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I. Einleitung

1. Entdeckung der Neubildung von Nervenzellen im adulten Gehirn

Eine weit verbreitete und allgemein anerkannte Vorstellung war lange Zeit das Fehlen
jeglicher Neubildung von Nervenzellen im adulten Sdugergehirn. Dieses Dogma der
Neurowissenschaften war auf Studien zuriickzufiihren, die am Ende des 19. Jahrhunderts
bzw. Anfang des 20. Jahrhunderts durchgefiihrt wurden. So beschrieben einige der
filhrenden Neurowissenschaftler der damaligen Zeit detailliert die Entwicklung des
Nervensystems von Sédugetieren (Koelliker, 1896; His, 1904; Ramoén y Cajal, 1899 -
1904). Die Beobachtungen, dass das Gehirn sehr bald nach der Geburt seine endgiiltige
Struktur erreichte und sein Erscheinugsbild wihrend des Lebens nicht dnderte, sowie das
Fehlen von mitotischen Teilungsstadien im adulten Gehirn, fiihrten sehr schnell zu der

dogmatischen These, die Santiago Ramoén y Cajal 1913 wie folgt formulierte:

.. in adult centres the nerve paths are something fixed, ended, immutable. Everything
may die, nothing may be regenerated. It is for science of the future to change, if possible,

this harsh decree. “

Doch bereits in der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts wurden immer wieder Studien
verdffentlicht, die dieser Lehrmeinung widersprachen. So postulierte Schaper (1897) die
Existenz von undifferenzierten Zellen im adulten Gehirn hoherer Vertebraten, die sowohl
glial als auch neuronal ausdifferenzieren konnen. Diese Meinung wurde durch Befunde,
wie die Teilung bestimmter Neurone im Gehirn ldsionierter Meerschweinchen (Levi,
1898), dem Auffinden von mitotischen Teilungsstadien im Cerebrum von 120 Tage alten
Ratten (Allen, 1912) und der Zunahme der Anzahl an cortikalen Neuronen wéhrend der
ersten 20 Lebenstage (Sugita, 1918) unterstiitzt. All diesen Studien war jedoch
gemeinsam, dass es nicht moglich war, endgiiltig zwischen sich teilender Neuroglia und
Neuronen zu unterscheiden.

In den 60er Jahren verdffentlichte Joseph Altman (1962, 1963, 1965, 1966, 1969) eine
Reihe von Artikeln, in denen der Autor unter Verwendung von [*H]-Thymidin
Autoradiographien zeigte, dass es Zellneubildungen in unterschiedlichen Regionen des
adulten Rattengehirns gibt. Den definitiven Nachweis adulter Neurogenese lieferte

Michael Kaplan jedoch erst 15 Jahre nach Altmans erster Veroffentlichung, indem er den
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autoradiographisch markierten Zellen unter dem Elektronenmikroskop eine neuronale
Ultrastruktur zuweisen konnte (Kaplan, 1977). Der endgiiltige Nachweis von
Nervenneubildung im adulten Gehirn von Primaten bzw. Menschen (Gould, 1999a;
Kornack, 1999; Eriksson, 1998) gelang allerdings erst in den 90er Jahren mit der

Einflihrung neuer Techniken, wie der BrdU-Markierung und der Immunhistochemie.

2. Adulte Neurogenese

Regionen adulter Neurogenese

Zum heutigen Zeitpunkt kennt die Wissenschaft zwei Hauptregionen im adulten Gehirn
von Sédugern, in denen wahrend der gesamten Lebensspanne Zellproliferation stattfindet
und die daraus resultierenden Zellen neuronal ausdifferenzieren konnen. Dies sind zum
einen der Gyrus dentatus (GD) des Hippocampus und zum anderen die subventrikulare

Zone (SVZ) des Seitenventrikels (Abb.1; Altman, 1962; Kaplan, 1977).

Abb. 1: Langsschnitt durch ein adultes Rattengehirn

Zonen der Neurogenese sind farbig markiert. BO: Bulbus olfactorius; GD: Gyrus dentatus; RMS:
rostraler migratorischer Strom; SVZ: subventrikulare Zone

(Kuhn, 1999; modifiziert)

Im Falle des Hippocampus teilen sich, widhrend der ganzen Lebensspanne eines
Individuums, Zellen in einer diinnen Schicht zwischen Hilus und der Granulérzellschicht

(GCL) des GD.
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Abb. 2: Proliferation im GD

Lichtmikroskopische Aufnahmen von BrdU-positiven Zellen, bei denen die Schritte (E) der
Nervenneubildung im GD (D) erkennbar sind: Proliferation (A) an der Grenze von Hilus (h) und
GCL (g), Migration (B) der neugebildeten Zellen in der GCL und Differenzierung (C) zu neuen
Nervenzellen.

(Kuhn, 1996; Gage, 2000; modifiziert)

Eine Vielzahl von Experimenten wies darauf hin, dass hier tdglich eine Produktion von
mindestens mehreren hundert Zellen stattfindet (Bayer, 1982). Von diesen Zellen, die
durch Bromdesoxyuridin (BrdU), einem Proliferationsmarker, visualisiert werden
konnen, wandert in den folgenden 4 Wochen ca. die Hilfte in die GCL ein, wo sodann
eine neuronale Differenzierung erfolgt (Abb.2). Weitere 15% dieser Zellen entwickeln
sich zu glialen Zellen. Wohingegen den restlichen 35% der Zellen im Rahmen dieser
Studie keine eindeutige Zugehdrigkeit zu einem Zelltypus nachgewiesen werden konnte
(Gage, 1998).

Ein quantitativ viel hoheres Proliferationspotential findet sich im System SVZ/RMS/BO
(Abb.3). Aufgrund der rdumlichen Trennung von Proliferation, Migration und
Differenzierung der neuen Nervenzellen ist es ein ideales Modellsystem zur
Untersuchung adulter Neurogenese. In diesem System ist die Proliferation groftenteils

auf die Subependymalschicht des Seitenventrikels beschréinkt.
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Abb.3: Proliferation im olfaktorischen System

Lichtmikroskopische Aufnahmen von BrdU-positiven Zellen. Hier ist besonders deutlich die
raumliche Trennung von Proliferation in der SVZ (A), Migration durch den RMS (B) und
Differenzierung im BO (C) zu erkennen.

(bereitgestellt von H.G. Kuhn; modifiziert)

Bei dieser Subependymalschicht handelt es sich um ein Residuum der Wand des
Neuralrohrs. Diese stellt wihrend der Embryonalentwicklung die Proliferationszone des
Nervensystems dar und ist verantwortlich fiir die Produktion sdmtlicher Nervenzellen des
Gehirns. Die Zellen wandern von hier aus iiber den RMS, in dem die letzten Teilungen
vollendet werden, in den BO (Altman, 1969). Diese Migration erfolgt in einer
Astrozytenscheide, durch welche sich, die bis jetzt noch undifferenzierten neuronalen
Vorlauferzellen, mit Hilfe von Adhésionsmolekiilen (PSA-NCAM) aneinander nach
vorne schieben (Rousselot, 1995; Lois, 1996; Doetsch, 1997). Hierbei wird eine Distanz
von mehreren Millimetern iiberwunden. Zur Bewdéltigung dieser Strecke brauchen die
Zellen, je nach Spezies, zwischen 7 und 14 Tagen. Nach ihrer Ankunft im BO erfolgt die
Differenzierung der Zellen. In diesem Zusammenhang zeigten Studien, dass ca. 96% der
sich im BO differenzierenden, neugeborenen Zellen sich tatséchlich zu granulidren bzw.

periglomeruldren Neuronen entwickeln (Abb.4; Kuhn, 1997).
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B Neurone
B Astrozyten
[J Andere

Abb.4: Differenzierungsverteilung neugebildeter Zellen

Fluoreszenzaufnahmen (konfokale Lasermikroskopie), die die unterschiedliche Differenzierung
von neugebildeten BrdU-positiven Zellen (grin) in BO (A) und GD (B) aufzeigen. Neuronale
Zellen (NeuN) zeigen eine rote und gliale Zellen (S100B) eine blaue Farbung. (C)
Verteilungsschema zur Verdeutlichung der primaren neuronalen Differenzierung der
neugebildeten Zellen. (Balken: 20 ym)

(Biebl, 2000; modifiziert)

In letzter Zeit wurden einschldgige Studien verdffentlicht, die liber ein Vorkommen
neugeborener Neuronen in weiteren Strukturen (z.B. Neocortex, Amygdala) des
Primatengehirns berichten (Gould, 1999b; Bernier, 2002). Dabei ist jedoch der Ursprung
dieser Zellen immer noch ungeklirt, da die vorliegenden Forschungsbefunde keine

Aufklarung bieten.

Regulation adulter Neurogenese

Mittlerweile wurde auch eine Anzahl von Einflussfaktoren identifiziert, die in vivo
regulativ in die Neurogenese eingreifen. So zeigten Untersuchungen, dass Nager die in
einer reizreichen Umgebung gehalten wurden, oder die Moglichkeit einer permanenten
physischen Aktivitdt erhielten, eine verstirkte Bildung neuer Nervenzellen aufwiesen
(Kempermann, 1997a; van Praag, 1999). Auch das Alter bzw. genetische
Priadispositionen, sowie die Erndhrung nehmen grofen EinfluB auf das

Neurogenesepotential (Kuhn 1996; Kempermann, 1997b; Lee, 2002).
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Neben diesen Faktoren sind auch Hormone, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren
beschrieben, die an der Regulation der adulten hippocampalen Neurogenese beteiligt
sind. Obwohl wahrscheinlich eine Vielzahl von Hormonen hier mitwirken konnte, wurde
bisher nur der inhibitorische Effekt von Glucocorticoiden und eine Forderung der
Proliferation durch Ostrogen nachgewiesen (Gould, 1992; Gould, 1994; Tanapat 1999).
Um den hemmenden Effekt von Glucocorticoiden zu zeigen, wurde die Freisetzung des
Hormons durch Ausschalten der adrenergen Stimulation inhibiert, was einen Anstieg der
Zellproliferation zur Folge hatte. Auch die Manipulation des Aktivierungszustandes des
NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptors (Subtyp des Glutamat-Rezeptors) zeigt einen
deutlichen Einfluss auf die Neurogenese. So findet sich nach seiner Aktivierung sehr
schnell ein Riickgang der Proliferationsrate und umgekehrt (Cameron, 1995; Cameron,
1998). Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es nicht verwunderlich, dass Stress zu einer
Reduktion der Neurogenese fiihrt. Denn Stress flihrt zu einer erhohten Freisetzung,
sowohl von erregenden Neurotransmittern, als auch von Glucocorticoid-Hormonen aus
der Nebenniere (Gould, 1997). Im Gegensatz hierzu kann in in vivo Modellen fiir
Schlaganfall (Liu, 1998; Takagi, 1999) und Epilepsie (Parent, 1997) im GD eine erhohte
Teilungsaktivitit neuronaler Vorlduferzellen festgestellt werden.

Eine eminente Rolle beziiglich des Proliferations- und Differenzierungsverhaltens kann
den Wachstumsfaktoren zugewiesen werden. Studien belegen, dass ihre intraventrikulare
Infusion enorme Auswirkungen auf das Proliferations- bzw. Differenzierungsverhalten
haben (Craig, 1996; Kuhn, 1997). Die Infusion von EGF (epidermal growth factor)
bewirkte einen starken Effekt beziiglich der Proliferation in der SVZ, nicht jedoch in der
GCL des GD. Obwohl kein lingerfristiges Uberleben der Zellen zu beobachten war,
konnte eine Verdnderung der Differenzierung nachgewiesen werden. Es wurde eine
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen glialer und neuronaler Differenzierung,
zugunsten glialer, festgestellt. FGF-2 (fibroblast growth factor-2) dagegen forderte
Proliferation, Uberleben und neuronale Differenzierung im System SVZ/RMS/BO,
jedoch nicht im Hippocampus (Kuhn, 1997). Des Weiteren wurde dokumentiert, dass die
Infusion von BDNF (brain derived neurotrophic factor) bzw. 1GF-1 (insulin-like growth
factor-1) eine deutliche Erhohung der Anzahl neugebildeter Neuronen im BO bzw. GD
nach sich zieht (Zigova, 1998; Aberg, 2000).

Funktionelle Bedeutung adulter Neurogenese

Uber die Funktion des Phinomens der adulten Neurogenese ldsst sich bis heute nur

spekulieren. Dass es sich bei den neu gebildeten Neuronen im Hippocampus um voll
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funktionsfahige und integrierte Zellen handelt, konnte kiirzlich nachgewiesen werden
(van Praag, 2002). Bleibt nur noch iiber die Bedeutung, d.h. die Griinde fiir dieses
Phidnomen zu spekulieren. So wird dem Hippocampus eine zentrale Rolle fiir kognitive
Funktionen zugeschrieben. Ob die Nervenneubildung in diesem Bereich jedoch damit in
Zusammenhang steht, wird zwar immer wieder vermutet (Shors, 2000), bedarf aber noch
eines endgiiltigen Beweises. Es gibt Hinweise, wie z.B. ein verbessertes Abschneiden bei
Verhaltenstests nach einer Stimulation der Neurogenese durch ein reizreiches Umfeld
(Kempermann, 1997a), Korrelation zwischen Lernfdhigkeit und genetisch
dispositionierter Neurogeneserate (Kempermann, 2002), Zunahme der Neurogenese in
Zusammenhang mit hippocampus-abhingigen Lernen (Gould, 1999c¢) oder die
Nervenneubildung im dorso-medialen Striatum (fiir das Erlernen von Liedern
verantwortliche Gehirnstruktur) von Kanarienvogeln (Goldman, 1983). Der direkte,
kausale Zusammenhang konnte jedoch bis heute nicht bewiesen werden. Die Moglichkeit
eines Zusammenhangs zwischen hochspezialisierten Strukturen im Gehirn einer Spezies
und Neurogenese stellt eine wichtige, noch zu tiberpriifende Hypothese dar.

Ebenso wie das Gesangszentrum bei Kanarienvogeln stellt das olfaktorische System bei
Nagern eine in sehr hohem Malle spezialisierte Region dar. Die Moglichkeit eines
funktionellen Zusammenhangs wird durch Befunde wie die Reduktion von Neurogenese
nach Verschluss eines Nasenlochs bei Ratten (Corotto, 1994) bzw. der Auffiillung der
hierdurch hervorgerufenen Zellverminderung im BO nach Wiederdffnung bestarkt
(Cummings, 1997). Eine weitere Studie (Rochefort, 2002) =zeigte eine erhohte
Uberlebensrate - jedoch keine erhdhte Proliferation - von neugebildeten Neuronen im BO
von Maiusen, wenn sie einer geruchsreicheren Umgebung ausgesetzt werden. Hierbei
wird kein Einfluss auf die Neurogenese im Hippocampus festgestellt. Untersuchungen
bei trichtigen bzw. sterilisierten, frisch verpaarten Méiusen dokumentierten auch eine
deutlich stimulierte Neurogenese im olfaktorischen System (Shingo, 2003). Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Neurogenese bei Verhaltensweisen wie
Partnerwahl oder Paarung bzw. Schwangerschaft eine bedeutende Rolle spielen konnte.
Nicht zu tibersehen ist der Befund, dass nach Gehirnschidigungen wie z.B. Schlaganfall
(Liu, 1998), epileptischer Anfall (Parent, 1997) oder selektiver cortikaler Lision
(Magavi, 2000) unter anderem auch eine Zunahme der Neurogeneserate festzustellen ist.

Dies konnte auf einen limitierten Reparaturmechanismus hindeuten.
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In vitro Untersuchungen adulter Neurogenese

Neben der in vivo Analyse setzt sich ein weiterer Zweig der Neurogeneseforschung mit
der Kultivierung und Charakterisierung neuronaler Stammzellen in vitro auseinander.
Zellen, die aus dem Hippocampus bzw. der SVZ adulter Méuse oder Ratten isoliert
wurden, konnten mit EGF oder FGF-2 expandiert werden und differenzierten nach
Entzug dieser Wachstumsfaktoren aus (Reynolds, 1992). Anhand von
Transplantationsexperimenten war es moglich zu zeigen, dass Vorlauferzellen aus dem
adulten Hippocampus, die keine neuronale Ausprigung aufwiesen und ein Jahr in
Zellkultur gehalten wurden, nach Implantation zuriick in den Hippocampus einer adulten
Ratte, ausdifferenzierten, und zwar sowohl neuronal, als auch glial (Gage, 1995). Diese
Zellen konnten ebenso in die SVZ bzw. RMS implantiert werden, von wo aus sie in die
GCL des BO einwanderten und neuronal ausdifferenzierten (Suhonen, 1996). Weitere
Studien zeigten, dass es auch moglich war, aus anderen Regionen des Gehirns (Striatum,
Septum, Neocortex, Nervus opticus) pluripotente Stammzellen zu isolieren, die sich in
thren Eigenschaften in keiner Weise von Stammzellen unterschieden, die aus

Neurogenesezonen isoliert wurden (Palmer, 1995; Palmer, 1999).

Eliminierung tiberschiissiger Zellen

Der Gedanke einer stindigen Neubildung an Nervenzellen im adulten Gehirn wirft die
Frage nach dem Schicksal dieser Zellen auf. Tatsache ist, dass die Zielstrukturen beider
proliferativen Zonen ein lebenslanges Wachstum aufzeigen. So wéchst im Gehirn einer
Ratte die GCL des BO zwischen dem 3. und dem 31. Lebensmonat um 7,5 Millionen
Zellen (Kaplan, 1985) und die GCL des GD zwischen dem 1. und dem 13. Lebensmonat
um ca. 375000 Zellen (Bayer, 1982a; Bayer, 1982b). Dies wiirde eine tdgliche Produktion
von ca. 9000 Zellen in der SVZ bzw. ungefdhr 1000 Zellen im GD bedeuten. Obwohl
bisher keine exakten Quantifizierungen der realen tdglichen Produktion an neuen Zellen
in diesen Regionen durchgefiihrt wurden, deutet eine Reihe von Untersuchungen darauf
hin, dass die Zahl der Zellneubildungen die Zellzunahme deutlich iibersteigt (Kaplan,
1985; Bayer, 1982a; Bayer, 1982b). Diese Differenz legt nahe, dass der tédglichen
Proliferation ein Eliminierungsprozess gegeniiberstehen muss, um eine vermeintliche
Uberproduktion zu vermeiden. Hauptwerkzeug dieser Eliminierung kénnte, ebenso wie
wihrend der Embryonalentwicklung, die Apoptose sein. Hier folgt der urspriinglichen
Uberproduktion an Nervenzellen eine drastische Reduktion, bei der bis zu 50 % der

gebildeten Nervenzellen wieder verloren gehen. Das Uberleben von Neuronen wird durch
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Wechselwirkungen mit ihren Zielzellen reguliert. Dabei spielt die Herstellung einer
korrekten synaptischen Verschaltung und die damit einhergehende Konkurrenz um
neurotrophe Faktoren eine grofle Rolle. Sie bewirken moglicherweise eine
Unterdriickung des Zelltodprogramms bei postmitotischen Zellen. Es konnte bisher eine
Reihe solcher neurotrophen Faktoren, wie z.B. NGF (nerve growth factor), BDNF, NT-3
(neurotrophin-3) und CNTF (ciliary neurotrophic factor) identifiziert werden, von denen
jeder das Uberleben getrennter Gruppen von Neuronen fordert (Oppenheim, 1991). Eine
Storung in diesem Gleichgewicht kann zu enormen Missbildungen des Gehirns fiihren.
So zeigten Embryonen von Knockout-Ratten, in denen die Aktivierung von Caspase 3
(Kuida, 1996) bzw. Caspase 9 (Kuida, 1998) zwei zentralen Enzymen der apoptotischen
Kaskade unterdriickt war, schwere Deformierungen des Cerebrums bzw. eine Vielzahl
von Hyperplasien. Der Vergleich mit der embryonalen Zelleliminierung wird dariiber
hinaus dadurch unterstiitzt, dass es sich bei der SVZ entwicklungsgeschichtlich um das
Residuum der Wand des Neuralrohrs, der Proliferationszone des embryonalen
Nervensystems, handelt.

Ein vergleichbares Gleichgewicht zwischen Neurogenese und Apoptose ist in einer Reihe
von adulten Invertebraten und Vertebraten zu festzustellen. Es ist nachweisbar, dass in
manchen Crustaceen (Homarus americanus; Harzsch, 1999) und Knochenfischen
(Apteronotus leptorhynchus; Zupanc, 1999) ein lebenslanger neuronaler Zellumsatz in
definierten Regionen des Gehirns stattfindet. Ein ebensolcher Zellumsatz findet sich auch
im olfaktorischen Epithelium adulter Sdugetiere (Calof, 1996). Dieses einzigartige,
allerdings im peripheren Nervensystem gelegene, Modelsystem wird haufig verwendet,
um die Interaktion von Neurogenese und Apoptose bei der Regulation der Neuronenzahl,

wéhrend der Embryonalentwicklung bzw. bei Regenerationsprozessen zu untersuchen.
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3. Apoptose

Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose

Der Tod eukaryotischer Zellen kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Man
unterscheidet hauptsdchlich zwischen Nekrose und Apoptose, die jeweils durch eine
Vielzahl unterschiedlicher morphologischer und biochemischer Faktoren gekennzeichnet
sind. Bei der Nekrose handelt es sich um einen pathologischen Prozess (Trump, 1965),
der durch eine Vielzahl physikalischer oder chemischer Ereignisse (z.B. O»-
Unterversorgung, Gifte, hohe Temperaturen, Viren oder Traumata) ausgelost werden
kann. Nach der Induktion kommt es zu einer Beeintrichtigung der Homdostase und zu
einer Storung des Ionenhaushalts der Zelle. Das daraus resultierende Anschwellen der
Zellorganellen bzw. der ganzen Zelle fiihrt, zusammen mit der Aktivierung
degradierender Enzyme, zu Fehlfunktionen und zum Zerfall der Zytoplasmamembran mit
anschlieBender Zelllyse. Diese Freisetzung der Zellinhaltsstoffe wiederum lost eine
lokale inflammatorische Reaktion aus.

Bei der Apoptose handelt es sich um einen Typus des Zelltods, der unter normalen
physiologischen Bedingungen stattfindet und an dem die Zelle aktiv ihr Schicksal
mitbestimmt (Kerr, 1972).
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Abb.5: Darstellung der beiden Hauptwege der Apoptose in Saugetierzellen

Sowohl der rezeptor-induzierte (a) als auch der mitochondriale (b) Weg fiihren nach Durchlauf
einer Kaskade unter anderem zur Aktivierung von Caspase 3 (c), was die Proteolyse einer Reihe
apoptotischer Substrate und die Degradierung der Zelle zur Folge hat.

(Hengartner, 2000; modifiziert)

Sie ist ein fester Bestandteil u.a. der Embryogenese, der Immunantwort und des normalen
Zellumsatzes vieler Strukturen.

In der Literatur werden 2 Hauptwege der Apoptose beschrieben (Abb. 5; Hengartner,
2000). Zum einem erfolgt die Induktion des Zelltods iiber sogenannte Death-Rezeptoren
wie z.B. CD95. In diesem Fall verursacht die Bindung des dazugehdrigen Liganden die
Bildung eines den Zelltod induzierenden Signalkomplexes, der iiber Adaptermolekiile
(z.B. FADD) zur Aktivierung der fiir den Zelltod wichtigen Caspasen fiihrt (Krammer,
2000). Der andere, sogenannte mitochondriale Hauptweg wird hauptsichlich als Reaktion
auf extra- oder intrazelluldre Ereignisse (z.B. oxidativer Stress oder Beschddigung der
DNA) aktiviert (Rich, 2000; Ravagnan, 2002). Es kommt zu der Freisetzung einer

Anzahl apoptotischer Faktoren (z.B. Cytochrom c) aus den Mitochondrien, was ebenfalls
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die Aktivierung einer Reihe von Caspasen zur Folge hat. Offensichtlich muss es neben
diesen beiden Wegen jedoch noch zusdtzliche Moglichkeiten der Induktion von Apoptose
geben. So wurde in letzter Zeit mehrfach in sich entwickelnden, postmitotischen
neuronalen Populationen eine Form des Zelltods festgestellt, der unabhingig von der
Aktivierung von Caspasen ist (Earnshaw, 1999; Wang, 2000; Oppenheim, 2001). Hierbei
scheint AIF (Apoptosis-inducing factor), eine mitochondriale Oxidoreduktase, eine
entscheidende Schliisselposition einzunehmen (Cande, 2002; Cregan, 2002). Es wird die
Aufgabe kommender Studien sein, weitere Details dieser Art des Zelltods zu beschreiben.
Die Apoptose ist mit einer Reihe von morphologischen und biochemischen
Charakteristika verbunden. Es kommt zu einer Aggregation des Chromatins und einer
nukledren und zytoplasmatischen Kondensation. AnschlieBend erfolgt der Zerfall der
Zelle in sogenannte apoptotische Korperchen. Hierbei handelt es sich um
membranumgrenzte Strukturen, die Ribosomen, morphologisch intakte Mitochondrien
und Kernmaterial enthalten. Diese apoptotischen Korperchen verursachen keine
inflammatorischen Prozesse und werden durch Makrophagen oder umliegende
Epithelzellen phagozytiert. Ein auffilliges und fiir die Detektion von Apoptose wichtiges
biochemisches Merkmal ist die Degradierung der DNA (Wyllie, 1980).

DNA-Degradierung wdihrend der Apoptose

Wihrend der Apoptose wird die DNA in 50 — 200 kb grof8e Fragmente zerteilt, die spéter
internukleosomal gespalten werden. So entstehen Fragmente mit einer Lange von 180 —
200 Basenpaaren (ungefdhre GroBe eines Nukleosoms) und deren Vielfache. Die so
entstandenen Fragmente dienen bei unterschiedlichen Methoden des Nachweises von
Zelltod (z.B. TUNEL, LM-PCR) als apoptotische Marker (Gavrieli, 1992; Blaschke,
1996). Diese Spaltungsprozesse werden unter anderem von einer spezifischen DNase
(CAD, caspase-activated DNase) hervorgerufen. CAD wird zusammen mit ICAD
(inhibitor of CAD), das gleichzeitig auch als Chaperon wirkt, synthetisiert. Kommt es in
einer Zelle zur Induktion der Apoptose, so erfolgt die Spaltung des CAD:ICAD
Komplexes. Das hierdurch aktivierte CAD ist nun in der Lage chromosomale DNA zu
degradieren. Die enzymatische Aktivierung dieses Prozesses erfolgt normalerweise durch
Caspase 3 (Abb.6; Nagata, 2000).

Neuere Arbeiten beschreiben einen weiteren Caspase-unabhdngigen Weg der DNA-
Degradierung. Bei diesem iiber AIF (apoptosis-inducing factor) induzierten Weg wird

die DNA durch EndoG, einer mitochondrien-spezifischen Endonuklease abgebaut (Li,
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2000; Daugas, 2000; Wang, 2002). Dieser Abbau der chromosomalen DNA wird dariiber
hinaus durch Exonuklease und DNasel unterstiitzt (Widlak, 2001). Um jedoch die genaue
Bedeutung von EndoG in diesem Zusammenhang zu erforschen sind weitere Studien
nétig. So wurde kiirzlich gezeigt, dass die internukleosomale Spaltung bei CAD”" DT40
Zellen blockiert ist, wenngleich die hochmolekulare Fragmentierung der DNA stattfindet
(Samejima, 2001).

Factor deprivation
Death factor

A Mitochondria
e

T m\'\ s :
¥

genotoxic anti-cancer drugs

Cleavage of many death substrates

ICAD
CAD ICAD
— % % g ﬂ:
ICAD
CAD mRNA . \f Degradation of DNA

Abb.6: Apoptotische Degradierung der DNA

CAD wird durch Caspase 3 aktiviert und ist unter anderem verantwortlich fiir die Degradierung

Caspale 3

der DNA wahrend der Apoptose.
(Nagata, 2000)

Caspasen: Exekutoren der Apoptose

Caspasen bilden eine Enzymfamilie von bisher 14 identifizierten Cystein-Proteasen
(Nakaya, 1999). Caspasen (cysteine aspartate-specific proteases) spielen eine zentrale
Rolle bei der Apoptose und sind iiber ein Cystein-Molekiil in ihrem aktiven Zentrum und
ihre Fiahigkeit Substrate spezifisch nach Aspartat zu spalten, definiert (Hengartner, 2000).
Ihre Synthese erfolgt als inaktives Proenzym, das aus einer N-terminalen Pro-Domine,

sowie einer groflen und einer kleinen Untereinheit besteht (Abb.7).
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Abb.7: Aktivierungsschema flir Caspasen

Die aktive Form der Caspase wird durch Spaltung einer inaktiven Pro-Caspase produziert. Diese
Aktivierung kann sowohl autoproteolytisch, durch andere Caspasen, als auch durch eine Anzahl
weiterer Proteine (z.B. Granzyme B) erfolgen. Eine Anzahl von Peptiden (z.B. Ac-DEVD-CHO
oder BAF) bzw. Proteinen (z.B. Crm A oder IAPs) kénnen diese Aktivierung inhibieren.

(bereitgestellt von F.-P. Wachs)

Die Aktivierung der Caspasen erfolgt durch Proteolyse an den spezifischen Aspartat-
Schnittstellen, wodurch eine gegenseitige Katalyse bzw. Autokatalyse ermoglicht wird.
Nach Aktivierung der sogenannten Initiator-Caspasen (z.B. Caspase 8 oder 9) kommt es
tiber eine Caspasen-Kaskade zur Aktivierung der eigentlichen Effektor-Caspasen (z.B.
Caspase 3). Dies fiihrt schlieBlich zur Spaltung einer Vielzahl von nukledren und
zytosolischen Proteinen, wie z.B. Lamin A und B, Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP), G-Aktin, MEKK-1 und Gelsolin (Earnshaw, 1999).

Bcl-2 Proteinfamilie: Regulatoren der Apoptose

Neben den Caspasen kommt der Bcl-2 Proteinfamilie eine regulatorische Relevanz bei
der Apoptose zu. Basierend auf Strukturdhnlichkeiten und funktionellen Kriterien 1ésst
sich die Bcl-2 Familie in drei Gruppen einteilen. Im Gegensatz zu Mitgliedern der
Gruppe 1 (z.B. Bcl-2, Bel-xp), mit anti-apoptotischer Wirkung, fordern Proteine der
Gruppe 2 (z.B. Bax, Bak) und der Gruppe 3 (z.B. Bik, Bid) den Zelltod. Unterschiede
zwischen den beiden pro-apoptotischen Gruppen sind vor allem auf struktureller Ebene
zu finden. Mitglieder der Gruppen 1 und 2 haben 2 - 4 konservierte Bcl-2 Homologie
Dominen (BH1-4), wohingegen Proteine der Gruppe 3 nur die BH3 Domine besitzen

(Tsyjimoto, 2000; Borner, 2003). Diese homologen Dominen ermoglichen den
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Mitgliedern der Bcl-2 Familie die Homo- bzw. die Hetereodimerisierung, wodurch pro-
und anti-apoptotische Vertreter der Familie miteinander funktionell interagieren konnen
(Adams, 1998). Dies kann zu einer gegenseitigen Neutralisierung fithren. Eine wichtige
Funktion der Mitglieder der Bcl-2 Familie stellt die Regulierung der Abgabe pro-
apoptotischer Faktoren, wie z.B. Cytochrom c, aus den Mitochondrien ins Zytosol dar
(Hengartner, 2000). Der Mechanismus hinter dieser Regulation ist bis dato nicht vollig
aufgeklirt. Vieles spricht fiir eine Oligomerisierung von Bcl-2 Homologen und einer
daraus resultierenden Porenbildung, die es Ionen und pro-apoptotischen Proteinen
ermoglichen konnte, ins Zytoplasma zu gelangen (Muchmore, 1996; Reed, 1997). Die
Freisetzung von Cytochrom ¢ wiederum fiihrt zu einer Aktivierung der Caspase-Kaskade
und somit zu einer Degradierung der Zelle (Li, 1997, Gottlieb, 2000; Ravagnan, 2002).

4. Zielsetzung

Die grundlegende Hypothese dieser Arbeit beruht auf der Annahme, dass im adulten
Gehirn von Siugetieren tiglich eine Uberproduktion von Nervenzellen stattfindet. Im
Rahmen der vorliegenden Studie soll diese Uberproduktion nachgewiesen und
quantifiziert werden. Dariiber hinaus soll das Schicksal dieser Zellen untersucht werden.
In diesem Zusammenhang wurde weiterhin die Hypothese aufgestellt, dass in den Zonen
adulter Neurogenese ein Eliminierungsprozess vorliegen muss, um schwerwiegende
Folgen fiir den Organismus zu verhindern. Dieser Eliminierungsprozess soll identifiziert,
lokalisiert und quantifiziert werden. Es soll auflerdem eine qualitative Analyse
durchgefiihrt werden, um die Identitét der zu eliminierenden Zellen feststellen zu konnen.
Nach einer ausreichenden Charakterisierung soll aulerdem untersucht werden, welchen
Einfluss man auf dieses potentielle Wechselspiel zwischen Proliferation und Zelltod
haben kann. Dementsprechend soll der Einfluss einer exogenen Regulation des Zelltods
untersucht werden. Dabei soll Versuchstieren ein apoptosechemmendes Substrat (Caspase-
Inhibitor) intraventrikuldr injiziert werden. Diesem soll die Untersuchung einer
endogenen Modulation gegeniibergestellt werden. Diese Analyse soll mittels transgener
Tiere durchgefiihrt werden, die einen genetischen Defekt (Uberexpression eines anti-
apoptotischen Gens) in der Regulation der apoptotischen Kaskade aufweisen. Die auf
diesem Wege gewonnenen Daten sollen dazu beitragen, die Regulation adulter
Neurogenese besser verstehen zu lernen, um dieses kdrpereigene Regenerationspotential

in der Zukunft therapeutisch nutzbar zu machen.



Il. Material und Methoden

1. Material und Bezugsquellen

1.1. Chemikalien

NBT/BCIP Roche, Mannheim
BrdU Sigma, Taufkirchen
DAB Sigma, Taufkirchen
DABCO Sigma, Taufkirchen
Eselserum Pan Biotech, Aidenbach
Propidiumjodid Sigma, Taufkirchen
PVA Sigma, Taufkirchen
ssDNA Sigma, Taufkirchen
tRNA Sigma, Taufkirchen

Alle weiteren Chemikalien wurden von Merck, Darmstadt bezogen.

1.2. Enzyme

DNase I Sigma, Taufkirchen
Ligase Promega, Madison, USA
RNA Polymerasen Promega, Madison, USA
RNasin Ribonuclease Promega, Madison, USA

Alle weiteren Enzyme wurden von New England Biolabs, Frankfurt am Main bezogen.
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1.3. Antikorper

ms o BrdU 1:400 Roche, Mannheim

ms o B-III-Tubulin 1:500 Promega, Madison, USA

ms o Nestin 1:1000 BD PharMingen, San Diego, USA
ms o NeuN 1:20 Salk Institute, San Diego, USA

b o hu/ms Caspase 3 active 1:5000 (WB) R&D Systems, Minneapolis , USA
bzw. 1:500 (IF)

rb o GFAP 1:500 DAKO, Hamburg

rb o S10083 1:2500 Swant, Bellizona, Schweiz

rt oo BrdU 1:500 Harlan SERA-LAB, Loughborough, England
sh o DIG AP 1:500 Roche, Mannheim

sh o DIG FITC 1:100 Roche, Mannheim

Samtliche Sekundérantikdrper wurden von Dianova, Hamburg bezogen. Als Verdiinnungen wurden 1:500

(Biotin) bzw. 1:1000 (Fluoreszenz) verwendet.

1.4. Tiere

Im tierexperimentellen Teil dieser Arbeit wurden hauptsidchlich junge adulte Wistar
Ratten bzw. C57BL/6 Mause aus der Zucht Charles River (Sulzfeld) verwendet.

Die transgenen Bcl-2 iiberexprimierenden Mause wurden freundlicherweise von Robert
M. Friedlander (Cardiovascular Research Center, Harvard Medical School, Charleston,
USA) zur Verfiigung gestellt. Sie stammen aus der Zucht von JM Martinou (Glaxo
Institute for Molecular Biology, Geneva, Switzerland). Es handelt sich hierbei um Tiere
der Linie NSE 73 (Martinou, 1994), d.h. die Uberexpression des humanen Bcl-2
Proteins erfolgt neuronal unter Kontrolle des NSE (neuron-specific enolase) Promotors.
Die Expression in dieser Linie konnte sowohl embryonal (reduziert ab E 13), als auch
im adulten Tier detektiert werden. Im adulten Tier ist eine hohe Bcl-2 Expression,
neben einer Vielzahl weiterer Gehirnarealen sowohl im BO, als auch im GD

nachgewiesen.
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2. Puffer und Losungen

2.1. Puffer und Medien

0,1 M Boratpuffer: Borsdure 3,09¢g
H2Odest ad 450 ml
pH 8,5 mit 5 N NaOH einstellen

0,2 M PO,*-Puffer: NaH,PO, x H,0 6,35g
NazHPO4 X7 Hzo 41,35g
HZOdest ad 1000 ml
PBS: 0,2 M PO,”-Puffer 500 ml
NaCl 9¢g
H;Oest ad 1000 ml
10 x TBS: Trizma HCI 1322 ¢
Trizma Base 19,4 ¢
NaCl 90 g
H;O4est ad 1000 ml
20 x SSC: NaCl 1753 g
NaCitrat x 2 H,0 88,2 ¢g
HZOdest ad 1000 ml

pH 7,0 mit 1 N HCI einstellen

Substrat Puffer: Tris-HCI ph 9,5 0,1 M
NaCl 0,1M
MgCl, 50 mM
5x TE: Tris-HCI pH 8,0 50 mM
EDTA 5 mM
10 x TBE: Tris 500 mM
Borsdure 500 mM

EDTA 10 mM
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5 x Auftragspuffer.

LB-Medium:

Saccharose 50 % (w/v)
Harnstoff 4 M
EDTA 50 mM
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
Bacto-Trypton 10g
Bacto-Hefeextrakt 5g
NacCl 10g
H>Ogest ad 1000 ml

Zur Herstellung von LB-Platten wurde vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto-Agar zugesetzt. Zur

Herstellung von Kanamycin'-Platten wurden dem abkiihlenden Medium 25 pg/ml Kanamycin

zugegeben.

2.2. Farbelosungen

DAB-Firbelosung:

BCIP/NBT-Firbelosung:

NBT-Stammlsg.:

TBS 40 ml
H,0, (30 %) 12 pl
NiClo-Lsg (8 %) 200 pl

DAB tetrahydrochlorid (20 mg/ml) 500 pl

NBT-Stammlsg. 450 ul
BCIP-Stammlsg. 350 pl
Substrat Puffer (siche 2.1.) 100ml

75 mg/ml Nitro Blue Tetrazolium in 70 % Dimethylformamid/30 % H,0,

Lagerung: -20°C

BCIP-Stammlsg.:

50 mg/ml Bromo-chloro-indolyl-phosphat Toluidinsalz in Dimethylformamid

Lagerung: -20°C
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2.3. Allgemeine histologische Losungen

CPS:

PVA-DABCO:

Glycerin
Ethylenglycol
0,1 M PO, -Puffer

250 ml
250 ml
500 ml

12 g Glycerol und 4,8 g PVA wurden gut vermischt, mit 12 ml H,04 versetzt und UN gemischt. Nach

Zugabe von 24 ml 0,2 M Tris pH 8 — 8,5 wurde unter gelegentlichen Schiitteln fiir 30 min auf 50°C

erhitzt. Danach erfolgte eine Zugabe von 2,5 % (w/v) DABCO (Triethylendiamin). Nach Durchmischung

wurde 2 x 15 min mit 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen, aliquotiert und bei

—20°C gelagert.

Pra-Hybridisierungs Mix:

20 x Denhardt:

4 % Paraformaldehyd:

Formamid

20 x SSC

20 x Denhardt

ssDNA

tRNA

HyO0est ad
Ficoll
Polyvinylpyrrolidon
BSA

in 3 x SSC l6sen

5ml
2,5ml
2,5ml
S mg
5 mg
10 ml
0,4 %
0,4 %
0,4 %

4 g Paraformaldehyd werden in 50 ml HyOg4. nach Zugabe von 100 pl 10 N NaOH unter stindigen

Riihren und Erwarmung auf 70°C gelost. Hat sich das Paraformaldehyd vollstandig geldst, werden 50 ml

0,2 M PO,-Puffer zugegeben und durch einen Faltenfilter filtriert.

30% Saccharose:

Gelatine-Losung:

Saccharose

0,1 M PO,*-Puffer

Gelatine (300 Bloom)
Chromkaliumsulfat
H2Odest

150 g
400 ml

35¢g
035¢g
700 ml
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3. Histologie

3.1. Histochemie

3.1.1. Nissl-Farbung

Die fixierten Gehirnschnitte wurden auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager
aufgezogen. Nach dem Antrocknen durchliefen die Objekttriger eine absteigende
Isopropanol-Reihe. Ausgehend von einer 1:1 Isopropanol/Chlorophorm-Mischung
verweilten die Objekttrager jeweils 2-3 min in 100 % (2 x), 96 % (2 x), 70 % und 50 %
Isopropanol. Vor dem nun folgenden Farbeschritt wurden die Objekttrager noch 2 x 3
min in HyOg4esr gewaschen. Die Farbung erfolgte mittels Inkubation in einer 1,5 %igen
Kresylviolett-Losung. Die Eintauchdauer war abhéngig von der Schnittdicke und der
Vorbehandlung des Gewebes.

Eine potentielle Uberfirbung wurde mittels einer 70 % Isopropanol/0,5 % Acetat-
Losung korrigiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen in H;Oges erfolgte eine
Nachdifferenzierung (10 min) in flieBendem Leitungswasser. AbschlieBend wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Isopropanol-Reihe (30 %, 50 %, 70 %, 2 x 96 %, 2 x
100 %) wieder entwéssert, 3 x 3 min in NeoClear (Merck, Darmstadt) geklédrt und mit
dem Eindeckmittel NeoMount eingedeckelt.

3.1.2. DAPI-Firbung

Die fixierten Gehirnschnitte wurden auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. Die anschlieBende Inkubation in DAPI (15 min in 50
png/ml; Roche, Mannheim) erfolgte bei RT und im Dunkeln. Danach wurden die
Objekttrager 3 x 10 min in TBS gewaschen und mit PVA-DABCO eingedeckelt. Das

Waschen und die Lagerung erfolgten ebenfalls im Dunkeln.
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3.2. Immunhistochemie

3.2.1. Immunfirbungen

Fir Immunfirbungen wurden perfusionsfixierte, auf dem Schlittenmikrotom,
gewonnene Gewebeschnitte verwendet. Die Farbung erfolgte unter stindigem Schiitteln
in Zellkulturschalen in Verbindung mit Netzeinsdtzen (Costar, Corning, USA). Die
Schnitte wurden 3 x 10 min in TBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie 30 min in
einer 0,6 % H,Oy/TBS-Losung inkubiert (dies war bei Verwendung
fluoreszenzmarkierter sekundirer Antikorper nicht noétig). Nach einem erneuten
Waschschritt (2 x 10 min in TBS) wurden die Schnitte 30 min in 3 % Eselserum/0,1 %
Triton X-100/TBS blockiert. Der primire Antikdrper wurde in der gleichen Losung
aufgenommen, auf die Schnitte aufgetragen und UN bei 4°C inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt (2 x 10 min) am néchsten Tag erfolgte eine erneute Inkubation in
Blockierungslosung (3 % Eselserum/0,1 % Triton X 100/TBS) fiir 10 min.
Anschliefend wurde der in Blockierungslosung verdiinnte Sekundérantikdrper
aufgetragen. Fluoreszenzfiarbungen wurden erneut 3 x 10 min gewaschen, auf mit
Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und mit PVA-DABCO eingedeckelt.

Alternativ konnten biotinylierte Sekundarantikdrper verwendet werden. Hierbei wurden
nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS die Schnitte 60 min mit Vectastain
(Vector, Burlingame, USA) inkubiert. Dabei kam es zu einer Konjugation der
Sekundérantikorper mit Peroxidase. Diese Peroxidase katalysierte nach nochmaligen
Waschen (2 x 10 min in TBS) die eigentliche Firbereaktion. Hierzu wurde 5-10 min in
einer DAB-Firbelosung inkubiert. AbschlieBend wurden die Schnitte 4 x 5 min in
Leitungswasser inkubiert. Die Schnitte wurden in PO,>-Puffer bei 4°C gelagert, bis sie
auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen werden konnten. AbschlieBend
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Isopropanolreihe (30 %, 50 %, 70 %, 2 x 96
%, 2 x 100 %) entwéssert, 3 x 3 min in NeoClear (Merck, Darmstadt) gekldrt und mit

NeoMount eingedeckelt.

3.2.2. o BrdU-Firbung

Um eine stereologische Quantifizierung durchfiihren zu konnen, wurden Serienschnitte

der Gehirne angefertigt. Hiervon wurde jeder 6. Schnitt gefarbt und ausgewertet.
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Fiir die Durchfiihrung einer o BrdU-Farbung ist eine Vorbehandlung nétig, um die
DNA zu denaturieren und so die Freilegung des darin eingebauten Antigens (BrdU) zu
ermOglichen. Hierzu wurden die Schnitte 90 min in 50 % Formamid/2 x SSC auf 65°C
erhitzt, dann 5 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC gewaschen, 30 min in 2 N HCI bei
37°C inkubiert und nochmals 10 min in 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5) gespiilt. Dieser wird
durch mehrmaliges Waschen mit TBS (4 x 5 min) wieder entfernt. Als Primdrantikorper

wurden ms o BrdU in der Ratte bzw. rt o BrdU in der Maus verwendet.

3.2.3. TUNEL-Firbung

Die hier durchgefiihrte TUNEL-Farbung ist eine Modifikation des ApopTag®
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Intergen, Purchase, USA).

Fir die Farbung wurden 14 pm dicke Kryostatschnitte verwendet. Um eine
stereologische Quantifizierung durchfiihren zu kénnen, wurde jeder 10. Schnitt des in
Serie geschnittenen Gehirns gefdrbt. Zur Detektion der DIG-markierten apoptotischen
Zellen wurde ein sh o DIG-FITC Antikorper (Roche, Mannheim) benutzt. Zur
Gegenfirbung wurde Propidiumjodid (Stammlésung Img/ml wird 1:2500 in PBS
verdiinnt) verwendet. Hierzu wurden die Objekttrager 5 min in Hellendahl-Gefdf3en
inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrdger 4 x 5 min in PBS gewaschen und mit
PVA-DABCO eingedeckelt.

Die Farbungen konnen auch auf perfusionsfixierten Gewebe (40 um;
Schlittenmikrotom) durchgefiihrt werden. Hierzu wurde ein zu 3.2.4. TUNEL-
Mehrfachmarkierungen identisches Protokoll verwendet. Anstatt der auf die
Nachfixierung folgenden Immunfirbung wurden die Gewebeschnitte auf mit Gelatine
beschichtete Objekttrager aufgezogen, mit Propidiumjodid gegengefarbt und
eingedeckelt.

3.2.4. TUNEL-Mehrfachmarkierungen

Fir die TUNEL-Mehrfachmarkierungen wurden perfusionsfixierte, mit dem
Schlittenmikrotom gewonnene Gewebeschnitte benutzt. Die Farbung wurde unter
stindigem Schiitteln in Zellkulturschalen mit Netzeinsatz (Costar, Corning, USA)

durchgefiihrt. Die Schnitte durchliefen nach mehrmaligen Waschen (3 x 10 min in PBS
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und 1 x 2 min H;Og4) sowohl eine aufsteigende als auch eine absteigende
Isopropanolreihe (50 %, 70 %, 90 % fiir je 2 min; 100 % EtOH fiir 10 min; 90 %, 70 %,
50 % EtOH fiir je 2 min). Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS erfolgte eine
zweiminiitige Aquilibrierung der Schnitte in TUNEL Verdiinnungspuffer (Roche,
Mannheim). Die TUNEL-spezifische Enzymreaktion erfolgte, ebenso wie die
Aquilibrierung, in einem 1,5 ml Eppendorff-ReaktionsgefdB bei 37°C. Es wurde ein
Mix aus 15 % TdT, 35 % Reaktionspuffer und 50 % TUNEL Verdiinnungspuffer
verwendet. Die Enzymreaktion wurde nach 60 min mittels Stopp-Puffer beendet. Hierzu
wurde 10 min schiittelnd bei RT inkubiert. Nach erneuten Waschen (3 x 10 min in PBS)
folgte die Antikorperinkubation. Ab diesem Zeitpunkt fanden alle Arbeitsschritte im
Dunkeln statt. Zuerst wurde 1 h bei RT mit sh o DIG FITC (Roche, Mannheim)
inkubiert. Hierfiir wurde der Antikorper 1:100 in Blockierungslésung inkubiert. Zur
Verstirkung des Signals wurde nach erneutem Waschen (3 x 10 min in PBS) fiir 1 h in
dk a sh IgG-FITC inkubiert. Nach dem Auswaschen des iiberschiissigen Antikorpers (3
x 10 min in PBS) wurde mit 4 % Paraformaldehyd nachfixiert.

Nun wurde erneut 3 x 10 min in PBS gewaschen und 1 h mit 3 % Eselserum/0,1 %
Triton X-100/PBS blockiert. Die weiteren primédren Antikdrper wurden in der gleichen
Losung verdiinnt und UN bei 4°C aufgetragen. Am nichsten Morgen wurde wieder 2 x
10 min in PBS gewaschen. Vor dem Auftragen des sekundidren Antikdrpers wurde
nochmals 10 Minuten in 3 % Eselserum/0,1 % Triton X-100/PBS blockiert. Die
Inkubation mit sekundiren Antikérpern in 3 % Eselserum/0,1 % Triton X-100/PBS
dauerte 60 min und wurde durch ein erneutes dreimaliges Waschen mit PBS beendet.
Die Schnitte wurden nun auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen. Man
lieB sie kurz antrocknen, bevor sie mit PVA-DABCO eingedeckelt wurden. Die
Lagerung erfolgte in lichtdichten Objekttragerkasten.



Material und Methoden

25

3.3. In situ Hybridisierung

3.3.1. In vitro Transkription von Dig-markierter RNA

Fiir die Transkription fanden linearisierte Plasmide Verwendung, in welche vorher die

gewiinschten cDNA-Fragmente subkloniert wurden.

cDNA Linge (bp) Vektor Enzym Promotor
pCR-Script
Eco R T3 (as
CPP 32 742 (Stratagene, (as)
Amsterdam, Sac | T7 (s)
Niederlande)
pCR-Script
EcoR T3 (as
Nedd 2 339 (Stratagene, (as)
Amsterdam, Sac | T7 (s)
Niederlande)

Fiir die eigentliche Transkriptionsreaktion wurde ein Mix aus dem Riboprobe® Buffer

System (Promega, Madison, USA), dem DIG RNA Labeling Mix (Roche, Mannheim)

sowie RNA Polymerasen und RNasin® Ribonuklease Inhibitor der Fa. Promega

(Madison, USA) verwendet:

Riboprobe”™ Buffer System; Promega

Transcription Buffer [5x] 8 ul ‘
(Madison, USA)
Riboprobe® Buffer System; Promega
DTT [100 mM] 4 ul _
(Madison, USA)
RNasin [20 U/ul] 2 ul Promega (Madison, USA)
DIG RNA Labeling Mix [10x] 4 ul Roche, Mannheim
DEPC H,0O 14 ul Riboprobe”™ Buffer System; Promega
linearisiertes Plasmid [0,5 pg/pl] | 4 ul Siehe oben
RNA Polymerase [20 U/ul] 3ul Promega (Madison, USA)

Dieser Ansatz wurde gut gemischt und 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung der DNA

Matrize wurden dem Ansatz nun 2 pl RQ1 RNase-free DNase I [1 U/ul] zugesetzt und
15 min bei 37°C inkubiert. Um die DIG-markierten RNA-Sonden von den restlichen
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freien Nukleotiden zu trennen, wurden Quick Spin Columns der Fa. Roche (Mannheim)
verwendet. Die Konzentration der RNA-Sonden wurde photometrisch bestimmt und mit

DEPC H;O auf 100 ng/ul verdiinnt. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

3.3.2. Hybridisierung

Die Hybrisierung wurde auf Kryostat-Schnitten durchgefiihrt. Diese wurden 5 min in

4 % Paraformaldehyd fixiert, anschlieBend 2 x 5 min in PBS gewaschen und fiir 10 min
in 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) inkubiert. Die Inkubation in 0,1 M Triethanolamin
wurde nochmals wiederholt. Diesmal jedoch nach Zugabe von 0,25 %
Essigsdureanhydrid. Danach wurde erneut 2 x in PBS gewaschen. Nun wurde fiir 4 h
bei 72°C in einer feuchten Kammer mit einem Prid-Hybridisierungs Mix inkubiert.
Hierzu wurden 100 - 200 ul des Gemisches auf einen Objekttriger aufgetragen und mit
Parafilm gegen Verdunstung geschiitzt. Nach Ablauf der 4 h wurde der Pra-
Hybridisierungs Mix vorsichtig abgezogen und durch den eigentlichen Hybridisierungs
Mix ersetzt. Dieser ist von der Zusammensetzung identisch, enthilt jedoch 0,2 — 2 ng/ul
der DIG-markierten RNA Sonde. Diesmal wurden 100 pl pro Objekttriager aufgetragen,
mit Parafilm abgedeckt und UN bei 72°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am
nichsten Tag wurde 2 x 5 min in 2 x SSC bei RT gewaschen. Anschlieend wurden die
Objekttrager 3 x 40 min in 50 % Formamid/5 x SSC bei 70°C inkubiert und nochmals 5
min in 2 x SSC bei RT gewaschen. Der nun folgende 15 min Blockierungsschritt
erfolgte durch Zugabe eines Blockierungspuffers [2 % Blocking Reagent (Roche,
Mannheim)/TBS/0,3 % Triton X-100)]. Diese Losung wurde auch fiir die anschlieende
Antikorperinkubation verwendet. Dazu wurde der sh o Dig AP Antikorper (Roche,
Mannheim) 1:500 verdiinnt und fiir 2 — 3 h bei RT aufgetragen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 2 x 10 min in TBS und 1 x 10 min in Substrat
Puffer gewaschen. Zur Detektion wurden die Objekttriger in NBT/BCIP-
Entwicklungslésung gegeben und im Dunkeln inkubiert. Die Entwicklung des Signals
kann von 1 bis zu 120 h dauern. Bei langeren Entwicklungszeiten sollte die Farbelosung
alle 24 h gewechselt werden. Dazwischen sollte einmal mit Substrat Puffer gewaschen
werden. Nach der Entwicklung des Signals wurde die Reaktion mit 5 x TE Puffer (pH
7,5) gestoppt und die Objekttrager mit Aquatex (Merck, Darmstadt) eingedeckelt.
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4. Isolierung von Nukleinsiuren

4.1. Isolierung von DNA

Die Isolierung der DNA erfolgte mittels des FastDNA®Kits (BIO 101, Vista, USA). Der
Aufschluss des Gewebes erfolgte in einem FastPrep®Instrument (BIO 101, Vista,
USA). Hierzu wurde das Gewebe in die mitgelieferten Reaktionsgefile gegeben, aus
denen vorher die Granuldrkorner entfernt wurden, so dass nur noch die integrierte 74
Inch Kugel das Gewebe mechanisch zerkleinerte. Fiir die chemische Lyse wurde die

mitgelieferte CLS-TC Losung verwendet.

4.2. Isolierung von RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte mit Hilfe von TRI REAGENT® (Molecular Research

Center, Inc., Cincinnati, USA) entsprechend den Angaben des Herstellers.

4.3. Analyse der Nukleinsiuren

4.3.1. Photometrisch

Nukleinsdure-Losungen wurden 1:20 in sterilem Wasser verdiinnt. In einer
Mikrokiivette (100 ul Volumen) wurde die optische Dichte (OD) gegen Wasser bei 260
nm und 280 nm photometrisch (Ultraspec 3000; Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) bestimmt. Die ODye ergibt direkt die Konzentration der DNA-Losung in
ug/ul. Bei einer ODssp > 1 wurde die Losung weiter verdiinnt und der
Verdiinnungsfaktor im Anschluss eingerechnet. Das Verhiltnis OD,4/OD,sp weist auf

Proteinverunreinigungen hin.
4.3.2. Agarosegele
Die Qualitét isolierter DNA-Proben wurde mittels 0,8 — 1,5 % Agarosegele iiberpriift.

Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer aufgekocht, nach Abkiihlung auf 50°C mit
1/10000 Volumen Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und anschliefend das Gel
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gegossen. Die Proben wurden vor dem Lauf mit 1/5 Volumen 6 x Auftragspuffer
versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80 — 120 V in 1 x TBE. Im
Anschluss wurden die Banden im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht. Bei der
Uberpriifung von RNA wurde nach dem gleichen Schema verfahren, mit dem

Unterschied, dass RNase freies DEPC Wasser verwendet wurde.

5. PCR-Techniken

5.1. LM-PCR

Zur Visualisierung der bei der Apoptose entstechenden DNA-Fragmente wurde,
aufgrund des geringen prozentualen Anteils an apoptotischen Zellen, eine &uBerst
sensible Detektionsmethode (LM-PCR; Abb. 8), verwendet. Die hier durchgefiihrte
LM-PCR basiert auf dem ApoAlert' LM-PCR Ladder Assay Kit (CLONTECH, Palo
Alto, USA), das im Rahmen dieser Arbeit modifiziert wurde. Die Ligation erfolgte nach
den Angaben des Kit-Herstellers, jedoch unter Verwendung einer T4 DNA Ligase (1,5
u/Ansatz; GIBCO Life Technologies, Rockville, USA). Die PCR erfolgte mit Hilfe des
CLONTECH Advantage® cDNA Polymerase Mixes in einem PTC-200 Thermocycler
(MJ Research, Waltham, USA).

PCR-Programm:

8 min 72°C
26 Zyklen: 1 min 94°C Denaturierung
I min 55°C Annealing
1 min 72°C Synthese
optional 15 min 72°C

Je 15 pl der entstandenen PCR-Produkte wurden auf ein 1,2 %iges Agarosegel
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 80 V fiir 90 min. Die Auftrennung wurde auf
einem UV-Leuchtschirm kontrolliert und mit einer Gel Print 20001 Station (MWG

Biotech; Ebersberg) ausgewertet und dokumentiert.
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Abb.8: Grundprinzip der LM-PCR

Zur Visualisierung der wahrend der Apoptose ablaufenden DNA-Degradierung werden an die
entstandenen DNA-Fragmente sogenannte Adapter ligiert. Diese Adapter bilden bei der
folgenden PCR die Ansatzstelle fur die Primer. Auf diesem Wege ist eine dullerst sensitive

Apoptosedetektion moglich.

5.2. RT-PCR

Die Detektion der Expression verschiedener Molekiile wurde mittels des
SUPERSCRIPT™ One-Step RT-PCR Systems (GIBCO Life Technologies Rockville,
USA) durchgefiihrt. Um etwaige Unterschiede in der Expression zu detektieren, wurde
die Zahl der Amplifikationszyklen bzw. der eingesetzten DNA Menge wihrend der
PCR variiert.
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Folgende Nukleotide wurden als Primer verwendet:

S=CoderG, R=AoderG, W=AoderC, K=GoderT, Y=ToderC

Caspase 2 (Nedd 2):

F-Primer: CAG AGC ATA GCC ACA TAT CAT GTC TGA GCG

R-Primer: GCA AGC ATA GCC ACA TAT CAT GTC TGA GCG
Caspase 3 (CPP32):

F-Primer: ATG GAA TAT ATC TGG ACA GCA GTT AC

R-Primer: GAG CAT KGA NAC AAT ACA YGG SAT CTG
Caspase 9:

F-Primer: GGA GGT GAA GRR CGA CCT GAC TGC

R-Primer: AGA TGT CAC TGG GKG TRG GCA AACT
GADPH:

F-Primer: ATT GTC AGC AAT GCA TCC TGC A

R-Primer: AGA CAA CCT GGT CCT CAG TGT A

PCR-Programm:

20 min 50°C cDNA Synthese
30 Zyklen: 15 sek 94°C Denaturierung
30 sek 55°C Annealing
1 min 72°C Synthese
optional 7 min 72°C

Je 15 pl der entstandenen PCR-Produkte wurden auf ein 1,2 %iges Agarose-Gel
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 80 V fiir 90 min. Die Auftrennung wurde auf
einem UV-Leuchtschirm kontrolliert und mit einer Gel Print 20001 Station (MWG

Biotech; Ebersberg) ausgewertet und dokumentiert.

6. Klonierung von DNA-Fragmenten

6.1. Gewinnung der DNA

Es wurden 45 pl des relevanten RT-PCR-Ansatzes auf ein 1,2 % Agarosegel
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die DNA-Banden im UV-
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Licht (254 nm) sichtbar gemacht und ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem
Gel erfolgte mit Hilfe des Agarose Gel DNA Extraction Kits (Roche, Mannheim). Ein
Teil der extrahierten DNA wurde erneut mittels eines Agarose-Gels auf ihre Qualitét

tiberpriift.

6.2. Klonierung und Plasmid-Isolierung

Die Transformation geschah mittels des Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning Kits
(Invitrogen, Carlsbad, USA) unter Verwendung der mitgelieferten TOP10 One Shot™
kompetenten Zellen (E. coli). Diese wurden auf LB-Agarplatten (Kanamycin')
ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert. 16 der am niichsten Tag sichtbaren Klone wurde
gepickt und in 10 ml fliissigen LB-Medium (Kanamycin') erneut UN inkubiert. Die
Isolierung der Plasmide aus den Klonen erfolgte mit Hilfe des QlAwell 8 Plasmid Kits
(Qiagen, Hilden). AbschlieBend wurden die GroBe und die Qualitit des Plasmids erneut
elektrophoretisch iiberpriift.

6.3. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte durch die Fa. Sequiserve (Vaterstetten), wobei die

Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger, 1977) verwendet wurde.

7. Western Blotting

Aus den zu untersuchenden Geweben wurde Protein mittels TRI® REAGENT
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, USA) geméll Anleitung extrahiert. Alle
weiteren Schritte erfolgten nach Ausubel et al. (1999).

8. Gewebeaufarbeitung

8.1. Perfusionsfixierung

Vor Beginn der Perfusionsfixierung erhielten die Ratten eine ,Uberdosis“

Anisthetikum, d.h. ca. 2-3 ml des Anisthetikums (vgl. Kapitel II. 9.1.) wurden
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intraperitoneal injiziert. Den tief narkotisierten Tieren wurde der Brustraum gedffnet,
eine Perfusionsnadel in die linke Herzkammer eingefiihrt und bis zur Aorta
vorgeschoben. AnschlieBend wird durch einen gezielten Schnitt die rechte Vorkammer
des Herzens geoffnet, um ein Abfliesen des vendsen Blutes zu ermdoglichen.
Gleichzeitig wurde begonnen, mittels einer Midi-Vario MS/CA 4-6 Peristaltikpumpe
(Ismatec, Wertheim-Mondfeld) eisgekiihlte 0,9 %ige NaCl-Losung {iiber die
Perfusionsnadel in das Tier zu pumpen. AnschlieBend wurde auf eisgekiihltes 4 %iges
Paraformaldehyd umgeschaltet. Nach einigen Minuten wurden die Tiere dekapitiert und

die Gehirne konnten entnommen werden.

8.2. Gehirnentnahme

Perfusionsfixierte Gehirne wurden sofort nach der Entnahme nachfixiert. Hierzu
wurden sie in 4 % Paraformaldehyd-Losung eingelegt und bei 4°C leicht geschiittelt.
Die Nachfixierung war mit dem Absinken des Gehirns auf den Gefdf3boden beendet (ca.
24-30 h). AnschlieBend wurden die Gehirne in 30%iger Saccharose-Losung bei 4°C
gelagert.

Gehirne, die vor der Entnahme nicht perfusionsfixiert wurden, mussten, um die Struktur
moglichst zu erhalten, umgehend eingefroren werden. Dabei kam pulverisiertes

Trockeneis zur Anwendung. Im Anschluss wurden die Gehirne bei —80°C gelagert.

8.3. Herstellung von Gewebeschnitten

8.3.1. Gelatine-Beschichtung von Objekttrigern

Die Objekttriger wurden vor dem Beschichten 10 min in Chromschwefelsdure
gereinigt. AnschlieBend wurden sie fiir 30 - 60 min in Leitungswasser vorgespiilt und
10 min in deionisiertem Wasser nachgespiilt. Die gereinigten Objekttriger wurden 1
min in frisch filtrierte Gelatinelosung gestellt und UN bei 37°C getrocknet. Der

Beschichtungsvorgang wurde am nédchsten Tag nochmals wiederholt.
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8.3.2. Schneiden am Schlittenmikrotom

Das Schneiden der perfusionsfixierten Gehirne erfolgte mittels eines modifizierten SM
2000 R Schlittenmikrotoms (Leica, Bensheim). Der urspriingliche fiir Paraffinschnitte
vorgesehene Kopf des Mikrotoms wurde durch einen Kupferkopf ersetzt, der das
Auffrieren der zu schneidenden Gehirne ermdglichte. Dieser wurde mit Trockeneis und
Ethanol vorgekiihlt. AnschlieBend wurde ein Einbettmedium (Tissue Tek; Sakura,
Torrance, USA) aufgebracht. Hierauf wurde das Gehirn mit einen Tropfen PO,* -Puffer
aufgefroren und mit pulverisierten Trockeneis iiberhduft. Nach kompletter
Durchfrierung des Gehirns wurde mit dem Schneiden begonnen. Die Schnittdicke
betrug 25 um bei Méuse- und 40 um bei Rattengehirnen. Die Schnitte wurden in mit
Gefrierschutzlosung (CPS) befiillten 96-Well Platten (Costar, Corning, USA) bei —20°C
gelagert.

8.3.3. Schneiden am Kryostat

Unfixierte Gehirne wurden mittels eines CM 3000 Kryostaten (Leica, Bensheim)
geschnitten. Die Gehirne wurden mit Einbettmedium (Tissue Tek; Sakura, Torrance,
USA) auf den Objekthalter aufgefroren und auf eine Dicke von 14 pm geschnitten
(Objekttemperatur: -17°C; Kammertemperatur: -18°C).

Die Schnitte wurden direkt auf Adhisionsobjekttriger (SuperFrost® Plus; Menzel-
Gléser, Braunschweig) aufgebracht. Nach dem Antrocknen der Schnitte auf den

Objekttriager bei RT wurden diese bei —80°C gelagert.

9. In vivo Experimente zur Modulation der Apoptose neuronaler Stamm- und

Vorlauferzellen

9.1. Injektion eines Caspase-Inhibitors in den Seitenventrikel

Fiir dieses Experiment wurden ménnliche Wistar-Ratten verwendet (n = 40; Charles
River; Sulzfeld). Zu Beginn des Experiments waren die Tiere ca. 3 Monate alt und ihr
Gewicht betrug 275 g + 25 g. Die Tiere wurden in 4 Versuchsgruppen eingeteilt. Es gab
jeweils 2 friihe Gruppen und 2 spite Gruppen (jeweils eine Gruppe die den Caspase-

Inhibitor erhielt und eine Kontrollgruppe).
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Abb.9: Versuchsablauf des Caspase-Inhibitor Experiments

Fiir die Anésthesie wurde ein Mix aus Ketamin (24,8 mg/ml; 10% Ketamin, WDT,
Garbsen), Acepromazinmaleat (0,248 mg/ml; Vetranqui1®, SANOFI-CEVA GmbH;
Diisseldorf) und Xylazinhydrochlorid (1,26 mg/ml; Rompun®, Bayer, Leverkusen)
verwendet. Dieser wurde mit steriler 0,9 %iger NaCl-Losung angesetzt. 1,4 ml dieses
Mixes wurde den Ratten in 2 Stufen injiziert (Stufe 1 intraperitoneal, nach Einsetzen der
Wirkung wurde die 2. Héfte intramuskuldr injiziert). Die Augen der Versuchstiere
wurden mittels Augensalbe (Bepanthen; Roche, Grenzach-Wyhlen) vor Austrocknung
geschiitzt. AnschlieBend wurden die Tiere in einen Stereotaxierahmen (David Kopf,
Tujunga, USA) fixiert (Abb.11). Mit einem Skalpell wurde ein ca. 3 cm langer Schnitt
an der Schédeloberseite durchgefiihrt. So wurde der Schidel freigelegt, mittels 70 %
EtOH und 3 % H,0, desinfiziert und getrocknet. Der Schidel wurde nun in die ,,flat
skull*“ Position gebracht, d.h. Bregma und Lambda wurden in eine gemeinsame Ebene
gebracht. Nach dem Eindrehen zweier Fixierschrauben wurde die vorher gassterilisierte
Fiihrungskaniile implantiert (Abb. 10; Koordinaten: antereoposterior +8,5 und lateral —

1,5).

Bohrung fiir
Flihrungskaniile

Fixierschrauben

Abb. 10: Schadelknochen einer adulten Ratte
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Es wurde ein 3-teiliges Kaniilenset (Plastics One, Roanoke, USA) verwendet (Abb. 11):

1. Fithrungskaniile (24GA;4,5 mm Kaniilenldnge)
2. Dummy-Kaniile (passend fiir 4,5 mm/+ 0,0 mm)
3. Injektionskaniile (31GA; passend fiir 4,5 mm/+ 0,5 mm)

Die Kaniilen wurden mittels des kaltpolymerisierenden Kunststoffs Denta-Fast (M+W

Dental, Biidingen) fixiert.

schwenkbarer Galgen

Dummy-Kaniile
{VerschluBkappe)

Filthrungskaniile

Injektionskaniile

Abb.11: Operative Vorrichtungen zur intraventrikularen Injektion
(A) Stereotaxierrahmen zur Durchfiihrung stereotaktischer Operationen an Ratten

(B) Injektionssystem zur Applikation des Caspase-Inhibitors

In der zweiwdchigen  postoperativen  Erholungsphase  wurden  téglich
Gewichtskontrollen durchgefiihrt. Die anschlieBenden Injektionen erfolgten mittels
einer Hamilton (Bonaduz, Schweiz) Microliter #701 Spritze. Diese wurde mit Hilfe
einer Kaniile (Microlance, 0,7 mm x 30 mm, Spitze gekiirzt; Becton Dickinson,

Heidelberg) und einem Silikonschlauch (CLR/CT24SR, Plastics One, ca. 10 cm) mit
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der Injektionskaniile verbunden. Um einen zu groflen Verlust an Inhibitor zu vermeiden,
wurde die Spritze mit HyOgeg (steril) befiillt und eine Luftblase zwischen dem H,O und
dem Inhibitor belassen. Fiir die Injektion wurden die Tiere mittels Isofluran, unter
Verwendung eines Trajan 808 Systems (Dréger, Liibeck) narkotisiert. Es wurden 7,6 pul
einer DMSO-Losung (1:20 in PBS) bei den Kontrollgruppen oder 7,6 pl einer 5 mM
Inhibitor-Losung (Boc-Aspartyl[Ome]-Fluoromethylketon = B-D-FMK = BAF; 3 mg
Inhibitor in 114 ul DMSO gelost und 1:20 in PBS verdiinnt; Enzyme Systems Products,
Livermore, USA) injiziert. Parallel zu den intraventrikuldren Injektionen erhielten die
Ratten BrdU in den Bauchraum injiziert (50 mg/kg; Stammlosung 20 mg/ml in 0,9 %
steriler Kochsalzlosung). Einen Tag nach den letzten Injektionen wurden die Gehirne
der beiden friihen Gruppen perfusionsfixiert und entnommen. Die beiden spiten

Gruppen folgten nach weiteren 4 Wochen.

9.2. Analyse transgener Miuse (Apoptose-Protektion durch Bcl-2 Uberexpression)

Zur Untersuchung endogener Einflussnahme auf die Apoptose im System der adulten
Neurogenese wurden transgene Maiuse analysiert, in denen die Expression von Bcl-2,
einem anti-apoptotischen Protein, stark erhoéht war (vgl. 11.1.4.). Es wurden ca. 8
Wochen alte, minnliche Tiere verwendet. Um ein eventuell erhohtes
Proliferationsverhalten aufzeigen zu kdnnen, wurde 7 Tieren eine einmalige Dosis BrdU
(10 mg/ml in 0,9% NaCl-Losung) von 50 mg/kg Korpergewicht verabreicht. Zum
gleichen Zeitpunkt erhielten 7 Kontrolltiere (C57BL/6) die gleiche Menge BrdU. 24 h
spiater wurden diese perfundiert und fiir die weitere histologische Auswertung
verarbeitet.

Um ein potentiell erhdhtes Uberleben neugeborener Zellen nachweisen zu kdnnen,
wurden 2 weitere Gruppe (4 Bcl-2 transgene Tiere und 4 Kontrolltiere) 4 Wochen nach

der einmaligen BrdU-Injektion perfundiert und aufgearbeitet.
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10. Auswertung

10.1. Mikroskopie

Die lichtmikroskopischen Analysen (insbesondere die Quantifizierungen) erfolgten
mittels eines DM RBE Mikroskops (Leica, Bensheim) unter Verwendung eines 10 x PL
APO bzw. 40 x PL APO Ol-Objektives (numerische Aperatur 1,25).

Die Auswertung und Bildgebung fluoreszenzmehrfachmarkierter Gehirnschnitte
erfolgte mit einem konfokalen Lasermikroskopsystem (TCS-NT; Leica, Bensheim)
unter Verwendung eines 40 x PL APO Ol-Objektivs (1,25 numerische Aperatur). Die
erzeugten Bilder wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm Photoshop (Adobe, San

Jose, USA) weiter verarbeitet.

10.2. Definition der Auswertungsareale

10.2.1. Inhibitor-injizierte Ratten

Die perfundierten Gehirne wurden zur genaueren Analyse in 3 Teile geteilt (Ubersicht
siche Abb.1). Der vordere Teil (BO mit Teil des rostralen Gehirns) wurde sagittal
geschnitten. Der Mittelteil (mit GD und SVZ) wurde frontal geschnitten. So konnten die
einzelnen Areale besser analysiert werden. Die Schnittdicke betrug in beiden Fillen 40
um. Es wurde jeder 6. Schnitt ausgewertet. BO und SVZ wurden vollstindig ausgezihlt,
wohingegen die Auswertung des GD durch 2 sogenannte Landmarken limitiert war
(Interaural 6,20 mm — 2,96 mm; Paxinos, 1998). Hierbei wurde die Subgranulérschicht
als eine 2 Zellschichten dicke Schicht zwischen GCL und Hilus definiert und der GCL

zugerechnet.

10.2.2. Bcl-2 transgene Miuse

Analysiert wurden sagittale Gehirnschnitte mit einer Schnittdicke von 25um. Durch die
Verwendung jedes 6. Schnittes wurden ca. 11 Schnitte je Tier (entspricht ca. 1,6 mm
medio-lateraler Richtung) ausgewertet. Das analysierte Areal war durch 2 rdumliche
Begrenzungen definiert: vom Trennpunkt zwischen dorsalem und ventralem GD und

dem mitsagittalem Schnitt. Zellen wurden in der ganzen GCL analysiert. Hierbei wurde
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die Subgranulidrschicht als eine 2 Zellschichten dicke Schicht zwischen GCL und Hilus
definiert und der GCL zugerechnet.

Die Analyse der SVZ und des BO wurden nicht durch sogenannte Landmarken
beschrinkt, sondern konnte vollstindig erfolgen, d.h. es konnte jeder 6. Schnitt dieser

Strukturen ausgewertet werden.

10.3. Quantifizierung

Zur Quantifizierung wurde das Bild mit Hilfe einer gekiihlten CCD Videokamera auf
einen Computer iibertragen und mittels ,,Stereo Investigator®, einem Analyse-Programm
(MicroBrightField, Colchester,USA), ausgewertet. Dieses Programm ermoglicht, unter
Verwendung der ,,Optical Dissector Methode (Williams, 1988), die Volumen- und
Zelldichtebestimmung von Gehirnstrukturen. Aus diesen Werten lieBen sich spéter die
Gesamtzellzahlen errechnen.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA Varianzanalyse mit
anschlieBendem Fisher PLSD Test bzw. zweiseitigen T-Tests. Signifikante

Unterschiede wurden als p-Werte ausgedriickt.

10.4. Qualitative Auswertung

Zur Bestimmung des neuronalen Anteils bei den neuen ausdifferenzierten Zellen wurde
eine Serie von jedem 6. Schnitt analysiert. Diese wurden einer Doppelimmunfarbung
mit Antikdrpern gegen BrdU und dem neuronalen Marker NeuN unterzogen. Bei jedem
Gehirn wurden in der GCL 100 BrdU-positive Zellen zufillig ausgewéhlt und nach
einer gleichzeitigen Markierung mit NeuN untersucht. Um eventuell aufgrund von
Uberlappungen falschpositive Zellen zu vermeiden, wurden alle BrdU-positiven Zellen
iber ihre gesamte Z-Achse analysiert.

Die Analyse erfolgte mittels des konfokalen Lasermikroskop-Systems TCS-NT (Leica
Microsystems, Bensheim). Der erhaltene Prozentsatz an NeuN-positiven Zellen wurde
anhand der stereologisch ermittelten Anzahl an BrdU-positiven Zellen hochgerechnet,

um die Anzahl an neuen Nervenzellen zu ermitteln.
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1. Quantifizierung von Zellproliferation in Bulbus olfactorius und Gyrus dentatus

adulter Ratten

Zur stereologischen Quantifizierung der Zellproliferation wurden 7 Wochen alte,
weibliche Wistar Ratten (n = 6; Charles River, Sulzfeld) verwendet. Diese erhielten
tiber einen Zeitraum von 4 Tagen tégliche Injektionen von BrdU (50mg/kg
Korpergewicht) in den Bauchraum. BrdU ist ein Thymidinanalog und wird bei der
Replikation wéhrend des Zellzyklus' in die DNA eingebaut. Dies hat zur Folge, dass
beide Tochterzellen markiert werden. 4 Wochen nach der letzten Injektion wurden die
Tiere perfundiert und die Gehirne entnommen. Zur Analyse wurden am
Schlittenmikrotom Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 40 um angefertigt. Von
diesen Schnitten wurde jeder 6. einer a-BrdU Immunfirbung unterzogen. Die
Auszdhlung der BrdU positiven Zellen erfolgte mit Hilfe des computergestiitzten
Stereologiesystems ,,Stereo Investigator™* (MicroBrightField,Inc., Colchester, USA).
Die Gesamtzahl an BrdU-positiven Zellen wurde durch eine stereologische
Zihlmethode (,,Optical Dissector”) ermittelt und représentiert die Zellzahl an
neugeborenen Zellen in der untersuchten Struktur einer Hemisphire des adulten
Gehirns. Das Computerprogramm ermdglicht die Feststellung des Volumens der zu
untersuchenden Struktur und der Dichte der BrdU-positiven Zellen. Diese Daten
erlauben die Errechnung der Gesamtzahl an markierten Zellen in der untersuchten
Struktur. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte diese Quantifizierung sowohl fiir die GCL
des GD als auch fiir den BO. Die SVZ und der RMS wurden in dieser Untersuchung
nicht quantifiziert, da sie zu diesem Zeitpunkt (4 Wochen nach der letzten Injektion)
keine positiven Zellen mehr aufweisen. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die in der
SVZ markierten Zellen diese innerhalb der folgenden 1 - 2 Wochen verlassen und in
den BO einwandern.

Die Zidhlung ergab eine Gesamtzahl (Mittelwert £ SEM) von 69432 + 12200 BrdU-
positiven Zellen im BO. Von diesen waren 59159 + 9946 Zellen in der GCL und 4503 +
1313 in der GL lokalisiert. Des Weiteren wurde fiir die GCL des GD eine Gesamtzahl
von 1960 + 310 BrdU-positiven Zellen errechnet. Daraus und durch die ebenfalls
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bestimmten Volumina der einzelnen Strukturen wurde die Dichte an BrdU-positven

Zellen in den untersuchten Gehirnregionen bestimmt (Tab.1).

Gesamtzahl BrdU-positive Zellen | BrdU-positive Zellen/mm”
(Mittelwert £ SEM)
Bulbus olfactorius
gesamt 69432 + 12200 3120
GCL 59159 + 9946 6765
GL 4503 + 1313 1146
Gyrus dentatus (GCL) 1960 + 310 4122

Tab. 1: Ubersicht Uber Anzahl und Dichte BrdU-positiver Zellen in neurogenen Regionen im

adulten Rattengehirn

2. Nachweis von Apoptose im adulten Rattengehirn

2.1. DNA-Leiter (LM-PCR)

Um einen qualitativen Apoptosenachweis in verschiedenen Arealen des Gehirns
durchzufiihren, wurde die Visualisierung einer DNA-Leiter gewihlt. Hierbei wird die
internukleosomal gespaltene DNA apoptotischer Zellen auf einem Agarosegel
dargestellt. Auf dem Gel werden Banden der GroBe 180 — 200 bp (ungefihre GroBe
eines Nukleosoms) und deren Vielfache sichtbar. Da es sich bei einem Gehirn um ein
Organ mit sehr niedriger natiirlicher Apoptoserate handelt, wurde das sehr sensible
System der LM-PCR verwendet. Dazu wurde DNA aus verschiedenen Regionen des
adulten Rattengehirns isoliert und untersucht. Neben Thymus-DNA als Positiv-
Kontrolle wurde DNA aus dem Cerebellum, dem Cortex, dem BO, der SVZ und dem
RMS verwendet. Da sich die Entnahme kleiner Strukturen wie SVZ und RMS, selbst
unter Zuhilfenahme eines Dissektionsmikroskops, als sehr schwierig erwies, wurden
diese teilweise mitsamt des umliegenden Gewebes entfernt. Dies bedeutet, dass damit
zu rechnen ist, dass DNA aus dem Striatum bzw. dem olfaktorischen Trakt mit in die

Analyse einbezogen wurden.
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bp
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320
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Abb. 12: DNA-Leiter nach LM-PCR

DNA aus dem BO zeigt nach der LM-PCR eine deutliche, mit der Positiv-Kontrolle (Thymus)
vergleichbare, DNA-Leiter. (1 = Thymus; 2 = Cortex; 3 = Cerebellum; 4 = Hippocampus; 5 =
SVZ/Striatum; 6 = RMS/olfaktorischer Trakt; 7 = BO).

Nach Durchfiihrung der LM-PCR und des Gellaufs waren auf dem Gel deutlich 2 DNA-
Leitern sichtbar. Es handelte sich um die DNA-Proben des Thymus (Positiv-Kontrolle)
und des BO. Die Banden zeigten eine GroBe von ca. 455, 670, 885, 1100 bp. Damit sind
die DNA-Banden etwas groBer als erwartet. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die bei
der LM-PCR ligierten Adapter mit amplifiziert wurden und somit die Gesamtzahl an
Basenpaaren des PCR-Produkts erhohen. Die Gewebeproben aus Cerebellum, Cortex,
SVZ/Striatum, RMS/olfaktorischer Trakt zeigten keinerlei Spuren einer DNA-

Degradierung.

2.2. TUNEL

Um eine genaue anatomische und zytologische Zuordnung des Zelltodes im adulten

Gehirn durchzufiihren, war die Verwendung einer histologischen Methode notwendig.
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Hierzu wurde eine TUNEL-Farbung auf 14 um dicken Kryostatschnitten durchgefiihrt.
Die analysierten Gehirne stammten aus 3 Monate alten weiblichen Wistar Ratten. Die
durchgefiihrte Farbung wies deutlich eine stark erhohte Anzahl an TUNEL-positiven
Zellen im BO und im RMS auf. Auch andere in die Neurogenese integrierte Strukturen

wie z.B. SVZ und GD zeigten erhdhten Zelltod.

Abb. 13: TUNEL-positive Zellen in Zonen der Neurogenese
(griin = TUNEL; rot = Propidiumjodid-Gegenfarbung; Balken: SVZ, RMS, DG: 20 uym, OB: 50
pm; Biebl, 2000, modifiziert)

Auffillig war ebenfalls die Lokalisierung der TUNEL-positiven Zellen im GD. Sie
waren fast ausschlieBlich an der Grenzschicht zwischen Hilus und GCL zu finden. Dies
ist die Region in der auch die Zellneubildung stattfindet. Andere Bereiche des Gehirns

(z.B. Cortex oder Cerebellum) waren nahezu frei von TUNEL-positiven Zellen.
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3. Quantifizierung von Apoptose im adulten Rattengehirn und deren Verteilung

3.1. Quantifizierung von Apoptose im adulten Rattengehirn

Die Quantifizierung der Apoptoserate im adulten Rattengehirn erfolgte mittels einer
TUNEL-Férbung. Die Gehirne stammten aus adulten 8 Wochen alten weiblichen Wistar
Ratten (n = 5; Charles River, Sulzfeld). Es wurden 14 pum dicke Serienschnitte am
Kryostat hergestellt. Jeder 10. Schnitt wurde einer TUNEL-Férbung unterzogen und am
Mikroskop ausgewertet. Die stereologische Auswertung geschah analog zu der
Quantifizierung der Zellproliferation. Im Unterschied hierzu wurde jedoch auf die
Verwendung des ,,Optical Dissectors® verzichtet und die Gesamtzahl an TUNEL-
positiven Zellen direkt gezéhlt. Dies hatte eine vollstindige, umfassende Zahlung zur
Folge und erforderte keine stereologische Berechnung. Es wurden folgende Strukturen
analysiert: SVZ, RMS, BO (GCL, GL) und GD (GCL). Zusitzlich wurde die GCL des
Cerebellums untersucht. Sie diente als Vergleich, da sie als einzige der untersuchten

Strukturen keine endogene Neurogenese aufweist. Die Auswertung ergab folgende

Werte:
Gesamtzahl TUNEL-positive Zellen TUNEL-positive Zellen/mm’
(Mittelwert £ SEM)

Svz 204 + 42 481

RMS 450 + 44 1662

DG (GCL) 52+5 44

OB (GCL) 2440 + 378 218

OB (GL) 1074 + 86 121

Cerebellum (GCL) 254 +£26 2

Tab. 2: Anzahl und Dichte TUNEL-positiver Zellen in Zonen der Neurogenese bzw. in der GCL

des Cerebellums

3.2. Verteilung apoptotischer Zellen im adulten Rattengehirn

Aus den bei der Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellen gewonnen Werten ldsst
sich die Verteilung der apoptotischen Zellen in neurogenen Zonen herleiten. So ist ein

caudal-rostraler Gradient im System SVZ/RMS/BO festzustellen (vgl. Abb. 14). Wie
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aus Tab. 3 ersichtlich ist, ist der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen in der SVZ
sehr gering. Im Gegensatz dazu steht die Zelltodrate im BO, in dem nahezu 85 % der

apoptotischen Zellen zu finden sind.

Struktur Anteil [%]

Svz 4,72 %

RMS 10,41 %

BO 84,88 %
Unterverteilung im BO Anteil [%)]

GCL 66,49 %

GL 29,26 %

EPL 4,25 %

Tab. 3: Prozentuale Verteilung TUNEL-positiver Zellen auf die ausgewerteten Strukturen

Cerebellum (GCL)

BO (GL)

Abb. 14: Verteilung TUNEL-positiver Zellen

Schematische Zeichnung eines reprasentativen Sagitalschnittes eines adulten Rattengehirns
zur Veranschaulichung der Verteilung TUNEL-positiver Zellen. Jeder rote Punkt reprasentiert 3
TUNEL-positive Zellen.
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4. Nachweis von Caspasen im System SVZ/RMS/BO im Gehirn adulter Ratten

4.1. RT-PCR

Um erste Hinweise auf eine mdgliche erhohte Expression an mRNA verschiedener
Caspasen in Regionen adulter Neurogenese zu erhalten, wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt. Hierzu wurde mRNA aus dem BO, der Zone mit der hochsten Zelltodrate,
mit mRNA aus dem Cortex adulter Ratten verglichen, der eine geringe Anzahl an
apoptotischen Zellen aufweist. Es wurden Primer fiir Caspase 3 (CPP32), Caspase 2
(Nedd 2, ICH-1) und Caspase 9 verwendet. Als Kontrollprimer wurde GAPDH benutzt
(Abb. 15).

bp
1114
900

692

501

404
320
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190

Abb. 15: RT-PCR mit mRNA aus unterschiedlichen Regionen des adulten Rattengehirns

Im BO kénnen deutlich héhere Mengen an mRNA fiir Caspase 2 und 3 als im Cortex detektiert
werden. Caspase 9 zeigt eine deutliche Expression in beiden Gewebeproben (1 = CPP32
Cortex; 2 = CPP32 BO; 3 = Nedd2 Cortex; 4 = Nedd2 BO; 5 = Caspase 9 Cortex; 6 = Caspase
9 BO; 7 = GAPDH Cortex; 8 = GAPDH BO).

Eine Auswertung der sichtbar gemachten Banden zeigte eine deutlich hohere
Expression an Caspase 3 (800 bp) im BO verglichen mit der Expression im Cortex
adulter Ratten. Ebenso konnte im BO eine hohere Expression an Caspase 2 (350 bp)
erkannt werden. Sowohl Caspase 9 (480 bp) als auch die Kontrolle GADPH (410 bp)
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zeigten keinen Unterschied in der Hohe ihrer Expression (Abb.15). Auffillig jedoch war
das Auftreten einer 2. Bande (410 bp) bei der Verwendung des Caspase 2 Primers. Ein
Vergleich der mRNA aus den beiden Gehirnregionen mit mRNA aus dem Thymus einer
adulten Ratte zeigte deutliche Expressionsunterschiede (Abb.16). Waren in den
Gehirnarealen beide Banden von gleicher Intensitét, so war im Thymus eine deutliche
Verschiebung der Intensitét in Richtung des kleineren Produkts feststellbar (vgl. Kapitel
I1I. 4.2.).

bp

1114
800

6592

501

404
320
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124

Abb. 16: RT-PCR zum Nachweis unterschiedlicher Caspase 2 Splicevarianten im Gehirn
adulter Ratten
(1 = Thymus; 2 = Cortex; 3 = BO)

4.2. Klonierung einer Nedd 2 Splicevariante
Die bei RT-PCR, unter Verwendung des Caspase 2 Primers detektierte zweite Bande

(410 bp), wurde kloniert und sequenziert. Das Sequenzierungsergebnis dokumentierte,

dass es sich hierbei um eine Splicevariante der Caspase 2 handelte (Abb. 17).
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casp2. sen
TTCAGAATTTTGCACAGTTACCTGCACACCGGGTCACAGACTCCTGCATA 50
GTAGCACTCCTCTCACATGGTGTGGAAGGTGGCATCTACGGGGTGGATGG 100
CAAACTGCTTCAGCTCCAAGAGGTTTTTCGACTTTTCGACAATGCTAACT 150
GTCCAAGTCTACAGAACAAACCAAAAATGTTCTTCATCCAAGCATGTCGT 200

GGAGGTGCTATTGGATCCCTTGGGACCTCCTTCTGTTCACTGCTGCCACC 250
INTRON-SEQUENZ

STOP

GCCTCTCTTGCTCTATGAGACAGATAGAGGGGTTGACCAGCAAGATGGAA 300

AGAACCATGCACAATCCCCTGGATGTGAGGAGAGTGATGCTGGCAAGGAG 350
GAATTAATGAAGATGAGACTTCCTACTCGCTCAGACATGATATGTGGCTA 400

TGCAA caspZ2.ase 405

Abb. 17: Sequenz des Nedd2-Gens einer Ratte

Die Sequenz entsprach zu 100 % der bekannten Sequenz der Maus. Bei dieser
Splicevariante handelt es sich um Ich-1s, einer um 61 bp ldngeren Variente von Caspase
2 (Ich-1p). Durch diese Insertion kommt es zu einem fritheren Translationsabbruch und
damit zu der Produktion eines um 123 Aminosduren kleineren Proteins, das im

Gegensatz zu Ich-1; anti-apoptotisch wirkt. (Abb. 18)

ICH-1L

61 bp 2,8kb

;y—

ICH-1. Protein

Zwei ICH-1 Transkripte ICH-1s Protein

Wang et al., 1994

Abb. 18: Caspase 2 (ICH-1) wird als 2 unterschiedliche Splicevarianten exprimiert.
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4.3. In situ Hybridisierung

Um die genaue anatomische Verteilung der Expression verschiedener Caspasen
festzustellen, wurden in situ Hybridisierungen verwendet. Das besondere Augenmerk
wurde auf Regionen der adulten Neurogenese gelegt. Es wurden Hybridisierungen
gegen Caspase 2 und 3 durchgefiihrt, da hier bei der RT-PCR eine Hochregulierung in
Zonen adulter Neurogenese festgestellt werden konnte. Die Hybridisierungen zeigten
bei beiden Caspasen ein identisches Expressionsschema. Es war deutlich eine

Expression in der GCL des GD erkennbar (Abb. 19).

Abb. 19: Expression von Caspase 2 (A) und Caspase 3 (B) im GD des Hippocampus adulter
Ratten

Im System SVZ/RMS/BO war ebenfalls partiell eine Expression sichtbar. Der RMS und
die GCL des BO wiesen ein deutliches Signal auf. Auch in der GL des BO zeigte ein
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positives Signal, das Vorhandensein von Caspase 2 bzw. Caspase 3 an. Im Gegensatz

dazu war in der SVZ kein Signal nachweisbar (Abb. 20).

Abb. 20: Expression von Caspase 2 und 3 im System SVZ/RMS/OB

Mittels in situ Hybridisierung ist die Expression von Caspase 2 (A, C) und Caspase 3 (B, D) in
der GCL des BO (1) nachweisbar. Die SVZ (2) des Seitenventrikels zeigte im Gegensatz zu
anderen Zonen der Neurogenese keine Expression der untersuchten Caspasen.
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4.4. Nachweis der Aktivierung von Caspase 3
4.4.1. Western Blot

Zum Nachweis der Aktivierung der Caspase 3 wurde ein Zellextrakt, sowohl aus Zellen
des BO, als auch aus Zellen des Cortex adulter Ratten gewonnen. Die Analyse dieser
Extrakte mittels Western Blotting, unter Verwendung eines spezifisch gegen die aktive
Form der Caspase 3 gerichteten Antikorpers, zeigte bei der BO Probe eine positive
Reaktion. Diese blieb bei der Cortex Probe aus (Abb. 21). Es konnte sowohl das 32 kDa
Proenzym, als auch die beiden Untereinheiten (17 bzw. 12 kDa) der aktivierten Caspase
3 detektiert werden. Die auf dem Gel sichtbaren zusitzlichen Banden gehen laut
Hersteller des Antikorpers (R&D Systems; Minneapolis, USA) auf weitere apoptotische
Abbauprodukte zuriick und haben keinen Einfluss auf das Ergebnis. Material aus
anderen Zonen der Neurogenese wurde nicht untersucht, da bei diesen eine gezielte,

quantitative Entnahme von Gewebe nicht moglich war.

A B
& W — 20
> =

- -

-

- — 17 kDa

— 12kDa

Abb. 21: Western Blot gegen aktive Caspase 3 zeigte ein positives Signal bei Proben aus dem
BO (A). Bei der Proteinprobe des Cortex (B) ist keine Reaktion detektierbar.
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4.4.2. Immunhistologischer Nachweis

Da mit der in situ Hybridisierung nur eine Hochregulierung der mRNA Expression,
jedoch nicht die Aktivierung der Caspase und mit dem Western Blot nur die Tatsache
der Aktivierung und nicht die Lokalisierung der aktiven Caspase 3 nachgewiesen
werden konnte, wurde eine Immunfirbung gegen die aktivierte Form der Caspase 3
durchgefiihrt. Da kein rattenspezifischer Antikorper zur Verfligung stand, wurden die
notwendigen Férbungen auf 25 um dicken mit dem Schlittenmikrotom gewonnenen
Schnitten eines Miusegehirns durchgefiihrt. Auffillig war die Verteilung der positiven
Zellen. So konnte, wie aus Abb.22 deutlich ersichtlich ist, die Grenzschicht zwischen

Hilus und der GCL des GD als Zone identifiziert werden, in der eine starke Aktivitit

von Caspase 3 zu erkennen ist. Ebenfalls deutlich positiv waren Zellen in den anderen

Zonen der Neurogenese (SVZ/RMS/OB).

Abb. 22: Nachweis von aktiver Caspase 3 (grin) im GD (A) und BO (B) adulter Mause. Die
Gegenfarbung erfolgte sowohl mit dem neuronalen Marker NeuN (rot), als auch dem glialen
Marker GFAP (blau).
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5. Charakterisierung sterbender Zellen

Ein weiterer Aspekt, der in Zusammenhang mit der Analyse des potentiellen
Gleichgewichts zwischen Proliferation und Apoptose steht, ist die Charakterisierung der
apoptotischen Zellen. Um feststellen zu kdnnen, um welchen Zelltyp es sich bei den
apoptotischen Zellen handelt, wurde TUNEL mit Immunfirbungen unter der
Verwendung verschiedener Marker kombiniert. So wurde sowohl ein glialer (S100p3),
als auch ein neuronaler (NeuN) Marker verwendet. Bei der Auswertung mittels
konfokaler Lasermikroskopie konnte keine Doppelmarkierung von TUNEL und glialem
Marker detektiert werden. Vereinzelt konnten TUNEL-positive Zellen beobachtet
werden, die auch neuronal ausdifferenziert waren (Abb.23). Aufgrund der geringen

Haufigkeit wurde jedoch auf eine umfangreiche Quantifizierung verzichtet.

Abb. 23: Doppelmarkierung apoptotischer Zellen

Bei Kombination der TUNEL-Farbung mit anderen histologischen Markern [blau = S100p (glial);
rot = NeuN (neuronal)] konnte bei einigen Zellen sowohl ein TUNEL- als auch neuronales
Signal detektiert werden (Pfeil weil). Eine Kombination der TUNEL-Farbung mit dem glialen
Marker wurde auf keinem der Schnitte entdeckt. Ein Grofiteil der TUNEL-positiven Zellen war
jedoch mit keinem der anderen Markern Ubereinstimmend (Pfeil leer).

(Balken: 5 pym)
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6. Modulation des Zelltodes in Zonen der Neurogenese

6.1. Infusion eines Caspase-Inhibitors in den Seitenventrikel

Zur genauen Untersuchung einer potentiellen Modulation der Apoptoserate wurde
intraventrikuldr ein Apoptose-Inhibitor (BAF= Boc-Asp[Ome]-FMK) injiziert
(Versuchsablauf und Details vgl. Kapitel II. 8.1).

6.1.1. Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen

Der Einfluss des injizierten Inhibitors wurde an 4 Gruppen adulter Ratten untersucht. Es
wurden 24 h bzw. 4 Wochen nach der letzten Injektion jeweils eine Gruppe der mit

Inhibitor injizierten Ratten, sowie eine Kontrollgruppe perfundiert und analysiert.

6.1.1.1. Gyrus dentatus

Eine quantitative Analyse der BrdU-positiven, neugebildeten Zellen in der GCL des GD
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Es konnte weder
eine erhdhte Proliferation (24 h nach Injektion), noch ein gesteigertes Uberleben (4
Wochen spiter) der neugebildeten Zellen festgestellt werden (Abb. 24, Tab.4)

Gy rus dentatus (GCL)
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Abb. 24: Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen im GD (GCL)
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Gyrus dentatus (GCL) 24 h

Gesamtzahl BrdU-

Kontrolle L 1912 £ 425 (SEM) |p>0,05
positive Zellen
n=9 Volumen [mm°] 0,427 + 0,016 p > 0,05
Dichte [BrdU-positive
Zellen/mm’] 4 451 £ 946 p > 0,05
Inhibitor | >8samtzahl BrdU- 1 755 , 46¢
positive Zellen
n=9 Volumen [mm°] 0,403 + 0,012
Dichte [BrdsU-posmve 4 375 + 1297
Zellen/mm]
Gyrus dentatus (GCL) 4 Wochen
Kontrolle | Gesamtzahl BrdU- 1y 154, 954 p>0,05
positive Zellen
n=10 Volumen [mm°] 0,401 + 0,008 p > 0,05
Dichte [BrdU-positive
Zellen/mm’] 5527 + 665 p > 0,05
Inhibitor | cesamtzahl BrdU- 1, 555, 544
positive Zellen
n=10 Volumen [mm°] 0,403 + 0,011

Dichte [BrdU-positive
Zellen/mms]

5763 +454

Tab.4: Ubersicht tber Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen im GD (GCL)

6.1.1.2. SVZ/RMS/BO

Die Analyse im System SVZ/RMS/BO war sowohl zeitlich, als auch lokal getrennt. Das

heiflt, die Proliferation wurde 24 h nach der letzten Injektion in der SVZ quantifiziert.

Das Uberleben hingegen wurde 4 Wochen spiter im BO analysiert. Es wurden neben

der GCL auch die GL und die externe plexiforme Schicht (EPL) untersucht. Ahnlich

wie im GD ergab die quantitative Analyse des Systems SVZ/RMS/BO keine
signifikanten Unterschiede bei der Anzahl der BrdU-positiven Zellen (Abb. 25, Tab. 5).
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Abb. 25: Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen im System SVZ/RMS/BO
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Subventrikuldre Zone 24 h Bulbus olfactorius (GL) 4 Wochen
Kontrolle |eSamtzaht BrdU- 5 455 4 506 (SEM) |p > 0,05 | |Kontrolle | S8Samtzah! BrdU- 10537 + 1 776|p > 0,05
positive Zellen positive Zellen
n=9 Volumen [mm?] 0,057 + 0,003 p > 0,05 n=9 Volumen [mm?] 3,396 £ 0,236 |p>0,05
Dichte [BrdU- Dichte [BrdU-positive
positive Zellen/mm?] |26 591 £ 9 792 p>0,05 Zellen/mm?] 3012£306 |p>0,05
. Gesamtzahl BrdU- . Gesamtzahl BrdU-
Inhibitor pOSitiVe Zellen 2 866 + 361 Inhibitor positive Zellen 6 688 + 780
n=9  [Volumen [mm’] 0,059 + 0,005 n=10 [Volumen[mm’] 3,092 + 0,208
chhtle [BrdU- + |51415+7 624 Dichte [Brd3U-posmve 2183 + 230
positive Zellen/mm-] Zellen/mm]
Bulbus olfactorius (GCL) 4 Wochen Bulbus olfactorius (EPL) 4 Wochen
Kontrolle |eSamtzanl BrdU- 1o/ 5194 5504  |p>0,05| |Kontrolle |S8Samtzah! BrdU- 10564 + 1 757 |p > 0,05
positive Zellen positive Zellen
n=9 Volumen [mm’] 6,818 £ 0,219 p>0,05 n=9 Volumen [mm’] 5,699 + 0,316 |p>0,05
Dichte [BrdU- Dichte [BrdU-positive
positive Zellen/mm?] |9 406 + 707 p>0,05 Zellen/mm?] 1797+234 |p>0,05
-~ Gesamtzahl BrdU- - Gesamtzahl BrdU-
Inhibitor positive Zellen 55826 + 5673 Inhibitor positive Zellen 11523 £ 1236
n=10 Volumen [mm’] 6,494 + 0,142 n=10 |Volumen [mm’] 5,961 + 0,234
Dichte [BrdU- Dichte [BrdU-positive
positive Zellen/mm?] |8 584 + 820 Zellen/mm?] 1906 + 153

Tab 5: Ubersicht tiber Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen im System SVZ/RMS/BO

6.1.2. Zelltod

Neben der Untersuchung des Einflusses der Injektion des Apoptose-Inhibitors auf die

Proliferation sollte im Rahmen eines Experiments auch der direkte Effekt auf den

Zelltod in den beiden Regionen der Neurogenese untersucht werden. Hierbei wurden

jedoch nur die beiden Gruppen analysiert, die 24 h nach der letzten Injektion perfundiert

wurden. Auf die Untersuchung der 4 Wochen Tiere wurde verzichtet, da der injizierte

Inhibitor nach so langer Zeit im Organismus nicht mehr aktiv (Halbwertszeit bei 37°C:

ca. 24 h) und deshalb kein Effekt auf die Quantifizierung des Zelltods zu erwarten ist.

6.1.2.1. Gyrus dentatus

Die stereologische Quantifizierung sterbender TUNEL-positiver Zellen ergab einen

deutlichen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (Abb. 26).
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Abb. 26: Sterbende Zellen im GD
Inhibitor-injizierte Ratten (B) zeigten gegenuber der Kontrollgruppe (A) eine deutlich reduzierte
Zahl sterbender Zellen im GD (griin = TUNEL; rot = Propidiumjodid-Gegenfarbung).

Im GD (GCL) von Ratten, die den Apoptose-Inhibitor BAF injiziert bekamen, wurde
eine signifikante Reduktion des Zelltods nachgewiesen. So konnte eine um 62 %

reduzierte Zahl an TUNEL-positiven Zellen nachgewiesen werden (Abb. 27, Tab. 6).
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Abb. 27: Reduzierter Zelltod im GD nach Inhibitor-Injektion



58 Ergebnisse

Gyrus dentatus (GCL) 24 h
Gesamtzahl TUNEL-
positive Zellen 199 £17 (SEM) |p < 0,0005

n=6 Volumen [mm°] 0,438 + 0,023 p > 0,05

Dichte [TUNEL- _
positive Zellen/mm?] 466 + 52 p = 0,0005
Gesamtzahl TUNEL-
positive Zellen 7715

n=8 _ |[Volumen [mm’] 0,414 £ 0,013
Dichte [TUNEL-

positive Zellen/mm?] 184 + 34

Kontrolle

Inhibitor

Tab. 6: Quantitative Ubersicht der Zelltodreduzierung im GD nach Inhibitor-Injektion

6.1.2.2. SVZ/RMS/BO

Der quantitative, stereologische Vergleich zwischen Ratten, die mit BAF behandelt
wurden, und Tieren aus der Kontrollgruppe zeigte auch hier deutliche Unterschiede in
der Zelltodrate (Abb. 28). Es wurde eine signifikante Reduktion des Zelltods festgestellt
(Abb.29). Die Analyse der SVZ ergab eine Senkung der detektierbaren sterbenden
Zellen von 387 + 58 bei der Kontrollgruppe auf 158 + 22 bei der mit Inhibitor
injizierten Gruppe. Dies bedeutet einen Riickgang um 59 %.

Die Ergebnisse der Untersuchung des BO dokumentierten ein vergleichbares Resultat.
So konnte in der GCL eine Reduktion von 2105 + 174 detektierbaren Zellen auf 1081 +
185 nachgewiesen werden. Dies entspricht einer signifikanten Abnahme von ca. 49 %.
Die GL zeigte eine Reduktion von 429 + 73 auf 197 + 34 (54 %) und die EPL von 136 +
22 auf 73 £ 11 (46 %) gegeniiber der Kontrollgruppe (Tab. 7).
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Ventrikel ‘ Ventrikel

B

Abb. 28: Sterbende Zellen in der SVZ und dem BO (GCL)

Ratten der mit Inhibitor injizierten Gruppe (B, D) zeigten eine deutliche Reduktion der TUNEL-
positiven Zellen gegentiber der Kontrollgruppe (A, C).

(grin = TUNEL; rot = Propidiumjodid-Gegenfarbung)
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Abb 29: Reduzierter Zelltod im System SVZ/RMS/BO nach Inhibitor-Injektion

Subventrikuldre Zone

Bulbus olfactorius (GL)

Gesamtzahl TUNEL-

Gesamtzahl TUNEL-

Kontrolle positive Zellen 387 + 58 (SEM) |p < 0,005 Kontrolle positive Zellen 429 +73 p <0,05
n=8 Volumen [mm?] 0,055+0,003 |p>0,05 n=9 |Volumen[mm’] 2,196 0,240 |p > 0,05
Dichte [TUNEL- Dichte [TUNEL-
positive ZeIIen/mms] 6863813 p <0,0005 positive Zellen/mm3] 198 + 32 p=<0.05
- Gesamtzahl TUNEL- - Gesamtzahl TUNEL-
Inhibitor positive Zellen 158 + 22 Inhibitor positive Zellen 197 + 34
n=8 Volumen [mm’] 0,060 + 0,006 n=10 [Volumen[mm’] 2,284 + 0,180
Dichte [TUNEL- Dichte [TUNEL-
positive Zellen/mm3] 21635262 positive Zellen/mm3] 89+ 16
Bulbus olfactorius (GCL) Bulbus olfactorius (EPL)
Gesamtzahl TUNEL- Gesamtzahl TUNEL-
Kontrolle  |positive Zellen 2105+ 174 p < 0,001 Kontrolle |positive Zellen 136 + 22 p <0,05
n=9 Volumen [mm?] 5,109 £ 0,191 p > 0,05 n=9 Volumen [mm?] 2,300 £ 0,150 |p<0,05
Dichte [TUNEL- Dichte [TUNEL- p <
positive Zellen/mm3] 415135 p <0,005 positive Zellen/mm3] 58+8 0,005
. Gesamtzahl TUNEL- - Gesamtzahl TUNEL-
Inhibitor positive Zellen 1081+185 Inhibitor positive Zellen 73+ 11
n=10 Volumen [mm?] 5,071+ 0,127 n=10 |Volumen [mm’] 2,802 + 0,072
Dichte [TUNEL- 213+ 37 Dichte [TUNEL- 2644

positive Zellen/mm3]

positive Zellen/mm3]

Tab. 7: Quantitative Ubersicht der Zelltodreduzierung im System SVZ/RMS/BO nach Inhibitor-

Injektion
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6.1.3. Versuch der Identifizierung sterbender Zellen

Zur ndheren Charakterisierung der sterbenden Zellen wurde eine Reihe von Zellmarkern
(z.B. NeuN = neuronal, GFAP = glial, S100 = glial , B-III-Tubulin = junge Neuronen,
Nestin = Stamm- und Vorlduferzellen) in Kombination mit TUNEL verwendet. Mit
Ausnahme einer geringen Zahl NeuN positiver Zellen konnten keine

Doppelmarkierungen detektiert werden (vgl. Kapitel II1. 5.).

6.2. Analyse transgener Bcl-2 iiberexprimierender Miuse

6.2.1. Volumen, Zellzahl und Zelldichte der Granulirzellschichten von Gyrus

dentatus und Bulbus olfactorius

Da die Expression des Bcl-2 Proteins bereits sehr frith in der Entwicklung nachweisbar
und demnach damit zu rechnen ist, dass wihrend der gesamten Entwicklungsperiode ein
Einfluss auf das Uberleben neugeborener Granulirzellen besteht, wurden Volumen,
Zelldichte und Gesamtzellzahl der Granulérzellschichten von GD und BO bestimmt und
mit Wildtyp-Mausen gleichen Alters verglichen. Hierfiir wurde eine DAPI-Féarbung
durchgefiihrt (Abb. 31) und stereologisch ausgewertet.

Gyrus dentatus (GCL) Bulbus olfactorius (GCL)
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Abb. 30: Im Gegensatz zur Gesamtzellzahl in der GCL des BO, die bei den transgenen Tieren

nur tendenziell erhoht ist, zeigt diese im GD eine signifikante Erhéhung.
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Die Bestimmung der Zelldichten in den Granulérzellschichten und des Volumens von

BO und GD wiesen keine signifikanten Unterschiede auf.

Die Gesamtzellzahl in der GCL des GD erwies sich jedoch als signifikant groBBer als die
von Wildtyp-Mausen (17 %; p=0,038). In der GCL des BO ist ebenfalls eine
tendenzielle Erhohung der Gesamtzellzahl feststellbar. Diese zeigte sich jedoch

statistisch nicht signifikant (18 %; p=0,159).

Gyrus dentatus
Wildtyp Gesamtzellzahl 175 671 £ 10292 (SEM) |p < 0,05
n=6 Volumen [mm’] 0,217 + 0,010 p > 0,05
Dichte [Zellen/mm’] |810 904 + 28 876 p > 0,05
Bcl-2 Gesamtzellzahl 206 293 £ 7178
-6 Volumen [mm°] 0,237 + 0,012
Dichte [Zellen/mm’] [873 362 + 19 751
Bulbus olfactorius (GCL)
Wildtyp Gesamtzellzahl 2275 355 + 176 963 p>0,05
n=5 Volumen [mm°] 2,577 +0,158 p > 0,05
Dichte [Zellen/mm°] |880 307 + 27 168 p > 0,05
Bcl-2 Gesamtzellzahl 2690 512 + 281 897
=7 Volumen [mm°] 3,092 + 0,224
Dichte [Zellen/mm’] |858 972 + 42 326

Tab. 8: Vergleich der Zellgesamtzahlen, der Volumina und der Zelldichten im GD und BO (GCL)

adulter Wildtyp-Mause und transgener Bcl-2 Uberexprimierender Mause

Abb. 31: Mikroskopische Darstellung (DAPI) der GD beider untersuchter Gruppen

Bcl-2 Uberexprimierende Tiere weisen

Granularzellen auf.
(Balken: 100 pm)

im GD eine signifikant erhdhte Anzahl

Ergebnisse
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6.2.2. Zellproliferation und Etablierung neuer Zellen

Zur Detektion neugebildeter Zellen wurde transgenen bzw. Wildtyp-Méusen einmalig
BrdU injiziert, die so markierten Zellen immunhistologisch detektiert und mittels
Stereologie quantifiziert. Untersucht wurden der GD und das System SVZ/RMS/BO.
Um die Proliferation, also die Neubildung von Zellen, bestimmen zu kénnen, wurden
die Gehirne von Tieren analysiert, die 24 h nach der BrdU-Injektion perfundiert
wurden. Es wurde die Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen in der GCL des GD und in
der SVZ ermittelt. An dieser Stelle sollte erwdhnt werden, dass ebenfalls eine
tendenzielle, jedoch nicht signifikante Vergroferung des Volumens der SVZ festgestellt
wurde [(20 %; p > 0,05), vgl. 7.2.1. fir GD und BO]. In beiden Strukturen der
transgenen Versuchsgruppe wurde eine deutlich erhohte Produktion neuer Zellen
festgestellt (Abb. 32, 33). Wie in Tab. 9 dargelegt, zeigte die Analyse des GD zwar eine
Erh6éhung BrdU-positiver Zellen (24 %; p > 0,05), diese war im Gegensatz zur
Produktionssteigerung in der SVZ statistisch nicht signifikant. In der SVZ wurde eine
deutliche signifikante Erh6hung um 42 % (p < 0,02) festgestellt.
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Abb. 32: In der SVZ Bcl-2 Uberexprimierender Mause konnte eine signifikant erhohte
Proliferation festgestellt werden. Im GD (GCL) konnte zwar eine erhéhte Proliferation detektiert

werden, die jedoch statistisch kein signifikantes Niveau erreichte.
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Gyrus dentatus
. Gesamtzahl BrdU-
Wildtyp positive Zellen 555 + 63 (SEM) p > 0,05
=6 Volumen [mm?] 0,217 £ 0,010 p> 0,05
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm3] 2641+396 p>0,05
Bol-2 Gesamtzahl BrdU- gq , g4
positive Zellen
=6 Volumen [mm3] 0,242 + 0,016
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm3] 3155 +674
Subventrikuldre Zone
. Gesamtzahl BrdU-
Wildtyp positive Zellen 8 996 + 875 p <0,05
n=7 Volumen [mm?] 0,107 + 0,008 p> 0,05
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm3] 86501+ 10718 p>0,05
Bcl-2 Gesamtzahl BrdU- 145 75 4 1 414
positive Zellen
n=7 Volumen [mm3] 0,129 + 0,011
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm?] 97826 +5 190

Tab. 9: Vergleich der Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen, des Volumens und der Dichte BrdU-

positiver Zellen im GD und in der SVZ adulter Wildtyp-Mause und transgener Bcl-2

Uberexprimierender Mause (24 h nach Injektion)
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Abb. 33: In der SVZ der transgenen Untersuchungsgruppe (B) konnte 24 h nach Injektion von
BrdU eine signifikant erhdhte Proliferation gegeniber den Wildtyp-Tieren (A) detektiert werden.

Die augenscheinlich geringen Unterschiede konnten durch eine stereologische Quantifizierung
klar nachgewiesen werden.

Abb. 34: 4 Wochen nach der Injektion von BrdU ist im BO (GCL) von Bcl-2 liberexprimierenden

Mausen (B) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (A) keine signifikant erhéhte Anzahl neugebildeter
Zellen nachweisbar.
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Um feststellen zu konnen, ob es diesen neuen Zellen moglich war, zu iiberleben bzw.
sich zu etablieren, wurden weitere Tiere untersucht, die 4 Wochen nach der BrdU-
Injektion perfundiert wurden. Hier wurden die gleichen immunhistologischen und
mikroskopischen Arbeitstechniken angewendet. Im System SVZ/RMS/BO wurde
allerdings diesmal die GCL des BO ausgewéhlt, da samtliche in der SVZ markierten
Zellen mittlerweile tiber den RMS dort eingewandert sind. Tatsédchlich sind in der SVZ
auch keine BrdU-markierten Zellen mehr nachweisbar. Die Analyse des BO zeigte, dass
es dort keine signifikante Erhohung der BrdU-markierten Zellen gab (Tab10; Abb.34,
35). Im starken Gegensatz hierzu konnte im GD der transgenen Tiere eine um 108 % (p
< 0,05) erhohte Zahl an positiven Zellen detektiert werden (Tab. 10; Abb. 35, 36).
Ebenso konnte eine Differenz der Strukturvolumina beider untersuchten Gruppen
festgestellt werden. So zeigten die Granuldrzellschichten der transgenen Gruppe eine
signifikante Volumenerhohung von 36 % im BO und sogar 52 % im GD gegeniiber den
Wildtyp-Maéusen (Tab. 10).
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Abb. 35: Im GD (GCL) konnte 4 Wochen nach der BrdU Injektion eine deutlich erhdhte Anzahl
an BrdU-positiven Zellen detektiert werden. Im BO konnte kein vergleichbarer Effekt festgestellt

werden.
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Gyrus dentatus
. Gesamtzahl BrdU-
Wildtyp positive Zellen 252 + 30 (SEM) p <0,05
n=4 Volumen [mm?] 0,152 + 0,010 p = 0,005
Dichte [BrdU- _
positive Zellen/mm?] 1476 £103 p=0115
Bol-2 Gesamtzahl BrdU- 555, 55
positive Zellen
=4 Volumen [mm3] 0,231 £ 0,009
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm?] 2283 £ 253
Bulbus olfactorius (GCL)
. Gesamtzahl BrdU-
Wildtyp positive Zellen 3161114214 p > 0,05
n=3 Volumen [mm?] 2,292 + 0,112 p=0,01
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm3] 13714 +1350 p>0,05
Bcl-2 Gesamtzahl BrdU- |46 50 4 4 197
positive Zellen
n=4 Volumen [mm3] 3,138 £ 0,057
Dichte [BrdU-
positive Zellen/mm?] 11543 £1442

Tab. 10: Vergleich der Gesamtzahl BrdU-positiver Zellen, des Volumens und der Dichte BrdU-

positiver Zellen im GD und im BO (GCL) adulter Wildtyp-Mause und transgener Bcl-2

Uberexprimierender Mause (4 Wochen nach Injektion)
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Abb. 36: 24 h nach der BrdU-Injektion konnte im GD kein signifikanter Unterschied in der
Proliferation zwischen Wildtyp-Tieren (A) und Bcl2-transgenen Tieren (C) festgestellt werden. 4

Wochen spater ist jedoch eine deutliche Differenz erkennbar. Bcl-2 Gberexprimierende Tiere (D)

zeigen deutlich mehr BrdU-positive Zellen als Vertreter der Wildtyp-Gruppe (B).

6.2.3. Zelltod

Basierend auf dem signifikanten Unterschied der Anzahl BrdU-positiver Zellen im GD
wurde eine TUNEL-Féarbung durchgefiihrt, um festzustellen ob die Erhohung an
positiven Zellen auf eine Verminderung des programmierten Zelltodes oder auf einen
Ausdiinnungseffekt zuriickzufiihren ist. Die stereologische Untersuchung zeigte eine
signifikante Reduktion der TUNEL-positiven Zellen um 55 % (p < 0,02) bei den
transgenen Tieren, im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen. Konnten in der GCL des GD
von Wildtyp-Méusen (n = 4) noch 141 £ 21 TUNEL-positive Zellen detektiert werden,
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so konnten bei transgenen Bcl-2 iiberexprimierenden Mausen (n = 4) im Schnitt nur 80

+ 8 solcher Zellen nachgewiesen werden (p < 0,05).
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Abb. 37: Bcl-2 Uberexprimierende Mause zeigten eine deutliche Reduktion TUNEL-positiver
Zellen im GD.

Wildtype

Abb. 38: Im GD von Bcl-2 Uberexprimierenden Mausen ist die Anzahl TUNEL-positiver Zellen
(griin) gegenuber Wildtyp-Mausen deutlich reduziert (Gegenfarbung mit Propidiumjodid.;
Balken: 50 pm).
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6.2.4. Neurogeneserate

Immunbhistologische Doppelmarkierungen gegen BrdU und einen neuronalen Marker
(NeuN) zeigten, dass die prozentuale neuronale Ausdifferenzierung neuer Zellen im
Hippocampus beider Versuchsgruppen identisch bei 80 % liegt. Die Tatsache, dass sich
in den Bcl-2 iiberexprimierenden Tieren ein erheblich hoherer Anteil der neugebildeten
Zellen etablieren kann, fiihrt folglich zu einer erhohten Anzahl neuer Nervenzellen.
Konnten in der GCL des GD von Wildtyp-Méusen (n =4) 207 =+ 19 (SEM) neugeborene
Nervenzellen detektiert werden, so konnten bei transgenen Bcl-2 {iberexprimierenden
Maiusen (n = 4) im Schnitt 436 + 28 solcher Zellen nachgewiesen werden (p < 0,005).
Aufgrund dieser, um mehr als das Doppelte (111 %) erhdhten Anzahl neuer

Nervenzellen, kann man von einer deutlich hoheren Neurogeneserate sprechen.
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Abb. 39: Bcl-2 Uberexprimierende Mause zeigten insgesamt eine deutlich erhéhte Anzahl

neugebildeter Nervenzellen im GD (GCL)
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Abb. 40: Neugeborene Nervenzellen (gelb) im GD (GCL) von Wildtyp bzw. Bcl-2
Uberexprimierenden Mausen (NeuN: rot; BrdU: griin; Doppelpositive = neugeborene

Nervenzelle: gelb/griin; Balken: 50 um).



IV. Diskussion

Nachdem das Dogma fehlender Nervenneubildung im adulten Gehirn gefallen war,
beschiftigte sich eine Vielzahl von Studien mit dem Phénomen der adulten
Neurogenese. Im Mittelpunkt eines GroBteils dieser Studien stand meist der Versuch
den Ursprung dieses Phdnomens zu finden bzw. eine Forderung der Neurogenese zu
bewirken, um sie in der Zukunft therapeutisch nutzen zu koénnen. Weniger beachtet
wurde der Aspekt des Schicksals dieser neugebildeten Zellen. Eine Anzahl von
Arbeiten beschiftigte sich zwar mit der zelluldren Charakterisierung neuer Zellen und
deren Etablierung in unterschiedlichen Arealen des Gehirns, doch wurde bei all diesen

Arbeiten selten das Schicksal aller neugebildeten Zellen mit einbezogen.

1. Uberproduktion neuer Zellen in Zonen adulter Neurogenese

Ausgehend von der Tatsache, dass im adulten Gehirn von Nagetieren eine stindige und
umfangreiche Neuproduktion von Nervenzellen stattfindet, besteht die Grundhypothese
der vorliegenden Arbeit darin, dass dieser permanenten Proliferation ein
Eliminierungsprozess gegeniiberstethen muss, um ein libermifiges Wachstum des
Gehirns zu verhindern. Das Augenmerk war in erster Linie auf Strukturen des Gehirns
gerichtet, die durch ihre Fahigkeit zur Zellteilung, als Hauptzonen der Neurogenese
identifiziert wurden. Dabei handelt es sich um den GD des Hippocampus und das
olfaktorische System, das aus SVZ, RMS und BO besteht. Zieht man nun in Betracht,
dass es in diesen Zonen eine stindige Neubildung von Zellen gibt, so erdffnen sich
unterschiedliche Szenarien beziiglich der daraus resultierenden Folgen. Mogliche
Vorstellungen wiéren sowohl ein lebenslanges Wachstum des Gehirns, als auch ein
standiger Zellersatz. Studien aus den achtziger Jahren, die sich speziell auf diese
Regionen konzentrierten, dokumentierten, dass die Granuldrzellschichten des GD
(Bayer, 1982a; Bayer, 1982b) und des BO (Kaplan, 1985) einem Ilebenslangen
Wachstumsprozess unterliegen. Das Ausmall dieses Wachstums konnte Bayer durch
volumetrische Zellzdhlungen im GD aufzeigen. Es wurde festgestellt, dass die mittlere
Zellzahl der GCL des GD einer 30 Tage alten Ratte 890146 Zellen betrdgt. Im Alter von
365 Tagen ist die Zellzahl linear auf 1276734 gestiegen. Dies wiirde einen Zuwachs von
43 % und eine durchschnittliche tigliche Produktion von 1149 Zellen bedeuten. Ein

noch massiveres Wachstum ist in der GCL des BO zu beobachten. Hier konnte Kaplan
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(1985) in 3 Monate alten Ratten die Gesamtzahl von ca. 7 x 10° Granulirzellen
detektieren. Ratten der gleichen Versuchsreihe zeigten 31 Monate spiter eine
Gesamtzahl von nahezu 1,4 x 10" Granulérzellen im BO, was eine Verdopplung der
Granulédrzellen bedeutet. Kaplan errechnete einen Zuwachs von 8800 Zellen tiglich
bzw. 267000 Zellen monatlich. Er zeigte in dieser Arbeit ebenfalls, dass eine Abnahme
der neugebildeten, mit [’H]-Thymidin markierten Zellen mit der Zeit stattfindet, d.h. er
postulierte bereits damals eine Uberproduktion an neuen Zellen, welche spiter
eliminiert werden. Leider blieb er in dieser Studie eine genaue Quantifizierung der
Proliferation und den Nachweis des Eliminierungsprozesses schuldig.

Ausgehend von diesen Vorlagen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine genaue
Quantifizierung der tdglichen Produktion an neuen Zellen durchgefiihrt (Biebl, 2000).
So wurden Ratten an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit BrdU injiziert und vier
Wochen spiter perfundiert. Eine quantitative, stereologische Erfassung ergab eine
Gesamtzahl von 59159 £ 9946 BrdU-positiven Zellen in der GCL des BO und 1960 +
310 BrdU-positiven Zellen im GD. Unter der Voraussetzung einer 2stiindigen
Verfiigbarkeit von BrdU im Korper (Phuphanich, 1985; Boswald, 1990) und insgesamt
4 Injektionen kann hieraus eine tdgliche Produktion von 177000 Zellen im
olfaktorischen System und 5800 Zellen im GD angenommen werden. Setzt man diese
tdgliche Produktion nun ins Verhdltnis mit den bereits vorher beschriebenen
Zuwachsraten der untersuchten Strukturen, so ist zu erkennen, dass eine fiinffache (GD)
bzw. zwanzigfache (BO) Uberproduktion an Zellen stattfindet. Sollte dieser
Uberproduktion kein Eliminierungsprozess gegeniiberstehen, wiirden diese Strukturen
innerhalb eines Jahres um ein Vielfaches anwachsen. Eine Hemmung des
Eliminierungsprozesses  iiberzdhlig  produzierter = Neuronen  wihrend  der
Embryonalentwicklung fiihrte bei Médusen zu schweren Missbildungen des Gehirns, wie
z.B. Deformierungen des Cerebrums und Hyperplasien und endete im Regelfall letal

(Kuida, 1996; Kuida, 1998).
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Abb. 41: Vergleich Produktion neuer Zellen und realer Zellzuwachs
Die Produktion neuer Zellen (bersteigt den tatsachlichen Zellzuwachs in Zonen der

Neurogenese um ein Vielfaches.

2. Apoptose ist ein hiufiges Ereignis in Zonen der Neurogenese

Nach dem Beweis einer stindig stattfindenden Uberproduktion und der Aufstellung der
Hypothese der Existenz einer der Neurogenese gegenldufigen Eliminierung galt es die
Natur und vor allem die Art des Eliminierungsprozesses zu untersuchen. Die
naheliegendste Vermutung war, dass es sich um eine Form des programmierten
Zelltodes, der Apoptose, handelt. Denn zum einen ist Apoptose im gesamten
Nervensystems wiahrend der Embryonalentwicklung ein héufiges Ereignis und dient
dort der Beseitigung der Uberproduktion von Nervenzellen (Oppenheim, 1991;
Blaschke, 1996; Thomaidou, 1997; Blaschke, 1998) und zum anderen ist anzunechmen,
dass Nekrose, also ein eher inflammatorischer und somit gewebezerstérender Prozess,
in einem gesunden Gehirn kein permanent ablaufender, physiologischer Vorgang sein
sollte.

Die Beantwortung der Fragestellung, um welche Art der Eliminierung es sich hierbei
handelt, wurde mittels unterschiedlicher Nachweisverfahren erbracht. Zunichst wurde
versucht, die wihrend der Apoptose stattfindende internukleosomale DNA-
Fragmentierung qualitativ nachzuweisen. Bei dieser fiir in vitro Untersuchungen
iiblichen Methode wird isolierte DNA auf einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
visualisiert. Da jedoch im adulten Gehirn, verglichen mit einer in vitro apoptose-

induzierten Zellkultur, eine relativ geringe Dichte an sterbenden Zellen vorhanden ist,
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musste eine hochsensitive Methode angewendet werden. Dazu diente die LM-PCR,
wobei der Visualisierung der fragmentierten DNA eine Ligation von Primer-Adaptoren
und eine Amplifikation mittels PCR vorausgingen. Auf diese Weise konnte eine DNA-
Fragmentierung im BO gezeigt werden. Andere Areale des Gehirns, unter anderem
Strukuren, die ebenfalls mit Neurogenese in Verbindung stehen, wie Hippocampus,
SVZ und RMS zeigten keine DNA-Fragmentierung. Dies lie darauf schlieen, dass der
Hauptteil der liberschiissigen Zellen im BO eliminiert wird. Eine Aussage, ob es sich
bei den eliminierten Zellen um {iberzdhlige neuproduzierte oder um iltere etablierte
Neurone und somit um einen Turnover in der Neuronenpopulation handelt, kann mit
diesem Ansatz nicht getroffen werden.

Um eine genaue Lokalisierung und Quantifizierung des nachgewiesenen Zelltodes
durchfithren zu konnen, waren histologische Untersuchungen noétig. Eine
Standardmethode zum Nachweis von Apoptose ist die sogenannte TUNEL-Féarbung.
Hierbei wird sich ebenfalls der wihrend des Zelltodes stattfindenden DNA-
Fragmentierung bedient. Mittels einer terminalen Transferase werden Biotin-markierte
Nukleotide an DNA-Bruchstiicke ligiert, die anschlieBend immunologisch detektiert
werden. Eine stereologische Quantifizierung zeigte, dass Apoptose in allen Zonen der
Neurogenese ein hidufiges Ereignis ist. Als Referenzstruktur diente die GCL des
Cerebellums, die eine dhnliche Zelldichte wie die Granulérzellschichten des GD oder
des BO besitzt. Ein Vergleich der Anzahl sterbender Zellen pro mm® zeigte, dass Areale
in denen Neurogenese stattfindet, eine um 20 — 800 fach erhohte Dichte an
apoptotischen Zellen aufweisen. Eine Betrachtung der absoluten Anzahl sterbender
Zellen in den unterschiedlichen Strukturen macht auch deutlich, warum es beim
qualitativen Nachweis (LM-PCR) der Apoptose nicht in allen Zonen der Neurogenese
zu einer positiven Reaktion gekommen ist. Obwohl der Zelltod in all diesen Regionen
stark erhoht ist, stehen den im BO 3514 detektierten positiven Zellen 450 im RMS, 204
in der SVZ und 52 im GD gegeniiber (Biebl, 2000). Das Fehlen einer DNA-Leiter ist
also auf einen caudo-rostralen Gradienten in der Verteilung sterbender Zellen
zuriickzufithren. So werden ca. 84 % der TUNEL-positiven Zellen im BO gefunden.
Die restlichen 16 % sind im RMS (11 %) und in der SVZ (5 %) lokalisiert. Es ist zu
vermuten, dass hier selbst die Detektionsgrenze einer so empfindlichen Methode wie
der LM-PCR unterschritten wird.

Das Vorhandensein eines Eliminierungsprozesses wurde bereits in fritheren Arbeiten in

Maiusen untersucht (Morshead, 1992; Morshead, 1998). Die Ergebnisse dieser
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Experimente wurden allerdings von den in dieser Arbeit gewonnenen Daten nicht
bestitigt. Wurde in den erwédhnten Studien die SVZ als Hauptort der Apoptose
postuliert, in der 60% der neugebildeten Zellen auch wieder sterben, konnte in der
vorliegenden Arbeit eindeutig nachgewiesen werden, dass bei Ratten der Hauptort der
Zelleliminierung der BO ist. Zelltod ist in der SVZ ein weniger hiufiges Ereignis.
Ausgehend von den zuvor erwidhnten Produktions- und Zuwachsraten liegt die
Sterbequote im System BO deutlich héher, ndmlich bei ca. 95 %.

Die Diskrepanz zwischen den in dieser Arbeit ermittelten Daten und den friiheren
Befunden ist auf mehrere Griinde zuriickzufithren. Zum einen wurden die
Untersuchungen in unterschiedlichen Spezies durchgefiihrt und zum anderen
beschrinkte sich Morshead auf eine retrovirale Markierung, sowie auf die Lokalisierung
und Quantifizierung der daraus resultierenden Klone. Eine retrovirale Markierung ist
iiblicherweise eine gingige und potente Methode zum Studium von Zellproliferation
und der Beobachtung des Schicksals der neugeborenen Zellen, da theoretisch alle neuen
Zellen das inserierte Reportergen enthalten und somit detektierbar sind. Es kommt zu
keinerlei Ausdiinnungseffekten. Die Tatsache, dass wiederholt beschrieben wurde, dass
gerade im zentralen Nervensystem (Schinstine, 1993; Duch, 1994) bzw. in Stammzellen
und ihren ausdifferenzierten Abkommlingen (Challita, 1994; Klug, 2000) ein Verlust
der retroviralen Expression beobachtet werden konnte, lassen jedoch die von Morshead
erhobenen Daten in einem anderen Licht erscheinen. Man begniigte sich damit das
Verschwinden  der  Proliferationsmarker als Indiz  eines  stattfindenden
Eliminierungsprozesses zu sehen. Den direkten Nachweis sterbender Zellen, der ein
Beweis fiir die Tatsache einer apoptotischen Eliminierung von Zellen gewesen wére,

blieb man allerdings schuldig.

3. Zellzuwachs oder Zellersatz?

Das Vorhandensein von Zellzuwachs wurde schon von Kaplan (1985) und Bayer
(1982a,b) beschrieben. Es stellen sich jedoch die Fragen, ob die Produktion von neuen
Zellen lediglich diesem Zweck dient, ob es sich bei den sterbenden Zellen um die
Eliminierung einer Uberproduktion handelt oder ob auch alte etablierte Neuronen
sterben, die nun durch neue ersetzt werden.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde versucht, den Nachweis sterbender Zellen mit

unterschiedlichen Zellmarkern zu kombinieren. So sollte festgestellt werden, ob es sich
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bei den sterbenden Zellen um junge bzw. ausdifferenzierte Neuronen oder Gliazellen
handelt. Im Rahmen dieser Versuche konnten keine doppelpositiven Zellen detektiert
werden, die fiir Zellmarker junger Neuronen (B-III-Tubulin), Stamm- bzw.
Vorlduferzellen (Nestin) bzw. Gliazellen (GFAP) positiv waren. Lediglich ein sehr
geringer Prozentsatz der TUNEL-positiven Zellen war ebenfalls NeuN positiv, d.h.
neuronal differenziert. Das Faktum, dass die meisten TUNEL-positiven Zellen mit
keinen der verwendeten Zellmarker reagierten, korreliert sehr gut mit anderen Studien,
die ein dhnliches Phdnomen beschreiben. So lieBen sich unter anderem 75 % der
apoptotischen Zellen in der SVZ neonataler Ratten keinem Phénotyp zuordnen
(Levison, 2000).

In einer kiirzlich erschienenen Studie konnte jedoch von unserer Arbeitsgruppe, unter
Verwendung eines neu etablierten Zellmarkers fiir junge, sich ausdifferenzierende
Nervenzellen, festgestellt werden (Winner, 2002), dass ein Teil der apoptotischen
Zellen im BO positiv reagierten. Bei dem Marker handelt es sich um Doublecortin, ein
microtubuli-assoziiertes Protein, das zeitlich begrenzt in migrierenden bzw. sich
differenzierenden Neuroblasten exprimiert wird (Francis, 1999; Nacher, 2001). Diese
Beobachtungen legen nahe, dass es sich bei den eliminierten Zellen zu einem nicht
unerheblichen Teil, um die neu produzierten neuronalen Vorlauferzellen handelt, die in
den BO eingewandert sind. Die Darstellung des direkten Zusammenhangs durch einen
gleichzeitigen quantitativen Nachweis des Proliferationsmarkers BrdU und des
Zelltodes ist aus technischen Griinden nicht moglich. Aufgrund des kleinen Zeitfensters
beim Nachweis apoptotischer Zellen (2 h) wire eine exakte zeitliche Abstimmung der
BrdU-Injektionen und der Perfusion des Gehirns nétig. Beide Zeitfenster, namlich
BrdU-Markierung und TUNEL-Féarbung, lassen sich hierbei jedoch nicht
zufriedenstellend in Einklang bringen.

Der Befund allerdings, dass ein Anteil NeuN-positiver also ausdifferenzierter Zellen
auch apoptotisch ist, lasst die Annahme zu, dass in geringem Ausmal ein Zellersatz
dlterer Neuronen durch neugebildete Nervenzellen im adulten Gehirn stattfindet.
Schwierigkeiten bereitet nach wie vor die Tatsache, dass ein Teil der sterbenden Zellen
nicht eindeutig charakterisiert werden kann. Eine mdgliche Erkldrung wére, dass zu
einem Zeitpunkt, an dem eine sterbende Zelle beginnt, ihre DNA zu fragmentieren,
auch andere Proteine, mit denen die verwendeten Antikdrper potentiell interagieren
konnten, bereits in einem derartig hohem MalBle degradiert sind, dass keine spezifische

Bindung mehr erfolgen kann. Allerdings wurde mehrfach beschrieben, dass eine
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quantitative Kombination der TUNEL-Farbung mit einer neuronalen (NeuN)
Immunfarbung moglich ist (Araki, 2002; Hu, 2002). Die Ursache ist daher
wahrscheinlich auf das Fehlen geeigneter Marker fiir Stamm- und Vorlduferzellen
zuriickzufithren. Auf diese Weise konnte die Frage nach der Identitit der sterbenden
Zellen leider nur unzureichend geklart werden.

Fiir das mogliche Vorhandensein eines limitierten Zellersatzes im adulten Gehirn,
spricht die Tatsache, dass ein groBer Teil der apoptotischen Zellen auch in den
Glomeruli des BO zu finden ist. Bei den Glomeruli handelt es sich um eine
Akkumulation von Interneuronen, die iber die Axone des lateralen olfaktorischen
Traktes mit dem olfaktorischen Epithelium in Verbindung stehen (Weiler, 1999). Das
olfaktorische Epithelium wiederum ist eine Struktur, die einem stindigen Wechselspiel
zwischen Neurogenese und Apoptose unterliegt. Es ist daher vorstellbar, dass das
Absterben von Nervenzellen und den damit einhergehenden Verlust des axonalen Zell-
Zellkontakts dieser Zellen mit den verbundenen Interneuronen der Glomeruli zu einem
Absterben eben dieser und weiteren damit verschalteten Neuronen fiihrt. So kénnte
zumindest ein Teil der neuen Zellen als Zellersatz dienen. Dafiir spricht auch die
Tatsache, dass die Unterdriickung olfaktorischer Wahrnehmung in jungen Ratten zu
einer massiven Reduktion des BO fiihrt, was jedoch nach Wiederherstellung der
Riechfihigkeit regeneriert werden kann (Cummings, 1997). Dariiber hinaus fiihrt eine
geruchsreiche Umgebung zu einer erhdhten Integration neugebildeter Zellen im BO
(Rochefort, 2002). Interessant wére in diesem Zusammenhang eine Untersuchung, ob
eine Lidsion des olfaktorische Epitheliums zu einer Erhohung der TUNEL-positiven
Zellen in einer Region des BO oder der SVZ fiihrt.

Beim Grofiteil der sterbenden Zellen handelt es sich jedoch wahrscheinlich um
neugeborene Zellen, die nach ihrer Wanderung in den Bulbus und ihrer
Ausdifferenzierung nicht den ndtigen synaptischen Input bzw. Versorgung mit
Wachstumsfaktoren oder Neurotrophinen erhalten und absterben. Dies ist naheliegend,
da dies ein wihrend der Embryonalentwicklung, also einer vergleichbaren Situation,
auftretendes Ereignis ist. Es iiberleben nur Zellen, die in das richtige Milieu einwandern
und dort die korrekten synaptischen Verschaltungen eingehen (Oppenheim, 1991). Fiir
diese These sprechen auch zwei kiirzlich erschienene Studien (Petreanu, 2002; Winner,
2002). Diesen Studien zufolge verschwindet ein GrofBteil der BrdU positiven,
neugeborenen Zellen in Miusen bzw. Ratten 2 bis 4 Wochen bzw. 1 bis 3 Monaten nach

ihrer Teilung wieder. Danach nimmt die Zahl der mit BrdU markierten Zellen nicht
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mehr nennenswert ab. Diese Zeitrdume der Reduktion von BrdU-positiven Zellen
entsprechen den Zeitspannen, in denen die zelluldre Differenzierung stattfindet. Dies
konnte bedeuten, dass alle Zellen absterben, die nicht die richtigen Verbindungen
eingehen, wohingegen Zellen, die sich in ihre Umgebung integrieren, langfristig

uberleben.

4. Caspase 2, Caspase 3 und Caspase 9 spielen eine entscheidende Rolle bei der

Apoptose in Zonen der Neurogenese

Nachdem es moglich war eine vermeintliche Verbindung zwischen Neurogenese und
Apoptose nachzuweisen, d.h. eine Korrelation zwischen den Orten der Neurogenese und
der Zelleliminierung durch Apoptose herzustellen, wurde nach der Moglichkeit gesucht,
um in ein potenziell existierendes Gleichgewicht einzugreifen. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob es durch Unterdriickung des Zelltodes zu einem
erhohten Uberleben der neugebildeten Zellen und somit zu einer vermehrten
Nervenneubildung kommen kann.

In den letzten Jahren wurde durch eine Vielzahl unterschiedlichster Studien gezeigt,
dass embryonaler und induzierter Zelltod im Gehirn durch den Einsatz von Caspase-
Inhibitoren reduziert werden kann (Embryonalentwicklung: Milligan, 1995; Ischdmie:
Cheng, 1998; Chen, 1998; Hara, 1997; Axotomie: Lucius, 1997; Kermer, 1999;
Meningitis: Braun, 1999; Transplantation: Schierle, 1999). Die Gabe von Caspase-
Inhibitoren nachfolgend auf einen Status epilepticus kann auBerdem das Uberleben
neugeborener Zellen im GD erhohen (Ekdahl, 2001; Ekdahl, 2002).

Zwar konnten Studien -eindeutig eine Involvierung von Caspase 3 in den
Eliminierungsprozess tliberfliissiger Zellen im embryonalen Gehirn nachweisen (Kuida,
1996; Kuida, 1998; Pompeiano, 2000), fiir eine Beteiligung dieser Caspasen bei der
Eliminierung von Zellen im hier untersuchten System der Neurogenese fehlte aber
immer noch der Nachweis. In einem ersten Versuch konnte unter Verwendung einer
RT-PCR gezeigt werden, dass im Gegensatz zum Cortex im BO eine stark erhohte
Expression von Caspase 2 und 3 vorhanden ist. Caspase 2 wird eigentlich wéhrend der
frithen Entwicklungsphase des Gehirns exprimiert und ist im adulten Gehirn
herabreguliert (Kumar, 1992). Diese deutlich erhdhte Priasenz des Caspase 2 Transkripts
unterstreicht deswegen den ,,embryonalen* Charakter des Phanomens der Neurogenese.

Caspase 9 wurde in beiden untersuchten Strukturen gleich stark exprimiert.
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Da dies jedoch noch keinen Aufschluss {iber die genaue Lokalisierung der Expression
der Caspasen gibt, wurde mittels in situ Hybridisierungen gezeigt, dass diese stark
erhohte Expression generell in Regionen der Neurogenese stattfindet. Dies gilt sowohl
fiir den BO, als auch fiir den RMS und den GD des Hippocampus. Lediglich in der SVZ
konnte keine erhohte Expression detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass der Grof3teil der Apoptose auBBerhalb dieser Region stattfindet und
dort eher ein selteneres Phinomen ist. Die erhohte Expression von Caspase 3 konnte
zusitzlich von einer weiteren Arbeitsgruppe (de Bilbao, 1999), ebenfalls durch in situ
Hybridisierungen, bestdtigt werden. Sie fanden hohe Caspase 3 Expressionen im BO
und im GD jedoch nicht in der SVZ adulter Méause.

Obwohl es Studien gibt, die Hinweise auf eine hohe Korrelation zwischen mRNA
Expression und Proteinlevel geben (Gonzalez-Garcia, 1995), ist es trotzdem nicht
moglich von einer detektierten erhdhten Expression zweifelsfrei auf eine ebenfalls
erhohte Proteinprdsenz zu schliefen. Zum Beweis eines funktionellen Zusammenhangs
wurde deshalb versucht, die aktivierte Form der Caspase 3 nachzuweisen. In
Ermangelung eines in situ verwendbaren rattenspezifischen Antikorpers gegen
aktivierte Caspase 3 konnte der direkte immunologische Nachweis nicht erbracht
werden. Vergleicht man jedoch auf einem Western Blot unter Verwendung eines
Antikorpers gegen aktive Caspase 3 Proteinextraktionen des BO adulter Ratten mit
Extraktionen aus anderen Regionen des Gehirns (Cortex), so sind deutlich die Banden
der beiden katalytischen Untereinheiten (12 bzw. 17 kDa) zu erkennen. Eine Bande die
dem 32 kDa Protein der Procaspase 3 entspricht, war jedoch sowohl im BO als auch im
Cortex sichtbar. Einen Hinweis auf die genaue Lokalisierung gibt eventuell die
Verteilung Caspase 3 positiver Zellen in der adulten Maus. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass die Verteilung der aktivierten Caspase 3-positiven Zellen
der Verteilung TUNEL-positiver Zellen entspricht und sich hauptsichlich auf Zonen der
adulten Neurogenese beschrinkt. All diese Hinweise sprechen deutlich filir eine
Involvierung von Caspase 2 und 3 in das Phdnomen des programmierten Zelltodes in
den Hauptregionen der adulten Neurogenese.

Von besonderem Interesse war auch, dass im BO die mRNA Expression beider
bekannten Splicevarianten der Caspase 2 (Ich-1p und Ich-1s) nachgewiesen werden
konnte. Im Gegensatz zum Lymphgewebe oder den Ovarien, in denen Ich-1; das
vorherrschende Ich-1 Transkript ist, werden im Gehirn beide Produkte gleichwertig

exprimiert (Wang, 1994; Bergeron, 1998; Jiang, 1998). Funktionelle in vitro Analysen
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zeigten, dass die beiden Proteinvarianten unterschiedliche Effekte bedingen.
Uberexpression von Ich-1; verursachte Apoptose in Saugetierzellen. Im Gegensatz dazu
verhindert die Expression von Ich-1s, nach Induktion von Apoptose mittels Serum
Entzug, programmierten Zelltod in Rat-1 Zellen (Wang, 1994). Ich-1; und Ich-1g sind
ein Beispiel fiir funktionell antagonistische Proteine, die durch unterschiedliches
Splicing generiert werden. Diese Ergebnisse und die Erkenntnis, dass der BO, ebenso
wie das embryonale Gehirn, beide Splicevarianten exprimiert, lassen die Folgerung zu,
dass Caspase 2 eine wichtige regulatorische Rolle bei der Apoptose neuronaler Zellen

bzw. deren Vorlduferzellen im adulten Gehirn spielt.

5. Injektion eines Caspase-Inhibitors fithrt zu deutlicher Senkung der

Apoptoserate in Zonen der Neurogenese

Nach dem Nachweis, dass im adulten Nagergehirn Neurogenese stets einhergeht mit
Apoptose unter der Beteiligung von Caspase 3 und Caspase 2, wurde im Rahmen
weitergehender Experimente versucht, an diesem Punkt exogen in dieses Verhiltnis
einzugreifen. Unterschiedliche Gruppen applizierten bereits Inhibitoren der Caspasen 1
(Z-YVAD-FMK) und 3 (Z-DEVD-FMK) bzw. generelle Caspasen-Inhibitoren (Boc-
Aspartyl[OMe]Fluoromethylketon = B-D-FMK = BAF), um embryonalen bzw.
induzierten Zelltod zu reduzieren (vgl. Kapitel IV. 4.).

Zur Analyse des Einflusses einer Apoptosehemmung in Zonen der adulten Neurogenese
wurde BAF als zu applizierende Substanz gewdhlt. Dabei handelt es sich um einen
zellpermeablen, irreversiblen Inhibitor, der nicht spezifisch gegen eine bestimmte
Caspase wirkt, sondern die Aktivitét aller 14 bisher bekannten Caspasen unterdriickt. /n
vitro Studien zeigten, dass BAF in Neuronen einen durch Entzug des trophischen
Faktors NGF (Deshmukh, 1996) oder hypoxisch induzierten apoptotischen Zelltod
(Cheng, 1999) iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden blockieren kann. Es konnten
auch Neurone, die aufgrund von Mangel an [K']-Ionen apoptotisch wurden, mit BAF
gerettet werden, wohingegen Z-DEVD-FMK, ein Caspase 3-Inhibitor, in diesem Fall
den Zelltod nicht verhindern konnte (Lynch, 1997). BAF wurde auch schon in vivo
erfolgreich eingesetzt (Cheng, 1998). In neonatalen Ratten konnte eine intraventrikulédre
Injektion des Inhibitors, folgend auf eine hypoxische Ischdmie (Modell unilateraler
Ischdmie kombiniert mit anschlieBender Hypoxie nach Rice, 1981), einen stark

neuroprotektiven Effekt erzielen. Des Weiteren zeigten Caspase-Inhibitoren in
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Zellkulturversuchen eine deutlich geringere Toxizitdt als andere Protease-Inhibitoren,
wie z.B. Calpeptin, Calpain Inhibitor 1 oder Leupeptin (Monti, 1998). Aus den hier
aufgefiihrten Griinden und dem Nachweis, dass mehrere Caspasen an der
Zelleliminierung im untersuchten System beteiligt sind, wurde BAF als der am besten
geeignete Inhibitor ausgewéhlt.

Von einer peripheren Applikation des Inhibitors wurde abgesehen, da die Blut-Hirn-
Schranke fiir diesen unpassierbar ist. Folglich musste ein Weg zur lokalen,
intraventrikuldren Verabreichung gewéhlt werden. Da BAF nur eine geringe
Halbwertzeit (24 h bei 37°C) aufweist, wurde anstatt einer permanent Inhibitor
zufithrenden osmotischen Pumpe, eine Fiihrungskaniile implantiert, durch die eine
Woche lang téglich BAF direkt in den Seitenventrikel injiziert werden konnte. Die Tiere
wurden 24 h nach der letzten Injektion perfundiert und analysiert. Zur Quantifizierung
des Zelltodes wurde eine TUNEL-Farbung durchgefiihrt und stereologisch ausgewertet.
Es konnte in allen neurogenen Bereichen eine drastische Reduktion des Zelltodes
detektiert werden. Im GD wurde die Zahl der TUNEL-positiven Zellen um 61 %
gesenkt. In der SVZ (59 %) und dem BO (EPL: 46 %; GL: 54 %; GCL: 48 %) wurden
dhnliche Resultate detektiert. Die nachgewiesenen Werte korrelieren sehr gut mit dem
zu erwartenden Ergebnis, das auf einer Studie von Cheng et al. (1998) beruht. In dieser
Studie konnte durch Gabe von BAF der Gewebeverlust in Ratten nach hypoxischer
Ischdmie im Hippocampus, im Striatum und im Cortex um mehr als 50 % reduziert
werden.

Trotz allem sollte die in der hier dargestellten Studie nachgewiesene Reduktion des
Zelltodes in der SVZ kritisch betrachtet werden. Im Gegensatz zu den anderen
untersuchten Regionen ist in der SVZ der Kontrollgruppe die Anzahl sterbender Zellen
gegeniiber fritheren Quantifizierungen massiv erhoht. Diese Erhohung ist
wahrscheinlich auf die Implantation der Fiihrungskaniilen zurlickzufiihren. Dies wiirde
bedeuten, dass zwar die Reduktion des Zelltodes real ist, aber es sich nicht um natiirlich
vorkommende Apoptose handelt, sondern um die Reduktion des durch die Operation
verursachten ldsional induzierten Zelltodes.

Diskutabel bleibt, ob es sich bei dieser Reduktion des Zelltodes um einen Langzeiteffekt
handelt. So konnte in der Studie von Morshead (2000), die in adulten CD1-Mé&usen
durchgefiihrt wurde, gezeigt werden, dass Zellen, die durch intraventrikuldre
Applikation des cell survival factors N-Acetyl-L-Cystein (NAC) vom programmierten

Zelltod abgehalten wurden, nach Beendigung der Behandlung dennoch innerhalb von 6
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Tagen eliminiert wurden. Es konnte ebenso gezeigt werden, dass in diesen Mausen,
wiéhrend der Behandlungsdauer die Anzahl neugeborener, BrdU-positiver Zellen in der
SVZ erhoht war. Da NAC nicht proliferationsstimulierend wirkt, muss es sich hier um
einen Uberlebenseffekt handeln. Dies deutet darauf hin, dass der Ort der
Zelleliminierung in der Maus unterschiedlich ist, verglichen zu der in Ratten. Stirbt in
der Ratte ein Grofiteil der Zellen im BO, miisste sich dies nach der Studie von
Morshead (2000) bei Mausen verstirkt, in der SVZ abspielen. Ansonsten lie3e sich die
nicht-proliferative Zunahme von BrdU-positiven Zellen dort nicht erkldren. Dies wird
durch die Beobachtung einer erhohten Zahl an TUNEL-positiven Zellen in der SVZ von
Maiusen im Verhiltnis zum BO bestirkt (miindliche Mitteilung Georg Kuhn).

Im Rahmen dieses Experiments sollte zusdtzlich festgestellt werden, ob ein erhdhtes
Uberleben der neugeborenen Zellen erreicht werden kann. Die Tiere erhielten aus
diesem Grund parallel zu den Inhibitor-Injektionen BrdU gespritzt. Zusitzlich wurden
Tiere analysiert, die 4 Wochen nach den letzten Injektionen perfundiert wurden und
somit einen potentiellen Langzeiteffekt aufzeigen sollten. Es konnten jedoch keine
statistisch signifikanten Unterschiede zu den jeweiligen Kontrollgruppen festgestellt
werden. Die Zahl der BrdU-positiven Zellen zeigte weder 24 h noch 4 Wochen nach
den letzten Injektionen einen signifikanten Unterschied. Dies bedeutet zumindest, dass
die Injektion des Inhibitors keinerlei Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Tiere
ausiibt. Man sollte aus diesen Ergebnissen jedoch nicht den Schluss ziehen, dass kein
Zusammenhang zwischen den beiden Parametern besteht. Vielmehr liegt der Grund fiir
die fehlende Signifikanz mit hoher Wahrscheinlichkeit in der falschen Auswahl der
Injektions- bzw. Perfusionszeitpunkte. Wie aktuelle Langzeitstudien dokumentieren
(Winner, 2002) beginnt die Hauptwelle der Zelleliminierung nicht, wie von unserer
Arbeitsgruppe angenommen, unmittelbar nach der Teilung der Zellen bzw. in den
darauffolgenden Tagen, sondern erfolgt erst 1 — 3 Monate spéter. Dies wiirde bedeuten
dass beide untersuchten Zeitpunkte vor der eigentlichen Apoptosewelle liegen und
deshalb aus der Quantifizierung der BrdU-positiven Zellen kein Riickschluss auf die
Forderung des Uberlebens neugebildeter Zellen gezogen werden darf. Vielmehr miisste,
um eine quantitative Aussage iiber die Forderung von Langzeitiiberleben neugebildeter
Neurone machen zu konnen, die Inhibitor-Injektionen zwischen dem 2. und 3. Monat
nach der Gabe von BrdU erfolgen. Dies scheint der kritische Zeitraum zu sein, in dem

auch die Integration der neuen Zellen stattfindet.
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6. Analyse Bcl-2 iiberexprimierender Miuse zeigt erhohtes Uberleben

neugeborener Zellen im Hippocampus

Zur Analyse einer endogenen Einflussnahme auf ein potentielles Gleichgewicht
zwischen Zelltod und Proliferation wurde ein Bcl-2 iiberexprimierendes Mausmodell
verwendet (Martinou, 1994). Das Protoonkogen bcl-2 codiert ein membran-assoziiertes
Protein, das in verschiedenen Modellen eine anti-apoptotische Wirkung aufweist (Reed,
1994). Das Protein wird natiirlicherweise in den meisten Neuronen exprimiert und
zeigte die hochsten Expressionsniveaus in proliferativen Zellen der ventrikuldren Zonen
und in postmitotischen Neuronen wihrend des natiirlich auftretenden Zelltodes
(LeBrun, 1993; Merry, 1994). In vitro Experimente konnten auBerdem belegen, dass
Bcl-2 in Neuronen, in denen durch den Entzug neurotropher Faktoren (z.B. NGF,
BDNF oder NT-3) Apoptose induziert wurde, den Zelltod verhindern konnte (Garcia,
1992; Mah, 1993, Allsopp, 1993).

Eine transgene Uberexpression von Bcl-2 fithrte zu einer Reduktion des natiirlich
vorkommenden Zelltodes wihrend der Embryonalentwicklung und somit zu einer
erhohten Population (ca. 40%) unterschiedlichster Neurone, wie z.B. Purkinje Zellen,
facialen Motoneuronen oder retinalen Ganglionzellen (Garcia, 1992; Martinou, 1994;
Farlie, 1995; Zanjani, 1996; Zanjani, 1997). Ebenso konnte in diesen Tieren ein
erhohtes Uberleben von Nervenzellen nach einer experimentellen Ischimie
nachgewiesen werden. Die transgenen Tiere zeigten ein um 43 % reduziertes Volumen
des ischdmischen Infarkts (Martinou, 1994).

Im hier verwendeten Modell erfolgte die Expression des bcl-2 Gens unter der Kontrolle
des NSE (neuron-specific enolase) Promotors. Dieser ist in der Lage heterologe Gene in
postmitotischen Neuronen und neuroendokrinen Zellen zu exprimieren (Forss-Petter,
1990). In in vitro Studien konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass der NSE
Promotor eine transkriptionale Aktivitit in murinen, embryonalen Stammzellen
aufweist (Alouani, 1993) und somit potentiell auch in neuronalen Vorliuferzellen aktiv
sein sollte. In den bei der vorliegenden Forschungsarbeit verwendeten Mausen konnte
bereits wihrend der Embryonalentwicklung (ab EI3) eine Expression in
postmitotischen Neuronen nachgewiesen werden (Martinou, 1994). Das adulte Gehirn
zeigte in vielen Regionen, unter anderem in den hier untersuchten Hauptregionen der

adulten Neurogenese, eine deutlich erhohte Expression von Bcl-2.
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Eine quantitative, stereologische Analyse der Granuldrzellschichten des GD, sowie des
BO ergab eine signifikant erhohte Anzahl an Granulédrzellen im GD. Die Zellzahl war
gegeniiber den Kontrolltieren um 17 % erhoht. Im BO lieB sich zwar ein dhnlicher Wert
feststellen (18 % Erhohung gegeniiber den Kontrolltieren), dieser erreichte jedoch keine
statistische Signifikanz. Dies kénnte auf ein erhohtes Uberleben neugebildeter Zellen
hindeuten, ldsst aber auch den Schluss zu, dass bereits wéhrend der Frithphase der
Embryonalentwicklung eine erhohte Anzahl an neuronalen Stamm- oder
Vorlduferzellen iiberlebt haben. Dies nachzuweisen, ist zum momentanen Stand nicht
moglich, da die Identitédt dieser Stamm- und Vorlduferzellen bis heute umstritten ist. So
wurden in einer Reihe von Studien bis jetzt Ependymalzellen (Johansson, 1999),
subependymale Zellen (Chiasson, 1999), sowie Astrocyten (Doetsch, 1999) als adulte
neuronale Stammzellen identifiziert. Neuere Studien scheinen die Wahrscheinlichkeit
zu erhohen, dass es sich bei den proliferativen, multipotenten Zellen in der SVZ um
eine Unterpopulation von subependymale Astrozyten handelt (Laywell, 2000). Eine
endgiiltige Kliarung in dieser Frage ist allerdings noch abzuwarten. Fiir eine erhdhte
Anzahl an Stamm- bzw. Vorlduferzellen spricht jedoch die Tatsache, dass in den
transgenen Tieren in der SVZ eine um 42 % erhohte Proliferation nachgewiesen wurde.
Es ist anzunehmen, dass sich innerhalb eines so kurzen Zeitraums kein sogenannter
Uberlebenseffekt durch reduzierten Zelltod einstellen kann. Die ebenfalls hier
nachgewiesene, jedoch statistisch nicht signifikante VergroBerung des Volumens der
SVZ (20 %), unterstreicht wiederum die Vermutung einer erhohten Anzahl an Stamm-
und Vorlduferzellen. Untersucht man nun die Anzahl BrdU-positiver Zellen nach 4
Wochen, so kann {iiberraschenderweise festgestellt werden, dass im BO (wohin die
neugeborenen Zellen mittlerweile migriert sind) keine Erhohung an neugebildeten
Zellen nachweisbar ist. Dies wiirde bedeuten, dass die 4 Wochen zuvor detektierten
BrdU-positiven Zellen einen nicht unerheblichen Eliminierungsprozess durchlaufen sein
missen.

Im Gegensatz hierzu konnte im GD, der keine signifikante Erhéhung der Proliferation
aufwies, ein massiver Uberlebenseffekt detektiert werden. So wurde in den transgenen
Tieren 4 Wochen nach der letzten BrdU-Injektion eine um 108 % erhohte Anzahl an
BrdU-positiven Zellen nachgewiesen. Dies bedeutet, dass im GD, gegensétzlich zum
BO, ecindeutig ein Uberlebenseffekt eintrat. TUNEL-Firbungen zeigten, dass dieser
protektive Effekt auf eine Reduktion des Zelltodes um ca. 55 % zurilickzufiihren ist.

Eine  quantitative  Auswertung einer Immundoppelfirbung gegen  den
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Proliferationsmarker BrdU und einem neuronalen Marker zeigte einen identischen
prozentualen Anteil an Neuronen unter den neugebildeten Zellen. In beiden
Versuchsgruppen entwickelten sich 80 % der BrdU-positiven Zellen zu Nervenzellen.
Dies berechtigt die Aussage, dass in Bcl-2 transgenen Madusen aufgrund der 2fach
erhohten Uberlebensrate neuer Zellen eine um das Doppelte gesteigerte
Neurogeneserate vorliegt. Die Frage, warum sich die Neurogeneserate im BO nicht
beeinflussen lieB, ldsst sich in diesem Zusammenhang nicht beantworten. Fakt ist
jedoch, dass auch in fritheren Studien immer wieder Unterschiede im Proliferations-
und Differenzierungsverhalten in den verschiedenen Regionen der Neurogenese zu
beobachten waren. So zeigten beispielsweise EGF und FGF-2 deutlich einen Einfluss
auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten in der SVZ bzw. im BO,
wohingegen hippocampale Vorlduferzellen durch beide Faktoren nicht beeinflusst
wurden (Kuhn, 1997).

Nun stellt sich die Frage, ob diese Steigerung der Neurogeneserate in einer Struktur, die
in Zusammenhang mit Lernfdhigkeit und Erinnerung steht, sich positiv auf bestimmte
Verhaltensweisen auswirken kann. Dies konnte bis jetzt allerdings nicht nachgewiesen
werden. Gegenteilig zu dieser Annahme schnitten Bcl-2 {iberexprimierende Méause in
Verhaltenstests, in denen Lernfdhigkeit und Erinnerung untersucht wurden, sogar
deutlich schlechter ab als Wildtyp-Tiere (Rondi-Reig, 2001). Mehr Neurone sind also
nicht immer automatisch funktionell verbessernd, aber es ist wahrscheinlich noch zu
frith um hippocampale Neurogenese und hippocampale Funktion in Relation setzen zu
konnen. Bevor dies jedoch moglich wird, muss noch eine Vielzahl anderer potentieller
Einflussfaktoren identifiziert und untersucht werden. Dies kann als Aufgabe
kommender Forschungsprojekte angesehen werden. Die hier vorliegende Arbeit
versteht sich als Basis, auf der weiterfiihrende Studien zum Verstindnis dieser
hochkomplexen Systeme aufbauen sollen. Erstrebenswert wire jedenfalls die
Moglichkeit, das korpereigene Regenerationspotential der Neurogenese zukiinftig

therapeutisch nutzbar machen zu kénnen.



V. Zusammenfassung

Nach der Widerlegung der Lehrmeinung, dass im Gehirn von adulten Siugetieren keine
Nervenneubildung  stattfindet, wurde  eine  Vielzahl  empirischer  und
molekularbiologischer Studien zur genaueren Charakterisierung dieses Phédnomens
durchgefiihrt. In diesen Studien konnten unter anderem die Hauptregionen der adulten
Neurogenese (Gyrus dentatus des Hippocampus und das olfaktorische System,
bestehend aus subventrikuldrer Zone, rostralem, migratorischem Strom und Bulbus

olfactorius) bzw. Moglichkeiten ihrer Modulation identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte basierend auf stereologischen Quantifizierungen
dokumentiert werden, dass im adulten Rattengehirn eine permanente, massive
Uberproduktion an neugeborenen Zellen stattfindet. Diese Uberproduktion zieht den
Schluss nach sich, dass dieser ein Eliminierungsprozess gegeniiberstehen muss, um
unkontrolliertes Wachstum und damit einhergehende Folgeschdden im Gehirn zu
vermeiden. Das Vorhandensein eines solchen apoptotischen Prozesses konnte
nachgewiesen werden. Mittels molekularbiologischer und immunhistologischer
Methoden konnte bestitigt werden, dass gerade in den Hauptregionen adulter
Neurogenese eine je nach Struktur um bis zu 800fach erhohte Apoptoserate vorhanden
ist. Die Identitdt all dieser sterbenden Zellen konnte mangels eines geeigneten
Zellmarkers nicht eindeutig gekldrt werden, doch handelt es sich wahrscheinlich zum
GroBteil um die Eliminierung der iiberzdhlig neu produzierten Zellen. Ein Anteil der
apoptotischen Zellen liel sich aber auch als reife Neuronen identifizieren, was die
Moglichkeit eines potentiellen Zellersatzes nahe legt. Dieser Zellersatz wére vor allem
im olfaktorischem System denkbar, da es hier permanent zu neuen neuronalen

Neuverschaltungen kommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls versucht die Absterberate der
neuproduzierten Zellen zu beeinflussen. Nachdem eindeutig die Beteiligung der
Caspasen 2 und 3 nachgewiesen werden konnte, war es naheliegend einen Caspase-
Inhibitor zu verwenden, um ein potentielles Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Apoptose zu modulieren. Die intraventrikuldre Injektion des allgemeinen Caspase-
Inhibitors BAF fiihrte zu einer drastischen Reduktion des Zelltods in allen untersuchten

Regionen, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Proliferationsrate. Auch lieen sich
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keine Riickschliisse auf ein erhdhtes Uberleben der neugebildeten Zellen ziehen, da
hierfiir eine genaue zeitliche Abstimmung der Injektion von Proliferationsmarker und
Apoptose-Inhibitor gefunden werden muss. Zur Umgehung dieses Problems und zur
Untersuchung endogener Modulation des Zelltods wurden dhnliche Quantifizierungen
in Gehirnen transgener, Bcl-2 iiberexprimierenden Maiusen durchgefiihrt. Hierbei
konnte unter anderem festgestellt werden, dass im Hippocampus dieser Miuse, jedoch
nicht im olfaktorischen System, ein massiver Uberlebenseffekt priisent ist. Dies geht
einher mit der Tatsache, dass diese Maduse auch einen statistisch signifikant

vergroBerten Gyrus dentatus haben.

Die gewonnenen Erkenntnisse ermdglichen, das Phdnomen der adulten Neurogenese
besser zu verstehen und sollen dariiber hinaus einen Beitrag dazu leisten, zukiinftig das
endogene Potential der Nervenneubildung soweit modulieren zu konnen, um es bei

neuroregenerativen Prozessen nutzbringend einzusetzen.
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Bulbus olfactorius

Basenpaare

Bromodesoxyuridin
Rinderserumalbumin

Biotin

caspase-activated DNase
chromosomale Desoxyribonukleinséure
ciliary neurotrophic factor
Diaminobenzidin
1,4-Diazabicyclo[2,2,2]oktan

4’ 6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid
Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure

Esel

Dithiothreitol
Desoxyuridin-Triphosphat
Ethyldiamin-N,N,N",N’- tetraessigsdure
epidermal growth factor
Endonuklease G

duBere plexiforme Schicht
fibroblast growth factor-2

Fluorescein
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GAPDH

GCL
GD
GFAP
GL
hu
ICAD
IF
IGF-1
IgG
im.
L.p.

kb
LM-PCR

PCR
PSA-NCAM

b
RHOX

Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase
Granulidrzellschicht

Gyrus dentatus

glial fibrilary acid protein
Glomularschicht

human

inhibitor of CAD
Immunfarbung

insulin-like growth factor
Immunglobulin G
intramuskuldr

intraperitoneal

Kilobase

ligation mediated-polymerase chain
reaction

molar

millimolar

Maus

Anzahl

Normal

N-Acetyl-L-Cystein
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
nerve growth factor
neuron-specific enolase
Neurotrophin-3

Neuronal Nuclei

optische Dichte

polymerase chain reaction
polysialic acid-neural cell adhesion
molecule

Kanninchen

Rhodamin X
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Abkulrzungsverzeichnis

RMS
RNA

RT
RT-PCR

sh

SVZ
TdT
TUNEL

Uv
WB

rostraler migratorischer Strom
Ribonukleinsiure

Ratte

Raumtemperatur

reverse transcription- polymerase chain
reaction

sense

Schaf

subventrikuldre Zone

terminale Transferase

terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labelling
Einheit

iiber Nacht

Ultraviolett

Western Blot
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