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1 Einleitung

Bei der Schizophrenie handelt es sich um ein komplexes Syndrom, das Stérungen im seeli-
schen Erleben, aber auch in anderen Bereichen wie Denken, Wahrnehmung, Ichfunktion,
Affektivitat, Antrieb und Psychomotorik beinhaltet. Bewusstseinslage und Orientierung hin-
gegen sind in der Regel ungestoért (Wobrock et al. 2004a).

Seit dem Beginn des letzten Jahrhunderts wird die Schizophrenie als eine Erkrankung des
Gehirns angesehen. Obwohl es zahlreiche Hypothesen zur Entstehung der Schizophrenie
gibt, handelt es sich dennoch um eine Erkrankung, deren Ursachen noch weitgehend unbe-
kannt sind und bei der genetische und umweltbedingte Faktoren als multifaktorielles Ge-
schehen zusammenwirken. Dazu zahlen vor allem genetische Ver&nderungen, gestorte
Hirnentwicklung, veranderte Neurotransmitter, gestdrte neuronale Regelkreise, aber auch
perinatale Umweltfaktoren wie Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen (Kornhuber et
al. 2004).

Emil Kraepelin war 1896 der erste Kliniker, der eine ausfiihrliche Definition entwickelte, die
weltweite Akzeptanz fand. Mit der Bezeichnung dementia praecox definierte er ein Syndrom,
das sich relativ friih im Leben manifestiert (praecox) und eine durchdringende und persistie-
rende Einschrénkung in kognitiven Funktionen und Verhaltensfunktionen (dementia) herbei-
fuhrt (Kraepelin 1919, zit. nach Andreasen und Carpenter 1993). 1911 definierte Eugen Bleu-
ler den Begriff ,Schizophrenie® (griechisch schizo=abspalten und phren=Seele), um die Spal-
tung der Seele als wichtigstes Merkmal zu betonen (Bleuler 1911, zit. nach Andreasen und
Carpenter 1993). Kurt Schneider versuchte spéter wie Eugen Bleuler, Merkmale zu definie-
ren, die eine hohe Spezifitat flr die Schizophrenie aufweisen und bei anderen Erkrankungen
nicht auftreten (Schneider 1959, zit. nach Andreasen und Carpenter 1993). So entstanden
die Symptome ersten und zweiten Ranges der Schizophrenie (siehe Kapitel 6.1 Systematik
der Symptome ersten und zweiten Ranges nach Kurt Schneider 1938), die heute als Grund-
lage der gultigen Diagnosesysteme International Classification of Diseases (ICD) und Diag-
nostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM V) gelten (Dilling et al. 2014, Ameri-

can Psychiatric Association 2013).

Im Alter von 15 bis 44 Jahren gehort die Schizophrenie zu den am haufigsten zu Behinde-
rung fuhrenden Erkrankungen. Die entstehenden Kosten sind mit denen somatischer Volks-
krankheiten vergleichbar, somit ist sie die kostenintensivste psychiatrische Erkrankung
(Wobrock et al. 2004a). Weltweit sind circa 21 Millionen Menschen betroffen (WHO 2014).



1.1 Symptome und klinische Aspekte

Bei der Schizophrenie handelt es sich um ein sehr heterogenes Krankheitshild. Die Diagnose
erfolgt heutzutage nach den zwei international anerkannten Diagnosemanualen ICD 10 (Un-
terkapitel F20) und DSM V (Unterkapitel 295). Die krankheitskennzeichnenden Symptome
werden nach ICD 10 in folgenden Gruppen aufgefiihrt (Dilling et al. 2014):

1. Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug, -ausbreitung

2. Kontroll- und Beeinflussungswahn, Gefiihl des Gemachten (wie Gedanken, Empfin-
dungen oder Tatigkeiten), Wahnwahrnehmungen
kommentierende oder dialogische Stimmen

4. anhaltender, kulturell unangemessener oder unrealistischer (bizarrer) Wahn

5. anhaltende Halluzinationen jeder Sinnesmodalitat taglich tber Wochen oder Monate
auftretend (begleitet von Wahngedanken oder tGberwertigen Ideen)

6. Gedankenabreil3en oder -einschiebungen in den Gedankenfluss
katatone Symptome wie Erregung, Haltungsstereotypien, wachserne Biegsamkeit,
Negativismus, Mutismus, Stupor

8. Negativsymptome wie aufféllige Apathie, Sprachverarmung, verflachter oder inada-
quater Affekt

Fur die Diagnose nach ICD 10 ist mindestens ein eindeutiges Symptom der Gruppen eins bis
vier oder mindestens zwei Symptome der Gruppen finf bis acht erforderlich (Dilling et al.
2014). Nach DSM V sind mindestens zwei der folgenden Symptome notwendig: Wahn, Hal-
luzinationen, desorganisierte Sprechweise, unangemessenes oder katatones Verhalten
und/oder Negativsymptome (American Psychiatric Association 2013), wobei die Symptome
Uber mindestens einen Monat anhalten sollten (Dilling et al. 2014, American Psychiatric
Association 2013). Es sollte keine Schizophrenie infolge einer Erkrankung des Gehirns, bei
Vergiftung (Intoxikation) oder wahrend eines Entzuges diagnostiziert werden, hier steht das
Bild einer organischen Psychose im Vordergrund. Der Krankheitsverlauf ist entweder konti-
nuierlich oder episodisch mit Voll- oder Teilremissionen (Dilling et al. 2014). Sehr gebrauch-
lich ist heutzutage die zusatzliche Unterscheidung zwischen sogenannten Positiv- oder Plus-
symptomen und den Negativ- oder Minussymptomen. Positivsymptome sind hiernach Wahn,
Halluzinationen, formale Denkstérungen und psychomotorische Symptome. Unter den Nega-
tivsymptomen werden Apathie (Mangel an Energie, Antriebsmangel bis zum Autismus),
Aufmerksamkeitsstorung (Konzentrationsstorung, Verlangsamung des Denkens), Affektver-
flachung (Verarmung von Ausdruck und Reaktionsfahigkeit), Alogie (Sprachverarmung), An-
hedonie (Unfahigkeit fur Freude oder Vergnigen) und Asozialitat (Mangel an Kontaktfahig-

keit, sozialer Rickzug) zusammengefasst (Gleixner et al. 2007). In Uber 75 % der Falle ist



die erste schizophrene Episode bereits funf Jahre vor dem ersten klinischen Aufenthalt
(Wobrock et al. 2004a). Der Beginn der Erkrankung kann akut durch schwer gestortes Ver-
halten gekennzeichnet sein oder aber schleichend mit seltsamen Gedanken und/oder Ver-
haltensweisen einhergehen. Prodromalsymptome sind soziale Funktionseinbuf3en wie Inte-
resseverlust an der Arbeit, sozialen Aktivitaten, Kérperhygiene, persoénlichem Erscheinungs-
bild, begleitet von Angst, Depression und Selbstversunkenheit (Dilling et al. 2014). Ein weite-
res Problem schizophrener Patienten stellt das gewalttatige Verhalten dar, das vor allem mit
positiven psychotischen Symptomen wie Verfolgungswahn assoziiert ist (Swanson et al.
2006). Suizid ist die Hauptursache fur den fruhzeitigen Tod schizophrener Patienten. Das
Lebenszeitrisiko liegt bei 10 bis 13 % gegeniiber 1 % bei der Normalbevolkerung (Caldwell
und Gottesmann 1992). Risikofaktoren fur Suizid sind Kinderlosigkeit, junges Alter bei Er-
krankungsbeginn (Muller et al. 2005) sowie mannliches Geschlecht, er ist aber auch gehauft
bei alleinstehenden, geschiedenen oder verwitweten Frauen (Besnier et al. 2009).

Die Schizophrenie gliedert sich nach ICD 10 in verschiedene Unterformen, die in Tabelle 1

zusammengefasst sind (Dilling et al. 2014):



Einteilung

Klinik / typische Merkmale

paranoide

Schizophrenie

wahnhafte/halluzinatorische Symptome und Wahrnehmungssto-
rungen, aber auch Stérung der Stimmung, des Antriebs und der
Sprache

hebephrene

Schizophrenie

Jugendalter und junge Erwachsene, vor allem affektive Verande-

rungen, Jlappische” Gestimmtheit und psychotisch-
unangemessenes Verhalten im Vordergrund, Faxen, Kichern,
Manierismen, schnelle Entwicklung einer Minussymptomatik,

Prognose eher ungunstig

katatone
Schizophrenie

psychomotorische Stérung (Erregung, Stupor, Negativismus und

Befehlsautomatismen), Zwangshaltungen und -stellungen

undifferenzierte

Schizophrenie

erflllt diagnostische Kriterien der Schizophrenie (F20), kénnen

aber keiner Unterform zugeordnet werden

postschizophrene

Depression

langer anhaltende depressive Episoden im Anschluss an eine
schizophrene Krankheit, erhdhtes Suizidrisiko

schizophrenes

Residuum

chronisches Stadium mit Verschlechterung der Symptomatik und
lang andauernder Negativsymptomatik

Schizophrenia
Simplex

schleichende Progredienz, merkwurdiges Verhalten, schlechtere
Leistungsfahigkeit, gesellschaftliche Anforderungen kénnen nicht

erfullt werden

Tab. 1: Unterformen der Schizophrenie nach ICD 10 und deren Klinik

1.2 Therapie

Schizophrene Stérungen werden mehrdimensional durch die Kombination von Pharmakothe-
rapie, Psychotherapie und Soziotherapie behandelt (Wobrock et al. 2004b).

1952 war Chlorpromazin das erste Medikament, das die Symptomatik der Schizophrenie
lindern konnte und damit den Vorreiter einer neuen therapeutischen Option darstellte sowie
zu einem Ruckgang der Hospitalisierungsraten fiihrte (Berger 2009). Der Begriff ,,Neurolepti-
kum“ weist auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von extrapyramidal-
motorischen Nebenwirkungen und der antipsychotischen Wirksamkeit der Substanz hin und
trifft vor allem auf die typischen bzw. konventionellen Antipsychotika zu (Antipsychotika der
ersten Generation). Durch die Einfliihrung einer neuen Medikamentengruppe, der sogenann-
ten Atypika (Antipsychotika der zweiten Generation) wurde der Begriff ,Neuroleptikum® zu-
nehmend nicht mehr benutzt und durch die Bezeichnung ,Antipsychotikum® ersetzt (Berger
2009). Auch heute noch gelten diese als Mittel der ersten Wahl in der Behandlung der Schi-

zophrenie. Wichtig ist dabei ein frihzeitiger Therapiebeginn, da das Ansprechen umso hdher



ist, je kdrzer die unbehandelte akute schizophrene Psychose besteht (Karow und Lang-Roth
2009). Aufgrund des geringeren Risikos extrapyramidal-motorischer Nebenwirkungen und
der vergleichbaren Wirksamkeit sind Antipsychotika der zweiten Generation (z. B. Risperi-
don, Olanazapin) die bevorzugte Medikation in der Behandlung der ersten schizophrenen
Episode gegeniber typischen Antipsychotika (z. B. Haloperidol). Jedoch sollte die Medika-
mentenwahl individuell erfolgen und an die geistigen und korperlichen Vorraussetzungen des
Patienten angepasst sein, denn beide Medikamentengruppen sind effektiv in der Behandlung
psychotischer Symptome. Auch bei primarer Negativsymptomatik scheint eine Therapie mit
Atypika effektiver zu sein (Hasan et al. 2012). Die medikamenttse Therapie der ersten schi-
zophrenen Episode sollte aufgrund der hohen Rezidivgefahr fir ein bis zwei Jahre fortgefihrt
werden. Bei zahlreichen friiheren Episoden oder mehr als zwei Episoden wird eine Therapie
Uber zwei bis funf Jahre oder auch dauerhaft (hohes Suizidrisiko, aggressives Verhalten,
erhdhtes Rickfallrisiko) empfohlen (Hasan et al. 2013). Besonderes Augenmerk in der The-
rapie mit Antipsychotika gilt dem neurologischen (malignes neuroleptisches Syndrom, extra-
pyramidal-motorische Nebenwirkungen, Epilepsie), metabolischen (Hyperprolaktinamie, se-
xuelle Dysfunktion, Gewichtszunahme) und kardiovaskularen (erhdhte Herzfrequenz, niedri-
ger Blutdruck, Long QT-Syndrom, Kammerflimmern) Nebenwirkungsspektrum (Hasan et al.
2012).

Ein wichtiges Problem in der medikamentésen Behandlung ist die Noncompliance der Pati-
enten, die bis zu 70 % betragt. Patienten geben hierfur folgende Ursachen an: Unwissenheit
Uber die Vorteile der Therapie, unbezahlbare Medikamente, Nebenwirkungen der medika-
mentdsen Therapie, keine ausreichende Aufklarung durch den behandelnden Arzt, unfreund-
liche Haltung des Arztes, Stigmatisierung, fehlendes Krankheitsgefiihl nach Symptombesse-
rung (Taj und Khan 2005, Hasan et al. 2012).

Je nach der im Vordergrund stehenden Symptomatik sind psychotherapeutische Interventio-
nen entsprechend der Krankheitsphase zu gestalten. In der Akutphase umfasst dies symp-
tomreduzierende, vulnerabilitdtsmindernde, stressreduzierende sowie bewaltigungsférdernde
therapeutische Interventionen. Nach dem Erreichen einer Stabilisierung kénnen auch verhal-
tensmoadifizierende Psychotherapieverfahren erganzt werden (Wobrock et al. 2004b).

Die Langzeittherapie dient vor allem der Riickfallprophylaxe sowie Praventions- und Rehabi-
litationsmafnahmen und sollte von psychiatrisch-psychotherapeutischen Interventionen be-
gleitet sein. Die Pharmakotherapie dient der Optimierung des Krankheitsverlaufs durch Lin-
derung und Kontrolle der Symptomatik und der Wiederherstellung der Lebensqualitat (Hasan
et al. 2013). Die Soziotherapie bildet den dritten Pfeiler in der Therapie der Schizophrenie
und ist aufgrund von Hospitalisierungsschaden bei reizarmer Umgebung und der Gefahr der
Ausbildung einer chronischen Negativsymptomatik besonders wichtig. Vorhandene soziale

Fahigkeiten des Patienten sollen geférdert und die Entstehung bzw. Verstarkung sozialer



Defizite verhindert werden. Die Soziotherapie umfasst die Arbeits- und Beschéaftigungsthera-
pie, Berufsrehabilitation, Strukturierung des Tagesablaufs und das Training sozialer Fertig-
keiten (Moller et al. 2005).

1.3 Atiologie der Schizophrenie

Die Lebenszeitpravalenz, eine Schizophrenie zu entwickeln, liegt bei circa 1 % (Kornhuber et
al. 2004). Jedes Jahr erkrankt eine von 10.000 Personen im Alter zwischen 12 und 60 Jah-
ren, wobei die Inzidenzrate Uber die letzten 50 Jahre, selbst Uber Landesgrenzen hinaus und
zwischen verschiedenen Kulturen, stabil erscheint. Das Haupterkrankungsalter liegt zwi-
schen 20 und 35 Jahren. Daneben wird zwischen einem friheren Beginn, dem early onset
(vor dem 20. Lebenjahr), und einem spéteren Beginn, dem late onset (nach dem 35. Lebens-
jahr), unterschieden. Manner und Frauen sind von der Erkrankung gleich haufig betroffen.
Frauen erkranken allerdings durchschnittlich drei bis vier Jahre spéter als Manner und wei-
sen einen zweiten Erkrankungsgipfel um die Menopause (40 bis 45 Jahre) auf (Hafner und
an der Heiden 1997). Diese Gegebenheit erklart sich durch die Feststellung, dass Ostrogene
der Frau die Sensitivitdét von Dopamin (D2)-Rezeptoren im zentralen Nervensystem (ZNS)
erniedrigen und somit vor einem friheren Beginn der Erkrankung schutzen. Mit der Abnah-
me des Ostrogenspiegels in der Menopause und Postmenopause entsteht der zweite Er-
krankungsgipfel (Hafner et al. 1998).

Die Athiopathogenese ist vielschichtig und wird aktuell am besten durch das Diathe-
se/Vulnerabilitats-Stress-Modell erklart (Nuechterlein et al. 1994). Dieses geht von einer an-
dauernden Vulnerabilitdt im Sinne einer Disposition fiur die Manifestation einer Schizophrenie
aus (siehe auch Kapitel 1.5.3 Einfluss von Stress auf die Neurogenese). Die Ursachen fir
diese Disposition werden in genetischen und nicht-genetischen Einflissen gesehen, wobei
die genetische Pradisposition einen Anteil von bis zu 80 % ausmacht (Arnedo et al. 2015,
Sullivan et al. 2003, Cannon TD et al. 1998). Endogene und exogene Stressfaktoren (z. B.
belastende Lebensereignisse) flihren dann bei nicht ausreichenden Verarbeitungsmdaglich-
keiten und Bewaltigungsstrategien zum klinischen Bild einer akuten Psychose (Wobrock et
al. 2004a).

1.3.1 Gene und Umweltfaktoren

Anhand von Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien konnte die bedeutende Rolle der
genetischen Komponente der Schizophrenie belegt und verstanden werden. Verwandte von
an Schizophrenie erkrankten Patienten teilen einen grol3eren Anteil ihrer Gene als Nicht-
Verwandte und haben somit ein groRReres Risiko, pradisponierende Gene vererbt zu bekom-
men als in der Normalbevélkerung. Dieses Risiko hangt natirlich auch mit dem Verwandt-

schaftsgrad und dem Anteil der vererbten Risikogene zusammen (Kessler 1980).



Die folgende Ubersicht nach Schmitt et al. (2014) stellt die prozentuale Wahrscheinlichkeit
eine Schizophrenie zu entwickeln in Abh&ngigkeit vom Verwandtschaftsgrad dar:

Kinder 30 %
Geschwister 20 %
Eineiige Zwillinge 80 %
Zweieiige Zwillinge 40 %

Es konnte bisher noch nicht bewiesen werden, dass bei familiarer Haufung nur ein einziges
Gen fir die Entstehung der Schizophrenie verantwortlich ist. Vielmehr tragen interagierende
Genkonstellationen (Polymorphismus) und der polygene Vererbungsmechanismus zum Er-
krankungsrisiko bei (Schwab und Wildenauer 2013). Zahlreiche Chromosomen konnten be-
reits detektiert werden. Kandidatengenregionen sind unter anderem 8p und 13q, aber auch
Abschnitte der Chromosomen 5, 6, 8 und 22 (Wobrock et al. 2004a). So ist beispielsweise
die Region 99g33.1 und 14g24.2 mit dem Krankheitsverlauf und die Region 6g23.1 mit dem
Alter bei Erkrankungsbeginn assoziiert (Fanous et al. 2007). Zusatzlich konnten risikomodu-
lierende Kandidatengene identifiziert werden. Beispiele wie Neuregulin 1 (NRG1), Disrupted
in schizophrenia 1 (DISC1), dystrobrevin binding protein 1 (DTNBP1) und Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) werden mit der Entstehung der Schizophrenie in Verbindung ge-
bracht, da sie sowohl die neuronale Plastizitat als auch die adulte Neurogenese beeinflussen
(Allan et al. 2008, Le Strat et al. 2009).

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) offenbarten eine Vielzahl genetischer Varianten
(single nucleotide polymorphisms) mit unterschiedlich starken Auswirkungen auf den Phéano-
typ der Schizophrenie (Schwab und Wildenauer 2013), wobei Uiber 100 Genloci zum Erkran-
kungsrisiko beitragen (Ripke et al. 2014). In einer weiteren GWAS wurde angenommen,
dass der Schizophrenie Uiber 8.300 einzelne Neukleotidpolymorphismen zugrunde liegen, die
zusammen ein Risiko von 32 % ausmachen (Ripke et al. 2013). Ein héheres Erkrankungsri-
siko ist assoziiert mit Polymorphismen in Genen, die fir Zinkfingerprotein 804a (ZNF804a),
Transkripitonsfaktor 4 (TCF4), Mikro-RNA 137 (Mirl37), Untereinheiten spannungsabhangi-
ger Kalziumkanale (CACNALC, CACNB2), Inter Alpha-Globulin Inhibitor H3/H4 (ITIH3/ITIH4)
sowie Ankyrin 3 (Ank3) kodieren, wobei die neurobiologischen Auswirkungen meist unbe-
kannt sind (Schwab und Wildenauer 2013).

Le Strat et al. (2009) definierten das Two-hit-Modell, welches die Gen-Umwelt-Interaktion
beleuchtet. Eine Veradnderung in einem Gen gilt hierbei als first hit und der Einfluss eines

Umweltfaktors wéhrend der Hirnentwicklung als second hit. Diese Vulnerabilitats- und Trig-



gerfaktoren sind moglicherweise Vorraussetzung fir Defizite in der Neurogenese und kénn-

ten auch zum Krankheitsbild der Schizophrenie fuhren.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass pra- und perinatale Komplikationen mit einem
erhohten Risiko fur die Schizophrenie einhergehen (z. B. Haukvik und Agartz 2010) und zu
einem friheren Erkrankungsbeginn fihren (O"Callaghan et al. 1992).

Die Hypoxie als gemeinsamer Faktor von Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen gilt
deshalb als wichtiger Risikofaktor. Sie fuhrt zu grof3eren strukturellen Hirnanomalien (siehe
Kapitel 1.4.1 Auswirkungen von Hypoxie auf das Gehirn) und ist assoziiert mit Notkaiser-
schnitt, Rhesusinkompatibilitat, Diabetes, Blutungen wahrend der Schwangerschaft, Plazen-
tainsuffizienz, Uterusatonie und Praeklampsie (Cannon M et al. 2002, McNeil et al. 2000,
Dalman et al. 1999). Klinische Zeichen sind blaue Verfarbung der Haut (Zyanose), Atemstill-
stand (Apnoe) und Reanimation (Rosso et al. 2000). Insgesamt erleiden (je nach Definition)
25 bis 30 % der Gesamtpopulation eine Schwangerschafts- und/oder Geburtskomplikation
(Cannon M et al. 2002), aber nur ein geringer Prozentsatz aller Kinder mit Hypoxie-
assoziierten Geburtskomplikationen entwickelt spater eine Schizophrenie (Mittal et al. 2008).
Das Risiko mit einer positiven Anamnese zu erkranken, ist 2-fach erhtht (Geddes und
Lawrie 1995). Des Weiteren erhoht sich das Risiko mit der Anzahl und Schwere der Hypoxie-
assoziierten Geburtskomplikationen (Cannon TD et al. 1999). Als weitere Faktoren gelten
Multipara oder Geburt im spéaten Winter. Ein erhohtes Risiko fand man auf3erdem bei Jun-
gen, die bei Geburt zu klein oder mindestens das vierte Kind in der Geburtsfolge waren
(Hultmann et al. 1999). Ein niedriger APGAR-Score (null bis drei) nach der Entbindung ist mit
einer erhéhten Wahrscheinlichkeit, eine Schizophrenie zu entwickeln, die durch eine promi-
nentere Negativsymptomatik und einen chronischen Verlauf gekennzeichnet ist, assoziiert
(Kotlicka-Antczak et al. 2001). Auch erhdhte Werte der Aminosaure Homozystein kénnen zu
einer abnormalen Hirnentwicklung und einer Schadigung plazentaler Gefal3e fihren. Daraus
kann eine Hypoxie resultieren, wodurch eine Sauerstoffunterversorgung des Fotus begiins-
tigt wird (Brown et al. 2007).

Eine weitere Hypothese besagt, dass die Schizophrenie Resultat einer Infektion des zentra-
len Nervensystems (speziell einer Virusinfektion) oder einer Autoimmunreaktion gegen Ge-
webe des zentralen Nervensystems (die auf eine Infektion folgen kann) ist (Kirch 1993).
Solch eine Infektion resultiert anschlieend in einer Stérung der frihen Hirnentwicklung bzw.
in einer direkten Schadigung des Gehirns zwischen dem ersten und zweiten Trimenon der
Schwangerschaft (Fruntes und Limosin 2008). Als Ausldser gelten Influenzaviren mit einem
3- bis 7-fach erhdhten Risiko, durch eine Infektion im ersten Trimester, Roételviren mit einem
10 bis 20 % erhohten Risiko, aber auch Toxoplasmen mit einem 2,5-fach erhdhten Risiko,

eine Schizophrenie zu entwickeln (Hagberg et al. 2012).



In einer Kohortenstudie wurde ein erhdhtes Risiko flr die Diagnose einer Schizophrenie
festgestellt, wenn die Betroffenen wahrend der Influenza-Epidemie im Jahre 1975 im Mutter-
leib infiziert wurden (Mednick et al. 1988). In tierexperimentellen Studien chronisch infizierter
Toxoplasmose-Mause zeigten sich um 14 % erhéhte Dopaminlevel, wie sie auch bei der
Schizophrenie nachweisbar sind (Stibbs 1985). Es wurde geschlussfolgert, dass Toxoplasma
gondii verschiedene Neurotransmitter in Hirnregionen, die in die Schizophrenie involviert
sind, beeinflusst wie z. B. Gamma-Amino-Buttersdure (GABA), Glutamat oder Dopamin (Yol-
ken et al. 2009).

Eine Studie in den USA konnte auch eine jahreszeitliche Assoziation der Schizophrenie fest-
stellen. Demnach erkranken circa 10 % mehr Menschen, die in den Monaten Dezember bis
Mai geboren werden (Torrey et al. 1977). Ursachen hierflir sind saisonal bedingte Tempera-
turminderungen, Ernahrungsdefizite und Infektionen wéahrend der Schwangerschaft (Berger
2009).

Bedenkt man auch den Einfluss gesellschaftlicher Faktoren, eignet sich die ,Drift- Hypothe-
se“. Nach dieser kommt es durch kognitive und interaktionelle Auffalligkeiten zu einem sozia-
len Abstieg und zu einer héheren Rate an Neuerkrankungen in sozial desintegrierten Zentren
von GroR3stadten und bei sozial schlechter gestellten Personen (Wobrock et al. 2004a). Bei-
spielsweise war die Inzidenz psychischer Stérungen anhand von Untersuchungen in der
deutschen Stadt Mannheim in sozial niedrig gestellten Gebieten des Stadtzentrums hoéher
als im Bereich des Stadtrandes (Hafner et al. 1969). Ursachen hierfir sind Engstand und
daraus resultierender Stress, aber auch Migration und Kultur (Freemann 1994). Weitere
exogene Risikofaktoren sind Verlust der Eltern unter einem Alter von sieben Jahren sowie

Cannabismissbrauch im Jugendalter (Schmitt et al. 2014).

1.3.2 Neuronale Hypothesen

Die weltweit valideste neurochemische Hypothese der Schizophrenie ist die Dopaminhypo-
these, welche zugrundelegt, dass Symptome aus einer exzessiv erhéhten Dopamin-
Neurotransmission vor allem im Striatum sowie Dopamindefiziten in der Préafrontalregion re-
sultieren (Javitt 2007). Die Aussage stitzt sich auf die Beobachtung, dass alle antipsychoti-
schen Medikamente eine Dopamin (D.)-Rezeptorblockade hervorrufen und dass ihre Affinitat
zum Dopaminrezeptor mit der klinischen Potenz des Medikamentes korreliert (Seeman et al.
1975). Eine weitere Feststellung liegt in der Zunahme von Positivsymptomen nach Verabrei-
chung von Amphetaminen an schizophrene Patienten. Diese filhren tber verschiedene Me-
chanismen zu einer Erhéhung der extrazellularen Dopaminkonzentration. Es konnte auf3er-
dem gezeigt werden, dass schizophrene Patienten nach Amphetamingabe mehr Dopamin
ausschitten als gesunde Kontrollpersonen (Laruelle et al. 1996). Im Gegensatz zu dieser

Uberaktivitat des dopaminergen Systems in der mesolimbischen Region wird die Hypoaktivi-



tat im prafrontalen Kortex mit der Ausbildung von Negativsymptomen in Verbindung gebracht
(Wobrock et al. 2004a).

Eine weitere potentielle Rolle spielt das Model der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor
Unterfunktion der Schizophrenie. Ausgang hierfir war das Anéasthetikum Phencyclidin, das
verstarkt in den 50er Jahren eingesetzt wurde (Olney und Farber 1995a). Der Wirkmecha-
nismus liegt in einer nicht kompetitiven Blockade des lonenkanals eines NMDA-Subtyps des
Glutamatrezeptors (Lodge und Anis 1982). Nach Verabreichung von Phencyclidin kam es bei
Patienten zur Ausbildung von schizophrenietypischen Symptomen (Positiv- und Nega-
tivsymptome wie Halluzinationen, Affektinstabilitat, Katatonie oder Apathie sowie Denksto-
rungen). Spater wurden die gleichen Symptome auch durch den NMDA-Rezeptorblocker
Ketamin hervorgerufen, konnten aber durch den Einsatz von Benzodiazepinen und Barbitu-
raten verhindert werden (Olney und Farber 1995a). Eine typische Konsequenz der NMDA-
Rezeptorblockade ist eine exzessive Freisetzung von Glutamat (Moghaddam et al. 1997)
und Acetylcholin im zerebralen Kortex (Giovannini et al. 1994). Es wird angenommen, dass
sowohl genetische als auch nicht-genetische Faktoren zu einer NMDA-Rezeptor-
Unterfunktion in den frilhen Lebensabschnitten beitragen, aber erst im jungen Erwachsenen-
alter psychotische Manifestationen verursachen, wenn verschiedene Hirnreifungsprozesse
stattgefunden haben. Die exzitatorischen Transmitter verursachen dabei eine konsequente
Uberstimulation postsynaptischer Neurone und kénnten somit fiir die kognitiven und Verhal-
tensstorungen der Schizophrenie verantwortlich sein (Olney und Farber 1995b).

Synaptic pruning ist ein physiologisches Phdnomen, bei dem wahrend der Hirnentwicklung
entstandene synaptische Verbindungen abgebaut werden und bei bestehender Disposition
einen Ausloser fur die Schizophrenie darstellen kénnen. Durch diesen synaptischen Verlust
kann es zu einer Beeintrachtigung der weiteren zerebralen Entwicklung in préfrontalen, tem-
poralen und limbischen Regionen kommen (Granger 1996). Nach der Geburt steigt die sy-
naptische Dichte mit einem Maximum im ersten bis zweiten Lebensjahr an. In der spéaten
Kindheit und friilhen Aldoleszenz kommt es dann zu einem steilen Abfall bis auf die Verknulp-
fungen, die bis in das hohe Alter erhalten bleiben (Huttenlocher 1979).

Ein vorbestehende Schéadigung oder ein Defekt innerhalb dieser Elimination (z. B. hervorge-
rufen durch genetische Komponenten, perinatale Umwelteinflisse oder Einwirkungen in der
Aldoleszens wie Drogen oder Stress) kann Anlass fur die Auslésung der Symptome der
Schizophrenie sein. Folge eines Defektes kann die Elimination zu vieler, zu weniger oder der
falschen Synapsen sein. Die Konsequenz in diesem eigentlich genetisch determinierten Pro-

gramm ist dann die Auslosung der schizophrenen Symptomatologie (Feinberg 1983).
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1.4 Hypoxie: Ein Umweltfaktor in der Atiologie der Schizophrenie

Von den bisher bekannten Geburtskomplikationen (siehe Kapitel 1.3.1 Gene und Umweltfak-
toren) stellt die fetale Hypoxie den starksten pradisponierenden Faktor in der Athiopathoge-
nese der Schizophrenie dar (Cannon TD 1997). Dass nicht alle Individuen, die einer Hypoxie
ausgesetzt sind oder waren, eine Schizophrenie entwickeln (Buka et al. 1993), bestatigt das
multifaktorielle Konzept mit der Annahme einer additiven hypoxischen Wirkung sowie einer
Interaktion von Umwelteinflissen mit genetischen Faktoren (Cannon TD 1997).

Hypoxie (englisch hypoxia) ist definiert als eine ,Verminderung des Sauerstoffpartialdrucks
im arteriellen Blut (unter 70 mmHg) bzw. verminderte Sauerstoffversorgung im Gesamtorga-

nismus oder bestimmten Korperregionen® (Pschyrembel 2002, S. 764).

1.4.1 Auswirkungen von Hypoxie auf das Gehirn

Hypoxie fiihrt neben einer Schadigung des Gehirns auch zu einer Stérung der Hirnentwick-
lung des menschlichen Fotus oder des Neugeborenen. Durch den Mangel an Sauerstoff
kommt es zu Veranderungen im Zellmetabolismus und zur Exzitotoxizitat, wodurch eine Zell-
schadigung verursacht wird, die anschlielend in den Zelltod miindet (Bjérkman et al. 2010).
Inwieweit das sich entwickelnde Gehirn fir den Umweltfaktor Hypoxie anféllig ist, hangt von
verschiedenen Faktoren ab. Hierzu zahlen die Lipidzusammensetzung der Zellmembran im
Gehirn, ihr Anteil an Antioxidantien und Lipidperoxidasen, die Entwicklung von NMDA-
Rezeptoren und ihre modulierende Wirkung sowie die Expression von Apoptose- und Antia-
poptosegenen. Die Entwicklung dieser Regulationsmechanismen und ihre Wirkung auf hy-
poxische Einflisse entscheiden Uber das Schicksal einer Zelle. Unter der Einwirkung von
Hypoxie auf das Hirngewebe kann es zu einer Zerstérung der Zellmembran kommen: Einer-
seits durch eine verminderte Natrium-Kalium-ATPase-Aktivitat, andererseits durch verstarkte
Oxidation von Membranlipiden. Folge ist eine Ansammlung freier Radikale und ein intrazellu-
larer Anstieg von Calcium. Dieser fuhrt wahrscheinlich auch zu einer intranukledren (inner-
halb des Zellkerns) Erh6hung der Calciumkonzentration. Hierdurch werden spezifische Gene
aktiviert, die fir den programmierten Zelltod (Apoptose) verantwortlich sind und zum Unter-
gang der Zelle fihren (Mishra und Delivoria-Papadopoulos 1999). Des Weiteren fihrt im
Tiermodell die Einwirkung postnataler Hypoxie auf das sich entwickelnde Gehirn zu einer
vermehrten Glutamatausschittung. Diese Aminosaure ist mit neuronalem Zelltod assoziiert
und eine persistierende Aktivierung von Glutamatrezeptoren wird mit neurodegenerativen
Veranderungen in Verbindung gebracht (Krajnc et al. 1996).

Relativ kurze Perioden fetaler Hypoxie fuhren insbesondere im Kleinhirn (Cerebellum), im
Hippocampus und in der GroRRhirnrinde (zerebraler Kortex) zu einer neuronalen Schadigung,
aber auch zu Stérungen der weil3en Substanz und vermindertem Wachstum neuronaler Pro-

zesse wie Myelinisierung und Konnektivitdt (Rees und Inder 2005).
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Die Reduktion der grauen Substanz im Sinne einer Minderung der kortikalen Dicke ist ein
pathoanatomisches Korrelat der perinatalen Hypoxie, wie sie auch bei an Schizophrenie er-
krankten Patienten mit Hilfe der Magnetresonanztomografie (MRT) nachgewiesen werden
konnte. Hierzu zahlen auch vermehrtes Nervenwasser (Liquor) sowie die Erweiterung des
Ventrikelsystems, vor allem der Seitenventrikel (Cannon TD et al. 2002). Andere MRT ge-
stutzte Studien ergaben zudem Volumenminderungen in den Basalganglien, im Thalamus
und im Hippocampus ersterkrankter Patienten (z. B. Corson et al. 1999, Watson et al. 2012).
Das geringere Volumen des Hippocampus korreliert positiv mit dem Erkrankungsalter (van
Erp et al. 2002).

Einen wichtigen Einfluss Ubt die Hypoxie auf3erdem auf NMDA-Rezeptoren des Glutamat-
systems aus. Diese spielen eine bedeutende Rolle in zahlreichen ontogenetischen Entwick-
lungsprozessen des Gehirns. Dazu zahlen neuronale Zellproliferation, Migration, program-
mierter Zelltod und die Entwicklung der Konnektivitat. Physiologisch kommt es in der Postna-
talphase des Rattenhirns vor allem im préafrontalen Kortex zeitweise zu einer Uberexpression
von NMDA-Rezeptoren. Die Phase geht mit erhdhter Vulnerabilitéat dieser Rezeptoren einher
(Kalus et al. 2008). Es konnte nachgewiesen werden, dass der Einfluss von perinataler Hy-
poxie wahrend dieser Vulnerabilitatsperiode zu einer verstarkten Expression der obligatori-
schen Untereinheit NR1 des NMDA-Rezeptors in frontalen und temporalen Regionen, im
Nucleus accumbens und im Hippocampus flhrt, also in Hirnregionen, die in die Pathophysio-
logie der Schizophrenie involviert sind. Diese verstarkte Genexpression wurde als Kompen-
sationsmechanismus angesehen und konnte auf eine primare NMDA-Rezeptor-Unterfunktion
zurlckgefuhrt werden. AuRerdem zeigten NMDA-Rezeptoren, die aus vielen NR1 und NR2
Untereinheiten bestanden, eine verminderte Glutamat-Rezeptorbindung. Hierdurch entsteht
ebenfalls eine NMDA-Rezeptor-Unterfunktion, was die neuronale Hypothese (siehe Kapitel
1.3.2 Neuronale Hypothesen) in der Pathogenese der Schizophrenie bestatigen wirde
(Schmitt et al. 2007).

1.4.2 Tiermodelle in der Schizophrenie: Untersuchungen des Verhaltens und Aus-
wirkungen postnataler Hypoxie
Die Hypothese, dass eine friihe abnorme Hirnentwicklung zur Entstehung der Schizophrenie
beitréagt, ist nur schwer am Modell des Menschen zu verdeutlichen, da es nicht mdglich ist,
vorherzusagen, welche Individuen tatsachlich einmal dieses Krankheitsbild entwickeln
(Falkai et al. 2010). Tiermodelle sind daher ein nutzliches Mittel, um offene Fragen in Bezug
auf Geburtskomplikationen und ihre Auswirkungen auf die Hirnfunktion und das Verhalten zu
beantworten (Boksa 2004). Ein haufig genutztes Labortier der experimentellen Neurobiologie
ist die Ratte. Sie dient als Modell fiir Unterscheidungen zwischen normalen und pathologi-

schen Prozessen, die im ZNS des Menschen auftreten. Besonders gern genutzt ist sie fir
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die Beurteilung friher Einschnitte in die Hirnentwicklung, da diese in der Ratte grof3tenteils
erst postnatal stattfindet und sich um die Geburt in einem noch sehr friihen Reifungsprozess
befindet (Romijn et al. 1991). Die Hirnentwicklung in der frihen postnatalen Periode der Rat-
te ist daher vergleichbar mit der eines menschlichen Fétus im dritten Trimenon der Schwan-
gerschaft (Dobbing und Sands 1979), wobei die groRten Ubereinstimmungen an ihrem 12.
bis 13. postnatalen Lebenstag bestehen (Romijn et al. 1991). Die grof3te Vulnerabilitat ge-
genuber Hypoxie besteht bei der Ratte um den sechsten postnatalen Lebenstag. Ursache
hierfiir ist die bereits genannte Uberempfindlichkeit von NMDA-Rezeptoren gegeniiber
exzitotoxischen Einflissen in der frihen postnatalen Phase, die zu einer Hypervulnerabilitat
von Neuronen fuhrt, die entsprechende Rezeptoren besitzen (lkonomidou et al. 1989). Dabei
zeigt das mannliche ZNS eine hoéhere Vulnerabilitdt gegenlber verschiedener Geburtskom-
plikationen als das weibliche (El-Khodor und Boksa 2003). Ursachen kdnnten in der unter-
schiedlichen Hirnentwicklung sowie in dem Zusammenspiel verschiedener Hormone z. B.

der Sexualhormone liegen (Leung und Chue 2000).

An Schizophrenie Erkrankte zeigen Defizite in der Reizverarbeitung und in der Aufmerksam-
keit. Die Prapulsinhibition (PPI) ist ein sehr eindrucksvolles Verhaltensmodell um Reizverar-
beitungsdefizite in der Schizophrenie nachzuweisen. Physiologisch bezeichnet die PPI eine
abgeschwachte (inhibierte) Schreckreaktion auf einen plétzlichen und intensiven Stimulus.
30 bis 500 ms vor diesem wird ein schwéacherer Stimulus prasentiert, den man als Prapuls
bezeichnet. Dieser ist so schwach, dass darauf keine Schreckreaktion folgt (Hamm et al.
2001). UberméaRige oder triviale Reize werden durch diesen Mechanismus aus dem Be-
wusstsein ausgeblendet, sodass ein Individuum seine Aufmerksamkeit nur auf die wichtigs-
ten Aspekte der Umwelt fokussiert (Braff et al. 2001). Die zentrale Regulation der PPI erfolgt
durch das limbische System, die Pons, die Basalganglien und den frontalen Kortex (Swerd-
low et al. 2001). Typischerweise zeigen Defizite in der PPl bei schizophrenen Patienten eine
hohe Assoziation mit formalen Denkstorungen sowie Positivsymptomen (Braff et al. 1999).
Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die systemische Verabreichung von direk-
ten und indirekten Dopaminagonisten (Amphetamine, Apomorphine), Serotoninantagonisten
oder NMDA-Rezeptorantagonisten sowie spezifische Hirnldsionen (neonataler ventraler Hip-
pocampus) auch in einem PPI-Defizit resultieren. Tierstudien wiesen nach, dass diese expe-
rimentell induzierten Defizite der PPl durch Antipsychotika behandelt werden konnten
(Hamm et al. 2001). Auch die Hypoxie als gemeinsamer Faktor von Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen fuhrt zu Defiziten in der Reizverarbeitung. Auswirkungen postnataler
Hypoxie auf das Verhalten wurde bereits im Tiermodell untersucht. Ubereinstimmend mit
dem Erkrankungsbeginn der Schizophrenie konnte ein PPI-Defizit ab dem frithen Erwachse-

nenalter nachgewiesen werden. Eine anschlieRende chronische Therapie mit Clozapin, ei-
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nem atypischen Antipsychotikum, flihrte zu einer Normalisierung der PPI-Defizite und konnte
diese bei einer prophylaktischen Gabe sogar verhindern (Fendt et al. 2008).

Ein weiteres Verhaltensmodell der Schizophrenie ist die soziale Interaktion und das soziale
Wiedererkennen. Es ist eng assoziiert mit der Negativsymptomatik sowie mit Gedachtnissto-
rungen (Porsolt et al. 2010). Soziale Interaktionen bemessen sich z. B. an Kampfspielen,
gegenseitigem Beschnuppern bzw. Fellpflege. Soziales Wiedererkennen basiert auf der
Grundlage, dass das Nagetier z. B. in der Lage ist, ein neues, unbekanntes Tier von einem
Tier aus dem bekannten Umfeld zu unterscheiden (Thor und Holloway 1982).

Des Weiteren ist bekannt, dass neonatale Lasionen des ventralen Hippocampus in Verhal-
tensé&nderungen von Ratten im Erwachsenenalter resultieren. Diese Art der Schadigung fuhrt
zu einer Unterbrechung neuronaler Leitungsbahnen und abnormer Konnektivitat im Gehirn
(Falkai et al. 2010) und kann auch durch Hypoxie ausgelost werden. Eine neonatale Verlet-
zung des ventralen Hippocampus am postnhatalen Tag (postnatal day=PD) 7 mit Ibutensaure
fuhrte zu einer verminderten sozialen Interaktion (Negativsymptomatik) der Ratte, die auch
durch anschlieBende Antipsychotikagabe (Clozapin) nicht reversibel war (Becker et al. 1999,
Sams-Dodd et al. 1997). Des Weiteren fuhrte diese Form der Schadigung zu einer Stress
induzierten Hypermotorik (Lipska et al. 1993), welche die Positivsymptomatik der Schizo-
phrenie darstellt. Dieses Phdnomen zeigte sich auch nach experimentell induzierter globaler
Hypoxie im Rahmen von Kaiserschnittgeburten im Tiermodell (EI-Khodor und Boksa 2000).
Hippocampale L&sionen spielen also sowohl eine Rolle in positiven wie auch in negativen
Symptomen der Schizophrenie (Sams-Dodd et al. 1997).

1.5 Neurogenese und Stammzellproliferation

Wahrend der neuronalen Entwicklung wird das Nervensystem vor allem durch Zellen ge-
pragt, die das Potential besitzen, zu proliferieren, sich zu reproduzieren oder zu differenzie-
ren (Kuhn et al. 2001). Die Rede ist von Stammzellen, die in den 1960er Jahren durch
McCulloch und Till erstmals beschrieben wurden (Girlovanu et al. 2015). Eine Stammzelle ist
unspezialisiert, aber charakterisiert zu Selbsterneuerung, d.h. der undifferenzierte Status
wird auch nach einer Vielzahl von Zellteilungen (Proliferation) beibehalten, wodurch sie in
der Lage sind extensiv zu proliferieren (Till et al. 1963). Um dies zu ermoglichen erfolgt eine
sogenannte asymmetrische Zellteilung: eine entstandene Zelle ist der Mutterzelle identisch,
die andere differenziert sich. Eine wichtige Rolle spielen hierbei Transkriptionfaktoren (Girlo-
vanu et al. 2015). Die Weiterentwicklung in verschiedene Zelltypen (Pluripotenz) ist moglich
(Pschyrembel 2002).

Die Stammzellproliferation umfasst das Wachstum und die Vermehrung von Zellen (Pschy-
rembel 2002). Die Entstehung von Nervenzellen (Neurone) aus diesen Stamm- und Vorlau-

ferzellen wird als Neurogenese bezeichnet (Kempermann et al. 2003).
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Lange Zeit ging man davon aus, dass das Gehirn nicht in der Lage ist, neue Zellen zu gene-
rieren und Nervenzellen von Geburt an einem stetigen Untergang erliegen. Die Entdeckung,
dass auch im erwachsenen Gehirn lebenslang neue Nervenzellen gebildet werden, bezeich-
net man als adulte Neurogenese und wurde 1965 im Rattenhirn durch den amerikanischen
Neuroanatomen Joseph Altman erstbeschrieben (Altman und Das 1965). Anhand von Unter-
suchungen des Maushippocampus handelt es sich dabei um einen Prozess mit dauerhafter
Prasenz und stellt nicht nur eine fliichtige Erscheinung dar (Kempermann et al. 2003). Die
adulte Neurogenese bleibt nur wenigen eng umschriebenen Hirnarealen vorbehalten. Dies
ist zum einen die subventrikuldre Zone (SVZ), die die Grenze zwischen Striatum (caudate
putamen=CPU) und Seitenventrikel bildet. Von hier aus migrieren neu entstandene Zellen
zum Riechkolben (Bulbus olfactorius), um dort zu Interneuronen zu differenzieren (Garcia-
Verdugo et al. 1998). Sie enthélt neben Stammzellen auch reife Vorlauferzellen von Neuro-
nen, Astrozyten und Oligodendrozyten (Goldman 1995). Die andere Nische der adulten Neu-
rogenese befindet sich in der subgranularen Zone des Gyrus dentatus (DG) im Hippocam-
pus. Die ersten embryonalen Vorlauferzellen wurden 1993 durch Ray et al. (1993) isoliert.
Die Mehrheit der in hoher Anzahl lokal produzierten oder aus dem Hilus migrierten Zellen
differenzieren allerdings zu Neuronen und weniger zu Gliazellen, wie im adulten Rattenhirn
nachgewiesen werden konnte (Cameron et al. 1993). Gerade in der frilhen postnatalen Hirn-
entwicklung unterliegt die Mehrheit dieser Zellen der Apoptose (Kuhn et al. 1996), wobei
Uber 50 % der taglich entstehenden Zellen innerhalb weniger Wochen zugrunde gehen
(Dayer et al. 2003). Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle bei die-
ser Regulation (Tashiro et al. 2006). Nur ein Kleiner Teil Uberlebt dauerhaft (Kempermann et
al. 2003), wahrscheinlich erreichen nur 10 % das Stadium der terminalen Differenzierung
zum funktionierenden Neuron (Reif et al. 2007). Auch andere Orte adulter Neurogenese (al-
lerdings in viel geringerer Auspragung) sind bereits diskutiert worden. Hierzu z&hlen Cortex,
Amygdala, Hypothalamus und die Substantia nigra (Gould 2007). In einer aktuellen Studie
konnte adulte Neurogenese auch erstmals im humanen CPU nachgewiesen werden (Ernst
et al. 2014). Die Entdeckung von Stammzellen im erwachsenen Gehirn stellt eine neue Form
der neuronalen Plastizitat dar. Diese bezeichnet die Adaptation an dynamische Prozesse,
die die Anzahl von Neuronen, Gliazellen, Synapsen und Rezeptoren als Antwort auf Veran-
derungen der internen und externen Umwelt beeinflussen. Beispiele hierflr sind Lernen,
Wachstumsfaktoren, Glukokortikoide und Sexualhormone, Stress, Alter, Neurotransmitter

(Glutamat, Serotonin) oder Psychostimulanzien (Fuchs 2007).

1.5.1 Neurogenese und Schizophrenie
Neurogenese, vor allem im adulten Hippocampus, ist vorrangig involviert in Lernprozesse

sowie Gedéachtnis- und Erinnerungsfunktionen. In dieser Verbindung entstanden neue Theo-
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rien mit der Annahme, dass Ausfélle oder Fehler in der Neurogenese mit neuropsychiatri-
schen Erkrankungen wie der Schizophrenie assoziiert seien (Heckers und Konradi 2002).
Dass die Stammzellproliferation im Hippocampus als erste Ebene der Neurogenese bei Pati-
enten mit schizophrenen Erkrankungen (im Gegensatz zu gesunden Kontrollen und affekti-
ven psychiatrischen Erkrankungen wie Depression und bipolaren Stérungen) signifikant ver-
mindert ist, konnte anhand humaner Post-mortem-Hirnschnitte bereits nachgewiesen wer-
den. Es wurde geschlussfolgert, dass die reduzierte neuronale Stammzellproliferation mog-
licherweise eine Rolle in der Pathophysiologie der Erkrankung spielt (Reif et al. 2006). Diese
Feststellung passt zu den vorhandenen kognitiven Defiziten bei schizophrenen Patienten, da
Veranderungen der Neurogenese mit falschen Kodierungen neuer Gedachtnisinhalte assozi-
iert sein kénnten (Reif et al. 2007). Es wurde angenommen, dass die verminderte Anzahl
neu gebildeter Neurone in einem verminderten Volumen des Hippocampus und anderer Ge-
hirnregionen resultiert, wie es auch in der Pathogenese der Schizophrenie beschrieben wird
(Schmitt et al. 2009a). Auch Veranderungen somatodendritischer, axonaler und synaptischer
Komponenten koénnten ursdchlich sein und zu Konnektivitatsstérungen im neuronalen Netz-
werk fihren (Czéh und Lucassen 2007). Allerdings ist unklar, welche Rolle zu Lebzeiten ein-
genommene Antipsychotika in den Ergebnissen der Post-mortem-Studien spielen (Schmitt et
al. 2009a).

1.5.2 Einfluss von Clozapin und Haloperidol auf die Neurogenese

Typische (z. B. Haloperidol) und atypische (z. B. Clozapin) Antipsychotika konnen die Zell-
proliferation im Tiermodell beeinflussen, wobei sich die Ergebnisse widerspriichlich zeigen.
Eine Akuttherapie in Form einer Einzeldosis Clozapin (30 mg/kg intraperitoneal bzw.
45 mg/kg oral) oder Haloperidol (1 mg/kg intraperitoneal bzw. 1,5 mg/kg oral) zeigte keinen
Effekt auf die Zellproliferation im DG. Hingegen erbrachte die chronische Behandlung mit
Haloperidol tber 28 Tage im Vergleich zu Clozapin eine Erh6hung des totalen Hippocam-
pusvolumens. Dieses Ergebnis legt nahe, dass Haloperidol eher die Neuroplastizitat bzw. die
Morphologie von Synapsen beeinflusst als die Zellproliferation (Schmitt et al. 2004). Eine
akute Therapie mit hohen Dosen (5 mg/kg intraperitoneal) des typischen Antipsychotikums
Haloperidol zeigte wiederrum eine um 75 % erhéhte Zellproliferation im Hippocampus. Hier
sollte allerdings entgegengesetzt werden, dass die Dosierung des Medikaments an die Klini-
sche Dosierung des Menschen angepasst sein sollte, um ein reprasentatives Ergebnis zu
erhalten (Dawirs et al.1998). Eine andere Studie ergab eine 2-fach erhdhte Zellzahl im DG
nach geringen Dosen Clozapin (0,5 mg/kg intraperitoneal) im Vergleich zu einer Hochdosis-
therapie (20 mg/kg intraperitoneal) Gber 28 Tage, aber die neu generierten Zellen tberlebten
nicht dauerhaft. Diese Untersuchungen beweisen, dass es trotz einer anfanglichen Beein-

flussung der Zellproliferation nicht zu einer Integration in den hippocampalen Kreislauf
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kommt. Wahrscheinlich fehlt es an trophischen Faktoren oder Signalen, um zu Uberleben
(Halim et al. 2004).

Des Weiteren konnte mit Hilfe von MRT-Studien schizophrener Patienten eine Volumenzu-
nahme des Nucleus caudatus (Teil des CPU) nach chronischer Therapie mit typischen An-
tipsychotika festgestellt werden. Diese war nach Therapieumstellung auf Clozapin wieder
regredient. Als Ursache wurde der Antagonismus von typischen Antipsychotika zu Dopamin
(D2)-Rezeptoren diskutiert, der zu anhaltenden trophischen, funktionellen und ultrastrukturel-
len Veranderungen im CPU fiihren konnte. Clozapin zeigt aber nur eine sehr geringe Affinitat
zu diesem Rezeptor (Chakos et al.1995). Anatomische und biochemische Effekte auf das
CPU nach chronischer Haloperidoltherapie wurden beschrieben. Dazu zahlen z. B. die Ver-
grolRerung von Zellen, Dendriten und Axonendigungen (Benes et al. 1985) sowie eine Ver-
mehrung glutamaterger Synapsen und Glutamat in prasynaptischen Nervenendigungen
(Meshul et al. 1996).

1.5.3 Einfluss von Stress auf die Neurogenese

Schon lange besteht die Ansicht, dass psychosozialer Stress eine Rolle in der Entstehung
schizophrener Symptome spielt (Stress-Vulnerabilitats-Hypothese, siehe Kapitel 1.3 Atiologie
der Schizophrenie). Stress interagiert mit der neuronalen Vulnerabilitat, die wiederum durch
genetische und frihe Umwelteinflisse bedingt ist (Corcoran et al. 2002). Die biologische
Grundlage bildet die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, welche die Cor-
tisolfreisetzung regelt (Corcoran et al. 2003). Die Proliferation neuer Zellen wird im neonata-
len Tiermodell von zirkulierenden Steroiden beeinflusst (Sapolsky und Meaney 1986). Diese
inhibieren die Zellproliferation im DG in der frihen postnatalen Periode und im Erwachse-
nenalter. Der Einfluss von Stress erhoht die Konzentration zirkulierender Glukokortikoide, die
auch als Stresshormone bekannt sind und stimuliert die hippocampale Glutamatfreisetzung,
welche wiederum die Proliferation von Vorlauferzellen hemmt. Chronischer Stress fihrt
demnach zu einer persistierenden Inhibition der Zellproliferation und strukturellen Verande-
rungen im DG (Gould und Tanapat 1999). Es wird angenommen, dass die vermehrte Aktivie-
rung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse durch Stress auch zu einem ver-
starkten Effekt auf die Dopaminsynthese und seiner Rezeptoren fihrt. Diese Feststellung
wird durch die neuronale Hypothese der abnormalen Dopaminaktivitéat in der Atiologie der
Schizophrenie unterstiitzt (siehe Kapitel 1.3.2 Neuronale Hypothesen). Schadigungen des
Hippocampus und Stérungen der Dopaminrezeptoraktivitat zur gleichen Zeit filhren demnach
zu einer Hypersensitivitdt gegeniber Stress und werden als Diathese/Vulnerabilitats-Stress-
Modell beschrieben. Pranatale Risikofaktoren und abnormale Hirnentwicklung, wie sie als
Ausloser der Schizophrenie angenommen werden, sind auf diese Annahme (Ubertragbar

(Walker und Diforio 1997). Altere Individuen zeigen dabei eine hohere Anfalligkeit gegentiber

17



stressinduzierten negativen Effekten auf die Zellproliferation im DG als jingere (Simon et al.
2005). Psychosozialer Stress sowie Negativsymptome schizophrener Patienten kdnnen
moglicherweise durch eine chronische Therapie mit Antidepressiva (z. B. Fluoxetin) vermin-
dert werden. Darunter zeigte sich auch wieder eine vermehrte Neurogenese in tierexperi-
mentellen Studien im Hippocampus (z. B. Malberg et al. 2000, Encinas et al. 2006). Die
Hemmung der Neurogenese im Hippocampus ist demnach ein reversibler Prozess, der auch
durch eine auf das Individuum bereichernd wirkende Umgebung verbessert werden kann. Im
Tiermodell ist die Untersuchung z. B. durch Laufréader, Rohre, Leitern und Nistmaterial in
einem erweiterten Lebensbereich moglich (Schloesser et al. 2010).

1.5.4 Einfluss von Glutamat auf die Neurogenese

Glutamat und seine Rezeptoren, vor allem der NMDA-Rezeptor, nehmen eine bedeutende
Rolle im neuronalen Netzwerk ein. Sie sind bekannt fir entscheidende Einschnitte in die fri-
hen und spaten Stadien der Neurogenese und sind Elemente der neuronalen Plastizitat (Vi-
cini 2008). Glutamat ist der dominierende exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn und be-
einflusst die Proliferation unreifer neuronaler Zellen und deren Differenzierung. Die zugrunde
liegenden Mechanismen mit der Glutamat in die Neurogenese im neonatalen und adulten
Gehirn eingreift, zeigen deutliche Unterschiede und sind nur unzureichend bekannt (Schlett
2006). Sowohl Glutamat als auch seine Rezeptoren werden schon in der frihen Entwicklung
exprimiert. Dabei konnen die Aktivitat sowie die Transmitterkonzentration durch exogene
Faktoren beeinflusst werden, die dadurch in Entwicklungsstorungen resultieren (Ghiani et al.
2007). NMDA-Rezeptoren gelten als wichtiger Regulationsmechanismus in der Homdostase
zwischen Zellaufbau und -abbau. Cameron et al. (1995) untersuchten die Auswirkungen der
NMDA-Rezeptoraktivierung auf die Neurogenese im DG der adulten Ratte. Es zeigte sich bei
Aktivierung des NMDA-Rezeptors eine starke Abnahme der Zellzahl, wohingegen eine
NMDA-Rezeptorblockade die Zellteilung beschleunigte und die Zellzahl erhéhte. Zusatzlich
erhdhte auch eine akute Medikation mit NMDA-Rezeptorantagonisten die Neurogenese und
die Gesamtdichte der Neurone im DG. Selbige Ergebnisse konnten auch durch den Einsatz
des NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 nachgewiesen werden (Gould et al. 1997). Der
NMDA-Rezeptorsubtyp des Glutamatrezeptors ist essentiell fiir die neuronale Differenzie-
rung und Etablierung sowie Eliminierung von Synapsen in der Hirnentwicklung (Komuro und
Rakic 1993). Die Aktivierung dieses Rezeptors spielt aul3erdem eine wichtige Rolle im Be-
reich des raumlichen Lernens. Nach Verabreichung des Rezeptorantagonisten MK-801
konnte eine dosisabhangige Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses und des raumlichen
Lernens der Ratte nachgewiesen werden (Butelmann 1989). Die Regulation der Neurogene-
se durch den NMDA-Rezeptor kann als Mechanismus zur Stabilisierung der neuronalen Po-

pulationen wahrend Phasen aktiven Lernens angesehen werden. Durch die Entstehung neu-
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er Nervenzellen kommt es auf3erdem zu einer Erhéhung der Speicherkapazitat wahrend In-

aktivierungsphasen (Cameron et al. 1995).

1.5.5 Einfluss von Hypoxie-lschamie auf die Neurogenese

Ischamie ist definiert als ,Verminderung oder Unterbrechung der Durchblutung eines Organs,
Organteils oder Gewebes infolge mangelnder arterieller Blutzufuhr (z. B. durch Thrombose
oder Embolie). Die Folge ist eine Hypoxie und bei langerem Bestehen eine Nekrose® (Pschy-
rembel 2002, S. 814-815). Viele Forscher haben in der Vergangenheit eine starke Erhéhung
adulter Neurogenese durch ischamische Einflisse festgestellt. So konnte beispielsweise
nach Induktion lakunérer Infarkte im adulten Rattenhirn eine hohe Anzahl von neu generier-
ten Zellen als Antwort auf die Ischamie festgestellt werden (Janowski et al. 2008). Im adulten
Primaten zeigte sich infolge fokaler Ischamie eine Zellzahlerh6hung sowohl im Hippocampus
als auch im Bulbus olfactorius (Koketsu et al. 2006). Dieses Ergebnis konnte auch fur die
SVZ neonataler Ratten belegt werden (Ong et al. 2005). Es wurde berichtet, dass Neurone
des Hippocampus wahrend einer Ischamie des Vorderhirns verschiedene Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren exprimieren, die in die Apoptose und Regeneration von Neuronen
involviert sind, was einen wichtigen Regulationsmechanismus darstellen kénnte (Kiessling et
al. 1993). Oxidativer Stress ist ein friihes Merkmal zerebraler Isch&mie (Blomgren und Hag-
berg 2006). Der Hippocampus gilt als besonders anfallig gegentiber hypoxischen, ischami-
schen und asphyktischen Schaden. Diese Tatsache ist wahrscheinlich auf die hohe Anzahl
glutamaterger Neurone zuriickzufihren, die eine grol3ere Anfalligkeit gegenlber exzitato-
risch induziertem Zelltod aufweisen (Scheepens et al. 2003). Das sich entwickelnde Gehirn
besitzt jedoch ein betrachtliches Potential in Bezug auf Proliferation und Migration im Bereich
der Schadigung. Das unreife Gehirn hat erwartungsgemald eine hohere Kapazitat fur die
Neurogenese und die neuronale Plastizitit als das adulte (Ikeda 2008). Fir diese Form der
Selbsthilfe ist neben der erhdhten Zellproliferation und Neurogenese wahrscheinlich auch
eine Migration von Zellen zum Ort der Schadigung notwendig, was bereits nachgewiesen
werden konnte (z. B. Felling et al. 2006, Yang und Levison 2007). Die physiologische Migra-
tionsrate ist dabei im neonatalen Gehirn gréRer als im adulten, was das hohe regenerative
Potential des neonatalen Gehirns widerspiegelt (Plane et al. 2004). Insgesamt ist jedoch die

Wirkung von perinataler Hypoxie auf die Proliferation von Zellen unklar.
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll anhand der immunhistochemischen BrdU-Peroxidasefarbung
die Zellproliferation im Rattenhirn unter dem Einfluss postnataler Hypoxie beurteilt werden.
Die Untersuchungen erfolgen an Tieren unterschiedlichen Alters: Postnataler Tag (PD) 13
und postnataler Tag (PD) 39 verglichen mit unbehandelten Kontrollen, um Verdnderungen
Uber die Zeit zu erfassen. Untersucht werden folgende hypoxieanfallige Hirnregionen: Gyrus
cinguli (anterior cingulate cortex=ACC), Striatum (caudate putamen=CPU), subventrikulare
Zone (SVZ) und der Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus. Es ergeben sich folgende Fra-

gestellungen:

1. Zeigen sich Unterschiede bezlglich der Zellproliferation nach Hypoxie in den
zu untersuchenden Gebieten ACC, CPU, SVZ und DG?

2. Wie verhélt sich die Zellproliferation nach perinataler Hypoxie im untersuchten
Zeitraum zwischen PD 13 und PD 39?

3. Wie sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die Athiopatho-

genese der Schizophrenie zu werten?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

40 méannliche Wistar-Ratten

2.1.2 Medikamente und Perfusionslésungen

Ketamin

Xylazin

5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) 97 %
deionisiertes Wasser
Natriumchlorid (NaCl)

Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl.6H20)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:5)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4H>0)

Glucose H.0

Glutaraldehyd (25 %)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat
(NazHPO42H20)

Paraformaldehyd

Natriumhydroxid (NaOH)
Pikrinsaure

Sucroselésung, 15 %

2.1.3 Chemikalien und Enzyme
Kryoprotektansldsung:

- Ethylenglykol

- Glycerin, 87 %

- Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Immunhistochemie:

destilliertes Wasser

2-fach destilliertes Wasser

Charles River Laboratories, Sulzfeld

Krankenhausapotheke,
Universitatsmedizin Gottingen
Krankenhausapotheke,
Universitatsmedizin Gottingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Neurobiologisches Labor, Goéttingen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
BioChem AG, Berlin Dulbecco

Neurobiologisches Labor, Géttingen

Neurobiologisches Labor, Géttingen
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Tris-gepufferte Salzlésung (TBS):
- Natriumchlorid (NaCl)

- Tris-HCI

Wasserstoffperoxid (H20>)
Formamid

SSC-Puffer (20x)

Salzséaure (HCI)

Borséaure

normales Ziegenserum (NGS)
Triton-X-100
Rinderserumalbumin (BSA)
3,3"-Diaminobenzidine (DAB)
Vectastatin AB-Komplex

(Avidin-Biotin-Komplex)

Vitro-Clud®-Einbettmedium

Immersionsdl fiir die Mikroskopie

2.1.4 Antikorper
anti-BrdU-Mausantikorper
biotinylierter Anti-Mausantikorper

2.1.5 Gerate und Materialien

zwei Hypoxie-Kammern

Schlauch Tygon® MEK Gr. 17
Schlauch Tygon® MEK Gr. 14
Verbinder Messing LUER M 6,4 mm
N2-Gasflasche
Luftsauerstoff-Messgerat GOX 100
Luftsauerstoff-Messgerat GMH 3691
Brain infusion Kit 2 mit Alzet®-Pumpe 100 3D
Perfusionspumpe Masterflex® L/S mit
Easy load 3 Pumpenkopf PP/Edelstahl
Tiefkuhlschrank -80°C
Tiefkhlschrank -20°C

Kihlschrank

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biozol, Eching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Biozol, Eching

Langenbrinck, Emmendingen
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Biozol, Eching

Eigenbau Universitat Gottingen
Novadirect, Kehl

Novadirect, Kehl

Novadirect, Kehl

Messer Griesheim, Magdeburg
Greisinger Electronic GmbH, Regentauf
Greisinger Electronic GmbH, Regentauf
Charles River Laboratories, Sulzfeld

Novodirect, Kehl
Heto-Holten, Allerod (Danemark)

Liebherr Deutschland

Liebherr Deutschland

22



Operationstisch fur Ratten

Butterfly-Kanilen

MehrzweckgefalRe mit Schnappdeckel
Schittler VXR basic Vibrax®

Omnilab Laborwaage OL-310-P
Magnetruhrer-RET

Vortexmischer

Zentrifuge

Microm Hm 550 (Cryostat)
Wasserbad Typ 1002

Well cell culture Platten 3524 Corning® Costar®

(Mikrotiterplatten)
51 behroplast® Kanister
Petrischalen-Falcon®1058/Becton

Messbecher

Glasflaschen

Cellstar® PP-Test Réhrchen, 50 ml
Digitalstoppuhr

Eppendorf® Pipetten
Pipettenspitzen, 1000 pl
Pipettenspitze, 200 ul
Eppendorf®-cups 0,5 ml
Einmal-Pasteurpipetten mit Saugball
Labortiicher Kimtech Science 200
Verschlussfolie Parafiim®
Peha-soft®-Handschuhe
Objekttrager Superfrost®
Deckglaser 24 x 60 mm
Lichtmikroskop

Komplettes Stereo Investigator System:

Stereo Investigator Software

zentrale tierexperimentelle Einrichtung der
Georg-August-Universitat Goéttingen
Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes (New Jersey)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Roth, Karlsruhe

Nordlab, Bremen

Janke&Kunkel, Staufen

Janke&Kunkel, Staufen

National Labnet Co., Woodbridge

(New Jersey)

Microm GmbH, Walldorf

GFL, Burgwedel

Sigma-Aldrich, Steinheim
Behr-Labortechnik, Duisseldorf
Dickinson Labware, Lincoln Park
(New Jersey)

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Hanhart, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Kimberly-Clark, Surrey (England)
Bemis, Oshkosh (Wisconsin)
Hartmann, Heidenheim

Menzel GmbH, Braunschweig
Menzel GmbH, Braunschweig

Leica Deutschland

MicroBrightField Europe e.K. Bioscience,

Magdeburg
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PC Intel Pentium 4

Olympus BX-51 Mikroskop

digitale Farbkamera

3-Achsen-Computer gesteuertes Schrittmotorsystem

2.2 Methoden

2.2.1 Einteilung der Versuchstiere

Fur das Experiment wurden nach der Versuchsgenehmigung gemalR § 8 des Tierschutzge-
setzes (Zeichen 33.42502-005/07) durch das Niedersachsische Landesamt fiir Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit in Braunschweig 40 mannliche Wistar-Ratten der Charles
River Laboratories (Sulzfeld) verwendet. Es erfolgte die Bestellung von finf trachtigen Weib-
chen Uber die Zentrale Tierexperimentelle Einrichtung der Georg-August-Universitat Gottin-
gen. Die Muttertiere warfen jeweils ein Mal. Aus dem ersten und zweiten Wurf entstammten
12, aus dem dritten Wurf neun, aus dem vierten Wurf 16 und aus dem funften Wurf 21 mann-
liche Jungtiere. Die Tiere wurden mit den Mittern in Einzelkafigen und nach der Entwdéhnung
jeweils zu dritt oder viert in Makrolonkafigen Typ IV (1800 cm?2) gehalten. Die Ratten unterla-
gen einem zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus mit Zugang zu Futter und Wasser ad libi-
dum.

Um die neuronale Zellproliferation Uber einen definierten Zeitraum beurteilen zu kénnen,
wurden zwei Gruppen unterschiedlichen Alters gebildet:

Gruppe eins: 20 Wistar-Ratten, Sakrifizierung PD 13

Gruppe zwei: 20 Wistar-Ratten, Sakrifizierung PD 39

Von den jeweils 20 Versuchstieren gehorten immer 10 der Hypoxiegruppe und 10 der Kon-
trollgruppe an, um einen Vergleich und letztendlich auch eine Beurteilung der Zellproliferati-

on im Altersverlauf zwischen behandelten und unbehandelten Tieren zu ermdglichen.

2.2.2 Chronische Hypoxie

In den Hypoxie-Versuchsgruppen wurden die Ratten von PD 4 bis PD 8 taglich in eine luft-
dichte, durchsichtige und isolierte Box (BTH: 42 cm x 37 cm x 26 cm) gesetzt. Dies erfolgte
zusammen mit dem Muttertier, um soziale Isolation mit Auswirkungen auf den Gehirnmeta-
bolismus zu vermeiden. Wasser und Futter standen ad libidum zur Verfigung.

Die Box besal} zwei Gaseinleitungsstutzen, durch die tglich zum gleichen Zeitpunkt ein hy-
poxisches Gasgemisch von 11 % Sauerstoff (O2) und 89 % Stickstoff (N,) fur jeweils sechs
Stunden eingeleitet wurde sowie einen Gasausleitungsstutzen. Dieses Gasgemisch wurde
durch ein Luftsauerstoffmessgerat kontinuierlich kontrolliert. Es bestand ein Gasflow von

3 I/min, sodass Uberschissiges Gas und abgeatmetes Kohlenstoffdioxid (CO) kontinuierlich

abgefuhrt werden konnten. Parallel dazu wurden die Kontrolltiere in einer zweiten Box, aber
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ausschlieB3lich mit Raumluft (Normoxie) behandelt, um gleichartige Bedingungen und Belas-

tungssituationen zu schaffen (Abb. 1).

Normoxie-Box Hypoxie-Box
O2-Gehalt 21 % O2-Gehalt 11 %
N2-Zufuhr O,-Zufuhr
Luftlocher
v v

O Q

I
I~
O

—
o
o
-

— Luftsauerstoffmessgerat D

Abb. 1: Versuchaufbau Normoxie versus Hypoxie

2.2.3 BrdU-Injektionen und Perfusion

Alle Versuchstiere erhielten an PD 11 eine viermalige intraperitoneale Injektion von jeweils
75 mg/kg Bromdesoxyuridin (BrdU), geldst in 1 ml 0,9 %iger NaCl-Losung. Die Injektionen
erfolgten alternierend alle zwei Stunden in den linken oder rechten Peritonealraum.

BrdU ist ein chemisches Analogon des Nucleosids Thymidin (Abb. 2), welches wéhrend der
DNA-Synthesephase in den Doppelstrang eingebaut wird (DNA=Desoxyribonukleinsaure).
Die proliferierenden Zellen kdnnen anschlieend uber die immunhistochemische BrdU-
Peroxidasefarbung mit Hilfe monoklonaler Antikdrper dargestellt werden. Da BrdU im Korper
nur kurz verfugbar ist, markiert man mit dieser Methode nur Zellen, die sich zum Zeitpunkt

der Injektion in der Zellteilung befinden (Takahashi et al. 1992).
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Abb. 2: BrdU und Desoxythymidin (Sigma-Aldrich 2009, S. 497 und S. 2493)
Der Abdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Sigma-Aldrich Corporation (USA).

Fur die Untersuchung der neuronalen Zellproliferation wurden alle mannlichen Jungtiere der
ersten Gruppe 48 Stunden (PD 13) und alle Jungtiere der zweiten Gruppe 28 Tage (PD 39)
nach der BrdU-Injektion mittels Perfusionsfixierung sakrifiziert. Hierfur erhielten die Ratten
eine tiefe intraperitoneale Narkose bestehend aus Ketamin (100 mg/kg) und Xylazin

(15 mg/kg). Nach einer durchschnittlichen Wartezeit von funf bis 10 Minuten waren Schmerz-
reize und Reflexe ausgeschaltet. Die Tiere wurden an allen vier Extremitaten auf einem Ope-
rationstisch fixiert. Nach Inzision des Fells im thorakalen Bereich konnte von abdominalwérts
mit Hilfe einer Schere der Thorax er6ffnet werden. Dazu wurden die Rippen durchtrennt. An-
schlieBend wurde eine Kanile in die linke Herzkammer (Ventrikel) eingefiihrt und die In-Situ-
Hirnfixierung mittels intrakardialer Perfusion eingeleitet. Die Sakrifizierung erfolgte durch
Ausbluten aus dem wahrend der Perfusion eréffneten rechten Vorhof (Atrium). Die Dauer der
Perfusion lag im Schnitt bei 20 Minuten, der Perfusionsdruck lag bei 3 ml/min. Das individuel-
le Perfusionsvolumen richtete sich nach dem Gewicht der Ratten, welches sowohl am Tag
der Sakrifizierung (PD 13 bzw. PD 39) als auch an PD 4 (erster Hypoxie-Tag), PD 8 (funfter
Hypoxie-Tag) und PD 11 (BrdU-Injektionen) protokolliert wurde. Die Perfusionslésung setzte

sich wie folgt zusammen:

1. Perfusionslésung (Tyrode-L6sung, 37°C):

1000 ml deionisiertes Wasser

. 8 g Natriumchlorid (NacCl)

e 0.2 g Kaliumchlorid (KCI)

e 0.05 g Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl.6H20)
. 1 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5;)
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e 0.04 g Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4H->0)
° 1 g Glucose H.O
Die Losung muss 30 Minuten vor Gebrauch mit CO, begast werden.

2. Perfusionslosung (Fixativ 1; 4°C):

e 500 ml Phosphatpuffer (siehe unten)

e 200 ml Paraformaldehyd 20 % (siehe unten)
e 150 ml gesattigte Pikrinsaure (siehe unten)
° 2 ml Glutaraldehyd (25 %)

e 148 ml deionisiertes Wasser

Postfixation (Fixativ 2, Raumtemperatur):

e 500 ml Phosphatpuffer (siehe unten)

e 200 ml Paraformaldehyd 20 % (siehe unten)
e 150 ml gesattigte Pikrinsaure (siehe unten)

e 150 ml deionisiertes Wasser

Phosphatpuffer (0.2 M; pH=7.6)

e 1000 ml deionisiertes Wasser

e 30.6 g Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Na,HPO42H,0)
e 3.9 g Natriumdihydrogenphsphat (NaH,PO4H;0)
Paraformaldehyd 20 % (maximale Temperatur=60°C)

o 20 g Paraformaldehyd
° 10 Gtt Natriumhydroxid (NaOH) 1N
e 100 ml deionisiertes Wasser

Gesattigte Pikrinsaure (riihren Uber Nacht, danach Filtration)

° 15 g Pikrinsaure

e 1000 ml deionisiertes Wasser

Nach der Paraformaldehyd-Perfusion (Fixativ 1) wurden die Tiere umgehend dekapitiert und
die Gehirne entnommen. Es folgte eine Postfixation flr zwei Stunden mit Fixativ 2 bei Raum-
temperatur und anschlie3ende Kryoprotektion in Sucrose-Ldsung (15 %) bei 4°C tber Nacht.
Am Folgetag wurden die einzelnen Gehirne in Aluminiumfolie verpackt und mit Parafim®
umschlossen, entsprechend ihrer Zugehorigkeit gekennzeichnet und auf Trockeneis tiefge-

froren. Die dauerhafte Lagerung erfolgte im Tiefkihlschrank bei -80°C.
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2.2.4 Anfertigung von Dunnschnitten am Gefriermikrotom

Fir die Durchfuhrung der immunhistochemischen Peroxidasefarbung wurden Hirnschnitte
aller perfundierten Gehirne hergestellt. Die bei -80°C gelagerten Gehirne wurden einen Tag
vor der Verarbeitung in einen -20°C Tiefkihlschrank umgebettet, um sie schnittfahig zu ma-
chen. Die Gehirnschnitte fir die Zellproliferation wurden mit Hilfe eines Gefriermikrotoms in
60 um dicke Schnitte geschnitten. Jeder 10. Schnitt wurde fir die Immunhistochemie ver-
wendet, sodass alle zu untersuchenden Hirnregionen (ACC, SVZ, CPU, DG des Hippocam-
pus) erfasst wurden. Um die Lage der vier relevanten Hirnregionen ausfindig zu machen,
wurde ein spezieller Atlas genutzt, der die notwendigen Lokalisationskoordinaten im Ratten-
hirn lieferte (Paxinos und Watson 1998). Die Lokalisationskoordinaten (Tab. 2) wurden aus-
gehend vom Bregma (Abb. 3), dem Punkt des Schadels, an welchem Kranznaht (trennt
Stirn- von Scheitelbein) und Pfeilnaht (trennt Scheitelbeine voneinander) zusammenflieRen,
aufgesucht. Bregma selbst liegt dabei definitionsgemaf 9 mm vor der interauralen (zwischen

den Ohren) Linie.

"1 Incisor Bar

Interaural Line

Abb. 3: Darstellung des kndchernen Rattenschadels (Paxinos und Watson 1998, S.xi)
Der Abdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier

Region Anfang (mm) Ende (mm)
ACC 3,70 -1,40
Svz 1,60 -1,60
CPU 2,20 -1,60
DG -1,80 -6,30

Tab. 2: Lokalisationskoordinaten der relevanten Hirnregionen ausgehend vom Bregma
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Die Lagerung der Hirnschnitte erfolgte in PlastikgefalRen mit Schnappdeckel frei flottierend in

5 ml Kryoprotektanslésung bei -20°C.

2.2.5 Immunhistochemische BrdU-Peroxidasefarbung

Die Durchfuihrung der immunhistochemischen BrdU-Peroxidasefarbung erfolgte nach einem
Protokoll der Universitat Wirzburg, modifiziert nach Angelika Schmitt. Verwendet wurden
immer ein Hypoxiegehirn und ein Kontrollgehirn gleichen Alters. Die Hirnschnitte befanden
sich dabei zu gleichen Anteilen in einer Mikrotiterplatte, welche zuvor in zwei Abschnitte ge-
teilt und entsprechend beschriftet wurde. Das hatte den Effekt, dass identische Bedingungen
zwischen den Gruppen gewadhrleistet wurden, sowohl in Bezug auf Inkubationszeiten als
auch gleichwertig ausgesetzten Lésungskonzentrationen.

Zunachst erfolgte die Umbettung der Hirnschnitte aus der Kryoprotektanslosung in TBS und
einen 2 x 10-minitigen Waschvorgang. Zur Optimierung des immunhistochemischen Nach-
weises von BrdU wurden die Schnitte 30 Minuten in 0,6 % H,O; (in TBS) inkubiert. Dieser
Schritt war wesentlich zur Blockierung endogener Peroxidasen, welche sonst spater auch mit
dem Chromogen DAB reagieren wirden und zu falsch positiven Ergebnissen gefiihrt hatten.
Nach erneutem Waschen in TBS tber 3 x 5 Minuten kam es zur Inkubation der Schnitte in
50 % Formamid/2 x SSC bei 65°C im Wasserbad fur zwei Stunden. Danach erfolgte wieder
ein 2 x 5-minttiger Waschvorgang in TBS und anschlieBend die Inkubation der Schnitte in
HCI bei 37°C im Wasserbad fur 30 Minuten. Die letzten beiden Schritte dienten der DNA-
Denaturierung. Eine Freilegung der DNA-Doppelhelix und die Bindung entsprechender Anti-
korper an das wahrend der Proliferationsphase integrierte BrdU-Antigen wurde somit moglich
und erleichtert. Um den pH-Wert durch die stark saure HC| wieder anzuheben, erfolgte eine
10-mindtige Inkubation in 0,1 molarer Borséure (pH 8,5) und ein hochmaliger Waschvorgang
in TBS dber 3 x 10 Minuten. Die Schnitte wurden nun eine Stunde in Blockldsung inkubiert,
um unspezifische Antikérperbindungsstellen zu blockieren. Uber Nacht erfolgte die Inkubati-
on der Schnitte in der 1. Antikérper-Losung bei 4°C. Der hierbei verwendete monoklonale
anti-BrdU-Antikérper aus der Maus wurde dazu in der gleichermalRen angefertigten Blocklo-
sung verdiinnt (1:500). Der zweite Tag begann mit einem erneuten Waschvorgang Uber

3 x 10 Minuten in TBS, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Hieran schloss sich
nun die zweite Antikdrperinkubation mit dem biotinylierten anti-Mausantikdrper verdinnt in
Blocklésung (1:400) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die Zubereitung der Blockldsung
war dabei die gleiche wie am Vortag, unterschied sich aber im Gehalt an NGS (2 % anstatt

5 %). AnschlieRend erfolgte 3 x 10 Minuten ein erneutes Waschen in TBS und eine darauf
folgende Inkubation der Schnitte in Avidin-Biotin-Komplex (Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex) fur eine Stunde. Avidin besitzt eine sehr hohe Affinitat fir das Vitamin Biotin und

kann somit den biotinylierten Zweitantikdrper binden. Da Avidin insgesamt vier Bindestellen
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fur Biotin besitzt, wird eine zusatzliche Bindung biotinylierter Peroxidase ermdglicht. Nach
diesem Schritt erfolgte ein erneutes Waschen 3 x 10 Minuten in TBS. Durch die Inkubation
der Schnitte in DAB (funf Minuten, Raumtemperatur, Abzug) tbertragt die Peroxidase dann
Wasserstoffionen vom zugefiigten Wasserstoffperoxid auf das DAB. Es entsteht Wasser
(H20) und ein braunes Phenazinpolymer, wodurch sich die Schnitte anfarbten. Um Uber-
schissiges Reagenz zu entfernen, erfolgte ein letzter Waschvorgang tiber 3 x 5 Minuten in
TBS. Die fertigen Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, tber Nacht getrocknet und
schlie3lich mit Vitro Clud® eingedeckt.

2.2.6 Bestimmung der Zellzahl mit dem Stereologiemikroskop
Die Anzahl der BrdU-markierten Zellen im ACC, der SVZ, des CPU und des DG wurden mit

Hilfe des Stereologiemikroskops (Abb. 4) ermittelt, die Auswertung erfolgte verblindet.

1 Digitalkamera

2 Olympus BX-51 Mikroskop mit
Schrittmotorsystem

3 PC

Abb.4: Stereo Investigator System (Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie der Universitat
Gottingen): Beispielhafte Darstellung der SVZ

Die dreidimensionale Zellzahlbestimmung sowie die Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgte
mit einer modifizierten Version des Optical Fractionator und der Stereo Investigator Software.
Zunachst wurde das zu untersuchende Areal in 2-facher VergréRerung mit Hilfe einer Kon-
turlinie abgegrenzt. Aufgrund der hohen Zellzahlen, vor allem in den PD 13 sakrifizierten Tie-
ren, war es unmoglich, alle Stammzellen des gewilinschten Gebietes einzeln zu z&hlen, so-
dass Zahlkammern im abgegrenzten Areal platziert wurden. Die enthaltenen Stammzellen
wurden mit einem Zellmarker gekennzeichnet. Die Anzahl der Z&hlkammern ergab sich ei-
nerseits aus der Grof3e des abgegrenzten Gebietes und andererseits aus einem festgelegten
X- und Y-Wert (Tab. 3), durch den die Z&dhlkammern in einem definierten Abstand zueinan-
der platziert wurden. Die Grol3e der Késtchen (counting frame size) betrug 30 um fur PD 13
und 100 um far PD 39.
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Region Sakrifizierung Abstand der Zahlkastchen
X-Achse Y-Achse
ACC PD 13 173,74 256,52
Svz PD 13 78,20 100,96
CPU PD 13 329,21 425,98
DG PD 13 56,35 67,49
ACC PD 39 100 100
Svz PD 39 100 100
CPU PD 39 480 480
DG PD 39 100 100

Tab. 3: Koordinaten fiir die Lage und den Abstand der Zahlk&stchen

Bei anschlieBend 50-facher VergrofR3erung wurden die innerhalb dieser Kastchen befindli-
chen Zellen gezahlt und nach Fertigstellung automatisch (ber die Optical Fractionator-
Methode auf die totale Stammzellzahl fir die gewlinschte Hirnregion hochgerechnet.

Die Schnittdicke (mounted section thickness) betrug bei allen Gehirnen 30 pum. Diese Grol3e
entstand durch Schrumpfung des Gewebes wahrend der gesamten Prozedur (Fixation, La-
gerung, Schneiden, Farbung). Festgelegt wurde sie durch Messen der Schnittdicke an drei
unterschiedlichen Stellen eines Gehirns an insgesamt drei Gehirnen. Dabei suchte man ei-
nen Referenzpunkt im gewilinschten Gebiet bei 2-facher VergréRerung. Durch Fokussieren
auf die obere Schnittebene sowie die untere Schnittebene in 50-facher Vergro3erung durch
Verlagerung des Fokuspunktes bis zum jeweils eben noch scharf wahrgenommenen Bild
erhielt man zwei Werte, die voneinander subtrahiert wurden. Nach Durchflihrung aller Mes-
sungen wurde aus allen Werten der Mittelwert gebildet und dieser fiir alle Schnitte genutzt.
Die BrdU-Peroxidasegefarbten Zellen waren braun bis dunkelbraun gefarbt, oval bis rundlich
geformt und gut gegenuber dem umliegenden Gewebe abgrenzbar. Ihre Grof3e betrug circa
5 bis 10 um. Es wurden alle BrdU-markierten Zellen gezéhlt, unabhangig von ihrer Form
oder GroRRe solange Zellgrenzen erkennbar waren. Des Weiteren zeigten sich starker und
schwacher angefarbte Zellen, insbsondere bei den PD 39 Gehirnen. Ursache hierfir waren
die inzwischen erfolgten Zellteilungen. Da es multifaktorielle und auch in der Natur der Zelle
liegende Ursachen (Stoffwechselaktivitat, DNA-Gehalt usw.) fir das unterschiedliche Ausse-
hen der Zellen gab, wurde dieses unspezifische Vorgehen gewahlt, um ein méglichst repra-

sentatives Ergebnis zu erhalten.
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Die Auswertung des Volumens der gemessenen Regionen erfolgte nhach dem Prinzip von
Cavalieri (Schmitz und Hof 2005) nach der Formel:
V (Volumen) = a (Flacheninhalt) x h (Hohe). Die Hohe/Dicke (h) der Hirnschnitte von 60 um
wurde mit 10 multipliziert, da nur jeder 10. Hirnschnitt verwendet wurde. Das Ergebnis

(h=600 pm) multipliziert mit der Summe der Flachen (a) in diesem Gebiet ergab einen Wert,

welcher mit den darauffolgenden Werten der entsprechenden Hirnregion addiert wurde.

Es ergaben sich in den Gruppen PD 13 Kontrolle/Hypoxie bzw. PD 39 Kontrolle/Hypoxie fol-

gende Mittelwerte und Standardabweichungen aus der Anzahl (n) der ausgewerteten Schnit-

te, die die jeweiligen Hirnregionen enthielten (Tab. 4 bis 7, siehe Kapitel 6.2 Anzahl [n] der

ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn):

Hirnregion Mittelwert (n) Standardabweichung
ACC 6,7 0,48
CPU 5,5 0,53
SVvZ 4.4 0,52
DG 5,8 0,79

Tab. 4: Mittelwert und Standardabweichung aus der Anzahl der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion

PD 13 Kontrolle

Hirnregion Mittelwert (n) Standardabweichung
ACC 7 0,94
CPU 5,8 0,63
SVvZ 4,7 0,67
DG 5,5 0,53

Tab. 5: Mittelwert und Standardabweichung aus der Anzahl der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion

PD 13 Hypoxie

Hirnregion Mittelwert (n) Standardabweichung
ACC 7,8 0,79
CPU 6 0,67
SVvZ 5,6 0,70
DG 7 0,94

Tab. 6: Mittelwert und Standardabweichung aus der Anzahl der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion

PD 39 Kontrolle
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Hirnregion Mittelwert (n) Standardabweichung
ACC 7,8 0,42
CPU 6,4 0,70
Svz 54 0,52
DG 6,7 0,67

Tab. 7: Mittelwert und Standardabweichung aus der Anzahl der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion
PD 39 Hypoxie

Durch die folgenden Abbildungen (5 bis 17) soll ein Eindruck Uber die Bestimmung der Zell-

zahl mit dem Stereologiemikroskop vermittelt werden.

Abb. 5: Umgrenzung ACC in 2-facher VergréfRerung

Abb. 6: Umgrenzung SVZ in 2-facher VergréRerung

33




Abb. 7: Umgrenzung CPU in 2-facher VergroRerung

Abb. 8: Umgrenzung DG in 2-facher VergroRerung

Abb. 9: Zahlkastchen mit drei markierten Zellen in 50-facher VergroRerung
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Abb. 10: Zellen ACC in 50-facher VergroBerung PD 13 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)

a b

Abb. 11: Zellen ACC in 50-facher VergréBerung PD 39 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)
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a b

Abb. 12: Zellen SVZ in 50-facher VergréRerung PD 13 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)

Abb. 13: Zellen SVZ in 50-facher VergréfRerung PD 39 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)
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a b

Abb. 14: Zellen CPU in 50-facher VergroRerung PD 13 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)

Abb. 15: Zellen CPU in 50-facher VergroRerung PD 39 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)
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Abb. 16: Zellen DG in 50-facher VergréfRerung PD 13 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)

a b

Abb. 17: Zellen DG in 50-facher VergréfR3erung PD 39 Hypoxie (a) und Kontrolle (b)
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2.2.7 Tabellarische Zusammenfassung zur Zellzahlbestimmung mit der

Optical Fractionator-Methode

ACC CPU sSvz DG
Obj 50 50 50 50

B (um) 30 30 30 30

H (um) 30 30 30 30

A (Um) 173,74 x 256,52 | 329,21 x 425,98 | 78,2x 100,96 | 56,35 X 67,49
XZK 32 31 51 105
zSC 1371 130,9 540,295 1309

SD 12,5 1 7,895 44,3

Tab. 8: Darstellung der Details zur stereologischen Zellbestimmung Hypoxie/Kontrolle PD 13
Obj=genutztes Objektiv, B und H=Breite und Héhe der Z&hlkastchen, A=Abstand zwischen den Z&hlkastchen in
den zueinander senkrechten Richtungen X und Y, ZZK=Mittelwert aller Zahlk&astchen einer Hemisphare,

>SC=Mittelwert aller gezéhlten Zellen aus Hypoxie und Kontrolle PD 13 einer Hemisphéare,

SD=Standardabweichung der Mittelwerte aller gezahlten Zellen aus Hypoxie und Kontrolle (£SC)

ACC CPU Svz DG
Obj 50 50 50 50

B (um) 100 100 100 100

H (um) 100 100 100 100

A (um) 100 x 100 480 x 480 100 x 100 100 x 100
3ZK 185 34 97 88
zSC 3052,815 484,65 1079,705 2777.4
SD 110,315 35,55 27,845 33

Tab. 9: Darstellung der Details zur stereologischen Zellbestimmung Hypoxie/Kontrolle PD 39
Obj=genutztes Objektiv, B und H= Breite und Héhe der Zahlk&astchen, A=Abstand zwischen den Zahlkastchen in
den zueinander senkrechten Richtungen X und Y, 2ZK=Mittelwert aller Zahlkastchen einer Hemisphare,

>SC=Mittelwert aller gezéhlten Zellen aus Hypoxie und Kontrolle PD 39 einer Hemisphéare,

SD=Standardabweichung der Mittelwerte aller gezahlten Zellen aus Hypoxie und Kontrolle (£SC)

Gezahlte Zellen PD 13 _ PD 39 _
Kontrolle Hypoxie Kontrolle Hypoxie
ACC 124,60 149,60 2942,50 3163,13
CPU 131,90 129,90 449,10 520,20
DG 1353,30 1264,70 2744,40 2810,40
Svz 532,40 548,19 1051,86 1107,55

Tab. 10: Mittelwerte der gezahlten Zellen fiir Hypoxie/Kontrolle PD 13 und PD 39 der vier Hirnregionen

Im ACC war die Anzahl der gezahlten Zellen an PD 13 bei den Hypoxietieren gegenliber den zugehdrigen Kon-
trollen signifikant erhéht. In den Regionen CPU, DG und SVZ zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, hier
sind die gezéhlten Zellen ein MaR fur die Glte der Messung.
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2.2.8 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS, Version 17. Als Signifikanzni-
veau wurde a=0.05 festgelegt. Es wurden zweiseitige Hypothesentests durchgefihrt. Die
Stichprobe setzte sich wie folgt zusammen (n=Fallzahl):

Hypoxie (PD 13, 2 Tage nach BrdU-Injektion sakrifiziert: n=10)

Kontrolle (PD 13, 2 Tage nach BrdU-Injektion sakrifiziert: n=10)

Hypoxie (PD 39, 28 Tage nach BrdU-Injektion sakrifiziert: n=10)

Kontrolle (PD 39, 28 Tage nach BrdU-Injektion sakrifiziert: n=10)
Als abhangige Variablen der ausgewerteten Regionen ACC, CPU, DG und SVZ wurden die
absoluten Zellzahlen und das absolute Volumen (in pm3) definiert. Als intervenierende Vari-
ablen galten das Gewicht und die Gewichtszunahme in den entsprechenden Gruppen Hypo-
xie/Kontrolle PD 13 und Hypoxie/Kontrolle PD 39.
Fur die Analyse wurden unterschiedliche Testverfahren angewandt.
In den Kolmogorov-Smirnov-Tests ergaben sich keine signifikanten Abweichungen von der
Gauf3schen Normalverteilung, so dass im Folgenden die Auswertung mittels parametrischer
Verfahren (ANOVA, MANOVA) erfolgen konnte.
Aus den Mittelwerten der Gewichtsdaten und der gezéhlten Zellen erfolgte der Vergleich auf
Gruppenunterschiede mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA).
Fur die abhéngigen Variablen (ACC, CPU, DG, SVZ: absolute Zellzahlen, absolute Volumi-
na) sind hier deskriptive Statistiken (Fallzahlen, Standardabweichung, Mittelwert) angege-
ben. Die Auswertung erfolgte mittels multivariater Varianzanalyse (MANOVA getrennt fir
ACC, CPU, DG, SV), gefolgt von einfaktorieller ANOVA jeweils flr absolute Zellzahlen und
absoluten Volumina mit Vergleich auf Gruppenunterschiede.
Die Korrelation zwischen Gewicht/Gewichtszunahme und den abhéangigen Variablen (absolu-
te Zellzahl, absolute Volumina) erfolgte gepoolt und separat fir Kontrolle/Hypoxie PD 13 und

Kontrolle/Hypoxie PD 39 mit Hilfe der bivariaten Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson.
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3  Ergebnisse
3.1 Gewicht der Ratten

In den Tabellen 11 und 12 sind Mittelwerte und Standardabweichungen in den entsprechen-
den Tiergruppen aufgelistet. Diese beziehen sich auf das Gewicht und die Gewichtszunahme

mit Vergleich auf Gruppenunterschiede mittels einfaktorieller ANOVA.

Kontrolle PD 13 Hypoxie PD 13 Einfaktorielle ANOVA

M N SD M N SD df F P
PD 4 (g9) 11,80 10 0,70 9,56 10 0,34 1,18 83.6 | <0.0005
PD 8 (g9) 19,17 10 1,42 14,30 10 1,49 1,18 55.7 | <0.0005

PD 11 (g) 25,27 10 1,42 20,74 10 1,54 1,18 49.9 | <0.0005

PD 13 (g) 29,01 10 1,83 25,26 10 2,07 1,18 18.5 | <0.0005

Zunahme(g) | 17,21 10 2,04 15,70 10 2,03 1,18 2.7 0.12

Tab. 11: Gewicht und Gewichtszunahme der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13
M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,
p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

In der Gruppe der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13 war das Gewicht der Hypoxietiere zu
allen Zeitpunkten signifikant kleiner als das Gewicht der zugehdrigen Kontrollen. Die Ge-
wichtszunahme war bei den Hypoxietieren geringer als bei den zugehorigen Kontrollen, aber

nicht signifikant.

Kontrolle PD 39 Hypoxie PD 39 Einfaktorielle ANOVA

M N SD M N SD Df F P
PD 4 (9) 9,59 10 1,58 9,75 10 1,57 1,18 0.1 0.82
PD 8 (9) 17,01 10 3,19 14,88 10 2,30 1,18 2.9 0.10
PD 11 (9) 25,73 10 4,34 21,43 10 1,41 1,18 8.9 | 0.008
PD 39 (g) 197,50 | 10 | 20,17 | 179,00 | 10 16,63 | 1,18 5.0 | 0.038
Zunahme(g) | 187,91 | 10 | 20,29 | 168,55 | 10 15,52 | 1,18 5.7 | 0.028

Tab. 12: Gewicht und Gewichtszunahme der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39
M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,
p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

In der Gruppe der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39 war das Gewicht der Hypoxietiere ab PD
11 signifikant geringer als bei den Kontrollen. Die Gewichtszunahme war bei den Hypoxietie-

ren signifikant geringer als bei den Kontrollen.
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Die Gewichtsentwicklung in Abhangigkeit vom Alter und im Vergleich zwischen Hypoxie- und

Kontrolltieren ist im Folgenden (Abb. 18 und 19) grafisch dargestellt. Die Fehlerbalken ent-

sprechen der Standardabweichung.

Gewichtsverlauf PD 4 bis PD 13
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Abb. 18: Gewichtsverlauf PD 4 bis PD 13, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
*** (p<0.001)
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Abb. 19: Gewichtsverlauf PD 4 bis PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
* (p<0.05), ** (p< 0.01)
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3.2 Zellen und Volumina
3.2.1 Gezahlte Zellen

In den Tabellen 13 und 14 sind Mittelwerte und Standardabweichungen in den entsprechen-
den Tiergruppen aufgelistet. Diese beziehen sich auf die gezéhlten Zellen mit Vergleich auf
Gruppenunterschiede mittels einfaktorieller ANOVA.

Region Kontrolle PD 13 Hypoxie PD 13 Einfaktorielle ANOVA
M N SD M N SD Df F P
ACC 124,60 10 18,03 149,60 10 26,79 1,18 6.0 0.025
CPU 131,90 10 25,99 | 129,90 10 | 181,36 | 1,18 0.0 0.46
DG 1353,30 | 10 | 323,47 | 1264,70 | 10 | 170,08 | 1,18 0.6 0.83
Svz 532,40 10 142,72 | 548,19 10 20,45 1,18 0.0 0.85

Tab. 13: Gezéahlte Zellen Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13
M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,
p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

In der Gruppe der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13 war die Anzahl der gezahlten Zellen im

ACC bei den Hypoxietieren gegenuber den zugehorigen Kontrollen signifikant erhdht.

Region Kontrolle PD 39 Hypoxie PD 39 Einfaktorielle ANOVA
M N SD M N SD Df F P
ACC 294250 | 10 600,62 | 3163,13 | 10 | 653,88 | 1,18 0.6 0.44
CPU 449,10 10 127,26 | 520,20 10 93,04 1,18 2.0 0.17
DG 2744,40 | 10 839,02 | 2810,40 | 10 | 753,04 | 1,18 0.0 0.86
Svz 1051,86 | 10 253,76 | 110755 | 10 | 261,10 | 1,18 0.2 0.63

Tab. 14: Gezahlte Zellen Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39
M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,
p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

In der Gruppe der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39 ergaben sich keine signifikanten Unter-

schiede.
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Die Mittelwerte der gezéhlten Zellen in den Hirnregionen ACC, CPU, SVZ und DG sind im
Folgenden (Abb. 20 bis 23) grafisch dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen der Stan-
dardabweichung.

Zellen ACC PD 13 und PD 39
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Abb. 20: Gezahlte Zellen ACC PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
*(p < 0.05)
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Abb. 21: Gezahlte Zellen CPU PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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Zellen DG PD 13 und PD 39
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Abb. 22: Gezahlte Zellen DG PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen

Zellen SVZ PD 13 und PD 39
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Abb. 23: Gezéhlte Zellen SVZ PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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3.2.2 Absolute Zellzahlen und Volumina

In den Tabellen 15 und 16 sind Mittelwerte und Standardabweichungen in den entsprechen-
den Tiergruppen aufgelistet. Diese beziehen sich auf die mittels Optical Fractionator ermittel-
ten absoluten Zellzahlen und Volumina mit Vergleich auf Gruppenunterschiede mittels
(M)ANOVA.

Kontrolle PD 13 Hypoxie PD 13 | ANOVA/MANOVA
m N| Sd M N| Sd Df F P
Multivariat 2,17 | 3.9 | 0.038
(abs. Zellzahl, Vol. ACC)
abs. Zellzahl ACC 84139 (10|12176|101010|10|18066| 1,18 | 6.0 | 0.025
Volumen ACC (um?) 551 |10| 1,02 562 (10| 0,64 |1,18| 0.0 | 0.99
Multivariat 2,17 | 5.9 | 0.012
(abs. Zellzahl, Vol. CPU)
abs. Zellzahl CPU 274262 | 10 | 54093 | 276197 | 10 | 43564 | 1,18 | 0.0 | 0.93
Volumen CPU (um?) 15,31 |10| 1,59 | 12,89 |10| 1,47 |1,18|12.4|0.002
Multivariat 2,17 | 0.4 | 0.68
(abs. Zellzahl, Vol. DG)
abs. Zellzahl DG 77980 |10|18639| 72875 [10|10451|1,18| 0.6 | 0.46
Volumen DG (um?) 1,01 |10| 0,25 099 |10| 0,24 |1,18| 0.1 | 0.81
Multivariat 2,17 | 0.2 | 0.85
(abs. Zellzahl, Vol. SVZ)
abs. Zellzahl SVz 63686 | 10|17071 | 65445 |10|20154|1,18 | 0.0 | 0.84
Volumen SVZ (um?3) 0,71 |10| 0,24 0,68 |10| 0,10 |1,18| 0.2 | 0.62

Tab. 15: Deskriptive Statistiken, (M)ANOVA: Absolute Zellzahlen und Volumina Hypoxie- und Kontrolltiere
PD 13

M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,

p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

Aus der MANOVA der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13 ergaben sich signifikante Gruppen-
effekte im ACC (F=3.9; df=2,17; p=0.038). In den nachfolgenden univariaten Analysen zeigte
sich eine signifikante Erhéhung bei den absoluten Zellzahlen im ACC

(F=6.0; df=1,18; p=0.025) bei einer prozentualen Mittelwertdifferenz Kontrolle versus Hypo-
xie von 20 %.

Des Weiteren ergaben sich signifikante Gruppeneffekte im CPU (F=5.9; df=2,17; p=0.012).
In den nachfolgenden univariaten Tests zeigte sich eine signifikante Reduktion bei den abso-
luten Volumina (F=12.4; df=1,18; p=0.002) bei einer prozentualen Mittelwertdifferenz Kon-
trolle versus Hypoxie von -16 %.

Aus den MANOVAs fir die Regionen SVZ und DG ergaben sich keine signifikanten Grup-

peneffekte.
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Kontrollen PD 39

Hypoxie PD 39

ANOVA/MANOVA

M N Sd M N Sd df F P

Multivariat 2,17 | 2.9 | 0.081
(abs. Zellzahl, Vol. ACC)

abs. Zellzahl ACC 40130 |10 | 8193 | 43133 |10 | 8916 | 1,18 | 0.6 | 0.44
Volumen ACC (um3) 7,30 |10 | 0,99 6,53 |10 | 0,55 | 1,18 | 5.0 | 0.044
Multivariat 2,17 | 1.1 | 0.35
(abs. Zellzahl, Vol. CPU)

abs. Zellzahl CPU 141099 |10 | 39982 | 163314 |10 | 29339 | 1,18 | 2.0 | 0.17
Volumen CPU (um?3) 27,18 |10| 3,61 | 26,80 [10| 3,54 | 1,18 |0.1 | 0.82
Multivariat 2,17 |19 | 0.18
(abs. Zellzahl, Vol. DG)

abs. Zellzahl DG 37422 |10 | 11441 | 38332 |10 |10267 | 1,18 | 0.0 | 0.85
Volumen DG (um?) 2,30 [10]| 0,62 1,94 |10| 0,44 | 1,18 |23 | 0.15
Multivariat 2,17 | 1.7 | 0.22
(abs. Zellzahl, Vol. SVZ)

abs. Zellzahl SVzZ 14461 |10 | 3393 | 15103 |10 | 3560 | 1,18 0.2 | 0.69
Volumen SVZ (um?3) 1,39 (10| 0,45 1,19 |10| 0,25 | 1,18 (15| 0.24

Tab. 16: Deskriptive Statistiken, (M)ANOVA: Absolute Zellzahlen und Volumina Hypoxie- und Kontrolltiere

PD 39

M=Mittelwert, N=Fallzahl, SD=Standardabweichung, df=Freiheitsgrade, F=F-Statistik,

p=Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art

Aus der MANOVA der Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39 ergab sich ein nicht signifikanter

Trend zu Gruppeneffekten im ACC (F=2.9; df=2,17; p=0.081). In den nachfolgenden univari-

aten Tests zeigte sich eine signifikante Mittelwertreduktion Kontrolle versus Hypoxie fur das
Volumen im ACC (F=5.0; df=1,18; p=0.044) von -11 % (Fehlerquelle, siehe Kapitel 4.7.2

Grenzen der Methodik).

Aus den MANOVAs fir die Regionen CPU, SVZ und DG ergaben sich keine signifikanten

Gruppeneffekte.
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Die Mittelwerte der absoluten Zellzahlen und der Volumina in den Hirnregionen ACC, CPU,
DG und SVZ sind im Folgenden grafisch dargestellt (Abb. 24 bis 31). Die Fehlerbalken ent-
sprechen der Standardabweichung.
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Abb. 24: Absolute Zellzahl ACC PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
*(p<0,05)
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Abb. 25: Absolute Zellzahl CPU PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle
Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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Absolute Zellzahl DG PD 13 und PD 39

120000 -~

100000 -

80000 -~

60000 -

40000 -

absolute Zellzahl

20000 -

PD 13

O Kontrolle E Hypoxie

PD 39

Abb. 26: Absolute Zellzahl DG PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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Abb. 27: Absolute Zellzahl SVZ PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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Abb. 28: Volumen ACC PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

* (p< 0,05)
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Abb. 29: Volumen CPU PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

**(p<0,01)

50



3,50 ~

3,00 A

2,50 -

2,00 A

1,50 A

Volumen ( um3)

1,00 ~

0,50 ~

0,00

Volumen DG PD 13 und PD 39

PD 13

PD 39

O Kontrolle B Hypoxie

Abb. 30: Volumen DG PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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Abb. 31: Volumen SVZ PD 13 und PD 39, Vergleich Hypoxie und Kontrolle

Es finden sich keine signifikanten Mittelwertdifferenzen
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3.3 Korrelationen zwischen Gewicht/Gewichtszunahme und absoluter

Zellzahl/Zellvolumina

Die Korrelationen zwischen Gewicht/Gewichtszunahme und den abhangigen Variablen: ab-
solute Zellzahl/Volumina (gepoolt und separat fir Hypoxie/Kontrolle PD 13 und Hypo-
xie/Kontrolle PD 39) wurden mit der bivariaten Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson
berechnet.

Korrelation zwischen abso-
luter Zellzahl ACC Korrelation r Signifikanz ( p < 0.05)
PD 13 und Gewicht/ Ge-

wichtszunahme

PD 4 -0,435 0.055
PD 8 -0,569 0.009
PD 11 -0,452 0.014
PD 13 -0,598 0.005
Gewichtszunahme -0,501 0.024

Tab. 17: Korrelationen zwischen absoluter Zellzahl ACC PD 13 und Gewicht/Gewichtszunahme

Die Ergebnisse fur Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13 gepoolt ergaben signifikant negative
Korrelationen zwischen den absoluten Zellzahlen im ACC und den Kérpergewichten wie

auch der Gewichtszunahme (Tab. 17).

Korrelation zwischen Vo-
lumen CPU Korrelation r Signifikanz ( p < 0.05)
PD 13 und Gewicht/ Ge-

wichtszunahme

PD 4 0,664 0.001
PD 8 0,727 <0.0005
PD 11 0,562 0.01
PD 13 0,568 0.009
Gewichtszunahme 0,327 0.16

Tab. 18: Korrelationen zwischen absolutem Volumen CPU PD 13 und Gewicht/Gewichtszunahme

Die Ergebnisse fur Hypoxie- und Kontrolltiere PD 13 gepoolt ergaben signifikant positive Kor-

relationen zwischen dem Volumen im CPU und den Korpergewichten (Tab. 18).
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Die separate Berechnung fiir die Kontrolltiere PD 13 ergab eine signifikant negative Korrela-
tion zwischen dem Gewicht und den absoluten Zellzahlen im ACC an PD 8 (r=-0,668;
p=0.035). Auch die Korrelationen zwischen den Gewichten an den folgenden Tagen (PD 11,
PD 13) wie auch der Gewichtszunahme und der absoluten Zellzahl im ACC war weiterhin
negativ, bei der kleinen Fallzahl ergab sich aber keine Signifikanz. Die Korrelation zwischen
Gewichtszunahme und Volumen im ACC war signifikant negativ (r=-0,660; p=0.038). Die
Korrelation zwischen dem Gewicht an PD 4 und dem Volumen in der SVZ war signifikant
positiv (r=0,706; p=0.023).

Die separate Berechnung fur die Hypoxietiere PD 13 ergab eine signifikant positive Korrela-
tion zwischen dem Volumen im CPU und dem Gewicht an PD 8 (r=0,680; p=0.030). Auch die
Korrelation zwischen dem Volumen des CPU und dem Gewicht an PD 13 bzw. der Ge-

wichtszunahme war positiv, jedoch bei der kleinen Fallzahl nicht mehr signifikant.

Die Ergebnisse fir Hypoxie- und Kontrolltiere PD 39 gepoolt ergaben eine signifikant positive
Korrelation zwischen dem Volumen in der SVZ und der Gewichtszunahme (r=0,452;
p=0.045).

Die separate Berechnung fur die Kontrolltiere PD 39 ergab eine signifikant positive Korrelati-
on zwischen der absoluten Zellzahl in der SVZ und dem Gewicht an PD 39 (r=0,740;
p=0.014). Des Weiteren zeigte sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der absolu-
ten Zellzahl in der SVZ und der Gewichtszunahme (r=0,732; p=0.016).

Die separate Berechnung fur die Hypoxietiere PD 39 ergab eine signifikant negative Korrela-
tion zwischen der absoluten Zellzahl im ACC und dem Gewicht an PD 8

(r=-0,693; p=0.026), dem Volumen im ACC und dem Gewicht an PD 39 (r=-0,761; p=0.011)
bzw. dem Volumen im ACC und der Gewichtszunahme (r=-0,740; p=0.014). Aul3erdem zeig-
te sich eine signifikant negative Korrelation zwischen der absoluten Zellzahl im CPU und
dem Gewicht an PD 11 (r=-0,733; p=0.016) und zwischen der absoluten Zellzahl im DG und
dem Gewicht an PD 11 (r=-0,821; p=0.004) und PD 39 (r=-0,655; p=0.04).
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4 Diskussion

Neben der genetischen Pradisposition gibt es zahlreiche Umweltfaktoren in der Atiologie der
Schizophrenie, wobei die perinatale Hypoxie einen bedeutenden Einfluss auf die Pathophy-
siologie der Erkrankung hat.

Eine Hypothese geht davon aus, dass der Beginn einer abnormalen Hirnentwicklung perina-
tal liegt, wohingegen sich Symptome erst im friilhen Erwachsenenalter manifestieren (Wein-
berger 1996). Storungen der Zellproliferation stellen moglicherweise einen wichtigen Faktor
in der Pathogenese der Erkrankung dar und sind nach perinataler Hypoxie bislang unbe-
kannt. Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Zellproliferation im Gehirn am Tiermodell
unter dem Einfluss von postnataler Hypoxie als Modell fiir Schwangerschafts- und Geburts-
komplikationen.

Mdgliche Veranderungen der Zellproliferation der Gehirnregionen ACC, CPU, SVZ und DG
wurden Uber die Zeit (PD 13 bis PD 39) untersucht. Die Ergebnisse sollten im Anschluss
kritisch auf das Krankheitsbild der Schizophrenie bezogen und deren Bedeutung fiir die Athi-

opathogenese diskutiert werden.

4.1 Gyrus cinguli

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass Ratten, die einer chronischen postnata-
len Hypoxie ausgesetzt waren, eine um 20 % signifikant erhohte Zellzahl im ACC an PD 13
gegenlber den gleichaltrigen Kontrollen aufwiesen. An PD 39 zeigten sich allerdings keine
signifikanten Unterschiede mehr.

Die Ergebnisse zeigen auf der einen Seite, dass ein voribergehender Einfluss chronischer
Hypoxie auf die Zellproliferation im ACC angenommen werden kann, auf der anderen Seite
zeigt sich eine Normalisierung der Zellzahl mit zunehmendem Alter.

Die vorliegende Studie ist die erste, die eine erhdhte Zellproliferation im ACC nach neonata-
ler Hypoxie mit der aufgezeigten Methodik nachweisen konnte.

Unsere Ergebnisse stimmen mit anderen Studien Uberein, die eine vermehrte kortikale Zell-
proliferation nach Hypoxie und/oder Ischamie feststellen konnten (z. B. Fagel et al. 2006,
Zhang et al. 2001, lkeda et al. 2005). Mause, die von PD 3 bis PD 11 einer chronischen Hy-
poxie (9,5-10,5 %iges Sauerstoffgemisch) ausgesetzt waren, zeigten an PD 49 eine um
40 % hohere Anzahl BrdU-positiver Zellen im zerebralen Kortex im Vergleich zu den Kontrol-
len. Davon machten etwa 45 % Oligodendrozyten, 35 % Astrozyten und 10 % Neurone aus.
Die Darstellung von Neuronen erfolgte mit Hilfe der immunhistochemischen Doppelfarbung
mit BrdU und Neuronen-spezifischem Protein (NeuN). Der an PD 49 erhdhten Zellzahl war

eine verminderte Dichte proliferierender Zellen in der SVZ und im Hippocampus an PD 11
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vorausgegangen. An PD 18 konnte schon eine vermehrte Zellproliferation BrdU-positiver
Zellen in den Neurogenesezentren, vor allem in der SVZ beobachtet werden (Fagel et al.
2006). Die Untersuchung der Neurogenese durch eine immunhistochemische Doppelféarbung
erfolgte in der hier vorliegenden Arbeit nicht. Aus den genannten Ergebnissen von Fagel et
al. (2006) kann jedoch geschlussfolgert werden, dass die erhdhte Anzahl von Neuronen im
ACC Folge einer vorangegangenen verstarkten Zellproliferation (wie wir sie nachweisen
konnten) sein konnte.

Des Weiteren zeigten sich in der Studie von Fagel et al. (2006) an PD 11 ein signifikanter
Neuronenverlust von 30 % und eine signifikante Volumenminderung im neonatalen Kortex,
wobei es sich uberwiegend um Pyramidenzellen handelte. An PD 18 wurde eine Neuroblas-
tenmigration in den Kortex aus der SVZ nach vorangegangener Zellproliferation nachgewie-
sen und geschlussfolgert, dass die kortikale Neurogenese eine signifikante Rolle bei der Re-
generation neuronaler Verluste nach neonataler Hypoxie im sich entwickelnden Gehirn spielt
(Fagel et al. 2006). Eine erhéhte Anzahl an Zellen in der SVZ konnte durch uns nicht festge-
stellt werden, sodass von einer lokalen Zellproliferation bzw. Zelldifferenzierung im ACC in-
folge postnataler Hypoxie ausgegangen werden kann. Kortikale multipotente Vorlauferzellen
wurden bereits in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren aus dem adulten zerebralen Kortex
isoliert (Palmer et al. 1999) und auch im Tiermodell konnte bereits adulte Neurogenese mit-
tels immunhistochemischer Doppelfarbung aus lokalen Vorlauferzellen im Neokortex nach-

gewiesen werden (Dayer et al. 2005).

Im Ischdmiemodell konnten nach Verschluss (Occlusion) einer der mittleren Gehirnschlag-
adern (Arteria cerebri media=ACM) der adulten Ratte ipsilateral infarktnah signifikant ver-
mehrte Gruppen BrdU-positiver Zellen im Kortex gefunden werden und es wurde geschluss-
folgert, dass Vorlauferzellen auch im Kortex vorhanden seien und die Zellteilung lokal erfol-
ge. Die BrdU-positiven Zellen exprimierten jedoch keine neuronalen Marker wie NeuN, so-
dass die Ischdmie keine Neurogenese in dieser Region induzierte (Zhang et al. 2001). Die
Untersuchungen erfolgten allerdings am adulten Tier, eine erhdhte Neurogenese ware nach
postnataler Ischamie wahrscheinlicher gewesen.

In einem postnatalen Tiermodell erfolgte an PD 7 eine fokale Ischamie durch Ligatur einer
der Halsschlagadern (Arteria carotis communis=ACCo) und anschliel3end akuter Hypoxie mit
8 % O, fur zwei Stunden. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte Zahl BrdU-positiver Zellen
im ipsilateralen Kortex an PD 14. Zwar konnten Neurone nachgewiesen werden, aber die
intrinsische Aktivitat zur Selbstheilung war begrenzt, denn nur 1 % der neu generierten Zel-
len im Kortex exprimierten den neuronalen Marker NeuN (lkeda et al. 2005). Dieses Ergeb-
nis deutet darauf hin, dass proliferierende Zellen auch im sich entwickelnden Gehirn nach

hypoxisch/ischamischer Schadigung nur begrenzt zu Neuronen differenzieren.
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Eine akute Vervielfachung neuronaler Vorlauferzellen nach Ischamie/Hypoxie bedeutet also
nicht, dass alle Zellen die Differenzierung und Entwicklung tberleben (Kadam et al. 2008).
Obwohl Vorlauferzellen bereits aus vielen Teilen des Gehirns isoliert wurden (Palmer et al.
1999) und damit belegt werden konnte, dass auch auf3erhalb der Neurogenesezentren im
DG und der SVZ Vorlauferzellen potentiell zu Neuronen differenzieren kénnten, fehlen mog-
licherweise lokal bendtigte Faktoren, um die Differenzierung zu gewahrleisten (Madsen et al.
2005). Bezieht man dieses Wissen auf unsere Ergebnisse, musste weiterfihrend untersucht
werden, ob und wie viele der neu generierten Zellen im ACC in der Lage waren, sich zu Neu-
ronen zu differenzieren bzw. dauerhaft zu tberleben. Es lasst sich zumindest schlussfolgern,
dass die vermehrte Zellproliferation an PD 13 als regenerativer Prozess nach neonataler
Hypoxie angesehen werden kann.

In unseren Untersuchungen normalisierte sich die Zellzahl im ACC Uber die Zeit (PD 39)
wieder. Unsere Ergebnisse stimmen mit einem weiteren Tiermodell Uberein, in dem eine
Normalisierung der neuronalen Zelldichte nach Hypoxie beobachtet werden konnte. Weibli-
che Ratten wurden am 20. Tag der Schwangerschaft fur eine Stunde 7 % O ausgesetzt. Die
Gehirne der Jungtiere wurden pranatal (Kaiserschnittgeburt am 20. bzw. 21. Tag der
Schwangerschaft) und postnatal (drei Tage bis 21 Tage nach Hypoxie) untersucht. Nach
Farbung neuronaler Zellen mit Toluidinblau unter dem Lichtmikroskop resultierte in den ers-
ten Tagen eine signifikante Reduktion der Dichte neuronaler Zellen durch Zelldegeneration
im ACC, gefolgt von einer Normalisierung an PD 7 in den Hypoxie-behandelten Tieren. In
den ersten 14 Tagen nach Hypoxie zeigte sich zudem mittels monoklonalem Antikdrper
OX-42 eine Aktivierung von Mikroglia (Li et al. 1998).

Diesen Ergebnissen wurde entnommen, dass Mikroglia eine wichtige Rolle bei der Protektion
und Regeneration neuronaler Zellen infolge neonataler Hypoxie spielt. Einschrankend muss
gesagt werden, dass in der Studie von Li et al. (1998) keine immunhistochemische Farbung
erfolgte und zu Stammzellen und deren Proliferationsverhalten keine Vergleiche gezogen
werden konnen. Des Weiteren erfolgte die Zahlung an 1 pm dicken Schnitten nur im in-
fragranularen Teil des ACC.

Unserer Studie und den bisher genannten (Fagel et al. 2006, Li et al. 1998, Ikeda et al. 2005,
Zhang et al. 2001) ist die transiente verstarkte Proliferation von Zellen im ACC nach Hypo-
xie/lschamie oder alleiniger Hypoxie gemeinsam. Als ursachlich kénnte ein physiologischer
Autoregulationsmechanismus diskutiert werden. Dieser fuhrt zu einer Umverteilung des ze-
rebralen Blutflusses zugunsten weiter posterior gelegener Regionen, um das Gehirn vor der
akuten Hypoxie zu schiitzen (Bilger und Nehlig 1993). Die reaktiv verstarkte Zellproliferation
kénnte einer Apoptose oder Nekrose in der betroffenen Hirnregion entgegen wirken, wie sie
bereits in anderen Studien festgestellt werden konnte (Fagel et al. 2006, Li et al. 1998). Hier

war der friihe Zellverlust nach Hypoxie immer zeitlich begrenzt und fihrte tUber die Zeit wie-
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der zu einer Normalisierung der Zellzahl im Kortex. Des Weiteren spielt wahrscheinlich auch
die Schwere und Dauer der Hypoxie eine entscheidende Rolle bei der Regenerationsfahig-
keit und beeinflusst das Ausmald des Zelluntergangs. Die verstarkte Zellproliferation an PD
13 unserer Studie ist moglicherweise auch Folge einer von uns nicht untersuchten vorange-
gangenen Zelldegeneration infolge chronischer Hypoxie (11 % Oy). Die Zellproliferation zeig-
te sich an PD 39 wieder normalisiert, was auf einen stattgefundenen Regenerationsprozess
hindeuten konnte. Des Weiteren ist bekannt, dass im gesunden Tier die hdchste Anzahl
proliferierender Zellen in der peri- und postnatalen Phase vorliegen und in der weiteren Hirn-
entwicklung abnehmen. Das sich entwickelnde Gehirn kann damit exogen induzierte Scha-
den besser ausgleichen als das adulte (Zhang et al. 2001). Neben der Regenerationsfahig-
keit spielt auch die neuronale Plastizitat eine entscheidende Rolle und kénnte erklaren, wa-
rum ein perinatal gesetzter Schaden nicht zwangslaufig zur Ausbildung einer schizophrenen
Symptomatik fuhrt. Diese Mechanismen kdnnten auch die hohe Variabilitét in der Auspra-
gung von Symptomen, Chronifizierung, Krankheitsbeginn und Verlauf der Erkrankung erkla-

ren.

Unsere Ergebnisse stimmen nicht mit denen aus Post-mortem-Studien schizophrener Pati-
enten Uberein, in denen eine geringere Dichte und Gré3e von Neuronen im ACC nachgewie-
sen werden konnten (Benes et al. 1986, Benes und Bird 1987). Diese Befunde sind aber
wahrscheinlich nicht (alleinige) Folge einer veranderten Zellproliferation durch perinatale Hy-
poxie. Es wird angenommen, dass Stdrungen z. B. der Migration und Differenzierung in der
perinatalen Periode eine Ursache fir Alterationen intrinsischer Kreislaufe schizophrener Pa-
tienten darstellen. Viele dieser neuronalen Alterationen zeigten sich spezifisch fir den ACC
und nicht den gesamten Kortex, wodurch die Bedeutung dieser Region fiir das Krankheits-
bild nochmal verdeutlicht wird. Weitere typische Post-mortem-Befunde sind eine reduzierte
Zahl an Interneuronen, vermehrte GABA-A-Rezeptorbindung und eine erhéhte Anzahl verti-
kaler Axone (Benes 1993). Die neonatale Hypoxie als Umweltfaktor in der Athiopathogenese
der Schizophrenie kénnte zwar hierfur ursachlich sein, derartige Veranderungen waren je-
doch nicht Ziel der vorliegenden Arbeit.

Obwohl die neonatale Hypoxie als Umweltfaktor in der Pathogenese der Schizophrenie be-
kannt ist, bleibt zu klaren, ob es sich bei diesen Post-mortem-Befunden ausschlief3lich um
Folgen einer Hypoxie handelt oder z. B. auch durch genetische Effekte bedingt sind, denn
letztendlich handelt es sich um ein multifaktorielles Krankheitsbild (Benes 1993), bei dem die
Gen-Umwelt-Interaktion eine bedeutende Rolle spielt (Schmitt et al. 2014). Weitere Einflisse
in Post-mortem-Studien sind z. B. individuelle Krankheitsverlaufe, Medikamenteneffekte,
Post-mortem-Gewebefixierung und das Post-mortem-Intervall bis zur Asservierung des Ge-

webes (Benes und Bird 1987). Durch diese Faktoren und die Unterschiede zwischen Mensch
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und Nagetier kdnnten sich die Diskrepanzen zu den Ergebnissen aus tierexperimentellen
Studien erklaren.

Der ACC nimmt neben dem Hippocampus-Amygdala-Komplex eine entscheidende Rolle bei
der Bildung von Emotionen ein. Des Weiteren ist er an der Verarbeitung von Informationen
beteiligt. Er hilft bei der Modulation kognitiver Fahigkeiten (Aufmerksamkeit, Kontrolle, Ar-
beitsgedachtnis, Erwartungshaltung und zielgerichtetes Verhalten) und tragt zur Verhaltens-
bildung bei. Die Bedeutung des ACC fir die Schizophrenie ergibt sich durch Symptome wie
Stérungen der kognitiven Fahigkeiten und emotionalen Verarbeitung. Anatomisch gesehen
ist der ACC eine Untereinheit des ventromedialen frontalen Kortex, der neben dem Gyrus
cinguli auch den Sulcus cinguli beinhaltet (Gasquoine 2013). Die Identifizierung abnormaler
Veranderungen im ACC spielt eine wichtige Rolle in der klinischen Manifestationen der Er-
krankung. Durch die anatomische und funktionelle Heterogenitat dieser Hirnregion ist dies
allerdings eine schwer umsetzbare Aufgabe (Fornito et al. 2008). So wurden bisher vor allem
Volumenveranderungen ausreichend wissenschaftlich belegt und mit der Ausbildung von
Negativsymptomen in Verbindung gebracht (Fornito et al. 2008). Es konnte festgestellt wer-
den, dass schizophrene Patienten eine reduzierte kortikale Dicke aufwiesen (Cannon TD et
al. 2002, Fornito et al. 2008, Lui et al. 2009) und es wurde geschlussfolgert, dass der Verlust
von Neuronen nach Hypoxie hierfur ursachlich ist (Fagel et al. 2006). Das gemessene Volu-
men des ACC in unserer Studie erfolgte jedoch nicht anhand von anatomischen Grenzen,
sondern war eine willkirliche Abgrenzung (area of interest) zur Untersuchung der Zellprolife-
ration in dieser Region. Die im Alter von PD 39 gemessene Volumenminderung (siehe Kapi-
tel 3.2.2 Absolute Zellzahlen und Volumina) bedeutet, dass wir einen kleineren Gewebeaus-
schnitt als bei den Kontrolltieren gewahlt haben. Dies konnte eine Ursache dafir sein, dass
wir zum Zeitpunkt PD 39 keine erhghte Zellproliferation im ACC nach perinataler Hypoxie
gefunden haben. Deshalb ist eine Aussage unserer Ergebnisse Uber regenerative Mecha-

nismen zu diesem Zeitpunkt nicht moglich.

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass der ACC eine Rolle bei der
Zellproliferation nach neonataler Hypoxie spielt. Ein mdglicher zusatzlicher Einfluss von peri-
nataler Hypoxie auf die neuronale Plastizitat und Regenerationsfahigkeit kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

4.2 Subventrikulare Zone

In unseren Untersuchungen konnten keine signifikanten Unterschiede beziglich der Zell-
proliferation nach postnataler Hypoxie an PD 13 und PD 39 im Vergleich zu den gleichaltri-

gen Kontrollen festgestellt werden.
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Unsere Ergebnisse stimmen mit einer vergleichbaren Studie Uberein, bei der Ratten postna-
tal (PD 7) einer 90-minutigen Hypoxie mit 8 % O» ausgesetzt waren. Es fanden sich keine
signifikanten Veranderungen der Zellproliferation in der SVZ mittels immunhistochemischer
BrdU-Farbung gegentber den Kontrollen an PD 21 (Ong et al. 2005). Allerdings wurde in
dieser Studie nur eine geringe Fallzahl (n=3) untersucht.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnte in der SVZ an postnatalen Méausen unter al-
leiniger Hypoxie (10 % O Uber 45 Minuten an PD 10) eine doppelt so hohe Zellproliferation
mittels immunhistochemischer BrdU-Peroxidasefarbung im Vergleich zu den Kontrollen
nachgewiesen werden. Es zeigten sich aber weder eine vermehrte Neurogenese noch eine
Migration neu generierter Zellen (Plane et al. 2004).

Ursache fiur die Diskrepanz zu unseren Ergebnissen konnten spezifische pathophysiologi-
sche Differenzen zwischen Ratte und Maus in Reaktion auf die Wirkung von Hypoxie sein
(Ong et al. 2005, Yang and Levison 2007). So zeigt sich nach neonataler Hypoxie bzw.
Ischamie trotz gleichen Schadigungsmusters die Anzahl an Zellen in der Ratte nicht so aus-
gepragt wie in der Maus (Maus 4-fach erhéht, Ratte 2-fach erhéht). Zwischen unterschiedli-
chen Spezies sind also auch unterschiedliche Reaktionen zu erwarten (Ong et al. 2005, Pla-
ne et al. 2004).

Hypoxische Episoden kénnen innerhalb gewisser Grenzen auch als vorteilhaft angesehen
werden, z. B. im Sinne einer Prakonditionierung (kurze Reize stoRen kérpereigene Prozesse
an, die dann vor den Auswirkungen eines spateren Schadens schiitzen). Ratten, die postha-
tal akut fur funf Minuten 100 % N> ausgesetzt wurden, zeigten tber einen Zeitraum von drei
Wochen eine erhdhte Zelldichte in der SVZ. Die Zellen waren in der Lage zu migrieren und
exprimierten neuronale Marker (NeuN, Neuro D). Anzumerken ist, dass die akute Hypoxie
von funf Minuten nicht in einen nachweisbaren Zelltod miindete und es wurde geschlussfol-
gert, dass Hypoxie zu einer Generierung funktioneller Neurone fihrt (Pourié et al. 2006). Die
Diskrepanz zu unseren Ergebnissen ergibt sich mdglicherweise aus der kurzen schweren
Anoxie im Vergleich zu der von uns eingesetzten chronischen und milderen Hypoxie (11 %
0y).

In den bereits aufgeflihrten Studien von Ong et al. (2005) und Plane et al. (2004) wurden im
Gegensatz zu unserer Studie auch Hypoxie (gleiche Bedingungen wie beschrieben) mit Is-
chamie (einseitige ACCo-Ligatur) kombiniert untersucht. Bei Ong et al. (2005) ergab sich
eine um 80 % erhohte Zahl BrdU-positiver Zellen in der ipsilateralen SVZ sowie eine erhdhte
Zahl neu generierter Neurone. Allerdings waren nach vier Wochen keine doppelgefarbten
BrdU- und NeuN-positiven Zellen im Infarktbereich mehr nachweisbar. Bei Plane et al.

(2004) zeigten sich die BrdU-positiven Zellen 4-fach erhéht und eine Neuroblastenmigration
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zum Infartkareal im Striatum sowie wenige doppelgefarbte Neurone konnten nachgewiesen
werden.

Eine 4-fach erhdhte Zahl BrdU-positiver Zellen in der ipsi- und kontralateralen SVZ konnte
auch bei Ratten an PD 7 infolge kombinierter Hypoxie/lschamie nachgewiesen werden (ein-
seitige ACCo-Ligatur gefolgt von zwei Stunden 8 % O bei 33°C Umgebungstemperatur). An
PD 21 normalisierte sich die Zellzahl in der SVZ, es konnte aber weiterhin eine 15-fach er-
hohte Zellzahl entlang der oberen Wand des Seitenventrikels gefunden werden. Es wurde
geschlussfolgert, dass Vorlauferzellen migirieren (lwai et al. 2006). Eine offene Frage ist, ob
die vermehrten Zellen, die in der SVZ der kontralateralen Seite nachgewiesen werden konn-
ten, auf die isch&mische Seite migrieren und an der Regeneration teilnehmen kénnten (lkeda
2008).

Der verstarkte Zelluntergang durch Apoptose, z. B. infolge einer Infarzierung kénnte zu einer
Stimulation der Zellproliferation und Neurogenese fuhren. Somit stellt die Ischamie wahr-
scheinlich einen starkeren Induktor der Zellproliferation dar als die Induktion durch sauer-
stoffreduzierte Atemluft (Hypoxie) und erklart die Diskrepanz zu unseren Ergebnissen. So
konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Fehlen von Apoptose-induzierendem Faktor
zu einem verminderten Zelltod wie auch zu einer verminderten Zellproliferation in der SVZ
fuhrte (Osato et al. 2010).

Auch nach isolierter akuter Ischamie mittels einseitiger Occlusion der ACM in der adulten
Ratte konnten nach sieben Tagen durch immunhistochemische Férbung erhéhte Zahlen an
BrdU-positiven Zellen in der ipsilateralen SVZ und dem Bulbus olfactorius nachgewiesen
werden (Zhang et al. 2001). Jedoch zeigte sich nur ein transienter Effekt, denn nach vier
Wochen war die erhghte Zellproliferation wieder um 90 % reduziert (Zhang et al. 2001). Eine
geringere oder fehlende Apoptose im Rahmen einer isolierten chronischen Hypoxie (11 %
0O,), wie sie von uns angewandt wurde, kénnte somit erklaren, warum sich keine Effekte auf
die Zellproliferation in der SVZ zeigten. Akute Ischdmie resultiert in einem rapiden Abfall der
Sauerstoffverfugbarkeit und fuhrt zu einem Neuronenuntergang (Apoptose) in verschiedenen
Hirnregionen sowie einer Verlangsamung der Migration. Chronische Schadigungen, wie die
von uns durchgefiihrte Hypoxie, filhren eher zu einem Uberleben von Neuronen bzw. sind
diese deutlich weniger von Apoptose betroffen (Rees et al. 1999, Rees und Inder 2005).

Im Gegensatz zu unserer Studie erfolgten die Untersuchungen am adulten (Zhang et al.
2001) und nicht postnatalen Rattenhirn. Bekanntermaf3en befinden sich wéhrend der Embry-
onalperiode im Gegensatz zum adulten Gehirn die meisten der proliferierenden Vorlauferzel-
len in der SVZ, sodass das sich entwickelnde Gehirn exogen erzeugte Schaden besser und

schneller kompensieren kann. In unserer Studie héatten Untersuchungen zu einem friiheren
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Zeitpunkt als an PD 13, z. B. direkt nach Hypoxie mdglicherweise andere Ergebnisse ge-
zeigt, sodass wir nur Aussagen zu dem von uns untersuchten Zeitpunkt machen kénnen.
Neben den eben genannten gibt es weitere Studien, die eine Stimulation der Zellproliferation
in der SVZ infolge Hypoxie und/oder Ischdmie nachweisen konnten (z. B. Kadam et al. 2008,
Zhu et al. 2005, Felling et al. 2006).

Der Mechanismus, durch den die Proliferation und Differenzierung von Stammzellen in der
SVZ getriggert wird, ist unverstanden. Wachstumsfaktoren wurden sowohl im adulten als
auch neonatalen Gehirn mit der Regulation der Zellproliferation in der SVZ in Verbindung
gebracht. Nach intraventrikularer Infusion von Fibroblasten-Wachstumsfaktor konnte bereits
eine erhohte Neurogenese beobachtet werden (Sun et al. 2009). Daraus kann geschlussfol-
gert werden, dass endogene Wachstumsfaktoren eine mogliche Rolle bei der Regulierung

der Zellproliferation nach neonataler Ischamie bzw. Hypoxie spielen (Ong et al. 2005).

Im Gegensatz dazu berichtete ein Tiermodell, dass durch einseitige Occlusion der Hals-
schlagader (ACCo) mit anschlieRender Hypoxie (8 % O, tUber 90 Minuten) an PD 7 eine an-
haltende Zerstérung von Oligodendrozyten der weil3en Substanz und Stammzellen in der
ipsilateralen SVZ der Ratte nachweisbar war (Levison et al. 2001). Neben einer unbehandel-
ten wurde auch eine allein mit Hypoxie (8 % O, Uber 90 Minuten) behandelte Kontrollgruppe
untersucht. Der Untersuchungszeitraum lag zwischen vier Stunden bis drei Wochen nach
dem Versuchsereignis. Initial kam es in der Ischamie-/Hypoxiegruppe vor allem zu Nekrosen,
im weiteren Verlauf aber auch zur Apoptose. Nach drei Wochen war die SVZ kleiner und
wies weniger als 25 % der normalen neuronalen Zellzahl im Vergleich zu den Kontrolltieren
auf. Des Weiteren war die periventrikulare weile Substanz durch den Verlust von Oli-
godendrozyten nur wenig myelinisiert (Levison et al. 2001), was ein Hinweis flr eine sich
entwickelnde periventrikuldare Leukomalazie ist.

Der Studie konnte nicht entnommen werden, ob sich Unterschiede zwischen der allein mit
Hypoxie behandelten Gruppe im Vergleich zu den gesunden Kontrollen zeigten. Wahrschein-
lich weil kongruent zu unseren Ergebnissen die Effekte in der SVZ nicht signifikant waren.
Des Weiteren erfolgte neben der immunhistochemischen BrdU-Farbung auch ein in situ end-
labeling (ISEL) fur die Markierung von DNA-Fragmenten in apoptotischen oder nekrotischen
Zellen in Geweben. Es wurde geschlussfolgert, dass neuronale Stammzellen anfallig gegen-
Uber Ischdmie/Hypoxie sind und eine Dysregulation kognitive und motorische Defizite verur-
sachen konnte (Levison et al. 2001). So konnte auch bereits an wenigen Kindern Post-
mortem nach schwerer perinataler Hypoxie/lschamie eine Zerstérung der SVZ gezeigt wer-
den (Takizawa et al. 2006). In Bezug auf die Schizophrenie kdnnte zusatzlich zur Hypoxie

bei Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen auch eine ischdmische Komponente ur-
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sachlich sein, die wir in unserer Studie nicht untersucht haben. So korreliert Hypoxie signifi-
kant mit einer VergréR3erung des zerebralen Ventrikelsystems, wie es auch bei der Schizo-
phrenie nachgewiesen werden konnte. Die Ursache hierfur ist noch nicht abschliel3end ge-
klart (Cannon TD et al. 2002). In einer longitudinalen Untersuchung ersterkrankter schizo-
phrener Patienten waren nach 10 Jahren die Seitenventrikel gegeniiber dem ersten Untersu-
chungszeitpunkt vergrof3ert und korrelierten mit dem Alter der Ersterkrankung sowie der
Zeitdauer stationarer Behandlungen (DelLisi et al. 2004). Der Befund vergrofRerter Liquor-
raume schon bei Ersterkrankung ist vereinbar mit der Hypothese einer neuronalen Entwick-
lungsstorung, bei der mdglicherweise schon wahrend der Gehirnentwicklung Einflisse auf
das Volumen bestimmter Hirnregionen entstehen kdonnten. Ein mdglicher Einflussfaktor ist
die Proliferation von Zellen sowie deren Differenzierung in Neurone und Gliazellen. Deren
Schadigung, z. B. infolge Ischamie/Hypoxie kénnte die Minderung der Zellzahl in der SVZ
erklaren, was wiederum die Befunde der Volumenreduktion stiitzt (Schmitt et al. 2009a).

Weitere Faktoren, wie die genetische Pradisposition oder/und Schwere und Dauer der Hypo-
xie, spielen moglicherweise eine wichtige Rolle und erklaren, warum tber 90 % aller fetalen
Hypoxien nicht zum klinischen Erkrankungsbild einer Schizophrenie fiihren (Cannon TD et
al. 2002). Dies bestatigen Zwillingsstudien, in denen gesunde Geschwister von an Schizo-
phrenie Erkrankten gleiche anatomische Veranderungen nach fetaler Hypoxie zeigten, ohne

dass es zu einer Manifestation der Erkrankung kam (Cannon TD et al. 2002).

4.3 Gyrus dentatus

In unseren Untersuchungen konnten keine signifikanten Effekte beziiglich der Zellproliferati-
on infolge postnataler Hypoxie an PD 13 und PD 39 im Vergleich zu den gleichaltrigen Kon-

trollen festgestellt werden.

Unsere Ergebnisse stimmen nicht oder nur teilweise mit anderen Studien perinataler Hypoxie
Uberein. Es konnte eine erhdhte Zellproliferation an PD 21 in der CA1-Region nachgewiesen
werden, nachdem Ratten postnatal innerhalb der ersten 24 Stunden fir funf Minuten 100 %
N2 ausgesetzt waren. Mit Hilfe der immunhistochemischen Doppelfarbung (BrdU und NeuN
bzw. Neuro D) konnte auRerdem eine Differenzierung dieser Zellen zu Neuronen nachge-
wiesen werden, die in der Lage waren, zu migrieren (Pourié et al. 2006). Eine vermehrte
Neurogenese in der CAl-Region bei gleicher Methodik konnte auch in einer weiteren Tier-
studie nachgewiesen werden (Blaise et al. 2009).

Einschrankend muss gesagt werden, dass bei diesen Experimenten die Hypoxie-Induktion
zu einem friheren Zeitpunkt (innerhalb der ersten 24 Stunden) als in unserer Studie erfolgte
und die signifikant erhdhte Zahl BrdU-positiver Zellen in der CAl-Region nur an PD 21

nachweisbar war. Zellzahlungen nach PD 21 erfolgten nicht, sodass keine Aussagen der
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Zellentwicklung Uber die Zeit méglich waren. Dagegen untersuchten wir die Tiere zu anderen
Zeitpunkten und bis in die frihe Aldoleszenz (PD 13 bis PD 39). Des Weiteren kdnnte die
von uns angewandte milde intermittierende chronische Hypoxie erklaren, warum in unserer
Studie keine Alterationen der Stammzellzahl nachweisbar waren.

Im Gegensatz dazu steht eine weitere Studie, bei der Ratten innerhalb der ersten 24 Stun-
den einer vergleichsweise langeren Hypoxie ausgesetzt waren (100 % N fir 20 Minuten).
Die immunhistochemische Doppelfarbung erfolgte mit BrdU und Neuro D bzw. Neuronen-
spezifischer Enolase (NSE). In der CAl1-Region des Hippocampus zeigte sich ein massiver
Verlust NSE-markierter neuronaler Zellen, die nach einer Woche ihren Peak mit 27 % der
Ausgangszellzahl erreichte. Zudem zeigte sich in der Pyramidenzellschicht der CA1-Region
eine verminderte Zelldichte und typische Kernmorphologie sowie eine reduzierte NSE und
vermehrte Expression von Apoptose-regulierenden Proteinen wie Bcl-2, Bax und Caspase-3.
An PD 21 zeigte sich bezlglich der Zelldichte kein signifikanter Unterschied mehr zu den
Kontrollen. Als Ursache wurde eine vermehrte Zellproliferation in der SVZ diskutiert, die sich
um 225 % erhoht zeigte (Daval et al. 2004). Die Zellen exprimierten neuronale Marker (Neu-
ro D, NSE) und migrierten entlang der posterioren periventrikularen Zone zum Hippocampus
(Daval et al. 2004, Pourié et al. 2006, Blaise et al. 2009). Einschrankend muss gesagt wer-
den, dass die Zellzéhlung nur in der CA1-Region des Hippocampus erfolgte (Pourié et al.
2006, Blaise et al. 2009, Daval et al. 2004), wohingegen in unserer Studie die Zellzéhlung
nur im DG des Hippocampus erfolgte. Moglicherweise erklaren sich auch hierdurch Differen-
zen zu unseren Ergebnissen. Zelldifferenzierung, Migrationsverhalten und Zelluntergang
wurden in unserer Studie nicht untersucht, sodass hierzu keine vergleichenden Aussagen

gemacht werden kénnen.

Darlber hinaus konnte eine fehlende ischdmische Komponente in unseren Versuchen zu
dem Ergebnis einer unveranderten neuronalen Zellproliferation gefuihrt haben. Zellalteratio-
nen im Hippocampus nach kombinierter Ischdmie mit Hypoxie konnten durch die immunhis-
tochemische Doppelfarbung (BrdU und NeuN fir Neurone) nachgewiesen werden. Mause
erhielten an PD 7 eine einseitige Ligatur der ACCo mit folgender globaler Hypoxie (8 % O)
Uber 75 Minuten. Im Anschluss wurde die ischamie- und hypoxiebehandelte Hirnhalfte mit
der kontralateralen Hirnhalfte, die nur Hypoxie ausgesetzt war, verglichen. Im Gegensatz zu
alleiniger Hypoxie konnte in der Zielregion ein Gewebeschaden (Nekrose) durch die Ischéa-
mie festgestellt werden. Des Weiteren zeigte sich auf der ischamie- und hypoxiebehandelten
Hirnseite eine signifikant erhdhte Zellproliferation sowie vermehrt Neurone, Glia- und En-
dothelzellen im DG (jedoch nicht in der CA1- oder CA3-Region). Im Vergleich konnten auf
der allein mit Hypoxie behandelten Hirnseite keine signifikanten Effekte auf die Zellprolifera-

tion nachgewiesen werden. Es zeigte sich aber eine signifikant erhdhte Zahl an Oli-
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godendrozyten an PD 10 (Bartley et al. 2005). Die Ergebnisse beziiglich der Zellproliferation
in der allein mit Hypoxie behandelten Hirnseite sind kongruent zu unseren Ergebnissen im
DG. Jedoch erfolgte im Gegensatz zu unserer Studie kein Vergleich hypoxiebehandelter Tie-
re zu unbehandelten Kontrollen, wodurch sich moglicherweise signifikante Unterschiede of-
fenbart hatten. Des Weiteren wurde durch uns keine Zelldifferenzierung mittels immunhisto-
chemischer Doppelfarbung untersucht.

Es kann also angenommen werden, dass stéarkere Effekte bei kombinierter Hypoxie/lschamie
zu erwarten sind als unter alleiniger Hypoxie. Aufgrund der nachgewiesenen erhdhten Oli-
godendrozytenzahl auf der allein durch Hypoxie behandelten Hirnseite wurde eine vermin-
derte Synthese von Oligodenrozyten auf der ischamie- und hypoxiebehandelten Hirnseite
angenommen (Bartley et al. 2005), was in der weiteren Entwicklung die Schadigung der wei-
Ben Substanz und Oligodendrozytenzahl erklaren kénnte, wie sie bei der Schizophrenie be-

reits nachgewiesen werden konnte (Schmitt et al. 2009b).

Eine erhthte Zellproliferation konnte mit der BrdU-Peroxidasefarbung im DG der Maus auch
nach isolierter fokaler Ischamie (einseitige Ligatur der ACCo fir 15 Minuten) nachgewiesen
werden (Takagi et al. 1999). Darliber hinaus ist eine erhéhte Zellproliferation und Neuroge-
nese durch immunhistochemische Doppelfarbung (BrdU und NeuN bzw. Doublecortin) im
DG auch im adulten nicht-menschlichen Primaten nach einseitiger Occlusion der ACM belegt
wurden. Hier zeigte sich ein langeres Uberleben von Neuronen, denn 28 Tage nach Ischa-
mie zeigte sich immer noch eine 4,7-fach erhdhte Zahl neu generierter Neurone, sowohl auf
der Ischamieseite als auch im kontralateralen unbehandelten DG (Koketsu et al. 2006). Die-
ser Befund war bisher nur im Ischamiemodell des Nagetiers belegt worden (lwai et al. 2006,
siehe Kapitel 4.2 subventrikulare Zone). Wachstumsfaktoren werden auch im DG als Ursa-
che fur die Zellproliferation angesehen (Koketsu et al. 2006). Wéhrend der hypoxischen Epi-
sode werden diese von Neuronen des Hippocampus exprimiert und kénnten in die Regulati-
on von Apoptose und Regeneration involviert sein (Kiessling et al. 1993). Aul3erdem spielen
Veranderungen von NMDA-Rezeptoren bei der neuronalen Differenzierung im Hippocampus
eine Rolle. Es konnte nachgewiesen werden, dass die NMDA-Rezeptorbindung nach Ischa-
mie deutlich reduziert ist und mit massiver Zelldegeneration in der CAl-Region einhergeht
(Westerberg et al. 1989). In anderen Tiermodellen konnte die direkte Stimulation der Neuro-
genese nach NMDA-Rezeptorblockung mittels Antagonisten (Ketamin) belegt werden (Keil-
hoff et al. 2004). Ein weiterer Trigger der neuronalen Zellproliferation und Neurogenese ist
die Apoptose. Apoptose aktivierende Einfliisse, wie z. B. Hypoxie/lschamie, fihren zu einer
verstarkten Membranpermeabilitat (reguliert durch pro- und antiapoptotische Proteine). Es
kommt zu einer Freisetzung von Cytochrom C und anderer proapoptotischer Faktoren in das

Zytoplasma (Daval et al. 2004, Scheepens et al. 2003). Dies fuhrt zu einer transienten Akti-
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vierung des Caspase-3-Enzyms, welches die Apoptose induziert. Gleichzeitig kommt es zu
einer verstarkten Freisetzung antiapoptotischer Proteine (Yuan and Yankner 2000, Morales
et al. 2008). In verschiedenen Studien konnte bereits eine vermehrte kompensatorische Neu-
rogenese im Hippocampus nach vorangegangener Zelldegeneration nachgewiesen werden
(z. B. Liu et al. 1998, Daval et al. 2004, Bartley et al. 2005, Scheepens et al. 2003). Weitere
Mechanismen durch den die Zellproliferation in den Neurogenesezentren nach perinataler
Hypoxie ausgel6st wird, sollte zukiinftig noch Bestandteil der Forschung sein.

Im Gegensatz zu unseren und anderen Tiermodellen konnte eine verminderte hippocampale
Zellproliferation in Post-mortem-Hirnschnitten schizophrener Patienten nachgewiesen wer-
den (Reif et al. 2006). Da Alter, pH-Wert, Gewicht, Post-mortem-Intervall, Beginn und Dauer
der Erkrankung sowie Medikamenteneinnahme keine signifikanten Effekte zeigten, kdnnte
geschlussfolgert werden, dass Umweltfaktoren wie die Hypoxie einen Ausldser darstellen. Es
wurde angenommen, dass Veranderungen der neuronalen Zellproliferation einen wichtigen
Bestandteil in der Pathophysiologie der Erkrankung darstellen. Da die Schizophrenie mit
kognitiven Defiziten einhergeht und der Hippocampus eine wichtige Gedachtnis- und Erinne-
rungsfunktion einnimmt, kénnte eine gestorte Zellproliferation und Neurogenese die Ursache
sein (Reif et al. 2006) und ist moglicherweise mit Positivsymptomen assoziiert (Bogerts
1997).

Einschrankend muss gesagt werden, dass der Nachweis von proliferierenden Zellen in der
humanen Post-mortem-Studie von Reif et al. (2006) nicht wie bei uns mit Hilfe der immunhis-
tochemischen BrdU-Peroxidasefarbung erfolgte, sondern mit dem Protein Ki-67, das sich im
Gegensatz zu BrdU in allen Phasen der Zellteilung in die Zellen einlagern kann. Hierdurch
entstehen unterschiedliche Ergebnisse in der Anzahl der Zellen, denn durch Ki-67 werden
folglich mehr Zellen angefarbt als durch BrdU, welches sich nur in der S-Phase einlagert.
Des Weiteren ist keine immunhistochemische Doppelfarbung von Ki-67 mit neuronalen
(NeuN) oder glialen (saures Gliafaserprotein=GFAP) Markern mdglich, sodass eine Zell-
quantifizierung der angefarbten Zellen nicht moglich ist. Eine zusatzliche Mitfarbung glialer
Stammzellen, sofern sie sich in der Teilungsphase befanden, ist somit mdglich, kann aber in
unserer Studie auch nicht sicher ausgeschlossen werden, da auch durch uns keine weiter-

fuhrende immunhistochemische Doppelfarbung zur Zellquantifizierung erfolgte.

4.4 Striatum

In unseren Untersuchungen konnten keine signifikanten Effekte bezuglich der Zellproliferati-
on infolge postnataler Hypoxie an PD 13 und PD 39 im Vergleich zu den gleichaltrigen Kon-

trollen festgestellt werden. Des Weiteren zeigten die hypoxiebehandelten Tiere ein um 16 %
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vermindertes Volumen im CPU an PD 13 im Vergleich zu den Kontrollen. An PD 39 zeigten
sich allerdings keine signifikanten Unterschiede mehr.

Die Berechnung und statistische Auswertung des Volumens war nur im CPU mdglich, da hier
die komplette Struktur anhand anatomisch definierter Grenzen abgegrenzt wurde. Bei den
Ubrigen Regionen wurde die Grenze anhand von Abschdtzungen aus dem Gehirnatlas
(Paxinos und Watson 1998) gezogen. Deshalb waren im ACC, in der SVZ und im DG keine
Volumenberechnungen mdglich. Die Ergebnisse zeigen auf der einen Seite, dass ein
vorubergehender Einfluss chronischer Hypoxie auf das Volumen im CPU angenommen wer-
den kann, auf der anderen Seite zeigt sich eine Normalisierung des Volumens mit zuneh-
mendem Alter. Die vorliegende Studie ist die erste, die eine Volumenminderung im CPU

nach neonataler Hypoxie mit der aufgezeigten Methodik nachweisen konnte.

Umstritten ist, ob neonatale Hypoxie/lschamie eine transiente oder anhaltende Neurogenese
im CPU initiiert und ob neu generierte Neurone aus lokalen Vorlauferzellen im CPU entste-
hen oder aus der angrenzenden SVZ migrieren (Yang und Levison 2007). Im Tiermodell
konnte bereits mehrfach bewiesen werden, dass Vorlauferzellen infolge neonataler Hypo-
xie/lschamie aus der SVZ in das CPU migrieren (z. B. Plane et al. 2004, Ong et al. 2005,
Felling et al. 2006).

Auch in dieser Region konnte eine zuséatzliche ischamische Komponente im Vergleich zur
alleinigen Hypoxie eine Rolle spielen. Sechs Tage alte Jungtiere wurden einer einseitigen
Ligatur der ACCo zugefiihrt und anschliel3end einer 80-minttigen Hypoxie mit 8 % O, aus-
gesetzt. Mit Hilfe der immunhistochemischen Doppelfarbung (BrdU und NeuN) zeigten sich
neu generierte Neurone im CPU. Ursache war eine Giber Monate anhaltende Migration dieser
Zellen aus der SVZ in das geschadigte Gewebe des CPU (Yang und Levison 2007). Diese
Ergebnisse sind auch zu Untersuchungen am adulten Rattenhirn nach isolierter Ischamie
(einseitige Occlusion der ACM) kongruent (Parent et al. 2002, Arvidsson et al. 2002).

In unserer Studie erfolgte weder die Untersuchung der Zelldifferenzierung in Neurone noch
die Untersuchung des Migrationsverhaltens von Zellen aus der SVZ. Eine vorangehende
Erhéhung der Anzahl proliferierender Zellen konnte durch uns weder in der SVZ noch im
CPU nachgewiesen werden. Mdglicherweise liegt die Ursache in der unterschiedlichen Me-
thodik, denn eine Gewebeschéadigung durch Ischamie wurde durch uns nicht induziert.

Im Vergleich zum adulten Tier scheint die Regeneration im sich entwickelnden Gehirn aber
robuster zu sein, denn bei den Jungtieren fanden sich finf Wochen nach Ischamie noch 400
BrdU- und NeuN-positive Zellen/mm? (Yang und Levison 2007), bei den adulten Tieren nur
136 BrdU- und NeuN-positive Zellen/mm? (Arvidsson et al. 2002) bei vergleichbarer voran-

gegangener intraperitonealer BrdU-Gabe (sechs Mal tber drei Tage). Damit wird die An-
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nahme bestéatigt, dass das sich entwickelnde Gehirn eine héhere Kapazitat besitzt, sich von
Hirnschadigungen zu erholen als das reife (Yang und Levison 2007). Bezogen auf unsere
Ergebnisse konnten moglicherweise aufgrund der perinatal maximal aktivierten Zellprolifera-
tion keine relevanten Verénderungen in der Zellzahl infolge perinataler Hypoxie im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen an PD 13 festgestellt werden. Das sich entwickelnde Ge-
hirn zeigte sich tolerant gegentiber exogener Schadigung wie Hypoxie. Mdglicherweise hat-
ten sich signifikante Unterschiede bei Untersuchungen am adulten Tier gezeigt, dies war
jedoch nicht Ziel der vorliegenden Arbeit.

Yang und Levison (2007) konnten aul3erdem nachweisen, dass Zellen in geschadigte Areale
des Neokortex migrierten, was wiederrum die Annahme stitzt, dass die Zellproliferation im
ACC, wie wir sie nachweisen konnten, ihren Ursprung in der SVZ hat und Zellen nicht lokal
proliferieren. Allerdings konnten die Autoren auch nicht sicher ausschliel3en, dass ein Teil
neu generierte Neurone aus lokalen kortikalen Vorlauferzellen hervorgehen (Yang und Levi-
son 2007).

Die bereits aufgefiihrten Tierstudien von Ong et al. (2005) und Plane et al. (2004) (siehe Ka-
pitel 4.2 Subventrikulare Zone) beispielsweise konnten eine Proliferation von BrdU- positiven
Vorlauferzellen im CPU (sowie der SVZ) nach Ischamie mit kombinierter Hypoxie nachwei-
sen. Diese exprimierten nach immunhistochemischer Doppelfarbung zwar neuronale Marker
wie NeuN, waren aber nach Tagen bzw. wenigen Wochen nicht mehr nachweisbar. Es wur-
de geschlussfolgert, dass das kurze Uberleben von Neuronen im CPU auf einen Mangel an
trophischen Faktoren beruhte und die erhéhte Zellzahl zu einer verbesserten neuronalen
Regeneration nach Hirnschadigung fuhrte (Plane et al. 2004).

Da wir, wie bereits erwahnt, keine Zellproliferation in der SVZ nachweisen konnten, scheint
es aufgrund der aufgefiihrten Studien (z. B. Plane et al. 2004, Ong et al. 2005, Yang und
Levison 2007) moglich, dass auch keine Zellproliferation im CPU nachgewiesen werden
konnte. Sollte auch nur ein kleiner Teil an Vorlauferzellen im CPU in der Lage sein, infolge
perinataler Hypoxie zu proliferieren, wiirden sich wahrscheinlich keine signifikanten Unter-

schiede zu den Kontrollen ergeben und kénnten somit statistisch auch nicht erfasst werden.

In einer Post-mortem-Studie konnte adulte Neurogenese erstmals auch im CPU des Men-
schen nachgewiesen werden (Ernst et al. 2014). Die Differenzierung von Vorlauferzellen
(Neuroblasten) scheint dabei vornehmlich auf Interneurone beschrankt zu sein. Hinweise fir
Migrationsstréme aus der angrenzenden SVZ zeigten sich nicht, sodass eine ortsstandige
Neurogenese angenommen werden konnte (Ernst et al. 2014). Diese Erkenntnis kdnnte
auch auf das Tiermodell Gbertragen werden. Hier ist eine lokale Zellproliferation und

-differenzierung im postnatalen CPU vor allem reaktiv nach einer vorangegangenen Schadi-

gung wie Hypoxie/lschdmie denkbar, konnte durch uns aber nicht belegt werden. Der Nach-
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weis humaner adulter Neurogenese im CPU gelang unter anderem durch den Nachweis von
Neuroblasten mittels Doublecortinfarbung sowie mit radioaktiv markiertem lododeoxyuridine,
einem Thymidinanalogon wie BrdU, das sich teilende Zellen im CPU nachweisen konnte, die
im Anschluss auch neuronale Marker (vor allem Calretinin) exprimierten (Ernst et al. 2014).
Fir die Beurteilung der Zelldifferenzierung ware in unserer Studie eine immunhistochemi-
sche Doppelfarbung notwendig gewesen. Die Aussagekraft im Gesamtkontext der Schizo-
phrenie ware durch den Nachweis von Veréanderungen in der Neurogenese deutlich hoher
gewesen als die alleinige Beurteilung der Zellproliferation. Jedoch sollten auch die Unter-
schiede zwischen den Spezies Mensch und Nagetier beachtet werden, denn im Nagetier
exprimieren deutlich weniger als 1 % der striatalen Neurone Calretinin im Vergleich zum
Menschen mit 10 % (Ernst et al. 2014). Im adulten Kaninchen konnten bereits unter physio-
logischen Bedingungen Calretinin-positive Interneurone im CPU (Nucleus caudatus) nach-
gewiesen werden, die aus lokalen BrdU-positiven Zellen hervorgingen. Allerdings exprimier-
ten nur 0,7 % der Uberlebenden BrdU-positiven Zellen nach zwei Monaten neuronale Marker,
was darauf hindeutet, dass der gréf3te Teil neu generierter Zellen zugrunde geht (Luzzati et
al. 2006).

Das CPU besteht aus dem Nucleus caudatus, dem Putamen und dem Nucleus accumbens
und gehort zu den Basalganglien. Veranderungen dieser Strukturen wurden mit Erkrankun-
gen wie der Schizophrenie assoziiert. Pathologische striatale Veranderungen zeigten dem-
nach charakteristische Symptome wie kognitive Defizite oder Psychosen (Heimer et al.
1991).

Viele MR-volumetrische Studien, die das CPU chronisch erkrankter schizophrener Patienten
untersuchten, konnten ein erhéhtes Volumen nachweisen (z. B. Breier et al. 1992, Buchanan
et al. 1993, Hokama et al. 1995) und es wurde angenommen, dass dies Folge einer medi-
kamenttsen Behandlung mit Antipsychotika war. So wurde gezeigt, dass sich das CPU unter
Therapie mit typischen Antipsychotika vergrd3erte, wahrend es sich nach Behandlung mit
Atypika (Clozapin) wieder verkleinerte (Chakos et al. 1995). Im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen zeigten volumetrische MR-Messungen erstdiagnostizierter schizophrener Patienten
entweder keine oder signifikant erniedrigte Volumina in den Basalganglien. Unsere Ergeb-
nisse reduzierten striatalen Volumens an PD 13 sind damit kongruent mit zahlreichen ande-
ren Studien, die Volumendefizite mittels hochauflosender MRT in den Basalganglien schizo-
phrener Ersterkrankter nachweisen konnten (z. B. Corson et al. 1999, Watson et al. 2012,
Chua et al. 2006). Einflussfaktoren wie Dauer der Erkrankung, Chronifizierung, Medikation
und Outcome sind bei der Untersuchung ersterkrankter Patienten reduziert bzw. kénnen wei-
testgehend ausgeschlossen werden (Kaspérek et al. 2006) und sind deshalb vergleichbar

mit unseren Ergebnissen. MR-morphologisch konnte ein Volumendefizit von 5 % im Nucleus
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caudatus Ersterkrankter im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Cor-
son et al. 1999). Eine Volumenreduktion im Nucleus caudatus war auch bei Patienten mit
vorherrschender Negativsymptomatik nachweisbar (Young et al. 1991). Mit der Volume of
interest-Methode konnten magnetresonanztomografisch Volumendefizite in Strukturen wie
dem Hippocampus, Thalamus, CPU und Cerebellum bestéatigt werden (Watson et al. 2012).
AulBerdem konnten mit dieser Methode ein 11 bis 13 % reduziertes Volumen im Nucleus
caudatus bihemispheriell Ersterkrankter mit Psychosen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
sowie um 26 % vergrol3erte Seitenventrikel nachgewiesen werden. Volumendefizite der
grauen und weil3en Substanz zeigten sich periventrikuldr und umfassten neben dem Nu-
cleus caudatus, den ACC, den Gyrus temporalis superior, den medialen frontalen Cortex
sowie das Corpus callosum und die Capsula interna (Chua et al. 2006). Die neuronale Ent-
wicklungshypothese besagt, dass die abnormale Hirnentwicklung lange vor Ausbruch der
Erkrankung, mdoglicherweise wahrend der Schwangerschaft, ihren Ursprung hat und zu pa-
thologischen Veranderungen von Neuronen und neuronaler Kreislaufe fuhrt (Weinberger
1987). Im Gegensatz zu anderen Erkrankungen kommt es aber nicht sofort zu Symptomen,
sondern erst mit einer zeitlichen Latenz von einer bis drei Dekaden zu einer Krankheitsmani-
festation. Faktoren, die den Ausbruch der Erkrankung triggern, sind noch weitgehend unbe-
kannt. Es wird angenommen, dass neurobiologische Entwicklungsprozesse, wie Neuronen-
und Gliazellproliferation und deren Migration, axonale und dendritische Proliferation, pro-
grammierter Zelltod sowie Interaktionen mit Umweltfaktoren wie Trauma, psychischer Stress
und Substanzmissbrauch, eine Rolle spielen (Liebermann et al. 2001). Dies kdnnte erklaren,
warum typische hirnstrukturelle Veranderungen schon bei Ersterkrankten unbehandelten
Patienten nachweisbar sind.

In Studien Uber eineiige Zwillinge konnten signifikante Zusammenhange zwischen Geburts-
komplikationen wie Hypoxie und der Grof3e verschiedener Hirnstrukturen nachgewiesen
werden, wobei pathologische hirnstrukturelle Verédnderungen bei dem erkrankten Zwilling
starker ausgepragt waren (McNeil et al. 2000, vanErp et al. 2002).

Auch die Volumenreduktion von 16 % im CPU der hypoxiebehandelten Tiere an PD 13 unse-
rer Studie ist mit der Hypothese der frilhen gestdrten Hirnentwicklung und der Wirkung von
perinataler Hypoxie auf das Volumen des CPU vereinbar.

Unsere Ergebnisse sind aul3erdem kongruent zu Studien, die Volumenminderungen in ande-
ren Hirnregionen im Tiermodell nach perinataler Hypoxie feststellen konnten (z. B. Levison et
al. 2001, Fagel et al. 2006). Die Normalisierung des Volumens im CPU an PD 39 in unserer
Studie konnte, kongruent zu der Normalisierung der Zellzahl im ACC an PD 39, auf einen
stattgefundenen Regenerationsprozess hindeuten und spiegelt das hohe Potential des sich
entwickelnden Gehirns wieder auf exogene Schadigung, wie die perinatale Hypoxie, zu rea-

gieren. AulRerdem bestatigt sich die multifaktorielle Genese der Schizophrenie, denn erst die
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Interaktion von genetischen Faktoren und Umweltfaktoren (Schmitt et al. 2014) kénnte wahr-
scheinlich in unserem Tiermodell zu dauerhaften Verédnderungen des Volumens verschiede-
ner Hirnstrukturen fiihren. Die transiente Volumenminderung im CPU konnte sich auch durch

die von uns angewandte chronische, eher milde Hypoxie (11 % O) erklaren.

4.5 Weitere hypoxieassoziierte Tiermodelle und deren Auswirkungen

auf die Zellproliferation und Neurogenese

Die Schizophrenie ist in rund 20 % der Falle mit Geburtskomplikationen assoziiert (Lewis und
Murray 1987). Populationsbezogene Metaanalysen zeigten neben der Hypoxie signifikante
Hinweise fur Asphyxie, Uterusatonie und Notfallkaiserschnitte als ursachlich (z. B. Cannon M
et al. 2002). Individuen mit einer entsprechenden Vorgeschichte haben demnach ein 2-fach

erhdhtes Risiko, an einer Schizophrenie zu erkranken (Geddes und Lawrie 1995).

Die Maximalform des Sauerstoffmangels ist die globale Asphyxie. Infolge der Erh6hung des
COg;-Partialdrucks im Blut (Hyperkapnie) kommt es zu einer Bewusstlosigkeit mit anschlie-
Rendem Herz-Kreislauf-Versagen und Atemstillstand (Pschyrembel 2002). Rattenjunge wur-
den im Rahmen des normalen Geburtsvorgangs intrauterin fir 19 Minuten im Wasserbad
einer Asphyxie ausgesetzt, im Anschluss erfolgte die Kaiserschnittgeburt. Es konnte eine
signifikant erhéhte Zellproliferation (60 %) im Hippocampus ab PD 5 festgestellt werden, die
mit einer Massenzunahme des Hippocampus einherging und sich bis PD 11 wieder normali-
sierte. In anderen Hirnregionen, z. B. der SVZ, konnten keine Veranderungen dokumentiert
werden (Scheepens et al. 2003). Diese Erkenntnis ist in Ubereinstimmung mit unseren Er-
gebnissen einer unveranderten Zellproliferation an PD 13 in der SVZ. Es ist moglich, dass
sich in unseren Ergebnissen, aufgrund der im Vorfeld maximal aktivierten Zellproliferation
und anschlieBenden Normalisierung, perinatal keine signifikanten Effekte im Hippocampus
an PD 13 zeigten. Einschrankend muss gesagt werden, dass in der Studie von Scheepens et
al. (2003) keine immunhistochemische Doppelfarbung erfolgte. Die Zellproliferation wurde
mittels radioaktiv markiertem 3H-Thymidin untersucht, welches sich wie BrdU in der S-Phase
teilungsfahiger Zellen einlagert (Scheepens et al. 2003). Des Weiteren wurde kongruent zu
uns nicht die Differenzierung zu Neuronen untersucht, jedoch wurde angenommen, dass die
Zellproliferation neurogen war (Scheepens et al. 2003). AuRerdem beschrieben Scheepens
et al. (2003) nicht, welche Subregionen des Hippocampus untersucht wurden, hierdurch hét-
ten sich moglicherweise auch Unterschiede ergeben.

Die Plazentainsuffizienz stellt einen weiteren Risikofaktor fir eine Sauerstoffminderversor-
gung im Sinne einer chronischen Hypoxie des Fotus und der Entwicklung einer Schizophre-
nie dar (Cannon M et al. 2002). Im Tiermodell konnten verminderte dendritische Fortsatze im

DG nachgewiesen werden (Dieni und Rees 2003). Meerschweinchen, die einer plazentaren
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Insuffizienz in der Schwangerschaft ausgesetzt waren, zeigten 12 Wochen postnatal neben
der Ventrikulomegalie auch ein reduziertes Volumen in den Basalganglien. Es wurden Paral-
lelen zu den pathoanatomischen Veranderungen wie bei der Schizophrenie gezogen (Rehn
et al. 2004). Der Befund einer Volumenreduktion ist kongruent zu unseren Ergebnissen im
CPU an PD 13 nach chronischer Hypoxie. Weitere tierexperimentelle Studien, die die Pla-
zentainsuffizienz im Tiermodell untersuchten (z. B. Mallard et al. 1999, Mallard et al. 2000,
Dieni und Rees 2003, Rehn et al. 2004), bewiesen hirnstrukturelle Verdnderungen infolge
der perinatalen chronischen Hypoxie wie sie bei der Schizophrenie gefunden wurden und
belegen damit die friihe Schadigung in der Hirnentwicklung durch Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen. Wir waren mit unserer Studie nicht in der Lage, typische Zellprolife-
rationsveranderungen, wie sie in der Pathogenese der Schizophrenie vermutet werden, zu
beweisen. Vielmehr verdeutlicht unsere Studie, dass das Gehirn innerhalb gewisser Grenzen
tolerant gegeniber Hypoxie ist. Im Vergleich zu den in diesem Kapitel aufgeflihrten Tierstu-
dien beruhen die Unterschiede zu unseren Experimenten in der Schwere des Sauerstoff-
mangels (Hypoxie bzw. Asphyxie) und in der Dauer der Hypoxie (chronisch bzw. akut). So
besteht die Plazentainsuffizienz im Vergleich zu postnataler Hypoxie tGber mehrere Wochen
(i. d. R. ab der zweiten Schwangerschaftshélfte) und in einem friheren Entwicklungsstadium
und geht neben einer verminderten Sauerstoffversorgung des Fetus mit anderen Einflussfak-
toren wie Nahrstoffmangel (z. B. Glucose), Wachstumsretardierung und niedrigem Geburts-

gewicht einher (Meyer und Feldon 2010).

4.6 Neurobiologische Tiermodelle der Gen-Hypoxie-Interaktion und ih-

re Relevanz fur die Schizophrenie

Zwillingsstudien zeigen, dass genetische Faktoren einen Anteil von bis zu 80 % bei der Ent-
stehung der Schizophrenie ausmachen (Sullivan et al. 2003, Cannon TD et al. 1998).

Der Umweltfaktor Hypoxie wiederum spielt zwar bei verschiedenen Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen eine bedeutende Rolle (siehe Kapitel 1.3.1 Gene und Umweltfakto-
ren), jedoch entwickeln mehr als 97 % der hypoxie-assoziierten Geburtskomplikationen keine
Psychosen (Buka et al. 1993). An Schizophrenie erkrankte Probanden und deren gesunde
Geschwister zeigten nach perinataler Hypoxie starkere hirnstrukturelle Veranderungen als
gesunde Kontrollen, die auch einer perinatalen Hypoxie ausgesetzt waren, aber keine Eigen-
oder Familienanamnese fir Psychosen aufwiesen (Cannon TD et al. 2002). Es stellt sich
also die Frage, wie die Entstehung der Schizophrenie durch die Interaktion von Umweltfakto-
ren -wie der perinatalen Hypoxie- und Genen beginstigt wird. Ursache ist die multifaktorielle
Genese der Erkrankung, die erst durch die Interaktion von pradisponierenden Genen (G) und
Umweltfaktoren (E) in einem Gen-Umwelt-Interaktionsmodell (GXE) entsteht (Mittal et al.

2008). Dieses besagt, dass sich der Einfluss von Umweltfaktoren mit dem Vorhandensein
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von Promotorgenen multipliziert (Schmidt-Kastner et al. 2012). In Assoziation stehen friherer
Krankheitsbeginn und stérkere hirnstrukturelle Verédnderungen (van Erp 2002). Je haufiger
dabei ein Gen mit der Schizophrenie assoziiert ist, desto wahrscheinlicher ist auch ein Zu-
sammenhang mit Hypoxie und Ischamie, namlich 55 % (Schmidt-Kastner et al. 2012).
Tierexperimentelle Studien mit pré- und postnataler Hypoxie untersuchen zunehmend auch
Schizophrenie-relevante Gene und deren Auswirkungen auf die Stammzellproliferation und
Neurogenese, wobei diesem Forschungszweig noch deutlich mehr Beachtung geschenkt
werden muss. Trotz der Entdeckung vieler Suszeptibilitaitsgene (siehe Kapitel 1.3.1 Gene
und Umweltfaktoren) sind die zugrunde liegenden neurobiologischen Mechanismen in der
Interaktion mit Umwelteinfliissen weitgehend unbekannt und die Studienlage spérlich. So
kénnte die Entwicklung valider Tiermodelle als Hilfestellung fur verbesserte Therapiemog-
lichkeiten dienen.

Eine experimentelle Studie zeigte, dass z. B. Neuregulin 1 (NRG1) im Rattenhirn durch Hy-
poxie reguliert wird (Nadri et al. 2007). NRG1 fungiert als systemischer endogener Schutz
gegen perinatale Hirnschadigung und spielt eine bedeutende Rolle bei Zelldifferenzierung,
Migration, Apoptose, Myelinisierung und Differenzierung von Neuronen und Oligodendrozy-
ten (Falls 2003). Nach Hypoxie bei Ratten an PD 7 zeigte sich im Erwachsenenalter ein um
32 % erhdhtes NRG1 Alpha-Protein im frontalen Kortex im Vergleich zu den Kontrollen (Nad-
ri et al. 2007). Im Vergleich waren in Post-mortem-Studien schizophrener Patienten vermin-
derte NRG1 Alpha-Proteinspiegel im frontalen Kortex nachweisbar (Bertram et al. 2007), was
wiederum die Hypothese der neurobiologischen Veranderungen in der Atiologie der Schizo-
phrenie stiutzt. Der Nachweis von zumindest transient erhhtem NRG1 wie in der Studie von
Nadri et al. (2007) ist demnach als neuroprotektiver Mechanismus infolge perinataler Hypo-
xie zu verstehen und kénnte in Zukunft als Ziel therapeutischer tierexperimenteller Studien
genutzt werden (Schmitt et al. 2008).

Reelin ist eine extrazellulare Matrixprotease, die im sich entwickelnden Gehirn in die neuro-
nale Migration involviert ist (Tissir und Goffinet 2003). Préanatale maternale Hypoxie (zwei
Stunden 9 % Oz, 3 % COy) in Mausen am 17. Tag der Schwangerschaft fuhrte innerhalb der
ersten 24 Stunden zu verminderter neuronaler Migration im fetalen Hirn und war bis 20 Tage
nach Hypoxie nachweisbar. Ursache waren verminderte Reelin-Signale im Hippocampus.
Gerade in dieser kritischen Phase erfolgt die Synaptogenese in Kortex und Hippocampus
sowie die finale Migration von Neuronen aus dem Hippocampus (Golan et al. 2009). Pas-
send hierzu konnte bereits Post-mortem vermindertes Reelinprotein und Reelin-mRNA (bis
50 %) schizophrener Patienten in zahlreichen Hirnregionen wie dem Hippocampus nachge-
wiesen werden (Impagnatiello et al. 1998). In Reelin-defizienten Mausen zeigte sich eine
grol3ere Infarktzone nach einseitiger Occlusion der ACM im Vergleich zum Wildtyp sowie

eine deutlich eingeschrankte Neurogenese im DG und der SVZ nach immunhistochemischer
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Farbung mit BrdU und Doublecortin und war unter anderem auf eine gestérte Zellmigration
Uber den rostralen Migrationsstrom zurtickzufuhren (Won et al. 2006).

Hypoxie-induzierte Transkriptionsfaktoren (HIF1/HIF2) sind die wichtigsten Regulatoren sau-
erstoffabhéngiger Gentranskription wahrend einer Hypoxie. Sie sind Heterodimere der HIF-a-
und HIF-B-Untereinheiten und gehodren zur PAS-Familie. Unter physiologischen Bedingun-
gen wird die HIF-a-Untereinheit schnell abgebaut und hydroxyliert. Unter Hypoxie ist aber
die Aktivitat der Hydroxylasen reduziert und die HIF-a-Untereinheit bleibt stabil und bindet an
hypoxieregulierte spezifische Zielgene. Diese HIF-Zielgene modifizieren Sauerstoff- und
Energieverfugbarkeit u. a. durch Beeinflussung des Uberlebens von Zellen. (Trollmann und
Gassmann 2009). Wahrend der Embryo- und Organogenese stimuliert physiologische Hypo-
xie Uber die HIF-Kaskade die Angiogenese und metabolische Anpassung (Lee et al. 2001).
Verschiedene neonatale Saugetiermodelle zeigten, dass HIF-Proteine unter hypoxisch-
ischamischen Bedingungen erhoht sind (z. B. Bergeron et al. 2000, Van den Tweel et al.
2006, Trollmann et al. 2008). HIF-Proteine akkumulieren dabei in hypoxievulnerablen Hirnre-
gionen wie Cortex, Hippocampus und SVZ (Trollmann et al. 2008, Northington et al. 2001)
und sind unter anderem in Neuronen und Astrozyten aktiviert (Chavez et al. 2006, Stroka et
al. 2001). Folglich kann hierdurch die Entwicklung und Differenzierung von Zellen beeintrach-
tigt sein, wodurch sich wieder die Relevanz fur die Schizophrenie verdeutlicht.

Daneben gibt es noch zahlreiche weitere Hypoxie-regulierte Gene, z. B. Cholezystokinin-A-
Rezeptor (CCKAR), Cannabinoidrezeptor 1 (CNR1) oder Phospholipase A2 (PLA2G4A)
(Schmidt-Kastner et al. 2006). Zuklnftige Studien sollten intensiv deren neurobiologische
Auswirkungen in Kombination mit perinataler Hypoxie in solchen transgenen Tiermodellen

untersuchen.

4.7 Methodenkritik
4.7.1 Das Tiermodell

Das Tiermodell, inshesondere Untersuchungen in der Ratte, ist ein hilfreiches Werkzeug zur
Detektierung von Stérungen der Hirnfunktion und des Verhaltens in Bezug auf die Schizo-
phrenie (siehe Kapitel 1.4.2 Tiermodelle in der Schizophrenie). Der Wunsch, Ursachen der
Schizophrenie mit Hilfe von Tiermodellen umfassend zu erklaren, ist dennoch durch das
noch unzureichende Verstandnis pathologischer Veranderungen, die zur Erkrankung fihren,
limitiert. Der Versuch das volle Syndrom, das spezifisch fiir den Menschen ist, auf eine nie-
dere Tierspezies zu Ubertragen, ist offensichtlich nicht moglich, weshalb jeweils nur End-
punkte wie Hirnmorphologie, Neurochemie oder Verhalten untersucht werden kdnnen (Boksa
2004).

Ein Tiermodell, dass in der Lage ist, Symptome, wie sie im Menschen vorkommen, zu repro-

duzieren, ist in der Schizophrenie nur sehr schwer umsetzbar (Boksa 2004). Denn die Schi-
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zophrenie ist eine kognitive Erkrankung, die in weniger kognitiv entwickelten Tieren erfolg-
reich reproduziert werden soll. Des Weiteren handelt es sich um ein multifaktorielles (Gene-
tik, Umweltfaktoren) und sehr heterogenes Krankheitsbild mit einer Kombination aus positi-
ven, negativen und kognitiven Symptomen und grof3er Variabilitéat des Verlaufs (Marcotte et
al. 2001).

Die alleinige Hypoxie als Untersuchungskriterium ist deshalb kein suffizienter Faktor, um die
Entwicklung einer Schizophrenie vorherzusagen, denn die Mehrheit der Individuen, die Hy-
poxie-assoziierte Schwangerschafts- und/oder Geburtskomplikationen erleiden, entwickeln
die Erkrankung nicht (Zornberg et al. 2000). Effekte eines wie von uns untersuchten unifakto-
riellen Tiermodells (Hypoxie) scheinen durch das Fehlen anderer pradisponierender Fakto-
ren, wie der genetischen Komponente nur sehr subtile Veranderungen zu bewirken (Boksa
2004) und kdnnten erklaren, warum sich keine dauerhaften signifikanten Effekte in der Zell-
proliferation oder des Volumens, wie sie bei der Schizophrenie bekannt sind, zeigten. Vor
allem in den hypoxieanfalligen postnatalen und adulten Neurogenesezentren (SVZ, DG) fan-
den wir keine signifikanten Veranderungen in der Zellproliferation. Die Ergebnisse unserer
Studie spiegeln nur einen kurzen Untersuchungszeitraum von circa einem Monat nach Hy-
poxie wider. Die Langzeitfolgen postnataler Hypoxie bis in das Erwachsenenalter und somit

den Zeitraum, in dem Symptome der Schizophrenie auftreten, sind demnach noch unklar.

4.7.2 Grenzen der Methodik

Die Hypoxie scheint abh&éngig von Schwere und Dauer zu einer Aktivierung der Apoptose zu
fuhren. Eine flinfminitige Hypoxie fuhrt nicht zu einer Apoptose (Blaise et al. 2009, Pourié et
al. 2006), wohingegen bei 20-minitiger schwerer Hypoxie eine Apoptose induziert werden
kann (Daval et al. 2004). Apoptose oder Nekrose wurden in der vorliegenden Studie nicht
untersucht, kdnnten aber einen nicht unerheblichen hypoxieassoziierten Zelluntergang erkla-
ren, der unsere Ergebnisse beeinflussen kdnnte.

Mdglicherweise war die von uns durchgefiihrte Hypoxie mit 11 % O, zu mild, um Zellalterati-
onen zu provozieren. Andere Studien, die Jungtiere einer vergleichbar schwereren Hypoxie
(z. B. Lietal. 1998 7 % O, Fagel et al. 2006 9,5 bis 10,5 % O) oder einer globalen Hypoxie
mit kombinierter Ischamie (z. B. Ikeda et al. 2005, Ong et al. 2005, Iwai et al. 2008, Felling et
al. 2006) bzw. einer Asphyxie (z. B. Scheepens et al. 2003, Morales et al. 2008) aussetzten,
konnten Zellveranderungen auch in anderen Hirnregionen wie der SVZ, dem CPU und dem
Hippocampus nachweisen. Dagegen fanden wir keine aberante Zellproliferation in den Neu-
rogenesezentren. Auch Ischamie im Tiermodell wurde durch uns nicht untersucht.

Des Weiteren erscheint eine Untersuchung der Zelldifferenzierung in Neurone mittels im-
munhistochemischer Doppelfarbung sinnvoll. Hierdurch kénnten wichtige Aussagen zur Ef-

fektivitat der Neurogenese moglich sowie das Uberleben neu generierten Zellen tber die Zeit
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beurteilt werden. Eine Mitfarbung von Gliazellen durch BrdU kann nicht sicher ausgeschlos-
sen werden und die erhohte Zellproliferation im ACC kdnnte durch eine mikrogliale Reaktion
beeinflusst und damit falsch positiv sein.

BrdU-Konzentrationen tber 50 mg/kg Koérpergewicht kdnnen zudem die Entwicklung von
Neuronen beeinflussen (Taupin 2007). Die von uns verwendete BrdU-Konzentration von

75 mg/kg Korpergewicht konnte also die Zellproliferation durch einen induzierten Zellunter-
gang beeintrachtigt haben.

Um die neurobiologischen Auswirkungen von Hypoxie in Zusammenhang mit der Schizo-
phrenie zu bewerten, ist es zudem sinnvoll, das Verhalten auf Auffalligkeiten zu untersuchen
(z. B. PPI, Motorik, soziale Interaktion). Dies erfolgte in unserer Studie nicht, allerdings wur-
de in dem hier verwendeten Tiermodell in einer friheren Studie ein PPI-Defizit im jungen
Erwachsenenalter festgestellt (Fendt et al. 2008), wodurch die Validitat des Tiermodells ge-
starkt wurde. Zudem beeinflusst Stress, dem die Tiere wahrend einer solchen Testung aus-
gesetzt waren, die Zellproliferation (Jayatissa et al. 2010, siehe Kapitel 1.5.3 Einfluss von
Stress auf die Neurogenese) und konnte zu verfalschten Ergebnissen fihren.

In den Ergebnissen zeigten sich aus der MANOVA flr absolute Zellzahlen und Volumen im
ACC ein nicht signifikanter Trend zu Gruppeneffekten (siehe Kapitel 3.2.2 Absolute Zellzah-
len und Volumina). Die signifikante Volumenminderung in der angeschlossenen ANOVA von
11 % im ACC der Hypoxietiere an PD 39 im Vergleich zu den Kontrollen ist als Fehlerquelle
zu werten. Ursache ist eine durch uns nicht einheitliche Abgrenzung anatomisch definierter,
sondern willktrlich festgelegter Grenzen der Hirnregionen ACC, SVZ und DG des Hippo-
campus. Eine einheitliche Abgrenzung aller Hirnregionen und Volumenbestimmungen im
Kontext mit der Bestimmung und Auswertung der Zellzahlen erscheint sinnvoller, um die Be-

funde fur das Krankheitsbild der Schizophrenie zu verdeutlichen.

4.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Zellproliferation an PD 13 im ACC infolge
postnataler Hypoxie mit Hilfe der immunhistochemischen BrdU-Féarbung untersucht.
Zukinftige Studien sollten mit Hilfe immunhistochemischer Doppelfarbung die Zelldifferenzie-
rung zu Neuronen bzw. Gliazellen in dieser Hirnregion untersuchen, um die Ausdifferenzie-
rung und Uberlebensrate der proliferierenden Zellen zu beurteilen. Des Weiteren misste
untersucht werden, ob die Proliferation lokal oder durch Migration aus der subventrikularen
Zone entstanden ist. Eine lokale kortikale Zellproliferation und Neurogenese wirde die An-
nahme der Zellregeneration auch auf3erhalb der Neurogenesezentren infolge Hypoxie besta-
tigen.

Zur Detektierung von Schizophrenie-relevanten Verhaltensauffalligkeiten infolge einer ge-

storten Zellentwicklung empfehlen sich zukinftig Verhaltenstests wie die PPI in Kombination
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mit Untersuchungen zur Zellproliferation und Neurogenese. Zur Erhdéhung der Sensitivitéat
ware die Kombination von Risikogenen und Umweltfaktoren in einem multifaktoriellen Tier-
modell sinnvoll. Hierdurch wéren die Ergebnisse besser im Kontext mit der Entstehung einer
Schizophrenie einzuordnen. Vor allem Untersuchungen von Risikogenen sind erst im Ansatz
verstanden und koénnten einen Einstieg in kausale Therapieoptionen der Schizophrenie er-
moglichen (Schmitt et al. 2009a).

Die detailierte Erforschung der Schizophrenie auf molekularbiologischer und morphologi-
scher Ebene kdnnte in Zukunft zu einer Friiherkennung der Erkrankung beitragen und somit
eine fruhzeitige Behandlung ermdglichen, die behindernde Symptome wie kognitive Defizite
sowie Positiv- und Negativsymptome vermeiden helfen konnte (Schmitt et al. 2009a). Hierzu
gehort auch die verstarkte Untersuchung von Zellalterationen in Post-mortem-Studien sowie
die Untersuchung von Langzeitfolgen schizophrenieauslésender Risikofaktoren wie der Hy-
poxie bis zum Ausbruch der Erkrankung.

Mit der genauen Kenntnis zu den Mechanismen der Neurogenese sowie neuronaler Migrati-
on konnte das Wissen Uber autoreperative Mechanismen des Gehirns deutlich erweitert und
dadurch die Tur fUr eine Stammzelltherapie bei schizophrenen Patienten nach exogener
Schadigung gedffnet werden. Die Transplantation neuraler Stammzellen in das hypoxisch-
ischamisch geschadigte Gehirn konnte bereits im lebenden Organismus wie Maus und Ratte

erfolgreich getestet werden (z. B. Zheng et al. 2006, Park et al. 2006).
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5 Zusammenfassung

Die Atiologie der Schizophrenie ist noch weitgehend unverstanden und man geht davon aus,
dass genetische Faktoren und Umweltfaktoren zusammenwirken. Die Hypoxie stellt von den
bekannten Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen den starksten pradisponierenden
Faktor in der Athiopathogenese der Erkrankung dar und korreliert signifikant mit dem Erkran-
kungsbeginn.

Replizierbare Befunde perinataler Hypoxie und Schizophrenie sind strukturelle Aberrationen
(z. B. Ventrikulomegalie, Volumenminderung in Gehirnarealen), Verhaltensdefizite sowie
neurochemische Verénderungen, wobei die gestdrte Zellentwicklung méglicherweise einen
wichtigen Faktor bei der friihen Hirnentwicklungsstorung darstellt. Hierzu zahlen Zellprolifera-
tion, -migration, Proliferation von Dendriten und Axonen, Myelinisierung, synaptic pruning

und programmierter Zelltod.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Zellproliferation im Gehirn am Tiermodell
unter dem Einfluss von postnataler Hypoxie. Veranderungen der Zellzahl hypoxievulnerabler
Hirnregionen sollten Uiber einen Zeitraum von vier Wochen untersucht und die Ergebnisse im

Kontext der Pathophysiologie der Schizophrenie bewertet werden.

20 mannliche Wistar-Ratten wurden an PD 4 bis 8 einer sechsstiindigen Hypoxie aus 11 %
O2und 89 % N ausgesetzt. Als Vergleich diente eine unbehandelte Kontrollgruppe aus 20
weiteren Versuchstieren. Alle Tiere erhielten an PD 11 eine viermalige intraperitoneale BrdU-
Injektion. An PD 13 bzw. PD 39 erfolgte die Sakrifizierung von jeweils 10 hypoxiebehandel-
ten Tieren und 10 Kontrollen. Am Gefriermikrotom wurden die tiefgefrorenen Gehirne in

60 um dicke Schnitte prapariert, wobei jeder 10. Schnitt verwendet wurde. Die immunhisto-
chemische Darstellung proliferierender Zellen erfolgte mit Hilfe der BrdU-Peroxidasefarbung.
Die Zellzéhlung erfolgte blind mit der Optical Fractionator-Methode durch das Stereolo-
giemikroskop in folgenden Hirnregionen: ACC, CPU, DG des Hippocampus und die SVZ der
Seitenventrikel. Die statistische Auswertung erfolgte mittels parametrischer Verfahren.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass Ratten, die einer chronischen Hypoxie
ausgesetzt waren, eine um 20 % erhohte Zellzahl im ACC an PD 13 sowie ein um

16 % reduziertes Volumen im CPU an PD 13 gegeniiber den gleichaltrigen Kontrollen auf-
wiesen. An PD 39 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen mehr.

Mit der vorliegenden Studie konnte erstmals eine erhdhte Hypoxie-induzierte Zellproliferation
im ACC sowie ein vermindertes Volumen im CPU belegt werden. Die Ergebnisse zeigen,
dass ein voribergehender Einfluss chronischer Hypoxie auf die Zellproliferation und das Vo-

lumen angenommen werden kann und bekraftigen, dass das Gehirn innerhalb gewisser
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Grenzen tolerant gegenlber dem Einfluss exogener Noxen wie der Hypoxie ist. Sie bestati-
gen auch die Erkenntnis, dass nur ein kleiner Teil der Hypoxie-assoziierten Geburtskompli-
kationen zu einer Schizophrenie fihren und der Erkrankung eine multifaktorielle Gen-
Umwelt-Atiologie zugrunde liegt. Wir waren nicht in der Lage, dauerhafte Zellveranderungen
im ACC sowie dauerhafte Volumenalterationen im CPU zu demonstrieren, wie sie bei der
Schizophrenie bereits nachweisbar waren.

Die Zellproliferation postmortem, Langzeitfolgen perinataler Hypoxie bis zum Ausbruch der
Erkrankung (Verhalten, Zellalterationen) sowie In-vivo-Techniken sollten wesentlicher Be-
standteil der zukinftigen Forschung sein.
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6 Anhang

6.1 Systematik der Symptome ersten und zweiten Ranges nach Kurt
Schneider (1938)

Symptome ersten Ranges:

- dialogische und kommentierende Stimmen
- Gedankenlautwerden

- leibliche Beeinflussungserlebnisse

- Gedankeneingebung, -entzug, -ausbreitung
- Geflhl des Gemachten

- Wahnwahrnehmung

Symptome zweiten Ranges:

- sonstige akustische Halluzinationen

- Halluzinationen auf anderen Sinnesgebieten
- Wahneinfalle

- Ratlosigkeit

- Verstimmungen

- erlebte Geflihlsverarmung (Wobrock et al. 2004a)

6.2 Anzahl (n) der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn

Gehirn
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Tab. 19: Anzahl (n) der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn PD 13 Kontrolle
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Gehirn ACC CPU Svz DG
1 8 6 5 6
2 8 6 5 5
3 7 6 5 5
4 6 5 4 6
5 8 6 5 6
6 8 7 6 5
7 7 5 4 6
8 6 6 4 5
9 6 6 5 5
10 6 5 4 6
Tab. 20: Anzahl (n) der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn PD 13 Hypoxie

Gehirn ACC CPU Svz DG
1 8 5 6 7
2 7 6 5 8
3 7 6 5 7
4 8 6 5 5
5 7 6 5 8
6 7 5 5 7
7 9 7 7 7
8 8 7 6 8
9 9 6 6 7
10 8 6 6 6

Tab. 21: Anzahl (n) der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn PD 39 Kontrolle
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Gehirn ACC CPU Svz DG
1 8 7 5 7
2 8 7 6 6
3 8 6 5 6
4 7 5 5 7
5 7 7 6 6
6 8 6 5 7
7 8 6 6 6
8 8 7 6 7
9 8 7 5 7
10 8 6 5 8

Tab. 22: Anzahl (n) der ausgewerteten Schnitte je Hirnregion und Gehirn PD 39 Hypoxie
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