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1. EINLEITUNG  

Die perinatale Versorgung hat sich in den letzten 20 Jahren in den Industrienationen deutlich 

verbessert. Im Zusammenhang damit ist einerseits die Neugeborenensterblichkeit 

zurückgegangen, andererseits hat die Anzahl Frühgeborener graduell zugenommen. Damit 

stellen sich der Neonatologie neue Probleme, denn auf Grund ihrer Unreife unterliegen 

Frühgeborene erheblichen Risiken, die auch ihre spätere Entwicklung betreffen. 

 

Ein erhebliches Risiko ist dadurch gegeben, dass bei sehr unreifen Frühgeborenen die 

Entwicklung des Gehirns noch nicht komplett abgeschlossen ist. Dank der besseren 

neonatologischen Versorgung ist die Überlebensrate auch dieser Kinder gestiegen. 

Langzeitstudien haben ergeben, dass diese Kinder eine erhöhte Prävalenz für schwere, 

lebenslange neurologische Entwicklungsdefizite haben (Wood 2000; Marlow 2005). Von einigen 

Autoren werden die Auswirkungen unbehandelter Schmerzen auf das noch unreife Gehirn als 

Ursachen für diese Langzeiteffekte diskutiert (Anand 2000 b). Seitdem die medizinische 

Fachwelt ein Bewusstsein dafür entwickelt hat, dass Schmerzen schon in dieser frühen 

Lebensphase eine Bedeutung haben, ist der Schmerz bei Frühgeborenen und seine Behandlung 

zu einem Thema geworden, dass von wissenschaftlicher Seite Beachtung findet. Es gibt bereits 

umfangreiche Forschung über Schmerzverarbeitung und Schmerztherapie bei Neugeborenen, 

ohne dass diese schon routinemäßigen Einfluss auf die medizinische Praxis haben. Tatsächlich 

wird die Schmerztherapie bei Neugeborenen noch immer unzureichend gehandhabt (Carbajal 

2005). 

 

Frühgeborene sind durch die notwendigen medizinischen Maßnahmen zum Teil erheblichen 

Schmerzreizen ausgesetzt. Es ist davon auszugehen, dass ein großer Teil dieser Kinder diese 

Schmerzen ohne ausreichende Schmerzmedikation erleidet. Tierexperimente haben bereits 

gezeigt, dass sowohl positive als auch negative Erlebnisse in der Neonatalzeit Struktur und 

Funktion des sich entwickelnden Nervensystems beeinflussen. 
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1.1 Die Entwicklung des nozizeptiellen Systems 

Die funktionellen Signalwege der Schmerzverarbeitung des Neugeborenen unterscheiden sich 

von denen Erwachsener. Das unreife Nervensystem beginnt mit der Entwicklung in den ersten 

Gestationswochen und verändert sich auch noch weiter nach der Geburt (Anand 1987). 

Nozizeption ist die im Nervensystem durch einen schädlichen Stimulus hervorgerufene Aktivität. 

Nozizeption beinhaltet periphere,  sensorische Rezeptoren – Nozizeptoren – dessen afferente 

Fasern über dorsale Hinterstrangganglien mit dem ZNS verbunden sind. Während der 

Entwicklung sind langsam leitende C-Fasern, nach propriozeptiven Fasern und 

niedrigschwelligen A-Fasern, die letzten Afferenzen, welche die graue Substanz der 

Hinterstrangganglien erreichen (Jackman 2000). Um die dreißigste Woche werden die 

Nervenstränge, u.a. auch die Schmerzleitenden, bis zum Thalamus myelinisiert. Afferente 

Neurone aus dem Thalamus projizieren in den Neokortex und es entstehen erste 

Synapsenverbindungen zwischen der 23. und der 30. Gestationswoche (Lee 2005). Im Gegensatz 

zu direkten thalamokortikalen Verbindungen, welche erst im letzten Trimenon sichtbar werden, 

wird die somatosensorische Subplate um die 20. Woche (Kostovic 1990) und die visuelle 

Subplate zwischen der 20. und 22. Gestationswoche von thalamischen Afferenzen erreicht 

(Hevner 2000). Diese scheinen reif genug zu sein, um mit den Neuronen der Subplate Synapsen 

zu bilden (Kostovic 1995). Der fetale Neokortex erreicht seine endgültige Zahl von 109 

Neuronen um die 20. Gestationswoche (Wolf 1999). Allerdings gibt es bisher keine Studien die 

sich mit der Entwicklung thalamokortikaler Verbindungen zur Schmerzwahrnehmung befassen, 

sodass man sich bis jetzt auf Studien der Entwicklung anderer thalamokortikaler Regelkreise 

beziehen muss. Bei Neugeborenen unter 32 Wochen finden die meisten Schmerzreaktionen vor 

allem subkortikal statt (Fitzgerald 2005) und äußern sich in Reflexen ohne Beteiligung der 

Hirnrinde (Oberlander 2002). Allerdings sollte man unterscheiden zwischen Schmerzreaktion 

und Schmerzwahrnehmung. Auch wenn die direkte Antwort auf ein Schmerzereignis auf 

spinaler Ebene und im Hirnstamm ablaufen, bedeutet das nicht, dass es keine kortikale 

Verarbeitung des Schmerzes gibt. EEG-Untersuchungen zeigten keine kortikale Antwort 

(Oberlander 2002), obwohl das nicht heißen muss, dass der Kortex nicht auf den Schmerz 

reagiert, da EEG-Aktivität allein kein Beweis dafür ist (Schenk 1968). Andere Studien hingegen 

konnten einen erhöhten kortikalen Blutfluss bzw. Sauerstoffverbrauch durch Schmerzreize 

zeigen (Bartocci 2006; Slater 2006). Abschließend lässt sich die Beteiligung des Kortex bei 

Frühgeborenen nicht vollständig klären. Zur Vollständigkeit halber sei an dieser Stelle darauf 

hingewiesen, dass es auch beim Erwachsenen kein eindeutiges Schmerzzentrum gibt, sondern 
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dass der Schmerz in verschiedenen Arealen verarbeitet wird. Hierzu gehören vorderes Cingulum, 

Thalamus, Nucleus lentiformis, der Inselbereich, der präfrontale Kortex und die primären und 

sekundären somatosensorischen Kortices (Chen 2001). Siehe auch Tabelle 1.1. 

 

Anatomische/funktionelle 
Charakteristiken 

Beschreibung Gestationsalter 
(Wochen) 

Periphere sensorische 
Rezeptoren 

Perioral 

Palmar 

Abdominal 

7,5 

10-10,5 

15 

Rückenmark Spinaler Reflexbogen als Antwort auf 
nicht-noxische Reize 

Neurone zur Nozizeption im 
Hinterstrangganglion 

8 

 

19 

Thalamische Afferenzen Erreichen der Subplatezone 

Erreichen der kortikalen Platte 

20-22 

23-24 

Kortikale Funktionen Somatosensorisch evozierte 
Potentiale 

Erste EEG-Muster zu erkennen 

29 
 

30 

Tabelle 1.1: Anatomische und funktionelle Entwicklung des Schmerzsystems (nach Lee et al., 2005) 

 

1.2 Vulnerabilität des sich entwickelnden Gehirns 

Das Gehirn eines Säugetieres durchläuft in seiner Entwicklung eine Phase schnellen Wachstums, 

die auch als brain growth spurt bezeichnet wird. Die relative Endgröße bezogen auf das 

Gesamtgewicht und auch der Zeitpunkt der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit ist von 

Spezies zu Spezies unterschiedlich. So kann der maximale Wachstumsschub bereits pränatal, wie 

beim Affen, oder auch post partum stattfinden, z.B. bei der Ratte. Beim Menschen beginnt dieser 

Wachstumsspurt im 6. Schwangerschaftsmonat, hat eine maximale Geschwindigkeit zum 

Geburtstermin und endet zu Beginn des dritten Lebensjahres. Bei der Ratte liegt die Phase der 

maximalen Geschwindigkeit zwischen dem 6. und 10. Lebenstag und endet nach der dritten 

Lebenswoche, kommt somit der Entwicklung des menschlichen Gehirns sehr nahe (Dobbing 

1974). In dieser Phase der Hirnentwicklung vermehrt sich die Hirnmasse nicht nur durch 

Zellteilung von Neuroblasten, sondern es finden gleichzeitig verschiedene Vorgänge statt, wie 

die Migration der späteren Nervenzellen an ihren Bestimmungsort, Differenzierung dieser Zellen 

und die Synaptogenese. Das macht diese Phase zu einer besonders vulnerablen Zeit gegenüber 
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äußeren Einflüssen. Das Gehirn produziert in dieser Zeit einen „Überschuss“ an Neuronen, dem 

durch einen geregelten Zelluntergang bestimmter Neuronen entgegengewirkt wird. So kommt 

physiologischer (programmierter) Zelltod natürlicherweise im sich entwickelnden Gehirn vor, 

wodurch ca. 50% der ursprünglich produzierten Neuronen beseitigt werden (Wyllie 1980; 

Ishimaru 1999). Letztendlich bietet sich dadurch die Möglichkeit, an sich noch in der 

Entwicklung befindlichen Gehirnen zu forschen.  

 

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass das Gehirn vor allem in der frühen 

Lebensphase extrem vulnerabel gegenüber äußeren Einflüssen ist. Es konnte gezeigt werden, 

dass eine kurzzeitige Exposition mit erhöhten, nichtphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen 

zu einem Neuronenuntergang führt (Felderhoff-Mueser 2004; Gerstner 2006). Auch die 

Exposition gegenüber NMDA-Rezeptor-Antagonisten und GABA-A-Agonisten führt im 

unreifen Gehirn zu Neurodegeneration (Bittigau 2002). 

 

1.3 Effekte des neonatalen Schmerzerlebnisses auf das unreife Gehirn 

Tierstudien haben gezeigt, dass sowohl positive wie auch negative Erlebnisse während der 

Neonatalperiode, die Struktur und die Funktion des sich entwickelnden Gehirns beeinflussen. 

Hierzu gehören eine veränderte Anzahl oder Muster von Synapsenverbindungen oder die 

Kapillarversorgung (Anand 2000 a; Anand 2000 b) was wiederum zu Veränderungen der 

Somatosensorik und des Verhaltens führen kann (Ruda 2000). Epidemiologische Studien 

konnten zeigen, dass peri- und neonatale Komplikationen im Zusammenhang stehen mit 

Verhaltensstörungen in der Kindheit (Botting 1997), veränderter Schmerzreaktion (Whitfield 

2000; Peters 2005), Angst und Depression (Botting 1997) oder erhöhter Tendenz zum 

Selbstmord (Salk 1985). Frühgeborene müssen sich während einer Zeit der kritischen 

Hirnentwicklung vermehrt schmerzhaften Prozeduren unterziehen lassen (Simons 2003) und 

wiederholter Schmerz führt zu veränderter Schmerzverarbeitung bei Ratten (Anand 1999) und 

Menschen (Peters 2005). Auf der anderen Seite wurde beschrieben, dass die kontinuierliche 

Gabe von Analgetika und Sedativa in diesem Alter auch zu einer vermehrten Neurodegeneration 

in den unreifen Gehirnen führt.  
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Schmerzreize führen zu immunohistologisch sichtbaren Veränderungen innerhalb des Gehirns. 

Das immediate-early-gene c-fos zum Beispiel, wird bei Schmerzreizen neuronal in der Medulla, 

dem Hypothalamus und dem Thalamus vermehrt exprimiert und kann mittels 

Immunohistochemie dargestellt werden (Bullit 1990). C-fos ist maßgeblich an Prozessen der 

neuronalen Erregbarkeit und dem Schutz vor exitotoxischen Effekten beteiligt (Zhang J 2002). 

Auch ein apoptotischer Effekt auf Neurone kann durch Schmerzreize ausgelöst und histologisch 

mittels Fluoro-Jade B Färbung sichtbar gemacht werden (Anand 2007). Ein positiver Effekt zur 

Verhinderung der durch Schmerzen ausgelösten Effekte konnte bis jetzt nur für Ketamin 

bestätigt werden (Anand 2007). Welchen Effekt Morphin hat, ist leider nicht untersucht worden. 

 

Die oben genannten Veränderungen treten vor allem bei Ereignissen während des brain growth 

spurt, des explosiven Wachstums des Gehirns, auf. Diese Phase tritt bei Ratten postnatal, 

pränatal in Termingeborenen sowie perinatal in Frühgeborenen auf (Morgane 2002). Daher 

scheint die neuronale Aktivität für das Überleben des Neurons notwendig zu sein und Faktoren, 

die die neuronale Aktivität oder deren Zelltod regulieren wichtig für die Entwicklung des 

Gehirns. Welches genau diese Faktoren sind und ob diese durch Schmerzreize beeinflusst 

werden, ist bis jetzt nicht vollständig geklärt. 

 

1.4 Doublecortin ist wichtig für die normale Neuronendifferenzierung 

Doublecortin ist notwendig für die normale Migration und Differenzierung von Neuronen im 

zerebralen Kortex. Doublecortin (DCX) ist ein mikrotubuli-assoziiertes Protein welches fast 

ausschließlich in unreifen Neuronen vorkommt. Es eignet sich daher als Markerprotein für die 

Neurogenese. Während der Bildung des menschlichen Kortex ist DCX verantwortlich für die 

komplikationslose Migration der neuronalen Vorläuferzellen (Francis 1999; Gleeson 1999). Die 

Funktion wird durch posttranslationelle Modifikationen wie z.B. Cdk5-abhängige 

Phosphorylierung reguliert (Tanaka 2004). Während der Entwicklung wird DCX spezifisch und 

reichlich in den neuronalen Vorläuferzellen exprimiert (Gleeson 1998; Francis 1999), während 

es im adulten Gehirn ausschließlich in Arealen der kontinuierlichen Neurogenese, wie z.B. 

Hippocampus oder Bulbus Olfactorius, gefunden wird (Brown 2003). Immunhistologische 

Untersuchungen zeigten, dass DCX exprimierende Zellen kein Nestin oder GFAP exprimieren, 

was ein Anzeichen dafür sein könnte, dass DCX nicht in pluripotenten neuronalen Stammzellen 

exprimiert wird. Die Expression von DCX wird durch die Erzeugung von Neuroblasten induziert 
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und es kommt in der zweiten Wochen nach „Zellgeburt“ zu einem Maximum, welches zeitgleich 

mit dem Auftreten von Markerproteinen, welche mit reifen Neuronen assoziiert werden, wie z.B. 

NeuN, wieder herunter reguliert wird (Cooper-Kuhn 2002; Brown 2003).  

 

Bei neuronaler Regeneration oder der Gliogenese wir kein DCX exprimiert (Couillard-Despres 

2005). Allerdings konnte Magavi zeigen, dass durch die Induktion von kortikaler Neurogenese 

durch toxische Läsionen, DCX-positive neuronale Zellen in diesem Areal vorkamen (Magavi 

2000). Auch Schmerzreize haben eine Auswirkung auf die Expression von DCX. So konnte die 

Arbeitsgruppe um Terada zeigen, dass es durch chronische Schmerzen zu einer verminderten 

Expression von DCX im Hippocampus kommt (Terada 2008). 

 

1.5 Protein Kinase C spielt eine Rolle bei der Schmerzverarbeitung 

Die Protein Kinase C gehört zur Familie der Serin/Threonin Kinasen welche in drei Gruppen 

eingeteilt werden. Die α, β-I, β-II und γ-Isoenzyme sind calcium- und diacylglycerolabhängig. 

Die δ-, ε-, η- und θ- Isoenzyme sind calciumunabhängig-diacylglycerolabhängig. Die Isoenzyme 

ξ und λ/ι sind sowohl calcium- als auch diacylglycerolunabhängig (Way 2000). 

 

Protein Kinase C (PKC) spielt eine der Hauptrollen bei Regulation und Signalübertragung der 

Zelle (Mestek 1995; McNulty 2001) und thalamokortikaler Signaltransmission (Mochly-Rosen 

1987). Einige Autoren konnten zeigen, dass auch die Analgesie (Sweitzer 2004; Bie 2005) und 

die Schmerzverarbeitung (Coderre 1992) innerhalb des zentralen Nervensystems mit der 

Aktivität der PKCs in Verbindung stehen. Darüber hinaus werden die PKCs mit der 

Toleranzentwicklung bei zum Beispiel morphininduzierter Hypothermie in Verbindung gebracht 

(Javed 2004).  

 

Das Isoenzym PKC-γ ist wichtig für die opioid-induzierte Antinozizeption und 

Toleranzentwicklung im ZNS auf spinaler Ebene (Narita 2001a; Narita 2001b). Die PKC-ε spielt 

eine Rolle bei formalininduziertem Schmerz (Sweitzer 2004). Zusätzlich wird beiden 

Isoenzymen eine funktionelle Rolle in der Schmerzverarbeitung zu geschrieben, was mit Hilfe 

von Knockout-Tieren gezeigt werden konnte (Malmberg 1997; Khasar 1999). Durch ihre 
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konkreten Rollen im nozizeptiellen System, Stellen die PKC-ε und -γ interessante 

Angriffspunkte für die Entwicklung von Schmerzmedikamenten dar. 

 

Aber auch schon während der zerebralen Entwicklung scheint die PKC von Bedeutung zu sein. 

So konnte gezeigt werden, dass die PKC-ε eine aktiviätsabhängige Rolle bei der Bildung 

synaptischer Verbindungen spielt und für den Neuritenauswuchs im sich entwickelnden Gehirn 

von Bedeutung ist (Ling 2004; Scott 2007). Die PKC-γ spielt zusätzlich eine Rolle bei der für die 

zererbrale Strukturierung und längerfristige Synapsenverbindungen wichtige „long-term 

potentiation“ (Saito 2002). 

 

1.6 Wirkungen von Morphin 

Opioide, wie zum Beispiel Morphin, sind die am weitesten verbreiteten Analgetika zur 

Verhinderung moderater und starker Schmerzen und kommen auch bei Neu- und Frühgeborenen 

zum Einsatz. Systemisch verabreichtes Morphium entfaltet seine Wirkung sowohl spinal als 

auch supraspinal (Barton 1980). Morphin aktiviert absteigende Bahnen innerhalb des 

Hirnstamms, welche die nozizeptiven Neurone der Hinterhörner inhibieren (Basbaum 1984), 

sowie die direkte Hemmung spinaler Neurone um die Weiterleitung in supraspinale Zentren zu 

verhindern (Yaksh 1985). Dieser analgetische Effekt wird über µ-, κ-, und δ-Rezeptoren 

vermittelt, welche sich präsynaptisch befinden (Inturrisi 2002). Die Dichte bzw. Verteilung 

dieser Rezeptoren scheint sich gerade in den ersten Lebenstagen zu verändern. So konnte gezeigt 

werden, dass sich die Dichte von µ-Opioid-Rezeptoren in den Hinterhörnern bis zum siebten 

Lebenstag erhöht und dann allmählich abfällt (Rahman 1998). Hier scheint unter anderem eine 

genetische Komponente eine Rolle zu spielen (Uhl 1999). Das könnte erklären, warum das Alter 

die größte Rolle bei der Behandlung Neugeborener mit Morphin spielt (Bouwmeester 2003a). 

Einige Autoren schreiben Morphin zusätzlich einen neuroprotektiven Effekt zu (Kim M.S. 2001; 

Angeles 2005) wohingegen von anderen postuliert wird, dass es sich negativ auswirken kann, 

zum Beispiel in Form von erhöhtem Auftreten von intraventrikulären Hämorrhagien (Anand 

2004) oder Neuronenapoptose (Hu 2002). Was unbestritten ist, ist die Entzugssymptomatik die 

nach absetzen einer Morphintherapie auftreten kann, sowie die Atemdepression, weshalb es 

gerade bei Frühgeborenen eher restriktiv eingesetzt wird. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass 

frühe chronische Morphinexposition zu einer sich in späteren Jahren manifestierenden 
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Hypalgesie und verminderter analgetischer Wirkung von Morphin führen kann (Zhang G.H. 

2007). 

 

Im klinischen Alltag auf den neonatologischen Intensivstationen wird Morphin nicht 

routinemäßig eingesetzt, da ihm bis jetzt kein positiv analgetischer Effekt bei den Frühgeborenen 

nachgewiesen werden konnte (Simons 2003).  

 

1.7 Zentrale Fragestellung 

Es wurde bereits viel über die Folgen von Schmerzreizen auf spinaler Ebene und Langzeitfolgen 

in der Entwicklung geforscht. Die direkten Auswirkungen von repetetiven Schmerzen auf das 

sich entwickelnde Gehirn sind dahingegen noch weitgehend unbeleuchtet geblieben.  

 

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob Schmerzen histomorphologische Veränderungen im 

unreifen Gehirn hervorrufen und falls ja, ob dieser Effekt altersabhängig ist. Dafür werden 

verschiedene histologische Aufarbeitungsmethoden verwendet. 

 

Zusätzlich wird auf molekularer Ebene untersucht, ob die Expressionsmuster von bestimmten 

Proteinen durch Schmerzreize in Kortex und Thalamus beeinflusst werden. Hier sind vor allem 

die PKC-ε und die PKC-γ von Interesse, da diese beiden Kinasen eine wichtige Rolle in der 

Schmerzverarbeitung und zerebraler Strukturierungprozesse spielen. Außerdem wird das 

Verhalten des Proteins Doublecortin, welches unter anderem für die normale Ausbildung 

neuronaler Verknüpfungen im Gehirn verantwortlich ist, auf Schmerzreize untersucht.  

 

Abschließend soll geprüft werden, ob Morphin als Analgetikum einen günstigen Effekt auf 

eventuell durch Schmerzen verursachte negative Veränderungen hat, oder ob es selbst schädlich 

wirkt. 
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2. MATERIAL UND METHODEN  

2.1 Methoden 

2.1.1 Histologie 

2.1.1.1 Versuchstiere 

Als Versuchstiere wurden Wistar-Ratten im Alter von 1–12 Tagen verwendet. Der Tag der 

Geburt wurde als P0 definiert. Die Tiere kamen aus der Forschungseinrichtung für 

experimentelle Medizin, Campus Benjamin Franklin. Die Tiere eines Wurfes (n=3–16) wurden 

randomisiert. Die Haltung und Pflege der Tiere wurde von qualifiziertem Personal und unter 

Aufsicht des Tierschutzbeauftragten (§ 8b Absatz 3 TierSchG) am Standort Virchow 

übernommen (§ 9 TierSchG, Aktenzeichen 0144 / 04). 

 

Die Tierhaltung erfolgte in der Tierhaltung des Forschungshauses der Charité am Campus 

Virchow Klinikum. Alle Tiere wurden in vollklimatisierten Tierställen bei einer Temperatur von 

20 °C (± 2 °C) und einer Luftfeuchtigkeit von 50 % (± 10 %) gehalten und erlebten den 

normalen Tag-Nacht-Rhythmus. Sie lebten in Makrolen-Käfigen mit Weichholzfaser als 

Einstreu. Zur Ernährung stand den Tieren handelsübliches Alleinfutter zur Haltung von Ratten 

und Mäusen und Wasser ad libitum zur Verfügung. Um einer Hypothermie bei den Jungtieren 

vorzubeugen, wurden diese während des gesamten Versuchs nicht von ihren Müttern getrennt. 

 

2.1.1.2 Tierversuche 

Die Tiere wurden zufällig einem der fünf Modelle zugeteilt, nummeriert und gewogen. Im 

Schmerzmodell I wurden die Tiere wiederum in drei Gruppen eingeteilt: Formalin-Gruppe, 

NaCl-Gruppe und Kontroll-Gruppe. An den postnatalen Tagen 1 (P1) bis 3 (P3) wurde ihnen 

dann jeweils im Abstand von 24 Stunden 5 µl Formalin 3,7%ig oder 5 µl NaCl 0,9%ig subkutan 

in alle vier Pfoten injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt keine Behandlung. Die Tiere wurden an 

P4 perfundiert. 

 

Die Tiere im Schmerzmodell II wurden der gleichen Behandlung an den Tagen P1 bis P5 

unterzogen und an P6 getötet. 
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Im Schmerzmodell III wurde die Behandlung an den Tagen P10, P11 und P12 durchgeführt, 

bevor die Tiere an P13, mittels Perfusion, getötet wurden. 

 

Modell Gruppen Behandlungsperiode Perfusion 

Schmerzmodell I Formalin, NaCl, Kontrollen P1 bis P3 P4 

Schmerzmodell II Formalin, NaCl, Kontrollen P1 bis P5 P6 

Schmerzmodell III Formalin, NaCl, Kontrollen P10 bis P12 P13 

Tabelle 2.1: Schmerzmodelle 

 

Außerdem wurden zwei Morphinmodelle entwickelt. Es wurden hierzu Schmerzmodell I und II 

angewandt. Den Tieren wurde zusätzlich 20 Minuten vor der eigentlichen Behandlung 500 µg 

Morphin/kg Körpergewicht subkutan in die Rückenpartie gespritzt.  

 

Morphinmodell I Schmerzmodell I + 500 µg Morphin/kg KG subkutan 20 min prior 

Morphinmodell II Schmerzmodell II + 500 µg Morphin/kg KG subkutan 20 min prior 

Tabelle 2.2: Morphinmodelle  

 

2.1.1.3 Aufarbeitung des Gewebes 

Für die histologische Aufarbeitung wurden die Tiere 24 Stunden nach der letzten Behandlung 

mit einer Überdosis Chloralhydrat intraperiotoneal betäubt. Nach der Eröffnung des Thorax 

wurde der Blutkreislauf über die Eröffnung des rechten Vorhofs und einer transkardial gelegten 

Kanüle unterbrochen. Die Tiere wurden mittels 20 ml heparinisiertem Phosphatpuffer-Bolus 

perfundiert. Danach für weitere 10 Minuten mit kalter 4%iger Paraformaldehydlösung 

durchspült. Mit einer Schere wurde die Kalotte entlang der Sagittalnaht eröffnet und das Gehirn 

entnommen, gewogen und für mindestens einen Tag bei 4 °C zur Fixierung in Paraformaldehyd-

Cacodylat 4%ig eingelegt.  

 

Danach erfolgte der Grobschnitt, wobei das Riechhirn und das Kleinhirn abgetrennt und 

gesondert gelagert wurden. Das Großhirn wurde wiederum für mindestens 4 Tage in 

Paraformaldehyd bei 4 ºC fixiert und anschließend für 2 Tage in PBS-Azid gelagert. Darauf 

folgte die Einbettung der Großhirne in 4%igem Agar. In Blöcke geschnitten wurden diese auf 

der Schneideplatte des Vibratoms festgeklebt und 70 µm dünne Schnitte angefertigt. Jeder 

sechste Schnitt wurde zur weiteren Verarbeitung für mindestens drei weitere Tage in 
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Paraformaldehyd-Cacodylat 4%ig gelagert. Die restlichen Schnitte wurden in PBS-Azid bei 4 °C 

gelagert. Von jedem Tier wurden 10 bis 16 Schnitte angefärbt. 

 

2.1.1.4 De Olmos-Silberfärbung  

Diese Färbung dient der Anfärbung von zu Grunde gegangenen Neuronen. Sie stellen sich 

schwarz auf goldenem Hintergrund dar (De Olmos 1971). 

 

Bei der Silberfärbung wurden die ausgewählten Schnitte für 60 Minuten in einer Silberlösung bei 

40 ºC inkubiert und danach für weitere 3 Tage bei Raumtemperatur in einer Kupfer-Silberlösung 

inkubiert. Die Schnitte wurden mit Aceton gewaschen und für 30 Minuten in Silber-Diamin-

Lösung eingelegt, um danach für genau eine Minute in ethanolischer Formaldehyd-Citrat-

Lösung geschwenkt zuwerden. Daraufhin folgte die Bleichung der jeweils einzelnen Schnitte in 

0,3%iger Kaliumferrizyanidlösung. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua bidest wurde die 

Färbung der Schnitte in 0,1%iger Natriumthiosulfatlösung stabilisiert. Nach einem letzten 

Waschgang wurden die Hirnschnitte mittels eines Gelatinemediums auf Objektträger aufgebracht 

und in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Die Präparate wurden mit Hilfe von 

Permount Mounting Medium gedeckelt. 

 

2.1.1.5 TUNEL-Färbung 

Die TUNEL-Färbung dient der Anfärbung apoptotischer Zellen. Hierbei werden, für die 

Apoptose charakteristische DNS-Fragmente, angefärbt. Die terminale Deoxynucleotidyl-

Transferase (tDT) verbindet die 3’OH-Enden der DNS-Fragmente mit biotinylierten 

Polydesoxyuridylnukleotiden. Diese vermittelt über eine avidingekoppelte Peroxidase die 

Farbreaktion. Vorbereitend mussten die Hirne ebenfalls in einen rostralen und einen kaudalen 

Anteil geteilt und nachfolgend in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert werden. Hiernach 

erfolgte das Imprägnieren in reinem, flüssigem Paraffin für eine Stunde bei 60 °C und ein 

zweites Mal bei gleicher Temperatur für ca. 12 Stunden. Anschließend konnte das Gewebe in 

kleine Paraffinblöcke eingebettet, und mit Hilfe eines Mikrotoms in 10 µm starke koronare 

Präparate geschnitten werden. Die entparaffinisierten Schnitte wurden mit 0,002%iger Proteinase 

K-Lösung 15 min lang inkubiert und nach einigen Spülungen mit Aqua bidest, 3%igem 

Methanol, PBS und Ausgleichspuffer für 1 Stunde bei 37 °C mit terminaler Deoxynucleotidyl-

Transferase inkubiert. Nach Stoppen der Reaktion mit dem Stop/Wash-Puffer und wiederholtem 
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Spülen (PBS) wurden die Präparate für 30 min in Anti-Dioxigenin-Peroxidase inkubiert. Nach 

erneutem Spülen wurde noch zweimal für 15 min mit 0,05%iger Diaminobenzidin-(DAB) 

Lösung gefärbt und mit Methylgrün 10% für 2-5 min gegengefärbt. Das Resultat waren 

dunkelbraune Kerne von allen Zellen, die DNS-Fragmentierung zeigten. Das Zytoplasma 

intakter Zellen wurde mit Methylgrün angefärbt (Gavrieli 1992). 

 

2.1.1.6 Auswertung der histologischen Schnitte 

Für die Auswertung der Präparate wurde die stereologische Dissektionsmethode benutzt (Cruz-

Orive 1990). Folgende Hirnregionen wurden untersucht: Kortex frontalis und parietalis (jeweils 

Lamina II und IV), Gyrus cinguli (II, IV),  retrospinaler Kortex (II, IV), Septumregion, Nucleus 

Caudatus, ventraler, mediodorsaler und laterodorsaler Thalamuskern, Subiculum, Hypothalamus 

und die Regionen CA 1 und Gyrus Dentatus des Hippocampus. Mit Hilfe eines Zählrasters (10 x 

10 Kästchen) im Okular wurden die degenerierten Zellen in vier zufälligen Abschnitten der 

jeweiligen Region ausgezählt. Dies wurde mit einem zweiten Schnitt des gleichen Tiers 

wiederholt, sodass man insgesamt acht Werte erhielt (Abbildung 2.1). 

 

  

Abbildung 2.1: Regionen, die für die histologische Auswertung ausgezählt wurden (Aus der Dissertation von O. 

Polley, 2006). 

 

Die Anzahl der Zellen im Raster, die Rastermaße (0,05 mm x 0,05 mm), die Dicke des 

Präparates (0,07 mm) und die Vergrößerung machten es möglich die Anzahl degenerierter Zellen 

pro Kubikmillimeter zu berechnen (numerische Dichte). Aus den acht Werten wurde ein 

Mittelwert gebildet. Die Mittelwerte aller Regionen wurden addiert und man erhielt einen 
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Summenscore der die Neuronendegeneration im Gehirn des Tieres widerspiegelte. Aus den 

Mittelwerten der einzelnen Tiere wurde ein Gesamtmittelwert aller Tiere einer Versuchsgruppe 

berechnet. Um die Abweichungen zwischen den einzelnen Tieren zu berücksichtigen, wurden 

die Standardabweichung und der Standardfehler für jede Gruppe errechnet. Dann konnten die 

einzelnen Versuchsgruppen untereinander verglichen werden. Zur statistischen Auswertung 

wurde die Software GraphPad PRISM™ Version 4.0 verwendet. Zunächst wurde eine 

Varianzanalyse aller Gruppen-Scores gemacht und dann mit Hilfe des Newman-Keul-Tests die 

eventuelle Signifikanz zwischen den Mittelwerten der Gruppen ermittelt. 

 

2.1.2 Proteinbiochemie 

2.1.2.1 Tierversuche 

Es wurden drei Tage alte Han-Wistar Ratten verwendet. Diese wurden in sechs Gruppen 

eingeteilt. Der ersten Gruppe wurde Formalin 3,7%ig subkutan in die Pfoten gespritzt, der 

zweiten Gruppe NaCl 0,9%ig und die dritte Gruppe diente als Kontroll-Gruppe und bekam keine 

Injektionen. Die Gruppen 4, 5 und 6 bekamen zusätzlich 20 Minuten vorher 500 µg Morphin/kg 

Körpergewicht subkutan injiziert bevor sie die gleiche Behandlung wie die Gruppen 1, 2 und 3 

erhielten. Die Tiere wurden dann in den Zeitabständen 2, 6, 12 und 24 Stunden getötet. 

 

2.1.2.2 Aufarbeitung des Gewebes 

Um die Gehirne für molekularbiologische Methoden zu nutzen, wurden die Tiere dekapitiert und 

das Gehirn genauso wie für die Histologie entnommen. Die Gehirne wurden dann 

schnellstmöglich mit Hilfe eines feinen Spatels und einer Rasierklinge, auf einer Glasplatte in 

Cortex parietalis und frontalis, Thalamus, Hypothalamus, Striatum und Cerebellum geteilt und in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren, bevor sie bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert 

wurden. 

 

2.1.2.3 Proteinextraktion aus Gewebe 

Die tiefgefrorenen Gehirnareale wurden, nachdem sie mit 300 µl RIPA-Puffer versetzt wurden, 

mittels eines rotierenden Teflonstabes (Homogenisator Potter S, VWR Int.) homogenisiert und 

dann in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß bei 3000 g für 10 Minuten bei 4 ºC zentrifugiert. Der 

Überstand beinhaltete die zytosolische sowie die mitochondriale Fraktion, das Sediment die 
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nukleäre Fraktion. Der Überstand wurde erneut bei 17000 g für 20 Minuten zentrifugiert um so 

die mitochondriale Fraktion im Sediment und die zytosolische im Überstand zu erhalten. Dieser 

wurde vorsichtig in ein neues Eppendorfgefäß pipettiert und bis zur Proteinbestimmung bei -80 

ºC gelagert. 

 

Mitochondriale und nukleäre Fraktionen wurden mit 200 µl RIPA-Puffer versetzt und dann bei -

80 ºC tiefgefroren. 

 

2.1.2.4 Proteinbestimmung 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA-Test von Pierce verwendet. In der so 

genannten Biuret-Reaktion bilden die Proteine im alkalischen Milieu mit Kupfer-II-Ionen einen 

Komplex. Die Kupferionen werden reduziert und es entsteht ein lila Chelatkomplex, dessen 

Absorption bei 562 nm gemessen werden kann und ein direktes Maß für die 

Proteinkonzentration darstellt.  

 

Die Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut. Aus jeder zu bestimmenden Probe wurde ein Teil 

entnommen und im Verhältnis 1:10 mit PBS-Puffer verdünnt. Die Verdünnung wurde auf dem 

Vortex durchmischt und dann dreifach auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte aufgetragen. Außerdem 

wurde noch eine BSA-Standardreihe mit den Konzentrationen 100, 200, 300, 400, 500 und 600 

µg/ml Protein in die Platte pipettiert. 20 ml des BCA-Reagenz A wurden mit 400 µl des BCA-

Reagenz B gemischt um dann jeweils 200 µl dieses Gemisches in jedes Loch der 96-Lochplatte 

zu pipettieren. Die Platte wurde verschlossen und für 30 Minuten bei 37 ºC inkubiert. 

Anschließend wurde die Mikrotiterplatte, nach Abkühlung auf Raumtemperatur, in den 

Microplate-Reader gestellt und die Absorption bei 570 nm gemessen. Mit Hilfe des Microplate 

Manager 4.0© Programms und der BSA-Standardkurve wurden die Proteinkonzentrationen der 

Proben berechnet. 

 

2.1.2.5 Western-Blot 

Die Western-Blot Methode dient der quantitativen Bestimmung von Protein. 
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2.1.2.5.1 Elektrophorese 

Die meisten Proteine binden das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) im 

Verhältnis 1:1,4, d.h. 1 g Protein bindet 1,4 g SDS. Dabei verhalten sich die resultierenden SDS-

Proteinkomplexe wie stäbchenförmige Partikel, deren Länge sich proportional zum 

Molekulargewicht des Proteins ändert. Die durch SDS auf das Protein übertragene negative 

Ladung unterdrückt die proteineigene Ladung, sodass es möglich wird, Proteine aufgrund ihres 

Molekulargewichts im SDS-Gel aufzutrennen. Die Gelelektrophorese wird unter denaturierenden 

Bedingungen als diskontinuierliche Elektrophorese durchgeführt, wobei die Gele aus einem 

Trenngel und einem darüber gelagerten Sammelgel (ca. 1,5-3 cm) bestehen. Die spezielle 

Kombination von Elektrophoresepuffer (Tris/Glycin), pH-Diskontinuität (2 pH-Einheiten) und 

Acrylamidkonzentrationen des Sammel- und Trenngels bewirken eine Konzentrierung der 

Proteine im Sammelgel und die anschließende optimale Auftrennung in einzelne scharfe 

Proteinbanden im Trenngel.  

 

Zur Herstellung der Polyacrylamidgele wurden zunächst zwei Glasplatten aufeinander gelegt 

und in die Gelgießapparatur eingespannt. Danach wurde das kurz zuvor angesetzte Trenngel bis 

2,5 cm unterhalb der oberen Kante der Glasplatte gegossen, mit Isopropanol überschichtet und 

bei RT für 30 min auspolymerisiert. Nach Entfernung des Isopropanols und vorsichtiger 

Trocknung der Geloberfläche wurde das Trenngel mit dem kurz vorher präparierten 

Sammelgelansatz überschichtet, ein Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt und ebenfalls für 30 

min bei RT auspolymerisiert.  

 

Komponente Trenngel 12,5% Sammelgel 4,5% 

Rotiphorese Gel (37,5:1) 8,3 ml 2,2 ml 

4 x Trenngelpuffer 5,0 ml - 

4 x Sammelgelpuffer - 3,7 ml 

10% SDS 0,2 ml 0,15 ml 

ddH2O 6,4 ml 8,9 ml 

TEMED 10 µl 30 µl 

12,5% APS 80 µl 50 µl 

Tabelle 2.3: Gelzusammensetzung für 4 Gele 
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Im Anschluss daran wurde das Gel, inklusive der Glasplatten, in die mit 1x 

Polyacrylamidgelelektrophorese–Puffer befüllte Elektrophoreseapparatur des Mini-Protean 3 

Cell-Systems eingehangen und der Probenkamm entfernt. Nun wurden folgende Ansätze 

pipettiert und im Anschluss für 5 min bei 95 °C denaturiert: 

 

 

Komponente Volumen Endkonzentration 

Proteinlösung 

Laemmli-Puffer 

PCR-H2O 

X µl 

18 µl 

add 36,0 µl 

25-50 µg 

- 

- 

Tabelle 2.4: Probenzusammensetzung  

 

Nach der Denaturierung folgte eine 5 minütige Inkubation auf Eis und die Ansätze wurden auf 

das Gel aufgetragen. Um das Molekulargewicht der nachzuweisenden Proteine stets bestimmen 

zu können, wurde jeweils ein Molekulargewichtsmarker mit definierten Proteinbanden 

mitgeführt. 

 

Die elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte zunächst für 30 min bei 100 V und nach 

dem Erreichen der Trenngelschicht für weitere 40-60 min bei 160 V und 0,05 A. Nach 

Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel von den beiden Glasplatten entfernt und die 

Sammelgelschicht entsorgt. Die Trenngelschicht wurde für die sich anschließende 

Immunoblotanalyse eingesetzt.  

 

2.1.2.5.2 Blotting 

Dieser Schritt dient dem Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran. 

Dazu wurden die Gele zunächst für 20min im Transferpuffer unter gleichmäßigem Schütteln 

äquilibriert und die einzusetzenden Filterpapiere, sowie die Membranen mit Transferpuffer 

benetzt. Ein feuchtes Filterpapier wurde nun auf die Graphitplatte (Anode) des Trans-Blot-SD 

Systems gelegt und glatt gestrichen. Darauf wurde die Membran luftblasenfrei aufgelegt, das Gel 

übertragen und abschließend mit einem feuchten Filterpapier abgedeckt. Nach dem Auflegen 

einer weiteren Graphitplatte (Kathode) wurde der Transfer für 45 min bei 20 V und 0,16 A 

durchgeführt. Zur Überprüfung der Transfereffizienz wurde die Membran zunächst 30 s mit 

Ponceau S angefärbt und nach dem Markieren der Proteinbanden des 
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Molekulargewichtsstandards mittels zweimaligen Waschens für 10 min bei RT in TBST wieder 

entfärbt. 

 

Nach zweistündiger Inkubation der Membran in 5%iger Magermilchlösung, zur Reduzierung 

unspezifischer Bindungen im folgenden Inkubationsschritt mit primärem Antikörper, wurde die 

Membran noch viermal für je 10 min bei RT in TBST gewaschen. Anschließend erfolgte die 

Immunodetektion der filtergebundenen Proteine. 

 

2.1.2.5.3 Chemilumineszenzreaktion 

Der gegen das nachzuweisende Protein gerichtete Antikörper (primärer Antikörper) wird durch 

einen zweiten Antikörper nachgewiesen, der gegen den ersten gerichtet und an welchem eine 

Peroxidase gekoppelt ist. In Gegenwart von H2O2 oxidiert die Peroxidase ein zyklisches 

Diacylhydrazid (LumiGlo) zu einem instabilen, energiereichen Intermediat, das unter 

Lichtemission in den Grundzustand übergeht und durch die Exposition auf einem Röntgenfilm 

nachgewiesen werden kann. 

 

Je nach zu detektierendem Protein wurde die Membran über Nacht in einer bestimmten 

Verdünnung des primären Antikörpers (in 1% BSA/TBST) bei 4 °C unter gleichmäßiger 

Agitation inkubiert. Danach wurde die Membran viermal für 10 min bei RT mit TBST 

gewaschen und folgend mit einer Verdünnung Peroxidase-konjugiertem sekundärem Antikörper 

(in 1% BSA/TBST) für 1 h bei RT, unter ständigem Schütteln, inkubiert. Dabei wurden 

Antikörper gegen Protein-Kinase-C ε (Verdünnung 1:2000), Protein-Kinase-C γ (1:2000) und 

Doublecortin (1:2000) eingesetzt. Die Antikörper wurden in TBS-Tween-Puffer verdünnt.  

 

Im Anschluss an die Inkubation mit sekundärem Antikörper wurde die Membran nochmals 

vierfach mit TBST für 10 min bei RT gewaschen, wonach die Substratinkubation erfolgte. Dazu 

wurden zunächst 3 ml ECL-Lösung II mit 1,8 µl H2O2 versetzt, kurz geschüttelt und mit 3 ml 

ECL-Lösung I vermischt. Nach starkem Schütteln wurde das gesamte Volumen gleichmäßig 

über die zuvor luftgetrocknete, in einer Plastikbox befindliche, Membran verteilt. Da die 

Reaktion relativ schnell verläuft und lichtempfindlich ist, muss zügig und im Dunkeln gearbeitet 

werden. Nach 1 minütiger Reaktionsdauer wurde die Substrat-Lösung entfernt und die 

abgetropfte Membran in Haushaltsfolie eingewickelt. Unter Rotlicht wurde diese dann in eine 

Filmkassette gelegt und mit einem Röntgenfilm versehen. Die Expositionszeit variierte in 
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Abhängigkeit vom zu detektierenden Protein zwischen 30 s und 30 min. Die Entwicklung des 

Films fand anschließend in einer Filmentwicklungsmaschine statt und die erhaltenen 

Proteinbanden wurden mittels der densitometrischen TINA 2.09g Software erfasst und 

quantifiziert. Um die Membranen im Anschluss nochmals zu verwenden, damit diese mit einem, 

gegen ein internes Standardprotein (β-Aktin) gerichteten, primären Antikörper inkubiert werden 

konnte, wurde die Membran gereinigt („stripping“). 

 

2.1.2.5.4 Entfernung gebundener Antikörper von Nitrocellulosemembranen 

Zum Entfernen der gebundenen Antikörper wurde die Membran zweimal für 10 min bei RT in 

TBST gewaschen und anschließend 30 min bei RT in Stripping-Puffer inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen in TBST bei RT wurde die Membran erneut mit 5%iger 

Magermilchlösung blockiert, wiederum dreimal für 10 min bei RT in TBST gewaschen und es 

erfolgten die Inkubationen mit primärem und sekundärem Antikörper, sowie die jeweiligen 

Waschschritte und Durchführungen der Chemilumineszenzreaktion, wie oben beschrieben. Die 

erhaltenen Proteinbanden wurden ebenfalls ausgewertet und schließlich zur Normalisierung des 

jeweiligen Proteins herangezogen. 

 

2.2 Untersuchungsmaterial 

2.2.1 Geräte und Material 

2.2.1.1 Histologie 

Die Rattenhirne wurden mit einem Microtom (VT 1000 S, Leica, Nußloch) geschnitten. Die zu 

schneidenden Hirnhälften wurden nebeneinander auf eine Metallplatte geklebt, welche in einer 

mit Phosphatpufferlösung (PBS) gefüllten Kammer, fixiert wurde. Die Kammer bewegte sich 

mit kontinuierlicher Geschwindigkeit auf eine waagerecht oszillierende Rasierklinge, die um 

etwa 17 Grad gegen die Schnittfläche nach oben gerichtet war. Nach jedem Schnitt wurde die 

Kammer um 70 µm angehoben. 

 

Die Phosphatpufferlösung wurde durch ein Kühlaggregat während der ganzen Zeit auf 4 °C 

gekühlt. 

 

Die histologischen Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop der Firma Leica ausgewertet.  



 25 
 

 

2.2.1.2 Molekularbiologie 

Extra-thick blotpaper     Biorad, München 

Film X-omat LS 13x18cm    Kodak, Stuttgart 

Hybond ECL 0.45µm (Blottingmembran)  Amersham Bioscience, Little Chalfont,UK 

Hypercassette      Amersham Bioscience, Little Chalfont,UK 

Loading Guide, 15-W     Biorad, München 

Kimwipes (Präzisionstücher)    Kimberley-Clark, Mainz 

Mikrowelle      Panasonic, Hamburg 

Mini Protean 3 Cell     Biorad, München 

Original Eppendorf Tips 1-20µl   Eppendorf, Hamburg 

        2-200µl 

        50-1000µl 

Original Eppendorf Combitips plus 5ml  Eppendorf, Hamburg 

Pipetten 10-1000µl     Gilson, Middleton, USA 

Pipetten 5-25ml     Falcon, Franklin Lakes, USA 

Power-Pac HC (250V, 3.0A, 300W)   Biorad, München 

Reaktionsgefäße 1.5ml    Plastibrand, Wertheim 

Schüttler: Unimax 10101    Heidolph, Kelheim 

Thermomixer 5436     Eppendorf, Hamburg 

Transblot, semidry transfer cell   Biorad, München 

 

2.2.2 Pharmaka und Chemikalien 

2.2.2.1 Pharmaka 

 

• Zur Betäubung der Tiere, vor der transkardialen Perfusion, wurde 10%iges Chloralhydrat 

(150 mg/kg) verwendet. 

• Morphin (500 µg/kg KG) 
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2.2.2.2 Chemikalien 

2.2.2.2.1 Histologie 

PBS Phosphatpuffer (10fach Konzentrat):  

• 180 g NaCl 

• 70 ml 1 M monobasisches Natriumphosphat 

• 330 ml 1 M dibasisches Natriumphosphat 

• ad 2 l Aqua bidest 

 

PBS-Azid: 

Die Phosphatpufferlösung PBS wurde mit 50 mg/100ml (0,05%) Natriumazid versetzt. 

 

Paraformaldehyd 4%ig 

• 2 Tabletten Natriumhydroxid 

• 80 g Paraformaldehyd 

• 38 ml 1 M monobasisches Natriumphosphat 

• 162 ml 1 M dibasisches Natriumphosphat 

werden in 1 l Aqua bidest (60 °C) vermischt. Nachdem die Lösung Raumtemperatur erreicht hat, 

wird diese mit 1 M NaOH oder 1 M HCl auf einen pH-Wert von 7,3-7,4 titriert und ad 2 l Aqua 

bidest aufgefüllt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. 

2.2.2.2.2 Lösungen für DeOlmos-Kupfersilberfärbung 

Kupfer-Silber-Lösung: 

• 180 ml Aqua bidest, unter Rühren wurden hinzugefügt: 

• 1,5 g AgNO3 (Silbernitrat, C. Roth, Karslruhe) 

• 3 ml 0,5%ige Kupfer-II-Nitrat-Lösung 

• 15 ml 0,1%iges Allantoin 

• 9 ml Boratpuffer 

• 17 ml Ethanol absolut 

• 9 ml Pyridin 

Die Lösung wurde auf 40 °C aufgewärmt und vor Licht geschützt. 
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Silber-Diamin-Lösung: 

 

• 24 g AgNO3 wurde in 

• 120 ml Aqua bidest gelöst und mit 

• 60 ml 0,4%iger NaOH (Braunfärbung) und 

• 30 ml Ammoniumhydroxid versetzt (Lösung klarte auf). 

 

Reduktionslösung: 

• 135 ml Aqua bidest, unter Rühren wurden 

• 15 ml Ethanol absolut, 

• 180 µl 37%iges Formaldehyd und 

• 10,5 mg Zitronensäure hinzugefügt. 

 

Bleichlösung: 0,3%-iges Kaliumferrizyanid 

• 0,45 g K3Fe(CN)6 wurde in 

• 150 ml Aqua bidest gelöst 

 

Stabilisierungslösung: 0,1%iges Natriumthiosulfat (Sigma) 

• 0,2 g Na2S2CO3 wurden in 

• 200 ml Aqua bidest gelöst. 

2.2.2.2.3 TUNEL-Färbung 

- kommerzielles Kit: ApopTag®, Oncor Appligene, Heildelberg 

2.2.2.2.4 Molekularbiologie 

Dc Protein Assay Reagent A    Biorad, München 

Dc Protein Assay Reagent B   Biorad, München 

Ethanol     J.T. Baker, Deventer, Holland 

LumliGlo Reagent + Peroxide  Cell Signal, Frankfurt 

β-Mercaptoethanol    Calbiochem, San Diego, USA 
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Methanol     J.T. Baker, Deventer, Holland 

PBS (10x)     Gibco, Paisley, UK 

Ponceau S Solution 0.1%   Sigma, Deisenhofen 

reines Wasser     Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz 

Tween 20     Sigma, Deisenhofen 

2.2.2.3 Antikörper 

Doublecortin sc-28939 r-IgG   Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

HRP anti-r-IgG, HRP-linked AB  Cell Signaling, Frankfurt 

Ladder + HRP     Cell Signaling, Frankfurt 

PKC-ε sc-214 r-pAK    Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

PKC-γ sc-211 r-pAK    Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

Polyclonal Rabbit anti-mouse Ig/HRP Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark 
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3. ERGEBNISSE 

3.1 Physiologische Parameter der Versuchstiere 

Zwischen Versuchs- und Kontrolltieren konnten keine phänotypischen Unterschiede festgestellt 

werden. Keine der Gruppen zeigte eine Beeinträchtigung oder Unterschiede in Körpergewicht 

oder Atemparametern. Die Tiere wurden täglich gewogen um eine progrediente Reifung 

festzustellen. Der Schmerzreiz hatte keine Auswirkung auf das Fressverhalten und Wachstum 

der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe.  

 

3.2 Histologische Effekte von Schmerz auf das unreife Gehirn 

3.2.1 Schmerzmodell I 

Das Schmerzmodell I bestand aus drei Gruppen. Den Tieren wurde an den Tagen P1, P2 und P3 

jeweils 5 µl 3,7%iges Formalin (n=7) beziehungsweise 0,9%iges NaCl (n=10) in alle vier Pfoten 

injiziert. Eine Kontrollgruppe erhielt keine Injektionen (n=9). 24 Stunden nach der letzten 

Injektion wurden alle Tiere wie oben beschrieben perfundiert und die Gehirne histologisch 

aufgearbeitet. 

 

Die in DeOlmos-Silberfärbung gefärbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop 

ausgewertet und es wurde für jede der siebzehn untersuchten Hirnregionen ein Apoptosescore 

(degenerierte Zellen/mm³) errechnet. Aus diesen wurde ein Mittelwert gebildet. Dabei ergaben 

sich folgende Werte: Kontrollgruppe: 7625 (entsprechend der physiologischen Apoptose), NaCl-

Gruppe: 13044 und Formalin-Gruppe: 27092. Abbildung 3.1 zeigt die Auswertung der drei 

Gruppen. Es wurden signifikant mehr degenerierte Zellen in der Formalin-Gruppe gezählt als in 

der NaCl- und der Kontroll-Gruppe (p < 0,001 bzw. p < 0,0001). Auch der Unterschied zwischen 

toten Zellen in der NaCl-Guppe und der Kontroll-Gruppe ist signifikant (p < 0,01). Die meisten 

degenerierten Zellen in der Formalin- und der NaCl-Gruppe wurden in der Lamina II des 

frontalen und des parietalen Kortex gezählt.  



 30 
 

Kontrolle NaCl Formalin
0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

n = 9 n = 10 n = 7

***

** 

 
"A

po
pt

ot
ic

 s
co

re
"

 (
de

ge
ne

ri
er

te
 Z

el
le

n/
m

m
3 )

 

Abbildung 3.1: Schmerzreiz an P1 bis P3. Schmerzen lösen einen deutlichen Neuronenuntergang aus. Durch 
formalininduzierte Schmerzen (P1-P3) kommt es zu einem drastischen Zelluntergang im sich entwickenlden Gehirn 
junger Ratte. Auch die Injektion mit Kochsalzlösung führt zu einer Zellzerstörung (Formalin p<0.001; NaCl 
p<0.01). 

 

3.2.2 Schmerzmodell II 

Auch in dieser Versuchreihe wurden die Tiere in drei Gruppen eingeteilt in denen sie an den 

Tagen P1 bis P5 entweder 5 µl 3,7%iges Formalin (n=8) oder 5 µl 0,9%iges NaCl (n=11) in alle 

vier Pfoten gespritzt bekamen. Die Kontrollgruppe bekam keine Injektionen. An P6 wurden die 

Tiere getötet und die Gehirne konserviert. Abbildung 3.2 zeigt die Ergebnisse für die drei 

Gruppen.  

 

Die Mittelwerte waren 23506, 25862 und 10092 degenerierte Zellen/mm³ für die Formalin-, die 

NaCl- und die Kontroll-Gruppe. Signifikant mehr Zellen degenerierten in der Formalin- und der 

NaCl-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001). Auch hier wurden siebzehn 

Hirnregionen ausgewertet, wobei die höchsten Degenerationsraten in Lamina II des frontalen 

und des parietalen Kortex, sowie in der Cingulum-Region gefunden wurden. Im Vergleich zum 

Schmerzmodell I ist vor allem der immense Anstieg an degenerierten Neuronen in der NaCl-

Gruppe zu erwähnen. 
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Abbildung 3.2: Zelluntergang nach fünf Tagen. NaCl verursacht einen gleichhohen Zelluntergang wie der 
Formalinschmerz (p<0.001). 

 

3.2.3 Schmerzmodell III 

Um die Altersabhängigkeit zu untersuchen, wurde gewartet bis die Tiere P10 erreicht hatten. 

Ihnen wurde dann wieder 3,7%iges Formalin (n=5) oder 0,9%iges NaCl (n=4) über drei Tage bis 

P12 subkutan in alle vier Pfoten gespritzt. Eine Kontroll-Gruppe (n=4) erhielt keine Injektionen. 

An P13 wurden alle Tiere mittels Perfundierung getötet und die Gehirne histologisch 

aufgearbeitet. Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse für das Schmerzmodell III. 

 

Die Mittelwerte der errechneten apoptotischen Scores sind 4064 (Formalin), 3759 (NaCl) und 

3162 (Kontrolle) degenerierte Zellen/mm³ und entsprechend der altersgemäßen physiologischen 

Apoptose. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. 
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Abbildung 3.3: Bei älteren Tieren (P10-P12) kommt es zu keinem vermehrtem Zelltod durch Formalinschmerzen. 
Die Zelltodraten sind unbeeinflusst von Schmerzreizen in allen drei Gruppen. 

 

Apoptosescore 

 Kontrollen NaCl 0,9% Formalin 

Schmerzmodell I 7625 13044 27092 

Schmerzmodell II 10092 25862 23506 

Schmerzmodell III 3162 3759 4064 

Tabelle 3.1: Apoptosescores (Anzahl degenerierte Zellen/mm³) für die Schmerzmodelle I bis III. 
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 Kontrolle  NaCl Formalin 
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P3 
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Histologie 1: Die Bilder zeigen die histologische Aufarbeitung in DeOlmos Silberfärbung der Schmerzmodelle I-III. 
Beispielhaft ist hier der frontale Cortex gezeigt. 40fache Vergrößerung. 

 

3.2.4 TUNEL - Färbung 

Für die Versuchsreihe Schmerzmodell I wurden zusätzlich TUNEL-Färbungen durchgeführt. 

Hierbei wird fraktionierte DNS angefärbt, welche bei Apoptose vorkommt. Die Zellkerne stellen 

sich bräunlich dar. Wie in den Bildern ersichtlich, kommt es bei Tieren die an P1-P3 mit 

Formalin behandelt wurden zu vermehrter Neuronenapoptose. Auch die mit Kochsalz 

behandelten Tiere weisen gegenüber der Kontrollgruppe mehr apoptotische Zellen auf 

(Histologie 2). 
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Histologie 2: TUNEL-Färbung des Kortex beim Kontrolltier und nach Formalininjektion. Die braungefärbten 
Zellen im rechten Bild markieren die apoptotischen Zellen. 20fache Vergrößerung. 

 

3.2.5 Morphinmodell I 

Das Morphinmodell I ähnelt im Versuchsaufbau dem Schmerzmodell I. Den Tieren wurde an 

P1-P3 jeweils Formalin 3,7%ig (n=5) oder NaCl 0,9%ig (n=4) in alle vier Pfoten gespritzt. Eine 

Kontroll-Gruppe (n=4) erhielt keine Pfoten-Injektionen. Zusätzlich wurde den Tieren an jedem 

Versuchtag, circa 20 Minuten vor den Injektionen, 500µg/kg Körpergewicht Morphin subkutan 

in die Rückenpartie gespritzt. Abbildung 3.4 bildet die Ergebnisse ab. 

 

Apoptosescore 

 Kontrollen NaCl 0,9% Formalin 

Morphinmodell I 11657 9971 10086 

Morphinmodell II 11908 19942 17371 

Tabelle 3.2: Apoptosescores (Anzahl degenerierte Zellen/mm³) für die Morphinmodelle I und II. 
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Abbildung 3.4: Morphin hat einen Effekt auf die Zelluntergangsrate durch Formalinschmerz. Die Graphik zeigt, 
dass durch die Gabe von Morphin vor dem Schmerzereignis die Dichte toter Zellen gesenkt werden kann. 

 

Der Mittelwert des Apoptose-Scores lag bei der Formalin-Gruppe bei 10086 degenerierte 

Zellen/mm³ (27092 degenerierte Zellen/mm³ ohne Morphin), bei der NaCl-Gruppe bei 9971 

degenerierte Zellen/mm³ (13044) und bei der Kontroll-Gruppe, welche ausschliesslich Morphin 

bekam, bei 11657 degenerierte Zellen/mm³ (7625). Der Unterschied zu den Versuchsgruppen 

des Schmerzmodells I ist besonders in den Formalingruppen deutlich und signifikant (p < 0.001). 

 

3.2.6 Morphinmodell II 

Hier wurde den Tieren von P1 bis P5 Formalin (n=5), NaCl (n=3) oder nichts (n=5) in die Pfoten 

injiziert. An jedem Behandlungstag wurde allen Tieren 500µg Morphin/kg Körpergewicht 

subkutan gespritzt. Die Apoptose-Scores für die Formalin-Gruppe: 17371 degenerierte 

Zellen/mm³; für die NaCl-Gruppe: 19942 degenerierte Zellen/mm³; für die Kontroll-Gruppe: 

11908 degenerierte Zellen/mm³. Wenn man diese Ergebnisse mit denen des Schmerzmodells II 

vergleicht, so ist zwar ein Unterschied zu Gunsten des Morphins zu sehen, dieser ist aber nur in 

der NaCl Gruppe signifikant (p<0.05).  
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Abbildung 3.5: Im Vergleich ist das Schmerzmodell II gegen das Morphinmodell II aufgetragen. In der NaCl-
Gruppe führt die Morphingabe zu einer signifikanten (p<0.05) Reduzierung degenerierter Neurone. 
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3.3 Veränderung der Proteinexpression von PKC-ε und γ sowie von DCX im unreifen 

Gehirn durch Schmerzreize  

3.3.1 Protein Kinase C-ε 

Der Einfluss von Schmerz auf die Expression von ProteinKinaseC-ε wurde auf Proteinebene 

untersucht. Die PKC-ε Proteinkonzentrationen wurden in Gewebe aus Cortex und Thalamus drei 

Tage alter Han Wistar Ratten bestimmt. Dies geschah bei Versuchstieren nach einer definierten 

Schmerzexposition, sowie bei Kontrolltieren die keinem Schmerzreiz ausgesetzt waren. In einer 

zweiten Versuchsreihe wurde den Tieren 20 Minuten vor dem Schmerzereignis Morphin s.c. 

gespritzt. 

 

Nach setzen des Schmerreizes wurde ein Anstieg der PKC-ε im Cortex bereits nach zwei 

Stunden festgestellt der nach sechs Stunden wieder abfiel (Abbildung 3.7).  Bei diesen 

Versuchen diente β-Aktin als interner Standard. Signifikante Unterschiede für β-Aktin wurden 

hierbei nicht nachgewiesen. Die Gabe von 500 µg Morphin/kg Körpergewicht verursachte einen 

Rückgang der PKC-ε Konzentration im Cortex(Abbildung 3.8).  
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Abbildung 3.7: Formalinschmerz erhöht die Expression von PKC-ε (n = 5/Gruppe). 
Densitometrische Messungen der PKC-ε Proteinkonzentrationen im Cortex. Zwei Stunden nach dem 
Schmerzreiz kommt es zu einem Anstieg der PKC-ε. Die Erhöhung ist signifikant im Vergleich zur 
Kontrollgruppe C (p = 0.029).  
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Abbildung 3.8: Morphin unterdrückt die Überexpression von PKC-ε im Cortex nach Schmerzreiz (n = 5/Gruppe). 
A) Die densitometrische Messung ergab einen signifikanten Abfall der PKC-ε Konzentration im Cortex nach 

sechs Stunden (p=0.015) 
B) Die Proteinbanden im Western-Blot zeigen, dass Morphin die PKC-ε Expression im Cortex vermindert. 

 

3.3.2 Protein KinaseC-γ 

Im Cortex kam es durch den Schmerzreiz nach zwei Stunden zu einer signifikanten Erniedrigung 

der PKC-γ Aktivität welche sich nach sechs Stunden noch deutlicher zeigte (zwei Stunden: 

p<0.01; sechs Stunden: p<0.001). Die Proteinbanden für 12 und 24 Stunden waren zu dünn um 

eine Dichtemessung durchzuführen. Morphin hatte keinerlei Effekt auf die Expression der PKC-

γ (Abbildung 3.9). 
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B) 

Abbildung 3.9: Gezeigt wird das Verhalten der PKC-γ im Cortex nach Formalinreiz ohne und mit Morphin an P3 
(n = 5/Gruppe). 

A) Der Schmerzreiz sorgt für eine Verminderung der PKC-γ im Cortex. 
B) Morphin vor dem Schmerzereignis hat keinen Einfluss auf die Expression der PKC-γ im Cortex. 
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3.3.3 Doublecortin- 

Der durch Formalin verursachte Schmerz brachte keine Veränderung in der Expression von 

Doublecortin im Cortex. Allerdings kam es im Thalamus zu einer signifikanten Erhöhung von 

Doublecortin nach zwei Stunden (p=0.0005). Diese konnte durch die einmalige Gabe von 

Morphin unterdrückt werden (Abbildungen 3.10 und 3.11).  
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Abbildung 3.10: Die Dichte von Doublecortin im Cortex wird nicht durch Formalin beeinflusst (n = 5/Gruppe). 
A) Der Formalinschmerz zeigt keinen Einfluss auf DCX im Cortex. 
B) Nach zusätzlicher Morphin Gabe kommt es zu einem nicht signifikanten Abfall von DCX.  
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Abbildung 3.11: Die durch Formalinreiz erzielte Steigerung der DCX-Konzentration im Thalamus konnte durch 
Morphin unterdrückt werden (n = 5/Gruppe). 

A) Steiler Anstieg von DCX nach Formalinreiz (2h: p<0.001; 6h: p<0.05). 
B) Die Morphingabe verhindert den drastischen Anstieg des DCX im Thalamus nach Schmerzreiz. 
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4. DISKUSSION 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen Schmerzen 

während der vulnerablen Phase der Gehirnentwicklung und Neurodegeneration gibt. Morphin 

scheint einen schützenden Effekt in dieser Hinsicht zu haben. Der neurodegenerative Effekt der 

Schmerzen ist altersabhängig und tritt vor allem bei jungen Tieren auf. Der Beleg für die 

Neurodegeneration wurde mittels DeOlmos-Silberfärbung und TUNEL-Färbung erbracht. 

Außerdem konnte die Beteiligung der PKC-ε und der PKC-γ in der zerebralen 

Schmerzverarbeitung dargestellt werden. Auch das für eine normale neuronale Strukturierung 

wichtige Doublecortin wies unter Schmerzen ein verändertes Expressionsmuster auf. Zusätzlich 

wurden alle Versuche mit Morphin durchgeführt um die Effekte des Analgetikums auf die 

Neurodegeneration und die genannten Proteine zu erforschen. 

 

Klinische Studien haben bereits den negativen Effekt neonataler Schmerzen auf die Entwicklung 

frühgeborener Kinder bestätigt (Whitfield 2000; Grunau RE 2009) und mit Hilfe bildgebender 

Verfahren konnte eine zerebrale Aktivierungen während eines Schmerzereignisses festgestellt 

werden (Bartocci 2006; Slater 2006). Die meisten tierexperimentellen Studien beschäftigten sich 

vornämlich mit den Langzeitfolgen des neonatalen Schmerzes (Anand 1999; Bhutta 2001), was 

sich z.B. in verändertem Sozialverhalten und gestörten endokrinen Regelkreisen zeigte. 

 

Das Anliegen dieser Arbeit war es, den wiederholten Schmerzreiz zu simulieren wie ihn z.B. 

Kinder auf der neonatologischen Intensivstation erfahren und die daraus entstehenden Folgen für 

das unreife Gehirn zu erforschen. Der Formalintest stellt hierfür ein gut validiertes 

Schmerzmodell dar (Abbot 1995; Sternberg 2005). 

 

4.1 Schmerzen als Auslöser von Zelltod 

Morphologische Veränderungen durch Schmerzen wurden bisher vor allem auf spinaler Ebene 

(Ruda 2000) und durch Langzeiteffekte, die sich vor allem in einer herabgesetzten 

Schmerzschwelle (Taddio 1994; Sternberg 2005) und einem veränderten Sozialverhalten (Anand 

1999) äußerten, nachgewiesen. Wir konnten hier die unmittelbaren Veränderungen auf das 

Gehirn durch Schmerzen darstellen. 
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Neugeborene Ratten die an den Tagen P1-P3 (Schmerzmodell I) einem Schmerzreiz ausgesetzt 

wurden, zeigten in der Silberfärbung vermehrt degenerierte Zellen gegenüber den Kontrolltieren. 

Aber auch Tiere die ausschließlich mit gewöhnlicher Kochsalzlösung behandelt wurden hatten 

eine höhere Zelltodrate als die Kontrolltiere. Ähnlich verhielt es sich mit den Tieren die über 

fünf Tage einen Schmerzreiz erhielten (Schmerzmodell II). Bei dieser Gruppe waren die 

Auswirkungen des Kochsalzes noch deutlicher als bei den Tieren des Schmerzmodell I. Die 

meisten toten Zellen fanden sich hierbei im frontalen Kortex, was wiederum zum von Anand 

beobachteten veränderten Sozialverhalten in der späteren Entwicklung von Ratten passen würde 

(Anand 1999).  

 

Bis heute sind neben der physiologischen Neuronenapoptose während der Entwicklung 

verschiedene pathologische Auslöser beschrieben worden. So konnte z.B. die Gruppe um 

Felderhoff-Müser einen negativen Effekt der Hyperoxie für unreife Gehirne nachweisen 

(Felderhoff-Mueser 2004; Felderhoff-Mueser U 2005). Auch Antikonvulsiva konnte ein 

neurodegenerativer Effekt nachgewiesen werden (Bittigau 2002). Wir konnten hier zeigen, dass 

auch Schmerzen im sich entwickelnden Gehirn der Ratte zu Neurodegeneration führen. 

Zusätzlich konnten wir als Erste zeigen, dass subkutane Kochsalzinjektionen zu 

Neuronenuntergang im sich entwickelnden Gehirn führen. Dies ist ein Beleg für die extreme 

Vulnerabilität des unreifen Gehirns. Wie hier der genaue Pathomechanismus ist, bleibt 

spekulativ. Eine Möglichkeit ist, dass es durch den lokalen Reiz zu einer ungebremsten 

Überstimulation von Neuronen kommt, da die inhibierenden Bahnen noch unvollständig 

ausgebildet sind (Cull-Candy 2001; Bosman 2005). Zusätzlich spielen wahrscheinlich die 

verringerte Glutamataufnahme an NMDA-Synapsen und die direkte Zytotoxizität durch 

Mikrogliaaktivierung eine Rolle (Epstein 1999). 

 

Die Schmerzmodelle I und II zeigen, dass je länger der NaCl-Reiz besteht, desto höher ist auch 

die Rate an degenerierten Neuronen. Der Formalinschmerz scheint hingegen sofort seine volle 

Wirkung zu entfalten. Das könnte ein Hinweis darauf sein, dass der NaCl-Reiz, im Gegensatz 

zum inflammatorischen Formalinreiz, eine stressbedingte Neurodegeneration nach sich zieht. 

Das neonataler Stress zu Zelltod im sich entwickelnden Gehirn führt, konnte u.a. durch Zhang 

gezeigt werden (Zhang L 2001). Der stressinduzierte Zelltod wird v.a. durch eine erhöhte 

Konzentration an Glukokortikoiden versursacht (Bohn 1980 a; Bohn 1980 b), woraus sich 
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ableiten ließe, dass je länger eine bestimmte Konzentration aufrecht erhalten wird, desto höher 

ist die Zahl der abgestorbenen zerebralen Zellen. Das wiederum würde erklären, warum die 

länger dem NaCl-Reiz ausgesetzten Tiere auch mehr tote zerebrale Zellen aufweisen. 

 

In einer weiteren Untersuchung wurden ältere Tiere (P10-P12 = Schmerzmodell III) repetitiven 

Schmerzreizen und NaCl-Injektionen ausgesetzt um eine mögliche Altersabhängigkeit der 

Neurodegeneration festzustellen. Es kam hierbei nicht, wie bei den jüngeren Tieren, zu einem 

massiven Zelluntergang woraus sich schließen lässt, dass der durch Formalinschmerz und 

subkutane NaCl-Injektionen hervorgerufene Neuronenuntergang altersabhängig ist. Eine 

mögliche Erklärung ist, dass die Reifung von inhibierenden Neuronen erst zu diesem Zeitpunkt 

einen Entwicklungsstand erreicht hat, welcher es ihnen erlaubt, eine überschießende 

exitatorische Entladung zu verhindern (Cull-Candy 2001; Bosman 2005).  

 

Das Schmerzreize zu Neuronenuntergang führen ist konform mit den Ergebnissen von Anand et 

al. Die Tiere wurden hier auch dem Formalintest unterzogen und dann mittels Fluoro-Jade B 

Färbung der Zelluntergang festgestellt. Zusätzlich wurde der Effekt von Ketamin, einem 

Anästhetikum, untersucht, welches auch zu einer Verminderung der Zelltodrate führte (Anand 

2007). Allerdings konnten wir zusätzlich zeigen, dass auch reine Kochsalzlösung ausreicht, um 

einen drastischen Neuronenuntergang herbeizuführen.  

 

4.2 Morphin verhindert schmerzinduzierten Neuronenuntergang im unreifen Gehirn der 

Ratte 

Es sollte untersucht werden, ob die Gabe von Morphin vor einem Schmerzreiz, einen Einfluss 

auf die durch Schmerzreize ausgelöste Neurodegeneration hat. Die Tiere bekamen ca. 30 

Minuten vor der Formalininjektion bzw. der NaCl-Injektion 500 µg Morphin/kg Körpergewicht 

subkutan in die Rückenpartie injiziert und wurden dann den gleichen Protokollen wie 

Schmerzmodell I und II unterzogen. Nach Morphingabe blieb der in Schmerzmodell I gesehene 

Anstieg an apoptotischen Zellen aus. Morphin scheint hier also einen neuroprotektiven Effekt zu 

haben. Dies wird unterstützt durch andere Arbeiten in welchen gezeigt wurde, dass Morphin 

zwar nicht direkt, aber z.B. durch die Aktivierung von Astrozyten einen neuroprotektiven Effekt 

hat (Kim M.S. 2001; Ammon-Treiber 2005). Allerdings ist dies das erste Mal, dass es in einem 
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neonatalen Schmerzmodell gezeigt werden konnte. Der Grund für den protektiven Mechanismus 

bleibt spekulativ. Eine Möglichkeit wäre, wie bereits oben erwähnt, dass es durch 

Astrozytenaktivierung zu einer verhinderten Degeneration kommt. Eine andere Möglichkeit 

besteh darin, dass die Metabolismusfunktion der Organe noch nicht voll ausgeprägt ist und das 

Morphin dadurch länger im Organismus wirkt (Kart T 1997).  

 

Im zweiten Morphinmodell, in welchem die Tiere über einen fast doppelt so langen Zeitraum 

lebten wie im Morphinmodell I, deutet sich der positive Effekt des Morphins nur an. Dieses 

Ergebnis wird durch eine klinische Studie unterstützt in welcher gezeigt wurde, dass je älter die 

Patienten sind desto mehr Morphin ist nötig um den gleichen analgetischen Effekt zu erzielen 

(Bouwmeester 2003 b). Einerseits wird das Morphin vermehrt metabolisiert wodurch der 

absolute Effekt abnimmt (Bouwmeester 2004). Das drückt sich in unseren Ergebnissen 

wiederum als abgeschwächte Neuroprotektion im Vergleich zum Morphinmodell I aus. Hinzu 

kommt, dass im Laufe der ersten Lebenstage die Dichte an Opioid-Rezeptoren deutlich abnimmt 

und dadurch auch die Wirkungsmöglichkeit (Rahman 1998). 

 

Auf die durch reine Kochsalzinjektionen ausgelöste Neurodegeneration (s. Abb. 3.1 und 3.2) hat 

das Morphin nur in den 5 Tage behandelten Tieren (Morphinmodell II) einen signifikanten 

Einfluss (s. Abb. 3.4 und 3.5). Eine Möglichkeit, weswegen der Effekt hier im Hinblick auf die 

Formalingruppe so unterschiedlich ausfällt, könnte die zu geringe Anzahl an Versuchtieren in 

dieser NaCl-Gruppe sein. 

 

Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass die alleinige Gabe von Morphin keine Auswirkung auf 

das sich entwickelnde Gehirn der Ratte (Black 2008). Dies stimmt mit unseren Ergebnissen 

überein (s. Abb. 3.4). Die Morphingabe bei neugeborenen Ratten zeigte bei erneuter Applikation 

im gleichen, ausgewachsenen Tier einen länger anhaltenden analgetischen Effekt (Rozisky 

2008).  

 

Klinische Studien von Simons oder Carbajal, welche die routinemäßige Morphingabe bei 

beatmeten Frühgeborenen untersuchten, konnten keinen unmittelbaren positiven Effekte für das 
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Outcome der Kinder zeigen (Simons 2003; Carbajal 2005). Langzeitergebnisse der frühen 

Morphinexposition stehen hier allerdings noch aus. 

 

Abschließend lässt sich an dieser Stelle feststellen, dass Morphin die durch Schmerzreize 

hervorgerufene Neurodegeneration vermindert und keine negativen Effekte auf das sich 

entwickelnde Gehirn hat. 

 

4.3 Beeinflussung der zerebralen PKCs durch Schmerzreize, Kochsalz und Morphin 

Bis heute ist wenig bekannt über die zerebralen PKCs wenn es um Schmerzen und Analgesie 

geht. Die Aktivierung der PKC im Gehirn scheint den nozizeptiellen Effekt über eine 

Phosphorylierung von AMPA- und NMDA-Rezeptoren zu verstärken (Guan 2004; Guo 2006). 

Außerdem wird durch supraspinale Morphinexposition die PKC aktiviert und es kommt so zu 

einer verstärkten exitatorischen Glutamatfreisetzung (Galeotti 2006). Hinzu kommt, dass auch 

Neuritenwachstum und synaptische Verbindungen maßgeblich durch die Aktivität der PKC-ε 

beeinflusst werden (Hundle 1995; Scott 2007). 

 

In dieser Arbeit wurde das Verhalten der PKC Isoenzyme ε und γ im unreifen Kortex und 

Thalamus drei Tage alter Ratten auf Schmerzen untersucht und zusätzlich die Reaktion auf 

gewöhnliche Kochsalzlösung. Ferner wurden alle Experimente mit der Gabe von Morphin 

durchgeführt. 

 

Im Kortex wurde die PKC-ε durch den Schmerreiz kurzzeitig (nach 2h) hoch reguliert und fiel 

dann auf das Ausgangslevel zurück. Diese Aktivierung könnte zu einer erhöhten Aktivität der 

neuronalen NMDA-Rezeptoren führen und darüber die schon vorhandene Aktivität durch den 

Schmerzreiz potenzieren. Zusätzlich wird über eine Überexpression der PKC der Magnesium-

Block innerhalb der NMDA-Rezeptoren gelöst und so dessen Aktivität potenziert (Chen 1992). 

Dies führt dann zu dem, schon von Anand als Hypothese formuliertem, exitatorischen 

Neuronenuntergang (Anand 2000 b). Dies wiederum deckt sich mit unseren histologischen 

Ergebnissen. In unserem Versuch wurden auch die Auswirkungen von Morphin auf die PKC-ε 

untersucht. Hier kam es zu einer signifikanten Reduktion der PKC-ε Konzentration im Cortex. 

Dadurch würde die zuvor beschriebene Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ausbleiben. 
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Außerdem bleibt so die Lösung des Magnesiumblocks im NMDA-Rezeptor aus. Beides sind 

Mechanismen die die Neurodegeneration vermindern, was wiederum mit den von uns gezeigten 

histologischen Befunden übereinstimmt.  

 

Die NaCl-Injektionen führten, ähnlich wie der Formalinreiz, zu einer verstärkten Expression der 

PKC-ε im Cortex drei Tage alter Ratten. Da beide Reize in der Histologie zu einem vermehrten 

Auftreten degenerierter Nervenzellen führen, könnte man schlussfolgern, dass die PKC-ε direkt 

an der Degeneration beteiligt ist. Dies wird durch eine Arbeit unterstützt, welche zeigen konnte, 

dass inflammatorisch provozierter Neuronentod direkt durch die PKC-ε vermittelt wird (Jung 

2004). Morphin hatte hier allerdings keinen Einfluss auf das Expressionsmuster. 

 

Das Isoenzym PKC-γ wurde unter inflammatorischen Formalinschmerzen stark runter reguliert. 

Dieses Isoenzym ist maßgeblich an der für die weitere Entwicklung des Gehirns entscheidenden 

Long-term Potentiation beteiligt (Saito 2002). Eine, wie in diesem Versuch gezeigte, 

Reduzierung der PKC-γ hat also weitreichende Folgen für die Synapsenverbindungen des 

Cortex. Das vor Schmerzreiz gegebene Morphin hatte keinen Einfluss auf die PKC-γ im Cortex.  

 

Da die PKCs entscheidend an der Synaptogenese, dem Neuritenwachstum und auch der Long-

Term-Potentiation (LTP), was der Synapsenstabilisierung dient, beteiligt sind, ist jede 

Überexpression und Reduzierung theoretisch auch mit Folgen für die weitere Entwicklung des 

Nervensystems behaftet. Wir konnten zeigen das Schmerzreize das Expressionsmuster der PKCs 

beeinflussen. Daher ist dies ein Indiz dafür, dass es zu fehlerhaften und unsinnigen Vernetzung 

innerhalb des sich entwickelnden Nervensystems kommen kann.  

 

4.4 Schmerz erhöht die Expression von Doublecortin im Thalamus 

Wir wollten sehen, ob Schmerzreize eine Auswirkung auf das, für Migration und 

Differenzierung von Neuronen wichtige Doublecortin haben. Veränderte Expressionsmuster 

wären ein Indiz für eine pathologische Neurogenese im unreifen Gehirn. Im Thalamus drei Tage 

junger Ratten kam es nach setzen eines Formalin-Schmerzes nach 2 h zu einem massiven 

Anstieg von DCX. Die Degeneration scheint hier als Auslöser für die verstärkte Expression zu 

dienen, was Magavi et al. bereits durch induzierte Apoptose im adulten Rattencortex zeigen 
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konnten  (Magavi 2000). Dieses induzierte, vermehrte Auftreten von DCX könnte wiederum zu 

einer pathologisch verlaufenden Neuronendifferenzierung führen, was wiederum Auswirkungen 

für die spätere Entwicklung hätte. In klinischen Studien zu Schädelhirntraumen (SHT) bei 

Kindern, wurde das im Liquor initial erhöhte DCX nach SHT als prognostisch günstig eingestuft 

(Chiaretti A. 2009). In einer Tierstudie, in welcher unter anderem die Auswirkungen von 

Hypoxie auf das adulte Rattenhirn untersucht wurden, konnte DCX protektive Eigenschaften 

gegenüber migrierenden Neuroblasten nachgewiesen werden (Santra 2006). Das lässt auf der 

einen Seite Vermuten, dass die im Rahmen der durch Schmerzreiz induzierten 

Neurodegeneration überschießende DCX-Expression auch zum Schutz der verbleibenden 

Neurone exprimiert werden könnte. Auf der anderen Seite könnte die Überexpression zu einer 

vermehrten Neuroprolifertion und –migration führen. Inwieweit diese Neoproliferation 

allerdings eine „normale“ Proliferation und Migration nach sich zieht, oder ob es dadurch zu 

einer gestörten Vernetzung kommt sollte Thema weiterer Studien sein. 

 

Durch die Gabe von Morphin vor Setzen des Schmerzes, blieb der Anstieg von DCX im 

Thalamus aus. Da Morphin immer wieder antiproliferative Effekte das ZNS betreffend 

nachgesagt werden (Kornblum 1987; Kim E. 2006), könnte es einerseits ein direkter Effekt des 

Morphins sein, der hier nachgewiesen wurde, wie er auch für Sedativa und Antikonvulsiva 

beschrieben wurde (Stefovska 2008). Auf der anderen Seite konnte die Gruppe um Sargeant et 

al. keinen Zusammenhang zwischen Opioidrezeptor exprimierenden Zellen und DCX 

exprimierenden Zellen feststellen (Sargeant 2007), sodass der Rückgang des DCX unter 

Morphingabe wohl doch indirekt über einen verhinderten Schmerz zu erklären ist. Dies 

wiederum stützt unsere Hypothese, dass Schmerzen direkten Einfluss auf die neuronale 

Migration, Proliferation und Apoptose haben. 

 

4.5 Bedeutung der Ergebnisse  

Zu wenig ist bis jetzt über die direkten und die längerfristigen Folgen von Schmerzen im Früh- 

und Neugeborenenalter bekannt. Die klinischen Studien die es gibt, belegen einen 

Zusammenhang zwischen früh erlebten Schmerzen und später auftretenden Veränderungen der 

Schmerzempfindung (Taddio 1994). Bildgebende Studien haben bereits einen zerebralen 

Volumenverlust bei Frühgeborenen feststellen können (Peterson 2000), welcher mit der durch 

uns gezeigten Neurodegeneration bedingt durch Schmerzen, zusammenhängen könnte. Morphin 
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scheint in der Klinik allerdings keinen so positiven Effekt zu haben wie wir es zeigen konnten, 

sodass auch nicht zur routinemäßigen Morphingabe geraten wird. 

 

Es scheint, dass auf molekularer Ebene die neuronalen Verarbeitungs- und 

Strukturierungsprozesse durch Schmerzen gestört werden. Dies in Verbindung mit den 

histomorphologischen Veränderungen, könnte ein Indiz für die signifikant häufiger auftretenden 

Entwicklungsstörungen bei Frühgeborenen sein. Letztendlich wurde mit dieser Arbeit gezeigt, 

dass Schmerzen im unreifen Gehirn morphologische und molekulare Veränderungen nach sich 

ziehen und diese sich teilweise durch Morphin kompensieren lassen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Hintergrund: Schmerzen bei Frühgeborenen sind ein wichtiges und unzureichend erforschtes 

Feld. Die Effekte von Schmerzreizen auf das sich entwickelnde Gehirn sind nicht geklärt. 

Daher wurde ein neonatales Tiermodell entwickelt, um die Auswirkungen von Schmerzen auf 

unterschiedliche Gehirnareale zu untersuchen. 

 

Methoden: Neugeborene Wistar-Ratten wurden dem, bei adulten Tieren etablierten, „Formalin-

Test“ (Injektion von 10%igem Formalin subkutan in die Pfoten), unterzogen. Die zwei 

Kontrollgruppen bekamen entweder 0,9%NaCl oder keine Injektion. Eine Serie von 

neugeborenen Tieren wurde an Tag 1 (P1), Tag 2 (P2) und Tag 3 (P3) injiziert und an P4 

transkardial perfundiert. Eine zweite Versuchsreihe erhielt tägliche Injektionen an P1 bis P5 und 

wurde an Tag 6 der Aufarbeitung zugeführt. Außerdem gab es eine Versuchsreihe mit Tieren im 

Alter von 12 Tagen. In einer letzten Behandlungsstudie wurde zudem Morphin (500 µg/kg oder 

5 mg/kg), 20 min vor Behandlungsstart subkutan gespritzt. Nach transkardialer Perfusion wurden 

die Gehirne histologisch mittels DeOlmos Kupfer Silberfärbung sowie der TUNEL-Färbung zur 

Detektion apoptotischer Zellen aufgearbeitet. Aus 12 verschieden Hirnarealen wurde ein 

Summenscore degenerierter Neurone ermittelt. Für molekularbiologische Untersuchungen 

(Western blotting für Protein-Kinase-C Isoformen ε und γ sowie Doublecortin) wurden die Tiere 

an P3 injiziert und nach 2, 6, 12 und 24 Stunden dekapitiert, Thalamus und Cortex 

herauspräpariert und sofort bei -80 °C bis zur weiteren Analyse tiefgefroren. 

Ergebnisse: In vier Tage alten Tieren waren in der Formalin-Gruppe signifikant mehr 

degenerierte Neurone als in den Kontrollgruppen (p < 0,001). Bei den Tieren, die über 5 Tage 

Injektionen erhielten, zeigten sich in der Formalin-Gruppe und in der mit Kochsalz behandelten 

Gruppe die gleiche Dichte an degenerierten Neuronen und signifikant weniger in der Gruppe 

ohne Behandlung (p < 0,001). Die zwölf Tage alten Tiere zeigten keine Differenzen bei den 

untergegangenen Zellen.  

In den molekularbiologischen Untersuchungen zeigte sich eine schmerzassoziierte 

Hochregulation des Doublecortins im Thalamus sowie ein unterschiedliches Verhalten der PKC-

Isoenzyme in Cortex und Thalamus.  

Die Vorbehandlung mit Morphin (500 µg/kg) führte zu einer Verminderung der 

Neurodegeneration, sodass die Signifikanzen in beiden Versuchsreihen aufgehoben wurden. 
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Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse zeigen, dass Schmerzen im unreifen Gehirn zu einem 

Neuronenverlust führen können. Bemerkenswerterweise, wird auch bei chronisch applizierter 

Kochsalzlösung ein hoher Schaden am Gehirn verursacht, was auf die Verwundbarkeit des sich 

entwickelnden Gehirns unter Stress hindeutet. Eine Therapie mit Morphin scheint diesen Effekt 

zu verringern. Außerdem ist dieser Effekt abhängig vom Alter des Tieres was auf spezielle, 

schützende Reifungsprozesse schließen lässt, welche erst im Laufe der ersten Lebenstage 

ausgebildet werden. Auf molekularer Ebene wurden ebenfalls Veränderungen im 

Expressionsmuster der untersuchten PKC-Isoenzyme und DCX gefunden. Dies lässt die 

Vermutung zu, dass durch Schmerzen bedingt, wichtige zererbrale Strukturierungsprozesse 

gestört werden und es so zu, erst später feststellbaren, Folgeschäden kommt. 
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6. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

Abb.   Abbildung 

APS   Ammoniumpersulfat 

BCA   bicinchoninic acid 

BSA   bovines Serumalbumin 

bzw.   beziehungsweise 

°C   Grad Celsius 

C   control (Kontrolltiere) 

ca.   circa 

Ca2+   Calcium 

Caud   Nucleus caudatus 

Cfr II   Cortex frontalis, lamina II 

Cing   Cingulum 

Cere   Cerebellum 

cm   Zentimeter 

Cpr   Cortex parietalis 

d   destiliert 

DAB   Diaminobenzidin 

DCX   Doublecortin 

DG   Gyrus dentatus 

DNS   Desoxyribonukleinsäure 

ECL   enhanced chemiluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

et al.   et altera 

g   Gramm 

H2O2   Wasserstoffperoxid 
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Hg   Quecksilber 

Hip   Hippocampus 

HRP   horseradish peroxidase-linked 

Hyth   Hypothalamus 

Ig   Immunglobulin 

kDa   Kilodalton 

kg   Kilogramm 

KG   Körpergewicht 

l   Liter 

LTP   long-term-potentiation 

µ   Mikro 

m   Meter 

M   Molar 

mA   Milliamper 

min   Minute 

ml   Milliliter 

mm   Millimeter 

mM   Millimolar 

mm2   Quadratmillimeter 

mm3   Kubikmillimeter 

n   Anzahl 

NaCl   Natriumchlorid 

ng   Nanogramm 

nm   Nanometer 

NO   Stickstoffmonoxid 

O2   molekularer Sauerstoff 
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PAGE   Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PBS   phosphate buffered saline, Phosphatpuffer 

PKC   Proteinkinase C 

RSC   retrosplenialer Kortex 

RT   Raumtemperatur 

s   Sekunden 

SDS   Sodium Dodecyl Sulfat 

SEM   standard error of the mean 

SHT   Schädelhirntrauma 

Str   Striatum 

Subic   Subiculum 

TBS   tris buffered saline 

tDT   terminale Deoxynucleotidyltransferase 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

Tha   Thalamus 

Th LD   Thalamus laterodorsalis 

Th MD  Thalamus mediodorsalis 

Th V   Thalamus ventralis 

U   unit 

Upm   Umdrehungen pro Minute 

UV   ultraviolett 

V   Volt 

W   Watt 

ZNS   zentrales Nervensystem 
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