1. Einleitung

Akute Degeneration von Fasertrakten im zentralen Nervensystem (ZNS), wie sie durch
traumatischen Hirnschaden (THS) oder Riickenmarksverletzung (RMV) induziert wird, hat
eine anterograde (Wallersche) Degeneration der abgetrennten Axone zur Folge. In
Abhéngigkeit einer Reihe von Faktoren, wie z.B. Néhe der Lasion zum Zellkorper, verursacht
sie des Weiteren oft eine retrograde Degeneration der axotomisierten Neurone. Zusitzlich
sterben hdufig Neurone, die nicht direkt beschddigt wurden. Das Sterben dieser sekundir
beschadigten Neurone trigt wesentlich zu den neurologischen Defiziten bei (Raghupathi et al.
2000). Beispielsweise induziert kontrollierte Korticalperkussion einen um zwei Wochen
verspéteten, sekunddren Verlust von Neuronen im Thalamus (Conti et al. 1998). Unter den
vermuteten Ursachen dieses sekundidren Schadens sind Ischdmie-Reperfusion, Exzitotoxitét,
Fliissigkeit-Elektrolyt-Storungen, Freisetzung oxidativer Radikale, inflammatorische/
immunologische Prozesse oder eine Kombination dieser Faktoren (Waldmeier 2003).

Viele tierexperimentelle THS-Modelle verwenden Fliissigkeits- oder Stiftperkussion auf die
freigelegte Dura mater oder lassen ein frei fallendes Gewicht auf den intakten Schidel
stossen. Diese Modelle verursachen einen Schaden, der in verschieder Hinsicht dem Schaden
dhnelt, der bei menschlichen THS-Patienten gefunden wird (Laurer and Mclntosh 1999).
Jedoch bleiben die neuroanatomischen Verbindungen der empfindlichen Neurone zu der
Lasionsstelle ungenau beschrieben und wegen der Komplexitit des Schadens ist es schwierig
festzulegen, ob die einzelnen sterbenden Zellen direkt (mechanisch) beschiadigt wurden oder
tatsdchlich wegen eines sekunddren Schadens degenerieren. Dieses Problem kann durch
Anwenden des Modells der entorhinalen Cortexldsion (ECL) umgangen werden (Lynch et al.
1972). Die ECL induziert eine gut beschriebene, akute Degeneration des glutaminergen
Tractus perforans, der aus der zweiten und dritten Schicht des entorhinalen Cortex entspringt
und Synapsen an den distalen Segmenten von Kornerzelldendriten in der mittleren und
dufleren Molekularschicht des Gyrus dentatus bildet. Wegen dieser schicht-spezifischen
Synapsenbildung erlaubt die ECL eine genauere Untersuchung der Anderungen in den Zonen
axonaler Degeneration. Die ECL ist daher eine etablierte Methode zur Untersuchung von
axonaler Sprossungen (Deller et al. 2001, Del Turco et al. 2003, Frotscher et al. 1997),
(Lynch et al. 1972), transsynaptischen dendritischen Anderungen (Nitsch and Frotscher 1992,
Nitsch and Frotscher 1993), und inflammatorischen Antworten in denervierten kortikalen
Schichten (Jensen et al. 1994, Jensen et al. 1997).

Programmierter Zelltod gilt als eine Ursache sekundédrer Degeneration nach Neurotrauma.

Untersuchungen, die sich mit den Mechanismen dieser Degeneration beschiftigen, zeigten,



daB der Apoptose-induzierende Ligand CD95L (FasL) nach ZNS-Schaden hochreguliert wird
und Neurone nach Hirntrauma gegen CD95L-induzierte Apoptose empfindlich werden
(Bechmann et al. 2000, Beer et al. 2000a, Felderhoff-Mueser et al. 2000, Felderhoff-Mueser
et al. 2002, Martin-Villalba et al. 1999, Qiu et al. 2002). Nach Bindung von CD95L mit
seinem Rezeptor CD95 (Fas) wird eine intrazelluldre Reaktionskette aktiviert, die zur
Aktivierung von Caspase 3 fiihrt. Nach seiner Aktivierung beginnt Caspase 3 fiir die
Homeostase wichtige Proteine abzubauen, was den programmierten Zelltod zur Folge hat
(Bratton et al. 2000). Caspase 3 wurde in Neuronen nach THS (Beer et al. 2000b) und RMV
(Citron et al. 2000) entdeckt und scheint besser als TUNEL-Fiarbungen mit sterbenden
Neuronen zu korrelieren (Knoblach et al. 2002). Es gibt zwei Mausstimme, welche natiirlich
vorkommende Mutationen haben, die die Produktion eines defizienten CD95- (Ipr/bl6) oder
CDO95L- (gld/bl6) Proteins zur Folge haben. Deswegen werden fiir die Untersuchung CD95L-
medierter Apoptose unter verschiedenen pathologischen Umstinden diese Mausstimme
verwendet (Nagata and Suda 1995). Wenn das CD95/CD95L-System tatsédchlich notwendig
fiir eine gegebene Art der Degeneration ist, sollte ein Unterschied in der Menge der
sterbenden Neurone und/oder Caspase 3-Aktivierung nachweisbar sein

Eine andere, CD95L-unabhéngige Art des programmierten neuronalen Zelltodes wird durch
Kalziumiiberschu3 wihrend Exzitotoxizitdt iniziiert und fithrt zu einer mitochondrialen
Freisetzung von Cytochrom c¢ und Aktivierung von Caspasen (Biiki et al. 2000, Cid et al.
2003, Lok and Martin 2002, Luetjens et al. 2000, Tenneti et al. 1998, Zhang et al. 2002). Ein
solcher exzitotoxischer Zelltod zeichnet sich durch folgende morphologische Aspekten aus:
Sterbende Neurone zeigen unter dem Elektronenmikroskop geschwollene Mitochondrien und
Kondenzierung sowie Fragmentierung von Chromatin (Biiki et al 2000, Dietrich et al. 1992,
Fix et al. 1993, Ishimaru et al. 1999, Olney 1994). Im endoplasmatischen Retikulum entstehen
des weiteren Vakuolen. Die hiufigsten exzitatorischen Rezeptoren im ZNS sind die AMPA-
und NMDA-Rezeptoren, die primir durch Glutamat aktiviert werden. Neuronale Uberreizung
durch unkontrollierte Glutamat-Freisetzung fithrt zum zuvor beschriebenen intrazelluldren
Kalziumiiberschuss und dadurch zu Exzitotoxizitdt. Tatsdchlich konnten Sloviter und
Mitarbeiter durch die wiederholte Reizung des Tractus perforans den Zelltod verschiedener
neuronaler Popluationen im Hippocampus hervorrufen (Sloviter et al. 1996). Hippocampale
Neurodegenerierung nach ECL wurde noch nicht systematisch untersucht, aber es wurde
gezeigt, daBl die Hochregulierung des ,frithen Gens“ c-fos in den postsynaptischen
Kornerzellen mit dem nicht-kompetativen NMDA Antagonisten MK-801 blockiert werden

kann (Nitsch and Frotscher 1992). Daraus 148t sich vermuten, da3 die Lision zu exzessiven



Glutamatspiegeln fiihrt. Deswegen wurde von uns spekuliert, da3 eine Lasion im ZNS nicht
nur eine retrograde Degeneration der axotomisierten Zellen verursacht (Bechmann et al.
2002), sondern auch zu einem Glutamat-medierten sekundéren Zelltod der Zielzellen fiihren

konnte.

2. Zielstellung

Es wurde von uns gezeigt, dal nach ECL CD95L auf Astrozyten hochreguliert wurde, ohne
daB nach drei Tagen sterbende Zellen morphologisch nachweisbar waren (Bechmann et al.
2000). Da CD95L in empfindlichen Zellen Apoptose ausldsen kann und apoptotische Zellen
schnell phagozytiert werden, haben wir nach einem kiirzeren Zeitabstand das Hirngewebe
untersucht und Immunozytochemie gegen aktivierte Caspase 3 angewendet. Erste Ergebnisse
24 Stunden nach der Lision zeigten Caspase 3-positive Neurone im Gyrus dentatus.
Darauthin folgten Experimente, mit denen wir versuchten, Verlauf und Ursache dieser
Apoptose zu beschreiben.

Auch wihrend der normalen Entwicklung des Gehirns sterben viele Neurone durch Apoptose,
ohne daf3 die genauen Ursachen dafiir bekannt sind. Es wurde berichtet, dal der Apoptose-
induzierende Rezeptor CD95 auf Neuronen im Cornu amonis (CA) des Hippocampus von
Ratten und Méusen wihrend der Entwicklung des Gehirns exprimiert wird. Trotz dieser
Beobachtung wurde nie von einer Anomalie in der Zahl der Neurone im Hippocampus oder
der GroBle des Gehirns unter den CD95- (Ipr) oder CD95L- (gld) defizienten Mausstimmen
berichtet. Eine solche Anomalie wiirde man erwarten, sollte das CD95/CD95L-System eine
wichtige Rolle in der entwicklungsbedingten Apoptose spielen. Deswegen haben wir die
Hippocampi von jungen (20 Tage alten) Mausen, die ein funktionierendes CD95/CD95L-
System (C57) haben, mit Miusen, deren CD95/CD95L System nicht funktioniert (Ipr/gld),

verglichen.



3. Methodik

Tiere: Folgende bl6 (”black six’) Méusestimme wurden fiir die Experimente verwendet: lpr,
gld und C57. Diese Stamme sind mit Ausnahme der kodierenden Gene von CD95 (Ipr) und
CDI95L (gld) genetisch identisch, wobei der C57-Stamm ein Wildtyp-Inzuchtstamm ist
(Cohen and Eisenberg 1992, Froidevaux et al. 1991, Montecino-Rodriguez and Loor 1991,
Nagata and Suda 1995). Die Experimente zur Untersuchung von transsynaptischem Zelltod
wurden mit erwachsenen (6 bis 8 Wochen alten) Maéause durchgefiihrt. Fiir die
Untersuchungen, ob CD95/CD95L eine Rolle in der Entwicklung des Gehirns spielt, wurden
20 Tage alte Méuse verwendet.

Entorhinale Cortexldsion: Méause wurden mit Ketamin (1mg/kg Korpergewicht) narkotisiert.
Danach wurde die Maus in einem stereotaktischen Gerét befestigt und der Schidel freigelegt.
Vom Lambdapunkt aus wurde die Klinge 0,4mm lateral und 1,2mm dorsoventral gesetzt. An
dieser Stelle wurde schlie8lich ein Loch in den Schédel und die Dura gebohrt und die Klinge
bis zur Schidelbasis gefiihrt.

MK-801: Um eine mdgliche Glutamatrezeptor-Uberreizung als Apoptose-Ursache zu priifen,
wurde der nicht-kompetative NMDA-Rezeptor Antagonist MK-801 benutzt. Es erwies sich,
daf eine Dosis von 1mg/kg Korpergewicht (KG) fiir die Tiere gut vertrdglich ist und die
”Retraktion” von Dentriten sowie die c-fos-Expression in Neuronen im Hippocampus nach
der Liasion verhindert (Nitsch and Frotscher 1992). Um die NMDA-Rezeptoren zu blockieren,
wurde MK-801 in 0,1 M Phosphatpuffer (PB) gelost, und 1mg/kg KG wurde intraperitonal 30
Minuten vor und alle 12 Stunden nach der ECL bis zur Perfusion injiziert. Nachdem ein
Reduktion des transsynaptischen Zelltodes durch diese Behandlung gefunden wurde, wurden
acht Mause mit einer Dosis von 2mg/kg KG nach dem selben Schema behandelt, um die
Moglichkeit einer kompletten Reduktion der Aktivierung von Caspase 3 zu versuchen.
Perfusion: Nachdem die Méuse mit Ketamin tief narkotisiert wurden, wurden sie transkardial
zuerst mit 50ml einer 0,9-prozentigen NaCl-Losung, danach mit einer vierprozentigen
Paraformaldahydlosung (PFA) perfundiert. Fir Tiere, deren Gewebe spéter
elektronenmikroskopisch untersucht werden sollte, wurde zusétzlich einprozentiges
Glutaraldahyd zu der vierprozentigen PFA zugesetzt. Nach der Perfusion wurden die Gehirne
entnommen und in vierprozentiger PFA {iber Nacht nachfixiert.

Immunozytochemie: 50um dicke Schnitte wurden zuerst 5 Minuten lang in dreiprozentiger
H,0,-Losung eingelegt, um die endogenen Peroxidasen zu blockieren. Danach inkubierten
wir die Schnitte in zehnprozentigen Ziegenserum in PB, um eine unspezifische

Antikorperbindung zu vermeiden. Darauthin wurden die Schnitte mit polyklonalen



Antikorpern gegen aktivierte Caspase 3 von Méusen aus Kaninchen (1:1000 Losung) tliber
Nacht in einer Kiihlzelle inkubiert; danach erfolgte eine Inkubation mit einem biotinylierten
Zweitantikorper aus Ziege (1:250 Losung) fiir zwei Stunden, so dal die Antikorper-
Antikdrper-Komplexe durch ein Standardprotokoll nach Verstirkung mit Avidin-Biotin mit
Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht werden konnte.

Hoechst 33342-Fdrbung: Hoechst 33342 ist ein Farbstoff, der an doppelstringige DNA
bindet. Einige anti-Caspase 3-DAB-gefarbte Schnitte wurden gegengefirbt, um die
kondensierte und fragmentierte DNA innerhalb von Caspase 3-positiven Neurone
darzustellen.

Silberfarbung: Unbehandelte Schnitte von lddierten Mausen wurden zusdtzlich mit der
DeOlmos Technik eingefarbt. Diese Versilberungstechnik fithrt zur Darstellung
degenerierender Zellen und Fasern (DeOlmos and Ingram 1971).

Statistik: Von den untersuchten Bereichen wurden Bilder mit einer Digitalkamera gemacht.
Die Bilder wurden verschliisselt und an zwei Untersucher gegeben, die mit Histologie vertraut
sind, die alle Caspase 3-positive Neurone im Gyrus Dentatus eines Schnittes zdhlten. Fiir die
Quantifizierung von Caspase 3-positiven Zellen wurden die Daten von C57-Méause mit denen
von gld- und lpr-Méusen in einem t-Test verglichen. Ebenfalls wurde der Unterschied
zwischen Médusen mit und ohne MK-801-Behandlung mit einem t-Test verglichen.

Fiir das Experiment hinsichtlich des Effekts von CD95/CD95L auf die Hirnentwicklung
wurde ein Programm geschrieben, mit dem die Fliche vom Cornu ammonis in Nissl-
gefarbten Schnitten erfolgreich gemessen werden konnte. Der Cornu ammonis kann in vier
Untereinheiten, abgekiirzt CA1 bis 3, eingeteilt werden. Diese Untereinheiten wurden
fotografiert, verschliisselt und gezédhlt wie oben. Diese Rohdaten von den drei Gruppen C57
(n=5), gld (n=5) und lpr (n=5) wurden gesammelt und analysiert. Um auf signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu testen, kam fiir paarweise Vergleiche der
Mann-Whitney-Test und fiir den Vergleich aller drei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test zum

Einsatz.
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4. Ergebnisse

1. Transsynaptischer Zelltod

Fiir die Caspase 3-Studie wurden C57-Méuse zu den folgenden Zeitpunkten untersucht: 12,
24, 36, 48, 60, 72, und 96 Stunden nach ECL (hpl; hours post lesion). Caspase 3-positive
Neurone konnten zwischen 24 und 48 hpl mit einem Gipfel zwischen 24 und 36 hpl gefunden
werden. Zum Zeitpunkt dieser Gipfel waren 0 bis 185 Caspase 3-positive Neurone auf
einzelnen Schnitten zu sehen. Am haufigsten bildeten sich Gruppen von 25 bis 40 positiven
Neuronen im Scheitelpunkt des Gyrus dentatus. Die Morphologie dieser Zellen glich der von
Kornerzellen. Ein Vergleich der Verteilung von Caspase 3-positiven und Parvalbumin-
positiven GABAergen Interneuronen zeigte keine Uberlappung. Um einen topographischen
Zusammenhang zur Lésionsstelle festzustellen, wurden auch Frontalschnitte angefertigt. In
diesen Frontalschnitten konnten Caspase 3-positive Neurone in der gesamten longitudialen
Achse des Hippocampus, also auch weit entfernt vom Léasionsort im entorhinalen Cortex
gefunden werden.

Auch andere Methoden zum Nachweis von Zelltod wurden angewendet, um die Degeneration
der Caspase 3-positiven Neurone zu bestitigen. Semidiinnschnitte (1um), mit Toludinblau
gefdrbt, zeigten Neurone mit kondensierten und fragmentierten Kernen. Auch die DeOlmos-
Silberfarbung zeigte Gruppen von sterbenden Neuronen im Scheitelpunkt des Hippocampus
36 hpl. Hoechst 33342 wurde angewendet, um die Kerne von mit DAB-gefarbten Caspase 3-
Neuronen gegenzufiarben. Diese Doppelfiarbung stellte Caspase 3-positive Neurone mit
kondensierten und teils schon fragmentierten Zellkernen dar. Die Elektronenmikroskopie
zeigte mit DAB-Prézipitat gefiillte Neurone, die auch morphologische Zeichen der Apoptose
aufwiesen: Geschwollene Mitochondrien, kondensierte Kerne und Abschniirungen der
Zellmembran.

2. Effekte von NMDA-Blockade auf transsynaptischen Zelltod

Durch einen Vergleich von C57 mit gld- und Ipr-Méusen konnte keine mafigebliche Rolle des
CD95/CD95L-Systems bei der Apoptose nach ECL nachgewiesen werden. Dagegen gab es
eine deutliche Reduzierung der Zahl Caspase 3-positiver Neurone nach der Gabe von 1mg
MK-801/kg KG. Dieser Effekt konnte mit einer Dosis von 2mg/kg KG verstarkt werden, die
zu einer nahezu kompletten Protektion der Kornerzellen fiihrte. Der Effekt der MK-801-Gabe
war permanent, d.h. Méduse, die alle 12 Stunden nach ECL MK-801 bis 36 hpl bekamen,
hatten keine Caspase 3-positiven Neurone bei 48, 60, oder 72 hpl.

3. Bedeutung von CD95/CD95L auf hippocampale Entwicklung
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Statistische Untersuchungen der Fliche des Cornu ammonis ergaben keinen statistisch
relevanten Unterschied zwischen den drei Stimmen. Mit einer statistischen Untersuchung der
Zahl von Neuronen in den Regionen CA 1 bis 3 konnten kleine, statistisch signifikaten
Unterschiede zwischen C57- und gld-Mé&usen in den CA2- und CA4-Regionen nachgewiesen
werden. Im Ergebnis kann man davon ausgehen, da3 die defiziente Expression des CD95L zu
einer minimalen Erhohung der neuronalen Dichte in diesen Bereichen fiihrt. Diese Effekte
sind im Vergleich zu sogenannten Knockout-Méusen, deren Caspase 3 oder 9 Gene verdndert
wurden, minimal, denn diese Miuse sterben mit aufgebldhten Gehirnen ohne Schéidelschlufl
(Kuida et al. 1996), so daB die von uns gefundenen Unterschiede eher darauf hinweisen, daf3
das CD95L keine wesentliche Bedeutung fiir embryonale Apoptose hat oder durch andere
Mechanismen kompensiert werden kann.

4. Bedeutung von CD95/CDYS5L fiir transsynaptische Apoptose

Der Vergleich des Auftretens von Casppase 3-positiven Neuronen in gld-, Ipr-, und
Wildtypméausen ergab keiner Anhalt fiir die Bedeutung von CD95/CD95L fir die

transsynaptische Neurodegeneration.
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5.  Diskussion

Neben der Degeneration direkt beschéddigter Zellkdrper und axotomisierter Neurone tritt nach
Traumata im ZNS eine sekundidre Neurodegeneration in vom Léasionsort weit entfernten
Regionen auf. Hypothese dieser Arbeit war es, dal neben retrograder Degeneration
axotomierter Neurone, auch Zielzellen lddierter Fasertrakte untergehen konnen. Die
neuroanatomische Beziehung sterbender Zellen zu Lasionsorten ist aber in iiblichen Modellen
von Neurotrauma nur bedingt zu bestimmen. Das ECL-Model erlaubt dagegen aufgrund der
Verschaltung des entorhino-hippocampalen Systems eine klare Differenzierung zwischen
anterograden, retrograden, und transsynaptischen Verdnderungen. Mit der ECL beschreibt
diese Arbeit eine Population von Zielzellen zerstorter Axone, die unabhédngig von ihrer Nihe
zur Lésionsstelle sterben. Dieses Prinzip einer solchen akuten transsynaptischen Degeneration
konnte auch fiir andere Formen von ZNS-Schéddigung wie etwa Riickenmarksldsionen gelten,
so daB ihre weitere Untersuchung von groBen klinischen Interesse ist.

Die beobachtete CD95/CD95L-unabhingige Aktivierung von Caspase 3 und der darauf
folgende Zelltod geschieht binnen 48 Stunden nach Lésion. Dieser Zeitraum unterscheidet
sich von der vorher beschriebene Zielzellendegeneration im Nucleus mammillarius medialis
nach Fimbria-Fornix-Trennung in Ratten (Ginsberg et al. 2002), die erst Wochen nach der
Lésion stattfindet sowie von der Degeneration von CA 3-Neuronen, die mehrere Monate nach
ECL bei Affen stattfindet (Poduri et al. 1995). Da die hier beschriebene, akute Induzierung
von Caspase 3 und Zelltod mit der Anwendung von MK-801 signifikant reduziert werden
kann, ldsst sich vermuten, da3 die akute Glutamat-Freisetzung von beschédigten Axonen eine
Art exzitotoxischen Zelltod induziert. Auch die Beobachtung der prinzipiellen Moglichkeit
der Protektion von Neuronen durch Antagonisierung der Glutamatbindung am NMDA-
Rezeptor vor dieser transsynaptischen Appoptose konnte von groB3er klinischer Relevanz sein,
etwa wenn sich herausstellt, da3 dieser Zelltod auch nach Querschnittsldsion auftritt.

Die Anwendung MK-801 muf3 wegen ihrer Nebenwirkungen, u.a. Unterkithlung (Buchan and
Pulsinelli 1990), Hypertonie und Tachykardie (Lewis et al. 1989), Psychose und neuronalem
Tod (Olney et al. 2002) kritisch betrachtet werden. Die Substanz wurde dennoch angewendet,
weil spezifischere NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie AP-5 und CPP eine schlechtere Blut-
Hirn-Schrank-Permiabilitidt und eine kiirzere Halbwertzeit im Vergleich zu MK-801 haben
(Chapman et al. 1991). Dagegen wurde in Vorexperimenten ein gut vertrdgliches
Dosierungsschema etabliert, das denervierte Dendriten vor Retraktion nach ECL schiitzt und
die ,,early Gene* Aktivierung unterdriickt (Nitsch und Frotscher 1992). Da das Forschungsziel

nicht die therapeutische Anwendung fiir MK-801 war, sondern nur eine Feststellung, ob die
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neuronale Apoptose exzitotoxisch ist, wurde MK-801 benutzt. Die beobachtete Reduzierung
der Neurodegeneration nach MK-801-Behandlung und die Morphologie der apoptotischen
Neurone sprechen in der Tat dafiir, daB die neuronale Apoptose exzitotoxisch ist. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, daf die Neuroprotektion durch MK-801 lediglich wegen
Unterkiihlung stattfindet.

Glutamat-induzierte Exzitotoxizitdt ist ein wichtiger Mechanismus sekundérer Degeneration
nach Neurotrauma (Brown et al. 1998, Nitsch und Frotscher 1993), und viele Studien
korrelierten Caspase 3-Aktivierung mit Exzitotoxizitdt nach Hirn- oder Riickenmarkschaden
(Beer et al. 2000b, Biiki et al. 2000, Citron et al. 2000, Lok and Martin 2002, Puig and Ferrer
2002, Tenneti et al. 1998, Yakovlev et al. 2001). In den sterbenden Neuronen wurden
geschwollene Mitochondrien gefunden, was typisch fiir sowohl Apoptose als auch
Exzitotoxizitdt ist (Ishimaru et al. 1999, Luetjens et al. 2000, Olney 1994, White and
Reynolds 1996). Die Cytochrom c-Freisetzung von beschiddigten Mitochondrien fiihrt zur
Formation eines Caspase 3-Aktivierungskomplexes, der aus Cytochrom c, APAF-1, und
Caspase 9 besteht (Wang 2001, Yakovlev et al. 2001). Diese post-mitochondriale Aktivierung
von Caspase 3 kann das Todessignal durch die zusdtzliche Aktivierung von Caspase 8
verstarken (Tang et al. 2000, Wieder et al. 2001). Diese Daten bestitigen zum einen die
Existenz eines Zusammenhangs zwischen axonaler Schiddigung und Exzitotoxizitit-
induzierter Aktivierung von Caspase 3 und zum anderen, dal} dieser Mechanismus fiir die
sekundire Neurodegeneration in vivo relevant ist. Kiinftige Untersuchungen, in denen die
Aktivierung der einzelnen Signalproteine nach ECL blockiert wird, konnten hier ansetzen und
den intrazelluliren Weg von NMDA-Rezeptor-Uberreizung zu neuronalem Zelltod
beleuchten.

Neurodegeneration nach ECL hat lediglich eine bestimmte Population Koérnerzellen betroffen.
Die Mehrheit der Neurone im Gyrus dentatus haben keine Anzeichen von Neurodegeneration
gezeigt. Caspase 3-positive Pyramidenzellen im CA3, die ebenfalls vom Tractus perforans
innerviert werden, wurden innerhalb des Zeitrahmens dieser Untersuchung nicht gefunden.
Die Empfindlichkeit einzelner Neurone kann von einer Vielzahl von Faktoren abhéngen, wie
z.B. der Dichte glutamatergischer Synapsen, der differenzierten Expression Kalzium-
bindender Proteine, Glutamatrezeptoren mit unterschiedlichen Untereinheiten oder einer
fehlenden Inhibierung durch Interneurone. Eine Moglichkeit wire die schnelle Apoptose der
Interneurone nach Lasion oder ein tempordrer Funktionsverlust von Interneuronen nach ECL.
Die fehlende Kolokalisation von Caspase 3 und Parvalbumin kdnnte vom schnellen

Katabolismus dieses Kalzium-bindenden Proteins sowie von einer fehlenden Ersetzung des
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Proteins vom beschédigten, nicht-funktionalen Interneuron herriihren. Die Theorie der nicht-
funktionierenden oder toten Interneurone wiirde die Verteilung in Gruppen anstatt
Einzelzellen im Gyrus dentatus erkldren. Exzitotoxizitdt kann direkt, d.h. durch
Glutamatiiberschuf3, und indirekt, also durch fehlende GABAerge Inhibition, den selben
pathologsichen Mechanismen aktivieren wie bei Krankheiten wie Morbus Alzheimer,
chronischem Alkoholismus, und Fetalalkohol-Syndrom (Dodd 2002, Ikonomidou et al. 1999,
Ikonomidou et al. 2000, Olney et al. 2002). Zur Zeit gibt es keine Erkldrung fiir die
Lokalisation der sterbenden Neurone, da wir keine Evidenz fiir den Zelltod von Interneuronen
gewinnen konnten. Die genauen Mechanismen, die die Empfindlichkeit gegeniiber
exzitotoxischem Zelltod nach Deafferentation beeinflussen, konnten weiter mit dem ECL
Modell erforscht werden

Nachdem als Ursache der Apoptose die NMDA-Uberreizung festgestellt werden konnte,
wurden die morphologischen Aspekten der degenerierenden Neurone untersucht. Nachweise
von glutamatischer Toxizitit (geschwollene Neurone), und Apoptose
(Chromatinkondensierung und Zellkernfragmentierung) konnten gefunden werden. Wichtig
ist zu betonen, dal} ,programmierter Zelltod“ und ,,Apoptose” nicht das selbe sind.
Programmierter Zelltod bendtigt Genexpression und Induktion intrazelluldrer Botenstoffe, die
zur Selbstverdauung von Proteinen und DNA-Spaltung fiihren. Apoptose wurde ursprunglich
in Hepatozyten beschrieben (Kerr et al. 1972, Kerr 2002) und wurde auf der Basis der
auftretenden morphologischen Verdnderungen definiert. Die Morphologie von Zellen, die an
programmiertem Zelltod sterben, erfiillt nicht immer alle Bedingungen fiir Apoptose und kann
auch Aspekte von Nekrose oder andere atypischen Morphologien aufweisen (Sperandio et al.
2000, Vercammen et al. 1998). Von solchen ,,gemischten Morphologien wurde bei
Neurodegeneration mehrmals berichtet (Colbourne et al. 1999, Dal Canto and Gurney 1994,
Stadelmann et al. 1999). Man kann daraus folgern, da3 eine Zelle mit einer nekrotischen
Morphologie auch an einer Art programierter Zelltodes gestorben sein kann (Colbourne et al.
1999, Fix et al. 1993). In therapeutischer Hinsicht ist es bedenkenswert, daf} die Blockierung
von Signalkaskaden des programmierten Zelltodes die Neurodegeneration nicht wirklich
unterdriicken, sondern lediglich einen eher nekrotischen Zelltod hervorrufen konnte
(Vercammen et al. 1998). Weil Apoptose wenig oder keine Entzlindung ausldst, und sogar
eine Immunantwort unterdriicken kann (Stuart et al. 2002), konnte eine solche Inhibation die
Immunantwort auf die Neurodegeneration verstirken und dadurch sekundidre Schiadigung
befordern (Bechmann und Nitsch 2001, Popovich et al. 1999, Schwartz et al. 1999). Trotzdem

kann die Inhibition von programmiertem Zelltod den Verlust von Neuronen unter einer
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Vielzahl von Bedingungen reduzieren (Beattie et al. 2002, Braun et al. 1999, Gimenez y
Ribotta et al. 2002, Schwartz et al. 1999, Viswanath et al. 2000, Waldmeier 2003). Es wird in
der Zukunft zu zeigen sein, ob etwa durch Inhibition von Caspasen der Zelltod tatsichlich
blockiert oder nur in Richtung Nekrose verschoben wird, und ob sich funktionsrelevante
Verbesserungen durch solche Strategien erzielen lassen.

Trotz des offensichtlichen Neuronverlusts im Gyrus dentatus nach ECL wurde von einer
niedrigeren Neurondichte bisher noch nicht berichtet. Eine Erkldrung dafiir konnte die
Ersetzung der sterbenden Neurone sein. Es gibt Hinweise fiir Neurogenese nach ECL
(Cameron et al. 1995) und fiir die Integrierung dieser neuen Neurone in die entorhino-
hippocampale Verschaltung (van Praag et al. 2002). Hippocampale neurale Vorlduferzellen
sind im Hilus an der Grenze des Gyrus dentatus beschrieben worden (Kaplan und Hinds
1977). Diese neuralen Vorzellen vermehren sich durchgéngig auch im Erwachsenenalter und
haben die Féhigkeit Zellen zu ersetzen, die durch mechanische oder exzitotoxische Lésion
oder Ischdmie verloren wurden (Gould und Tanapat 1997). Interessanterweise kann diese
Vermehrung nach Ischdmie mit MK-801 unterdriickt werden (Arvidsson et al. 2001). Wenn
die Vorzellen durch den exzitotoxischen Zelltod ihrer Nachbarn oder direkt durch toxische
Glutamatspiegel stimuliert werden, konnte ECL eine wichtige Rolle in der Erforschung der

Mechanismen von transneuronaler Degeneration und Stammzelleaktivierung in vivo erlangen.
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