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3 Ergebnisse

3.1 Der Effekt von Glutamat auf hippokampale Neuromnkulturen

Versuche, die Symptomatik der Schizophrenien algg-einer gestoérten Neurotransmission zu
erklaren, konzentrierten sich lange Zeit auf dagaduinerge System. In jlingerer Zeit riickten
jedoch weitere Neurotransmitter ins Blickfeld desrs€hung (Egan und Weinberger 1997).
Dabei scheint besonders Glutamat (Olney und Fafl®95) eine wachsende Bedeutung
zuzukommen. In weiteren Studien konnten vermind@itgamatkonzentrationen und reduzierte
Marker fur die Glutamatfunktion in Gehirnen von dphreniekranken Menschen

nachgewiesen werden (Eastwood und Harrison 2005).

3.1.1 Der Effekt von Glutamat auf die Proteinexpresion von VILIP-1 in

hippokampalen Neuronenkulturen

Interessanterweise fuhrt der Glutamatmangel inikadgn Hirnregion zu einer sekundaren
Erh6hung der Glutamatkonzentration in nachgesdealtelirnregionen, wie zum Beispiel dem
Hippokampus. Dies wird mit einer verminderten Hemuler exzitatorischen Neurone durch
inhibitorische Interneurone erklart (Olney et é9%). Zusatzlich ist bekannt, dass der Agonist
metabotroper Glutamatrezeptoren der Gruppe | (ReBRthydroxyphenylglycin (DHPG) eine
Erh6hung der VILIP-1-Expression in hippokampalerutd@enkulturen bewirkt (Braunewell et
al. 2003). Deshalb wurde als erstes untersuchtliebernéhte Glutamatkonzentration fur die
veranderte VILIP-1-Expression verantwortlich seimite.

Dazu wurden hippokampale Zellkulturen mit 100 pMu@mat fir 10 Minuten stimuliert, das
Nahrmedium anschlieend ausgetauscht und die Ikenltuveitere 2, 8 bzw. 24 Stunden
inkubiert. Danach wurden die Zellen homogenisierd die Proteine isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert. Mittedpezifischer Antikorper konnte die
Expression von VILIP-1 mit einem Molekulargewichi) von 22 kDa unda-Tubulin mit
einem Mw von 50 kDa nachgewiesen werden (sieheldinhg 5).

Die densitometrische Quantifizierung der detektierBanden ergab bereits 2 Stunden nach
Glutamatapplikation eine signifikante Reduktion 8ékIP-1-Expression um 17%, die nach 24
Stunden weiter bis auf 40% der anfanglichen Mengealam. Fura-Tubulin, das als nicht

reguliertes Kontrollprotein eingesetzt werden soNurde 24 Stunden nach Glutamatapplikation
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jedoch eine Reduktion der Immunreaktivitat um 408olachtet, was fur eine Stérung der

zytoskelettalen Integritat spricht (siehe Abbildwd)g
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Abbildung 5: Expression von VILIP-1 und a-Tubulin in hippokampalen Neuronenkulturen nach
Glutamatapplikation. Die Expression von VILIP-1 undi-Tubulin ohne (0h) und 2, 8 und 24 Stunden nach
10mindtiger Glutamatbehandlung (100 uM) wurde wsueht. SDS-Gele wurden pro Bahn mit 20 pg Protas a
Gesamtzellhomogenaten beladen. Die Proteine wuatschlieBend auf PVDF-Membranen transferiert und mi
einem polyklonalen Antikérper gegen VILIP-1 (ausnigehen) bzw. einem monoklonalen Antikdrper gegen
Tubulin (aus Maus, Sigma) inkubiert. Die Detektaber Primarantikdrper erfolgte mit Peroxidase-gelaii@m anti-
Kaninchen- bzw. anti-Maus-Sekundarantikdrpern (&a@tuz), die wiederum mit dem ECL-System (Pierce)

nachgewiesen wurden.
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Abbildung 6: Quantifizierung der Western-Blot-Analysen von hippokampalen Zellkulturen nach

Glutamatbehandlung. Immunreaktive Banden von VILIP-1 uratTubulin wurden densitometrisch ausgewertet
(NIH Image 1.61). Der Graph zeigt die MittelwerteduStandardabweichungen von mindestens 5 versctgade
Experimenten (®5). Die Sternchen symbolisieren die mittels zwéigem student’s t-Test ermittelten

Signifikanzen im Bezug auf die Kontrolle (* p<0,05* p< 0,001).
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Uber eine wirksame und dennoch nicht zytotoxiscHetaBnatkonzentration gibt es in der

Literatur sehr unterschiedliche Angaben. 100 pMdearteilweise als subtoxisch (Mattson et al.
1988) und teilweise als stark toxisch (Darguscal.e2001) beschrieben. In diesem Fall muss ein
zytotoxischer Effekt vermutet werden, der keineldssiiche Aussage Uber den Einfluss des

Glutamats auf die Proteinexpression zulasst.

3.1.2 Glutamat-induzierter Zelltod in hippokampalen Neuronenkulturen kann

durch Gabe des NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 vérindert werden

Nachdem die Western-Blot-Analyse eine Reduktion déesamtproteinmenge nach
Glutamatbehandlung ergab, sollte nun versucht werdee Vermutung eines neurotoxischen
Effekts zellular zu beweisen. Da sowohl in Gehirneon an Schizophrenie erkrankten
Verstorbenen als auch im Ketamin-Tiermodell fiir i3ophrenien eine differenzierte VILIP-1-
Expression in Pyramidenzellen und Interneuronerbaetet werden konnte (Bernstein et al.
2002; Bernstein et al. 2003), bestand aul3erderkrdige, wie sich eine Glutamatstimulation auf
die einzelnen hippokampalen Neuronensubpopulationanswirken wuirde. Durch
immunzytochemische Doppelfarbungen konnten beidgdatellungen gleichzeitig bearbeitet
werden.

Hippokampale Neuronenkulturen wurden mit AntikGrpegegen den Interneuronenmarker
Glutamatdecarboxylase (GAD-65) (Abbildung 7 B) wvliLIP-1 (Abbildung 7 A) gefarbt. In
unbehandelten Zellkulturen wurden 90% aller Neuream polyklonalen VILIP-1-Antikérper
angefarbt (Spilker et al. 2002). Eine GAD-65-Imneaktivitat war nur in einer bestimmten
Subpopulation nachzuweisen, die zu 50% auch eindPVl-positive Immunfarbung zeigte
(Abbildung 7 C: die Pfeile markieren VILIP-1-pos# Interneurone, die Pfeilspitzen zeigen
VILIP-1-negative Interneurone) und an der Gesanittallar angefarbter Neurone einen Anteil
von ca. 20% hat (Abbildung 7 C: 29 immunreaktiveuhd@me von denen 6 Neurone GAD-65-
positiv sind). Damit werden ca. 95% aller hippokahep Neurone immunzytochemisch erfasst.
Die Zellkulturen wurden erneut fir 10 Minuten m@tdlpM Glutamat stimuliert, kurz gewaschen
und weiter inkubiert. Acht Stunden nach der Stirafakonnte eine deutliche Reduktion der
VILIP-1-positiven Neurone festgestellt werden. D8&truktur des Zellrasens war deutlich
alteriert. Neben degenerierten pyknotischen Zetlkim, Zelltrimmern, Neuriten und
lochartigen  Strukturauflosungen (Abbildung 7 D: r8tken) verblieben nur wenige

morphologisch intakt erscheinende Neurone.
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Abbildung 7: (Seite 35) Doppel-Immunfluoreszenzfarongen von VILIP-1 und GAD-65 in hippokampalen
Neuronenkulturen mit und ohne Applikation von 100 M Glutamat und 50 uM MK-801. 16 Tage alte
hippokampale Neurone wurden fir 10 Minuten stimtilieach weiteren 8 Stunden fixiert und mit polyldden
Antikdrpern gegen VILIP-1 (aus Kaninchen, Cy3-marteé Zweitantikérper, rote Fluoreszenz, A, D, G udhdind
monoklonalen Antikdérpern gegen den InterneuronekeraGAD-65 (aus Maus, Alexa Fluor™ 488-markierte
Zweitantikérper, grine Fluoreszenz, B, E, H undgkjarbt. C, F, | und L zeigen die Ubereinander gjele Bilder.
Die Bilder A-C zeigen eine unbehandelte Kontrollge Zellen in D-F wurden mit Glutamat stimuliern Hen
Bildern G-I wurden die Zellen 30 Minuten vor Glutatapplikation mit dem NMDA-Rezeptorantagonisten MK
801 behandelt. Die Ausschnittsvergrof3erung ausi@t reJ-L je ein Beispiel fur die untersuchten fampalen
Neuronensubpopulationen, d. h. eine VILIP-1- undD=@%-positive Zelle (VILIP-1-positives Interneurorgine
VILIP-1-negative aber GAD-65-positive Zelle (VILIP-negatives Interneuron) und eine VILIP-1-positiaieer
GAD-65-negative Zelle (sonstiges hippokampales Bieuzum Beispiel Pyramidenzellen). Insgesamt wercken
95% aller hippokampalen Neurone immunzytochemisdhsst. Die Pfeile markieren GAD-65- und VILIP-1-
positive Neurone, wahrend die Pfeilspitzen auf G@®positive aber VILIP-1-negative Neurone zeigerie D
Sternchen in A markieren Zeichen einer starkerulzgn Degeneration. Die Fluoreszenz wurde an eibeica-
Fluoreszenzmikroskop (Leica DM RA) visualisiert.eDAufnahme der Bilder erfolgte mittels der CCD-Kaae
Leica DC200 (768x582 Pixel) und der Software Ldisa-Viewer (Leica, Wetzlar), die Auswertung mit Hilfzon
Adobe Photoshop 5.5 fiir Macintosh (Adobe Systeras, Jbose, CA). Langenbalken in A= 100 um und in2b=

pm.

Dieser zelltoxische Effekt von Glutamat konnte dwurdie Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten MK-801 unterbunden werdenrdweankulturen, die gleichzeitig fur 10
Minuten mit 50 uM MK-801 und 100 uM Glutamat behalhdvurden, zeigten 8 Stunden nach
Stimulation weder eine signifikante Reduktion dexs@mtzellzahl noch sonstige Zeichen einer
zytotoxischen Schadigung (Abbildung 7 G-I). Soleh eeuroprotektiver Effekt konnte bereits
bei kortikalen Kulturen beschrieben werden (Rogeis Hunter 1997).

Eine quantitative Analyse der Gesamtzellzahlenkergech Glutamatapplikation eine Reduktion
der Gesamtzellzahl um 38% auf 62%, die durch einK-8@1-Gabe fast vollstandig
antagonisiert werden konnte (94%). Die Reduktion @esamtzellzahl entspricht damit fast
exakt der in der Western-Blot-Analyse ermittelteedBktion dera-Tubulin-Expression (siehe
3.1.1). Die Applikation zweier metabotroper Gruppg@lutamatrezeptorantagonisten konnte die
Zellzahlreduktion hingegen nicht beeinflussen. Zrgteichzeitiger Gabe von 50 pM (S)-4-
Carboxyphenylglycin  (4CPG) bzw. 100 pM 2-Methylfénylethynyl)pyridin  (MPEP)
verringerte sich die Gesamtzellzahl signifikant &% bzw. 69%. Die quantitative Auswertung

der Immunfluoreszenzfarbungen ist in Abbildung 8géatellt.
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Somit konnte die in den Western-Blot-Analysen gdkme 40-60%ige Reduktion der
Proteinexpression und die vermutete Stbrung desskglettalen Integritat auf einen NMDA-

Rezeptor-vermittelten zytotoxischen Effekt des @&tudits zurtickgefuhrt werden.
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Abbildung 8: Quantitative Auswertung doppel-immunfluoreszenzgefarbter Bilder (siehe Abbildung 7)Der
Zelltod wurde anhand der relativen Reduktion desa@@zellzahl der immunzytochemisch gefarbten Nezimoit
und ohne Behandlung mit Glutamat (100 pM), dem NMR&reptorantagonisten MK-801 (50 puM) und den
metabotropen Gruppe | Glutamatrezeptorantagon##G (50 uM) und MPEP (100 uM) quantifiziert. Diea€k
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen woimdestens 4 verschiedenen Experimentepd)n Die
Sternchen symbolisieren die mittels zweiseitigerpagetem student’s t-test ermittelten Signifikankenogen auf
die Kontrolle (* p<0,05, ** p<0,01, *** p< 0,001).

3.1.3 Hippokampale Interneurone reagieren sensibleauf eine exzitotoxische
Glutamatstimulation

Bei der Auswertung der Gesamtzellzahlen der Neunkuiguren entstand der Eindruck, dass
durch die Glutamatapplikation die Zahl der GAD-Gisgiven Neurone besonders stark
reduziert wurde. Die Farbeintensitat der positiv&ellen war vergleichbar mit der
Farbeintensitat der Kontrollkulturen, so dass niaint einer generellen Abnahme der GAD-65-
Immunreaktivitat sondern von einer Zellzahlreduktiausgegangen werden muss (vergleiche
Abbildung 7 B und E).
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Die separate Auswertung der Interneuronenzellzaistatigte die Vermutung. Acht Stunden
nach 10mindtiger Stimulation mit 100 uM Glutamatilsaie Anzahl der Interneurone auf 37%
verglichen mit Kontrollkulturen und damit deutlistérker als die Gesamtzellzahl (62%). Auch
hier liel3 sich der zytotoxische Glutamateffekt adwim NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801,
jedoch nicht mit den Antagonisten der metabotro@dmamatrezeptoren der Gruppe | 4CPG
und MPEP signifikant antagonisieren. Die gleichigeitBehandlung der mit 100 uM Glutamat
stimulierten Neuronenkultur mit 50 uM MK-801 zeigteir eine sehr geringflgige, nicht
signifikante  Interneuronenzahlreduktion auf 87% eaydtber 37% bei alleiniger

Glutamatapplikation. Bei der Applikation von 10MpGlutamat und 50 pM 4CPG sank die
Interneuronenanzahl auf 45%, bei 100 uM Glutamdt160 uM MPEP auf 41% verglichen mit
unbehandelten Neuronenkulturen. Auch diese Ergsériegen deutlich unter den Werten der

Gesamtzellzahlanalyse (vergleiche Abbildung 8 ubbdillung 9).
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Abbildung 9: Quantitative Auswertung doppel-immunfluoreszenzgefarbter Bilder (siehe Abbildung 7)Der
Zelltod wurde anhand der relativen Reduktion déerimreuronenzahl mit und ohne Behandlung mit Glutaii@0
uM), dem NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 (50 pM)ndu den metabotropen Gruppe |
Glutamatrezeptorantagonisten 4CPG (50 uM) und MBIEER uM) quantifiziert. Die Grafik zeigt die Mitteerte
und Standardabweichungen von mindestens 4 versaieedExperimenten ¥4). Die Sternchen symbolisieren die
mittels zweiseitigem gepaartem student’s t-testitilten Signifikanzen bezogen auf die Kontrollep%0,05, **

p<0,01, ** p< 0,001).
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Zusammenfassend deutet dies darauf hin, dass énterme empfindlicher gegeniiber NMDA-

Rezeptor-induzierter Exzitotoxizitat sind als dielzahl der Gbrigen hippokampalen Neurone.

3.1.4 Glutamat erhoht die Expression von VILIP-1 inhippokampalen

Interneuronen unabhéngig von zytotoxischen Effekten

Die urspringliche Intention der Stimulation mit @lomat war, die Proteinexpression in
hippokampalen Neuronen zelltypspezifisch zu untdren. Aus der Literatur ist bekannt, dass
eine zelltypspezifisch veranderte VILIP-1-Expresssmwohl in Gehirnen von an Schizophrenie
erkrankten Verstorbenen als auch im Ketamin-Tiemliddr Schizophrenien auftritt (Bernstein
et al. 2002; Bernstein et al. 2003). Durch die Dgmmunfluoreszenzfarbungen mit GAD-65-
und VILIP-1-Antikérpern konnte die VILIP-1-Expressi isoliert in Interneuronen untersucht
werden (siehe Abbildung 7).

Wenn die Neuronenkulturen 10 Minuten mit 100 uM t&hiat stimuliert wurden, konnte 8
Stunden spater in den Immunfluoreszenzfarbungenallpbr zur oben beschriebenen
Gesamtzellzahlreduktion ein gegenuber den Konutilliken erhdhter Anteil VILIP-1-positiver
Interneurone festgestellt werden (siehe Abbildundr)7 In den unbehandelten Zellkulturen
betrug der Anteil VILIP-1-positiver Interneurone dar Gesamtzellzahl aller GAD-65-positiven
Zellen im Durchschnitt 51%. Dieser Anteil stieg haglutamatapplikation auf 66% signifikant
an. Dieser Effekt blieb auch nach Antagonisierueg ziyjtotoxischen Glutamatwirkung durch
MK-801 bestehen (siehe Abbildung 7 1). Der AntelLNP-1-positiver Interneurone betrug 62%
(siehe Abbildung 10). Dieses Ergebnis entspricht Beobachtungen der oben zitierten Literatur
(Bernstein et al. 2002; Bernstein et al. 2003),ewv® Hochregulierung der VILIP-1-Expression
in bestimmten hippokampalen Interneuronen nachg®mievurde. Ebenso ist aus der Literatur
bekannt, dass VILIP-1 in Abhangigkeit von metabpéo Glutamatrezeptoren der Gruppe |
reguliert wird (Braunewell et al. 2003). Deshalb rdes anschlieRend untersucht, ob die
beobachtete VILIP-1-Regulation in Interneuronenctueinen Antagonisten der metabotropen
Glutamatrezeptoren der Gruppe | beeinflusst werki@mn. Hippokampale Zellkulturen, die
zusatzlich zur Applikation von 100 pM Glutamat us@® pM MK-801 mit 50 puM des
metabotropen Gruppe | Glutamatrezeptorantagonid(@®G behandelt wurden, wiesen keine
Erh6hung des Anteils VILIP-1-positiver Interneurosaf. Die Reduktion im Vergleich zu den
nur mit Glutamat und MK-801 behandelten Kulturerr wignifikant (siehe Abbildung 10). Um
auszuschliel3en, dass es sich um interferieren@&tEff’on Rezeptoragonisten und -antagonisten

handelte, wurden die Neurone nur mit MK-801 bzwP@® behandelt. Interessanterweise stellte
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sich eine geringe aber signifikante Erhéhung dédRAL-positiven Interneurone von 51% ohne
Stimulation auf 58% 8 Stunden nach MK-801 Behangllueraus, wahrend 50 uM 4CPG keinen
signifikanten Effekt hatten (54%, siehe Abbildur@.1Damit konnte die Beobachtung, dass die
Erh6éhung der VILIP-1-Expression in den hippokampalaterneuronen von metabotropen
Glutamatrezeptoren der Gruppe | vermittelt wird ai@rewell et al. 2003), bestatigt werden.
Zusatzlich ergab sich ein erster Hinweis, dassiesetn Effekt die hippokampalen Interneurone

beitragen.
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Abbildung 10: Quantitative Auswertung doppel-immunfluoreszenzgefarbter Bilder (siehe Abbildung 7)Die
Regulation der VILIP-1-Expression in hippokampalaterneuronen wurde anhand des relativen AnteildRAL-
positiver Interneurone an der Gesamtzellzahl GAEp6Sitiver Neurone mit und ohne Behandlung mit &tot
(100 uM), dem NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 (50M) und dem metabotropen Gruppe |
Glutamatrezeptorantagonisten 4CPG (50 pM) untetsuddie Grafik zeigt die Mittelwerte und
Standardabweichungen von mindestens 4 verschiedErparimenten @4). Die Sternchen symbolisieren die
mittels zweiseitigem gepaartem student’s t-testitlten Signifikanzen bezogen auf die Kontrollep%0,05, **
p<0,01).

3.2 DHPG bestatigt den Glutamateffekt auf die VILIR1-Expression

Um den Einfluss von metabotropen GlutamatrezeptoemGruppe | auf die Expression von
VILIP-1 in hippokampalen Interneuronen ohne denrestden zytotoxischen Effekt des
Glutamats genauer untersuchen und gleichzeitigEdgebnisse der bisherigen Experimente
verifizieren zu konnen, wurde in den folgenden HEkpenten statt des Glutamats der

metabotrope Gruppe | Glutamatrezeptoragonist DHiRGesetzt.
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3.2.1 Die VILIP-1-Expression in hippokampalen Inteneuronen wird von

metabotropen Glutamatrezeptoren reguliert.

Hippokampale Neuronenkulturen wurden mit 50 uM DHB&handelt und nach 8 Stunden
immunzytochemisch analysiert. Unter diesen Bediggan war ein Zelltod, wie nach
Glutamatbehandlung zu sehen, nicht feststellbabelandelte Kontrollen, die mit polyklonalen
anti-VILIP-1-Antikérpern und monoklonalen anti-GA&5-Antikbrpern angefarbt wurden, boten
das gleiche Bild wie unter 3.1.2 beschrieben: 20& anmunreaktiven Zellen waren GAD-65-
positiv und damit Interneurone und bei 52% diesgerheurone trat eine Koexpression mit
VILIP-1 auf (siehe Abbildung 11 A-C und Abbildun@)l Neuronenkulturen, die mit 50 uM
DHPG dauerhaft behandelt wurden, zeigten nach &dstu in den immunzytochemischen
Farbungen eine Erhéhung der Anzahl der VILIP-14pgesn Interneurone um 15% auf 67%
(siehe Abbildung 11 D-F und Abbildung 12). Da ae® Experimenten mit Glutamat bekannt
war, dass sich ein solcher Effekt mit 4CPG antagjeren lasst, wurden die Neurone 30 Minuten
vor DHPG-Behandlung mit 50 uM 4CPG inkubiert. Diatar DHPG-Applikation erhdhte
Zellzahl VILIP-1-positiver Interneurone konnte daclu wieder auf das Ausgangsniveau
reduziert werden (siehe Abbildung 11 G-I und Abbild 12). DHPG als Agonist der Gruppe |
der metabotropen Glutamatrezeptoren erhoht alsaifgod die Anzahl VILIP-1-positiver
Interneurone.

Diese Gruppe | besteht aus den beiden RezeptopmribtnGluR1 und mGIuR5. Um einen
Hinweis zu erhalten, welcher der beiden Rezeptdiendie beobachtete VILIP-1-Regulation
verantwortlich sein koénnte, wurde versucht den DHE{gkt mit dem selektiven mGIuR5-
Antagonisten MPEP zu blocken. Dies gelang nichturieenkulturen, die gleichzeitig mit 50
MM DHPG und 100 uM MPEP stimuliert wurden, zeigteach 8 Stunden eine signifikante
Erh6hung der Anzahl VILIP-1-positiver Interneurama 12% auf 64% (siehe Abbildung 11 J-L
und Abbildung 12). Die Tatsache, dass der beobtelittfekt eines Agonisten der Rezeptoren
MGIuR1 und mGIuR5 durch einen selektiven mGluRiiagonisten nicht beeinflusst werden
konnte, lenkt den Blick auf den metabotropen Glatezeptorsubtyp 1. Dessen Bedeutung
sollte nun durch direkte Antagonistengabe bestétggtien.

CPCCOEt ist ein nicht-kompetetiver Antagonist degtahotropen Glutamatrezeptor 1 mit einer
ICs50 von 6,5 uM (Litschig et al. 1999). Mit der Applikan von 50 uM CPCCOEt gelang es, den
regulatorischen Effekt von DHPG auf die VILIP-1-Egpsion zu unterbinden (siehe Abbildung
11 M-O).
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Abbildung 11: (Seite 42) Doppel-Immunfluoreszenzfdsungen von VILIP-1 und GAD-65 in hippokampalen
Neuronenkulturen mit und ohne Applikation von 50 uM DHPG, 50 pM 4CPG, 100 pM MPEP und 50 pM
CPCCOEt. 16 Tage alte hippokampale Neurone wurden fir &d&tn stimuliert, im Anschluss fixiert und mit
polyklonalen Antikérpern gegen VILIP-1 (aus Kanieoh Cy3-markierte Zweitantikorper, rote FluoreszehzD,
G, J und M) und monoklonalen Antikérpern gegen tlgarneuronenmarker GAD-65 (aus Maus, Alexa Fluor™
488-markierte Zweitantikdrper, grine Fluoreszenz,EB H, K und N) gefarbt. C, F, I, L und O zeigeie d
Ubereinander gelegten Bilder. Die Bilder A-C zeigane unbehandelte Kontrolle. Die Zellen in D-F reen mit
DHPG stimuliert. In den Bildern G-l wurden die Zgil30 Minuten vor DHPG-Gabe mit 4CPG, in den Bitdé&i
mit MPEP und in den Bildern M-O mit CPCCOEt behdndgie Pfeile markieren GAD-65 und VILIP-1-positive
Neurone, wahrend die Pfeilspitzen auf GAD-65-pusitaber VILIP-1-negative Neurone zeigen. Die Flsaemz
wurde an einem Leica-Fluoreszenzmikroskop (Leica BA) visualisiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgtattels
der CCD-Kamera Leica DC200 (768x582 Pixel) und @&mftware Leica-DC-Viewer (Leica, Wetzlar), die
Auswertung mit Hilfe von Adobe Photoshop 5.5 firdifosh. Langenbalken in A= 100 um.
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Abbildung 12: Quantitative Auswertung doppel-immunfluoreszenzgefarbter Bilder (siehe Abbildung 11)Die
Regulation der VILIP-1-Expression in hippokampalaterneuronen wurde anhand des relativen AnteilsiRAL-
positiver Interneurone an der Gesamtzellzahl GABp6Sitiver Neurone mit und ohne Behandlung mit DHBG
uM), dem metabotropen GlutamatrezeptorantagonidemGruppe | 4CPG (50 uM), einem Antagonisten des
Subtyps 5, MPEP (100 pM), und einem Antagonistes 8abtyps 1, CPCCOEt (50 uM), der metabotropen
Glutamatrezeptoren untersucht. Die Grafik zeigt Migtelwerte und Standardabweichungen von mindesién
verschiedenen Experimenten>#). Die Sternchen symbolisieren die mittels zwéigein student’s t-Test

ermittelten Signifikanzen im Bezug auf die Konteoft*p<0,01, *** p<0,001).
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Die quantitative Auswertung erbrachte mit einemelnVILIP-1-positiver Interneurone an der
Gesamtinterneuronenzahl von 51% ein dhnliches Brgetie zuvor die Applikation von 4CPG
(siehe Abbildung 12). Eine Beteiligung des metadgmén Glutamatrezeptors 1 an der VILIP-1-
Regulation konnte somit direkt nachgewiesen werden.

Die alleinige Gabe der Antagonisten 4CPG, MPEP @RECOEt fuhrte zu keiner signifikanten
Veranderung der VILIP-1-Expression in Interneuro(@ahe Abbildung 12).

Um der Frage einer moglichen Interaktion von metiapen Glutamatrezeptoren des Subypes 1
und VILIP-1 in hippokampalen Interneuronen  weiter acimzugehen,  sollten
Kolokalisationsstudien durchgefuhrt werden.

Dabei war bereits bekannt, dass mGIBRLnd mMGIuUR5, nicht jedoch mGIluBl in
hippokampalen Pyramidenzellen zu finden sind (Lugdnal. 1997; Shigemoto et al. 1997,
Ferraguti et al. 1998), wahrend mGIuRIm Hippokampus nur in Interneuronen und dort
insbesondere in Somatostatin-haltigen GABAergenrdlen des Stratum oriens und des Alveus
exprimiert wird (Baude et al. 1993; Pellegrini-Giaietro 2003; Ferraguti et al. 2004).

Mittels Kolokalisation konnte flir mGluRL gezeigt werden, dass er mit VILIP-1 im
Hippokampusn vivo, insbesondere in Interneuronen des Stratum oden€Al1-Region und im

Gyrus dentatus, assoziiert ist (unveréffentlichtgdd: Zhao et al.).

3.2.2 mGIluRlx ist mit VILIP-1 in hippokampalen Interneuronen koexprimiert

Um die Ergebnisse dém vivo Studien, die zeigen, dass VILIP-1 mit mGluRHolokalisiert, in
der hippokampalen Zellkultur zu bestétigen, wurdeamunzytochemische Farbungen mit dem
Interneuronenmarker GAD-65, mGlu®Lind VILIP-1 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dess
Teil der hippokampalen Interneurone in den Somatd Neuriten stark immunreaktiv fur
MGIuRla ist (siehe Abbildung 13 A, B, D und E), wahrence dibrigen Neurone und
Interneurone nur eine schwache Farbung der Zekkargigen (siehe Abbildung 13 A).

Die stark mGluR@-immunreaktiven Neurone waren bei allen immunzysocischen Farbungen
zu 100% GAD-65-positiv und damit Interneurone (Abbng 13 A und B). Auffallig war die
intensive Farbung der Dendriten, womit sich digkstaGluRIo-positiven Interneurone trotz
eines relativ geringen Anteils von ca. 11% an desdmtzahl der Interneurone gut auffinden
bzw. diskriminieren liel3en.

Die schwéacher mGluRitpositiven Neurone zeigten nur teilweise eine Koegpion mit GAD-
65 (Abbildung 13 A). Aulerdem waren GAD-65-positiellen nachweisbar, die keine
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Immunreaktivitdt fir mGIluR4 zeigten (Abbildung 13 A und C). Daraus folgt, datie
MGIuRlo-Expression in Interneuronen des Hippokampus setschieden sein kann.

Obwohl mGIuR%x als ein Interneuronen-spezifischer Rezeptor beswodm wird, scheinen auch
nicht-GABAerge Neurone mGluRdpositiv zu sein (Abbildung 13 A). Anhand dieser
Farbungen kann nicht entschieden werden, ob eshsiclen schwach positiv gefarbten Zellen
um eine unspezifische Immunreaktivitat, zum Beispre Form von Kreuzreaktivitat mit
MGIuR1B3 handelt oder um den Nachweis von mGlaRi hippokampalen Hauptneuronen.
AbschlieRend sollte die Frage bearbeitet werdeneolilinweise fir eine Kolokalisation von
VILIP-1 und mGIluRh gibt, denn eine intrazellulare gemeinsame Expoessier beiden
Proteine erhoht die Wahrscheinlichkeit einer IrkBom und damit eines direkten
Zusammenhangs von Rezeptorstimulation und Progpilagon. Da es wegen einer
Antikorperkreuzreaktion von Maus- und Rattenangilegdn nicht maoglich  war,
immunzytochemische Dreifachfarbungen durchzufiihremyde nur die Koexpression von
VILIP-1 mit mGluR 1o untersucht.

Eine Koexpression von VILIP-1 mit mGluB1lkonnte sowohl in stark als auch in schwach
MGIuR1n exprimierenden Neuronen gefunden werden (Abbildil3g D-F). Da von den
vorausgegangenen Experimenten bekannt war, dasgtedei den stark mGluRipositiven
Neuronen immer um Interneurone handelt, waren diesebesonderem Interesse. Unter diesen
konnten sowohl VILIP-1-negative (Abbildung 13 Dy &uch VILIP-1-positive (Abbildung 13 E
und F) Neurone gefunden werden. Interessanterwdsge bei den stark mGluRd
exprimierenden Zellen der Anteil VILIP-1-positiveleurone mit ca. 20% deutlich unter dem
durchschnittlichen Anteil VILIP-1 exprimierenderténneurone von 51-52% an der Gesamtzahl
der Interneurone.

Bei den Ubrigen Neuronen waren sowohl eine Koesmasvon VILIP-1- und schwacher
MGIuRlo-Immunreaktivitdt als auch eine isolierte Expressimn VILIP-1 oder mGluR4
nachweisbar (Abbildung 13 D und E). Da bei diesefied jedoch unklar blieb, um welchen
Zelltyp es sich im Einzelnen handelte und ob dibwexhe mGIuRd&-Immunreaktivitat
spezifisch war, waren diese Zellen nur eingeschrénlswertbar. Insgesamt ist also eine
zellulare Koexpression von VILIP-1 mit dem metabpen Glutamatrezeptoral dessen
Stimulation zu einer signifikanteBrhéhung der VILIP-1-Expression fuhrt, nachweisdaa
beide Proteine jedoch ubiquitar in Soma und Fatsitdetektierbar sind, kann Uber eine

spezifische subzellulare Kolokalisation keine Aggsgetroffen werden.

45



Ergebnisse

GAD-65 GAD-65 GAD-65

VILIP-1 - VILIP-1

Abbildung 13: Koexpression von mGluRIr mit VILIP-1 und GAD-65 in hippokampalen Interneuro nen. Mit

VILIP-1

Hilfe von Doppel-Immunfluoreszenzfarbungen mit m&la, VILIP-1 und GAD-65 wurde die Lokalisation des
mGIuRlo und dessen mogliche zelluldre Koexpression mit datarneuronenmarker GAD-65 und VILIP-1
untersucht. 16 Tage alte hippokampale Neurone wufigeert und mit polyklonalen Antikdrpern gegen & 1a
(aus Kaninchen, Cy3-markierte Zweitantikdrper, neligoreszenz, A-F), monoklonalen Antikbrpern ge@&D-65
(aus Maus, Alexa Fluor™ 488-markierte Zweitantilg@irpgriine Fluoreszenz, A, B und C) und polyklonalen
Antikdrpern gegen VILIP-1 (aus Ratte, Alexa Fluo#88-markierte Zweitantikdrper, griine FluoreszenzEund
F) gefarbt. Die groBen Bilder zeigen die UberlagyerBilder der jeweils dazugehdrigen klein abgeldde
Einzelfarbungen. In Bild A ist ein typischer Ausaitheiner hippokampalen Zellkultur gezeigt. Diddgir B und C
zeigen 5fache VergréRerungen der in A eingerahrAigsschnitte. D zeigt ein stark mGlu&positives, jedoch
VILIP-1-negatives Neuron, E zeigt ein stark mGlaeRdositives und VILIP-1-positives Neuron. F zeigtebfache
VergréRerung des in E eingerahmten Ausschnitts. Hhiereszenz wurde an einem Leica-Fluoreszenznikkms
(Leica DM RA) visualisiert. Die Aufnahme der Bilderfolgte mittels der CCD-Kamera Leica DC200 (768X5
Pixel) und der Software Leica-DC-Viewer (Leica, Wat), die Auswertung mit Hilfe von Adobe PhotosHap fiir
Macintosh. Langenbalken in A= 100 um, in B= 20 pm.
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