit der Rhodopsin-Kinase gezeigt werden konnte, die den Transmembranrezeptor Rhodopsin 

durch Phosphorylierung inaktiviert (Kawamura 1993; Chen et al. 1995; Klenchin et al. 1995). 

Recoverine sind somit ebenfalls an der Lichtadaptation beteiligt. 

In die vierte Gruppe gehören die visinin-ähnlichen Proteine (VILIPs, „visinin-like proteins“ oder 

NVPs, „neuronal visinin-like proteins“), die im Zentralnervensystem verschiedener Spezies fast 

ubiquitär exprimiert sind. Zu ihnen gehören, neben dem in dieser Arbeit näher untersuchten 

VILIP-1, unter anderem die ebenfalls im Menschen identifizierten Proteine VILIP-2, VILIP-3, 

Hippocalcin und Neurocalcin δ. Daneben wurden weitere zur VILIP-Gruppe gehörende Proteine 

in Invertebraten identifiziert: Neurocalcin aus Drosophila melanogaster (Teng et al. 1994) und 

Neurocalcin aus Aplysio californica (Dyer et al. 1996). Trotz der breiten Verteilung ist ein 

differenziertes Expressionsmuster erkennbar. So wurde in Northern-Blot-Analysen VILIP-3 fast 

ausschließlich im Cerebellum nachgewiesen (Kajimoto et al. 1993; Hamashima et al. 2001), 

während die anderen VILIPs auch in Kortex und Hippokampus detektierbar waren, dort teilweise 

mit Mitgliedern der fünften Gruppe überlappten (Braunewell und Gundelfinger 1999) und zum 

Teil altersabhängig exprimiert wurden (Saitoh et al. 1995).  

Die einzelnen Mitglieder der VILIP-Gruppe sind in unterschiedlichen funktionellen 

Zusammenhängen beschrieben worden. Mehrfach wurde für VILIP-1 ein modulatorischer Effekt 

auf die Konzentration zyklischer Nukleotide durch eine Interaktion mit Cyclasen beschrieben. 

Dies konnte für Adenylatcyclasen, die die Bildung des zyklischen Adenosinmonophosphats 

(cAMP) katalysieren, in stabil mit VILIP-1 transfizierten C6-Glioma-Zellen (Braunewell et al. 

1997; Lin et al. 2002), im olfaktorischen System der Ratte (Boekhoff et al. 1997) und in nicht-

neuralen Carcinoma-Zelllinien der Haut der Maus gezeigt werden (Mahloogi et al. 2003). Auch 
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für Guanylatcyclasen wurde eine calciumabhängige Interaktion mit VILIP-1 (Braunewell et al. 

2001) und mit Neurocalcin δ (Kumar et al. 1999; Krishnan et al. 2004) nachgewiesen. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 4: Phylogenetischer Stammbaum der NCS-Proteine. (modifiziert nach (Spilker et al. 2002)) Der 

Stammbaum zeigt die phylogenetische Beziehung der einzelnen NCS-Proteine zueinander sowie die 

Gruppeneinteilung basierend auf Aminosäuresequenzen aus der SWISSPROT-Datenbank. (* KChIP-3 entspricht 

Calsenilin und DREAM; KChIP-4 entspricht CALP; GCAP-4-8 wurden phylogenetisch bisher nicht eingeordnet; 

crust-Frequenin-1 wurde aus dem amerikanischen Flusskrebs, crust-Frequenin-2 aus der Languste kloniert).  
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Daneben identifizierte man VILIP-1 im Rahmen eines Hefe-2-Hybrid-Screens als 

Interaktionspartner der zytoplasmatischen α4-Untereinheit des α4β2-nAChR. In Oocyten 

erhöhte die Koexpression von VILIP-1 sowohl die Zelloberflächenexpression als auch die 

Agonistenempfindlichkeit des α4β2-nAChR (Lin et al. 2002).  

VILIPs werden auch bei der Alzheimer-Demenz reguliert und sind mit den typischen 

neuropathologischen Kennzeichen der Erkrankung assoziiert (Shimohama et al. 1996). 

Ergebnisse, die zeigen, dass die VILIP-1-Immunreaktivität im temporalen Kortex von 

Alzheimer-Patienten erniedrigt ist (Braunewell et al. 2001), konnten durch Gene-Array-Analysen 

bestätigt werden (Loring et al. 2001). Zytotoxizitäts-Assays in PC-12-Zelllinien zeigten eine 

erhöhte Anfälligkeit VILIP-1 exprimierender Neurone für calciuminduzierte Neurotoxizität und 

weisen so auf eine mögliche Beteiligung am Pathomechanismus hin (Schnurra et al. 2001). Auch 

ein anderes Mitglieder der VILIPs, Neurocalcin, weist eine veränderte Expression bei Alzheimer 

Demenz auf (Shimohama et al. 1996).  

Hippocalcin interagiert mit dem neuronalen Apoptose-Inhibitor-Protein (NAIP, „neuronal 

apoptosis inhibitory protein“) und potenziert den protektiven NAIP-Effekts (Mercer et al. 2000). 

Neueste Ergebnisse zeigen, dass Neurone von Hippocalcin-Knock-Out-Mäusen empfindlicher 

gegenüber calciuminduzierter Degeneration sind (Korhonen et al. 2005). Insgesamt gibt es 

jedoch wenige experimentelle Daten, so dass eine Rolle der VILIPs bei Zelltod und neuronaler 

Apoptose erst noch bestätigt werden muss. 

Funktionell konnten für Hippocalcin eine Expressionsmodulation der Phospholipase D2 (PLD2) 

(Oh et al. 2005) und eine essentielle Rolle bei der NMDA-Rezeptor-abhängigen LTD (Palmer et 

al. 2005) gefunden werden. Ähnlich VILIP-1 kann auch Hippocalcin die Aktivität von Adenylat- 

und Guanylatcyclasen calciumabhängig regulieren (Mammen et al. 2004). 

Die fünfte und evolutionsgeschichtlich älteste Gruppe der NCS-Proteine beinhaltetet die 

Frequenine (synonym: NCS-1, „neuronal calcium sensor 1“), deren hoch konservierte 

Aminosäurensequenzen in verschiedenen Spezies von Hefen über Ratte, Maus und Huhn bis hin 

zum Menschen gefunden wurden (Pongs et al. 1993; Nef et al. 1995; Hendricks et al. 1999). 

Frequenin/NCS-1 konnte immunhistochemisch in Kortex, Hippokampus, Cerebellum und 

Rückenmark von Ratte und Maus detektiert werden (Schaad et al. 1996; Olafsson et al. 1997). 

Ein aus Caenorhabditis elegans kloniertes NCS-Protein (ce-NCS-2) konnte bisher keiner Gruppe 

eindeutig zugeordnet werden bzw. nicht bestätigt werden und stellt wahrscheinlich einen eigenen 

Zweig im Stammbaum dar (De Castro et al. 1995). 

Für Frequenin, ursprünglich aus Drosophila melanogaster kloniert (Pongs et al. 1993), und 

NCS-1, sein Homolog aus Säugetieren, sind vielfältige Funktionen bekannt. Hervorzuheben sind 



Einleitung 
 

 18

hier eine Interaktion mit Kv4.3 Kaliumkanälen in Herzmuskelzellen von Mäusen (Guo et al. 

2002), mit P/Q-Calciumkanälen in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks von Rindern 

(Weiss und Burgoyne 2001) und mit dem D2-Rezeptor/GRK2 („G-Protein-gekoppelte 

Rezeptorkinase 2“)-Komplex in embryonalen Nieren-293-Zellen (Kabbani et al. 2002). 

Eine Verbindung zu Lern- und Gedächtnisvorgängen konnte durch den Nachweis, dass eine 

Überexpression von NCS-1 die Synapsenbildung und die synaptische Transmission fördert, 

(Chen et al. 2001) und dadurch im Nematoden Caenorhabditis elegans zu einer verbesserten 

Gedächtnisfunktion bei assoziativen Lernvorgängen führt (Gomez et al. 2001), hergestellt 

werden. Darüber hinaus wird NCS-1 bei postsynaptischer LTP im Gyrus dentatus reguliert 

(Genin et al. 2001) und beeinflusst die präsynaptische Kurzzeitpotenzierung (STP, „short term 

potentiation“) (Sippy et al. 2003).  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass NCS-Proteine an verschiedensten neuronalen 

und nichtneuronalen, meist calciumabhängigen Prozessen wie synaptischer Transmission, 

Modulation von Ionenkanälen und membranassoziierten Enzymen und Regulation von 

Genexpression beteiligt sind.  

Neben einer wachsenden Aufmerksamkeit in der Krebsforschung wird einigen NCS-Proteinen 

vor allem eine große Bedeutung bei pathophysiologischen Prozessen zentralnervöser 

Krankheiten wie dem Morbus Alzheimer und den dargestellten Schizophrenien beigemessen.  

 

1.5.3 Calciumbindungsproteine im Hippokampus 

Bei neurochemischen Untersuchungen hippokampaler Neurone fällt auf, dass bestimmte 

Neuronengruppen mit bestimmten neurochemischen Expressionsmustern korrelieren, was eine 

Beteiligung an den jeweiligen Funktionen vermuten lässt. Umgekehrt lässt das 

Expressionsmuster bestimmter Markerproteine einen Rückschluss auf die Zellidentität zu. 

Da die meisten, wenn nicht sogar alle, Interneurone GABAerg sind, ist es möglich mit Hilfe 

spezifischer Antikörper gegen das GABA-synthetisierende Enzym Glutaminsäuredecarboxylase 

(GAD, „glutamic acid decarboxylase“) Interneurone zu identifizieren und damit von den 

Hauptneuronen zu unterscheiden (Sheikh et al. 1999).  

Wenn man die Expression bestimmter CBPs untersucht, zeigen sich sowohl zelltypische 

Expressionsmuster, als auch spezifische Koexpressionen zum Beispiel mit Rezeptoren 

(Baimbridge et al. 1992). So zeigen ca. 20% der Chandelier- und Korbzellen eine 

Parvalbuminexpression, jedoch keine Calbindin- oder Calretininexpression (Kosaka et al. 1987). 
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Calbindin hingegen zeigt eine starke Expression in Hauptneuronen und in 10 - 12% der 

hippokampalen Interneurone, die morphologisch am ehesten 3L-IN und LM-IN entsprechen 

(Sloviter 1989; Toth und Freund 1992; Sik et al. 1995). Die Koexpression von Calbindin mit 

Parvalbumin und Calretinin ist sehr gering und von untergeordneter Bedeutung (Gulyas et al. 

1991). Immunfärbungen mit Calretinin sind interneuron-spezifisch und färben 13% aller 

Interneurone, verteilt in allen Schichten und Regionen der Hippokampusformation (Miettinen et 

al. 1992). Diese können in zwei Gruppen eingeteilt werden. Für die Gruppe der sogenannten 

spine-free Interneurone sind die IS-1-IN charakteristisch (Gulyas et al. 1996). Der anderen 

Gruppe, den sogenannten spiny Interneuronen, können anhand ihrer Dendriten- und 

Axonmorphologie HIPP- und O-LM-Zellen zugeordnet werden. Auch Calretinin zeigt fast keine 

Koexpression mit Parvalbumin.   

Für das Neuropeptid Somatostatin wurde gezeigt, dass es im Hippokampus in 14% aller Zellen 

vorkommt. Dabei handelte es sich ausschließlich um Interneurone (Kosaka et al. 1988). Anhand 

der Morphologie der Dendritenbäume und der Axone, der Häufigkeit der Somata und deren 

besonderer Verteilung im Hilus, der CA1- und der CA3-Region sind die Somatostatin-positiven 

Neurone wahrscheinlich zum großen Teil HIPP-, O-LM- und LM-IN (Freund und Buzsaki 

1996). Eine Besonderheit ist die nahezu 100%ige Koexpression von Somatostatin mit mGluR1α.  

Erst kürzlich konnte für VILIP-1 ein Zusammenhang mit den oben genannten CBPs und 

Neuropeptiden hergestellt werden. Immunzytochemische Färbungen von Rattengehirnen zeigten 

bei Kontroll-Tieren eine VILIP-1-Expression in Neuronen im Stratum pyramidale und positive 

Interneurone im Stratum oriens der CA1-Region, sowie in Neuronen des Stratum granulosum 

und in hilären Interneuronen des Gyrus dentatus. Dabei fand sich einerseits eine 60%ige 

Koexpression mit Calretinin und andererseits eine unter 10%ige Koexpression mit Parvalbumin 

(Bernstein et al. 2002; Bernstein et al. 2003). Somit scheint VILIP-1 deutlich stärker in 

dendritisch innervierenden Interneuronen (O-LM, HIPP, IS-1) als in perisomatisch 

innervierenden Zellen (Chandelier- und Korbzellen) exprimiert zu sein. Zusätzlich konnte 

insbesondere in Interneuronen des Stratum oriens der CA1-Region und in hilären Neuronen des 

Gyrus dentatus eine Koexpression von VILIP-1 mit mGluR1α und damit auch mit Somatostatin 

nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten: Zhao et al.).   

 

1.5.4 Die Expression der NCS-Proteine bei Schizophrenien 

Über die Koexpression mit bestimmten CBPs konnte in Gehirnen schizophreniekranker 

Verstorbener eine zelltypspezifische Expressionsänderung von VILIP-1 im Hippokampus 
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gefunden werden. Während die VILIP-1-Immunreaktivität in hippokampalen Pyramidenzellen 

vermindert ist, findet sich eine erhöhte Anzahl und eine intensivere Immunreaktion VILIP-1 

exprimierender Interneurone verglichen mit gesunden Individuen (Bernstein et al. 2002). 

Eine systemische Ketamin-Applikation, die ebenfalls ein Tiermodell für schizophrenieforme 

Psychosen darstellt, zeigte bei Ratten ein ähnliches Ergebnis. Insbesondere im Gyrus dentatus 

fiel eine deutliche Zunahme VILIP-1-positiver Interneurone auf (Bernstein et al. 2003). Für 

Phencyclidin konnte zuvor bereits ein die VILIP-1-Expression reduzierender Effekt im Nucleus 

accumbens, einer Hirnstruktur, die eine wichtige Verbindung zwischen dem dopaminergen und 

dem glutamatergen Transmittersystem darstellt, nachgewiesen werden (Kajimoto et al. 1995). 

Damit ist auch VILIP-1 ein Marker für die gestörte calciumabhängige Neurotransmission bei 

Schizophrenien. Diese immunhistochemisch gefundenen Veränderungen wurden durch Gene-

Array-Studien bestätigt (Miklos und Maleszka 2004).  

Neben dem glutamatergen ist auch das cholinerge bzw. nikotinerge System involviert, da für 

nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) bekannt ist, dass sie sowohl eine Rolle bei der 

synaptischen Plastizität als auch bei den Schizophrenien spielen (Hogg et al. 2003). VILIP-1 

fördert in Oozyten die Oberflächenexpression und die Agonistensensitivität des α4β2-nAChR 

(Lin et al. 2002). Somit könnte eine veränderte VILIP-1-Expression bei Schizophrenien die 

cholinerge Transmission direkt stören und auf diese Weise die hippokampale Plastizität und 

Gedächtnisfunktionen beeinträchtigen. 

Weitere Genexpressionsanalysen, immunhistochemische Studien und knock-out-Modelle 

beziehen auch andere Mitglieder der EF-Hand-Proteinfamilie, darunter Calcineurin (Gerber et al. 

2003; Miyakawa et al. 2003) und NCS-1, in die Pathologie der Schizophrenien ein. So ist NCS-1 

im präfrontalen Kortex von Patienten mit Schizophrenie oder bipolaren Störungen vermehrt 

exprimiert (Koh et al. 2003; Bai et al. 2004). Als Dopaminrezeptor interagierendes Protein 

(„DRIP“, dopamine receptor-interacting protein) kann es die Dopaminrezeptor-Funktion und 

damit die kortikale präfrontale Aktivität beeinflussen (Kabbani et al. 2002; Bergson et al. 2003). 

Interessanterweise agiert NCS-1 als calciumabhängiger Regulator der synaptischen Plastizität 

und könnte damit sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch an hippokampalen 

Plastizitätsmechanismen beteiligt sein (Sippy et al. 2003). 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Während eine gestörte Dopamin-vermittelte Neurotransmission, die zu einer reduzierten 

Aktivität im präfrontalen Kortex führt, als Ursache für die hemmenden Defizite bei 

Schizophreniekranken schon lang anerkannt ist, erbringen neuropathologische Studien 

zunehmend Hinweise, dass Dysfunktionen der glutamatergen und GABAergen 

Neurotransmission ebenfalls an der Pathophysiologie der Schizophrenien beteiligt sein könnten. 

Darüber hinaus konnte das NCS-Protein VILIP-1 erst kürzlich mit den Schizophrenien in 

Verbindung gebracht werden. Die interessante Entdeckung, dass im Hippokampus 

Schizophreniekranker eine erhöhte Anzahl VILIP-1-positiver Interneurone und eine verminderte 

Expression von VILIP-1 in Pyramidenzellen gefunden wurde, konnte im Tiermodell mit  

Ketamin zur Unterdrückung der glutamatergen Funktion imitiert werden. Des Weiteren konnten 

sowohl Glutamatrezeptoren als auch VILIP-1 bereits mehrfach mit der synaptischen Plastizität in 

Verbindung gebracht werden. Diese wird wiederum als Grundlage für Lern- und 

Gedächtnismechanismen angesehen, Fähigkeiten, die schon früh in der Entwicklung einer 

Schizophrenie gestört sind. Die zentrale Struktur für diese Funktionen ist der Hippokampus. 

Diese bisherigen Ergebnisse führen daher zu der Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen 

der glutamatergen Neurotransmission und der zelltypspezifischen Regulation der VILIP-1-

Expression gibt und welche Bedeutung dieser für pathophysiologische Prozesse im 

Hippokampus haben könnte. So wären Störungen der synaptischen Plastizität denkbar, die zu 

kognitiven Defiziten wie bei Schizophrenien führen.  

Deshalb soll der Effekt erhöhter Glutamatspiegel, wie sie für den Hippokampus als Folge einer 

glutamatergen Unterfunktion in kortikalen Projektionsneuronen postuliert wurden, auf die 

VILIP-1-Expression in hippokampalen Zellkulturen mittels Western-Blot-Analyse untersucht 

werden. Darüber hinaus soll mit Hilfe immunhistochemischer Färbungen die zelltypspezifische 

Expression von NCS-Proteinen in hippokampalen Neuronen herausgearbeitet werden. 

Die Untersuchung des NCS-Proteins VILIP-1 könnte einen Beitrag zum Verständnis der 

pathologischen Mechanismen, die während der Entwicklung und im adulten Gehirn zu 

molekularen und zellulären Störungen und damit zum Krankheitsbild der Schizophrenien führen, 

leisten. Gleichzeitig würde sich damit auch das Bild von der Bedeutung von VILIP-1 für 

physiologische Prozesse im zentralen Nervensystem erweitern.  


