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Referat

Neben ihrer Funktion als Schwermetalltransportproteine erfiillen Metallothioneine
eine antioxidative Funktion und wirken protektiv gegen den Einfluss verschiedens-
ter Noxen, welche oxidativen Stress als gemeinsame Endstrecke der Schadigung
haben. Die Giiltigkeit der bisher im Tierexperiment gewonnenen Erkenntnisse zur
Rolle der Metallothioneine bei Opiatabusus beim Menschen wurde bisher nicht
systematisch untersucht. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist zu untersuchen,
inwieweit die beobachtete Hochregulation der Metallothioneinexpression im Hip-
pocampus auf den Menschen, speziell auf Heroinabhéngige, iibertragbar ist. Hier-
zu wurden retrospektiv bereits asservierte, konsekutive Gewebeproben aus den
Hippocampi einer Gruppe an Opiatintoxikationen Verstorbener und einer Kon-
trollgruppe untersucht. Zur Beurteilung der Metallothioneinexpression als Surro-
gatparameter der hypoxischen Schiadigung und resultierenden Gliose erfolgte der
immunhistochemische Nachweis von Metallothionein I/I1T und die Bestimmung
der Anzahl der immunoreaktiven Zellen, der Gliazellen und Neuronen. In Uber-
einstimmung mit der Literatur waren Metallothionein I und II nur in Astrozyten
nachweisbar. In CA1 war eine gliotische Reaktion nach Opiatabusus nachzuwei-
sen. Dariiber hinaus zeigten sich mégliche Hinweise auf einen Verlust der Fahigkeit
zur adulten Neuroneogenese bei den Probanden. Im Gegensatz zur Literatur ist
in CA3 ein Verlust an Gliazellen und eine verminderte MT-I/II-Expression im
Vergleich zu den Kontrollpersonen zu beobachten. Im Hilus gyri dentati war ein
altersabhéngiger Verlust der metallothioneinpositiven Astrozyten im Probanden-
kollektiv sowie ein Trend zu einem altersabhéngig zunehmenden Neuronenverlust

nachzuweisen.
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1. Einleitung

1.1. Heroinabusus - ein medizinisches und

soziales Problem

Unter den missbrauchlich eingesetzten legalen und illegalen psychotropen Substan-
zen nehmen Diacetylmorphin (Heroin) und andere Opiate eine besondere Stellung
ein: Durch rasche psychische und physische Abhéngigkeit resultiert eine hohe Ra-
te an dauerhaft Abhéngigen [1]. Bedingt durch die meist intravenése Anwendung
und den illegalen Handel von Heroin resultiert neben den substanzspezifischen Ne-
benwirkungen eine ausgepriagte Komorbiditdt mit entsprechender Belastung des
offentlichen Gesundheitssystems [2]. Auch der durch Beschaffungskriminalitéit be-
dingte volkswirtschaftliche Schaden ist als betréchtlich einzuschétzen [1].

Neben der klassischen Entzugstherapie mit hohen Raten an Therapieversagern
haben sich neuere Ansétze wie die heroinassistierte Therapie etabliert [2]. Trotz
ermutigender Erfolge insbesondere der neuen therapeutischen Anséitze beziiglich
Kriminalitéatsriickgang und gebessertem gesundheitlichen Zustand der Betroffenen
handelt es sich nicht um kausale, sondern symptomatische Behandlungskonzepte.
Folglich ist trotz jlingst riicklaufiger Zahlen eine betrachtliche Zahl von Konsu-
menten zu verzeichnen [1], [3].

Ein besseres Verstandnis der Physiologie und Pathophysiologie der Opiatwirkung
und der Gew6hnung beziehungsweise Abhéngigkeitsentwicklung auf neuroanato-
mischer und neuromolekularer Ebene ist nach Meinung des Autors Voraussetzung
zur Entwicklung kausaler Therapie- und Praventionskonzepte. Ziel der Arbeit ist
die Untersuchung méglicher struktureller Verdnderungen des Hippocampus, spe-
ziell der Metallothioneinverteilung, bei Heroinabhédngigen im Vergleich zu einer
Normalpopulation. In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass unter den
Genprodukten mit verdnderter cerebraler Genexpression nach Trauma und oxida-
tivem Stress [4] Metallothioneine eine ausgeprigte Anderung ihrer Genexpression

erfahren [5]. Das und die neuroprotektive Funktion der Metallothioneine [6], [7], [8]
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machen sie zu einem moglichen Surrogatmarker und funktionell bedeutenden Gen-
produkt in der Pathophysiologie der Opiatabhéangigkeit.

Der Hippocampus erscheint uns als die fiir die Untersuchung geeignete Struktur,
da er gegeniiber anderen Hirnregionen einige Besonderheiten aufweist. Diese sol-
len nachfolgend erlautert werden. Im Vergleich zu anderen Hirnregionen besteht
eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber einer Hypoxie [9] , [10]. Aufgrund der
fiir Opiate typischen Atemdepression und moglichen resultierenden Asphyxie [10]
ist es folgerichtig im Hippocampus, als besonders sensibler Hirnregion, nach ei-
nem moglichen morphologischen Korrelat dieser Opiatnebenwirkung zu suchen.
Die Asphyxie und resultierende Hypoxie fithrt zu einem Untergang von Neuro-
nen. Noch héufiger als der neuronale Untergang ist eine Gliaproliferation nach-
weisbar |9]. Im Tierversuch konnte eine Assoziation zwischen Gewebeschidigung
durch exogene Noxen und steigenden Metallothioneinspiegeln belegt werden [11].
Auch fiir eine Exposition mit Opiaten wurde ein solcher Zusammenhang tier-
experimentell gesichert [12]. Der Hippocampus hat mafsgeblichen Anteil an der
Gedéchtnisbildung [13] und erhélt iiber die mesolimbische Bahn Efferenzen aus
dem dopaminergen Belohnungssystem [14]. Die Beteiligung des Hippocampus als
funktioneller Baustein eines Suchtgedéchtnisses ist naheliegend. Der genaue Ab-
lauf, die Voraussetzungen oder neuroanatomisch-funktionellen Mechanismen der
Ausbildung einer Substanzabhingigkeit sind hingegen nicht hinreichend geklért.
Die bessere Kenntnis der Pathophysiologie auf neuroanatomischer und neuromole-
kularer Ebene ware ein wertvoller Beitrag zum besseren Verstédndnis der aus einem
fortgesetzten Substanzmissbrauch resultierenden kognitiven Defizite. Trotz grofer
Anstrengungen und auch Fortschritte in der Erforschung von Suchtmechanismen
besteht hier noch grofser Forschungsbedarf [15].

Heroin unterliegt, sowohl im Lebenden als auch postmortal, einem ausgepragten
Stoffwechsel [16]. Daher ist Heroin selbst nur kurzzeitig und in der Regel nur nach
intravenoser Applikation im Serum nachweisbar [17]. Der serologische Nachweis
der Heroinmetaboliten, insbesondere 6’-Monoacetylmorphin, ist eine lang etablier-
te Methode. Jedoch unterliegen auch die Metaboliten einem intravitalen und post-
mortalen Stoffwechse,l der sich bei unsachgeméfer Probengewinnung und Weiter-
verarbeitung auch im Probengefifs fortsetzen kann [18]. Analog ist der Nachweis
von Opiatmetaboliten im Urin eine etablierte, aber nicht immer verldssliche Me-
thode, mitunter wird der qualitative Nachweis eines oder mehrerer Metaboliten

als ausreichend fiir die Diagnose eines opiatassoziierten Todes angesehen [19].
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Vor dem geschilderten Hintergrund erscheint es wiinschenswert iiber ein kostenef-
fektives, leicht zu handhabendes und reproduzierbare Ergebnisse lieferndes Werk-
zeug zum Nachweis insbesondere des fortgesetzten Opiatabusus auf histopatholo-

gischer Ebene zu verfiigen.

1.2. Struktur und Funktion der Metallothioneine

1.2.1. Metallothioneinstruktur, Isoformen und
Polymorphismen unter besonderer Beriicksichtigung

des Zentralnervensystems

Metallothioneine sind eine Familie cysteinreicher Proteine mit einem niedrigem
Molekulargewicht von vier bis vierzehn Kilodalton (KD), die ubiquitér in allen
Saugergeweben vorkommen. Es wurden zunéchst drei Isoformen identifiziert: Me-
tallothionein I, IT und III [20], [6]. Eine vierte Isoform MT IV wird im menschlichen
Hirngewebe nicht exprimiert [21].

Im menschlichen Zentralnervensystem kommen die Isoformen I - III vor. Die Me-
tallothionein I- und II- Subpopulation wird fast ausschlieflich in Astrozyten vor-
gefunden. In rezenten Arbeiten wird der Nachweis von Spuren von Metallothion-
ein I/II in Neuronen berichtet [22]. Die Isoform Metallothionein III ist hirnspe-
zifisch und wird vorwiegend in zinkhaltigen Neuronen des Hippocampus expri-
miert [23], [24]. Sie wurde von uns aufgrund der nur fakultativ im Rahmen ei-
nes Heroinabusus auftretenden Neuronenuntergénge (im Gegensatz zur regelhaft
nachweisbaren Gliose) [9] zundchst nicht untersucht.

Die im Zentralnervensystem vorkommenden Isoformen Metallothionein I und II
weisen einen Genpolymorphismus auf. Es sind mindestens zehn humane Iso- Me-
tallothioneingene bekannt, welche als Metallothionein Ia, Ib etc. bezeichnet wer-
den. Die Metallothionein I und II -Isoformen bestehen aus 61 bis 62 Aminosauren.
Ein Drittel, also ca. 20 Aminoséuren, sind Cystein und dienen der Bildung von
Chelatverbindungen mit Schwermetallionen. Der grofere Anteil der nicht-Cystein
Aminoséuren bildet ein flexibles Gertist, in diesem formen sich die Metallbindungs-
epitope der Tertidrstruktur [23], [6].

Die hirnspezifische Isoform Metallothionein III besteht im Gegensatz dazu aus 68

Aminoséduren, wobei 38 davon in Position und Aminosaduretyp mit dem Metallo-
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thionein I und II iibereinstimmen. Ebenso stimmt die Anordnung der 20 Cystein-
molekiile, welche die Funktion bestimmen in der Tertidrstruktur aller Isoformen

tiberein |6].

1.2.2. Funktion der Metallothioneine im

Zentralnervensystem
Physiologie und Pathophysiologie der Metallothioneine

Metallothioneine erfiillen eine Reihe von Funktionen im Zentralnervensystem, die
sich nicht allein auf die Homd6osstase von Zink und anderen Schwermetallionen
beschranken. Diese ist jedoch die vorrangige physiologische Funktion der Metal-
lothioneine. Sie sind in der Lage grofe Mengen von Schwermetallionen wie Zink,
Kupfer oder Cadmium zu binden und somit deren Konzentration im Zytoplasma
und, tiber die Plexus choroidales, die Ependymzellen und Astrozyten, im Liquor
cerebrospinalis relativ konstant zu halten. Die gebundenen Ionen werden kon-
trolliert wieder freigesetzt, zum Beispiel fiir die Biosynthese schwermetallhaltiger
Proteine [6].

Die Synthese von Metallothioneinen ist durch verschiedene Stimuli induzierbar,
zu denen Metalle (z.B. Zink, Kupfer oder Cadmium), Cytokine und ionisierende
Strahlung zéhlen [11].

Dartiber hinaus wird ihnen eine antioxidative und neuroprotektive Funktion zu-
geschrieben. Dies gilt sowohl fiir ionisierende Strahlung [25], als auch mechanische
Traumata [26] und oxidativen Stress, wie beispielsweise bei durch Grand-mal-
Epilepsie induzierter cerebraler Ischdamie [27].

Andererseits konnte unléngst gezeigt werden, dass Metallothionein III eine der
Zinkquellen ist, die nach akuten Hirnverletzungen, Krampfanféllen oder cerebra-
ler Ischdmie zur Akkumulation toxischer Zinkkonzentrationen in Neuronen des
Thalamus und Hippocampus, sowie deren konsekutivem Zelltod fithren [28].
Eine verdnderte Metallothioneinexpression, namentlich der Isoformen I und II,
wurde fiir verschiedene neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer
[21], die subkortikale arteriosklerotische Enzephalopathie (Morbus Binswanger)
[29] und die Frontotemporale Demenz [30] nachgewiesen. Ob es sich hierbei um
eine unspezifische, uniforme Reaktion auf heterogene Noxen handelt oder die ge-
steigerte Expression eine gemeinsame funktionelle Endstrecke darstellt, ist nicht

geklart. Die genaue Rolle der Metallothioneine in diesem Kontext und ihre im
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Gewebe- und Tiermodell nachgewiesene neuroprotektive Funktion bedarf weite-
rer Forschung. Mdéglicherweise bietet sich hier ein Ansatz fiir zukiinftige Therapien
bei Strahlenkrankheit, Intoxikationen mit Schwermetallen, mechanischem Trauma

oder sekundérer Asphyxie mit konsekutiver cerebraler Hypoxie.

Maogliche Rolle bei Heroinabusus

Die erwahnte antioxidative und neuroprotektive Potenz der Metallothioneine I und
II, sowie die Wirksamkeit dieser Mechanismen bei cerebraler Ischdmie machen ei-
ne Einbeziehung der Metallothioneine als Antioxidanz in die durch Heroinabusus
ausgelosten pathophysiologischen Prozesse wahrscheinlich. Hypoxisch-ischdmische
Alterationen des Zentralnervensystems, ausgelost durch die von Heroin herbeige-
fiihrte Atemdepression, werden regelmébig vorgefunden [10].

Als antioxidativ wirksame Molekiile sind Metallothioneine potentiell in der Lage
die Auswirkungen der opiatinduzierten Hypoxie zumindest partiell zu kompen-
sieren. Eine erhohte Expression von Metallothionein als Adaptationsmechanismus
beim Uberleben mehrerer kurzer opiatinduzierter hypoxischer Episoden wiirde
diese Vermutung untermauern. Da die protektiven Funktionen in der aktuellen
Literatur vorwiegend den Isoformen Metallothionein I und II zugeschrieben wer-
den [27], erscheinen diese als ein moglicher Surrogatmarker fiir chronischen Hero-
inabusus.

Diese Annahme wird durch die Beobachtung untermauert, dass Ratten denen
fiinf Tage lang intraperitoneal Morphin nach einem festen Zeitplan appliziert wur-
de einen fiinfzehnfachen Anstieg der Metallothioneinkonzentration im Zentralner-
vensystem aufwiesen [12|. Es erfolgte der Nachweis der Gesamtkonzentration im
Homogenisat ohne Beriicksichtigung der Lokalisation auf zelluldrer Ebene. Die-
se Beobachtung stiitzt die Hypothese der Adaptation an hypoxische Episoden
durch Hochregulation der Metallothioneinexpression. Mithilfe der Immunhistoche-
mie soll tiberpriift werden, ob ein solcher Anstieg der Metallothioneinexpression
im Hippocampus von chronischen Heroinkonsumenten, welche an den Folgen einer

Opiatintoxikation verstarben, nachvollziehbar ist.
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1.3. Anatomie und Funktion des Hippocampus

1.3.1. Makroskopischer und mikroskopischer Bau des

Hippocampus

Die paarige Hippocampusformation ist Teil des Limbischen Systems. Sie wolbt
sich als Wandanteil in das Temporalhorn der Seitenventrikel vor. Die Formation
beschreibt einen Bogen um das Mittelhirn und wird in drei Segmente eingeteilt:
Das Caput mit charakteristischen Erhebungen, den Digitationes hippocampi, das
schmalere Corpus und die Cauda, welche spitz auslauft. Die zwei Schichten der
Hippocampusformation, das Cornu ammonis (Hippocampus proper) und die Fas-
cia dentata (Gyrus dentatus) bilden zwei U-formig ineinander greifende Schichten,
welche durch den Sulcus hippocampi getrennt werden. Beide gehoren feinanato-
misch zum einfacher aufgebauten Allocortex (oder Archaecortex) im Gegensatz
zum komlexeren und entwicklungsgeschichtlich jiingeren Isocortex. 31| Diese im
Querschnitt makroskopisch identifizierbaren U-féormigen Laminae vereinfachen die
sichere Identifizierung und Entnahme einer standardisierten Gewebeprobe aus ko-
ronaren Serienschnitten des Telencephalon. Die Entnahme eines koronaren An-
schnitts einer Hippocampusformation erfolgt routineméafig im Rahmen der ge-
richtlich angeordneten Sektion. Die entnommenen Proben werden in Formalin

asserviert und paraffineingebettet.

Feingeweblicher Bau des Cornu ammonis

Das Cornu Ammonis (oder Hippocampus Proper) zeigt als Teil des Allocortex
einen sechsschichtigen Aufbau. Folgende Schichten werden, ausgehend vom Ven-
trikel betrachtet, unterschieden: Alveus hippocampi, Stratum oriens, Stratum py-
ramidale, Stratum radiatum, Stratum lacunosum sowie Stratum moleculare. Der
Alveus hippocampi fiihrt efferente Axone aus Hippocampus und Subiculum zu
den Fimbria hippocampi. Weiterhin erhélt der Alveus hippocampi afferente Fa-
sern, hauptséchlich vom Septum praecommisurale. Das Stratum oriens zeigt insbe-
sondere im menschlichen Zentralnervensystem eine Uberlappung mit dem Stratum
pyramidale, und ist dadurch bedingt schlecht von diesem abgrenzbar. Das Stratum
oriens enthélt vereinzelte Neurone (Korbzellen) und wird von zum Alveus ziehen-
den Pyramidenzellaxonen durchquert. Das Stratum pyramidale des Cornu ammo-

nis enthéalt die Somata der Pyramidenzellen. Diese sind typischerweise dreieckig,
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wobei die Basis alveusseitig liegt. Von der Basis zieht das Axon durch das Stratum
oriens zum Alveus. Die Mehrzahl der Axone erreicht die Kerne des Septum prae-
commisurale. Ein kleinerer Anteil erreicht als Assoziationsfasern andere Pyrami-
denzellen, moglicherweise auch im kontralateralen Hippocampus. Dariiber hinaus
bestehen Schaffer-Kollateralen zu anderen Pyramidenneuronen. An der Spitze der
dreieckigen Somata entspringt je ein apikaler Dendrit, welcher bis zum Stratum
moleculare zieht. Daneben existieren basale Dendriten, welche teilweise Verzwei-
gungen im Stratum oriens bilden. Die Somata sind umgeben von den axonalen
Fortsatzen der Korbzellen aus dem Stratum oriens, die ein dichtes Geflecht bilden.
Schlieflich finden sich im Stratum pyramidale die Somata zahlreicher Interneuro-
ne. Das Stratum radiatum besteht im wesentlichen aus den parallel angeordneten
apikalen Dendriten der Pyramidenzellen, die ihm in Versilberungen die namensge-
bende Streifung verleihen. Die Dendriten treten mit Schaffer-Kollateralen, Fasern
von den Septumkernen und vom Corpus callosum in Kontakt. Im Stratum lacuno-
sum verlaufen axonale Faserbiindel von Perforansfasern und Schaffer-Kollateralen
parallel zur Oberfliche. Das Stratum moleculare bildet die abschliefende Schicht.
Da der Sulcus hippocampi, dem das Stratum moleculare anliegt, wihrend der
Ontogenese aufgebraucht wird, verschmelzen die Strata molecularia von Cornu
ammonis und Gyrus dentatus. Die Schicht enthélt verstreute Interneurone. Die
Verzweigungen der apikalen Dendriten der Pyramidenzellen treten hier in Kon-
takt mit Kollateralen der Perforansfasern. Somit erreichen die Pyramidenzellen
bzw. ihre Verzweigungen alle Schichten des Cornu ammonis. Vom normalen drei-
schichtigen Aufbau des Allocortex ausgehend erfolgt die Einteilung des Cornu
ammonis in Stratum oriens, Stratum pyramidale und die Molekularzone, unter

der die Strata radiatum, lacunosum und moleculare subsumieren [31].

Hauptséachlich aufgrund der variablen Erscheinung der Pyramidenzellneurone wer-
den am Cornu ammonis vier Felder unterschieden, welche mit CA1 bis CA4 (Cor-
nu ammonis 1 bis 4) bezeichnet werden. Ausgehend vom Subiculum erstreckt sich
CA1 mit dreieckigen, kleinen Pyramidenzellsomata, die verstreut liegen. Das Stra-
tum pyramidale in CA1 ist in zwei Schichten unterteilbar: das Stratum profundum
mit wenigen Neuronen grenzt an das Stratum oriens, wahrend das Stratum super-
ficiale im Vergleich zahlreiche Pyramidenzellen enthélt. In CA2 finden sich grofse,
ovaldre Pyramidenzellsomata, welche dicht zusammengelagert sind. Es resultiert

eine schmale Pyramidenzellschicht. Die Lage von CA3 entspricht der Kriimmung
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des Cornu ammonis. Das Erscheinungsbild der Pyramidenzellen gleicht dem der
Somata in CA2 bei etwas geringerer Zelldichte. Die Unterscheidung der Regionen
beruht auf den vom Gyrus dentatus in die CA3 ziehenden Moosfasern. Es handelt
sich um diinne unmyelinisierte Fasern, die die Pyramidenzellsomata in CA3 um-
geben. Sie ziehen zwischen den Strata radiatum und pyramidale durch CA3 und
konnen dort als Stratum lucidum abgegrenzt werden. Eingeschlossen vom Gyrus
dentatus liegt CA4 mit wenigen groften ovaldren Pyramidenzellsomata in lockerer
Verteilung zwischen Moosfasern und myelinisierten Fasern.

Unter Berticksichtigung der regional variierenden Empfindlichkeit gegeniiber einer
Hypoxémie lassen sich die Regionen des Cornu ammonis in Sektoren unterschied-
lich hoher Vulnerabilitdt einordnen. Dies sind nach zunehmender Vulnerabilitét
geordnet: der Spielmeyer-Sektor oder widerstandsfahiger Sektor (CA3 entspre-
chend), der Bratz-Sektor von intermedidrer Empfindlichkeit (CA4) sowie schliefs-
lich der Sommer-Sektor oder vulnerabler Sektor. Letzterer weist die geringste Hy-

poxietoleranz auf und entspricht der CA1-Region [31].

1.3.2. Feingeweblicher Bau des Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus, auch als Fascia dentata oder Gyrus involutus bezeichnet, bil-
det die zweite U-formige Schicht. Er umschliefst in seiner Konkavitiat die Region
CA4 des Cornu ammonis. Der Gyrus dentatus zeigt den, verglichen mit dem Cornu
ammonis, primitiveren dreischichtigen Aufbau des Allocortex mit den Strata mo-
leculare, granulosum und multiforme. Die breite Molekularschicht wird durch den
Sulcus hippocampi von der Molekularschicht des Cornu ammonis getrennt. Die
auferen zwei Drittel des Gyrus dentatus enthalten Perforansfasern, das innere
Drittel wird von afferenten Fasern aus der Komissur und von den Septumkernen
formiert. Das Stratum granulosum enthélt die zahlreichen, eng einander anlie-
genden Somata der kleinen rundlichen Neurone. Das Stratum multiforme (oder
plexiforme) verbindet den Gyrus dentatus mit der CA4-Region und wird von den
Axonen des Stratum granulosum durchzogen. Die von CA4 und Fascia dentata ge-
bildete Formation wird auch als Area dentata bezeichnet, wihrend fiir CA4 allein

die Bezeichnung Hilus gyri dentati oder einfach Hilus geldufig ist [31].
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1.3.3. Funktionelle Rolle des Hippocampus im

Zentralnervensystem

Die Funktion des Hippocampus im menschlichen Zentralnervensystem ist bis zum
heutigen Tag nicht erschopfend geklart und somit weiterhin Gegenstand der For-
schung. Ergebnisse aus Tierexperimenten legen eine zentrale Rolle der Hippocam-
pusformation (Hippocampus proper, Gyrus dentatus, Subiculum und Entorhinaler
Cortex) bei der Gedéchtnisbildung nahe. In den an Primaten durchgefiithrten Un-
tersuchungen wurde gezeigt, das durch reversible Ischdmie induzierte Lasionen mit
bilateralem Zellverlust in CA1l und CA2 zu einem deutlichen und anhaltenden
Leistungsabfall in Gedéchtnistests fithrte. Bei Versuchstieren, denen nahezu die
komplette Hippocampusformation umfassende chirurgische Léasionen beigebracht
worden waren, konnten weitaus stirkere Ausfélle nachgewiesen werden [13].
Unterstrichen werden diese Erkenntnisse durch Fallstudien an Menschen die trau-
matische oder ischdmische Léasionen der Hippocampusformation verschiedener Aus-
dehnung erlitten. Durch neuropsychologische und postmortale histopathologische
Untersuchungen konnte das Ausmafs der Stérung der Gedéchtnisfunktion mit den
neuropathologischen Befunden verglichen werden. Es konnte gezeigt werden, dass
umschriebene Léasionen zum Beispiel der vulnerablen CAl-Region zu fast aus-
schliefslich antegraden Amnesien fithren. Die Gedéachtnisstorungen traten isoliert,
ohne andere nachweisbare kognitive Storungen auf [32]. Mit zunehmender Aus-
dehnung der geschéidigten Areale sind auch ausgepriagtere Gedachtnisstorungen
mit retrograder Amnesie bis zu 25 Jahren zu verzeichnen [13].

Die aufgefiihrten Untersuchungen legen eine zentrale Rolle des Hippocampus in
der Bildung des deklarativen Langzeitgedéchtnisses nahe. Dariiber hinaus zeigen
jingere Untersuchungen, dass die im Hippocampus, speziell der CA1-Region, ab-
laufende Langzeitpotenzierung bei chronischer Opiatexposition einer durch erneu-
te Opiatgabe reversiblen Reduktion unterliegt [33|. Der fehlende Belohnungseffekt
der Opiatgabe reduziert also die synaptische Plastizitit und somit die Leistungsfa-
higkeit der Gedéachtnisbildung. Die erneute Gabe von Opiaten antagonisiert diesen
Effekt. Die strenge Trennung von Limbischem System als Belohnungssystem und
Hippocampus als Zentrum der Gedéchtnisbildung scheint somit nicht langer ge-
rechtfertigt. Vielmehr deuten die Ergebnisse auf eine stéarkere Vernetzung beider
funktioneller Systeme insbesondere im Zusammenhang mit Substanzabhéngigkeit

und Gewo6hnung [34]. Der positive Effekt von Belohnungen auf die Gedéchtnisleis-
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tung scheint hier ein funktionell-anatomisches Korrelat zu haben.
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2. Zielstellung

Die Auswirkungen eines fortgesetzten Heroinabusus auf die Expression von Me-
tallothionein, speziell der Isoformen I und II, im menschlichen Hippocampus ist
bisher nicht systematisch untersucht worden. Ziel der Arbeit ist zu untersuchen,
inwieweit der im Tierexperiment nachweisbare Anstieg der Metallothioneinexpres-
sion im Hippocampus nach chronischer Opiatexposition beim Menschen, speziell
bei Heroinabhéngigen, nachvollziehbar ist.

Ausgehend von der Annahme, dass eine ausreichende Ahnlichkeit zwischen Tier-
modell und tatséchlichem Heroinabusus besteht, erwarten wir ausgehend von der
existierenden Literatur eine Gliose der Hippocampusregion mit vermehrter Ex-
pression von Metallothionein I/II in den Gliazellen und einen fakultativen neuro-
nalen Zelluntergang. Neben dem besseren Verstindnis der Pathophysiologie der
Substanzabhéngigkeit ist der Einsatz der Methode als diagnostisches Werkzeug
zum Nachweis oder zur Untermauerung des Verdachts auf einen Opiatabusus vor-
stellbar.
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3. Untersuchungsgut und
Methodik

3.1. Untersuchungsgut

Sowohl die Probanden- als auch die Kontrollgruppe rekrutieren sich aus Verstor-
benen, die auf staatsanwaltliche Anordnung im Institut fiir Rechtsmedizin der
Universitéit Leipzig einer gerichtlichen Sektion unterzogen wurden. Ein entspre-
chendes positives Gutachten der Ethikkomission an der medizinischen Fakultét
der Universitét Leipzig liegt vor (Nummer 100-2005). Wie bereits erwéhnt erfolgt
standardméfig die Entnahme und Asservierung von definierten Gewebeproben
einschlieflich der Hippocampusregion. Diese wurden formalinfixiert und paraffin-
eingebettet und stehen zur spateren Aufarbeitung nach der initialen histopatho-
logischen Untersuchung zur Verfiigung. Die Kriterien fiir die Aufnahme in eine
der Gruppen wurden anhand der vorliegenden Sektionsgutachten iiberpriift. Die-
se enthalten Angaben zur Vorgeschichte und Auffindesituation, Sektionsbefunden,
histologischen Befunden und toxikologischen Untersuchungsergebnissen. Die toxi-
kologischen Untersuchungen wurden von der Abteilung fiir Toxikologie des Insti-

tuts fiir Rechtsmedizin im Rahmen der Routine durchgefiihrt [35].

3.1.1. Probanden

Einschlusskriterium fiir die Probandengruppe war eine im Sektionsgutachten fest-
gestellte todesursiachliche Heroinintoxikation. Von urspriinglich 21 konsekutiven
Probanden aus den Jahren 2000 bis 2005 konnten 4 aufgrund fehlenden Materials
oder fortgeschrittener Autolyse der Gewebeproben nicht einbezogen werden. Von
den 17 verbleibenden Probanden enthielt die vorliegende Probe in allen Fallen
Anteile des Gyrus dentatus, in 2 Féllen war die Region CA1 und in 3 Féllen die
Region CA3 nicht enthalten. Folglich wurden 17 Datensétze fiir den Gyrus den-

12
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tatus, 15 Datensétze fiir CA1 und 14 Datensétze fiir CA3 erhoben.

Anhand der Zusammenschau der Sektionsbefunde, histopathologischer Untersu-
chungsergebnisse und der toxikologischen Befunde wurde in 16 Fallen von zwei
Gutachtern {ibereinstimmend unter Ausschluss einer konkurrierenden Todesur-
sache eine letale Heroinintoxikation als Todesursache ermittelt. Fiir Proband 13
(Todesursache im Sektionsgutachten Hirnédem durch Hypoxie, siehe Tabelle) leg-
ten die toxikologischen Analysen von Hirn und Leber, die polizeilichen Akten
und einschlégige Vorstrafen einen fortgesetzten Heroinabusus nahe. Die Diagnose
des heroinassoziierten Todes ohne Festlegung eines cut-off-Wertes ist bei fehlender
konkurrierender Todesursache ein etabliertes Procedere [19]. Dieses Vorgehen liegt
in den bereits erwdhnten Schwierigkeiten beim Nachweis von Opiatintoxikationen
in der serologischen Untersuchung begriindet [16]. Die definitive Probandengruppe
setzte sich aus 17 Individuen zusammen, von denen 9 méannlichen und 8 weibli-
chen Geschlechts waren. Das Lebensalter betrug zwischen 17 und 36 Jahren, im
arithmetischen Mittel 23,6 + 4,6 Jahre, der Median lag bei 23 Jahren. Die Liege-
zeit post mortem betrug zwischen 1 und 10 Tagen, im arithmetischen Mittel 3,4
+ 2,2 Tage, im Median 3,5 Tage. In den durchgefiihrten toxikologischen Gutach-
ten wurden Serumkonzentrationen zwischen 17,0 und 1630,0 ng/ml fiir Morphin
und zwischen 0,0 und 304,0 ng/ml fiir Codein ermittelt. Das arithmetische Mittel
der Morphinkonzentration lag bei 539 + 517,5 ng/ml mit einem Median von 441
ng/ml. Die Codeinkonzentration betrug gemittelt 72,1 4+ 80,3 ng/ml, der Median
lag bei 39 ng/ml. Eine ausfiihrliche Aufstellung der Merkmale aller Probanden
zeigt nachstehende Tabelle.

13
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Tabelle 3.1.: Merkmale der Probandengruppe

Proband Todes- Alter Geschlecht Liegezeit Morphin- Codein-

Nr. ursache in Tagen konzen-  konzen-
tration tration
im Se- im  Se-
rum rum
(ng/ml)  (ng/ml)

1 Intox 29 m 2 783.,0 98,8

2 Intox 20 W 2 17,0 0,0

3 Intox 20 m 10 601,0 102,0

4 Intox 19 w 1 333,0 37,8

5 Intox 29 m 4 119,0 11,2

6 Intox 36 m 2 441,0 54,0

7 Intox 17 m 4 142,0 23,0

8 Intox 26 W 1 25,1 3,0

9 Intox 20 w 4 1630,0 304,0

10 Intox 23 m 3 1096,0 109,0

11 Intox 26 m 4 1330,0 162,0

12 Intox 21 W 3 874.,0 108,0

13 Hypox 24 m 4 58,0 13,0

14 Intox 24 W 4 1086,0 39,0

15 Intox 21 w 2 579,0 150,0

16 Intox 22 m 1 22.5 11,3

17 Intox 25 w 6 27,2 0,0

Todesursachen: Intox = Heroin- oder Mischintoxikation, Hypox = Hypoxie mit
Hirnédem (siche Erlduterungen auf Seite 13)
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3.1.2. Kontrollgruppe

Der Kontrollgruppe wurden Individuen mit fehlendem Nachweis von Morphin und
anderen haufig missbrauchlich angewendeten Substanzen im toxikologischen Gut-
achten zugeordnet. Hauptséachlich handelte es sich um Opfer von Verkehrsunfallen
mit resultierendem Polytrauma. In den Féllen, in denen bekannt war, dass die
Betroffenen ein Schidel-Hirn-Trauma erlitten hatten, erfolgte der Einschluss nur
bei Uberlebenszeiten von maximal 6 Stunden um einen traumatisch bedingten An-
stieg der Metallothioneinexpression auszuschliefsen. Dieser beginnt 3 bis 6 Stunden
nach Einwirkung einer geeigneten Noxe mit einem Anstieg der mRNA-Spiegel fiir
Metallothionein, der Anstieg der Metallothioneinkonzentration tritt typischerwei-
se nach 12 Stunden ein [11]. Schliefslich sollte auch eine Alteration der Metallo-
thioneinexpression durch &rztlich applizierte Medikamente, in erster Linie Opiate,
ausgeschlossen werden. Hier wurde analog eine maximale Uberlebenszeit von 6
Stunden toleriert.

Analog zur Probandengruppe mussten von zunéchst 21 konsekutiven Patienten 2
aufgrund fehlender oder unbrauchbarer Gewebeproben ausgeschlossen werden. Der
definitiven Kontrollgruppe gehorten insgesamt 19 Individuen an, 12 ménnlichen
und 7 weiblichen Geschlechts. Das Lebensalter lag zwischen 17 und 36 Jahren mit
22,4 + 4,7 Jahren im Mittel und einem Median von 20 Jahren. Die Leichenliegezeit
variierte von 1 bis 4 Tagen. Bei einer Person konnte die Liegezeit nicht aus den
Akten ermittelt werden. Da keine fortgeschrittene Faulnis festgestellt wurde, kann
von einer Liegezeit im Rahmen der bei den {ibrigen Probanden und Kontrollper-
sonen ermittelten Zeiten ausgegangen werden. Im Mittel betrug die Liegezeit 2,2
+ 0,9 Tage, im Median 2 Tage. Die genannten Liegezeiten sind nicht immer direkt
mit denen der Probandengruppe vergleichbar, da nach Ableben der Kontrollper-
sonen eine gekiihlte Lagerung erfolgte, wihrend die Probanden bis zum Auffinden
durch Dritte bei Raumtemperatur beziehungsweise Aufentemperatur (mit ent-
sprechenden jahreszeitlichen Schwankungen) lagerten. Dementsprechend ist bei
den Kontrollpersonen generell von einem geringeren Verwesungsgrad auszugehen.
Die einzelnen Kontrollpersonen sind in folgender Tabelle ausfiihrlich charakteri-

siert.
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Tabelle 3.2.: Merkmale der Kontrollgruppe

Kontroll- Todes- Alter Geschlecht Liegezeit Morphin- Codein-

person ursache in Tagen konzen-  konzen-

Nr. tration tration
im  Se- im  Se-
rum rum
(ng/ml) _ (ng/ml)

1 HS/PT 23 m 3 0,0 0,0

2 HS/PT 20 W 2 0,0 0,0

3 SHT 19 m 2 0,0 0,0

4 SHT 20 m 2 0,0 0,0

5 HS/PT 19 w 2 0,0 0,0

6 Dekap 29 m 2 0,0 0,0

7 HS/PT 22 w 4 0,0 0,0

8 HS/PT 36 m 2 0,0 0,0

9 HS/PT 17 m 2 0,0 0,0

10 HS/PT 26 m 4 0,0 0,0

11 HS/PT 20 m 1 0,0 0,0

12 HS/PT 23 m 2 0,0 0,0

13 HS/PT 26 m 2 0,0 0,0

14 HS/PT 19 m 1 0,0 0,0

15 SHT 18 w 2 0,0 0,0

16 HS/PT 20 W 1 0,0 0,0

17 HS/PT 19 m 4 0,0 0,0

18 HS/PT 26 w 2 0,0 0,0

19 HS/PT 24 w nicht be- 0,0 0,0

kannt

Todesursachen: HS/PT = hémorrhagischer Schock / Polytrauma, SHT =
Schédel-Hirn-Trauma mit perakutem zentralem Regulationsversagen, Dekap =
Dekapitation
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3.2. Gewebeaufbereitung

Wiéhrend der Sektion wurden, nach Abpréaparation des Circulus willisi und Ent-
fernung von Medulla oblongata, Diencephalon und Cerebellum, koronare Serien-
schnitte des Telencephalon angefertigt. Hierin wurde die Hippocampusformation
aufgesucht, unter Vermeidung von unnotigen Manipulationen entnommen und fiir
mindestens 24 Stunden in gepufferter Formalinlosung (4 %) fixiert.
Anschliessend wurden die Gewebeproben in Paraffin eingebettet. Hiervon wurden
nun 5 pum dicke Schnitte in koronarer Schnittfiihrung mit Hilfe eines Mikrotoms
(Leica, Wetzlar, Deutschland) angefertigt und in ein auf 37°C temperiertes Was-
serbad verbracht. Diese wurden auf mit einer permanenten positiven Oberflachen-
ladung versehene Objekttrager (SuperFrost® Plus, Menzel-Gléaser, Braunschweig,
Deutschland) aufgezogen.

Hierauf wurden die Préaparate mittels Warmluft auf 56°C erwarmt, in Xylol ent-
paraffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.

Um ein Austrocknen vor der Weiterbehandlung zu vermeiden, wurden die Pra-
parate mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS ,Phosphate buffered saline PBS,
pH 7,4, DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) bedeckt.

Trotz aller Sorgfalt wurden einige Proben im Rahmen der Entnahme mechanisch
beschadigt. Somit standen nicht mehr alle Regionen des Hippocampus zur Unter-
suchung zur Verfiigung. Fiir die betroffenen Regionen CA1 und CA3 weichen daher
die Zahlen der begutachteten Praparate von den Zahlen der zur Probanden- re-
spektive Kontrollgruppe zugeordneten Individuen ab. Konkret ergab sich fiir CA1
ein Verhéltnis von 15 Probanden zu 17 Kontrollpersonen sowie 14 Probanden zu
14 Kontrollpersonen in CA3.

3.3. Immunhistochemie

Zur Detektion der vermuteten Anderung der Expression von Metallothionein I
und IT in den untersuchten Hippocampi nutzten wir ein immunhistochemisches
Verfahren. Die Vorteile dieser Detektionsmethode liegen, auch mit Blick auf eine
mogliche spitere Anwendung in der téglichen Routine, in der leichten Erlernbar-

keit, guten Reproduzierbarkeit und dem moderaten finanziellen und apparativen
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Aufwand. Nachteilig sind hingegen der hohe zeitliche Aufwand aufgrund der lan-
gen Inkubationszeit des Primérantikorpers. Weiterhin sind allenfalls qualitative
oder semiquantitative Informationen zu erheben, eine echte quantitative Analyse

wie beispielsweise bei Blottingverfahren ist nicht mdoglich.

3.3.1. Allgemeine Prinzipien der Immunhistochemie

Die verschiedenen heute gebrauchlichen immunhistochemischen Nachweismetho-
den beruhen auf dem selben Grundprinzip. Sie unterscheiden sich im wesentlichen
durch die Verwendung unterschiedlicher Detektionssysteme. Nach der Aufberei-
tung der zu untersuchenden Gewebe und einer gegebenenfalls notwendigen Anti-
gendemaskierung wird eine Priméarantikorperlosung appliziert. Diese Losung kann
entweder einen monoklonalen, gegen ein einziges Epitop gerichteten Antikorper
enthalten, welcher von einem einzigen B-Zellklon stammt, oder es handelt sich
um einen polyklonalen Antikorper, der nach Antigenapplikation und natiirlicher
Immunreaktion aus dem Serum von Labortieren gewonnen wurde.

Nachfolgend unterscheidet sich die Verfahrensweise in Abhéngigkeit von der De-
tektionsmethode. Die élteste und einfachste Methode ist die direkte Detektion,
bei der der Primérantikérper mit einem Enzym gekoppelt ist, welches ein aufge-
tragenes Substrat unter Bildung eines farbigen Prézipitats umsetzt. Es ist ein-
leuchtend, dass diese Vorgehensweise das Vorhandensein groferer Antigenmengen
voraussetzt, um die aufgrund spezifischer Antikorperbindung entstandenen Farb-
niederschlidge von einer unspezifischen Hintergrundfarbung unterscheiden zu kon-
nen.

Um einen Verstiarkungseffekt und damit eine einfachere Differenzierung zwischen
spezifischer und unspezifischer Farbung zu erzielen, wurden indirekte Nachweisme-
thoden entwickelt. Hier kommen Sekundér- und, je nach gewiinschter Verstarkung,
Tertidrantikorper zum Einsatz, die gegen den Primér- bzw. Sekundéarantikorper
gerichtet und an das substratumsetzende Enzym gekoppelt sind. Der Verstér-
kungseffekt beruht auf der Bindung mehrerer Sekundér- bzw. Tertidrantikorper
an jeweils einen Primér- bzw. Sekundérantikorper.

Eine weitere und heute sehr verbreitete Variante (Labeled Avidin-Biotin oder LAB
Methode) beruht auf der hohen Affinitdt von Avidin bzw. Streptavidin zu Biotin.
Der eingesetzte Sekundérantikorper ist mit Biotin konjugiert, an welches ein hin-
zugefiigter und enzymmarkierter Avidin- oder Streptavidinkomplex bindet und
letztlich den Substratumsatz katalysiert [36].
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3.3.2. Verwendete Antikorper-Detektionssystemkombination

Der verwendete Primarantikorper ist ein von Méausen stammender monoklonaler
Immunglobulin G; (IgG;) Antikorper, der gegen von Pferden stammendes Me-
tallothionein I und II gerichtet ist [37] und neben anderen Spezies Kreuzreakti-
vitdt mit menschlichem Metallothionein I und II aufweist [38]. Bezugsquelle fiir
den Antikorper ist die Firma DakoCytomation® (Hamburg, Deutschland), wel-
che ihn als Dako-MT E9 anbietet. Der monoklonale Antikorper ist gegen die 5 bis
7 N-terminalen Aminoséuren der B-Doméne der Metallothioneinisoformen I und
IT gerichtet [39].

IgG, ist eine von vier bekannten Subklassen des monomeren Immunglobulin G,
welches aus je zwei schweren und zwei leichten Ketten besteht und somit zwei
Antigenbindungsstellen besitzt [40].

Zur Detektion wurde ein ebenfalls von DakoCytomation® (Hamburg, Deutsch-
land) bereitgestelltes Reagenzienpaket verwendet, welches als LSAB + System-
HRP erhéltlich ist. Es enthélt folgende gebrauchsfertigen Komponenten sind in
der Reihenfolge der Anwendung: eine gebrauchsfertige 3 prozentige Wasserstoff-
peroxidlosung (Dako Peroxidase-Blocking-Agent) zur Suppression der endogenen
Peroxidaseaktivitat. Das zweite Reagenz ist ein Gemisch aus von Ziegen stammen-
den Sekundéarantikorpern, diese sind gegen von Mausen, Kaninchen und Ziegen
stammendes Immunglobulin G gerichtet. Die Sekundérantikérper sind mit Biotin
konjugiert (Dako Biotinylated Link). Das System wird durch Meerrettichperoxida-
se, welche mit Streptavidin konjugiert ist (Streptavidin-HRP), komplettiert. Zur
Visualisierung enthélt das Set eine 3,3’-Diaminobenzidin-Losung (DAB+ Chro-
mogen). Das enthaltene sehr gut wasserlosliche DAB wird durch die Meerrettich-

peroxidase zu einem wasserunloslichen braunen Prézipitat oxidiert [41].

3.3.3. Durchfiihrung der Immunhistochemischen Farbung

Die nach dem Entparaffinieren in PBS gelagerten Objekttriager mit den Hippo-
campusschnitten wurden zunéchst fiir 15 Minuten mit der 3 prozentigen Wasser-
stoffperoxidlosung (Dako Peroxidase-Blocking-Agent) inkubiert, um die endogene
Peroxidaseaktivitdt zu supprimieren. Nach 20 miniitigem Spiilen in PBS wurde
10 prozentiges Ziegenserum (Normal Goat Serum,DakoCytomation®, Hamburg,
Deutschland) appliziert und fiir 30 Minuten belassen. Das heterogene Protein-

gemisch soll Bindungen mit in der Gewebeprobe vorhandenen Immunglobulinen
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eingehen und diese fiir den Sekundérantikorper blockieren. Sowohl die Anwendung
von Wasserstoffperoxid, als auch die des Ziegenserums, dienen der Reduktion der
unspezifischen Hintergrundfirbung [40]. Nach zweimaligem kurzen Tauchen der
Objekttréager in PBS wurde der Primérantikérper aufgebracht. In mit Verdiinnun-
gen von 1:50 bis 1:1600 durchgefiihrten Versuchsreihen hatte sich eine Verdiinnung
von 1:1200 als optimal im Sinne eines giinstigen Verhéltnisses von spezifischer
zellgebundener Farbreaktion zu unspezifischer Hintergrundfarbung erwiesen. Die
Gewebeproben wurden bei 4°C fiir 20 Stunden mit der Primarantikérperlosung in-
kubiert. Nachfolgend wurden die Préparate dreimal fiir 5 Minuten in PBS gespiilt.
Der nun aufgetragene Sekundérantikérper wurde nach 30 miniitiger Inkubation
durch dreimalige Spiilung in PBS fiir je 5 Minuten entfernt. Im Anschluss wurde
fiir 30 Minuten die Streptavidin-konjugierte Meerrettichperoxidase aufgetragen.
Nach nochmaligem 20 miniitigem Spiilen vin PBS wurde schlieflich die DAB-
Losung aufgetragen und nach 5 Minuten durch Tauchen in destilliertes Wasser
die Farbreaktion gestoppt [42]. Abschliefend wurde eine Kerngegenfarbung mit
Hémalaun nach Mayer [40| durchgefiihrt und die Praparate mit wéssrigem Ein-
deckmittel (Aquatex®, Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. Das folgende

Diagramm zeigt eine Ubersicht der Einzelschritte.
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Formalinfixierte, paraffineingebettete
Schnitte (5 pm)

7

Deparaffinieren in Xylol,
Rehydratation in absteigender Alkoholreihe
und Immersion in PBS (pH 7,4)

v

Inkubation mit 3% Wasserstofperoxid
(Dako Peroxidase Blocking Agent)

¢ 15 Minuten

Spulen mit PBS (pH 7,4)

¢ 20 Minuten

Inkubation mit Ziegenserum (10 %)

¢ 30 Minuten

Zweimaliges Eintauchen in PBS (pH 7,4)

v

Inkubation mit Dako-MT E9 1:1200 bei 4°C

¢ 20 Stunden

Immersion in PBS (pH 7,4)

¢ 3 mal 5 Minuten

Inkubation mit Sekundarantikoérper
(Dako Biotinylated Link Fertiglésung)

¢ 30 Minuten

Immersion in PBS (pH 7,4)

¢ 3 mal 5 Minuten

Inkubation mit Streptavidin-konjugierter
Merrettichperoxidase (Dako Streptavidin-HRP)

¢ 30 Minuten

Immersion in PBS (pH 7,4)

¢ 20 Minuten

Applikation von 3,3'-Diaminobenzidin
(Dako DAB+ Chromogen)

¢ 5 Minuten

Stop der Farbreaktion durch Eintauchen
in destilliertes Wasser

2

Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer,
Eindecken und Lichtmikroskopie

Abbildung 3.1.: Ablauf der immunhistochemischen Féarbung
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Das Resultat dieser Farbeprozedur war eine zytoplasmatisch lokalisierte Bra-
unfirbung wie in Abbildung 3.2 demonstriert. Das gesamte Soma der astrozytér
imponierenden Zellen demonstriert eine feingranuldre Braunfarbung. Diese ent-
spricht den DAB-Prézipitaten. Wie an den Astrozyten in Abbildung 3.3 gut zu
erkennen ist, ist der Zellkern von der Reaktion ausgespart. Die zytoplasmatischen
Fortsétze der Astrozyten weisen ebenfalls eine Farbreaktion auf und verursachen
zumindest einen Teil der Hintergrundfarbung. Der Kontrast zwischen zytoplasma-
tisch gebundener Farbreaktion und unspezifischer Hintergrundfarbung ist ausrei-

chend hoch, um beide sicher zu differenzieren.

Abbildung 3.2.:

Abbildung 3.3.: Zytoplasmatisch lokalisierte Farbreaktion der Astrozyten unter
Aussparung des Zellkerns
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3.3.4. Spezifitatsnachweis und Positivkontrolle

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei der resultierenden Farbung um
eine spezifische, gegen zytoplasmatisches Metallothionein I und II gerichtete Re-
aktion des Antikérpers handelt, wurde ein Metallothionein I/II -Gemisch (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland) verwendet. Vor der Abarbeitung des eigentlichen
Farbeprotokolls wurde die Primérantikorperlosung bei 4°C fiir 20 Stunden mit Me-
tallothionein I/II (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) in einer Konzentration
von 1mg/ml préainkubiert. Simultan wurde Antikérperlosung einer Pseudopréin-
kubation mit PBS unterzogen. Nachfolgend wurden je 2 vom selben Individuum
stammende Praparate jeweils mit prainkubierter und pseudoprainkubierter Anti-
korperlosung dem Standardimmunhistochemieprotokoll unterzogen. Die Versuche
zeigten reproduzierbar die nahezu vollstandige Suppression der immunhistoche-
mischen Reaktion in den mit prainkubierter Antikérperlosung angefertigten Pra-
paraten bei unverédndert positivem Nachweis von Metallothionein in den mitge-
fiihrten mit pseudopréainkubiertem Priméarantikorper behandelten Referenzprépa-
raten. Typische Resultate werden in folgender Abbildung dargestellt. Links die

mitgefithrte Kontrolle, rechts das Ergebnis der Prainkubation mit praktisch voll-

standigem Fehlen einer Farbreaktion.

Abbildung 3.4.: Unterdriickte immunhistochemische Férbung (rechts) nach Préin-
kubation mit Metallothionein I /11

Um eine unspezifische Bindung des Sekundérantikorpers auszuschlieffen, wurde

ein Teil der Praparate unter Mitfilhrung einer Positivkontrolle mit PBS anstel-

le des Primérantikérpers pseudoinkubiert. Die weitere Farbeprozedur folgte dem
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Standardprotokoll. Erwartungsgeméis fithrte diese Vorgehensweise zu vollstandig
aufgehobener Immunoreaktivitat bei den pseudoinkubierten Praparaten.

Als Positivkontrolle fiir die Bindungsfihigkeit des Antikorpers wurde Nierengewe-
be von Hunden zusammen mit dem untersuchten Gewebe dem immunhistochemi-
schen Standardprotokoll unterzogen [43] mit reproduzierbarer zytoplasmatischer

Braunfirbung.

3.4. Immunfluoreszenz und konfokale

Lasermikroskopie

Wie bereits ausgefiihrt, wurde Metallothionein I/II ausschlieflich im Zytoplasma
von Astrozyten nachgewiesen [44]. Um zu verifizieren, dass es sich bei den ange-
farbten Zellen in unseren Proben um Astrozyten handelt, wurde die Verteilung
des Metallothionein I/II mit der des sauren Gliafaserproteins (Glial fibrillary aci-
dic protein, GFAP) als Markerprotein fiir Astrozyten [45] verglichen. Zunéchst
wurden die Praparate entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe hy-
driert. Im Anschluss wurden die entparaffinierten und hydrierten Préaparate zu-
ndchst mit Tris-Puffer (Tris-hydroxymethyl-aminomethan, pH 7,6) gespiilt und
mit 5 prozentigem fetalem Kélberserum (FCS) in Tris-Puffer unter Zusatz von 0,3
% Triton X-100 fiir 30 Minuten prainkubiert. Zum Nachweis von Metallothionein
I/11 erfolgte die Inkubation mit Maus-anti-MT I/IT (Dako anti-MT E9, 1:1200) als
Primérantikérper [43]. Zur Detektion von GFAP wurde ein von Kaninchen stam-
mendes anti-GFAP-Immunglobulin (rabbit anti-cow GFAP, DakoCytomati0n®,
Hamburg, Deutschland, 1:500) eingesetzt.

Unter Zugabe von 0.1 % Triton X-100 und 5 % FCS in Tris-Puffer wurde das An-
tikorpergemisch bei 4°C fiir 24 Stunden zur Inkubation belassen. Die Detektion
erfolgte mit fluoreszenzfarbstoffmarkierten Sekundarantikérpern, namentlich Cy2
(Cyanin)-konjugiertem anti-Maus-IgG (Cy2-conjugated goat anti-mouse IgG, 1:
400) und Cy5 (Indodicarbocyanin)-konjugiertem anti-Kaninchen-IgG (Cy5-conjugated
goat anti-rabbit, 1:200), beide wurden von Jackson Immuno Research, Baltimore,
PE, USA bezogen. Kontrollpraparate ohne Inkubation mit Primérantikérperls-
sung wurden mitgefiihrt, es erfolgte eine Pseudoinkubation mit Tris-Puffer. Nach
einer abschliefenden Spiilung und Dehydrierung wurden die Préparate mit Entel-
lan (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. Folgende Abbildung illustriert
den Ablauf.
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Formalinfixierte, paraffineingebettete
Schnitte ( 5 pm)

v

Deparaffinieren in Xylol,
Rehydratation in absteigender Alkoholreihe
und Immersion in Tris-Puffer (pH 7,6)

2

Prainkubation mit fetalem Kalberserum
(FCS, 5 %) und Triton X-100 (0,3 %)

¢ 30 Minuten

Kurzzeitige Immersion in Tris-Puffer (pH 7,6)

v

Inkubation mit Dako-MT E9 1:1200 und
Dako Rabbit-anti-cow GFAP 1:500 bei 4°C;
Zusatz von Triton X-100 (0,1 %) und FCS
(5 %) zur Pufferlésung

¢ 24 Stunden

Kurzzeitige Immersion in Tris-Puffer (pH 7,6)

2

Applikation fluoreszenzmarkierter
Sekundarantikérper (Dako Cy2-conjugated
Goat-anti-mouse IgG, 1: 400 und
Cy5-conjugated Goat-anti-rabbit IgG, 1:200)

¢ 30 Minuten

Immersion in Tris-Puffer (pH 7,6)

2

Eindecken und konfokale Lasermikroskopie

Abbildung 3.5.: Ablauf der Immunfluoreszenzfiarbung
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Die Immunfluoreszenz wurde mit konfokaler Lasermikroskopie (LSM 510 Me-
ta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) evaluiert. Die verwendeten Anregungswel-
lenldngen betrugen 633nm (Helium/Neon2) fiir den Cy5-Fluoreszenzfarbstoft (ro-
te Farbe) bzw. 488 nm (Argon) fiir den Cy2-Fluoreszenzfarbstoff (griine Farbe).
Ein représentatives Féarbeergebnis illustriert nachfolgende Abbildung. Im linken
Bild, im unteren rechten Quadranten eine GFAP-positive Zelle, morphologisch
ein Astrozyt. Dieselbe Zelle zeigt eine deutliche Reaktivitat fiir Metallothionein
(mittleres Bild). Im rechten Bild wird die Kolokalisation von GFAP und MT I/II
demonstriert. Mein Dank gilt Frau PD Dr. Heike Franke, Rudolf-Boehm-Institut

fiir Pharmakologie Leipzig fiir die freundliche Uberlassung der Aufnahmen.

MT-I/11 GFAP/MT-I/1I

Abbildung 3.6.: Kolokalisation von MT I/IT und GFAP, konfokale Lasermikrosko-
pie, Aufnahmen feundlich {iberlassen von Frau PD Dr. H.Franke,
Leipzig

3.5. Auswertung

3.5.1. Mikroskopie und Digitale Fotografie

Alle Praparate der Probanden- und Kontrollgruppe wurden lichtmikroskopisch
untersucht und, so vorhanden, die Regionen CA1 und CA3 sowie der Hilus gyri
dentati identifiziert. Hauptkriterien waren die Lokalisation in Relation zur gesam-
ten Hippocampusformation und die Morphologie der ortsstandigen Neurone. Eine
schematische Darstellung der Hippocampusformation mit hervorgehobenen Cha-
rakteristika der neuronalen Somata in den einzelnen Regionen zeigt Abbildung 3.7.
Die grofen rund-ovalen Somata der Neuronen im Hilus gyri dentati werden von

den dicht gepackten runden, kleinen Neuronen des Gyrus dentatus umschlossen.

26



3. Untersuchungsgut und Methodik

Die Somata der Region CA3 sind deutlich kleiner und liegen dichter nebeneinan-
der. Getrennt durch die Ubergangsregion CA2 sind diese wiederum gut von den

eher dreieckigen neuronalen Somata in CA1l zu differenzieren.

Abbildung 3.7.: Hippocampus, schematischer Querschnitt (modifiziert nach Du-
vernoy [31])

Die entsprechenden Bildausschnitte, drei in jeder Region, wurden bei einer Ver-
groferung von 1:200 mit einer am Mikroskop angebrachten Digitalkamera (Olym-
pus Corporation, Tokyo, Japan) fotografiert. In jeder Region wurden zuféllig je
drei Areale, je eines pro Bildausschnitt, von 200 pm x 200 pum gewahlt, in denen

die Auszdhlung erfolgte.

3.5.2. Rechnergestiitzte Datenerhebung

Die Aufnahmen wurden mit Hilfe einer eigens von uns entwickelten und program-
mierten Software untersucht und ausgewertet. Im wesentlichen wurden verschiede-
ne Kategorien von Zellen gebildet, standardisierte relevante Bildbereiche (Regions
of interest) festgelegt und die enthaltenen Zellen morphologisch den verschiedenen
Zellkategorien zugeordnet sowie in den Regions of interest ausgezahlt.

Die Entscheidung ein eigenes Programm zu entwickeln fiel aus folgenden Griinden:
Aufgrund der relativ groffen Datenmenge und im Interesse der Reproduzierbarkeit
kam ein Zéahlen “von Hand” nicht in Frage.

Aus finanziellen Griinden und aufgrund der meist bestehenden Bindung an ein ge-
gebenes Mikroskop-Kamera-System kam der Erwerb einer kommerziellen Losung

nicht in Frage.
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Die meisten verfiigharen Programmpakete, neben einigen kommerziellen Produk-
ten zum Beispiel auch das an den National Institutes of Health der Vereinigten
Staaten von Amerika entwickelte gemeinfreie ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/),
bieten eine hohe Flexibilitdt im Einsatz. Diese wird jedoch damit erkauft, dass der
Aufruf einer bestimmten Funktion langwieriges Navigieren durch verschachtelte
Meniis erfordert. Ein dediziertes Programm tragt also zur Erhohung der Arbeits-

geschwindigkeit bei.

Leistungsmerkmale des Programms

Die heute vorliegende Losung erméglicht das Offnen von Bilddateien aller géngigen
Formate. Liegen diese in einem gemeinsamen Verzeichnis vor, kann eine beliebige
Anzahl Bilder stapelweise verarbeitet werden.

Die Moglichkeit zur Festlegung beliebig vieler rechteckiger Regions of interest mit
frei wihlbaren Kantenldngen innerhalb der ge6ffneten Bilder ist gegeben. Die Soft-
ware unterstiitzt frei wihlbare Bildschirmmafieinheiten, um die Groéfse der Regions
of interest in sinnvollen Einheiten (zum Beispiel pm) anzuzeigen.

Der entsprechende Umrechnungsfaktor, also wie vielen Mafeinheiten entspricht ein
Bildpunkt (Pixel) im gegebenen Mikroskop-Kamera-System, kann den Hersteller-
angaben entnommen werden, wobei selbstverstindlich das verwendete Objektiv
beriicksichtigt werden muss. Der entsprechende Umrechnungsfaktor muss fiir das
gegebene System aus Mikroskop, Objektiv und Kamera einmal ermittelt und ein-
gegeben werden. Zu beachten ist, dass sich der Faktor ebenfalls &ndert, sollten
die digitalen Fotografien skaliert, also in ihrer Auflésung angepasst werden, zum
Beispiel zum Versand als elektronische Post. Liegen keine Angaben vor, kann der
benotigte Umrechnungsfaktor mit Hilfe des Programms leicht bestimmt werden:
Zunéchst wird ein Eichkérper bekannter Grofe (zum Beispiel Zahlkammer) mit
dem verwendeten Mikroskop-Kamera-System abfotografiert. Im Programm wird
der Umrechnungsfaktor 1 gewdhlt, angezeigte Strecken haben somit die Einheit
“Pixel”. Anschlieffend wird Anzahl der Bildpunkte bestimmt, die das Objekt im
Bild einnimmt, indem es mit einer Seitenldnge einer Region of interest zur De-
ckung gebracht wird. Die bekannte Lénge des Objektes und die ermittelte Zahl

an Bildpunkten konnen nun ins Verhéltnis gesetzt werden:

L _f

N 1
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Wobei L die bekannte Objektlange in der gewédhlten Mafeinheit (zum Beispiel
200pm), N die Anzahl Bildpunkte (Pixel) ist, die das Objekt im Bild reprasentieren
(zum Beispiel 920 Pixel), f der gesuchte Umrechnungsfaktor, der einem Bildpunkt

(1 Pixel) entspricht. Somit errechnet sich der Umrechnungsfaktor zu:

Lx1
/= N
Im gewéhlten Beispiel also:
200pum x 1
= —— ~0,21739
f 920 : pm

Da der Bildpunkt dimensionslos ist, hat der Umrechnungsfaktor die Einheit der
gewahlten Mafeinheit, im Beispiel also pym.

Durch einfaches Markieren (“Anklicken”) kénnen die im angezeigten Bild vorhan-
denen Elemente (zum Beispiel Zellen) bis zu sechs frei wiahlbaren Kategorien zu-
geordnet werden. In Echtzeit erfolgt die Auswertung, wie viele Elemente welcher
Kategorie markiert wurden. Hierbei wird nach Regions of interest aufgeschliisselt,
sowie die Elementzahl im gesamten Bild angegeben.

Bei Abschluss der Studie wird das Ergebnis in einer eindeutig dem Bild zuordenba-
ren Textdatei abgelegt. Wahlweise kann zusétzlich ein Screenshot (Bildschirmpho-
to) mit den gesetzten Markierungen gespeichert werden. Wurden mehrere Bilder
zur Bearbeitung ausgewéhlt, werden alle Felder zuriickgesetzt und das néchste
Bild zur Bearbeitung geladen.

Nur der Vollstandigkeit halber soll erwdhnt werden, dass das Programm ferner
Moglichkeiten zur Messung der Farbwerte, sowie von Umfang und Fléache belie-
biger polygonaler Bildareale bietet. Von diesen Moglichkeiten wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit jedoch noch kein Gebrauch gemacht. Die Funktionalitéit
steht fiir spitere quantitative Analysen zur Verfiigung. In Abbildung 3.8 ist ein
Screenshot des Programms mit geoffneter Bilddatei, angewéhlter Region of inte-
rest (roter Rahmen) und bereits markierten metallothioneinpositiven Zellen (gelbe
Quadrate) beispielhaft dargestellt.

Verfiigbarkeit

Aufgrund der zahlreichen vorkonfektionierten Funktionen und der resultierenden

Moglichkeit relativ komplexe Algorithmen in kurzer Zeit abzubilden, wurde als
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7

Abbildung 3.8.: Rechnergestiitzte Datenerhebung

Programmiersprache C# aus dem NET™ Framework der Firma Microsoft®,
Redmond, USA gewéhlt. Somit ist das Programm grundsétzlich nur auf Betriebs-
systemen einsetzbar, fiir die eine kompatible Laufzeitumgebung existiert.
Microsoft® bietet diese nur fiir Windows® und BSD Betriebssysteme an. Eine
Implementierung fiir andere Systeme, zum Beispiel Apple ® 0sx TM, Cupertino,
USA oder Linux stellt das Mono Projekt (http://www.mono-project.com), Novell,
Waltham, USA dar, welches gemeinfreie Software ist. Die Versionen ab 2.4 sind
ausreichend kompatibel, um unter Linux den grundlegenden Funktionsumfang zu
nutzen. Um das Programm einem moglichst breiten Nutzerkreis zugédnglich zu ma-
chen, wurde es unter der GNU General Public License Version 2 (GPL 2) als ge-
meinfreie Software verdffentlicht. Jeder darf somit uneingeschrankt das Programm
nutzen, den Quelltext studieren und nach Bedarf modifizieren. Die Internetpréi-
senz mit Bezugsmoglichkeit findet sich unter http://www.thecounter.sf.net.

Der genaue Wortlaut der GPL 2 findet sich unter
http://www.fsf.org/licensing/licenses /gpl.html, sowie im herunterladbaren Pro-

grammpaket.
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3.5.3. Kategorisierung und Statistische Analyse

In jeder der Regionen CA1l, CA3 und Hilus gyri dentati wurden drei Regions of
interest definiert und ausgewertet. In jedem der neun 200 ym x 200 pgm messen-
den Zéahlfelder (Regions of interest) pro Préparat wurden die sichtbaren Zellen
aufgrund ihrer Morphologie bzw. ihres Farbeverhaltens den Kategorien Neuron,
Glia sowie MT-I/II-positive Zelle zugeordnet.

Die Abgrenzung zwischen Glia und Neuronen erfolgte anhand des grofieren Zell-
kerns der Neuronen und des grofieren neuronalen Somas mit entsprechender Kern-
Plasma-Relation. Ein weiteres Kriterium war der bei Neuronen deutlich erkenn-
bare Axonhiigel sowie die feingranulére Nissl-Substanz. Die im Verhéltnis deutlich
kleineren Gliazellen wurden nochmals subkategorisiert. Hierbei wurden Zellen mit
groferem Kern und groferem Zytoplasmasaum (oder Soma) sowie entsprechenden
zytoplasmatischen Fortsétzen als Astrozyten identifiziert.

Schliefslich erfolgte zundchst unabhéngig von der Histomorphologie die Einteilung
in immunoreaktive und nichtreaktive Zellen. Zellen wurden als MT-I/II-positiv
(immunoreaktiv) eingestuft, wenn sie eine zytoplasmatische Braunfiarbung auf-
wiesen wie in Abbildung 3.9 demonstriert, wobei das gesamte Soma in die Farb-

reaktion einbezogen sein musste. Nicht zellgebundene Farbprézipitate wurden igno-
riert. Die immunoreaktiven Zellen wurden nochmals auf ihre Zugehéorigkeit zu den
Kategorien Neuron und Glia sowie den Subkategorien Astrozyt und andere Glia-
zelle untersucht. Die Mikroskopie und Auswertung erfolgte im Konsens durch den
Autor der Arbeit und einen erfahrenen Rechtsmediziner. Zum Ausschluss einer
Verfalschung der Ergebnisse durch eine neurodegenerative Erkrankung oder vor-
bestehende Gliose wurden die Préparate zusitzlich einem Neuropathologen zur
Begutachtung vorgelegt. Keines der Préaparate aus der Probanden- oder Kontroll-
gruppe musste aufgrund einer Vorschidigung ausgeschlossen werden.

Angefarbte Zellen, die durch mechanische Schadigung aus dem Praparat gelost

waren oder keinen Kern enthielten, wurden nicht berticksichtigt. Vernachléssigt
wurden auch Zellen, die zu weniger als 50% innerhalb der Region of interest la-
gen.
Die aufgrund der Zellmorphologie aufgestellte Hypothese, dass es sich bei den
immunopositiven Zellen um Astrozyten handele, wurde anhand des vorbeschrie-
benen Nachweises der Kolokalisation von MT I/IT und GFAP im Zytoplasma der
fraglichen Zellen bestatigt.

Die ermittelten Zellzahlen der einzelnen Regions of interest innerhalb einer der
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Abbildung 3.9.: Innerhalb der Region of interest (rot) sind drei typische metallo-
thioneinpositive Zellen markiert (gelb). Die immunopositive Zelle
am rechten Bildrand liegt zu weniger als 50% in der Region of
interest und der Zellkern liegt nicht im Niveau des Schnittes, sie
wird daher nicht gewertet.

Zielstrukturen CA1, CA3 und Hilus gyri dentati wurden addiert

Fiir die Statistische Analyse der Daten wurde das Programmpaket GNU R (http://www.r-
project.org/) in der Version 2.12.1 und die grafische Oberflache Rkward
(http://rkward.sourceforge.net /) in der Version 0.5.4 verwendet. Beide Program-

me sind gemeinfreie Software und konnen iiber oben genannte Webseiten bezogen
werden. Es wurden deskriptive und komparative statistische Analysen durchge-

fiihrt und als Grenze fiir statistische Signifikanz ein p < 0,05 akzeptiert. Fiir

Details sei auf den Abschnitt Ergebnisse verwiesen.
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4.1. Routinetauglichkeit der

Metallothionein-1/llI-Immunhistochemie

An den in der Untersuchung verwendeten formalinfixierten und in Paraffin einge-
betteten Gewebeproben hat sich der immunhistochemische Nachweis von Metallo-
thionein I/II als einfach durchfiihrbare und zuverléssig reproduzierbare Methode
erwiesen. Der apparative Aufwand ist minimal und die Grundausstattung eines
histologischen Labors vollig ausreichend, um die Methode zu etablieren. Beno-
tigt werden paraffineingebettete Gewebeproben, ein Mikrotom, eine Anlage zur
Deparaffinierung und Rehydratation, histologische Farbeausstattung und ein La-
borkiihlschrank.

Eine aufwindige Antigendemaskierung ist nicht notwendig. Der verwendete An-
tikdrper kann bei 4°C gelagert werden und zeigte im Verlauf der Versuchsreihen
iiber 1,5 Jahre keine nachweisbare Anderung des Firbeverhaltens.

An den bis zu drei Jahre als Paraffinquader bei Raumtemperatur gelagerten Ge-
webeproben wurde ferner keine Anderung des Firbeergebnisses in Abhingigkeit
von der Aufbewahrungszeit beobachtet.

Insgesamt hat sich die Metallothionein-I/II-Immunhistochemie als robuste und
einfach zu handhabende Methode bewahrt.

4.2. Arbeitserleichterung durch rechnergestiitzte

Datenerhebung

Mit dem selbst entwickelten Computerprogramm konnte die grofse Anzahl an aus-
zuwertenden Bildausschnitten (insgesamt 864 Regions of interest) in verhéltnis-
méfig kurzer Zeit analysiert werden. Der Selbstversuch ergab nach entsprechender

Einarbeitung und unter Beachtung der gebotenen Sorgfalt weniger als 1 Minute
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Zeitbedarf pro verwendeter 200 pm x 200 pm messender Region of interest. Das
Zahlergebnis muss nicht notiert oder anderweitig festgehalten werden, es wird fiir
jede Bilddatei eine eindeutig zuordenbare Textdatei mit dem nach Regions of in-
terest und voreingestellter Zellkategorie aufgeschliisselten Ergebnis erzeugt. Da
auf einem modernen Computersystem die Ladezeiten fiir die Bilddateien vernach-
lassigbar klein sind und die einmal definierten Regions of interest nur noch neu
zuféllig positioniert werden miissen, ist im Stapelverarbeitungsmodus ein theore-

tischer Durchsatz von 50 - 60 analysierten Bildausschnitten pro Stunde erreichbar.

4.3. Metallothioneinexpression im Hippocampus

Wie bereits erwahnt war das Ergebnis der immunhistochemischen Féarbung mit
dem anti-MT-I/II-Antikorper eine reproduzierbare und durch Prainkubation mit
Metallothionein I/II vollstdndig supprimierbare zytoplasmatische Braunfarbung.
Die immunoreaktiven Zellen wiesen in Morphologie und Lokalisation die Merkmale
von Astrozyten auf. Die Zuordnung zur astrozytaren Subpopulation der Glia konn-
te durch die Kolokalisationsfarbung mit GFAP und den Nachweis von GFAP und
MT I/IT in derselben Zellpopulation bestétigt werden. Im untersuchten Kollektiv
wurde sowohl in der Probanden- als auch in der Kontrollgruppe eine Expression
von Metallothionein I/II ausschliefslich in astrozytdren Zellen nachgewiesen. Re-
prasentative Beispiele des immunhistochemischen Farbeverhaltens in CA1, CA3
und im Hilus gyri dentati sowie der Kolokalisationsfarbung sind am Ende des Ab-
schnitts exemplarisch abgebildet. Die Immunoreaktivitit trat sowohl an den So-
mata der Astrozyten als auch an den radidren Fortsdtzen auf. In den Abbildungen
4.1 - 4.3, auf Seite 35, werden die astrozytdre Morphologie der reaktiven Zellen
sowie die braun gefarbten, immunopositiven Zellfortsétze exemplarisch gezeigt.
Ebenfalls deutlich sichtbar sind andere, nicht immunopositive Gliazellen. Dariiber
hinaus sind keine MT-I/II-reaktiven Neurone nachweisbar. In Abbildung 3.5 auf
Seite 25 wurde bereits die Kolokalisation von GFAP (rot) und MT I/II (griin)
im Zytoplasma einer astrozytdren Gliazelle demonstriert. In allen untersuchten
Regionen des Hippocampus waren MT-I/II-positive Astrozyten nachweisbar. Alle

anderen Gliazellen und alle Neurone wiesen keinerlei Immunoreaktivitat auf.
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Abbildung 4.1.: Typisches immunhistochemisches Farbeverhalten (CA1 mit ty-
pischen pyramidal konfigurierten, einzeln liegenden neuronalen
Somata)

Abbildung 4.3.: Immunhistochemisches Féarbeverhalten (Hilus gyri dentati)
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4.4. Statistische Analyse

4.4.1. Eigenschaften der erhobenen Daten und Auswahl der

statistischen Testverfahren

Fiir die deskriptiv-statistischen Eigenschaften des Probanden- und Kontrollkol-
lektivs sei auf den Abschnitt zum Untersuchungsgut auf Seite 12 verwiesen. Um
eine optimale Auswahl der statistischen Testverfahren zu gewéhrleisten wurde zu-
néchst die Verteilung der Ausprigung der beobachteten Merkmale im Probanden-
und Kontrollkollektiv sowie deren Skalierungstyp analysiert. Sowohl die Parame-
ter Alter und Liegezeit als auch die erhobenen Zellzahlen sind intervallskaliert. Im
Fall der Probandengruppe kommen noch die ermittelten Serumkonzentrationen

von Morphin und Codein als intervallskalierte Gréfsen hinzu.

Priifung auf das Vorliegen einer Normalverteilung

Die beobachteten Merkmalsauspragungen wurden anschlieffend auf ihren Vertei-
lungstyp hin iiberpriift. Aufgrund der Stichprobengréfie mit weniger als 30 Stich-
proben pro Kollektiv ist nach dem zentralen Grenzwertsatz nicht automatisch von
einer Normalverteilung der beobachteten Merkmalsauspragungen auszugehen. Der
Shapiro-Wilk-Test stellt eine Moglichkeit dar, auch Stichproben mit n < 30 auf
Normalverteiltheit zu iiberpriifen. Die hierzu errechnete Testgrofe w wird mit ei-
nem von der Stichprobengrofe und dem gewahlten Signifikanzniveau abhangigen
Tabellenwert wy,;; verglichen. Ist w < wyg.; kann die Nullhypothese zum gege-
benen Signifikanzniveau bestéitigt und von einer Normalverteilung ausgegangen
werden [46]. Exemplarisch seien hier Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests fiir die
postmortale Liegezeit und die immunoreaktiven Astrozyten im Hilus gyri dentati
des Probandenkollektivs angefiihrt (p = 0,01): Fiir die Liegezeit ergibt sich bei
n = 17 ein Testwert von w = 0,817, fiir die Stichprobengrofe weist die Tabelle
Werp = 0,851 aus. Mit w < wyg,; ist also die Nullhypothese der Normalverteilt-
heit abzulehnen. Der errechnete Testwert fiir die immunoreaktiven Astrozyten ist
w = 0,948, bei n = 17 und wg,;; = 0,851 wird mit w < wy,;; die Nullhypothe-
se angenommen, es liegt eine Normalverteilung vor. Analog fithrten wir Tests an
Alter, nichtreaktiver Glia, Gesamtglia, Neuronen sowie, im Fall des Probanden-
kollektivs, Serummorphin- und Serumcodeinkonzentration durch. Getestet wurde
im Probanden- und Kontrollkollektiv jeweils im Hilus gyri dentati, CA1 und CA3.
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Fiir die Mehrheit der erhobenen Merkmalsauspragungen konnte Normalverteilt-

heit demonstriert werden.

Identifizierung und Behandlung von AusreiBerwerten

Zur graphischen Identifizierung von Ausreifserwerten wurden bei nicht normal-
verteilten Beobachtungen zunéchst Box-and-Whiskers-Plots erstellt. Zur rechne-
rischen Ermittlung der Ausreiferwerte wurde der Dixon-Q-Test verwendet. Fiir
die geordnete Reihe der beobachteten Merkmalsauspragungen wird ein Testwert
q ermittelt. Die Formel zur Errechnung des Wertes ist abhédngig von der Grofe
der Stichprobe. Analog dem Shapiro-Wilk-Test erfolgt der Vergleich mit einem
kritischen Wert qy,;. Dieser ist ebenfalls von der Stichprobengrofse abhingig. Ist
q > Qgrit wird die Nullhypothese verworfen, es liegt ein Ausreiferwert vor [47].
Fiir Merkmalsauspragungen, die im t-Test einen signifikanten Unterschied zwi-
schen Probanden- und Kontrollkollektiv oder zu anderen Merkmalsauspragungen
einen Pearson-Korrelationskoeffizienten r» > 0, 5 aufwiesen, wurden mittels Dixon-
Q-Test Ausreifterwerte eliminiert und die Berechnung ohne Ausreifser wiederholt.
Zur Hlustration zeigt Abbildung 4.4 auf Seite 38 die Box-and-Whiskers-Plots der
Gesamtglia in CA1.

Ergebnisse der Verteilungsanalyse und Auswahl der Testverfahren

In beiden Kollektiven zeigte die postmortale Liegezeit keine Normalverteilung,
néhert sich jedoch mit wpropanden = 0,812(wiriy = 0,851) und Wkontrolien =
0.769(wyrw = 0,863) an eine solche an. Das Alter der Probanden wies eine Nor-
malverteilung auf, im Kontrollkollektiv stellte die alteste Person einen Ausreifier
dar. Diese Stichprobe enthielt ebenfalls Ausreifferwerte fiir nicht reaktive Glia
und Gesamtglia in CA1 sowie negative Glia in CA3 und wurde aus dem Daten-
satz eliminiert. Im Probandenkollektiv wies der Serumcodeinspiegel eine minima-
le Abweichung von der Normalverteilung auf: wp,s = 0, 823(wg;; = 0,851) und
Wea1 = 0,835(wgrir = 0,844). Diese wurde bei normalverteiltem Serummorphin-
spiegel hingenommen, um den Datensatz nicht unnétig zu verkleinern. Die in den
Regionen CA1, CA3 und Hilus gyri dentati erhoben Zellzahlen fiir reaktive, nicht
reaktive und gesamte Glia sowie Neurone zeigten mit Ausnahme der oben beschrie-
benen Kontrollperson Normalverteilung. Schlussfolgernd fithrten wir zum Uber-
priifen der Gleichheit der Mittelwerte der beobachteten Merkmalsauspragungen
in Kontroll- und Probandenkollektiv den t-Test fiir unabhéngige Stichproben [48]
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Abbildung 4.4.: Box-and-Whiskers-Plot, deutlich zu erkennen sind die auferhalb
der “Whisker” liegenden potentiellen Ausreifferwerte

durch. Ziel war, zu iiberpriifen, ob beide Stichproben der selben Grundgesamt-
heit entstammen oder ob ein signifikanter Unterschied zwischen Probanden- und
Kontrollkollektiv besteht. Die erhobenen Daten erfiillten die Testbedingungen der
Normalverteilung und Intervallskalierung der beobachteten Merkmale. Dariiber
hinaus liegen keine verbundenen Stichproben vor. Somit wird grundsétzlich keine
der, fiir den t-Test nétigen, Annahmen verletzt. Aufgrund der erwéhnten Stichpro-
beneigenschaften eignet sich zur Uberpriifung moglicher Korrelationen zwischen
Alter, Geschlecht, Serummorphin bzw. -Codein und der Héufigkeit des Auftretens
der verschiedenen Zellpopulationen nach Elimination der Ausreiffer der Korrelati-
onskoeffizient nach Pearson [49]. Das Vorliegen einer Korrelation wurde ab r > 0,5
angenommen, Werte im Intervall 0,4 < r < 0,5 wurden als starker, Werte im In-

tervall 0,2 < r < 0,4 als schwacher Trend gewertet.

4.4.2. Ergebnisse der statistischen Auswertung
Vergleich der Zellpopulationen im Probanden- und Kontrollkollektiv

Der t-Test fiir zwei unabhéngige Stichproben ergab aufgeschliisselt nach unter-

suchter Hippocampusregion folgende Besonderheiten:
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Im Hilus gyri dentati zeigte sich eine signifikante Abweichung der Stichprobenmit-
telwerte fiir die immunoreaktiven Astrozyten zwischen beiden Kollektiven (p =
0,043). Im einseitigen t-Test (Hypothese: im Probandenkollektiv sind im Mittel
weniger immunoreaktive Astrozyten nachweisbar) ergibt sich ein hochsignifikanter
Unterschied (p = 0,021). Der Befund ist in Abbildung 4.5 durch einen Box-and-
Whiskers-Plot verdeutlicht:
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Abbildung 4.5.: Box-and-Whiskers-Plot der immunoreaktiven Astrozyten im Hi-
lus gyri dentati im Vergleich zwischen Probanden- und Kontroll-
kollektiv; zur besseren Anschaulichkeit sind die Boxen gekrdpft
dargestellt

Fiir die Region CA1 besteht kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Kollek-
tiven. Auch in CA3 besteht der oben beschriebene Unterschied in der Haufigkeit
der immunoreaktiven Astrozyten nicht. Dagegen ergibt sich ein deutlicher Trend
zum Vorkommen von weniger nichtreaktiven Gliazellen in der Region CA3 des Pro-
bandenkollektivs (p = 0,066). Mit einseitiger Testhypothese ergibt sich p = 0, 033.
Ein schwacher gleichsinniger Trend resultiert fiir die Gesamtglia mit p = 0, 085 fiir
die einseitige Testhypothese. Die entsprechenden Box-and-Whiskers-Plots sind in
den Abbildungen 4.6 und 4.7 auf Seite 40 bzw. 40 dargestellt.
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Abbildung 4.6.: Box-and-Whiskers-Plot der nicht immunoreaktiven Glia in CA3
im Vergleich zwischen Probanden- und Kontrollkollektiv
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Abbildung 4.7.: Box-and-Whiskers-Plot der Gesamtglia in CA3
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Korrelationen innerhalb der Kollektive

In beiden Kollektiven zeigte sich erwartungsgeméf eine starke Korrelation zwi-

schen der Haufigkeit der Gesamtglia und der nichtreaktiven Glia einerseits als auch

der Gesamtglia und der immunoreaktiven Glia. Diese Beziehung wurde in allen un-
tersuchten Regionen beobachtet. Beispielhaft sei hier der Pearson-Korrelationskoeffizient
r fiir die immunoreaktiven Astrozyten und die Gesamtglia in der Region CA3 ange-

fihrt: 7reaktiv—gesamt = 0, 584(Probanden) und 7yeaktiv—gesamt = 0, 765(Kontrollen).

Fiir nichtreaktive Glia und Gesamtglia ergibt sich: rchtreaktiv—gesamt = 0, 923(Probanden)
und 7pichtreaktiv—gesamt = 0,967(Kontrollen). Die Befunde sind in Abbildung 4.8

und 4.9 auf Seite 41 und 42 als Scatterplot illustriert.
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Abbildung 4.8.: Scatterplot der nichtreaktiven Glia, aufgetragen gegen die Ge-
samtglia in CA3 im Probandenkollektiv

Dariiber hinaus korrelierten die Serumspiegel von Morphin und Codein im Proban-
denkollektiv: 7asorphin—codein = 0,864.Ferner zeigten sich im Probandenkollektiv
folgende auffillige Befunde: Die Zahl der immunoreaktiven Astrozyten im Hilus
gyri dentati weist eine negative Korrelation mit dem Alter auf (7 eartiv—aiter =
—0,527(Probanden)), dargestellt in Abbildung 4.10 auf Seite 42. Der Befund ist
zum 95%-Konfidenzintervall signifikant (p = 0,0296). Altere Probanden weisen in

dieser Hirnregion also weniger immunoreaktive Astrozyten auf, im Kontrollkollek-
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Abbildung 4.9.: Scatterplot der nichtreaktiven Glia, aufgetragen gegen die Ge-
samtglia in CA3 im Kontrollkollektiv
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Abbildung 4.10.: Scatterplot der reaktiven Astrozyten, aufgetragen gegen das Le-
bensalter im Probandenkollektiv
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tiv fehlt dieser Befund, er ist konsistent mit der Abweichung der Stichprobenmit-
telwerte des Probandenkollektivs in Richtung auf eine niedrigere Zahl immunore-
aktiver Astrozyten im t-Test. In der Region CA1 besteht keine Alterskorrelation
fiir die reaktiven Astrozyten, ein Trend zu einer Erhohung der Zahl der Gesamt-
glia und der nichtreaktiven Zellen mit zunehmendem Alter ist im Kontrollkollek-
tiv nach Elimination der Ausreifser nicht mehr nachweisbar. Es besteht jedoch
eine Korrelation der Neuronenzahl mit dem Lebensalter im Kontrollkollektiv mit
T Newrone—Aiter = 0,545, p = 0,024 (Abbildung 4.11, Seite 43). Auffillig ist in CA1

Alter

20 25 30 35 40

Meuronenzahl

Abbildung 4.11.: Scatterplot der Neuronenzahl, aufgetragen gegen das Lebensalter
in CA1 im Kontrollkollektiv

des Kontrollkollektivs eine Korrelation bzw. ein Trend der Gliasubpopulationen
zu steigendem Vorkommen mit dem Geschlecht, wobei mannliches Geschlecht mit
dem Vorhandensein von mehr Glia verbunden scheint: rgesami—ceschicent = 0, 587,
p = 0,021; Tnichireaktiv—Geschiecht = 0,486, p = 0,066 und 7,cqriiv—cGeschiecht = 0, 536,
p = 0,027. Im Probandenkollektiv der Region CA1 korrelieren die Zahl der ge-
samten Gliazellen und der nichtreaktiven Glia mit dem Serummorphinspiegel, es
ergibt sich im Detail: 7 gesami—norphin = 0,568, p = 0,034 und 7pichtreaktiv—Morphin =
0,516, p = 0,059. Bei hohen Serummorphinspiegeln ist in CAl also insgesamt
mehr Glia nachweisbar, allerdings gehort diese nicht der Subpopulation der im-
munoreaktiven Astrozyten an (Abbildungen 4.12 und 4.13 auf Seite 44 bzw. 45).
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Abbildung 4.12.: Scatterplot der Gesamtglia, aufgetragen gegen die Serummor-
phinspiegel in CA1 im Probandenkollektiv

In der Region CA3 des Kontrollkollektivs pradestiniert ein héheres Alter zum
Vorhandensein von mehr reaktiven Astrozyten (7 eartiv—aner = 0,639, p = 0,014).
Der Befund beeinflusst offenbar auch die Gesamtglia mit rgesame—aier = 0,499,
p = 0,069, wenn auch ohne deutliche Signifikanz (Abbildungen 4.14 und 4.15 auf
Seite 45 bzw. 46).

Eine geschlechtsabhéngige Vermehrung der Glia ist im Kontrollkollektiv fiir die
reaktiven Astrozyten nachweisbar (7, eqktiv—Geschiecht = 0,539, p = 0,046). Die Neu-
ronenzahl im Probandenkollektiv ist mit dem Serumcodeinspiegel positiv korreliert
(7 Newrone—Codein = 0,578, p = 0,030), der Befund ist ohne deutliche Signifikanz als
Trend auch fiir den Serummorphinspiegel erkennbar (7yeurone—norphin = 0,469,
p=0,090).
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Abbildung 4.13.: Scatterplot der nichtreaktiven Astrozyten, aufgetragen gegen die
Serummorphinspiegel in CA1 im Probandenkollektiv
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Scatterplot der reaktiven Astrozyten, aufgetragen gegen das Le-
bensalter in CA3 im Kontrollkollektiv
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Abbildung 4.15.: Scatterplot der Gesamtglia, aufgetragen gegen das Lebensalter
in CA3 im Kontrollkollektiv
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5. Diskussion

5.1. Einordnung der Ergebnisse

Nachdem in fritheren Arbeiten eine vermehrte Expression des neuronalen Plasti-
zitdtsmarkers Polysialic acid neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) in den
Hippocampi von Opiatabhéngigen nachgewiesen wurde [35] und die neuroprotek-
tive Rolle der Metallothioneine im Rahmen neuronaler Verletzungen [26], der Ein-
wirkung chemischer Noxen [27] sowie von neurodegenerativen Erkrankungen [50]
als gesichert gelten kann, stellte sich die Frage, ob chronischer Opiatabusus ge-
eignet ist, die Expression von Metallothionein zu beeinflussen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde eine immunhistochemische Methode zum spezifischen Metallothion-
einnachweis etabliert, die bei relativ geringem apparativem Aufwand reproduzier-
bare Resultate im Sinne einer sicheren Detektion des zytoplasmatisch gebunde-
nen Metallothionein I/II liefert. In der untersuchten Population von 17 Proban-
den und 19 Kontrollpersonen zeigte sich eine Immunoreaktivitit ausschlieftlich
in morphologisch astrozytiren Zellen. Diese Beobachtung konnte durch Nach-
weis der Kolokalisation von MT I/II und dem etablierten astrozytdren Marker
GFAP [45] verifiziert werden und ist konkordant mit den Beobachtungen anderer
Forschungsgruppen: [26]; [29]; [30]. Erkenntnisse tierexperimenteller Arbeiten lie-
fsen eine gegeniiber der Normalpopulation erhohte Metallothioneinexpression im
Probandenkollektiv [12] erwarten. Ein solcher klarer Zusammenhang mit, aus neu-
ropathophysiologischer und forensischer Sicht wiinschenswerter, in allen Regionen
nachweisbarer erhohter Metallothioneinexpression bestétigt sich in unseren Befun-
den nicht. Vielmehr zeigt sich eine komplexe Befundkonstellation, welche in den
untersuchten hippocampalen Regionen erheblich differiert. Die komplexe anato-
mische Struktur Hippocampus reagiert offenbar auf die Opiateinwirkung differen-
zierter als bisher vermutet. Bevor mogliche Erklarungen der erhobenen Befunde
dargelegt werden, soll auf mogliche Stérgrofsen (Confounder) und andere kritische

Punkte im Studiendesign eingegangen werden.
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5.1.1. Lebensalter und Geschlecht als StorgrolRen

In der Literatur wird eine Abnahme der Metallothioneinexpression mit zuneh-
mendem Alter beschrieben [50]. Unsere Untersuchungen zeigen eine vermehrte
Expression in der Region CA3 des Kontrollkollektivs. In CA1 ist jedoch weder
im Probanden- noch im Kontrollkollektiv eine altersabhingige Anderung der MT
[/1I-Expression nachweisbar. Hierzu ist folgendes zu bedenken:

Die betrachteten Kollektive im erwahnten Review wiesen eine wesentlich weite-
re Altersspanne und vor allem ein hoheres maximales Lebensalter auf, weshalb
der Vergleich mit den in dieser Untersuchung betrachteten Kollektiven mit einem
maximalen Lebensalter von 36 Jahren und einem Durchschnittsalter von 23,6 +
4,6 Jahren fiir die Probanden- und 22,4 + 4,7 Jahren fiir die Kontrollgruppe, nur
sehr bedingt moglich ist. Die im Hilus gyri dentati des Probandenkollektivs beob-
achtbare altersabhéngige Abnahme der MT I/II-Expression mit dem Surrogatpa-
rameter immunoreaktive Zellen ist moglicherweise eine durch den Abusus begiins-
tigte vorzeitige Reaktion im Sinne von [50]. Vor dem Hintergrund des erwiesenen
neuroprotektiven Effekts der Metallothioneine zeigt sich in der altersabhéngigen
Zunahme der MT I/II-Expression im Kontrollkollektiv in CA3 moglicherweise ein
Protektionsmechanismus. Zusammenfassend ist anzunehmen, dass die erhobenen
altersabhéngigen Befunde echte Effekte des Opiatabusus bzw. der Abstinenz sind,
da beide Kollektive laut deskriptiver Statistik und Verteilungsanalyse in ihrer Al-
tersstruktur vergleichbar und normalverteilt sind, nachdem die entsprechenden
Ausreifferwerte eliminiert wurden.

Die im Kontrollkollektiv beobachtete Geschlechtsabhéngigkeit der MT I/1I-Ex-
pression in CA3 und ihr Fehlen bei den Probanden ist nach unserer Kenntnis in
der Literatur nicht vorbeschrieben.

Moégliche Erklarungen umfassen, neben Verzerrungen bei nicht ausreichender Stich-
probengrofe auch geschlechtsspezifisch vermehrte Exposition gegeniiber MT I/11-
induzierenden anderen Noxen, z.B. oxidativer Stress durch Alkohol oder repetitive
mechanische Traumata. Fiir das Kontrollkollektiv liegen uns jedoch keine entspre-
chenden Anhaltspunkte vor (z.B. Anamnese oder Narben von vorausgegangenen

Operationen).
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5.1.2. Kiritische Punkte im Studiendesign
Untersuchte Kollektive

Die untersuchten Kollektive wurden, wie bereits erwahnt retrospektiv untersucht.
Ein prospektives oder gar verblindetes Studiendesign ist jedoch aus offensichtli-
chen ethischen Griinden abzulehnen. Dem Problem der Verfilschung der Stich-
probe durch Selektion der eingeschlossenen Fille wurde durch die Festlegung von
Ein- und Ausschlusskriterien und die konsequente Anwendung derselben auf kon-
sekutive Stichproben Rechnung getragen.

Eine etwaige Verfalschung durch nicht bekannte Leberfunktionsstérungen im Pro-
bandenkollektiv ist unwahrscheinlich, da der Metabolismus von Diacetylmorphin
durch eingeschréankte Leberfunktion kaum beeinflusst wird. Eine Erhohung der
Serumspiegel bei erheblich oder perakut eingeschrinkter Nierenfunktion ist hin-
gegen moglich [18]. Allerdings wurde bei keinem Probanden im Sektionsgutachten
ein makroskopisch oder mikroskopisch auffalliger Nierenbefund erhoben. Die As-

servierung und histologische Aufarbeitung von Nierengewebe erfolgt routineméafig.

Methodische Unterschiede zu vorliegenden Studien

Der Befund einer opiatinduzierten Induktion der Metallothioneinexpression [12]
wurde im Tierversuch erhoben. Die Versuchstiere erhielten eine standardisierte
Morphindosis iiber fiinf Tage. Das entspricht nicht dem Konsummuster bei He-
roinabusus. Hier ist von einer unregelméfigen Einnahme wechselnder Dosen iiber
einen deutlich langeren Zeitraum auszugehen. Im Tierexperiment wurde ein be-
kanntermafen suchtinduzierendes Dosisschema verwendet. Im Probandenkollek-
tiv ist auferdem mit einem Mischkonsum mit anderen Substanzen, insbesonde-
re Benzodiazepinen, zu rechnen. Eine Reproduzierbarkeit der Befunde aus dem
Tierversuch ist somit nicht zwingend gegeben. Letztlich bietet die im Tierexperi-
ment verwendete Detektionsmethode mittels Cadmium-Affinitédtsassay einerseits
den Vorteil der Quantifizierbarkeit, weist jedoch die totale Metallothioneinakti-
vitdt nach [11], ist also nicht geeignet zwischen den drei im ZNS vorkommen-
den Isoformen zu differenzieren. Insgesamt ist die Detektionsmethode anféllig fiir
Verfalschung durch andere schwermetallbindende Proteine, nicht zuletzt Metallo-
thionein III. Auch wurde die Datenerhebung nicht wie in unserer Untersuchung
nach Hirnregionen aufgeschliisselt durchgefiihrt, sondern das gesamte Hirn der

Versuchstiere untersucht. Die von uns etablierte Immunhistochemie bietet dagegen
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einerseits nur eine semiquantitative Ermittlung der MT I/II-Aktivitét, ist jedoch
spezifisch fiir die untersuchte Metallothioneinsubspezies. Zusammenfassend ist es
also durchaus denkbar, dass die tierexperimentell beobachtete Erhéhung der Me-
tallothioneinaktivitéit nach regelméfiger Morphingabe einen Mischbefund der ein-
zelnen Metallothioneinsubspezies und der unterschiedlichen Hirnregionen darstellt
und auf histopathologischer Ebene erheblich komplexere Schadigungsprozesse ab-
laufen. Die Annahme, dass sich eine gesteigerte Metallothionein I/II-Expression
in einem groferen Anteil MT I/II-positiver Astrozyten ausdriickt, stellt nur eine
denkbare Befundkonstellation dar. Eine mogliche vermehrte Metallothioneinex-
pression, die nicht in einer wachsenden Anzahl oder einem grofseren Anteil MT
[/Il-positiver Zellen zum Ausdruck kommt, sondern in einem vermehrten Metal-
lothioneingehalt oder Metallothioneinturnover in einer zahlenmaéfig konstanten
Population immunopositiver Zellen wére jedoch mittels Immunhistochemie als
qualitative bzw. semiquantitative Methode nicht ausreichend sensitiv detektier-
bar.

Von der Problematik der Ubertragbarkeit von Untersuchungsergebnissen zwischen
verschiedenen Spezies abgesehen birgt die retrospektive Untersuchung menschli-
cher Individuen im Vergleich mit dem Tierversuch eine Reihe zusétzlicher Un-
wagbarkeiten. An erster Stelle zu nennen wiére die im Vergleich zu Labortieren
mit gleichem Stammbaum hohe genetische Heterogenitéit der untersuchten Indi-
viduen. Die mogliche Schwankungsbreite der basalen Metallothioneinexpression,
sowohl in der Probanden- als auch in der Kontrollgruppe fliefst ebenso wie die
mogliche Anderung der Expression durch Opiatabusus in der Probandengruppe
in die Ergebnisse mit ein und maskiert moglicherweise den opiatinduzierten Ef-
fekt.

Es muss ferner berticksichtigt werden, dass die Labortiere eine identische Diét er-
hielten, im Gegensatz zu den untersuchten Probanden und Kontrollpersonen. Dies
wiegt umso schwerer, vor dem Hintergrund, dass die Moglichkeit einer Indukti-
on der Metallothioneinexpression durch Zink und Cadmium belegt ist [11]. Ein
weiterer die Metallothioneinexpression beeinflussender Faktor konnte Alkoholkon-
sum in beiden betrachteten Kollektiven sein. Regelméfiger Alkoholkonsum ist,
wenn auch in geringerem Ausmafs als Opiatmissbrauch, geeignet eine vermehrte
Expression von Metallothionein zu induzieren [12].

Letztlich kann die Chronizitdt der Opiataufnahme im Probandenkollektiv zwar

anhand der Anamnese vermutet, aber nicht bewiesen werden. Die Frage ist also,
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ob auch ein unregelméfiger oder kurzzeitiger Konsum eine Metallothioneininduk-
tion bewirken kann. In Untersuchungen an humanen Astrozytenkulturen fiihrte
die Applikation von 30 Gray y-Strahlung nach 3-6 Stunden zum Anstieg der MT-
[I-mRNA-Spiegel, welche nach 12-24 Stunden ein Maximum erreichten [11].

Folglich wére, um sicher von einem erhohten Metallothioneinspiegel nach Expositi-
on mit Opiaten ausgehen zu kénnen eine, womdglich wiederholte, Applikation 1-5
Tage vor Todeseintritt zu fordern. Fiir die {iberwiegende Anzahl der Probanden
kann dieses Kriterium als erfiillt betrachtet werden. Einzig im Falle eines soge-
nannten “Goldenen Schusses”, also einer letalen akzidentellen oder beabsichtigten
Uberdosierung, zum Beispiel nach lingerer Abstinenz mit Verlust der Opiattole-
ranz, ware wohl kein Anstieg der Metallothioneinexpression zu beobachten. Eine
Objektivierung des chronischen Konsums mittels z.B. Haaranalyse konnte hier
Abhilfe schaffen, jedoch standen nur fiir einige der untersuchten Probanden ent-
sprechende Asservate bzw. Analyseergebnisse zur Verfliigung. Nach Ausschluss der
nicht objektivierbaren Falle von chronischem Abusus hétte eine statistisch nicht

sinnvoll untersuchbare Probandengruppe resultiert.

5.2. Interpretation der erhobenen Befunde

5.2.1. Differenziertes Schadigungsbild nach Opiatabusus im

Hippocampus

Der Hippocampus ist wie bereits erwahnt aufgrund seiner Histologie und Lage
eine Modellstruktur fiir Untersuchungen zu neuronalen Schiden durch Hypoxé-
mie wobei der Weg, auf dem diese induziert wird, fiir die resultierende neuronale
Schiadigung irrelevant ist. Die genauen Auswirkungen der Hypoxémie sind regi-

onsspezifisch und werden als selektive Vulnerabilitéit bezeichnet

Selektive Vulnerabilitat auf neuronaler Ebene

Die deutlich héhere Vulnerabilitdt der Region CA1 (Sommer-Sektor) gegeniiber
der als resistent bezeichneten Region CA3 (Bratz-Sektor) und dem Hilus gyri den-
tati fiir neuronale hypoxdmische Schéden ist ein lange bekannter Befund [31]. Eine
Ursache der selektiven Vulnerabilitéit stellt die Gefafsversorgung dar. Der Hippo-
campus wird mafsgeblich aus parahippocampalen Arterien versorgt. Der Ursprung

dieser arkadenbildenden Arterien ist variabel. Am héufigsten liegt eine Mischver-
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sorgung vor, welche mafigeblich aus der Arteria choroidea anterior und Asten der
Arteria cerebri posterior erfolgt [51]. Die parahippocampalen Arterien teilen sich
in kurze und lange Aste, welche nach Ushimura benannt werden. Der Hilus gyri
dentati und CA3 werden aus anastomosierenden Geféfen beider Aste versorgt,
wahrend CA1 Blut aus funktionellen Endarterien des langen Ushimura-Astes er-
hélt [52], [51]. Das prinzipielle Schema der hippocampalen Blutversorgung zeigt
Abbildung 5.1. Gut zu erkennen ist die Versorgung von CA3 und des Hilus gyri
dentati durch anastomosierende Arterien im Gegensatz zur Eingefdafiversorgung
von CAL.

CA2

CA4 (Hilus)

Abbildung 5.1.: Hippocampus, schematische Darstellung der Blutversorgung im
Querschnitt (modifiziert nach Duvernoy [31]); rot dargestellt der
lange, blau der kurze Ast der Ushimura-Arterie

Bei Hypoxédmie und insbesondere konsekutiver Kreislaufdepression resultiert be-
vorzugt ein neuronaler Schaden in der schlechter kollateralisierten Region CA1.
In jiingerer Zeit mehren sich die Hinweise, das neben der Vaskularisation auch
metabolische Besonderheiten der einzelnen hippocampalen Region zur selektiven
Vulnerabilitét beitragen [53]. Das Modell der selektiven Vulnerabilitét ist bislang
nur fiir die betroffenen Neurone belegt [54]. Im Tierversuch fiihrte ein bilatera-
ler fiinfminiitiger Verschluss der Arteria carotis communis zu einem nach 2 bis 3

Tagen zu beobachtenden Neuronenuntergang in CA1, nicht jedoch in CA3 oder
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im Hilus gyri dentati. Erst bei Verschlusszeiten von 30 Minuten waren auch ande-
re Hirnregionen betroffen [54]. Da im untersuchten Probandenkollektiv von einer
milderen Hypoxamie auszugehen ist, sind keine Neuronenuntergénge zu erwarten.

Diese waren in Ubereinstimmung mit der Literatur auch nicht nachzuweisen.

Differenziertes Reaktionsmuster der Glia

Im Gegensatz zur Literatur, die neben einem ischiamiebedingten Nervenzellver-
lust eine stereotype Reaktion der Glia im Sinne einer Mikrogliaproliferation bei
Opiatabusus beschreibt [9], beobachteten wir ein differenzierteres Reaktionsmus-
ter in Abhéngigkeit von der Hippocampusregion. Dieser Befund kann analog der
neuronalen Hypoxieempfindlichkeit als selektive Vulnerabilitdt der Glia interpre-
tiert werden. Erneut gehen wir davon aus, dass die in der Literatur beschriebenen
Mikrogliaproliferationen die Summe der Verdnderungen im zentralen Nervensys-
tem ohne Beriicksichtigung der topographischen Region widerspiegeln und bei
Probanden mit anderem Missbrauchsverhalten erhoben wurden. Die These ei-
ner geringeren Opiatexposition unseres Probandenkollektivs wird gestiitzt durch
den fehlenden Nachweis perivasaler Einblutungen im Gegensatz zu [9], wo die-
ser Befund bei den akut Intoxikierten auftrat. Fiir eine chronische, aber unter
dem fiir einen neuronalen Schaden und eine sekundéire Gliose ndtigen Niveau
liegende hypoxédmische Schidigung in unserem Probandenkollektiv spricht auch
die gegeniiber dem Kontrollkollektiv unverianderte Neuronenzahl in CA1 und die
ebenfalls vergleichbare Anzahl an Gesamtglia. Als klassische vulnerable Region
wiren hier zuerst Zelluntergéinge zu erwarten. Wie bereits erwihnt ist keine An-
derung der Anzahl immunoreaktiver Astrozyten als Zeichen einer vermehrten Me-
tallothioneinexpression nachweisbar. Die Metallothioneinaktivitdt in den einzel-
nen Astrozyten ist mit immunhistochemischen Methoden aus unserer Sicht nicht
zuverlassig quantifizierbar, prinzipiell ist eine Erhohung des zytoplasmatischen
Metallothioneingehalts in der immunoreaktiven Astrozytensubpopulation jedoch
denkbar. Ein sehr interessanter Befund ist in diesem Zusammenhang die in der
Region CA1 des Probandenkollektivs beobachtete Korrelation der Anzahl der ge-
samten Gliazellen mit der Serummorphinkonzentration. In geringerem Ausmaf
besteht der Bezug auch fiir nichtreaktive Glia (7gesamt—norphin = 0,568, p = 0,034
und Tpichtreaktiv—Morphin = 0,516, p = 0,059). Unterstellt man fiir die Probanden
mit hohem Serummorphinspiegel eine wiederholte Applikation héherer, potentiell

hypoxadmieinduzierender Dosen, so ist hier der Minimalbefund einer beginnenden
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Gliose in Ubereinstimmung mit [9] nachweisbar. Der fehlende Nachweis eines ver-
mehrten Vorkommens immunoreaktiver Astrozyten im Probandenkollektiv bedeu-
tet nicht notwendigerweise einen fehlenden Anstieg der Metallothioneinexpression.
Vielmehr ist die stirkere Korrelation der Gesamtglia zum Serummorphinspiegel
im Vergleich zur nichtreaktiven Glia ein Indiz fiir eine latente Vermehrung der im-
munoreaktiven Astrozyten, welche nicht direkt detektierbar, weil nicht statistisch
signifikant ist. Diese Interpretation ist vereinbar mit den Beobachtungen von [12].
Ein insbesondere interessanter Befund ist die im Kontrollkollektiv beobachtbare
starke Korrelation von Lebensalter und Neuronenzahl mit rneurone—arter = 0, 545,
p = 0,024. Diese Beobachtung legt nahe, das es sich um einen Effekt einer adulten
Neogenese von Neuronen im zentralen Nervensystem handelt [55]. Ob das Fehlen
des Befundes im Probandenkollektiv einen opiatinduzierten Verlust der Fahigkeit
zur neuronalen Plastizitéit, wie er im Tierexperiment bereits fiir die Region CA3
belegt ist [56], darstellt, ist anhand der von uns erhobenen Daten nicht zu kla-
ren. Ebenfalls denkbar ist ein durch korperlichen Verfall und sozialen Riickzug
der Probanden bedingter Sekundéreffekt im Sinne eines fehlenden differenzierten
Reizangebots ( [57] und [58]) bzw. ein umgekehrter protektiver Effekt bei den
Kontrollpersonen. Jedoch sind derartige Schlussfolgerungen aufgrund der erheb-
lichen Komplexitidt der involvierten regulatorischen Mechanismen [59] nur mit
der gebotenen Vorsicht zu ziehen und grundsétzlich kritisch zu hinterfragen. Eine
Korrelation besteht zwischen dem Lebensalter und den immunoreaktiven Astro-
zyten in der Region CA3 des Kontrollkollektivs: r.cartiv—aiter = 0,0639, p = 0,014.
Gleichzeitig resultiert also offenbar eine Reduktion der Féahigkeit zur kompensato-
rischen Hochregulation der Metallothioneinexpression. Ein teilweiser und vorzeiti-
ger Verlust des Vermogens zur Bildung von Metallothionein im Probandenkollek-
tiv konnte konsekutiv eine suboptimale Reparatur nach Schidigung durch exoge-
ne Noxen mit tiberschiefender und prolongierter inflammatorischer Reaktion [26]
und somit vermehrtem neuronalen Schaden bedeuten. Schwierig zu interpretie-
ren ist die positive Korrelation von Neuronenzahl und Serumcodeinspiegel in der
Region CA3 der Probanden. Ein deutlich schwécherer Zusammenhang im Sinne
eines Trends ist hier zwischen Serummorphinspiegel und Neuronen zu beobachten
(7" Newrone—Codein = 0,578, p = 0,030 und 7Neurone—Morphin = 0,469, p = 0,090).
Codein ist kein Metabolit des Morphins bzw. Diacetylmorphins, sondern ein héu-
figer Begleitstoff in illegalem Strafenheroin [60]. Der scheinbare protektive Effekt

des Codeins ist moglicherweise durch den dann geringeren Anteil an Diacetylmor-
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phin am Gesamtgewicht des Heroingemischs zu erkléren. Dem steht andererseits
der gleichsinnige schwache Trend fiir den Serummorphinspiegel widerspriichlich
gegeniiber. Letztlich ist die beschriebene Korrelation nicht abschliefsend und be-
friedigend zu erkldren. Bei nur anndhernd normalverteilten Serumcodeinspiegeln
handelt es sich moglicherweise um einen Verzerrungseffekt.

Der auffilligste von uns erhobene Befund betrifft den Hilus gyri dentati: hier ist
eine signifikant geringere Zahl an immunoreaktiven Astrozyten im Kontroll- ge-
geniiber dem Probandenkollektiv nachzuweisen mit p = 0,043 im zweiseitigen
t-Test, im einseitigen t-Test ergibt sich p = 0,021. Gleichzeitig korreliert hoheres
Lebensalter im Probandenkollektiv zum Verlust von immunoreaktiven Astrozyten
(Treaktiv—ater = —0,527 (Probanden), p = 0,0296). Gegeniiber dem Kontrollkol-
lektiv fiihrt also offenbar die chronische Opiatexposition der Probanden mit zu-
nehmendem Alter zu einem Verlust an metallothionein I/II-positiven Astrozyten
und damit der Fahigkeit zur Kompensation von oxidativem Stress. Bemerkens-
wert ist, das dieser Effekt in einer auf neuronaler Ebene gegeniiber oxidativem
Stress eigentlich resistenten Hippocampusregion auftritt. Erwartungsgeméfs miiss-
te im Hilus gyri dentati eine Sensibilisierung gegeniiber oxidativem Stress und eine
erhohte neuronale Vulnerabilitét resultieren [26]. Allerdings zeigt unsere Analyse
hier keinen signifikanten Unterschied zwischen Probanden- und Kontrollkollektiv.
Auftillig ist jedoch ein schwacher Trend zur negativen Korrelation von Alter und
Neuronenzahl mit 7 gjter— Newrone = —0, 187 bei den Probanden. Ohne die Eliminati-
on des als Ausreifser identifizierten Maximalwertes 23 bei der Anzahl der Neurone
wiirde sich sogar eine hohere Korrelation 7ajer— Newrone = —0,268 ergeben. Die
Klassifikation als Ausreiffer beruht wie beschrieben auf dem Dixon-Test fiir Aus-
reifter der einen g-Wert von ¢ = 0,5 bei g+ = 0,49 ergab. Die Interpretation als
Ausreiflerwert ist also durchaus kritisch zu hinterfragen. Wir schlussfolgern aus
den erhobenen Daten und dem Vergleich der Literatur, das chronischer Opiatabu-
sus zu einer altersabhéngigen Reduktion der metallothionein I/II-produzierenden
Astrozyten im Hilus gyri dentati und resultierend zu einer erhéhten Vulnerabili-
tat auf neuronaler Ebene gegeniiber der Normalpopulation fiihrt. Diese Befunde
stehen im Einklang mit den Untersuchungen von [9]. Eine synoptische Ubersicht
iiber die von uns beobachteten Auswirkungen des Opiatabusus gibt die Abbildung
5.2 auf Seite 56.
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Abbildung 5.2.: Hippocampus, synoptische Ubersicht der Verdnderungen im Pro-
bandenkollektiv (modifiziert nach Duvernoy [31]); rot dargestellt
der lange, blau der kurze Ast der Ushimura-Arterie

5.3. Abschliellende Betrachtung

Die Metallothioneinisoform MT I/II agiert als Transportmolekiil fiir Schwermetal-
lionen mit hohem antioxidativem und neuroprotektivem Potential. Die Regulation
ihrer Expression erfolgt in Abhéngigkeit von einwirkenden exogenen Noxen. Ne-
ben direkter mechanischer, chemischer und thermischer Schiadigung [26]; [25] sowie
Schédigung durch ionisierende Strahlung ist im Tierexperiment die Induzierbarkeit
von Metallothionein allgemein durch systemische Gabe von Opiaten belegt [12]. In
unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass der immunhistochemische Nachweis von
Metallothionein I/II ein reproduzierbares und routinetaugliches Verfahren ist. Zur
Vereinfachung der Auswertung und Datenerhebung hat sich die von uns entwickel-
te Software “TheCounter” (http://www.thecounter.sf.net) bewéhrt.

Der tierexperimentelle Befund einer Induzierbarkeit der Metallothioneinsynthese
durch Opiate bestétigt sich in unseren Untersuchungen nicht vollstandig. Mdgliche
Griinde liegen zum einen in den verschiedenen Versuchsbedingungen und Nach-
weismethoden. Eine weitere mogliche Erklarung fiir die vermeintliche Diskrepanz

liegt im von uns durchgefiihrten selektiven Nachweis der Subspezies Metallothion-
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ein I/II. Diese kommt, wie unsere Untersuchungen in Ubereinstimmmung mit der
Literatur zeigen, nahezu ausschlieflich in Astrozyten vor [6]; [22]. Die Rolle der
neuronal gebundenen Isoform MT III als moglicher Marker fiir Abusus bedarf in
Zukunft einer eingehenden Untersuchung. Dariiber hinaus ist mittels immunhisto-
chemischer Methoden die Anderung der Expression von MT I/1I méglicherweise
nicht ausreichend quantifizierbar, hier muss gegebenenfalls auf sensitivere Metho-
den wie Western- oder Northern-Blotting zuriickgegriffen werden.

Im Gegensatz zur existierenden Literatur, in der ein relativ uniformes Reaktions-
muster auf chronische Exposition mit subletalen Opiatdosen berichtet wird [9],
konnten wir zeigen, dass in unserem Probandenkollektiv insbesondere auf der Ebe-
ne der Glia differenzierte und subtile Reaktionen der einzelnen Hippocampusre-
gionen nachweisbar sind. In Anlehnung an die klassische neuroanatomische und
neuropathologische Nomenklatur kénnen diese als selektive Vulnerabilitiat der Glia
interpretiert werden. Wesentliche Befunde sind der mogliche Verlust der Fahigkeit
zur kompensatorischen Metallothioneinsynthese in der Region CA3 der Probanden
und der Verlust metallothioneinpositiver Astrozyten im Hilus gyri dentati. Diese
konnen als Ausdruck einer erhdhten Vulnerabilitiat der Probanden und Vorstufe
zur manifesten Schadigung im Sinne eines Neuronenuntergangs und einer Gliose
gewertet werden. Tatséchlich ist im Probandenkollektiv im Hilus gyri dentati ein
Trend zum Neuronenverlust mit zunehmendem Alter nachzuweisen. Damit werden
die Beobachtungen von [9] gestiitzt. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass als
Folge des fortgesetzten Abusus eine im Vergleich zur Normalbevolkerung héhere
Vulnerabilitdt der eigentlich resistenten Region CA3 und des Hilus gyri dentati
gegeniiber oxidativem Stress resultiert mit Trend zum Neuronenverlust im Hilus
gyri dentati.

Obwohl uns zur retrospektiven Analyse eine relativ kleine Stichprobe zur Ver-
fiigung stand, belegen die statistischen Verteilungsanalysen und die Ubereinstim-
mungen mit der existierenden Literatur die Validitat der von uns erhobenen Daten.
Wir konnten zeigen, dass die Reaktionen auf den aus dem Opiatabusus resultieren-
den oxidativen Stress komplexer als bisher vermutet sind. Dariiber hinaus liegt ein
regionsspezifisches Reaktionsmuster vor. Wie bereits erwéhnt sollte mittels quan-
titativer Methoden die Anderung der MT I/II-Expression weiter untersucht, sowie
die Rolle von Metallothionein III néher beleuchtet werden, um ein noch besseres
Verstandnis der neuropathologischen und neuropathophysiologischen Mechanis-

men des Opiatabusus zu erreichen.
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Ausgangslage

Metallothioneine sind eine Klasse ubiquitérer cysteinreicher Transportproteine,
die wichtige regulatorische Funktionen in der Homoostase von Schwermetallionen
wahrnehmen. Dariiber hinaus besitzen Metallothioneine ein hohes antioxidatives
Potential. Zum heutigen Zeitpunkt sind vier Isoformen bekannt. Die Induzierbar-
keit der Metallothioneinexpression durch verschiedene mechanische, thermische
und chemische Noxen wurde ebenso nachgewiesen wie die antioxidative und neu-
roprotektive Potenz dieser Proteine. Tierexperimentell wurde ein Anstieg der Ex-
pression von Metallothionein in den Hippocampi von Wistarratten nach regelma-
Kiger Gabe von Morphin beobachtet. Der Hippocampusformation werden grundle-
gende Funktionen bei der Bildung des deklarativen Gedéachtnisses zugeschrieben,
ferner suggerieren neuere Forschungsergebnisse eine Interaktion mit dem Limbi-
schen System und somit eine mogliche Rolle bei Suchtkrankheiten. Die Rolle der
Metallothioneine im menschlichen Hippocampus bei Opiatabusus wurde hingegen

noch nicht systematisch untersucht.

Untersuchungsgut und Methodik

Gewebeproben aus den Hippocampi von 17 verstorbenen Probanden mit bekann-
tem Opiatabusus und 19 Kontrollpersonen wurden von uns dem immunhistochemi-
schen Nachweis von Metallothionein-I/II unterzogen. Die Praparate wurden digital
fotografiert und mit Hilfe eines selbst erstellten Computerprogrammes wurde die
Anzahl der immunoreaktiven Zellen sowie der Neurone und Gliazellen in den Re-
gionen CA1, CA3 und Hilus gyri dentati (CA4) ermittelt. Die Anzahl der MT-1/11-
positiven Zellen, der Gesamtglia und der Neuronen wurde bestimmt. In der statis-
tischen Analyse erfolgte ein Vergleich der Stichprobenmittelwerte von Probanden-

und Kontrollkollektiv. Dariiber hinaus untersuchten wir die Korrelation der er-
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mittelten Haufigkeiten der einzelnen Zellpopulationen zu den Serumspiegeln von

Morphin und Codein sowie zu Lebensalter, Geschlecht und Leichenliegezeit.

Ergebnisse

Das immunhistochemische Nachweisverfahren erwies sich als einfach und zuverlas-
sig. Das verwendete Computerprogramm beschleunigte die Auswertung der grofsen
Datenmenge erheblich. Die Metallothionein-I/II-Expression in den untersuchten
Hippocampusregionen war, in Ubereinstimmung mit der Literatur an Astrozyten
gebunden wie wir durch den gleichzeitigen Nachweis des Glial fibrillary acidic pro-
tein (GFAP) mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Lasermikroskopie zeigten.
In Ubereinstimmung mit der Literatur war in CA1 eine gliotische Reaktion nach
Opiatabusus nachzuweisen. Dariiber hinaus zeigten sich Hinweise auf eine adulte
Neuroneogenese bei den Kontrollpersonen. Im Gegensatz zur Literatur ist in CA3
ein Verlust an Gliazellen und eine verminderte MT-I/II-Expression im Vergleich zu
den Kontrollpersonen zu beobachten. Im Hilus gyri dentati war ein altersabhéngig
progredienter Verlust der metallothioneinpositiven Astrozyten im Probandenkol-
lektiv sowie ein Trend zu einem altersabhingig zunehmenden Neuronenverlust

nachzuweisen.

Schlussfolgerung

In dieser Arbeit untersuchten wir, ob Opiatabusus im menschlichen Hippocampus
ebenfalls zum Anstieg der Metallothioneinkonzentration fithrt. Wir etablierten
eine immunhistochemische Methode zum Nachweis von Metallothionein der Iso-
formen I und II in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe. Im Gegensatz
zu bisherigen Untersuchungen konnten wir ein differenziertes Reaktionsmuster der
Hippocampusregionen CA1, CA3 und CA4 auf den Opiatabusus und den resul-
tierenden oxidativen Stress belegen. Als Resultat des fortgesetzten Abusus beob-
achteten wir eine hohere Vulnerabilitéit der eigentlich resistenten Region CA3 und
des Hilus gyri dentati gegeniiber oxidativem Stress mit Trend zum Neuronenver-
lust im Hilus gyri dentati. Da der Nachweis des in der Literatur beschriebenen
Anstiegs der Expression von Metallothionein-I/II mit immunhistochemischen Me-
thoden nicht gelang, ist zunéchst eine Quantifizierung von Metallothionein-1 /11 bei

Opiatabusus notig. Inwieweit die neuronenspezifische Isoform Metallothionein-I11
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zu der tierexperimentell nachgewiesenen Mehrexpression beitréagt, sollte ebenfalls

Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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Thesen

. Heroinmissbrauch stellt durch die Folgeerkrankungen und die Beschaffungs-

kriminalitdt ein erhebliches soziales, gesundheitspolitisches und volkswirt-
schaftliches Problem dar.

Neben vielversprechenden symptomatischen Ansétzen wie der heroinassis-
tierten Therapie muss das kausale Verstdndnis der Abhangigkeitsausbildung
vordergriindiges Ziel aller Bemiihungen zur Bekdmpfung des Heroinmiss-

brauchs sein.

Zu den regelhaft geschidigten Zielstrukturen bei chronischem Abusus gehort
die Hippocampusformation als funktionelle Schnittstelle von Gedéchtnisbil-

dung und Belohnungssystem.

Die Proteinklasse der Metallothioneine hat sich als ein wichtiger protektiver
Faktor bei oxidativem Stress wie zum Beispiel bei opiatinduzierter Asphyxie

erwiesen.

Da im Tiermodell eine Induktion der Metallothioneine im zentralen Ner-
vensystem durch Opiate nachgewiesen wurde, ist eine zentrale Rolle dieser

Proteinklasse in den Pathomechanismen bei Opiatabusus zu vermuten.

Die pathophysiologische Funktion der Metallothioneine bei Opiatabusus im

Menschen wurde bisher nicht systematisch untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine robuste Methode zum Nachweis von

Metallothionein I/II im zentralen Nervensystem etabliert.

Mit Hilfe des erarbeiteten immunhistochemischen Protokolls gelingt zuver-
lassig der Nachweis dieser Metallothioneinisoform im formalinfixierten, par-

affineingebetteten Gewebe.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Fiir die computergestiitzte Erfassung der Haufigkeit der verschiedenen Zell-

populationen in den immunhistochemischen Préparaten und histologischen
Praparaten allgemein eignet sich das von uns entwickelte Computerpro-

gramm insbesondere bei hohem Datenaufkommen.

Unsere Untersuchung zeigt, dass Metallothionein I/, wie in der Literatur

belegt, im ZNS praktisch ausschliefslich in Astrozyten vorkommt.

Der mit der Literatur iibereinstimmende Nachweis einer Gliose und eines
Trends zur erhohten Metallothioneinexpression in der vulnerablen CA1l-
Region des Hippocampus untermauern die Validitdt der von uns erhobenen
Daten.

In den Regionen CA3 und CA4 zeigte sich ein komplexeres Bild mit fehlen-
dem Nachweis einer Metallothioneininduktion und sogar einem Riickgang

der Expression in CA4.

Die eigentlich nur intermediar hypoxieempfindliche Region CA4 reagiert er-

staunlicherweise zusatzlich mit einem Trend zum Neuronenverlust.

Unsere Arbeit zeigt erstmals die regionale Verteilung der bisher nur iiberla-
gert fiir den gesamten Hippocampus erfassten Reaktionsmuster Gliose, Neu-

ronenuntergang und Anderung der Metallothioneinexpression.

In Analogie zur selektiven Vulnerabilitdt der Neurone in den einzelnen Hip-
pocampusregionen existiert ein regional spezifisches Reaktionsmuster der
Glia.

Da eine Quantifizierung des zellularen Metallothioneingehalts mittels Im-
munhistochemie nicht suffizient mdoglich ist, sollte diese mittels Blottingver-

fahren erfolgen.

Zur weiteren Verbesserung des pathophysiologischen Verstédndnisses des He-
roinabusus sollte die Rolle der neuronal gebundenen Isoform Metallothionein

IIT ebenfalls untersucht werden.
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