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$EN�U]XQJVYHU]HLFKQLV�
 

AMPA   -Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsäure 

bFGF    basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor 

(engl. basic fibroblast growth factor) 

BrdU   5-bromo-2-deoxyuridine 

Ca2+   Calcium 

CGP 37849  kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist 

CPP   3-(2-Carboxypiperazin-4-yl)propyl-1-phosphonic acid �
CPS  Kälteschutzlösung 

CR  Calretinin 

DAB   Diaminbenzidine  

DABCO  Diazabicyclo-octane  

DCX  Doublecortin 

DG  Gyrus dentatus  

5,7-DHT  5,7-Dihydroxytryptamin 

Engl.   Englisch 

EPSP   exzitatorisches postsynaptisches Potential 

ERK    extrazelluläre signalregulierte Kinase 

GABA   -Aminobuttersäure  

GCL   Körnerzellschicht 

GFAP  saures Gliafaserprotein (engl. glial fibrillary acidic protein)  

GFP   grün fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein) 

1h   1 Stunden Gruppe 

24h   24h Stunden Gruppe 

H2O2  Wasserstoffperoxid 

HWZ  Halbwertszeit 

i.p.  intraperitoneal 

IPSP   inhibitorisches postsynaptisches Potential 

KG   Körpergewicht 

LaGetSi Landesamt für Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische 

Zusammenarbeit  

l-AP4 synthetischer Agonist, der an einem bestimmten 

Glutamatrezeptortyp bindet 

LSD   least-significant-difference Test  

LTP    Langzeit-Potenzierung (engl. long term potentiation)  
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LY451646  AMPA-Rezeptor-Verstärker 

M   molar 

MF    Moosfasern  

mGluR  metabolischer Glutamatrezeptor 

MK801  dizocilpine maleate; nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist 

mV   Millivolt 

NaCl 0.9%  physiologische Kochsalzlösung 

NeuN   neuronaler Kern (engl. neuronal nuclei) 

2N HCl  Salzsäure (Konzentration: 2 mol pro Liter) 

NMDA   N-methyl-D-Aspartat  

NO  Stickstoffmonoxid 

NSE   neuronenspezifische Enolase  

OB  Bulbus olfactorius 

PFA   Paraformaldehyd 

Preg-S   Pregnelonon-sulfat 

PSA-NCAM  hoch-polysialiertes Zelladhäsionsmolekül  

RMS  Rostral Migratory Stream 

SGL   subgranuläre Zone 

SSRI   Serotonin-Wiederaufnahmehemmer 

   (engl. selective serotonin reuptake inhibitor) 

SVZ  subventrikuläre Zone 

TBS   Tris-gepufferte Kochsalzlösung  

Thalidomid  -Phthalimidoglutarimid 

TNF-alpha   Tumornekrosefaktor alpha 

TOAD-64  Turned On After Division, Gewicht 64 kDa 

TRAIL   TNF-assoziierter-Apoptose-induzierender-Ligand  

VEGF   vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 

(engl. vascular endothelial growth factor) 

4 Wochen  4 Wochen Gruppe 

ZNS    zentrales Nervensystem 

�

�

�
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�� (LQOHLWXQJ�
 

���� 1HXURJHQHVH�LP�DGXOWHQ�*HKLUQ�
 

Der Gedanke, dass es sich teilende Zellen im adulten Gehirn gibt, war bis Mitte der 

60er Jahre des letzten Jahrhunderts undenkbar. Im Jahre 1913 wurde durch Santiago 

Ramon y Cajal der Gedanke geprägt, dass Neuronen nur während der pränatalen 

Entwicklungsphase gebildet werden (Ming and Song 2005). Für die Identifikation von 

Neuronen benutzte Cajal damals die sog. golgische Färbetechnik. Trotz kritischer 

Anmerkungen seinerzeit von Allen (Allen 1912) und Hamilton (Hamilton 1901), die eine 

Neubildung von Neuronen im adulten Gehirn vermuteten, war damals keine Methode 

bekannt, die Hypothese adulter Neurogenese zu untermauern (Ming and Song 2005). 

Erst durch die von Sidman et al. (Sidman, Miale et al. 1959) eingeführte Färbemethode 

mit [3 H] Thymidin, welches in der S-Phase des Zellzyklus in die DNA sich teilender 

Zellen eingefügt und somit autoradiographisch detektiert werden kann, konnten Studien 

über die adulte Neurogenese durchgeführt werden (Ming and Song 2005). Anfang der 

60er Jahre konnte J. Altman in seinen ersten autoradiographischen Studien aufzeigen, 

dass es sich teilende Gehirnzellen bei verschiedenen Spezies gibt (Altman 1962; 

Altman and Das 1965; Altman and Das 1965; Altman 1966; Altman and Das 1967). Die 

Arbeiten Altmans sowie die darauf folgenden von Kaplan et al. (Kaplan and Hinds 1977; 

Kaplan 2001), stießen zunächst auf negative Reaktionen und kritische Publikationen, 

welche die Hypothese der Neuronenneubildung im adulten Gehirn ablehnten (Rakic 

1985). 

Letztendlich hat sich die wissenschaftliche Meinung etabliert, dass Neurogenese im 

adulten Gehirn sicher existent ist (Abrous, Koehl et al. 2005; Ming and Song 2005; 

Kempermann 2006). Die Forschung darüber gliedert sich momentan in zwei 

Teilströmungen:  

Die eine Forschungsströmung konzentriert sich auf die Isolierung neuronaler 

Stammzellen und die Analyse derer Funktionen, um zukünftig die Basis für ein 

Eingreifen in diese Mechanismen zu schaffen (Abrous, Koehl et al. 2005). Die zweite 

Strömung möchte die funktionelle Relevanz der Neurogenese für die Gehirnfunktion, 
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vor allem im Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus, begreifen (Abrous, Koehl et al. 

2005). 

Trotz der allgemeinen Akzeptanz von Neurogenese im adulten Gehirn ist die Frage 

nach der genauen Lokalisation von Neurogenese Gegenstand reger Diskussion. Auf der 

einen Seite gilt Neurogenese im DG des Hippocampus (Altman 1963; Altman and Das 

1965; Eriksson, Perfilieva et al. 1998; Gould, Reeves, Fallah et al. 1999; Kornack and 

Rakic 1999; Gould, Vail et al. 2001; Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001)  und dem System: 

subventrikuläre Zone (SVZ)-Rostral Migratory Stream (RMS)-Bulbus olfactorius (OB) als 

gesichert (Altman 1963; Privat and Leblond 1972; Kaplan 1985; Gould, Reeves, Fallah 

et al. 1999; Gould, Reeves, Graziano et al. 1999; Bernier, Vinet et al. 2000; Gould, Vail 

et al. 2001; Kornack and Rakic 2001; Pencea, Bingaman et al. 2001). Auf der anderen 

Seite ist es umstritten, ob es Neurogenese im Neokortex gibt. Schon die frühen Arbeiten 

von J. Altman (Altman 1962; Altman 1963; Altman and Das 1966) und Kaplan (Kaplan 

1981; Kaplan 1985; Kaplan 2001) geben Hinweise auf Zellneubildung im Neokortex von 

Ratten und Katzen. Neuere Arbeiten von Gould et al. (Gould, Vail et al. 2001) zeigen 

Neurogenese im anterioren Neokortex der Ratte und im präfrontalen, inferio-temporalen 

und posterio-parietalen Kortex von Rhesusaffen (Gould, Reeves, Graziano et al. 1999; 

Gould, Vail et al. 2001). Im Gegensatz dazu existieren zahlreiche Arbeiten, die keinen 

Anhalt für Neurogenese in Mäuse-  (Magavi, Leavitt et al. 2000; Ehninger and 

Kempermann 2003) oder in Affen-Kortizes (Magavi, Leavitt et al. 2000; Rakic 2002) 

geben. Zu den nicht-neurogenen Regionen des Gehirns wird nach heutigem 

Kenntnisstand das Rückenmark gezählt, dort neugebildete Zellen sind nach Arbeiten 

von Horner et al. ausschließlich glialen Ursprungs (Horner, Power et al. 2000). 
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���� 1HXURJHQHVH�LP�DGXOWHQ�+LSSRFDPSXV�
 

Wie schon beschrieben, gilt der Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus als eine Region 

des adulten Gehirns verschiedener Spezies, in der sicher Neurogenese stattfindet 

(Altman 1963; Altman and Das 1965; Eriksson, Perfilieva et al. 1998; Gould, Reeves, 

Fallah et al. 1999; Kornack and Rakic 1999; Gould, Vail et al. 2001; Seri, Garcia-

Verdugo et al. 2001). 

Die Struktur des Hippocampus wird durch ein Netzwerk aus einer Verschaltung von 

jeweils 3 Synapsen gebildet (Amaral and Witter 1989; Abrous, Koehl et al. 2005):  

Multimodale Eingänge des Neokortex erreichen den DG über den entorhinalen Kortex 

(diese Afferenz des Hippocampus wird als sog. „perforant pathway“  bezeichnet), von 

dort werden die Signale an das Areal C3 durch Moosfasern übertragen. Von C3 aus 

zieht das Netzwerk über die sog. Schaffer-Kollateralen zur Region CA1 und dem 

Subiculum, um dann wieder über den entorhinalen Kortex zu Assoziationsarealen des 

Kortex weitergeleitet zu werden (Amaral and Witter 1989; Abrous, Koehl et al. 2005). 

Die Zellen proliferieren in der subgranulären Zone (SGL), diese Schicht liegt zwischen 

dem Hilus und der Körnerzellschicht (GL); von der SGL ausgehend wandern die Zellen 

und reifen zu Neuronen aus (Amaral and Witter 1989; Abrous, Koehl et al. 2005). 

Den Arbeiten von Kempermann et al. (Kempermann, Jessberger et al. 2004) folgend, 

lassen sich verschiedene Stadien der Neurogenese im DG des Hippocampus durch 

eine bestimmte Zellmorphologie und ein bestimmtes Anfärbeverhalten der Zellen in der 

Immunofluoreszenz charakterisieren.  

Adulte Neurogenese beginnt mit der Teilung einer Stammzelle, welche den 

Ausgangspunkt für drei sich immer weiter teilende und differenzierende  

Progenitorzellen (Stufe 2-4) darstellt (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Alle diese 

Entwicklungsstufen führen letztendlich zu einem Verlassen des Zellzyklus (Stufe 5) in 

eine postmitotische Stufe, in der die Einbindung der neuen Zellen in Netzwerke 

stattfindet und die Entscheidung über das Langzeitüberleben der Zelle getroffen wird 

(Kempermann, Jessberger et al. 2004). Auf der Stufe 6 sind die Zellen terminal 

ausdifferenziert und werden zu Körnerzellen (Kempermann, Jessberger et al. 2004). In 

diesem Kreislauf der Zellneubildung entstehen Neurone, Astrozyten und Endothelien 

parallel und können nur durch unterschiedliches Anfärbeverhalten (entsprechend den 
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unterschiedlichen Oberflächenmolekülen) und durch ihre Zellmorphe unterschieden 

werden (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Um diese Zellen nun praktisch 

differenzieren zu können, ist es wichtig das Färbeverhalten der verschiedenen 

Entwicklungsstufen der Zellen der Neurogenese sowie gliale, astrozytäre oder 

endotheliale Marker zu kennen. 

Die erste Stufe (Stammzelle) ist durch eine Koexpression von BrdU und Nestin-GFP 

gekennzeichnet (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Nestin ist ein Klasse IV 

intermediäres Filament, welches in neuronalen Progenitorzellen gebildet wird 

(Yamaguchi, Saito et al. 2000). Diese Stammzelle hat eine radiale Morphologie, mit 

weiten Zellausläufern, und erfüllt in diesem Stadium die Kriterien einer Gliazelle 

(Kempermann, Jessberger et al. 2004). Aus dieser Stammzelle entwickeln sich 

verschiedene Progenitorzellen: 

Die Typ-2 Zellen (Typ-2a  und Typ-2b) sind durch Koexpression von BrdU und Nestin-

GFP gekennzeichnet, jedoch ist eine von beiden Doublecortin (DCX) negativ (Typ-2a 

Zelle: BrdU+, Nestin-GFP+, DCX-) und eine DCX positiv (Typ-2b�Zelle: BrdU+, Nestin-

GFP+, DCX+) (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Die Morphologie von Typ-2 

Zellen ist durch kurze Ausläufer charakterisiert, die in ihrem Verlauf tangential zum DG 

orientiert sind (Kempermann, Jessberger et al. 2004). 

Typ-3 Zellen, die man am besten als Neuroblasten beschreiben kann, sind Nestin-GFP 

negativ, aber BrdU und DCX positiv (Typ-3 Zelle: BrdU+, Nestin-GFP-, DCX+)   

(Kempermann, Jessberger et al. 2004). DCX ist ein X-chromosomal kodiertes Protein, 

welches während der embryonalen Entwicklung des ZNS und in neuronalen 

Vorläuferzellen gebildet wird. DCX zeigt an, dass die Entwicklung der Progenitorzelle 

schon weiter fortgeschritten ist und gilt deshalb zur Markierung sog. unreifer Neurone 

oder Neuroblasten als etabliert (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Typ-3 Zellen 

zeichnen sich zudem durch einen eher runden Zellkern im Vergleich zu Typ-2 

Progenitorzellen aus (Kempermann, Jessberger et al. 2004).   

Die Stufe 5 (postmitotische Stufe) ist erreicht, wenn die Zellen Calretinin oder NeuN auf 

ihrer Zelloberfläche ausbilden (Kempermann, Jessberger et al. 2004). Calretinin ist ein 

Calcium-bindendes Protein, welches zwischenzeitlich auf postmitotischen Neuronen 

exprimiert wird (Brandt, Jessberger et al. 2003). Es kann frühestens nach einem Tag 

durch Färbung entdeckt werden (Brandt, Jessberger et al. 2003). NeuN ist der am 
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weitesten verbreitete Marker für postmitotische neuronale Stadien (Kempermann, 

Jessberger et al. 2004).  

Die letzte Stufe (Stufe 6) ist dadurch gekennzeichnet, dass die Expression von 

Calretinin auf der Zelloberfläche zu Calbindin umschlägt (Kempermann, Jessberger et 

al. 2004). Calbindin ist auf allen reifen Körnerzellen zu finden, jedoch kann die Färbung 

allein durch Calbindin keine Auskunft über die volle Ausreifung der Zelle geben 

(Kempermann, Jessberger et al. 2004). Nach 4-7 Wochen sind die neu gebildeten 

Körnerzellen funktionell nicht mehr von älteren Körnerzellen unterscheidbar, dennoch 

sind die Details über die letzte Reifungsstufe, die zur Integration in den Zellverband 

führt, bisher unbekannt (Kempermann, Jessberger et al. 2004).  

Als weitere Marker im Kreislauf der parallelen Entwicklung nicht-neuronaler Zellen im 

'*�VLQG�XQWHU�DQGHUHP�6��� �XQG�*)$3�DOV�0DUNHU�Iür reife Astrozyten sowie BrdU+ 

Zellen ohne Koexpression mit anderen neuronalen oder astrozytären Markern für 

Endothelien oder andere Arten von Zellen von Bedeutung (Steiner, Kronenberg et al. 

2004). 6��� � VWHOOW� ELV� ]XP� KHXWLJHQ� =HLWSXQNW� HLQHQ� GHU� YHUOässlichsten und 

spezifischsten Marker für Astrozyten dar (Savchenko, McKanna et al. 2000), darüber 

KLQDXV�JLOW�6��� �DOV�HWDEOLHUWHU�0DUNHU�Iür reife Astrozyten (Kempermann, Jessberger 

et al. 2004). Ein weiterer wichtiger Marker für Astrozyten ist das saure Gliafaserprotein  

(GFAP) (Filippov, Kronenberg et al. 2003).  
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���� (IIHNWH�YRQ�1HXURWUDQVPLWWHUQ�DXI�GLH�1HXURJHQHVH�
�
������ 6HURWRQLQ� �
 

Der Einfluss des Neurotransmitters Serotonin auf die Neurogenese kann nur sehr 

differenziert, in Anbetracht der Effekte über seine verschiedenen Rezeptoren, betrachtet 

werden. Die Arbeit von Radley et al. (Radley and Jacobs 2002) gibt Anhaltspunkte 

dafür, dass der 5-HT(1A)-Rezeptor eine wichtige Rolle in der Zellproliferation des 

Hippocampus spielt. Durch die selektive Blockade dieses Rezeptors kam es zu einer 

30%igen Reduktion der BrdU+ Zellen im DG des Hippocampus. In die gleiche Richtung 

deutet die Arbeit von Banasr et al. (Banasr, Hery et al. 2004), welche durch die 

Aktivierung des 5-HT(1A)-Rezeptors eine bis zu 50%ige Erhöhung der BrdU+ Zellen im 

DG des Hippocampus sowie in der SVZ aufzeigen konnte. Die Funktion der 

Rezeptorsubtypen 5-HT(2A) und 5-HT(2C) muss allerdings sehr differenziert betracht 

werden. Durch die Aktivierung des 5-HT(2A)-Subtyps (vornehmlich im Plexus 

choroideus des Ventrikelsystems lokalisiert) kam es zu einer Zellvermehrung um bis zu 

56% in der SVZ. Dagegen kam es bei der Blockade des 5-HT(2C) Subtyps zu einer 

Reduktion der neugebildeten Zellen in der subgranulären Zone (SGL) des DG um 63% 

(Banasr, Hery et al. 2004).  Die kurze und Langzeit-Gabe von Agonisten der 5-HT(1A) 

und 5-HT(2C) Rezeptorsubtypen führen konsistent zu einer Erhöhung der 

Zellproliferation im DG des Hippocampus und dem olfaktorischen System (Banasr, Hery 

et al. 2004). Die Arbeit von Brezun et al. (Brezun and Daszuta 2000) unterstreicht 

ebenfalls die wesentliche Bedeutung des serotonergen Systems auf die Neurogenese. 

Durch die Injektion von 5,7-Dihydroxytryptamin (5,7 DHT; ein häufig verwandtes 

Neurotoxin) in die dorsalen und medialen Raphekerne kam es durch die Deprivation 

des Hippocampus von der Innervation durch Serotonin (5-HT) zu einer signifikanten 

Steigerung der PSA-NCAM- sowie der BrdU+ Zellen im DG des Hippocampus (Brezun 

and Daszuta 2000). All diese Effekte waren reversibel sobald der DG wieder durch 5-HT 

reinnerviert wurde (Brezun and Daszuta 2000). 

Einen weiteren klinisch interessanten Aspekt bringt die Arbeit von Encinas et al. ein 

(Encinas, Vaahtokari et al. 2006). In dieser Arbeit wurde die Neurogenese unter der  

Behandlung mit dem selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) Fluoxetin, 

aus der Klasse der Antidepressiva, beobachtet. Durch 15-tägige Vorbehandlung mit 
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Fluoxetin, kam es bei einem Abstand von 24h zwischen Applikation der Färbesubstanz 

BrdU und Perfusion der Tiere, zu einer Steigerung der Zellzahl im DG um 41%. Encanis 

et al. konnten diese Zellen als vorwiegend Typ-2a Zellen identifizieren, die sich im 

Langzeitversuch auch zu Neuronen entwickelten (Encinas, Vaahtokari et al. 2006). Die 

Gabe von Fluoxetin hatte interessanterweise keinen Effekt auf die Neurogenese in der 

SVZ, sondern nur auf die Neurogenese des DG (Encinas, Vaahtokari et al. 2006). 

Zusammenfassend können wir sagen, dass die serotonerge Innervation der 

neurogenen Zonen des Gehirns eine wichtige Rolle spielt, die sich sehr differenziert 

durch dessen Effekte an den verschiedenen Rezeptorssubtypen auswirkt. 

 

������ 6WLFNVWRIIPRQR[LG��12��
 

Stickstoffmonoxid, das durch die NO-Synthetase aus der Aminosäure L-Arginin gebildet 

wird, ist ein freies Radikal, welches im Gehirn als Neurotransmitter fungiert (Alderton, 

Cooper et al. 2001). In ihrer Arbeit beschreiben Zhang et al. (Zhang, Zhang et al. 2001), 

dass es durch die Applikation eines NO-Donors ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-

ammonioethyl)aminio]diazen-1-ium-1,2-diolate (DETA/NONOate)) zu einer signifikanten 

Steigerung der Neurogenese und Zellmigration im DG des Hippocampus und der SVZ 

bei Ratten kommt. Außerdem konnte bei Mäusen gezeigt werden, dass es in der SVZ 

und der RMS neuronale Vorläuferzellen gibt (hier mit BrdU oder PSA-NCAM markiert), 

die unter dem Einfluss von NO stehen (Moreno-Lopez, Noval et al. 2000). 

 

����� �$PLQREXWWHUVlXUH��*$%$�� �
 

-Aminobuttersäure (GABA) ist das biogene Amin der Glutaminsäure und stellt den  

wichtigsten hemmenden Neurotransmitter des zentralen Nervensystems (ZNS) dar. 

GABA wird mit Hilfe der Glutamat-Decarboxylase direkt aus Glutamat gebildet. Es 

verfügt über zwei ionotrope (GABAA und GABAC) und einen metabotropen Rezeptor 

(GABAB). Die Neurogenese betreffend, ist die Datenlage über GABA widersprüchlich. 

Tozuka et al. (Tozuka, Fukuda et al. 2005) konnte zeigen, dass es durch die Applikation 

von GABA-Agonisten vermehrt zu terminaler Ausdifferenzierung neuronaler 

Progenitorzellen kommt. Die Arbeit von Ge et al. (Ge, Goh et al. 2006) zeigt,  dass die 
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Neurogenese des DG durch tonische und phasische Aktivität gabaerger Aktivierung 

gesteuert wird. Die Depolarisation von neugebildeten Neuronen durch GABA erwies 

sich als essentiell wichtig für eine regelrechte Innervation der Neurone und somit deren 

Vernetzung im DG, zuerst durch gaba- und anschließend glutamaterge Synapsen (Ge, 

Goh et al. 2006). Dieser frühe gabaerge Einfluss auf die neugebildeten Neurone hat 

neben der Netzwerkbildung im DG einen wesentlichen Einfluss auf die 

Ausdifferenzierung der Zellen (Ge, Goh et al. 2006). Ein ähnliches Ergebnis wurde in 

der Arbeit von Wang et al. (Wang, Kempermann et al. 2005) beobachtet. Neugebildete 

Neurone in der adulten Neurogenese erhalten zuerst funktionelle Synapsen des 

gabaergen Systems (Wang, Kempermann et al. 2005). In diesem Stadium der frühen 

Innervation wirkt GABA durch seine Erhöhung des intrazellulären Cl--Spiegels als 

exzitatorischer Transmitter (Wang, Kempermann et al. 2005). Die durch GABA 

vermittelte synaptische Aktivität führt vermehrt zu Aktionspotentialen und erhöht den 

intrazellulären Ca2+-Spiegel in den neuen Neuronen durch Öffnung 

spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle (Wang, Kempermann et al. 2005). Dieser frühe 

exzitatorische Einfluss übt einen wichtigen Einfluss auf die Kontrolle von Reifung und 

Netzwerkbildung der neuen Neurone aus (Wang, Kempermann et al. 2005). Dennoch 

verändert sich der Einfluss von GABA im Laufe der neuronalen Entwicklung: LTPs 

werden in reifen Körnerzellen des DG durch GABA unterdrückt, ein Effekt der 

neugebildete junge Neurone unbeeinflusst lässt (Wang, Scott et al. 2000).   

Auf der anderen Seite zeigen Arbeiten von Mayo et al. (Mayo, Lemaire et al. 2005) mit 

Pregnelonon-sulfat (Preg-S)-Infusionen an älteren Ratten, welches eine negativ 

allosterische Wirkung am GABAA-Rezeptor haben soll, eine verstärkte Neurogenese. 

Der mit zunehmenden Alter abnehmende Spiegel von Preg-S wurden mit einem Verlust 

hippocampaler Stimulation sowie mit kognitiven Defiziten in Verbindung gebracht 

(Mayo, Lemaire et al. 2005). Die Arbeit von Nixon et al. (Nixon and Crews 2004) konnte 

keine Steigerung der Neurogenese durch die Droge Diazepam feststellen. Im 

Unterschied zur Arbeit von Mayo et al. (Mayo, Lemaire et al. 2005) handelt es sich bei 

Diazepam um einen Synergisten am GABAA-Rezeptor, d.h. Diazepam kann die Wirkung 

von GABA nur in Anwesenheit des Neurotransmitters verstärken.  

Dennoch geben mehrere Studien Anhaltspunkte dafür, dass GABA (u.a. auch in 

Kombination mit Glutamat) eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und Proliferation 
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neuronaler Vorläuferzellen einnimmt (LoTurco, Owens et al. 1995; Antonopoulos, 

Pappas et al. 1997; Haydar, Wang et al. 2000; Nguyen, Malgrange et al. 2003; Tozuka, 

Fukuda et al. 2005; Wang, Kempermann et al. 2005; Ge, Goh et al. 2006). Darüber 

hinaus scheint GABA im Zusammenspiel mit Glutamat eine wichtige Rolle im 

Kommunikationsweg des DG mit der Region CA3 über die sog. Moosfasern zu spielen 

(Crawford and Connor 1973; Acsady, Kamondi et al. 1998; Walker, Ruiz et al. 2001; 

Bergersen, Ruiz et al. 2003; Gutierrez 2003). In diesem Zusammenhang wird vor allem 

ein modulierender Einfluß von GABA auf die überwiegend dominierenden glutamaterg 

erregenden Ströme der Moosfasern diskutiert.    

 

������ *OXWDPDW�

 

Die Rolle des Glutamat als Neurotransmitter und sein Einfluss auf die Neurogenese im 

adulten Gehirn muss, ähnlich dem Serotonin, in Bezug auf seine Wirkung an den 

verschiedenen Rezeptorsubtypen differenziert betrachtet werden. Die wichtigsten 

ionotropen Rezeptoren des Glutamat stellen der N-methyl-D-Aspartat (NMDA)-��GHU� -

Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsäure (AMPA)- und der Kainat-Rezeptor 

dar. Darüber hinaus existieren noch weitere metabotrope glutamaterge Rezeptoren, die 

z.B. wichtigen regulatorischen Einfluss auf die Signalübertragung im Moosfasersystem 

haben (Gutierrez 2003). Der Großteil der Neurogeneseforschung mit Glutamat 

beschränkt sich bisher überwiegend auf Studien mit dem NMDA- und dem AMPA-

Rezeptor. 

Bevor jedoch der Einfluss des Glutamat auf die Neurogenese nach Rezeptoren 

differenziert erforscht wurde, stellte Cameron et al. in einer Arbeit fest (Cameron, 

McEwen et al. 1995), dass es durch die Läsion des entorhinalen Kortex und somit der 

Zerstörung der Afferenz des glutamatergen System zum DG des Hippocampus (dem 

sog. „perforant pathway“) zu einer Steigerung der Zellproliferation kam. Sie folgerten 

daraus, dass das glutamaterge System in Bezug auf die Neurogenese im DG einen 

inhibitorischen Einfluss haben muss (Cameron, McEwen et al. 1995).  

Auf Rezeptorebene aufgeschlüsselt, zeigten Arbeiten über den AMPA-Rezeptor, dass 

es bei einmaliger sowie chronischer Applikation des AMPA-Rezeptor-Verstärkers 

LY451646 zu einer Steigerung der Zellproliferation um 30% (bei einmaliger Gabe) bzw. 
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45% (bei chronischer Applikation) der BrdU+ Zellen im DG kam (Bai, Bergeron et al. 

2003). Die Zellvermehrung trat u.a. vor allem in Zellen auf, die zu  Clustern angeordnet 

waren. 

Die Arbeit von Jessberger et al. (Jessberger, Romer et al. 2005) an einem 

Krampfanfallmodell durch Aktivierung des Kainat-Rezeptors zeigte nach 9 Tagen eine 

deutliche Erhöhung der Neurogenese in den mit Kainat (35mg/kg KG) behandelten 

Tieren (C57BL6 nestin-gfp Mäuse). Weiterhin kam es im Rahmen dieser Neurogenese 

zu einer verstärkten Vernetzung der neu gebildeten Zellen (Jessberger, Romer et al. 

2005). In den Differentialfärbungen dominierten nach 9 Tagen in dieser Arbeit vor allem 

die Typ-3 Zellen, jedoch wurde kein signifikanter Unterschied bezüglich der CR+ Zellen 

sowie GFAP+ Zellen (Astrozyten) gesehen (Jessberger, Romer et al. 2005). 

Interessanterweise waren die Nestin-GFP+ Zellen des DG unbeeinflusst von dieser 

durch Krampfanfall-induzierten Neurogenese (Jessberger, Romer et al. 2005). 

Weitaus mehr Studien wurden allerdings über den NMDA-Rezeptor durchgeführt. Die 

Blockade des NMDA-Rezeptors in Studien von Cameron et al., mit einem nicht-

kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten, dem sog. MK801 (hier in Konzentration 

von 1 mg/kg KG) führt bei Ratten bereits nach wenigen Stunden zu einer signifikanten 

Steigerung der Zellzahl im DG des Hippocampus (Cameron, McEwen et al. 1995; 

Cameron, Tanapat et al. 1998). Des Weiteren bestätigt die Arbeit von Halim et al. 

(Halim, Weickert et al. 2004) diese Ergebnisse bei Ratten mit einer Steigerung der 

BrdU+ Zellen um 300% bei identischer Konzentration von MK801. Ähnliche Ergebnisse 

konnten bei Spitzhörnchen (1 mg/kg KG MK801) (Gould, McEwen et al. 1997) und 

Wüstenrennmäusen (3 x 3 mg/kg KG MK801) (Bernabeu and Sharp 2000) beobachtet 

werden. Durch die Applikation des kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten CGP 

37849 in einer Dosierung von 5 mg/kg KG kam es im DG ebenfalls zu einer Erhöhung 

der Zellzahl und zu einer Dichtezunahme der Körnerzellen (Cameron, McEwen et al. 

1995).  

Spiegelbildlich führt die Applikation von NMDA in einer Konzentration von 30 mg/kg KG 

zu einer Abnahme der Zellzahl im DG von Ratten (Cameron, McEwen et al. 1995; 

Cameron, Tanapat et al. 1998). Bei Wühlmäusen konnte durch die Applikation von 

Estradiol die NMDA-Rezeptor-Aktivität erhöht und dadurch die Neurogenese gehemmt 

werden (Ormerod, Falconer et al. 2003). Diese Ergebnisse decken sich mit denen der 
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Zellkultur in der Studie von LoTurco et al. (LoTurco, Owens et al. 1995), in der die 

Applikation von Glutamat die Bildung von embryonalen kortikalen Zellen herabsetzte.    

Verschiedene Arbeiten haben untersucht, welche Arten von Zellen die Blockade des 

NMDA-Rezeptors durch MK801 hervorbringt (Gould, McEwen et al. 1997; Nacher, 

Rosell et al. 2001; Okuyama, Takagi et al. 2004). Es wurden Neurone beschrieben, die 

auf ihrer Zelloberfläche NSE, Doublecortin (DCX), TOAD-64 oder NeuN exprimierten. 

Die Arbeit von Okuyama et al. (Okuyama, Takagi et al. 2004) konnte sogar zeigen, dass 

(gemessen an der extrazellulären signalregulierten Kinase (ERK)-Aktivität) es sich bei 

den neugebildeten Neuronen um funktionelle Neuronen handelt, die auf die Aktivierung 

durch NMDA ansprechen. Der Arbeit von Deisseroth et al. (Deisseroth, Singla et al. 

2004) folgend, bedeutet das, dass neugebildete Neuronen durch die Aktivität der ERK 

Anschluss an das glutamaterge Erregungssystem erhalten.  
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Eine Fragestellung meiner Arbeit beschäftigt sich mit der Beschreibung der 

Neurogenese im Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus der Maus unter Einfluss von 

MK801. Der Taxonomie der Neurogenese von Kempermann et al. (Kempermann, 

Jessberger et al. 2004) folgend, gibt es bisher keine systematische Beschreibung der 

Neurogenese unter der Blockade des NMDA-Rezeptors mit MK801. Zudem 

beschränken sich die meisten Arbeiten nur auf späte Untersuchungszeitpunkte (Nacher, 

Rosell et al. 2001; Okuyama, Takagi et al. 2004). In Experimenten mit frühen 

Messzeitpunkten (Cameron, McEwen et al. 1995; Cameron, Tanapat et al. 1998; 

Bernabeu and Sharp 2000) fehlt die detaillierte Beschreibung der Neurogenese auch in 

Abgrenzung zu Astrozyten, Glia- und anderen Zellen. Dies gab den Anstoß dazu, in 

einem Zeitreihenexperiment, die hoch-akuten (1h), akuten (24h) und Langzeiteffekte (4 

Wochen) von MK801 auf die Neurogenese zu untersuchen. Wir haben für dieses 

Experiment ein spezielles Tiermodell gewählt, nämlich das der C57BL6 nestin-gfp 

Maus, um in Anlehnung an die Arbeit von Yamaguchi et al. (Yamaguchi, Saito et al. 

2000) eine Differenzierung der neuronalen Progenitorzellen besser realisieren zu 

können.  

Das zweite Experiment befasst sich mit der Frage, ob es möglich ist, die 

Veränderungen der Neurogenese reaktiv auf MK801 durch die Aktivierung des 

gabaergen Systems zu modulieren. Hierfür wählten wir Diazepam, einen Synergisten 

am GABAA-Rezeptor. Der Aspekt der Modulation der Effekte von MK801 auf die 

Neurogenese durch GABA ist bisher nicht beschrieben und unklar. Ebenso wenig 

existiert der Taxonomie Kempermanns (Kempermann, Jessberger et al. 2004) folgend 

eine systematische Beschreibung der Neurogenese unter dem Einfluss von Diazepam.     

Verschiedene Arbeiten (Gilbert and Mack 1990; Feinberg, Campbell et al. 1995; 

Mastropaolo, Rosse et al. 2004) konnten zeigen, dass MK801 ein lebhaft-agitiertes 

Verhalten (sog. „popping behaviour“) in Versuchstieren verursacht. Des Weiteren 

konnte durch Feinberg et al. (Feinberg, Campbell et al. 1995) gezeigt werden, dass es 

durch MK801 zu spike-wave Aktivität im EEG bei behandelten Versuchstieren kommt. 

Wir leiten daraus ab, dass es durch MK801 zu einer Erregung oder Krampfaktivität in 

diesen Tieren kommt, welche sich deutlich anhand des Verhaltens und der Veränderung 

von Gehirnströmen im EEG nachweisen lässt. Wir haben uns deshalb auf die Suche 
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nach einer Substanz begeben, die diese Erregung wirkungsvoll unterdrücken kann. 

Verschiedene Arbeiten (Nixon and Crews 2004; Tutka, Mroz et al. 2005; Wang, Zhou et 

al. 2005) zeigen auf, dass Diazepam in einer Dosierung von 10 mg/kg Körpergewicht 

(KG) wirkungsvoll verschiedenste Arten von Erregung oder Krampfanfällen kontrollieren 

kann. Dies hat uns dazu veranlasst Diazepam in unserem Versuch als modulierende 

Substanz zu verwenden. Diazepam wirkt synergistisch mit GABA am GABAA-Rezeptor, 

d.h. nur in Anwesenheit von GABA kann Diazepam die Wirkung von GABA verstärken.  

Die Idee zum dritten Experiment ergab sich aus der Arbeit von Marjanovic et al. 

(Marjanovic, Stojanov et al. 2003). In dieser Fallstudie wurde ein 10 Jahre altes 

Mädchen, das seit seinem fünften Lebensjahr an einer sog. Rasmussen Enzephalitis 

litt, mit Thalidomid behandelt.  

Die Rasmussen Enzephalitis ist durch die klinische Trias aus epilepsia partialis 

continua, einem langsam fortschreitenden intellektuellen Abbau und einer Hemiparese 

mit radiologischen Zeichen einer halbseitigen, unspezifischen Atrophie einer 

Großhirnhemnisphäre charakterisiert (Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Die 

Enzephalitis beginnt meist in der Kindheit und bei Hirnbiopsien zeigt sich das Bild einer 

chronische Enzephalitis (Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Die genaue Ursache dieser 

Erkrankung ist jedoch unklar. Es werden virale und autoimmune Ursachen diskutiert. 

Manche Patienten weisen hohe Antikörpertiter gegen Glutamatrezeptoren auf, was die 

Hypothese einer Autoimmunreaktion unterstützt (Marjanovic, Stojanov et al. 2003).  

Antiepileptische Therapien, Steroide, Immunglobuline, Virostatika oder Plasmapherese 

zeigten bei diesem Krankheitsbild nur einen eingeschränkten Erfolg – als ultima ratio 

wird diesen Patienten die Entfernung einer Großhirnhemnisphäre vorgeschlagen 

(Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Bei diesem Mädchen kam nach zahlreichen nur 

begrenzt erfolgreichen Therapieversuchen mit verschiedensten Antiepileptika, 

Hochdosissteroiden, Virostatika und nach chirurgischer Entfernung epileptogener 

$UHDOH� -Phthalimidoglutarimid (Thalidomid) in einer Dosierung von 300 mg/d zum 

Einsatz. Die Ergänzung der bereits bestehenden Therapien durch Thalidomid 

verbesserte die neurologischen Einschränkungen des Mädchens und senkte die Anzahl 

der Krampfanfälle auf 10 pro Tag (Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Dieses Mädchen 

war zum Zeitpunkt der Fallstudie 13 Jahre alt und hat durch ihre o.g. Therapien in 

Kombination mit Thalidomid (seit 3 Jahren) neurologisch und bezüglich ihrer 

Krampfanfälle ein stabiles Level erreicht (Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Auch bei 
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dieser Patientin konnten Antikörper gegen den Glutamatrezeptorsubtyp 3 nachgewiesen 

werden. Die Titerhöhe bei positiven Patienten (mit Antikörpern) wird bei der Rasmussen 

Enzephalitis mit Krankheitsaktivität assoziiert (Marjanovic, Stojanov et al. 2003). Die 

Beteiligung des Glutamtrezeptors an diesem womöglich autoimmunen 

Krankheitsprozess der Rasmussen Enzephalitis sowie die Verbesserung der 

Krampfanfälle und neurologischen Einschränkungen durch Thalidomid gaben für uns 

den Ausschlag dazu, Thalidomid in unserem Modell als modulierenden Faktor zu 

verwenden. Wir wollten durch Thalidomid unsere Ergebnisse mit der Substanz 

Diazepam, die mit einer höheren Spezifität Erregung und Krampfanfälle sicher zu 

kontrollieren vermag, auf der Verhaltensebene bzw. auf histologischer Ebene 

kontrastieren.  

Thalidomid stellt für uns einen ganz neuen Ansatz für die Untersuchung von 

Neurogenese dar. Thalidomid mit seinen vielfältigen Einflüssen auf 

Transkriptionsfaktoren (vorwiegend NF-kappa-b), auf Angiogenesefaktoren wie VEGF 

und bFGF unter dem Kontrolle des Zytokins TNF-alpha, sowie Effekten auf CD8+ T-

Zellen, auf IL-6 und IL-8, auf den TNF-assoziierten-Apoptose-induzierenden-Liganden 

(TRAIL), Apoptose-Protein-2, der Fas-Induktion, der Caspase-8 Aktivität (Melchert and 

List 2007) eröffnet uns ein weites Spektrum bisher unerforschter Einflüsse auf die adulte 

Neurogenese. Der Fallstudie von Marjanovic et al. (Marjanovic, Stojanov et al. 2003) 

folgend hat Thalidomid durch seine Wirkung auf die o.g. Faktoren Einfluss auf 

Epilepsie, Übererregung und neurologische Defizite im Rahmen der Rasmussen 

Enzephalitis. Zunächst wollten wir den Einfluss von Thalidomid deskriptiv in seinem 

Einfluss auf die Neurogenese im DG zeigen. Weiterhin wollten wir beobachten, welchen 

Einfluss Thalidomid auf die Neurogenese unter Blockade des NMDA-Rezeptors durch 

MK801 hat.  

Wir betreten mit diesem in-vivo Versuch absolutes Neuland, möchten aber durch die 

Beschreibung der Neurogenese durch Thalidomid mögliche klinische Implikationen für 

die mit Thalidomid behandelten Patienten (vorwiegend in der Krebstherapie) aufzeigen 

und zu weiterer Forschung dahingehend anstoßen. Weiterhin erscheint es uns bei der 

Kombination von Thalidomid mit MK801 wichtig, ob und in wie weit es durch Thalidomid 

möglich ist, den erregenden Einfluss auf die Versuchstiere durch Blockade des NMDA-

Rezeptors zu verändern. Dies wollten wir deskriptiv auf histologischer und auf 

Verhaltensebene analysieren.  Dies könnte Anstoß dazu geben, die Wirkung von 
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Thalidomid bei anderen, therapieresistenten Epilepsien oder neurologischen Defiziten 

zu erforschen und einzusetzen.   

Um den Effekt der verschiedenen Substanzen auf der Verhaltensebene messen zu 

können, beobachteten wir die Tiere anhand des etablierten Krampfanfall-Scores von 

Racine und Golarai et al. (Racine 1972; Golarai, Greenwood et al. 2001). Dieses 

Messinstrument haben wir durch die Messung der Anfalllatenz (Seizure latency; Zeit der 

Injektion bis zum Beginn der Erregung/Krampfanfall) erweitert. 
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Für unser Experiment haben wir die transgene C57BL6 nestin-gfp Maus verwendet, in 

der durch regulatorische Veränderungen am Nestin-Gen vermehrt Nestin-GFP in 

neuronalen Progenitorzellen gebildet wird. Die Verwendung dieses Mausmodells soll 

die Reliabilität des Versuchsergebnisses und die Differenzierung der verschiedenen 

Neuronenvorläuferstufen verbessern (Yamaguchi, Saito et al. 2000; Sawamoto, Nakao 

et al. 2001). Die Mäuse wurden speziell für die Versuche im Tierstall der Arbeitsgruppe 

Kempermann im Max-Delbrück-Centrum (MDC) für Molekulare Medizin in Berlin-Buch 

(Deutschland) gezüchtet. Alle Mäuse waren zu Beginn des Experiments 12 Wochen alt 

und weiblichen Geschlechts. Jede Versuchs- oder Kontrollgruppe bestand aus 5 Tieren 

die nach dem Zufallsprinzip den jeweiligen Gruppen zugeordnet wurden (insgesamt 

wurden in unserem Experiment 50 Tiere verwendet).   

Alle Tiere wurden in einem Raum des Tierversuchskomplexes des MDC Berlin-Buch mit 

12-h-Tag/Nacht-Rhythmus und unbegrenztem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. 

Weiterhin wurden die Tiere durch ein spezielles Zu- und Abluftsystem mit Frischluft 

versorgt. Die Käfige wurden jede Woche gereinigt, Streu und Wasser wurden 

ausgetauscht. Die Standardversuchsbedingungen der Versuchstiere sind in Abb. 1 

illustriert.  

Alle lokalen und internationalen Richtlinien zur Tierhaltung wurden eingehalten. Der 

Tierversuchsantrag Nr. G0051/06 wurde im Jahr 2006 vom Landesamt für 

Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit genehmigt (LaGetSi).  
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Abb. 1:  C57BL6 nestin-gfp Mäuse unter Standardversuchsbedingungen 

�
���� 9HUVXFKVDXIEDX�XQG�9HUVXFKVEHGLQJXQJHQ�
�
������ 9HUVXFKVSOlQH 

 

Der Versuchsaufbau kann der Tab. 1 entnommen werden. 

����������� 	�
 	���
������ 	�� 	��

1h MK801/1h Kontrolle MK801/0.9% NaCl BrdU Perfusion 1h nach t1  
24h MK801/24h Kontrolle MK801/0.9% NaCl BrdU Perfusion 24h nach t1  

4 Wochen MK801/ 
4 Wochen Kontrolle 

MK801/0.9% NaCl BrdU BrdU 24h und 48h nach t1 Perfusion 29Tage nach 
t1 

��� ����� ��������� � ��� �"! 	�#������ ! � � �"! � 
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24h 
Thalidomid/ 
Thalidomid 
Kontrolle 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X und MK801/0.9% NaCl,  

BrdU 1h nach t0 

 
Perfusion  

24h nach BrdU- 
Injektion 

24h 
Diazepam/ 
Diazepam 
Kontrolle 

       
5min vor t0 Diazepam,  

bei t0 MK801/0.9% NaCl,  
BrdU 1h nach t0 

 
Perfusion  

24h nach BrdU- 
Injektion 

 

Tab. 1:  Experimentalgruppen und Behandlungen 
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������ ,QMHNWLRQHQ�
 

Den Versuchstieren wurde, wie dem Behandlungsplan der Tab. 1 zu entnehmen ist, 

jeweils 50 mg/kg Körpergewicht (KG) 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) intraperitoneal 

(i.p.) injiziert. Durch BrdU wird DNA in der S-Phase markiert. Der Arbeit von 

Nowakowski et al. (Nowakowski and Hayes 2000) folgend, besitzt BrdU, verglichen zu 

[3 H] Thymidin, gleichwertige Färbeeigenschaften. Die Konzentration von 50 mg/kg KG 

BrdU wurde in Anlehnung an zahlreiche Vorstudien gewählt (Kempermann, Kuhn et al. 

1997; Kempermann, Kuhn et al. 1997; Brandt, Jessberger et al. 2003; Filippov, 

Kronenberg et al. 2003; Steiner, Kronenberg et al. 2004).     

Den Tieren der Experimentalgruppen (1h MK801, 24h MK801, 24h Diazepam, 24h 

Thalidomid und 4 Wochen MK801) wurde jeweils 1 mg/kg KG dizocilpine maleate 

(MK801, Sigma; Deutschland) in physiologischer Kochsalzlösung (NaCl 0.9%) i.p. 

gespritzt. MK801 ist ein nichtkompetitiver N-methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-

Antagonist. Vezzani et al. (Vezzani, Serafini et al. 1989) konnte zeigen, dass MK801 

nach i.p.-Applikation bereits nach 10-30 min seine maximale Wirkungskonzentration im 

Gehirn erreicht und danach schnell wieder abgebaut wird. 

-Phthalimidoglutarimid (Thalidomid (+/- T144-1G, Sigma Aldrich; Deutschland)) wurde 

durch 0.5% Carboxymethylcellulose (niedrige Viskositätsklasse, Sigma Aldrich; 

Deutschland) mit 0.9%iger NaCl in Lösung gebracht. Diese Methode wurde in 

Anlehnung an die Arbeit von Rupnick et al. gewählt (Rupnick, Panigrahy et al. 2002). 

Die Tiere erhielten, ebenfalls Bezug nehmend auf diese Arbeit, der Tab. 1 folgend eine 

einmalige Injektion von 150 mg/kg KG Thalidomid i.p. pro Tag.  

Diazepam (Ratiopharm; Deutschland) wurde nach Tab. 1 einmalig in der Dosierung 10 

mg/kg KG i.p. appliziert. Verschiedene Studien wie die von Nixon et al. und Wang et al. 

(Nixon and Crews 2004; Wang, Zhou et al. 2005) haben gezeigt, dass Diazepam in 

dieser Dosierung ausreichend Krampfanfälle oder Erregung bei Versuchstieren 

kontrollieren kann. 

 

�
�
�
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���� *HZHEHSUlSDUDWLRQ 

 

Die Tiere wurden am Ende des jeweiligen Experiments mit Ketamin i.p. final 

anästhesiert und transkardial perfundiert. Die Perfusion wurde mit Paraformaldehyd 

(PFA) in 4%iger Lösung mit 0.1 M Phosphatpuffer durchgeführt. Die Gehirne wurden 

dem Schädel entnommen, eine Nacht bei 4°C in 4%iger PFA-Lösung nachfixiert und 

am nächsten Tag in 30%iger Succroselösung eingelegt bis sie darin absanken. Von den 

Gehirnen wurden dann auf einem durch Trockeneis gekühlten Schneideschlitten (Leica, 

Bensheim; Deutschland) 40µm-dicke koronare Schnitte angefertigt und in eine 

kälteschützende Lösung (CPS) aus 25% Ethylenglycol, 25% Glycerin und 0.05 M 

Phosphatpuffer zur Lagerung bei -20 °C übertragen. Diese Methode der Präparation 

entspricht der zahlreicher Vorarbeiten (Brandt, Jessberger et al. 2003; Kempermann, 

Gast et al. 2003; Steiner, Kronenberg et al. 2004). 

 

���� ,PPXQRIOXRUHV]HQ]�
�
Für die BrdU-Färbung im Rahmen der Immunofluoreszenzfärbung wurde die DNA durch 

die Behandlung der Schnitte mit 2N HCl für 30min bei 37°C denaturiert. Die Schnitte 

wurden dann in 0.1 M Boratpuffer (pH 8.5) gewaschen und danach ausgiebig mit Tris-

gepufferter Kochsalzlösung gespült (TBS; pH 7.4). Primäre und sekundäre Antikörper 

wurden in TBS gelöst, dem 0.1% Triton X-100, 0.1% Tween 20 und 3%iges Esel-Serum 

zugesetzt worden war (sog. TBS-plus). Die Schnitte wurden mit dem Primärantikörper 

bei 4°C für 48h inkubiert, danach mit TBS und TBS-plus gewaschen und dann mit dem 

Sekundärantikörper in TBS-plus für 4h bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Im 

Anschluss daran wurden die Schnitte nochmals mit TBS gewaschen und mit einem 

Gemisch aus Polyvinylalkohol und Diazabicyclo-octane (DABCO) auf Objekträgern 

eingedeckelt. Diese Methode entspricht ebenfalls der zahlreicher Vorarbeiten (Brandt, 

Jessberger et al. 2003; Kempermann, Gast et al. 2003; Steiner, Kronenberg et al. 

2004). 

Unsere Gruppen 1h Kontrolle, 1h MK801, 24h Kontrolle, 24h MK801, Diazepam 

Kontrolle, 24h Diazepam, Thalidomid Kontrolle sowie 24h Thalidomid wurden mit jeweils 

zwei Dreifach-Färbungen differenziert. Einerseits mit der Färbung BrdU/Nestin-
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GFP/Doublecortin (DCX) und andererseits mit der Färbung BrdU/Nestin-GFP/Calretinin 

(CR). Die Langzeitgruppen (4 Wochen Kontrolle und 4 Wochen MK801) wurden durch 

die Färbungen mit BrdU/Nestin-GFP/6��� � XQG� %UG8�1HVWLQ-GFP/NeuN analysiert. 

Dabei war jeweils der Rotkanal durch BrdU, der Grünkanal durch Nestin-GFP und je 

nach Färbung der Blaukanal durch DCX, Calretinin, S100 � RGHU� 1HX1 in der 

Immunofluoreszenz belegt.  

Diese Färbungen wurden durchgeführt, um die Neurogenese in den verschiedenen 

Gruppen der Taxonomie von Kempermann et al. folgend (Kempermann, Jessberger et 

al. 2004), wie in der Einleitung beschrieben, darstellen zu können. Zusammenfassend 

ist in Tab. 2 eine Übersicht der wichtigsten Marker der verschiedenen neuronalen 

Reifungsstufen zu finden. 

 
,.-0/ 1�20/43�20/45 6.687�9�:�; < 70:0/ 20=?>@2�9�>A9�2�7�/ :�9�-0< 20/�7�9�3*-0=0B / :0>DC�B E0/ 20/4FG9�B HJI KL1?< 7�9�M

NGO�P�Q R�S S�R�P�T�U�S�V�W R�T
X R�Y Q�P�S�Z  [ T�\�] ^JR0_�O�Y S�`

a�b�c
dfefg e V�W T R0O�Y S�Y S ^JR�P�^ e V�W h�Y S�\�Y S a�b�ijc Nlk�m�m

Typ-1 (Stammzelle)  + +       

Typ-2 Typ-2a + + -      

 Typ-2b + + +      

Typ-3 (Neuroblasten)  +  +      

Typ-5 (postmitotisch)  + +/-  + +    

Typ-6 (terminal ausdifferenziert) +     +   

Astrozyten  +      + + 

 

Tab. 2: Zusammenfassung wichtiger Marker der Immunofluoreszenz in der Differenzierung neuronaler und astrozytärer 
Reifungsstadien nach Kempermann et al. (Kempermann, Jessberger et al. 2004) 

Legende Tab.2: +: Zelle ist positiv in der Färbung mit dem jeweiligen Marker der Immunofluoreszenz 
 -: Zelle ist negativ in der Färbung mit dem jeweiligen Marker der Immunofluoreszenz

   

 

 

 

�

�

�

�

�

�
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������ 3ULPlUDQWLN|USHU�
 

Für unser Experiment wurden folgende Primärantikörper und Antikörperkonzentrationen 

(in TBS-plus verdünnt) verwendet:  

Anti-BrdU (Ratte, 1:500; Harlan Seralab), anti-GFP (Hase, 1:200; Acris), anti-GFP 

(Ziege, 1:200; Acris), anti-Calretinin (Ziege, 1:250; Chemicon), anti-Doublecortin (Ziege, 

1:200; Santa Cruz Biotech), anti-NeuN (Maus, 1:100; Chemicon) und anti-6��� ��+DVH��
1:2500; Swant).  

�
������ 6HNXQGlUDQWLN|USHU�
 

Es wurden folgende Sekundärantikörper und Antikörperkonzentrationen (in TBS-plus 

verdünnt) in unserem Experiment verwendet:  

Anti-Ratte Rhodamine X (rot), anti-Hase FITC (grün), anti-Schaf FITC (grün), anti-Maus 

Cy5 (blau), anti-Ziege Cy5 (blau) und anti-Hase Cy5 (blau). 

Alle Antikörper wurden in einer Konzentration von 1:250 verwendet und von der Firma 

Jackson ImmunoResearch (vertrieben von Dianova) bezogen.�
  

���� %UG8�,PPXQRKLVWRFKHPLH�
 

Zur Vorbereitung auf die Immunohistochemie mit BrdU wurden die Schnitte mit 0.6% 

H2O2 vorbehandelt um endogene Gewebsperoxidasen zu blockieren. Danach wurden 

sie gewaschen und in 2N HCl für 30min bei 37°C behandelt. Anschließend wurden die 

Schnitte in 0.1 M Boratpuffer (pH 8.5) gespült, wie bereits unter 2.4 beschrieben. Die 

Schnitte wurden dann mit dem Primärantikörper anti-BrdU (Ratte, 1:500 (in TBS-plus); 

Biozol) über Nacht bei 4°C inkubiert, am nächsten Tag mit TBS und TBS-plus gespült 

und anschließend 2h bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper anti-rat biotin 

SP (Esel, 1:250 (in TBS-plus); Dianova) inkubiert. ABC-Reagenz (Vectastatin Elite; 

Vector Laboratories) wurde für 1h vor Inkubation mit dem Sekundärantikörper in einer 

Dosierung von 9µl pro ml TBS-plus verabreicht. Diaminbenzidine (DAB, Sigma; 

Deutschland) wurde in einer Konzentration von 0.25 mg/ml in TBS mit 0.01% H2O2 und 
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0.04% Nickelchlorid zur Färbung eingesetzt. Diese Methode entspricht der zahlreicher 

Vorarbeiten (Kempermann, Gast et al. 2003; Steiner, Kronenberg et al. 2004). 

 

���� 4XDQWLIL]LHUXQJ�YRQ�%UG8��=HOOHQ 

 

Von allen Tieren wurde eine eins-aus-sechs Serie (entnommene Schnittreihen sind 

somit 240µm voneinander entfernt) mit DAB gefärbt. BrdU+ Zellen wurden entlang des 

rostrocaudalen Verlaufs der Körnerzellschicht (GCL) des gesamten Hippocampus 

durchgezählt, wie es schon in verschiedenen Vorarbeiten beschrieben wurde (Filippov, 

Kronenberg et al. 2003; Kempermann, Gast et al. 2003; Steiner, Kronenberg et al. 

2004). Die Resultate wurden mit 6 multipliziert um die geschätzte Gesamtzahl der 

BrdU+ Zellen im GCL zu erhalten.    

 

���� 4XDQWLIL]LHUXQJ�YRQ��������XQG���IDFK�PDUNLHUWHQ�%UG8��=HOOHQ�LQ��

GHU�,PPXQRIOXRUHV]HQ] 

 

Eine eins-aus-zwölf Serie von hippocampalen Schnitten wurde jedem Tier entnommen 

und Dreifach-, wie unter 2.4 beschrieben, gefärbt. Fünfzig BrdU+ Zellen in der GCL 

wurden im Hinblick auf die Koexpression von BrdU mit glialen oder neuronalen Markern 

unter Verwendung eines konfokalen Laserscanmikroskops (Leica TCS SP2, Bensheim; 

Deutschland) analysiert. Der jeweilige Quotient der 1-, 2- oder 3-fach gefärbten Zellen 

wurde mit 2 multipliziert um den Anteil der Zellen auf 100% darzustellen. Anschließend 

wurden diese Verhältniswerte auf die Gesamtzahl der Zellen der verschiedenen 

Versuchsgruppen hochgerechnet. Alle Bilder wurden im sequentiellen Scanmodus 

aufgenommen und in Adobe Photoshop CS2 für Windows bearbeitet. 

 

�
�
�
�
�
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���� 9HUKDOWHQVEHREDFKWXQJ�GHU�7LHUH�PLW�GHP�PRGLIL]LHUWHQ�.UDPSIDQIDOO�6FRUH�
QDFK�5DFLQH�XQG�*RODUDL�HW�DO���
�

Für unser Experiment haben wir den Krampfanfall-Score nach Racine und Golarai et al. 

(Racine 1972; Golarai, Greenwood et al. 2001) verwendet und durch die 

Krampfanfallslatenz (Seizure latency; Zeit der Injektion bis zum Beginn der 

Erregung/des Krampfanfalls) erweitert. Der Score setzt sich aus 5 Anfallsklassen und 

dem sog. Status epilepticus zusammen (Golarai, Greenwood et al. 2001). 

 

I  Tiere bewegen sich nicht mehr 

II Myoklonische Zuckungen von Kopf und Nacken, begleitet von kurzem Zucken 

der Vorder- und Hinterbeine 

III Unilaterale klonische Krampfaktivität 

IV Bilaterale tonisch-klonische Krampfaktivität der Vorderfüße 

V Generalisierte tonisch-klonische Krampfaktivität mit Aufbäumen und Verlust des 

Haltetonus. 

 

Der sog. Status epilepticus ist hier durch länger als 5 Minuten anhaltende tonisch-

klonische Krampfaktivität aller 4 Extremitäten definiert (Golarai, Greenwood et al. 2001). 

Die Verhaltensbeobachtung wurde von geschulten medizinischen Assistenten für eine 

Stunde nach der Injektion von MK801 in den Gruppen 24h Thalidomid, 24h Diazepam 

und in der Gruppe 4 Wochen MK801 (als Beispiel einer Gruppe mit MK801 ohne 

andere Einflüsse) durchgeführt. Die Tiere wurden einzeln in transparenten Käfigen 

beobachtet.�
�
�
�
�
�
�
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���� 6WDWLVWLN�

 

Alle numerischen statistischen Analysen wurden mit SPSS 11.5.1 für Windows 

durchgeführt. Für alle Vergleiche wurden Varianzanalysen (ANOVA) durchgeführt, least-

significant-difference (LSD) als post-hoc-Test wurde wenn möglich angewandt. 

Differenzen wurden ab einem p<0.05 (einseitig) als statistisch signifikant bewertet. Im 

Falle der Auswertung der Anfallsklassen des Krampfanfall-Scores nach Racine und 

Golarai et al. wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Hier wurde ein Ergebnis ab 

einem p<0.025 (zweiseitig) als statistisch signifikant bewertet. 

�

����� 0HWKRGHQNULWLN���

�

������� %UG8�DOV�3UROLIHUDWLRQVPDUNHU�

 

Ältere Studien über das Anfärbeverhalten von Neuronen wurden mit [3 H] Thymidin 

durchgeführt, welches in der S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingefügt wurde. 

Mitotisch aktive Zellen konnten somit autoradiographisch identifiziert werden (Abrous, 

Koehl et al. 2005). Allerdings wird in neueren Arbeiten fast ausschließlich 5-bromo-2-

deoxyuridine (BrdU), ein Thymidin-Analog, anstelle von [3 H] Thymidin verwendet 

(Nowakowski, Lewin et al. 1989). Dem Paper von Nowakowski et al. (Nowakowski and 

Hayes 2000) folgend besitzen beide Substanzen vergleichbar gute Färbeeigenschaften 

für mitotisch aktive Zellen. Weiterhin fällt BrdU durch vergleichbar niedrigere Kosten, 

schnellere Verarbeitung der Gehirnschnitte und die Möglichkeit der stereologischen 

Analyse auf (Abrous, Koehl et al. 2005). Allerdings ist die Zahl der durch BrdU 

markierten Zellen stark von der jeweiligen Applikationsform (oral, retroviral, 

intraperitoneal), der Anzahl der BrdU-Injektionen sowie der Zeit zwischen Applikation 

und der Perfusion der Tiere abhängig (Abrous, Koehl et al. 2005). Hierbei ist 

insbesondere erwähnenswert, dass in Bezug auf die orale und die retrovirale 

Applikationsform große Unsicherheit  bezüglich der tatsächlich jeweils aufgenommenen 

Menge an BrdU des einzelnen Tieres herrscht. Weiterhin gestaltet sich die Auswertung 

der BrdU+ Zellen als sehr schwierig, wenn die Tiere in einer sehr kurzen Zeit nach einer 

BrdU-Applikation getötet werden, da die neuen Zellen/Neurone dann klein, irregulär 

geformt und stark geballt auftreten (Abrous, Koehl et al. 2005).  
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass BrdU ab einer Dosis von 150 mg/kg KG 

über 5 Tage neurotoxische Effekte auf ältere Ratten hat, welche zu Gewichtsverlust und 

Orientierungslosigkeit führen können (Drapeau, Mayo et al. 2003). Der Sachverhalt, 

dass BrdU teratogene Effekte aufweist (Kolb, Pedersen et al. 1999; Sekerkova, Ilijic et 

al. 2004) und der oben beschriebene neurotoxische Effekt, wirft natürlich das Problem 

auf, dass BrdU selbst die Funktion der markierten Zellen zu verändern scheint.  

Ein weiteres Problem ist, dass wir mit einer einmaligen Dosis von 50 mg/kg KG BrdU 

(wie in unserem Experiment) nur einen Teil der neu gebildeten Zellen markieren 

können. Dies kann aufgrund der fehlenden Darstellung sich teilender, nicht-angefärbter 

Zellen zu einem ausbleibenden Effekt der Behandlung auf die Proliferation der Zellen 

führen, da er nicht entdeckt werden kann (Cameron and McKay 2001). Dieser 

Schwierigkeit kann durch mehrere Injektionen kleiner Dosen von BrdU Abhilfe 

geschaffen werden. Allerdings führen höhere Dosen an BrdU auch vermehrt zu Färbung 

apoptotischer und nicht-proliferierender Zellen, die DNA reparieren und können somit 

falsch positive Ergebnisse liefern (Grassi Zucconi and Giuditta 2002). 

Um das Problem der Identifikation von neuronalen Progenitorzellen zu beseitigen, 

haben wir in unserem Experiment die C57BL6 nestin-gfp Maus verwendet. Hierbei 

handelt es sich um ein transgenes Mausmodell, bei dem in den Tieren durch 

regulatorische Veränderungen am Nestin-Gen vermehrt Nestin-GFP in neuronalen 

Progenitorzellen gebildet wird. Auf die Arbeiten von Yamaguchi et al. und Sawamoto et 

al. bezug nehmend (Yamaguchi, Saito et al. 2000; Sawamoto, Nakao et al. 2001) wird 

dadurch die Beobachtung von Neurogenese vereinfacht und führt zu 

reproduzierbareren Ergebnissen. Diese Verbesserung bezieht sich den Autoren folgend 

insbesondere auf die Erfassung von Veränderungen der Neurogenese in Reaktion auf 

verschiedenste Einflüsse. Nestin-GFP ist sehr spezifisch für die neurogenen Regionen 

des Gehirns (SVZ, RMS, OB, DG) und kann sehr einfach in neugebildeten Zellen 

nachgewiesen werden, weshalb dieses Tiermodell ein sehr wertvolles Instrument in der 

Beschreibung der Neurogenese darstellt (Yamaguchi, Saito et al. 2000; Sawamoto, 

Nakao et al. 2001).  
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*RODUDL�HW�DO���

 

Wir haben in unserem Experiment den Krampfanfall-Score von Racine und Golarai et 

al. (Racine 1972; Golarai, Greenwood et al. 2001) verwendet und durch die sog. 

Anfallslatenz (Seizure latency; Zeit der Injektion bis zum Beginn der Erregung/des 

Krampfanfalls) ergänzt. Durch dieses Monitoring wollten wir die Unterschiede auf 

Verhaltensebene zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen dokumentieren.  

Dieser Beobachtungsscore stellt in der Messung von Krampfanfällen eine 

Standardmethode dar (Golarai, Greenwood et al. 2001). Allerdings bleiben wir in dieser 

Arbeit den Beweis schuldig, dass die Injektion von MK801 Krampfanfälle im klassischen 

Sinne auslöst. Dennoch zeigen zahlreiche Arbeiten (Feinberg, Campbell et al. 1995; 

Mastropaolo, Rosse et al. 2004), dass es unter MK801 zu spike-wave Aktivität im EEG 

und einem lebhaft-agitierten Verhalten in Versuchstieren kommt. Diese 

Verhaltensänderung zeigte sich auch bei unseren Versuchstieren deutlich. Da wir in 

unserem Experiment durch die Behandlung mit Diazepam, als etablierte Substanz zur 

Kontrolle von Krampfanfällen und Erregung, deutliche Effekte auf die durch MK801 

induzierte Erregung beobachtet haben, sehen wir trotz des ausstehenden Beweises von 

Krampfaktivität im EEG bei unseren Versuchstieren dieses Beobachtungsinstrument als 

gerechtfertigt an.  

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
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Wir haben in Anlehnung an die Arbeit von Rupnick at al. (Rupnick, Panigrahy et al. 

2002) 10 Tiere mit Thalidomid in einer Konzentration von 150 mg/kg KG i.p. pro Tag  

über eine Woche vorbehandelt. Allerdings gestaltete sich die Lösung von Thalidomid 

(von Natur aus hydrophob), dass in unserem Versuch mit 0.5%iger 

Carboxymethylcellulose (niedrige Viskositätsklasse) mit 0.9%iger NaCl in Lösung 

gebracht wurde als problematisch, da zumeist keine vollständige Auflösung des 

Thalidomid durch die Carboxymethylcellulose zu erreichen war. Dieses Problem könnte 

den Versuch insofern beeinflussen, als dass die tatsächliche Dosierung der täglichen 

applizierten Menge an Thalidomid nicht exakt abgeschätzt werden kann. Es wäre 

sicherlich Gegenstand folgender Experimente Thalidomid optimaler in Lösung zu 

bringen um Dosis-Wirkungsaussagen exakter treffen zu können.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 37
 

�� (UJHEQLVVH�
 

���� 9HUVXFK�����
%HVFKUHLEXQJ�GHU�(UJHEQLVVH� LQ�GHQ�*UXSSHQ��K�� ��K�XQG���:RFKHQ�PLW�
XQG�RKQH�0.����

�

In unserem ersten Experiment haben wir die Effekte von MK801 auf die Neubildung von 

Zellen im Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus der C57BL6 nestin-GFP Maus 

(Yamaguchi, Saito et al. 2000) untersucht. Wir haben dabei den hoch-akuten (nach 1h), 

akuten (nach 24h) und den Langzeiteffekt (nach 4 Wochen) von MK801 auf die 

Neurogenese untersucht und durch Färbungen analysiert (siehe Abschnitt 2.4). Der 

detaillierte Versuchsablauf kann der Tab. 1 im Abschnitt Material und Methoden 

entnommen werden.  

 

������ 0.����I�KUW�]X�PHKU�%UG8��=HOOHQ�

 

Die grafische Darstellung der Daten dieses Abschnitts ist in Abb. 2 (A) zu finden. 

BrdU+ Zellen waren in der Gruppe 1h MK801 (588±66) signifikant um 78% erhöht im 

Vergleich zur 1h Kontrollgruppe (329±65) (p<0.004*). Ebenso konnten wir eine 

Erhöhung der Zellzahl um 63% in der Gruppe 24h MK801 (853±191) verglichen mit der 

24h Kontrolle (523±76) (p<0.000*) feststellen.  Abb. 6 (M+N) zeigt im Vergleich der 

Gruppen 1h Kontrolle und 24h MK801 eine native Färbung mit BrdU (DAB). 

In den 4 Wochen Gruppen kam es insgesamt gesehen zu einer Abnahme der absoluten 

Zellzahl. Dennoch konnten wir einen signifikanten Anstieg der Zellzahl in der Gruppe 4 

Wochen MK801 (278±128) beobachten verglichen mit der 4 Wochen Kontrolle (100±21) 

(p<0.042*). Dies entspricht einer Steigerung der Zahl der BrdU+ Zellen um 178% in der 

Versuchsgruppe 4 Wochen MK801. 

Zusammenfassend stellen wir fest, dass MK801 zu einem deutlichen Anstieg der 

Zellzahl in den Versuchsgruppen unseres Experiments geführt hat, ein Effekt der selbst 

noch nach 4 Wochen nachweisbar ist. 
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Bei den Gruppen zu den Zeitpunkten 1h und 24h  wurden die Daten der Färbung mit BrdU (DAB), BrdU/Nestin-
GFP/DCX und BrdU/Nestin-GFP/Calretinin dargestellt; bei den 4 Wochen Gruppen die Färbungen mit BrdU 
(DAB), BrdU/Nestin-GFP/NeuN und BrdU/Nestin- ð�ñ�ò�ó ôjõ@ö�ö ÷ B, D, F und H zeigen relative Daten; A, C, E, G 
und I absolute Daten.  

Die Farblegende der relativen und absoluten Daten entsprechen sich und ist immer bei den Absolutdaten 
dargestellt. 

 

Legende Abb. 2:  * :  signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen    
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������ 0.����I�KUW�]X�PHKU�=HOOHQ�PLW�HLQHP�K|KHUHQ�5HLIXQJVJUDG�
 

Die grafische Darstellung der nachfolgend beschriebenen Daten sind in Abb. 2 (B-E) zu 

finden. 

Unser relatives Resultat der Färbung mit Calretinin wies eine Erhöhung der Typ-2 

Zellfraktion in der Gruppe 1h MK801 (88%±5) verglichen mit der 1h Kontrolle (79%±8) 

(p<0.14) auf. Die Färbung dieser beiden Gruppen mit Calretinin wird in Abb. 6 (C+D) 

gezeigt. Die DCX-Färbung zeigte in den relativen Daten ebenfalls eine Erhöhung der 

Typ-3 Fraktion in der 1h MK801 Gruppe (15%±11) im Vergleich zur 1h Kontrolle (9%±7) 

(p<0.28). Eine Illustration dieses Ergebnisses zeigt die Abb. 6 (A+B). Die absoluten 

Ergebnisse deuten in die gleiche Richtung im Sinne einer signifikanten Steigerung der 

Typ-2 Zellen (in der Färbung mit Calretinin) in der Gruppe 1h MK801 (516±77) gegen 

die Kontrolle (257±38) (p<0.000*). In den absoluten Zahlen der DCX-Färbung 

beobachteten wir eine Steigerung der Typ-2a (217±56 vs. 114±33; p<0.011*), Typ-2b 

(277±36 vs. 167±16; p<0.17) und Typ-3 Zellen (88±63 vs. 32±30; p<0.17) in der 1h 

MK801 Gruppe jeweils verglichen mit der Kontrolle. 

Die Gruppe 24h MK801 zeigte in den relativen Daten der DCX-Färbung eine Steigerung 

der Typ-3 Zellfraktion verglichen mit der 24h Kontrolle (28%±11 vs. 9%±9; p<0.002*). 

Abb.6 (E-F’’) zeigt einen Vergleich dieser Gruppen in der Färbung mit DCX. In der 

Calretinin-Färbung war eine Steigerung des relativen Anteils der BrdU/Nestin-

GFP/Calretinin+ Zellen in der Gruppe 24h MK801 (20%±7) verglichen mit der Kontrolle 

(7%±3) (p<0.000*) festzustellen. Diese Färbung ist in Abb. 6 (G+H) illustriert. In den 

Absolutzahlen zeigte sich das gleiche Bild: Die DCX-Färbung zeigte eine Steigerung der 

Zellzahl des Typs-2b (428±179 vs. 279±50; p<0.059) und des Typs-3 (221±52 vs. 

53±53; p<0.000*) in der Gruppe 24h MK801 (verglichen mit der Kontrolle). In der 

zweiten Färbung mit Calretinin war ein Anstieg der Zellen des Typs-2 (604±125 vs. 

440±39; p<0.006*) und der BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen (174±71 vs. 37±16; 

p<0.000*) in der 24h MK801 Gruppe (gegen die Kontrolle) zu beobachten.  

Wir haben, um auch den Experimenten mit Diazepam und Thalidomid vorzugreifen, 

keine Färbung von BrdU allein mit Calretinin ohne Koexpression von Nestin-GFP 

beobachten können, da unser längster Untersuchungszeitpunkt mit dieser Färbung bei 

24h lag. Der Arbeit von Corish et al. folgend (Corish and Tyler-Smith 1999), liegt die 

geschätzte HWZ von GFP bei 26h. Weitere Arbeiten (Brandt, Jessberger et al. 2003; 
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Kempermann, Jessberger et al. 2004; Steiner, Kronenberg et al. 2004) beschreiben, 

dass diese Überlappung jedoch nicht länger als 2 bis 3 Tage bestehen bleibt.  

Zusammenfassend stellen wir fest, dass die Erhöhung der Zellzahl durch MK801 in den 

Gruppen 1h und 24h zu vergleichsweise höheren Reifungsgraden der neuronalen 

Vorläuferzellen führt. Dies zeigt sich in den 1h Gruppen überwiegend tendenziell und in 

den 24h Gruppen durch signifikante Unterschiede.  

 

������ 0.���� I�KUW� ]X� PHKU� �EHUOHEHQGHQ� 1HXURQHQ� LP� /DQJ]HLWYHUVXFK�� ]HLJW� DEHU� NHLQHQ�
EHREDFKWEDUHQ�/DQJ]HLWHIIHNW�DXI�GLH�1HXELOGXQJ�UHLIHU�$VWUR]\WHQ�

�
Die grafische Darstellung dieser Daten ist in Abb. 2 (F-I) zu finden. 

Die Färbung mit NeuN wies in der relativen Datenlage eine Steigerung der BrdU/NeuN+ 

Zellfraktion in der Gruppe 4 Wochen MK801 (92%±2) verglichen zur 4 Wochen 

Kontrolle (69%±7) (p<0.000*) auf. Dies ist in Abb. 6 (K+L) illustriert. Die absoluten 

Daten zeigen im Einklang dazu ebenso signifikant mehr BrdU/NeuN+ Zellen in der 

Gruppe 4 Wochen MK801 (257±5) verglichen zur Kontrolle (69±7) (p<0.000*). 

Wir können daraus konkret ableiten, dass in den relativen und absoluten Daten ein 

Langzeiteffekt von MK801, der zu mehr überlebenden Neuronen nach 4 Wochen führt, 

sichtbar ist. 

Die Färbung mit S100 �]HLJWH�QDFK���:RFKHQ�ZHGHU�LQ�GHQ�UHODWLYHQ�'DWHQ����:RFKHQ�
MK801: 2%±3 vs. 4 Wochen Kontrolle: 4%±2; p<0.31) noch in den absoluten Daten (4 

Wochen MK801: 7±7 vs. 4 Wochen Kontrolle: 4±2; p<0.43) einen signifikanten 

Unterschied bezüglich BrdU/S100 ��=HOOHQ�LP�9HUJOHLFK�EHLGHU���:RFKHQ�*UXSSHQ��,Q�
der Abb. 6 (I+J) ist ein Vergleich dieser Gruppen in der Färbung mit S100 �LOOXVWULHUW� 
Wir folgern daraus, dass MK801 keinen beobachtbaren Langzeiteffekt auf die 

Neubildung von Astrozyten nach 4 Wochen hat. 

�
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���� 9HUVXFK�����

%HVFKUHLEXQJ�GHU�(UJHEQLVVH�LQ�GHQ�9HUVXFKVJUXSSHQ�'LD]HSDP�PLW�

XQG�RKQH�0.����
 

In unserem zweiten Experiment wollten wir herausfinden, ob es möglich ist, den Effekt 

von MK801 auf die Neurogenese nach 24h durch das gabaerge System zu modulieren. 

Dies wurde durch die Injektion von Diazepam realisiert, welches die hemmende 

Wirkung von -Aminobuttersäure (GABA) am Rezeptor verstärkt, und somit einen 

GABA-Synergisten darstellt. Die Zellen wurden mit den gleichen Färbungen differenziert 

wie in unserem ersten Experiment (siehe Abschnitt 2.4). Der detaillierte Versuchsablauf 

kann der Tab. 1 im Abschnitt Material und Methoden entnommen werden. 

 

������ 'LD]HSDP�I�KUW�]X�PHKU�%UG8��=HOOHQ�� MHGRFK�I�KUW�0.���� LQ�.RPELQDWLRQ�PLW�'LD]HSDP�
]X�NHLQHP�VLJQLILNDQWHQ�$QVWLHJ�GHU�=HOO]DKO�

 

Die diskutierten Daten können der Abb. 3 (A) entnommen werden. 

Im Vergleich der Diazepam Kontrolle (845±84) mit der 24h Kontrollgruppe (523±76), 

konnten wir beobachten, dass Diazepam zu einer signifikant höheren Zahl von BrdU+ 

Zellen führt (p<0.001*). Wenn wir nun die Gruppe 24h Diazepam (984±113) mit deren 

Kontrolle (845±84) vergleichen (p<0.11), können wir keine signifikante Erhöhung der 

Zellzahl durch MK801 in der Experimentalgruppe (24h Diazepam) feststellen. 

Wir folgern daraus, dass Diazepam zwar selbst zu einer Erhöhung der BrdU+ Zellen 

führt, dennoch kommt es hier durch den Einfluss von MK801 nicht zu einer signifikanten 

Erhöhung der Zellzahl in der Gruppe 24h Diazepam. 
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Bei den Gruppen mit Diazepam wurden die Daten der Färbungen mit BrdU (DAB), BrdU/Nestin-GFP/DCX und 
BrdU/Nestin-GFP/Calretinin dargestellt. B und D zeigen relative Daten; A, C und E absolute Daten.  

Die Farblegende der relativen und absoluten Daten entsprechen sich und ist immer bei den Absolutdaten 
dargestellt. 

Legende Abb. 3: # :  signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe und 
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������ 1HXURJHQHVH�GXUFK�'LD]HSDP�I�KUW�QLFKW�]X�=HOOHQ�PLW�HLQHP�K|KHUHQ�5HLIXQJVJUDG�
 

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 3 (B-E) zu finden. 

Die Färbung mit DCX erbrachte in der relativen Datenlage keinen signifikanten 

Unterschied im Anteil der Typ-3 Zellen in der Gruppe Diazepam Kontrolle (18%±6)  

verglichen zu der 24h Kontrolle (9%±9) (p<0.12). Eine Darstellung dieser Gruppen in 

der Färbung mit DCX ist in Abb. 6 (E; 24h Kontrolle) und Abb. 7 (a; Diazepam Kontrolle) 

zu finden. Ebenso war kein signifikanter Unterschied bezüglich der Fraktion von 

BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen im Vergleich der Gruppen Diazepam Kontrolle 

(5%±1) und 24h Kontrolle (7%±3) zu beobachten (p<0.4). Diese Gruppen sind in Abb. 6 

(G; 24h Kontrolle) und Abb. 7 (c+c’; Diazepam Kontrolle) illustriert. 

In den absoluten Zahlen zeigte sich in der DCX-Färbung eine höhere Anzahl von Typ-3 

Zellen in der Diazepam Kontrolle (153±58) vs. 24h Kontrolle (53±53) (p<0.018*), in der 

zweiten Färbung mit Calretinin zeigte sich allerdings kein Unterschied im Anteil der 

BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen (Diazepam Kontrolle: 44±9 vs. 24h Kontrolle: 

37±16; p<0.765). Den signifikanten Unterschied der Typ-3 Zellen in den absoluten 

Daten zwischen diesen Gruppen erklären wir in diesem Zusammenhang damit, dass die 

Diazepam Kontrollgruppe hier schon a priori über fast die doppelte Anzahl an Zellen im 

Vergleich mit der 24h Kontrollgruppe verfügt. 

Zusammengefasst bedeutet dies, dass die BrdU+ Zellen, die durch die Applikation von 

Diazepam entstehen, sich nicht aus Zellen mit einem höheren Reifungsgrad 

zusammensetzen (wie wir in unserem ersten Experiment unter dem alleinigen Einfluss 

von MK801 beobachtet haben), sondern vorwiegend aus Progenitorzellen vom Typ-2, 

Typ-2a und BrdU+ Zellen ohne weitere gliale oder neuronale Marker. 
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5HLIXQJVJUDG�
 

Die grafische Darstellung dieser Daten ist in Abb. 3 (B-E) zu finden. 

Die erste Färbung mit DCX ergab im relativen Datenbild in Betrachtung der Typ-3 Zellen 

keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe 24h Diazepam (20%±9) und der 

Diazepam Kontrolle (18%±6) (p<0.77). Einen Vergleich dieser Gruppen zeigt die Abb. 7 

(a-b’). Ein ähnliches Ergebnis zeigt sich relativ in der Calretinin-Färbung bezüglich der 

BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen (24h Diazepam: 8%±2 vs. Diazepam Kontrolle: 

5%±1; p<0.24), dies kann in Abb. 7 (c-d’) nachvollzogen werden. Die Absolutdaten sind 

hier deckungsgleich in Betrachtung der Typ-3 (24h Diazepam:193±90 vs. Diazepam 

Kontrolle: 153±58; p<0.32) sowie der BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen (24h 

Diazepam: 79±20 vs. Diazepam Kontrolle: 44±9; p<0.16). 

Wir stellen fest, dass der Effekt von MK801, eine Verschiebung zu höheren Stadien der 

Reifung in den Zellen zu induzieren, durch das gabaerge System (durch die Applikation 

von Diazepam) verhindert werden kann. 
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���� 9HUVXFK�����

%HVFKUHLEXQJ�GHU�(UJHEQLVVH�LQ�GHQ�9HUVXFKVJUXSSHQ�7KDOLGRPLG�PLW�

XQG�RKQH�0.����
 

Unser drittes Experiment befasste sich mit der Frage, ob durch die Behandlung mit 

Thalidomid eine Modulation der Neurogenese durch MK801 zu erreichen ist. Die Zellen 

wurden mit den gleichen Färbungen differenziert wie in unseren vorausgegangenen 

Experimenten (siehe Abschnitt 2.4). Der detaillierte Versuchsablauf kann der Tab. 1 des 

Abschnitts Material und Methoden entnommen werden. 

 

������ 7KDOLGRPLG�I�KUW�]X�PHKU�%UG8��=HOOHQ�
 

Die Darstellung der diskutierten Daten ist in der Abb. 4 (A) zu finden. 

Im Vergleich der Gruppe Thalidomid Kontrolle (992±75) mit der Gruppe 24h Kontrolle 

(523±76) (p<0.000*) können wir einen signifikanten Anstieg der BrdU+ Zellen zugunsten 

der Thalidomid Kontrollgruppe um 90% feststellen. Zudem war eine signifikante 

Steigerung der Zellzahl im Vergleich der Gruppen 24h Thalidomid (1427±297) und 

dessen Kontrolle (992±75; p<0.000) um 44% zu sehen.  

Dies bedeutet, dass Thalidomid selbst zu einer Steigerung der BrdU+ Zellen führt. 

Weiterhin führt die Kombination von Thalidomid mit MK801 nochmals zu einer 

deutlichen Zunahme der Zahl von BrdU+ Zellen. 

 

������ 7KDOLGRPLG�I�KUW�]X�PHKU�=HOOHQ�PLW�HLQHP�K|KHUHQ�5HLIXQJVJUDG�
 

Die grafische Darstellung dieser Daten ist in Abb. 4 (B-E) zu finden.  

Die Färbung mit DCX zeigt konsistent in der relativen (Thalidomid Kontrolle: 34%±10 

vs. 24h Kontrolle: 9%±9; p<0.000*) sowie absoluten Datenlage (Thalidomid Kontrolle: 

336±76 vs. 24h Kontrolle: 53±53; p<0.000*), dass Thalidomid zu einem signifikant 

höheren Anteil von Typ-3 Zellen führt. Diese Gruppen sind in der Färbung mit DCX in 

Abb. 6 (E; 24h Kontrolle) und Abb. 7 (e; Thalidomid Kontrolle) illustriert. 
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Bei den Gruppen mit Thalidomid wurden die Daten der Färbungen mit BrdU (DAB), BrdU/Nestin-GFP/DCX und 
BrdU/Nestin-GFP/Calretinin dargestellt. B und D zeigen relative Daten; A, C und E absolute Daten. Die 
Farblegende der relativen und absoluten Daten entsprechen sich und  ist immer bei den Absolutdaten 
dargestellt. 

Legende Abb. 4: # :  signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe und Í
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Ähnliches beobachteten wir bezüglich der BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen in der 

Färbung mit Calretinin relativ (Thalidomid Kontrolle: 12%±7 vs. 24h Kontrolle: 7%±3; 

p<0.032*) und absolut (Thalidomid Kontrolle: 123±65 vs. 24h Kontrolle: 37±16; 

p<0.001*) zugunsten der Thalidomid Kontrollgruppe. Der Vergleich dieser Gruppen in 

der Färbung mit CR kann in Abb. 6 (G; 24h Kontrolle) und Abb. 7 (g; Thalidomid 

Kontrolle) gesehen werden.  

Thalidomid selbst führt unserer Beobachtung nach zu einem höheren Reifungsgrad der 

neu gebildeten neuronalen Zellen. 

 

������ 7KDOLGRPLG�I�KUW�LQ�.RPELQDWLRQ�PLW�0.����]X�HLQHP�VWDUNHQ�$QVWLHJ�GHU�3URJHQLWRU]HOOHQ�

 

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 4 (B-E) zu finden.   

Die DCX-Färbung zeigte eine Steigerung der Typ-2b Zellfraktion im relativen (24h 

Thalidomid: 57%±8 vs. Thalidomid Kontrolle: 22%±11; p<0.000*) und absoluten 

Datenbild (24h Thalidomid: 822±233 vs. Thalidomid Kontrolle: 225±130; p<0.000*) 

zugunsten der Gruppe 24h Thalidomid. Ebenso zeigte die Färbung mit Calretinin (CR) 

eine Steigerung der Typ-2 Fraktion in den relativen (24h Thalidomid: 72%±6 vs. 

Thalidomid Kontrolle: 44%±12; p<0.000*) und den absoluten Daten (24h Thalidomid: 

1028±81 vs. Thalidomid Kontrolle: 432±117; p<0.000*). Bei der Fraktion der BrdU/GFP-

Nestin/Calretinin+ Zellen war relativ (24h Thalidomid: 16%±3 vs. Thalidomid Kontrolle: 

12%±7; p<0.178) und absolut (24h Thalidomid: 223±37 vs. Thalidomid Kontrolle: 

123±65; p<0.000*) ebenfalls eine signifikante Steigerung zugunsten der Gruppe 24h 

Thalidomid zu beobachten.  

Kontrovers dazu zeigte die Färbung mit DCX bezüglich der Typ-3 Zellen eine Abnahme 

dieser Zellen relativ (24h Thalidomid: 11%±5 vs. Thalidomid Kontrolle: 34%±10; 

p<0.000*) und absolut (24h Thalidomid: 156±71 vs. Thalidomid Kontrolle: 336±76; 

p<0.000*) in der Gruppe 24h Thalidomid. Die Färbung dieser beiden Gruppen mit DCX 

ist in Abb. 7 (e+f), die mit CR in Abb. 7 (g+h) illustriert. 

Wir können zusammenfassend feststellen, dass Thalidomid in Kombination mit MK801 

zu einem starken Anstieg vor allem der Progenitorzellen (Typ-2, Typ-2b Zellen) führt. 

Die Ergebnisse bezüglich reiferer neuronaler Stadien sind uneinheitlich mit einem Abfall 
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der Typ-3 und einem Anstieg der BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zellen in der Gruppe 24h 

Thalidomid.    

  

���� 9HUKDOWHQVEHREDFKWXQJ�PLW�GHP�PRGLIL]LHUWHQ�.UDPSIDQIDOO�6FRUH�QDFK�
5DFLQH�XQG�*RODUDL�HW�DO���

�

Für unser Experiment haben wir den Krampfanfall-Score von Racine und Golarai et al. 

(Racine 1972; Golarai, Greenwood et al. 2001) verwendet und durch die Anfallslatenz 

(Zeit der Injektion bis zum Beginn der Erregung) erweitert. Die Daten der Anfallslatenz 

in den verschiedenen Gruppen sind in Abb. 5 illustriert. 

In der Gruppe mit MK801 allein ergab die Verhaltensbeobachtung einen Median der 

Anfallsklasse von V (alle Tiere wurden in die Klasse V eingestuft) und eine 

durchschnittliche Anfallslatenz von 142 Sekunden (s). Auf der anderen Seite zeigte sich 

in der Diazepam Versuchsgruppe (24h Diazepam) ein Median der Anfallsklasse von I (3 

Tiere in I, 2 in Klasse II eingestuft) und eine durchschnittliche Latenz von 372s. Die 

Thalidomid Versuchsgruppe (24h Thalidomid) zeigte hier, wie auch die Gruppe MK801 

allein, einen Median der Anfallsklasse von V (3 Tiere wurden in V eingestuft), allerdings 

wurde hier ein Tier in Klasse III und eines in Klasse IV eingestuft. Die Latenz betrug hier 

im Durchschnitt 311s. 

Wir folgern aus dieser Verhaltensbeobachtung, dass Diazepam und somit die verstärkte 

Aktivierung des gabaergen Systems die Reaktion der Tiere auf MK801 entscheidend 

verändern kann. Der Mann-Whitney-U-Test  zeigte im Vergleich von 24h Diazepam und 

MK801 allein einen signifikanten Unterschied die Anfallsklasse betreffend (p<0.005*; 

zweiseitig). Außerdem konnte durch Diazepam die Anfallslatenz um das 2 ½ fache 

verlängert werden (p<0.005*).  

Ebenfalls konnten wir bei Thalidomid eine Veränderung der Reaktion der Tiere auf 

MK801 feststellen. In dieser Gruppe wurden zwei Tiere niedriger als Anfallsklasse V 

eingestuft. Hier ergab der Mann-Whitney-U-Test (24h Thalidomid vs. MK801 allein) 

allerdings keinen signifikanten Unterschied (p<0.136; zweiseitig). Dennoch konnte 

durch Thalidomid die Anfallslatenz im Vergleich zur Gruppe MK801 allein nahezu 

verdoppelt werden (p<0.033*).  
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Der Mann-Whitney-U-Test zeigte zwischen den Gruppen 24h Diazepam und 24h 

Thalidomid ebenfalls einen signifikanten Unterschied bezüglich der Anfallsklasse 

(p<0.007*; zweiseitig). Allerdings konnten wir in Bezug auf die Anfallslatenz im Vergleich 

dieser Gruppen keinen signifikanten Unterschied feststellen (p<0.349).  
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Abb. 5: B)C�D E�F G�H H I9J0KML0G�D�NOJ0P C�H H EQH C4F G�J�R�L0G�ETS2U0L�V P V RWV G�D*F G�JMX�D C�STY�P C�J4P C�H H Z*[�\QU�D G�E7J4C0\^]M_)C0\WV J4GMI9J4L3`�U�H C�D C�VQG4F�C�H a
Dargestellt wurden die Anfallslatenz (Zeit der Injektion bis zum Beginn der Erregung in Sekunden) als Boxplot in 
den Gruppen mit MK801 allein, Thalidomid+MK801 und Diazepam+MK801  
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Abb. 6:  

Alle Bilder (ausgenommen F’ und F’’), aufgenommen mit dem konfokalen Laserscanmikroskop, zeigen den Gyrus dentatus (DG) 
des Hippocampus der Maus. Pfeile zeigen vergrößerte Bildausschnitte; Scalebar (Maßstab; SB): 150µm.   

E, F, F’ und F’’ zeigen Koexpression von BrdU/Nestin-GFP/DCX (DCX; rot/grün/blau); C, D, G und H zeigen Koexpression von 
BrdU/Nestin-GFP/Calretinin (CR; rot/grün/blau); I und J zeigen Koexpression von BrdU/Nestin- bdc�e�f g�hWi0i j g�h^i0i k0l m9n f o�l ün/blau); K 
und L zeigen Koexpression von BrdU/Nestin-GFP/NeuN (NeuN; rot/grün/blau); M und N zeigen eine native Färbung mit BrdU 
(DAB).                            p�q

 zeigt 1h Kontrolle, Ausschnitt zeigt Typ-2a Zellen (DCX) r q  zeigt 1h MK801 mit vornehmlich Typ-3 Zellen (DCX) s q zeigt 1h 
Kontrolle, Ausschnitt zeigt Typ-2 Zellen (CR) t q  zeigt 1h MK801, Ausschnitt zeigt Typ-2 Zelle (CR) u q  zeigt 24h Kontrolle, Ausschnitt 
zeigt Typ-2a Zelle (DCX) v q  zeigt 24h MK801 mit vorwiegend Typ-3 Zellen (DCX) v�w q  zeigt vorderen Teil des DG im Serienscan aus 
F (24h MK801) mit Darstellung mehrerer Typ-3 Zellen (DCX; SB: 20µm) v�w w q  zeigt Messung der Farbintensität einer Typ-3 Zelle des 
DG-Ausschnitts aus F’ (24h MK801) (DCX; SB: 30µm) x q  zeigt 24h Kontrolle, Ausschnitt zeigt Typ-2 Zellen (CR) y q  zeigt 24h 
MK801 mit Ausschnittsvergrößerung von Typ-2 und einer BrdU/Nestin-GFP/Calretinin+ Zelle (CR) z q  zeigt 4 Wochen Kontrolle 
j g�h^i0i {}| q zeigt 4 Wochen MK801, vorwiegend sind BrdU+ Zellen ohne ~}��� n ��l ���d��l �W��lO�0���Q���Q����j g�h^i0i {d� q  zeigt 4 Wochen 
Kontrolle (NeuN) � q  zeigt 4 Wochen MK801 mit zahlreichen BrdU/NeuN+ Zellen (NeuN) � q zeigt 1h Kontrolle (DAB) � q  zeigt 24h 
MK801 (DAB). 
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Abb. 7:  

Alle Bilder (ausgenommen d’), aufgenommen mit dem konfokalen Laserscanmikroskop, zeigen den Gyrus dentatus (DG) des 
Hippocampus der Maus. Pfeile zeigen vergrößerte Bildausschnitte; Scalebar (Maßstab; SB): 150µm. 

a, b, e und f zeigen Koexpression von BrdU/Nestin-GFP/DCX (DCX; rot/grün/blau); c, d, g und h zeigen Koexpression von 
BrdU/Nestin-GFP/Calretinin (CR; rot/grün/blau).          ���  zeigt Diazepam Kontrolle, Ausschnitt zeigt vorwiegend Typ-2a und eine BrdU+ Zelle ohne weitere Marker (DCX) � �  zeigt 24h 
Diazepam (mit MK801), Ausschnitte zeigt Typ-2a, Typ-2b und BrdU+ Zelle ohne weitere Marker (DCX) ��� � zeigt eine Scanserie des 
Gyrus dentatus aus b (24h Diazepam) ��� � �  zeigt eine Messung der Farbintensität einer Typ-2a der Serie aus b’ (24h Diazepam) 
(DCX) � �  zeigt Diazepam Kontrolle, Ausschnitt zeigt hier ausschließlich Typ-2 Zellen (CR) �4� �  zeigt die Messung der Farbintensität 
einer Typ-2 Zelle aus einer Serie des Ausschnitts c (Diazepam Kontrolle) (CR) � �  zeigt 24h Diazepam (mit MK801) (CR) ��� �  zeigt die 
Vergrößerung eines Ausschnitts aus d (24h Diazepam) (CR; SB=20µm) � �  zeigt Thalidomid Kontrolle mit überwiegend Typ-3 Zellen 
(DCX) � �  zeigt 24h Thalidomid (mit MK801) mit Ausschnittsvergrößerung mehrerer Typ-2b Zellen (DCX) � �  zeigt Thalidomid 
Kontrolle, Ausschnitt zeigt Typ-2 Zellen (CR) � � zeigt 24h Thalidomid (mit MK801), Ausschnitt zeigt Typ-2 Zellen und eine 
Brdu/Nestin-GFP/Calretinin+ Zelle (CR). 
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�� 'LVNXVVLRQ�

�
���� =XVDPPHQIDVVXQJ�GLVNXWLHUWHU�(UJHEQLVVH�
 

������ ([SHULPHQW����0.�����K����K���:RFKHQ��
 

Wir konnten in unserem ersten Experiment zeigen, dass es konsistent zu allen 

Messzeitpunkten (1h, 24h, 4 Wochen) zu einer signifikanten Steigerung der BrdU+ 

Zellzahl in den mit MK801 behandelten Versuchstieren kam. Weiterhin konnten wir 

beobachten, dass es bereits zu dem sehr frühen Messzeitpunkt von 1h nach 

Behandlung mit MK801 eine Tendenz zu höheren neuronalen Reifungsstufen (in 

diesem Fall Typ-2 und Typ-3 Zellen) gab. Diese Tendenz bildete sich dann in den 24h 

und 4 Wochen Gruppen noch deutlicher ab: Die Neurogenese, die durch MK801 in den 

behandelte Versuchstieren induziert wurde, war deutlich durch Neurone auf einem 

höheren Reifungsniveau geprägt. Dies bedeutet konkret eine Dominanz von Typ-3 und 

BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen in der 24h Versuchsgruppe (24h MK801) bzw. von 

postmitotischen BrdU/NeuN+ Zellen in der 4 Wochen Versuchsgruppe (4 Wochen 

MK801). Zusammenfassend stellen wir fest, dass die Blockade des NMDA-Rezeptors 

durch MK801 bereits zu einem sehr frühen Zeitpunkt zu Neurogenese führt, welche sich 

durch verstärkte Zellreifung auszeichnet und deren Effekt auch noch nach 4 Wochen 

beobachtbar ist. Allerdings konnten wir keinen Langzeiteffekt von MK801 auf das 

Überleben von neugebildeten Astrozyten (in unserem Experiment mit S100 �PDUNLHUW��
entdecken.   

 

������ ([SHULPHQW����'LD]HSDP��
 

In unserem zweiten Experiment zeigte sich auf dem Niveau der BrdU+ Zellen, dass 

Diazepam selbst zu Neurogenese führt. Allerdings konnten wir durch die Applikation von 

MK801 in der Gruppe 24h Diazepam, die Zellzahl betreffend, keinen signifikanten 

Unterschied im Vergleich zur Diazepam Kontrolle beobachten. Die 

Differenzialfärbungen zeigten, dass die Neurogenese durch Diazepam tendenziell nicht 

zu Neuronen mit einem höheren Reifungsgrad führt, sondern vorwiegend zu Typ-2, Typ-
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2a und BrdU+ Zellen ohne weitere Marker. Betrachten wir den Effekt von MK801 auf 

unsere Diazepam Gruppen, stellen wir fest, dass hier, im Gegensatz zu unserem ersten 

Experiment, keine signifikante Verschiebung zu höheren Reifungsstufen der Neurone 

stattfand.  

 

������ ([SHULPHQW����7KDOLGRPLG��
 

Unser drittes Experiment ergab, dass Thalidomid selbst zu Neurogenese führt. Zudem 

steigert die Kombination von Thalidomid mit MK801 nochmals signifikant die Zellzahl in 

der Versuchsgruppe (24h Thalidomid). Des Weiteren konnten wir beobachten, dass sich 

die Neurogenese durch Thalidomid vornehmlich durch Zellen mit einem höheren 

Reifungsgrad (Typ-3 und BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen) auszeichnet. Allerdings bot sich 

uns bei der Kombination von Thalidomid mit MK801, was den Reifungsgrad anbelangt, 

ein anderes Bild: Hier fand sich in der Versuchsgruppe (24h Thalidomid) vorwiegend 

eine Steigerung der Typ-2, vor allem der Typ-2b Zellfraktion. Die Ergebnisse bezüglich 

der reiferen Zellstadien waren uneinheitlich in diesen Gruppen mit einem Abfall der Typ-

3 und einem Anstieg der BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen in der Versuchsgruppe 24h 

Thalidomid.   

 

������ $QIDOOVPRQLWRULQJ�PLW�GHP�PRGLIL]LHUWHQ�.UDPSIDQIDOO�6FRUH�QDFK�5DFLQH�XQG�*RODUDL�HW�
DO���

 

Unser Anfallsmonitoring wies deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Versuchsgruppen nach. Die Gruppe mit MK801 allein zeigte einen Median der 

Anfallsklasse von V (Anfallslatenz: 142s), die Diazepamgruppe einen Median von I 

(Anfallslatenz: 372s) und die Gruppe mit Thalidomid einen Median von V (Anfallslatenz: 

311s). Allerdings wurde in der Gruppe mit Thalidomid ein Tier in die Anfallsklasse IV und 

eines in Klasse III eingestuft, in der Gruppe mit MK801 allein wurden alle Tiere in 

Klasse V eingestuft. Die Diazepamgruppe war bezüglich der Anfallsklasse sowie der 

Anfallslatenz signifikant unterschiedlich zur Gruppe MK801 allein. Die 

Thalidomidgruppe unterscheidet sich signifikant von der Gruppe MK801 allein nur 

bezüglich der Anfallslatenz und nur tendenziell die Anfallsklasse betreffend. Die Gruppe 
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Diazepam unterscheidet sich von der Thalidomidgruppe signifikant die Anfallsklasse 

betreffend, jedoch unwesentlich in Betrachtung der Anfallslatenz.    

 

���� 'LVNXVVLRQ�GHU�(UJHEQLVVH�QDFK�DNWXHOOHU�6WXGLHQODJH�
 

������ ([SHULPHQW����0.�����K����K����:RFKHQ��

 

Mit den Ergebnissen unseres ersten Experiments mit der C57BL6 nestin-gfp Maus 

können wir die Arbeiten von Cameron et al. und Halim et al. mit Ratten (Cameron, 

McEwen et al. 1995; Cameron, Tanapat et al. 1998; Halim, Weickert et al. 2004), mit 

Spitzhörnchen (Gould, McEwen et al. 1997) sowie mit Wüstenrennmäusen (Bernabeu 

and Sharp 2000) dahingehend replizieren, als dass es durch die Behandlung mit 

MK801 zu einer Steigerung der Zellzahl im DG des Hippocampus kam. Insbesondere 

die Arbeit von Cameron et al. (Cameron, McEwen et al. 1995), die zu einem, unserem 

Experiment vergleichbar, frühen Zeitpunkt von 2 Stunden nach der Injektion von MK801 

einen Anstieg der Zellzahl bei Ratten beobachten konnte (Zellen wurden in diesem 

Experiment allerdings durch [3 H] Thymidin markiert), können wir durch unsere 

Ergebnisse bei Mäusen und mit dem DNA-Synthesemarker BrdU stützen. Des Weiteren 

konnte die Arbeit von Cameron et al. einen Anstieg der [3 H] Thymidin/NSE+ Zellen 

durch die Behandlung mit MK801 zeigen. NSE färbt, verschiedenen Vorarbeiten 

folgend, im DG des Hippocampus ausschließlich Neuronen an (Cameron, McEwen et 

al. 1995). In unserer Arbeit konnten wir durch Differentialfärbungen zeigen, dass es in 

unserer mit MK801 behandelten Gruppe 1h MK801 ebenfalls eine deutliche Tendenz zu 

Typ-2 und Typ-3 Progenitorzellen, sprich deutlich weiterentwickelten neuronalen 

Progenitorzellen, gab. Dieser frühe Einfluss von MK801 lässt sich unter anderem durch 

die Arbeit von Vezzani et al. erklären (Vezzani, Serafini et al. 1989). Er konnte in 

Untersuchungen zeigen, dass MK801 10-30 min nach i.p. Injektion seine maximale 

Wirkungskonzentration im Gehirn erreicht und dann sehr schnell wieder eliminiert wird. 

Ebenso können wir mit unseren Daten die Ergebnisse von Gould et al. (Gould, McEwen 

et al. 1997) unterstützen, die nach 2h Überlebenszeit eine Erhöhung der BrdU+ Zellen 

pro mm2 im DG von Spitzhörnchen durch MK801 feststellen konnten.  
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Die Arbeit von Halim et al. (Halim, Weickert et al. 2004) konnte bei Ratten, die mit 

MK801 behandelt wurden, nach 24h eine Steigerung der BrdU+ Zellzahl feststellen. 

Eine differenzierte Darstellung der Zelldifferenzierung 24h nach der Injektion von 

MK801 fehlt allerdings bisher in der Fachliteratur. Hier konnten wir zeigen, dass MK801 

zu höheren Reifungsstufen der sich entwickelnden Neurone führt, d.h. in diesem 

Zusammenhang Typ-3 und BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen. Dieser Effekt hält sich 

konstant in unserem Zeitreihenexperiment und ist auch noch nach 4 Wochen deutlich 

nachweisbar. Auf dem Niveau der BrdU+ Zellen haben wir noch nach 4 Wochen eine 

signifikante Steigerung der Zellzahl in der Versuchsgruppe beobachtet. In den 

Differentialfärbungen zeigte sich nach der Behandlung mit MK801 nach 4 Wochen ein 

signifikant höherer Anteil an postmitotischen Neuronen (durch BrdU/NeuN+ markiert) 

von 92%. Nacher et al. (Nacher, Rosell et al. 2001) konnte bei Ratten zeigen, dass die 

Zahl der BrdU+ Zellen nach einmaliger Injektion des kompetitiven NMDA-Rezeptor-

Antagonisten CGP43487 nach 2 und nach 7 Tagen signifikant erhöht war. Allerdings 

wurde in dieser Studie erst zu dem Untersuchungszeitpunkt Tag 7 eine signifikante 

Steigerung der mit PSA-NCAM (Marker für unreife Neuronen) gefärbten Zellen 

festgestellt (Nacher, Rosell et al. 2001). Zu den Messzeitpunkten 4h und 2 Tage gab es 

in dieser Studie zwar tendenziell eine Zunahme der Zellzahl in den Versuchsgruppen, 

die aber statistisch keine Signifikanz erreichte (Nacher, Rosell et al. 2001). Diese 

Beobachtung steht im Kontrast zu unseren Ergebnissen, wo bereits nach 2h tendenziell 

und nach 24h eine deutliche Steigerung der unreifen Neuronen, in unserem Experiment 

mit DCX oder CR angefärbt, zu beobachten war. Eine weitere Studie (Nacher, Alonso-

Llosa et al. 2003) desselben Autors zeigte eine signifikante Steigerung der BrdU+ Zellen 

3 Wochen nach der Behandlung mit CGP43487 von 10 Monate alten Ratten. Diese 

Steigerung der Zellen in der Versuchsgruppe, trotz einer insgesamt reduzierten 

Zellanzahl wie bei Nacher et al. (Nacher, Alonso-Llosa et al. 2003), zeigte sich bei uns 

ebenfalls zum Untersuchungszeitpunkt von 4 Wochen nach Behandlung mit MK801. 

Interessanterweise zeigt die Arbeit von Jessberger et al. (Jessberger, Romer et al. 

2005), hier in einem Krampfanfallmodell durch Aktivierung des Kainat-Rezeptors, 

ebenfalls eine Dominanz der reiferen Progenitorzellen (Typ-3) und eine starke Tendenz 

zu CR+ Zellen nach 9 Tagen (p<0.08). Dies wurde in der Studie durch die womöglich 

erhöhte Sensibilität der späten Progenitorzellen (Typ-3) für, hier durch die Aktivierung 

des Kainat-Rezeptor, verstärkt erregende Einflüsse im Kreislauf des DG gesehen 

(Jessberger, Romer et al. 2005). Die Zellen würden auf diesen Einfluss mit Proliferation 
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reagieren (Jessberger, Romer et al. 2005). Des Weiteren könnte es durch die 

Krampfaktivität zu einer Erhöhung der Ausschüttung von lokalen Wachstumsfaktoren 

mit aktivierendem Einfluss auf die Progenitorzellen kommen, die normalerweise den 

Zellzyklus verlassen würden (Jessberger, Romer et al. 2005). Es wurde in diesem 

Experiment nach 9 Tagen kein Effekt auf GFAP+ Zellen (Astrozytenmarker) beobachtet, 

ähnlich unserem Versuch, bei dem auch kein Effekt von MK801 auf mit S100 �

(Astrozytenmarker) angefärbte Zellen nach einem Zeitraum von 4 Wochen zu 

beobachten war. Im Kontrast zu unserem Versuch wurde bei Jessberger et al. 

(Jessberger, Romer et al. 2005) kein Effekt der Aktivierung des Kainatrezeptors auf die 

Anzahl der Nestin-GFP+ Zellen wie in unserem Versuch durch die Blockade des 

NMDA-Rezeptors beobachtet. Dies wurde bei Jessberger et al. mit einer womöglich 

asymmetrischen Teilung der neuronalen Progenitorzellen erklärt (Jessberger, Romer et 

al. 2005).        

Auf der anderen Seite konnten weitere Arbeiten zeigen, dass durch die Gabe von 

NMDA-Agonisten die Neurogenese in verschiedenen Spezies gehemmt werden kann 

(Cameron, McEwen et al. 1995; LoTurco, Owens et al. 1995; Cameron, Tanapat et al. 

1998; Ormerod, Falconer et al. 2003). Wir können daraus, wie auch andere Arbeiten 

zuvor,  schlussfolgern, dass die Neurogenese im DG des Hippocampus unter dem 

hemmenden Einfluss von Glutamat durch seine Wirkung am NMDA-Rezeptor steht 

(Abrous, Koehl et al. 2005; Ming and Song 2005).  

Welchen Sinn könnte nun die Bildung dieser neuen Neurone durch die Blockade des 

NMDA-Rezeptors haben? Wir müssen den Hippocampus als wesentliche 

Eingangsregion (Eichenbaum 1997) zur Prozessierung von expliziten Informationen 

zwecks Lernen und Behalten begreifen. Dies kann nur durch ein differenziertes 

Zusammenspiel verschiedener Neurotransmitter und Umwelteinflüssen vonstatten 

gehen (Abrous, Koehl et al. 2005). Neue Neurone gliedern sich in den hippocampalen 

Schaltkreis ein, erhalten Synapsen aus dem „medial perforant pathway“ (dem 

wichtigsten erregenden Eingangsweg in den Hippocampus) und die Axone der neu 

gebildeten Neurone wachsen mit dem Ziel der CA3 Region des Hippocampus (Doetsch 

and Hen 2005). Ausgewachsene Neurone siedeln sich im inneren Drittel der 

Körnerzellschicht an. Während ihrer Ausdifferenzierung wird ihre Verschaltung immer 

komplexer und sie wachsen weiter in die molekulare Zellschicht ein (Doetsch and Hen 

2005). Junge Neurone sind nachweisbar elektrophysiologisch aktiv und unterscheiden 
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sich deutlich von Neuronen, die schon länger in den Zellverband integriert sind. Sie 

können durch sehr kleine Amplituden elektrischen Stroms über niederschwellig 

aktivierbare Ca2+-Kanäle aktiviert werden und reagieren schneller auf LTPs (Doetsch 

and Hen 2005). 

Das Ergebnis des Anfallsmonitorings, dass konsistent in allen Tieren eine hohe 

Erregungsaktivität auf der Verhaltensebene zeigte, deckt sich mit mehreren Quellen der 

Fachliteratur (Feinberg, Campbell et al. 1995; Mastropaolo, Rosse et al. 2004), die 

zeigen konnten, dass MK801 zu spike-wave Aktivität im EEG führt und ein lebhaft- 

agitiertes Verhalten (sog. popping behaviour) auslöst. 
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Unser Ergebnis, dass Diazepam selbst zu Neurogenese führt, steht kontrovers zum 

Ergebnis der Arbeit von Nixon et al. (Nixon and Crews 2004), in dem keine Zunahme 

der Neurogenese bei Ratten durch die Behandlung mit dem GABA-Synergisten 

Diazepam beobacht werden konnte. Allerdings zeigte eine andere Arbeit von Tozuka et 

al. (Tozuka, Fukuda et al. 2005), dass es durch die Applikation von GABA-Agonisten 

über GABA-Rezeptoren an neuronalen Typ-2 Progenitorzellen zur Erhöhung der 

Konzentration des Transkriptionsfaktors Neuro D kommt. Neuro D ist ein stimulierender 

Faktor der neuronalen Differenzierung, wodurch es vermehrt zu terminaler 

Ausdifferenzierung von Körnerzellen im DG des Hippocampus kommt (Liu, Pleasure et 

al. 2000). Unsere Daten zeigen, dass die Neurogenese unter Einfluss von GABA-

Synergisten (Diazepam) vornehmlich zu Typ-2, Typ-2a und BrdU+ Zellen ohne weitere 

Marker führt. Es bleibt aber als wesentlich zu bemerken, dass Diazepam nur die 

Wirkung von GABA selbst am GABAA-Rezeptor verstärken kann und diesen nicht allein 

stimulieren kann – dies stellt einen wesentlichen Unterschied zu Experimenten mit 

direkten GABA-Agonisten dar. Dennoch stellen wir fest, dass die Neurogenese unter 

dem Einfluss von Diazepam deutlich gegenüber der Kontrollgruppe erhöht ist. Dieses 

Ergebnis wird durch die Arbeit von Ge et al. (Ge, Goh et al. 2006) unterstützt, der 

feststellen konnte, dass der frühe Einfluss von GABA auf neu gebildete Neurone eine 

wichtige Rolle für deren weitere Differenzierung und Einbindung ins Netzwerk des DG 

spielt (Ge, Goh et al. 2006). Zudem konnte die Arbeit von Wang et al. (Wang, 



 59
 

Kempermann et al. 2005) zeigen, dass auf neuronalen Typ-2 Zellen GABAA-Rezeptoren 

exprimiert werden, die über Synapsen erregt werden können. 

Einen weiteren interessanten Faktor in diesem Zusammenhang beschreibt die Arbeit 

von Mayo et al. (Mayo, Lemaire et al. 2005). Hier wurde der Faktor Pregnenolon sulfat 

(Preg-S), ein endogenes Steroid, untersucht, dessen Konzentration im Hippocampus 

positiv proportional im Zusammenhang zu verbesserter kognitiver Leistungsfähigkeit in 

älteren Ratten steht (Mayo, Lemaire et al. 2005). Durch eine intrahippocampale Infusion 

von Preg-S kam es in kognitiv eingeschränkten älteren Ratten zu einer Verbesserung 

bzw. Aufhebung der kognitiven Defizite (Vallee, Mayo et al. 1997). Preg-S führt, den 

Autoren folgend, durch eine negativ-allosterische Bindung am GABAA-Rezeptor zu 

einer Steigerung der Neurogenese im DG des Hippocampus (Mayo, Lemaire et al. 

2005). Wir konnten in unserem Experiment durch Diazepam, welches synergistisch mit 

GABA am GABAA-Rezeptor wirkt, eine Steigerung der Neurogenese beobachten. 

Unser Ergebnis, dass es durch die Aktivierung des gabaergen System zu einer 

Aufhebung, der durch MK801 gesehenen verstärkten neuronalen Zellreifung kommt, 

können wir leider nicht direkt mit einer anderen Quelle in der Fachliteratur vergleichen, 

da diesbezüglich keine Arbeiten vorliegen. Dennoch gibt es zahlreiche Arbeiten, die auf 

eine Vernetzung des glutamatergen mit dem gabaergen System im Prozess der 

Neurogenese hindeuten. In verschiedenen Arbeiten gab es Hinweise darauf, dass 

GABA und Glutamat für die Proliferation und Differenzierung von neuronalen 

Vorläuferzellen im sich entwickelnden Gehirn bedeutsam sind (LoTurco, Owens et al. 

1995; Antonopoulos, Pappas et al. 1997; Haydar, Wang et al. 2000; Nguyen, Malgrange 

et al. 2003). GABA wirkt auf reife Neuronen inhibitorisch, allerdings kommt es bei 

unreifen Neuronen über den GABAA-Rezeptor zu einer Depolarisation des 

Membranpotentials durch verstärkte Cl--Konzentration in diesen Zellen (Ben-Ari 2002; 

Owens and Kriegstein 2002), einem zu diesem Entwicklungszeitpunkt exzitatorischen 

Einfluss (Wang, Kempermann et al. 2005). Des Weiteren konnte die Studie von LoTurco 

et al. (LoTurco, Owens et al. 1995) zeigen, dass GABA ebenso wie Glutamat 

embryogene kortikale Progenitorzellen depolarisieren kann und dadurch zu terminaler 

neuronaler Ausdifferenzierung führt. Die Arbeit von Tozuka et al. (Tozuka, Fukuda et al. 

2005) folgerte daraus, dass es deshalb legitim sei anzunehmen, dass die Ausschüttung 

von GABA sowie von Glutamat im hippocampalen Netzwerk regulierenden Einfluss auf 

die Entwicklung neuronaler Progenitorzellen hat. Die Studie konnte weiterhin zeigen, 
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dass die neuronalen Progenitorzellen im DG des adulten Hippocampus neuronale 

Eingänge des hippocampalen Erregungskreislaufs erhalten (Tozuka, Fukuda et al. 

2005). Allerdings zeigte sich dort, dass diese Eingänge gabaerg und nicht glutamaterg 

sind (Tozuka, Fukuda et al. 2005). Eine weitere Arbeit von Khazipov et al. (Khazipov, 

Esclapez et al. 2001) zeigte, dass bei der frühen Entwicklung des Hippocampus zuerst 

gabaerge Synapsen und darauf folgend glutamaterge Synapsen etabliert werden.  

Die Erhöhung der Neurogenese durch die Blockade des NMDA-Rezeptors wurde in 

verschiedenen Studien aufgezeigt (Cameron, McEwen et al. 1995; Cameron, Tanapat et 

al. 1998; Nacher, Rosell et al. 2001; Halim, Weickert et al. 2004). Interessanterweise 

konnte weder Tozuka et al. (Tozuka, Fukuda et al. 2005) noch Wang et al. (Wang, 

Kempermann et al. 2005) eine funktionell relevante Expression von NMDA-Rezeptoren 

auf neuronalen Progenitorzellen (Typ-1 und Typ-2 Zellen) im DG finden. Dennoch 

konnte gezeigt werden, dass über NMDA-Rezeptoren in Typ-2 Zellen geringe 

Spannungen induziert werden können (Wang, Kempermann et al. 2005) und dadurch 

der neuronale Phänotyp in der Entwicklung der Neurogenese beeinflusst werden kann 

(Deisseroth, Singla et al. 2004). Möglicherweise ist der Einfluss der Blockade des 

NMDA-Rezeptors indirekt über die gabaergen Einflüsse auf den neuronalen 

Progenitorzellen vermittelt (Tozuka, Fukuda et al. 2005). Die Ausschüttung von GABA 

aus hippocampalen Interneuronen benötigt die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren 

(Matsuyama, Nei et al. 1997) und es konnte durch Rosenblum et al. (Rosenblum, 

Maroun et al. 1999) gezeigt werden, dass durch MK801 diese Ausschüttung verhindert 

werden kann (und somit der womöglich hemmende gabaerge Einfluss auf die 

Neurogenese), daher kommt es vermehrt zu hippocampaler Neurogenese (Tozuka, 

Fukuda et al. 2005). Die Annahme einer Blockade der Neurogenese durch GABA in 

diesem Zusammenhang geht mit unserem Ergebnis konform, dass durch die Injektion 

von Diazepam 5 Minuten vor der Applikation von MK801 dennoch eine Steigerung der 

Neurogenese verhindert wird. Diazepam selbst besitzt eine sehr lange Halbwertszeit 

(bis zu 50 Stunden in der Maus) und somit ist die kurzzeitige Blockade des NMDA-

Rezeptors und die daraus resultierende fehlende gabaerge Hemmung der Interneurone 

auf die Neurogenese weniger relevant.  

Ebenso geht die Arbeit von Platel et al. (Platel, Lacar et al. 2007) nach Arbeiten im SVZ 

von Mäusen davon aus, dass zwischen GABA und Glutamat eine homöostatische 

Beziehung in der Kontrolle von Neurogenese besteht. Als ein Beispiel dieser Beziehung 
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sei die Auslösung einer Ca2+-abhängigen GABA Ausschüttung in Neuroblasten des SVZ 

durch AMPA-Rezeptoren genannt, welche durch Ausschüttung von Glutamat aus 

Astrozyten im SVZ verursacht werden kann (Platel, Lacar et al. 2007); GABA wirkt in 

diesem Zusammenhang negativ auf die Proliferation von Astrozyten im SVZ. Dieser und 

verschiedene andere Mechanismen, die sich durch das feine Zusammenspiel von 

GABA und Glutamat über deren verschiedene Rezeptoren, Sekretions- und 

Wiederaufnahmemechanismen auszeichnen, ermöglichen es, die verschiedenen 

Schritte der Neurogenese, wie der Zellneubildung und einer differenzierten Proliferation, 

fein zu regulieren (Platel, Lacar et al. 2007).     

Ein weiterer Forschungszweig in diesem Zusammenhang beschäftigt sich mit der 

Vernetzung des DG (von den Körnerzellen ausgehend) mit der Region CA3 durch die 

sog. Moosfasern (MF). Bisher wurde angenommen, dass diese Moosfasern 

glutamaterg-erregende Synapsen mit Pyramidenzellen und lokalen inhibitorischen 

Interneuronen von CA3 bilden (Crawford and Connor 1973; Acsady, Kamondi et al. 

1998). Allerdings zeigte die Übersichtsarbeit von Gutierrez (Gutierrez 2003), dass 

GABA in den Moosfasern eine sehr wichtige Rolle spielt. Verschiedene Arbeiten 

(Sandler and Smith 1991; Sloviter, Dichter et al. 1996; Bergersen, Ruiz et al. 2003) 

konnten durch Immunogold-Färbungen zeigen, dass in den Synapsen der Moosfasern 

Glutamat wie auch GABA vorhanden ist und auch deren entsprechende Rezeptoren auf 

der postsynaptischen Seite (Gutierrez 2003). Allerdings war die synaptische 

Konzentration von GABA in der MF wesentlich geringer als die von Glutamat und auch 

deutlich geringer als in anderen bekannten Typen von hemmenden Synapsen 

(Bergersen, Ruiz et al. 2003). Der Einfluss der Moosfasern erstreckt sich vornehmlich 

auf die Interneurone und weniger auf die Pyramidenzellen in CA3 (Acsady, Kamondi et 

al. 1998). Erstaunlicherweise konnten zwei weitere Arbeiten (Walker, Ruiz et al. 2001; 

Bergersen, Ruiz et al. 2003) zeigen, dass es möglich ist, durch MF-Aktivierung in CA3- 

Pyramidenzellen monosynaptisch eine gabaerge Antwort bei Meerschweinchen 

auszulösen. Diese gabaerge Antwort durch MF-Aktivierung zeigt die gleichen 

pharmakologischen und plastischen Eigenschaften wie bei glutamaterger MF- 

Übertragung, d.h. eine stark frequenzabhängige Signalpotenzierung und sie kann 

präsynaptisch durch die Aktivierung des metabolischen Glutamatrezeptors mGluR 

(durch l-AP4) gehemmt werden (Walker, Ruiz et al. 2001; Bergersen, Ruiz et al. 2003). 

Des Weiteren konnte in einem MF-Modell gezeigt werden, dass durch MF-Aktivierung 
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ein exzitatorisch postsynaptisches Potential (EPSP) erzeugt wird, welches durch 

glutamaterge Antagonisten bis auf eine kleine residuale Depolarisation (-47 mV) 

blockiert werden kann (Gutierrez 2003). Dieses Residuum kann durch Bicucullin 

(Antagonist des GABAA-Rezeptors) vollends geblockt werden. Dies deutet darauf hin, 

dass die Ursache dieser Depolarisation gabaergen Ursprungs ist (Gutierrez 2003). Eine 

andere Arbeit zeigte durch Messung von EPSP/ inhibitorischen postsynaptischen 

Potential (IPSP) intrazellulär in Interneuronen der Region CA3, dass eine Aktivierung 

durch die Moosfasern komplett durch glutamaterge Antagonisten geblockt werden kann. 

Dies zeigt, dass die hemmende Wirkung auf Interneurone sowie auf Pyramidenzellen in 

CA3 disynaptisch übertragen wird (Gutierrez 2003). Nach Krampfanfällen, die eine MF-

gabaerge Übertragung auslösen, kommt es durch die aktivierende Wirkung der 

Körnerzellen zu einer Summation der IPSPs über die EPSPs in den Pyramidenzellen 

der CA3 Region (Gutierrez and Heinemann 2001), während aber die Interneurone stark 

erregt werden um eine Disinhibition zu verhindern (Romo-Parra, Vivar et al. 2003).  

Wie schon vorbeschrieben kann es jedoch bei MF-Aktivierung in Anwesenheit von 

Glutamatrezeptorantagonisten nach Krampfanfällen oder einer simulierten LTP-

Stimulation zu monosynaptischen IPSPs mit der gleichen Latenz der Kontroll-EPSP 

kommen (Romo-Parra, Vivar et al. 2003). Die MF-GABA-Übertragung kann nur 

beobachtet werden, wenn Glutamatrezeptoren blockiert sind (Gutierrez 2003). Wenn 

dies nicht passiert, überwiegt der erregende Einfluss trotz der Anwesenheit von 

gabaergen Reaktionen (Gutierrez 2003).  

Eine andere Studie zeigt den Einfluss von Übererregung auf den MF-GABA- 

Erregungskreislauf (Sokolov, Rossokhin et al. 2003). Es konnte durch die 

Hyperpolarisation von Pyramidenzellen aus CA3 mit 20-30 mV für 15-35 min eine 

supralineare Zunahme der Amplitude der EPSPs bzw. der exzitatorischen 

postsynaptischen Ströme (EPSC) in den MF-Eingängen beobachtet werden. Sie 

schlossen daraus, dass das durch Hyperpolarisation ausgelöste postsynaptische LTP 

Auswirkungen auf die präsynaptische Seite hatte (Sokolov, Rossokhin et al. 2003). 

Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass die MF-GABA-Ausschüttung für die notwendige 

Hyperpolarisation, die dem potenzierenden Effekt durch MF-Glutamat, wie z.B. 

Krampfaktivität, zugrunde liegt (Sokolov, Rossokhin et al. 2003).  
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Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass es als wahrscheinlich gilt, dass der DG ein 

sich selbst modulierendes Filterorgan für die Informationen aus dem entorhinalen 

Kortex für die Pyramidenzellschicht des Hippocampus darstellt (Gutierrez 2003).                       

Die Studie von Derrick et al. (Derrick, York et al. 2000) gibt Anhaltspunkte dafür, dass 

die Erhöhung der Neurogenese in unserem Versuch mit MK801 durch die Aktivierung 

von Moosfasern vonstatten gegangen sein könnte. Hier wurde gezeigt, dass es durch 

die hochfrequente Stimulation der Efferenz der Körnerzellen des DG (den Moosfasern), 

zu einer signifikanten Steigerung der Körnerzellen, aber nicht der Progenitor- oder Glia- 

Zellen im DG kam (Derrick, York et al. 2000). Die Autoren folgerten daraus, dass eine 

Verbindung zwischen der Aktivierung der Moosfasern und der Neurogenese im DG 

bestehen muss (Derrick, York et al. 2000). Dies könnte unser Ergebnis, dass die von 

MK801 ausgelöste Neurogenese und verstärkte Zellreifung neuronaler Progenitorzellen 

durch Diazepam antagonisierbar ist, durch das Zusammenspiel von Glutamat und 

GABA an den Moosfasern erklären. Der gabaerge Synergismus von Diazepam mit 

GABA am GABAA-Rezeptor könnte in den Moosfasern durch eine Modulation der 

glutamatergen Übertragung zu CA3 reaktiv zu einer Suppression der Neurogenese im 

DG des Hippocampus führen. Außerdem könnte die verstärkte MF-gabaerge 

Übertragung auf CA3 in Anwesenheit von NMDA-Rezeptorantagonisten (MK801) 

möglicherweise die Aktivität des Glutamat über seine nicht blockierten Rezeptoren 

(AMPA und Kainat), die zu erhöhter Neurogenese führen können, wirksam 

unterdrücken. Die Studie von Bai et al. (Bai, Bergeron et al. 2003) zeigte, dass es 

möglich ist durch die Stimulation von AMPA-Rezeptoren eine Erhöhung der 

Neurogenese zu erreichen. 

Die Ergebnisse der Verhaltensbeobachtung, die mit dem modifizierten Krampfanfall-

Score nach Racine und Golarai et al. (Racine 1972; Golarai, Greenwood et al. 2001) 

erhoben wurden, zeigten einen deutlichen Effekt auf die mit MK801 und Diazepam 

gleichzeitig behandelte Versuchsgruppe. Die Anfallslatenz wurde deutlich gesenkt und 

die Anfallsklasse war, den Median betreffend, deutlich niedriger. Die Verlängerung der 

Anfallslatenz und die Senkung der Anfallsklasse erreichten beide, im Vergleich zur 

Gruppe mit MK801 allein, statistische Signifikanz. Dies deckt sich mit den Ergebnissen 

von Nixon at al. (Nixon and Crews 2004), dass Diazepam in der Dosierung von 10 

mg/kg KG suffizient Erregung und Krampfanfälle kontrollieren kann. Wir folgern im 

Vergleich der histologischen mit den Ergebnissen der Verhaltenbeobachtung, dass 
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möglicherweise die Stärke der in den Tieren ausgelösten Erregung mit einer Erhöhung 

der Neurogenese einhergeht und dies durch Aktivierung des gabaergen Systems 

wirksam unterdrückt werden kann. Die Arbeit von Parent et al. (Parent, Yu et al. 1997) 

zeigt, dass die Auslösung von Krampfaktivität einen dramatischen Anstieg der 

Neurogenese in der SGZ des DG verursachen kann. Ebenso findet Jessberger et al. 

(Jessberger, Romer et al. 2005) in seinem Krampfanfallmodel mit Kainat eine deutliche 

Steigerung der Neurogenese im DG. Die durch den Krampfanfall neu gebildeten Zellen 

sind bis zum Zeitpunkt von 4 Wochen sichtbar und entwickeln sich zu Neuronen 

(Parent, Yu et al. 1997). Sie wandern dann in untypische Regionen, wie CA3, den Hilus 

des DG oder in die innere molekulare Zellschicht ab (Parent, Yu et al. 1997; Scharfman, 

Goodman et al. 2000; Dashtipour, Tran et al. 2001). Wir konnten in unserem Experiment 

ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Neurogenese durch MK801 feststellen, aus der 

sich auch nach 4 Wochen deutlich mehr reife Neurone entwickelten.      
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Unser Ergebnis, dass Thalidomid selbst zu Neurogenese und tendenziell zu höheren 

Reifungsstufen der Vorläuferzellen führt, lässt sich leider nicht mit anderen Quellen der 

Fachliteratur vergleichen, da dazu bisher keine Arbeiten vorliegen. Dennoch bieten sich, 

aufgrund der vielfältigen Wirkungsmechanismen von Thalidomid, mehrere 

Erklärungsansätze. Dem Artikel von Melchert et al. (Melchert and List 2007) folgend 

wirkt Thalidomid antiangiogenetisch durch Suppression von VEGF und bFGF, hemmt 

die Bildung des proinflammatorischen Zytokins TNF-alpha sowie des 

Transkriptionsfaktors NF-kappa-b (Melchert and List 2007). Weitere Effekte beziehen 

sich auf die Aktivierung von CD8+ T-Zellen, der Suppression von IL-6 und IL-8, der 

Potenzierung der Wirkung des TNF-assoziierten-Apoptose-induzierenden-Liganden 

(TRAIL), der Inhibition des Apoptose-Protein-2, einer erhöhten Sensitivität der Fas-

Induktion sowie einer Erhöhung der Caspase-8-Aktivität (Melchert and List 2007).   

Die Arbeit von Shen et al. (Shen, Goderie et al. 2004) berichtet darüber, dass neuronale 

Stammzellen in einer vaskulären Nische an einem Blutgefäß sitzen sollen. Sie konnten 

zeigen, dass die endothelialen Zellen lösliche Faktoren sezernieren, die die 

Stammzellen dazu stimulieren, sich selbst zu erhalten und sich nicht weiter zu 

differenzieren um ihre Produktion von Neuronen zu verbessern (Shen, Goderie et al. 
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2004). Wie oben schon beschrieben, ist Thalidomid ein potenter Inhibitor der 

Vaskulogenese über die Suppression von VEGF und bFGF (Melchert and List 2007). 

Durch die Ausschaltung der Signale der endothelialen Zellen könnte es zu einer 

Induktion der Ausdifferenzierung von Stammzellen zu determinierten Zellen kommen, 

was die deutliche Erhöhung der Neurogenese durch Thalidomid in unserem Versuch 

erklären könnte.    

In den Ergebnissen unserer Verhaltensbeobachtung nach dem modifizierten 

Krampfanfall-Score von Racine und Golarai et al. (Racine 1972; Golarai, Greenwood et 

al. 2001) zeigte sich, dass durch Thalidomid zwar kein signifikanter Unterschied 

zwischen der Gruppe MK801 allein und der Gruppe 24h Thalidomid die Anfallsklasse 

betreffend zu beobachten war, dennoch wurde in der Thalidomidgruppe ein Tier in die 

Anfallsklasse III und eines in IV eingestuft. In der Gruppe mit MK801 allein wurden alle 

Tiere in die Anfallsklasse V eingestuft.  Ein deutlich signifikanter Unterschied zeigte sich 

allerdings in Betrachtung der Anfallslatenz verglichen zur allein mit MK801 behandelten 

Gruppe, welche durch Thalidomid deutlich verlängert wurde. Dies weist in die gleiche 

Richtung wie die Fallstudie von Marjanovic et al. (Marjanovic, Stojanov et al. 2003), die 

bei bei einem 10 Jahre alten Mädchen mit dem Krankheitsbild der sog. Rasmussen 

Enzephalitis durch die Applikation von 300 mg Thalidomid pro Tag die Zahl der 

Krampfanfälle senken und die neurologischen Defizite verbessern konnte (Marjanovic, 

Stojanov et al. 2003). Die Feststellung der Autoren, dass die Krankheitsaktivität bei der  

Rasmussen Enzephalitis oft mit hohen Antikörpertitern gegen Glutamatrezeptoren 

assoziiert ist (Marjanovic, Stojanov et al. 2003), weist eine interessante Ähnlichkeit zu 

unserem Experiment auf. Bei uns wurden Glutamatrezeptoren (NMDA-Rezeptoren) 

durch MK801 blockiert, bei der Rasmussen Enzephalitis durch Autoimmunprozesse 

attackiert und somit in vergleichbarer Richtung der glutamaterge Einfluss reduziert. In 

beiden Fällen kam es unter dem Einsatz von Thalidomid zu einer Verbesserung der 

Symptome in der Verhaltensbeobachtung. Wir leiten daraus ab, dass immunologische 

Prozesse und deren Modulation durch Thalidomid einen wichtigen Einfluss auf die 

glutamaterge Übertragung zu haben scheinen, was in unserem Experiment durch eine 

zumindest teilweise verminderte Erregungsaktivität und einer Verlängerung der 

Anfallslatenz in der Gruppe mit Thalidomid zu beobachten war. 

Unser Ergebnis, dass Thalidomid in Kombination mit MK801 vornehmlich zur 

Entwicklung neuronaler Progenitorzellen führt, wird durch die Studie von Iosif et al. 
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(Iosif, Ekdahl et al. 2006) in ein interessantes Licht gerückt. Er fand heraus, dass TNF-

alpha, welches von Thalidomid durch verstärkten Abbau der TNF-alpha-mRNA 

unterdrückt wird (Melchert and List 2007), durch seine beiden Rezeptoren TNF-alpha-

R1 und R2 wirkt (Iosif, Ekdahl et al. 2006). Die Studie konnte zeigen, dass der TNF-

alpha-R1 ein negativer Regulator der Proliferation von neuronalen Progenitorzellen ist 

(Iosif, Ekdahl et al. 2006). Der TNF-alpha-R2 wirkt den Ergebnissen zufolge eher 

negativ-regulierend auf die Neurogenese (Iosif, Ekdahl et al. 2006). Die Ausschaltung 

beider Rezeptoren in einem Knockout-Modell führt zu einer noch deutlicheren Erhöhung 

der Zellzahl im DG bei Mäusen (Iosif, Ekdahl et al. 2006). Hierdurch könnte sich unser 

Ergebnis, dass Thalidomid im Vergleich zu allen anderen Versuchs- und 

Kontrollgruppen zur deutlichsten Verstärkung der Zellproliferation mit Tendenz zu 

höheren Reifungsstufen führte, erklären, indem dieser Effekt durch die Hemmung von 

TNF-alpha zustande kam. Des Weiteren legt unser Ergebnis, dass Thalidomid in 

Kombination mit MK801 vor allem zu einer verstärkten Proliferation von neuronalen 

Progenitorzellen führt, eine mögliche Interaktion von Glutamat mit TNF-alpha- 

Rezeptoren nahe. Die Kombinationsbehandlung könnte vornehmlich einen negativen 

Einfluss auf den TNF-alpha-R1-Rezeptor ausüben, der negativ regulierenden Einfluss 

auf die Proliferation von Progenitorzellen hat.  

Auf der Ebene der Erregungsbereitschaft konnte Iosif et al. (Iosif, Ekdahl et al. 2006) 

jedoch keine Unterschiede zwischen den TNF-alpha-R1/R2-Knockout-Mäusen und dem 

Wildtyp nach Status epilepticus feststellen. Allerdings zeigt eine andere Studie, dass es 

durch Status epilepticus zu einer erhöhten Ausschüttung von TNF-alpha kommt (De 

Simoni, Perego et al. 2000), welche wiederum nach Balosso et al. (Balosso, Ravizza et 

al. 2005) über TNF-alpha-R2-Rezeptoren Krampfanfälle vermindern sollen. Diesem 

Resultat widersprechen wir in unseren Beobachtungen auf der Verhaltensebene, da 

durch die Behandlung mit Thalidomid in unserem Modell mit MK801 eine Senkung der 

Anfallsklasse sowie eine Verlängerung der Anfalllatenz nach der Beobachtung mit dem 

modifizierten Krampfanfall-Score von Racine und Golarai et al. (Racine 1972; Golarai, 

Greenwood et al. 2001) erreicht werden konnte.                

Thalidomid ist ebenfalls als potenter Inhibitor des Transkriptionsfaktors NF-kappa-b 

bekannt, da er die NF-kappa-b-Kinase hemmt (Melchert and List 2007). Aktivierend 

scheinen auf diesen Faktor im Gehirn vor allem Glutamat (über AMPA/Kainat- und 

NMDA-Rezeptoren) und Neutrophine zu wirken (O'Neill and Kaltschmidt 1997). Es gilt 
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als wahrscheinlich, dass NF-kappa-b deshalb Anteil an der Signalübertragung während 

der synaptischen Aktivität und somit auch an der neuronalen Plastizität hat (O'Neill and 

Kaltschmidt 1997). Hier könnte, unserer Ansicht nach, ein weiterer Verbindungspunkt in 

der Interaktion von MK801 und Thalidomid liegen. NF-kappa-b scheint eine wichtige 

Rolle im Prozess der Neurogenese zu spielen, da es sowohl in sich entwickelnden 

Ratten- und Mäusegehirnen (Cauley and Verma 1994), als auch in adulten Neuronen 

des Hippocampus und des Kortex nachgewiesen wurde (O'Neill and Kaltschmidt 1997). 

Es gilt als gesichert, dass NF-kappa-b in Neuronen während der Neurogenese aktiviert 

wird und womöglich Einfluss auf die neuronale Differenzierung hat (O'Neill and 

Kaltschmidt 1997). Möglicherweise ist die hohe NF-kappa-b Aktivität in vielen Neuronen 

des Hippocampus und des Kortex teil des körpereigenen antioxidativen Programms 

(O'Neill and Kaltschmidt 1997). Weiterhin wurde berichtet, dass es nach Krampfanfällen 

durch Kainat und Pilocarpin zu einer verstärkten Aktivierung von NF-kappa-b im 

Hippocampus und des Kortex kommt (Unlap and Jope 1995). Dieser Effekt zeigte sich 

umso deutlicher bei adrenalektomierten Tieren, was den Autoren folgend zeigt, dass 

Glukokortikoide einen wichtigen regulierenden Einfluss auf die Effekte von NF-kappa-b 

haben (Unlap and Jope 1995). Weitere Studien (Barger, Horster et al. 1995; Bruce, 

Boling et al. 1996) deuten darauf hin, dass TNF-alpha und NF-kappa-b neuroprotektive 

Aufgaben wahrnehmen. Außerdem wird NF-kappa-b eine wichtige Rolle in Bezug auf 

neurodegenerative Erkrankungen, in denen Entzündungsreaktionen stattfinden, 

zugeschrieben (O'Neill and Kaltschmidt 1997).     

Unser Ergebnis, dass Thalidomid (und somit eine Hemmung von TNF-alpha und NF-

kappa-b) zu Neurogenese mit Tendenz zu verstärkter Zellreifung und in Kombination mit 

MK801 zu vornehmlich Progenitorzellen führt, lässt einen Einfluss von NF-kappa-b 

vermuten. In Kombination mit MK801 fällt der erregende Einfluss von Glutamat über 

den NMDA-Rezeptor auf NF-kappa-b weg und die Neurone differenzieren sich zum 

überwiegenden Teil nicht weiter als zu Progenitorzellen. Ohne MK801 und womöglich 

unter dem Einfluss des erregenden Glutamats führt eine Restaktivität von NF-kappa-b 

zu einer Zellreifung, der durch Thalidomid ausgelösten Neurogenese zu Neuroblasten 

und danach zu reifen Neuronen, die den Zellzyklus verlassen. Wir folgern daraus, dass 

NF-kappa-b wahrscheinlich wesentlich an Zellreifungsprozessen der Neurogenese 

beteiligt ist.   
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Wir konnten in unserem Experiment die Hypothese bestätigen, dass Glutamat über 

NMDA-Rezeptoren einen hemmenden Einfluss auf die Neurogenese im DG ausübt. 

Des Weiteren konnten wir eine deutliche Steigerung der Neurogenese durch die NMDA-

Rezeptor-blockierende Substanz MK801 zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten 

beobachten. Arbeiten am AMPA- (Bai, Bergeron et al. 2003) sowie am Kainat-Rezeptor 

(Jessberger, Romer et al. 2005) haben gezeigt, dass es durch die Applikation von 

Agonisten an diesen Rezeptoren zu einer Steigerung der Neurogenese kommt. Es 

scheint hier in Bezug auf Glutamat eine Balance der Neurogenese durch seine Wirkung 

an den verschiedenen Rezeptoren zu bestehen. Im Detail haben wir in verschiedenen 

Arbeiten Anhalt für NMDA-Rezeptoren auf neuronalen Progenitorzellen, auf Moosfasern 

sowie auf neuronalen Interneuronen des Hippocampus (bei den Interneuronen ist die 

GABA-Ausschüttung von der Aktivierung des NMDA-Rezeptor abhängig). Unsere Arbeit 

gibt Anhalt für eine symmetrische Teilung und Entwicklung der Progenitorzellen mit 

Betonung der späten Reifungsstadien der Neurogenese (Typ-3 und BrdU/Nestin-

GFP/CR+ Zellen), die auch nach 4 Wochen in Form von BrdU/NeuN+ Zellen zu sehen 

ist. 

Die Frage bleibt nun, welche funktionelle Relevanz diese Neubildung von Neuronen, die 

nach 4 Wochen überwiegend als reife Neuronen den Zellzyklus verlassen, hat. Doetsch 

et al. (Doetsch and Hen 2005) folgend besitzen neue Neurone andere Eigenschaften 

der Migration und der neurophysiologischen Erregbarkeit, als ältere, reife, in die 

Körnerzellschicht integrierte Neurone. Glutamat ist der wichtigste und ubiquitär im 

Gehirn vorhandene erregende Neurotransmitter, dennoch kann er in diesem Punkt nicht 

isoliert betrachtet werden. Wir können in unserem in-vivo Experiment nur eine Mischung 

mit anderen die Neurogenese beeinflussende Faktoren messen. Die Relevanz der 

durch MK801 ausgelösten Neurogenese könnte durch Verhaltens- und 

Gedächtnisstudien an diesen Tieren wie beispielsweise anhand des „Morris Water 

maze“ (sog. Wasserlabyrinth, in dem die Versuchstiere trainiert werden Plattformen 

Unterwasser in einem runden Schwimmbecken zu finden; dieser Test dient vornehmlich 

zur Prüfung des räumlichen Lernens) geprüft und weiter quantifiziert werden. Ebenso 
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wäre Gegenstand weiterer Forschung, wo sich genau der Mechanismus befindet, durch 

den die NMDA-Blockade Neurogenese auslöst. Auf diese Frage können wir in unserer 

Arbeit keine exakte Antwort geben. 

Weder Tozuka et al. (Tozuka, Fukuda et al. 2005) noch Wang et al. (Wang, 

Kempermann et al. 2005) konnten eine funktionell relevante Expression von NMDA-

Rezeptoren auf neuronalen Progenitorzellen (Typ-1 und Typ-2 Zellen) im DG finden. 

Dennoch wurde von Wang et al. (Wang, Kempermann et al. 2005) gezeigt, dass über 

NMDA-Rezeptoren in Typ-2 Zellen niedrige Spannungen induziert werden können. 

Dadurch kann der neuronale Phänotyp der Zellen in der Entwicklung der Neurogenese 

beeinflusst werden (Deisseroth, Singla et al. 2004).  

Nach Tozuka et al. (Tozuka, Fukuda et al. 2005) ist der Einfluss der NMDA-Blockade 

indirekt über die gabaergen Einflüsse auf den neuronalen Progenitorzellen vermittelt. 

Die Ausschüttung von GABA aus hippocampalen Interneuronen benötigt die Aktivierung 

von NMDA-Rezeptoren (Matsuyama, Nei et al. 1997) und Rosenblum et al. 

(Rosenblum, Maroun et al. 1999) konnte zeigen, dass durch MK801 diese Ausschüttung 

verhindert werden kann (und somit der hemmende gabaerge Einfluss auf die 

Neurogenese in diesem Erklärungsmodell), weshalb es vermehrt zu hippocampaler 

Neurogenese kommt (Tozuka, Fukuda et al. 2005). Allerdings bleibt unklar, ob dies den 

einzigen Mechanismus darstellt. Gibt es Rezeptoren oder andere Transmitter über die 

MK801 an den Vorläuferzellen wirkt? Sind womöglich Gliazellen oder Oligodentrozyten 

an diesem Prozess beteiligt? Des Weiteren wirft die Verbindung des DG zur Region 

CA3 über die sog. Moosfasern viele Fragen zur Neurogenese in unserem Fall auf. Führt 

eine Veränderung des Eingangssignals in die Moosfasern vielleicht zu einer Erhöhung 

der Neurogenese? Derrick et al. (Derrick, York et al. 2000) konnte zeigen, dass es 

durch die Veränderung des Eingangssignals in die Moosfasern zu Neurogenese im DG 

kommen kann. Modifiziert die Blockade von NMDA die Körnerzellen in sofern, als dass 

diese dann über die Rückkopplung mit den Moosfasern eine Neurogenese im DG 

verursachen? Sollte dies so sein, wie funktioniert das Ganze dann im Detail? Diese 

Fragen könnten als Anregungen für weitere elektrophysiologische Experimente an 

Moosfasermodellen und Körnerzellen in der Behandlung mit MK801 und der Messung 

der jeweiligen Ionenströme gesehen werden.       
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Wir haben in unserem Experiment gezeigt, dass die Aktivierung des gabaergen 

Systems wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung und die Netzwerkbildung von 

neuronalen Progenitorzellen hat. Dies konnten wir durch eine deutliche Steigerung der 

neuronalen Progenitorzellen in unserem Experiment durch den GABAA-Rezeptor-

Synergisten Diazepam beobachten. Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass GABA 

in der sehr frühen Phase der Differenzierung und Netzwerkbildung junger Neurone 

einen wichtigen exzitatorischen Einfluss ausübt. Dieser gabaerge Einfluss scheint sich 

im Verlauf der Neurogenese zu wandeln, z.B. übt GABA auf reife Körnerzellen im DG 

die Induktion von LTPs betreffend eine hemmende Wirkung aus. Weiterhin scheint 

durch diesen frühen, durch Diazepam verstärkten, gabaergen Einfluss die Tendenz zu 

verstärkter Zellreifung bei Blockade des NMDA-Rezeptors durch MK801 verhindert 

worden zu sein. Einige Arbeiten geben Anhalt dafür, dass die glutamaterge synaptische 

Anbindung erst zeitversetzt der gabaergen folgt und von dieser auch entscheidend 

abhängt. Dies könnte, auch in Anbetracht der diskutierten Abläufe im 

Moosfaserkreislauf und der Interneurone des Hippocampus (Synergie zwischen NMDA 

und GABA), erklären, warum es durch das gabaerge System zu einer Aufhebung der 

durch MK801 induzierten Zellreifung kam.  

Die modulierende Wirkung des GABAA-Synergisten Diazepam zeigte sich am Einfluss 

von GABA auf neuronale Progenitorzellen (Tozuka, Fukuda et al. 2005) sowie bei 

elektrophysiologischen Studien am Moosfasersystem (Derrick, York et al. 2000; 

Gutierrez and Heinemann 2001; Walker, Ruiz et al. 2001; Bergersen, Ruiz et al. 2003; 

Gutierrez 2003; Romo-Parra, Vivar et al. 2003; Sokolov, Rossokhin et al. 2003). Wir 

konnten nachweisen, dass Diazepam selbst zu Neurogenese mit Dominanz von 

neuronalen Progenitorzellen und BrdU+ Zellen ohne weitere Marker führt. Dies wird 

durch verschiedene Arbeiten (Deisseroth and Malenka 2005; Tozuka, Fukuda et al. 

2005; Wang, Kempermann et al. 2005; Ge, Goh et al. 2006) unterstützt, die eine frühe 

gabaerge Innervation neuer Neurone nachgewiesen haben, was einen wichtigem Effekt 

auf die Differenzierung und Einbindung in das Netzwerk des DG hat. Außerdem konnte 

die von MK801 in nativen Tieren induzierte verstärkte Neurogenese und Zellreifung 

durch den Einfluss von Diazepam verhindert werden. Fraglich ist, welcher 

Mechanismus dafür verantwortlich ist. Fand dieser Prozess an den neuronalen 
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Progenitorzellen, die selbst unter GABA-Einfluss stehen sollen statt (Tozuka, Fukuda et 

al. 2005) oder ist die Ursache für die GABA-Modifikationen vornehmlich im 

Moosfasersystem zu finden? Viele Studien zu GABA wurden in Verwendung von 

Glutamatrezeptorantagonisten durchgeführt, um Ionenströme von GABA besser 

sichtbar zu machen. Jedoch wurden hier zumeist andere Substanzen zur Blockade von 

NMDA-Rezeptoren verwandt wie z.B. 3-(2-Carboxypiperazin-4-yl)propyl-1-phosphonic 

acid (selektiver, kompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist (CPP)) bei Sokolov et al. 

(Sokolov, Rossokhin et al. 2003), was einen differenzierten Vergleich zu unserem 

Experiment erschwert. Ebenso bleibt die von uns beschriebene Neurogenese von 

Diazepam durch unser Untersuchungsetting des in-vivo Experiments recht ungenau, 

weshalb in der Folge sicherlich der Effekt von Diazepam in der Zellkultur unter 

kontrollierten Bedingungen zu untersuchen wäre. Genauso verhält es sich mit dem 

Einfluss von Diazepam in Kombination mit MK801 auf das Moosfasersystem und auf 

die Eingangssignale in dieses System durch die Körnerzellen. Hier könnten 

elektrophysiologische Folgestudien einen differenzierteren Einblick als wir in unserem 

in-vivo Experiment geben. Im Hinblick auf die funktionelle Relevanz dieser Modulation 

durch Diazepam bzw. in Kombination mit MK801 wären sicherlich noch weitere 

Verhaltens- und Gedächtnisuntersuchungen hilfreich. Hat die Neurogenese durch 

Diazepam funktionelle Konsequenzen bzw. gibt es funktionelle Konsequenzen durch die 

Wirkung von MK801, die durch Diazepam veränderbar sind? Gibt es womöglich 

relevante Langzeitfolgen? Weiterhin wäre es wichtig zu wissen, wie sich die 

beobachteten Zellen nach 24h im Langzeitversuch nach 4 Wochen entwickeln, um 

weitere Aussagen zur Relevanz der Veränderungen durch Diazepam im 

Langzeitversuch treffen zu können.       
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Unser Experiment zeigte, dass Thalidomid selbst zu Neurogenese mit Tendenz zu 

reiferen Zelltypen und in Kombination mit MK801 zu einem enormen Zuwachs an 

Progenitorzellen führt. Weiterhin konnte durch Thalidomid in den 

Verhaltensexperimenten eine Verbesserung des lebhaft-agitierten Verhaltens sowie der 

Anfallslatenz, der durch MK801 ausgelösten Erregung, erreicht werden.  

Zusammenfassend können wir feststellen, dass wird durch das Experiment mit 

Thalidomid absolutes Neuland im Bereich der Neurogenese betreten haben. Es bleiben 

weiterhin viele Dinge unklar, da wir keine Messung der womöglich beteiligten und 

angesprochenen Faktoren, die durch Thalidomid beeinflusst werden, in unserem 

Versuch durchgeführt haben. Durch den Einfluss von Thalidomid haben wir in unserem 

Versuch eine deutliche, symmetrische Erhöhung der Neurogenese mit Tendenz zu 

verstärkter Zellreifung beobachtet. In Kombination mit MK801 kam es zu einer 

verstärkten Neurogenese, allerdings mit Dominanz von Progenitorzellen (hier vor allem 

Typ-2b Zellen). Wir haben die mögliche Wirkung von Thalidomid über TNF-alpha, NF-

kappa-b und angiogenetisch wirksame Faktoren diskutiert, bleiben aber letztendlich den 

Beweis einer direkten Beziehung auf die Neurogenese schuldig, da wir diese Faktoren 

nicht gemessen haben. 

Wie schon in unserem Experiment mit Diazepam angedacht, wären Langzeitstudien 

von 4 Wochen notwendig, um das Schicksal der neu gebildeten Zellen besser 

einschätzen zu können. Ebenso erachten wir es als sinnvoll diese Veränderungen auf 

ihre funktionelle Relevanz in weiteren Verhaltens- und Gedächtnisstudien zu 

untersuchen, z.B anhand der schon genannten „Morris Water Maze“. Zur exakten 

Quantifizierung der Neurogenese durch Thalidomid wären sicherlich Experimente in der 

Zellkultur zu empfehlen, da die Lösung und Applikation von Thalidomid in-vivo, nach 

unserer Methode (in Anlehnung an Rupnick et al. (Rupnick, Panigrahy et al. 2002)), 

nicht einfach war. Des Weiteren wäre eine Messung der Spiegel der relevanten 

Faktoren unter regulierendem Einfluss von Thalidomid von nutzen, wie z.B. TNF-alpha 

und der Thalidomidspiegel selbst. Dies erscheint uns wichtig, um noch kausalere Dosis-

Wirkung Zusammenhänge treffen zu können. Es wäre sinnvoll den Transkriptionsfaktor 

NF-kappa-b im DG und in den Progenitorzellen zu quantifizieren, um bessere 

Zusammenhänge zur Neurogenese und Zelldifferenzierung beschreiben zu können. Die 
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Studie von Shen et al. (Shen, Goderie et al. 2004) zeigte auf, dass neuronale 

Stammzellen sehr nahe an Gefäßen in Nischen sitzen und unter der Kontrolle der 

endothelialen Zellen nicht weiter ausdifferenzieren, um weiter Neurone zu produzieren. 

Interessant wäre es diesen Sachverhalt in einem Modell mit Thalidomid zu untersuchen 

und die Veränderung der sezernierten Botenstoffe und deren Auswirkung auf die 

Stammzellen bzw. die Neurogenese zu beobachten. Außerdem wäre in diesem 

Zusammenhang von Interesse, zu untersuchen, ob eine Veränderung der Angiogenese 

durch Thalidomid konkrete Auswirkungen auf die Wanderung der Neuronen oder deren 

Entwicklung im Langzeitversuch hat. Daraus könnten sich u.a. funktionelle 

Implikationen für das Gehirn von Patienten, die mit Thalidomid meist im Rahmen einer 

Krebs- oder Lepratherapie behandelt werden, ableiten.   
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Die Effekte von MK801 auf die Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus sind 

bisher nicht im Detail geklärt und weitgehend unklar. Wir haben in unserem Experiment 

versucht, diesen Effekt in einem Zeitreihenexperiment detailliert, der Taxonomie von 

Kempermann et al. folgend, zu beschreiben. Des Weiteren haben wir untersucht, 

inwieweit sich der Effekt von MK801 auf die Neurogenese einerseits durch die 

Aktivierung des gabaergen Systems (durch Applikation des GABA-Synergisten 

Diazepam) und andererseits durch Thalidomid modulieren lässt. 

Wir konnten in unserem Experiment mit MK801 im Tiermodell mit der C57BL6 nestin-

gfp Maus zu den Untersuchungszeitpunkten 1h, 24h und 4 Wochen konsistent eine 

signifikante Steigerung der BrdU+ Zellen beobachten. Diese Zellen zeigten eine 

Tendenz zu höheren Reifungsstufen in den Differenzialfärbungen in Form von Typ-2, 

Typ-3 und BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen in den 1h und 24h Gruppen bzw. von 

BrdU/NeuN+ Zellen in den 4 Wochen Gruppen. In unserem zweiten Experiment mit 

Diazepam zeigte sich, dass Diazepam selbst Neurogenese induziert. Allerdings 

zeichnet sich die Neurogenese durch Diazepam nicht durch eine Tendenz zu höheren 

Reifungsstufen, sondern eher durch Typ-2, Typ-2a und BrdU+ Zellen ohne weitere 

Marker aus. Des Weiteren konnte durch die Applikation von Diazepam in Kombination 

mit MK801 eine Zunahme der Zellreifung der neuronalen Vorläuferzellen verhindert 

werden. Unser drittes Experiment hat gezeigt, dass Thalidomid selbst zu Neurogenese 

führt. Diese Neurogenese zeichnet sich durch höhere neuronale Reifungsstufen der 

Vorläuferzellen aus, d.h. hier Typ-3 und BrdU/GFP/Calretinin+ Zellen. Die Kombination 

von MK801 und Thalidomid führt vornehmlich zu Typ-2 und Typ-2b Zellen, die Daten 

hinsichtlich reifer neuronaler Vorläuferzellen waren uneinheitlich. Das Anfallsmonitoring 

zeigte, dass Diazepam signifikant die Anfallsklasse und Anfallslatenz der durch MK801 

induzierten Erregung senkt bzw. verlängert und deutet somit in die gleiche Richtung wie 

unsere histologischen Daten. Durch Thalidomid war nur eine Verlängerung der 

Anfallslatenz zu erreichen, jedoch keine signifikante Senkung der Anfallsklasse.  

Zusammenfassend folgern wir, dass es in der durch MK801 ausgelösten Neurogenese 

zu vermehrter Zellreifung der Vorläuferzellen kommt, welche sich durch Diazepam und 

Thalidomid modulieren lässt. Auf der Ebene der Glutamatrezeptoren konnten wir 

feststellen, dass Glutamat über den NMDA-Rezeptor, wie auch in unserem Versuch 
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gesehen, einen hemmenden und anderen Arbeiten folgend über den AMPA- und 

Kainatrezeptor einen erregenden Einfluss auf die Neurogenese ausübt. Als 

Wirkungsmechanismen von MK801 in seinem Einfluss auf die Neurogenese haben wir  

NMDA-Rezeptoren auf neuronalen Progenitorzellen, den Einfluss von NMDA-

Rezeptoren auf die Ausschüttung von inhibitorischen GABA aus Interneuronen des 

Hippocampus und die Beteiligung von Glutamat über NMDA-Rezeptoren im 

Moosfaserkreislauf diskutiert. Dennoch können wir eine genaue Erklärung unserer 

Befunde nach unseren Experimenten nicht liefern. 

Wir konnten in unserem zweiten Experiment zeigen, dass Diazepam selbst zu 

Neurogenese führt. Dies haben wir durch die sehr frühe Innervation von jungen 

Neuronen durch gabaerge Synapsen und den daraus resultierenden Einfluss auf die 

Differenzierung und die Einbindung in das Netzwerk des DG erklärt. Außerdem 

erscheint uns die Einbindung von GABA in den Moosfaserkreislauf wichtig um die 

Neurogenese durch Diazepam (mit Dominanz früher Progenitorzellen) zur erklären.  

Durch Diazepam und somit den gabaergen Einfluss war es möglich die Induktion von 

MK801 zu verstärkter Zellreifung zu verhindern und die Erregungs- bzw. Krampfaktivität 

der mit MK801 behandelten Tiere deutlich zu senken. Dieses Ergebnis erklären wir uns 

ebenfalls durch die Synergie von Glutamat und GABA im Moosfaserkreislauf sowie 

durch die sehr frühe gabaerge synaptische Innervation von neugebildeten neuronalen 

Progenitorzellen, die der glutamatergen Innervation vorangeht.  

Thalidomid führt selbst zu Neurogenese mit Tendenz zu verstärkter Zellreifung. Die 

Kombination von Thalidomid mit MK801 führt vorwiegend zu neuronalen 

Progenitorzellen des Typs-2 und Typs-2b mit uneinheitlichen Daten der reiferen 

neuronalen Zellen. Auf der Ebene der Verhaltensbeobachtung lies sich eine 

Verlängerung der Anfallslatenz, der mit MK801 behandelten Tiere, durch Thalidomid 

beobachten. Als Erklärung dafür haben wir den Einfluss von TNF-alpha, NF-kappa-b 

sowie angiogenetischen Faktoren diskutiert. Nach den Versuchen mit Thalidomid 

bleiben wir letztendlich eine konkrete Erklärung unserer Befunde schuldig. Wir haben in 

unserem Experiment keinen der von uns diskutierten Faktoren gemessen und können 

nur die täglich applizierte Menge von Thalidomid in der Vorbehandlungsphase als 

Arbeitsgrundlage angeben.          
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