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Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss des Acetylcholinanalogon Carbachol (CCh) und 

des Parasympathikolytikums Pirenzepin (PIR) auf die Proliferation, Migration und Differenzie-

rung von Zelllinien adulter neuronaler Stammzellen (ANSC) von Mäusen in vitro untersucht. 

Bei der Durchführung eines Langzeitproliferationassays kam es in der Versuchsgruppe unter 

Verwendung des Chemoattraktants CCh in DMEM/F12 (COMP) zu einer signifikanten Zunahme 

der Proliferation im Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne Behandlung mit CCh. 

In einem zweiten Versuchsansatz erfolgten in dieser Arbeit Untersuchungen zur Migration kulti-

vierter ANSC durch eine permeable Membran mittels Zellkernzählung in zwei Kontrollgruppen 

(DMEM/F12 und DMEM ohne Chemoattraktants) und in zwei weiteren Gruppen Migrations-

bestimmungen im Kulturmedium DMEM unter Zugabe der Chemoattraktants CCh oder PIR. 

In der Kontrollgruppe DMEM/F12 wurden signifikante Unterschiede hinsichtlich der Anzahl 

migrierter ANSC und der eingesetzten Zellpassagen gefunden. 

Gegenüber den Passagen 6 und 8 waren die Zahlen migrierter Zellen in den Passagen 10, 12 

und 14 signifikant höher (p < 0,05). 

Keine signifikanten Unterschiede fanden sich intergruppal in den drei Migrationsversuchen mit 

dem Kulturmedium DMEM, jedoch waren in allen drei DMEM-Gruppen die Zahlen der migrier-

ten Zellen hochsignifikant geringer gegenüber der Kontrollgruppe DMEM/F12. Zur Überprüfung 

cholinerger und parasympathikolytischer Einflüsse auf die Differenzierung von ANSC erfolgte 

eine Kultivierung für insgesamt sieben Tage. Nach 24h Kultivierung im Medium DMEM/F12 mit 

den Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 wurde für den zweiten Tag COMP ohne EGF und 

nach 48h für die weiteren fünf Tage COMP ohne Wachstumsfaktoren eingesetzt. 

Messungen differenzierter Neurone erfolgten in einer Kontrollgruppe COMP ohne Chemoattrak-

tants und in zwei Gruppen mit Zusatz von CCh bzw. PIR. 

Bei Zusatz von CCh zum Kulturmedium COMP erhöhte sich die Zahl der Neuronen signifikant 

(p = 0,003) im Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne Chemoattraktant. Dagegen wurde nach 

Zugabe von PIR eine signifikant geringere Differenzierung (p = 0,007) gegenüber der Ver-

gleichsgruppe ohne Chemoattraktant gefunden. 

CCh verbesserte die de novo Differenzierung in Neuronen von bFGF- und EGF-armen Stamm-

zellen erheblich, was sich aus dem prozentualen Anteil der TUJ1 positiven Zellen erkennen ließ. 
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Demgegenüber bewirkte der Zusatz von PIR, einem Muskarin M1 Rezeptorantagonist, weniger 

Neuronen. 

Zusammenfassend haben die hier vorliegenden Untersuchungsergebnisse gezeigt, dass die 

cholinerge Stimulation mit CCh für die Neurogenese wachstumsregulatorisch auf die Proliferati-

on, Migration und Differenzierung von ANSC einwirkt. Dies wird vorwiegend durch den Muskarin 

M1-Rezeptor-Subtyp gesteuert, wie die Ergebnisse nach M1-Rezeptorinaktivierung mit PIR be-

weisen konnten. 

Die Ergebnisse haben demonstriert, dass die Kultivierung von ANSC im Kulturmedium 

DMEM/F12 als valides in vitro Modell zur Untersuchung möglicher Einflüsse von Neurotransmit-

tern und Pharmaka auf die Neurogenese einsetzbar ist und experimentelle Grundlagen mit Re-

levanz für die Entwicklung therapeutischer Ansätze von neurodegenerativen Krankheiten liefern 

kann. 
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1 Einleitung 

1.1 Historische Entwicklung der Theorie der Neurogenese  

Der spanische Neuroanatom und Nobelpreisträger Ramón y Cajal stellte 1894 in einem Vortrag 

den Mitgliedern der Royal Society, London, folgende neue Hypothese vor:  

„Lernen und jede Art der Sammlung von Erfahrungen fördern Ausdehnung, Wachstum und 

Funktion der Verbindungen zwischen den Nervenzellen“ (Ramón y Cajal, 1894, 

doi:10.1098/rspl.1894.0063). Er bezeichnete diese Verbindungen als „Protuberanzen“, die spä-

ter durch Sherrington den heute allgemein akzeptierten Terminus Synapse erhielten (Sherring-

ton, 1906). 

Die Hypothese einer möglichen Plastizität von Synapsen von Ramón y Cajal enthielt eine Erklä-

rung der Fähigkeit zum Erinnern, und daraus resultierend, bewusst agieren und reagieren zu 

können. Jede neue Erfahrung und jeder Lernprozess induziert die Bildung eines, immer wieder 

abrufbaren Substrats im synaptischen Bereich. Diese Inauguration der heute anerkannten 

Langzeitpotenzierung (LTP) blieb aber mangels eines wissenschaftlichen Nachweises bis 1966 

spekulativ und eher unbeachtet. 

Den experimentellen Beweis, dass Synapsen von adulten Tieren per Stimulationstraining eine 

LTP entwickeln können, wurde durch Lømo, Andersen, und Bliss in den Jahren 1966 bis 1973 

erbracht (Lømo, 1966; Anderson und Lømo, 1967; Bliss und Lømo, 1973). 

In tierexperimentellen Studien an Kaninchen konnte in diesen Untersuchungen nachgewiesen 

werden, dass ein Training mit kurzzeitigen, hochfrequenten Stimulierungen des sensiblen angu-

lären Nervenbündels am temporalen Horn des lateralen Ventrikels, welches Informationen zum 

Hippokampus weiterleitet, die synaptische Funktion kurzzeitig, aber auch langzeitig über Mona-

te verbessert. 

Nach mehreren Wiederholungen der Stimulationsblöcke (15 Impulse/sec.; Dauer 15-20 sec.) 

kam es zu immer rascheren, signifikanten Steigerungen der EEG-abgeleiteten evozierten Po-

tentiale im Gyrus dentatus (GD) des Hippokampus. 

Konträr zur Theorie und zur Beweisführung der LTP blieb das von Ramón y Cajal und Sherring-

ton vertretene Neuronen-Dogma – „Neue Neurone werden im erwachsenen Gehirn nicht mehr 

gebildet“ – länger bestehen, und konnte erst in jüngerer Zeit widerlegt werden. 
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Erste Hinweise auf eine postnatale Neurogenese erbrachten Untersuchungen an adoleszenten 

Ratten, bei denen im GD mittels [3H]-Thymidin-Markierung die Neubildung von Zellen nachge-

wiesen wurde (Altman und Das, 1965). Diese Ergebnisse blieben nicht unwidersprochen, da die 

Methode der Markierung nicht sicher genug zwischen Neuronen und Gliazellen differenzierte.  

Zwei weitere Untersuchungsergebnisse, publiziert 1977 und 1983, führten allmählich zur Akzep-

tanz der Erkenntnis, dass sich auch bei adulten Tieren Neubildungen von Neuronen ereignen. 

Bei adulten Ratten fanden sich 30 Tage nach intraperitonealer Instillation von [3H]-Thymidin im 

GD des Hippokampus und Bulbus olfaktorius markierte Zellen, die elektronenmikroskopisch 

definitiv als Neurone identifiziert werden konnten und Synapsen enthielten (Kaplan und Hinds, 

1977). 

In einer weiteren Untersuchung an adulten weiblichen Kanarienvögeln konnte nicht nur nach-

gewiesen werden, dass eine Neurogenese stattfindet, sondern dass neugebildete Neurone die 

Fähigkeit zur Migration besitzen (Goldman und Nottebohm, 1983). Zwei Tage nach Applikation 

von Testosteron und [3H]-Thymidin fanden sich zahlreiche markierte Neurone oberhalb des ze-

rebralen Stimmzentrums, während fünf Wochen nach Versuchsbeginn 1,5 - 4% neugebildeter 

Neurone autoradiografisch ausschließlich im Stimmzentrum, der Pars kaudalis des Hyperstria-

tum ventrale, lokalisiert werden konnten.  

Mit der Verwendung des Thymidinanalogons 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) zum auto-

radiografischen Nachweis proliferierender Zellen und neuronenspezifischer Marker (Neuronal 

nuclei – Antikörper, Calbindin – Antikörper, Neuronenspezifische Enolase) zum immunhisto-

chemischen Nachweis neugebildeter Neurone (Soriano und Del Rio, 1991; Takahashi et al., 

1992), gelang 1998 erstmalig der Beweis der Neurogenese im GD des Menschen (Eriksson et 

al., 1998). 

1.2 Neuronale und synaptische Plastizität 

Kortikale neuronale und synaptische Plastizität ist die Eigenschaft von Synapsen und Neuro-

nen, sich als Folge psychologischer Einflüsse, Erfahrungen und Tätigkeiten morphologisch und 

funktionell, auch bis ins hohe Alter, zu verändern. In Abhängigkeit von der Struktur werden neu-

ronale und synaptische Plastizität differenziert und stellen eine Anpassungsreaktion auf extrin-

sische und intrinsische Informationen dar (Kandel et al., 1996). 

In die adaptiven Prozesse der kortikalen Plastizität sind systemische, zelluläre und molekulare 

Ebenen einbezogen und führen als strukturelle Plastizität zu Neurogenese und Reorganisation 
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von Axonen und Dendriten und als molekulare Plastizität zu Veränderungen von Membranpro-

teinen (Zilles, 1996).  

Dabei werden adaptive Veränderungen der Synapsen durch LTP auch als funktionelle und mo-

lekulare Plastizität differenziert (Kandel, 2001; Dityatev und Schachner, 2003). 

Die durch neuronale Plastizität resultierende Neurogenese im menschlichen Gehirn ist ein kom-

plexer Prozess der neuronalen und speziell der strukturellen Plastizität für physiologische Funk-

tionen und pathophysiologische Veränderungen (Lledo et al., 2006; Deng et al., 2010).  

Neubildungen von Neuronen beim Menschen wurden vorwiegend in der subgranulären Zone 

(SGZ) des GD des Hippokampus und der Seitenventrikularzone (SVZ) des anterolateralen Sei-

tenventrikels (Bulbus olfaktorius) nachgewiesen (Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo, 2002; 

Bruel-Jungerman et al., 2006; Alonso et al., 2006, Amrein und Lipp, 2009; Wenping et al., 

2010). 

Das adulte olfaktorische System gilt als intensivste Region für die Neurogenese (Luskin, 1998). 

Neuroblasten migrieren unter mehrfachen Zellteilungen aus der SVZ in Richtung der bulbi olfak-

torii und differenzieren sich in den Riechkolben zu granulären und periglomulären Interneuronen 

(Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Pencea et al., 2001). 

Eine zweite Hauptbildungsstätte, die SGZ des GD, proliferiert permanent adulte neuronale Vor-

läuferzellen und diese migrieren unter steter Zellteilung in die über der SGZ gelegene granuläre 

Zellschicht, wo sie zu funktionellen Granularzellen ausreifen und interzelluläre synaptische Kon-

takte ausbilden (Cameron und McKay, 2001; Kempermann et al., 2004; Schmidt-Hieber et al., 

2004, Hu und Zhang, 2010). 

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Neurogenese auch in anderen 

Hirnregionen erfolgt, so im Temporal- und Parietallappen von Primaten (Gould et al., 1999), in 

den Amygdalae und in der Substantia nigra von Primaten (Bernier et al., 2002; Zhao et al., 

2003), im Nukleus kaudatus und Kleinhirn von Kaninchen (Luzzati F et al., 2006; Ponti et al., 

2006), im Hypothalamus von Mäusen (Kokoeva et al., 2005) und im Rückenmark von Ratten 

(Yamamoto et al., 2001). 

Diesen Ergebnissen stehen konträre Resultate entgegen, wobei in diesen Hirnregionen auch 

multipotente Vorläuferzellen nachgewiesen wurden, aber keine Neurogenese beobachtet wer-

den konnte (Horner et al., 2000; Lie et al., 2002; Frielingsdorf et al., 2004). 
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Das Vorhandensein potenter Vorläuferzellen in bestimmten Hirnregionen, auch außerhalb der 

primär neurogenen Zonen SVZ und SGZ führte zur Hypothese, dass diese eine Bedeutung für 

reparative Vorgänge haben könnte. In tierexperimentellen Untersuchungen mit Induktion von 

Insulten am Kortex konnte diese Hypothese bestätigt werden (Magavi et al., 2000; Arvidsson et 

al., 2002; Nakatomi et al., 2002; Arlotta et al., 2003; Chen et al., 2004).  

Aufbauend auf den grundlegenden Erkenntnissen der Neubildung, Migration und funktioneller 

Ausreifung adulter humaner Neurone fokussierten sich Untersuchungen seit ca. 15 Jahren auf 

pathophysiologische Auswirkungen von Störungen der Neurogenese.  

Ergebnisse konnten zeigen, dass unter Stress (Huether et al., 1999), bei endogener Depression 

(Kempermann und Kronenberg, 2003; Malberg, 2004; Hack et al., 2005), Epilepsie (Nakagawa 

et al., 2004; Crespel et al., 2005; Huot et al., 2007), M. Parkinson (Braak et al., 2003; Winner et 

al., 2006) und neurodegenerativen Erkrankungen (Winner et al., 2011) eine Proliferation neuro-

gener Vorläuferzellen im Hippokampus und Kortex erfolgt und Therapieansätze damit möglich 

sein können.  

Synaptische Plastizität ist die Fähigkeit, auf neue und/oder wiederholte Erfahrungen und Ein-

drücke rascher und adäquat reagieren zu können. Die Wirkweise basiert auf einer Erhöhung der 

Effektivität der synaptischen Übertragung durch sukzessive Erhöhung der Menge des freige-

setzten bzw. synthetisierten Botenstoffes (Neuro- transmitter) oder der Rezeptordichte auf der 

Empfängerzelle (Citri und Malenka, 2008). Die Vermutung, dass synaptische Informationsüber-

tragungen einen strukturellen oder funktionalen Rebound induzieren, der kurzzeitig oder per-

manent abrufbar ist, wurde 1949 postuliert (Hebb et al., 1949) und später tierexperimentell 

nachgewiesen (Lømo, 1966; Anderson und Lømo, 1967; Bliss und Lømo, 1973).  

Untersuchungen zur Art der strukturellen synaptischen Plastizität haben ergeben, dass be-

stimmte Wachstumsfaktoren, wie Epidermal growth factor (EGF), Fibroblast growth factor-2 

(FGF-2) und Transforming growth factor alpha (TGF-α) Wachstum und morphologische Verän-

derungen an dentritischen Dornfortsätzen, dem Sitz der Synapsen, induzieren (Fischer et al., 

1992; Bansal et al., 2000; Ben-Ari et al., 2002; Ambrogini et al., 2004; Dori und Sorq, 2006; Ai-

mone et al., 2009). Diese morphologische Plastizität führt zur Bildung neuer Dornfortsätze und 

damit funktionell zu einer Verstärkung der interneuralen Informationsübermittlung (Nikonenko et 

al., 2002; Abraham und Williams, 2003; Matsuzaki et al., 2004; Nagerl et al., 2004). 

Neben strukturellen Adaptationen konnten bei Untersuchungen der synaptischen Plastizität 

Veränderungen der Membranpotentiale und der biophysikalischen Eigenschaften der Ionenka-
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näle von Neuronen nachgewiesen werden, für die der Terminus intrinsische Plastizität geprägt 

wurde (Daoudal und Debanne, 2003; Frick et al., 2005; Zhang et al., 2003). 

Während durch intrinsische Plastizität verursachte Membranpotentialänderungen und Ionenver-

schiebungen eine kurzzeitige Intensitätsänderung der synaptischen Übertragung bewirken, ist 

die strukturelle Plastizität von langanhaltender Dauer und für Lernprozesse und Gedächtnistrai-

ning von eminenter Bedeutung (Turrigiano et al., 1998; Desai et al., 1999; Aptowicz et al., 2004; 

Karmarkar und Buonomano, 2006). 

Synaptische Informationsübertragungen erfolgen hauptsächlich und lokalisations-abhängig über 

Freisetzung und intersynaptischen Austausch von Neurotransmittern. Zu den wichtigsten Neu-

rotransmittersystemen zählen cholinerge, serotonerge und dopaminerge Transmitter und bei 

den meisten erregenden oder exzitatorischen Synapsen sind Glutamat und bei inhibitorischen 

Synapsen γ-Aminobuttersäure (GABA) oder Glycin die Überträger der Information (Kemper-

mann, 2008a).  

Physiologische Bedeutung besitzt die synaptische Aktivierung der Hirnrinde durch cholinerge 

Fasern des basalen Vorderhirns für die Regulierung des zerebralen Blutflusses (Sato et al., 

2004) und für den Schlaf-Wachrhythmus (Lee et al., 2005). Weiterhin ist dieser Stimulationsweg 

von großer Bedeutung für die kortikale Aktivität (Lucas-Meunier et al., 2003), die kognitiven Fä-

higkeiten des Menschen und für die kortikale Plastizität (McKinney, 2005).  

Ausgehend von diesen vielfältigen und wichtigen Funktionen, die über das cholinerge Transmit-

tersystem im Kortex gesteuert werden, sind weitere Forschungen auf diesem Gebiet und unter 

besonderer Berücksichtigung der neuronalen Plastizität von hoher physiologischer und pa-

thophysiologischer Relevanz.  

1.3 Adulte Neurogenese im Hippokampus 

Neben dem Bulbus olfaktorius zählt der GD des Hippokampus zu den primären neurogenen 

Zonen mit einer intensiven, einflussbezogenen Neurogenese und besitzt damit für die For-

schung auf diesem Gebiet einen "Modellcharakter“ (Kempermann, 2008; Trouche et al., 2009). 

Die adulte Neurogenese im Hippokampus wurde 1965 und 1977 bei Nagetieren mit radioaktiver 

Thymidinmarkierung (Altman und Das, 1965) und elektronenmikroskopischer Identifikation neu-

gebildeter Neuronen (Kaplan und Hinds, 1977) entdeckt. Obwohl weitere Bestätigungen dieser 

Untersuchungsergebnisse bei Stimulation des Singverhaltens von Kanarienvögeln folgten (Not-

tebohm, 1981), konnten diese Befunde bei Primaten nicht bestätigt werden und wurden daher 
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als artspezifischklassifiziert (Rakic, 1985). Es zeigte sich aber, dass dies methodisch bedingt 

war und nach Adaptation der BrdU für die zerebrale Neurogeneseforschung und Kombination 

mit konfokaler Mikroskopie (Soriano und Del Rio, 1991; Kuhn et al., 1996), konnte die hippo-

kampale Neurogenese zuerst beim Menschen (Eriksson et al., 1998) und später auch bei ande-

ren Primaten bewiesen werden (Gould et al., 1999; Kornack und Rakic, 1999).  

Die Neurogenese im Hippokampus findet in der SGZ des GD statt, in der die Stamm- und Vor-

läuferzellen lokalisiert sind, und durch asymmetrische Teilung erfolgt eine Differenzierung in 

Neurone oder Gliazellen (Cameron et al., 2001). Die Mehrheit der neugebildeten Zellen wird 

apoptotisch eliminiert (Biebl et al., 2000), wobei dieser Zelltod aktivitätsabhängig ist und durch 

Aktivitätsstimulation reduziert bzw. ganz unterdrückt werden kann (Kempermann und Gage, 

1999; Young et al., 1999). 

Die adulte hippokampale Neurogenese, von der Zellteilung adulter hippokampaler Stammzellen 

bis zum synaptischen Verbund neugebildeter Neurone, wird in fünf Phasen untergliedert (Ming 

und Song, 2002; Kempermann et al., 2004): 

♦ Phase I (Proliferationsphase) 

In der Proliferationsphase I werden durch asymmetrische Teilung neben neuen Stammzellen 

Vorläuferzellen gebildet, die charakteristische Merkmale embryonaler Radialgliazellen aufwei-

sen (Levitt und Rakic, 1980, Eckenhoff und Rakic, 1984, Hartfuss et al., 2001) und zelltypische 

Marker, wie GFAP (glial fibrillary acidic protein) und Nestin exprimieren und zu identifizieren 

sind (Fukuda et al. 2003, Filippov et al. 2003). 

♦ Phase II (Differenzierungsphase) 

In der Differenzierungsphase entstehen zunächst Nestin-positive und GFAP-negative, neuro-

nenähnliche Zellen (Kronenberg et al. 2003). Noch in dieser Phase II verlieren diese Zellen die 

Nestin-Expression und exprimieren das mikrotubulärgebundene Protein Doublecortin (DCX) 

und das membrangebunde Neural Cell Adhesion Molecule PSA-NCAM (Fukuda et al., 2003). 

♦ Phase III (Migrationsphase) 

Ein Teil der neugebildeten Zellen migriert aus der SGZ in die Granularzone (GZ) des GD und 

differenziert sich hier zu neuronalen Granularzellen. Diese neugebildeten Neurone können in 

der GZ mit den neuronalen Markern ßIII-Tubulin (Tuj1) und NCAM identifiziert werden (Seki, 

2002; Bruel-Jungerman et al., 2007; Zhao et al., 2008; Amrein et al., 2009; Lucassen et al., 

2010). 
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♦ Phase IV (Aussprossungsphase) 

Von diesen neugebildeten Neuronen sprossen Axone und Dendriten entlang des Moosfaser-

trakts zu den Cornu ammonis, speziell zur Cornu-Region CA-3 (Stanfield und Trice 1988; Has-

tings und Gould, 1999), wobei ein stimulierender Einfluss des astrozytär freigesetzten 

fibroblastischen Wachstumsfaktors 2 (FGF-2) nachgewiesen werden konnte (Zhao et al., 2003). 

Neben der Expression von DCX und PSA-NCAM produzieren die noch unreifen Neurone das 

neuronenspezifische Zellkernprotein NeuN (Brandt et al., 2003). 

♦ Phase V (Synaptische Phase) 

In der synaptischen Phase bilden die neuen Granularzellen dentritische Synapsen für den Input 

aus dem entorhinalen Kortex und axonale Synapsen zur Signaltransmission an die CA-3 Regi-

on und den hilären Hippokampus und die jetzt voll ausgereiften Neurone exprimieren die Zell-

marker NeuN und Tuj1 (Kuhn et al. 1996; Seki, 2002; Van Praag et al., 2002).  

Quantitative Messungen der Neurogenese im GD haben ergeben, dass bei adoleszenten Rat-

ten innerhalb von vier Wochen eine Zuwachsrate von 6% neugebildeter Neurone in der Granu-

larzone stattfand (Cameron und McKay, 2001).  

Mit Hilfe dieser Phaseneinteilung können Entstehung und Entwicklung neugebildeter Neurone 

im Hippokampus zellspezifisch untersucht werden und suppressive oder stimulierende Einflüsse 

überprüft werden (Kempermann, 2008; Benninghoff et al., 2010).  

Erst nach Abschluss der vollständigen morphologischen Integration der neuralen Neogenese in 

die hippokampale Funktion über „Stammzelle (SGZ) bis Synapsen-bildung“, die im Ablauf mit 

der embryonalen Entwicklung identisch ist (Ambrogini et al., 2004; Esposito et al., 2005), erfolgt 

keine apoptotische Eliminierung der neugebildeten Körnerzellen mehr (Kempermann et al., 

1997; Gould et al., 1999; Bruel-Jungerman et al., 2006, 2007).  

Embryonal entstandene adulte hippokampale Neurone und durch adulte Neurogenese gebildete 

Neurone im GD weisen differente synaptische Transmittersysteme auf, wobei diese Thematik 

gegenwärtig noch kontrovers diskutiert wird (Lara et al., 2012).  

Es gibt Konsens, dass adulte Granularzellen aus embryonaler Entwicklung in den ersten 

postnatalen Wochen die GABA-erge Transmission verlieren und bei Stimulation eine aus-

schließlich glutamerge synaptische Übertragung aufweisen (Lamas et al., 2001; Gómez-Lira et 

al., 2002; Gutiérrez et al., 2003; Safiulina et al., 2006; Ge et al., 2006). Während einerseits Un-

tersuchungen gezeigt haben, dass diese embryonal entstandene synaptische Transmission 
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auch für durch adulte Neurogenese gebildete Körnerzellen zutrifft (Toni et al., 2008), zeigten 

andere tierexperimentell erhobene Ergebnisse eine synaptische Expression von GABA-

Transmittern (Gritti et al., 1998; Ramírez und Gutiérrez, 2001; Gutiérrez et al., 2003; Ge et al., 

2008). 

Neben Forschungsergebnissen, dass eine adulte hippokampale Neurogense stattfindet und wie 

diese physiologisch, in Abhängigkeit vom Alter, Geschlecht, Aktivitäts- und Lernprozessen regu-

liert wird, enthält diese Thematik aus pathophysiologischer Sicht klinische Relevanz für Aktivi-

täts-, Verhaltens- Gedächtnis- und Lernstörungen, insbesondere bei schwerwiegenden Störun-

gen wie M. Alzheimer (Jin et al., 2004; Abrous und Wojtowicz, 2008), Epilepsie (Parent, 2006), 

Schädel-Hirn-Trauma (Parent, 2003) und ischämisch bedingten Neuronenverlust (Liu et al., 

1998, Parent et al., 2002; Wiltrout et al., 2007). 

Klinisch relevant für therapeutische Ansätze sind Untersuchungsergebnisse, die eine funktionel-

le Integration der hippokampalen Neurogenese durch Verbesserung des Lernverhaltens mit 

Ausbildung einer LTP bei Trainingsversuchen an Mäusen nachgewiesen haben (Van Praag und 

Christie, 1999; Van Praag et al., 2002). 

Im Gegensatz zu diesem positiven Effekt konnte durch Auslösen epileptischer Konvulsionen 

eine starke Proliferation von neuronalen Stamm- und Precursorzellen in der SGZ des GD mit 

nachfolgender Zunahme von Körnerzellen in der granulären Zone induziert werden (Parent und 

Lowenstein, 2002). 

Daher lässt sich beim gegenwärtigen Kenntnisstand nicht automatisch die Konsequenz ablei-

ten, dass eine Suppression der Neurogenese eine gesicherte Therapieoption für die Epilepsie 

bedeutet, und eine Fragestellung bezieht sich darauf, ob aus der Induktion einer neurogenen 

Permission ein klinischer Nutzen resultiert (Kempermann, 2008). 

Diese Aussage betrifft auch die klinische Relevanz und mögliche Therapieoptionen von Störun-

gen der acetylcholinergen, GABA-ergen und glutamatergen Transmission bei Depression 

(Beblo et al., 2006) und die Bedeutung der Relation hoher adrenaler Kortikoidspiegel bzw. star-

ker Stress auf die Minderung der hippokampalen Neurogenese mit kognitiven Störungen (Ca-

meron und Gould, 1994; Gould et al., 1997). Konträr dazu hat sich gezeigt, dass milder Stress 

die Lernfähigkeit erhöht (Mineur et al., 2007). 

Mehrere Untersuchungen an Mäusen und Ratten haben gezeigt, dass die adulte Neurogenese 

im Hippokampus eine eminente Bedeutung für die Ausbildung des Langzeitgedächtnisses und 

der Fähigkeit zur Erkennung und Wiedererkennung der Umwelt besitzt, und dass diese Fähig-
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keiten durch artifizielle Hemmung der Neurogenese beeinträchtigt wird bzw. komplett verloren 

geht (Dupret et al., 2007; Imayoshi et al., 2008; Clelland et al., 2009; Garthe et al., 2009; Jess-

berger et al., 2009). 

1.4 Zerebrales cholinerges System  

Das cholinerge Transmittersystem war auf Grund des tierexperimentell einfachen Zugangs zum 

peripheren Nerv-Muskel-Modell das am frühesten erforschte System der synaptischen Informa-

tionsweiterleitung mit Acetylcholin (ACh) als Botenstoff (Loewi, 1921). Loewi postulierte einen 

chemischen Botenstoff für die Anregung der Herzkontraktion, nachdem er entdeckt hatte, dass 

ein in Kochsalzlösung befindliches, nichtstimuliertes Froschherz in Gegenwart anderer Herzen, 

die vorher durch vagale Stimulation angeregt worden waren, dieselbe Erregungssteigerung 

zeigte. Dieser Botenstoff erwies sich als das von Dale aus Pilzen isolierte ACh (Dale, 1914) und 

spielte ab Mitte des 19. Jhd. neben der Entdeckung weiterer Transmitter eine zentrale Rolle 

(Carlsson und Lindqvist, 1963; Kandel und Spencer, 1968; Greengaard und McAfee, 1972). 

Cholinerge Systeme des Gehirns befinden sich überwiegend im basalen Vorderhirn (Großhirn, 

Dienzephalon) und im Hirnstamm (Trepel, 2011): 

− Vorderhirn: Die Lokalisationen im Vorderhirn betreffen besonders die Area septi medialis 

(Nukleus diagonalis) und den Nukleus basalis, über die Funktionen wie Schlaf-

Wachrhythmus, Bewegungsverhalten, Aggression, Lernen, Gedächtnis und Motivation ge-

steuert werden. Projektionen erfolgen von diesen Regionen in den Hippokampus, Bulbus ol-

faktorius, in die Amygdalae und in den Kortex (Cobb et al., 2005). 

− Hirnstamm: Hier befinden sich cholinerge Zentren in der pontomesenzephalen Formatio reti-

cularis, insbesondere im Nukleus pedunculo-pontinus, lateral des Nucleus ruber und dorsal 

des Lemniscus medialis. Das Projektionsgebiet für Informationsweiterleitung ist der Thala-

mus mit Aktivierung oder Deaktivierung von Thalamuskernen und dementsprechenden Aus-

wirkungen auf den kortikopetalen Informationsfluss (Mesulam et al., 1996; Mufson et al., 

2000; Schliebs et al., 2006). 

Cholinerge Zellen lassen sich mit Hilfe eines Markers, dem Enzym Cholin-Acetyltransferase 

(ChAT) lokalisieren, das für die Synthese von ACh von Bedeutung ist (Aquilonius et al., 1981; 

Kish und Olivier, 1988; Wozniak et al., 1989).  

ACh wird in cholinergen Neuronen in Gegenwart von Acetyl-Coenzym A aus Cholin mit dem 

Enzym ChAT katalysiert. Zunächst erfolgt in den Neuronen die Bildung von Cholin aus in der 
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Leber synthetisiertem Phosphatidyl-Serin, und der axonale Transport von Cholin zu den präsy-

naptischen Axonendigungen durch ein Na+-abhängiges Transportsystem (High affinity choli-

neuptake, HACU) (Forth et al., 2001). Im terminalen Axon erfolgt durch Acetyl-Coenzym A die 

ACh-Bildung mittels Bindung einer Acetylgruppe an Cholin (Stryer et al., 1994). 

ACh wird präsynaptisch in Vesikeln gespeichert, die bei Aktivierung von Aktionspotentialen in 

intensitätsabhängiger Anzahl in den synaptischen Spalt zwischen prä- und postsynaptischer 

Membran transportiert werden. Dieses Transportsystem wird durch Depolarisation induziert und 

ist Ca2+-Ionen abhängig (Reynolds et al., 1986; Feuerstein et al., 1990).  

ACh dockt nach Freigabe aus den Vesikeln an nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren der 

postsynaptischen Membran des zugehörigen Neurons an und projiziert Verhaltensänderungen, 

Erkenntnisänderungen und Lernfähigkeiten.  

Nikotinrezeptoren für Acetylcholin (nAChR) sind ionotrope Rezeptoren mit einer pentameren 

Struktur, die entsprechend dem differenten Aufbau in fünf Gruppen (α, ß, γ, σ, ε) eingeteilt wur-

den (Oddo et al., 2006).  

Muskarinrezeptoren (mAChR) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Guanintriphosphat bin-

dende Proteine, GTP bindende Proteine, GTPasen) und bisher wurden fünf Subtypen klassifi-

ziert (Koch et al., 2005). 

Nach ACh-induzierter Anregung des Zielneurons erfolgt die ACh-Katabolie durch Acetylcholin-

nesterase (AChE) zu Cholin und Ethansäure und nachfolgender präsynaptischer ACh-

Restitution. 

Störungen im neonatalen, adoleszenten und adulten cholinergen System haben nicht nur gar-

vierende Auswirkungen auf die synaptische Plastizität mit negativem Stressverhalten, Depres-

sion und Gedächtnisstörungen, wie M. Alzheimer (McKinney, 2005;), sondern auch auf die neu-

ronale Entwicklung und neurogene Plastizität (Bruel-Jungerman et al., 2007). 

Untersuchungen zur neonatalen Kortexentwicklung bei Ratten haben gezeigt, dass es eine zeit-

lich differenzierte cholinerge Wachstumsstimulation, ausgehend von den cholinergen Zentren 

gibt (Aubert et al., 1996). Während nAChR und HACU bereits zum Ende der embryonalen Pha-

se ausgeprägt waren, konnten mAChR-Rezeptoren erst ab der fünften postnatalen Woche 

nachgewiesen werden. 
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Eine gestörte cholinerge Innervierung während des kortikalen Wachstums bewirkt eine Vermin-

derung der Schichtdicke des Kortex und führt zu dendritischen Aberrationen (Cameron und Mc-

Kay, 2001).  

Auch konnte nachgewiesen werden, dass eine induzierte Läsion des Nukleus diagonalis zu 

einer verminderten Proliferation von adulten neuronalen Stammzellen (ANSC) führt (Cooper-

Kuhn et al., 2004; Mohapel et al., 2005). 

Therapeutische Relevanz besitzen Ergebnisse von Untersuchungen, bei denen die Applikation 

von Inhibitoren für das Enzym ACh-Esterase (AChE-I) die ANSC-Proliferation verstärkte (Mo-

hapel et al., 2005; Narimatsu et al., 2009). 

Diesen Ergebnissen vorausgegangen waren Studien am somatosensorischen Whisker-Barrel-

Kortex von Ratten (Bear et al., 1986; Dykes et al., 1990). Stimulationstrains des N. infraorbitalis, 

der die Whiskerstimulation zum Barrel-Kortex weiterleitet, führten nicht nur zu einer synapti-

schen Plastizität, sondern auch zu einer Neurogenese und damit zu der Vermutung, dass ein 

synergistischer Effekt zwischen synaptischer und neuronaler Plastizität existiert. 

1.5 Cholinerge Steuerung der adulten hippokampalen Neurogenese 

Das cholinerge System besitzt für die Modulation der adulten hippokampalen Neurogenese eine 

große Bedeutung und wurde in den letzten Jahren zunehmend bei zerebralen Erkrankungen 

und hinsichtlich einer möglichen klinischen Relevanz von stimulierender und suppressiver Be-

einflussung untersucht (Gritti et al., 2002; Ming und Song, 2005; Cobb et al., 2005; Deng et al., 

2010; Benninghoff et al., 2010, Bruel-Jungerman et al., 2011; Itou et al., 2011; Veena et al., 

2011; Benninghoff et al., 2013; Islam et al., 2014). 

Im Ergebnis dieser Untersuchungen konnte eine Reduktion an cholinergen Mediatoren im Hip-

pokampus, wie der ACh-Transferase, die für die Synthese von ACh essentiell ist, bei M. Alz-

heimer nachgewiesen werden (Minger et al., 2000). In diesen biochemischen Untersuchungen 

konnte ein Abfall der ACh-Transferaseaktivität an Autopsiepräparaten der Frontal- und Tempo-

rallappen von Patienten mit M. Alzheimer aufgezeigt werden.  

Desweiteren wurde bei M. Alzheimer eine Abnahme cholinerger Neuronen in der Region CA-1 

des GD festgestellt und die Applikation von ACh-Agonisten wie Rivastigmin und Talsaclidin sti-

mulieren die Neurogenese in CA-1 (Schaeffer et al., 2009; van Kampen et al., 2010). 

Die Implantation von ACh-ergen Neuronen in den Hippokampus von adulten Ratten führte eine 

Woche nach dem Eingriff gegenüber dem Verhalten vor Implantation und von nichtbehandelten 
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Kontrolltieren zu einer besseren Orientierung und Wiedererkennung in einem Testlabyrinth (Di-

ckinson et al., 2003). Zu denselben Ergebnissen führte die Injektion des muskarinergen Choli-

nergikums Skopolamin in den Hippokampus (Gale et al., 2001). 

Die Modulationen der adulten hippokampalen Neurogenese erfolgen über verschiedene stimu-

lierende Faktoren. Dazu zählen die Wachstumsfaktoren EGF (Kuhn et al., 1997), FGF-2 (Gritti 

et. al., 1995, 1996,1999) und TGF-α (Weickert und Blum, 1995; Tropepe et al., 1997).  

Da neuronale Stammzellen auf Grund ihrer Multipotenz zur Produktion aller Hirnzellen fähig 

sind, gelingt die Beeinflussung der adulten Neurogenese auch durch weitere stimulierende Fak-

toren, wie den ziliären neurotrophischen Faktor, den Thrombozyten-Wachstumsfaktor, das kno-

chenmorphogenetische Protein-2 (Gross et al., 1996), den Brain-derived neurotrophic-

Wachstumsfaktor (BDNF) (Benoit et al., 2001) und das Protein wingless-Interleukin-1 (WNT), 

die das Differenzierungsverhalten von Precursorzellen beeinflussen (Lie et al., 2005, Jagasia et 

al., 2006). 

Neben diesen Einflussfaktoren gibt es weitere Untersuchungsergebnisse zur ACh-Regulierung 

der hippokampalen Neurogenese. 

Es konnte gezeigt werden, dass durch eine selektive Läsion des cholinergen medialen Septum-

systems bei adulten Ratten mit dem Immuntoxin 192 IgG-Saporin die Proliferation von adulten 

neuronalen Stammzellen (ANSC) im Hippokampus gehemmt wird (Book et al., 1992; Cooper-

Kuhn et al., 2004; Mohapel et al., 2005). Dagegen fördert die Applikation von Inhibitoren der 

Acetylcholinesterase (AChE-I) die Proliferation von ANSC (Mohapel et al., 2005; Narimatsu et 

al., 2009). 

Für die Funktion hippokampaler ANSC spielt das cholinerge System durch Förderung des Ca2+-

Einstroms in die neugebildeten Neuronen eine wichtige Rolle, wie nach muskariner cholinerger 

Stimulation an frischen hippokampalen Schnitten gezeigt werden konnte. Dass der Ca2+-

Einstrom die dentritische und axonale Aussprossung der ANSC stimuliert, haben auch Untersu-

chungen an retinalen neugebildeten Neuronen demonstriert (Lohmann et al., 2002). 

Die Förderung der ANSC-Bildung nach Applikation von AChE-Inhibitoren (Physiostigmin und 

Donepezil) ist nicht altersabhängig, wie Versuche an acht bis zwölf Wochen alten und zwei Jah-

re alten Mäusen bewiesen haben (Itou et al., 2011). 

Hippokampale Stammzellen besitzen einen Rezeptorsubtyp (5-HT1A) mit dem aminen Neu-

rotransmitter Serotonin und weitere muskarinerge M1- und M2-Rezeptoren (mAChR) mit induk-
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tiver proliferativer Stimulationswirkung auf die Zellteilung (Mohapel, 2005; Guizzetti et al., 2008; 

Itou et al., 2011).  

Zhou et al. konnten in vitro an kultivierten hippokampalen Stammzellen nachweisen, dass Proli-

feration und Differenzierung durch Stimulation von mAChR angeregt wurden, und dass durch 

Zugabe von Atropin, einem mAChR-Antagonisten, die Zellteilung und Differenzierung der neu-

ronalen Stammzellen gehemmt wurde (Zhou et al., 2004). 

Untersuchungen an kultivierten hippokampalen Stammzellen von Mäusen haben gezeigt, dass 

es unter Zusatz von EGF und FGF-2 zur Expression von Tryptophan-Hydroxylase (TPH) und 

Serotonin mit Proliferation der Stammzellen kam. Nach Hemmung der Serotoninfreisetzung und 

Blockade der TPH-Funktion mit Parachlorophenylalanin (PCPA) und Inaktivierung des Rezep-

tors 5-HT1A wurde die Proliferation von ANSC und die Fähigkeit zur Migration supprimiert 

(Benninghoff et al., 2010).  

Chemotaxis ist ein wichtiges funktionales Merkmal von undifferenzierten neuralen Stammzellen 

und die Stimulation dieser migratorischen Eigenschaften könnte eine therapeutische Option 

durch neuropharmakologische Intervention oder durch eine de novo Generierung neuer Neuro-

ne bei gestörter hippokampaler Neurogenese bedeuten (Prestoz et al., 2001, Seki, 2002; Corti 

et al., 2005; Ikegami et al., 2005; Shan et al., 2006).  

Desweiteren konnte aber auch nachgewiesen werden, dass körperliche Aktivität und Lerntrai-

ning die Proliferations- und Überlebensrate hippokampaler Neurone steigern (van Praag und 

Christie, 1999; Gould et al., 1999; Gold, 2003; Power et al., 2003; Hasselmo et al., 2006; Bruel-

Jungerman et al., 2011) und zu einer vermehrten Expression von ACh im Hippokampus führen 

(Ragozzino et al., 1996). Daraus können medikamentöse und funktionelle therapeutische An-

sätze für depressive Erkrankungen und negative Stressverarbeitung resultieren (Kempermann, 

2008b). 

Therapeutische Relevanz besitzt heute bereits der ACh-ergotrope AChE-Inhibitor Donezepil, 

welcher in Frühstadien des M. Alzheimer angewendet wird, da Studien einen positiven Effekt 

auf die Überlebensrate neugebildeter hippokampaler Neurone bewiesen haben (Kaneko et al., 

2006; Kotani et al., 2006). 

Für in vitro Untersuchungen zur hippokampalen ACh-modulierten adulten Neurogenese wurden 

vorrangig als ACh-Agonist das parasympathikomimetische Analogon Carbachol (CCh) und als 

ACh-Antagonist Pirenzepin (PIR) eingesetzt (Kempermann, 2008a; Benninghoff et al., 2010, 

2011; Itou, 2011). 
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Gegenüber ACh (Abb.1) besitzt Carbachol statt der Acetylgruppe eine Carbamoylgruppe 

(Abb.2). Da sich mit dieser Struktur eine erhöhte Resistenz gegenüber AChE ergibt, besitzt das 

Analogon Carbachol gegenüber ACh eine längere Halbwertszeit. 

 
Abb. 1:  Strukturformel Acetylcholin 

 
Abb. 2:  Strukturformel Carbachol 

Pirenzepin (PIR) ist eine parasympathikolytische Substanz, die auf Grund seiner kompetitiven 

Hemmung von ACh an muskarinergen M1- und M2-ACh-Rezeptoren hemmend auf die adulte 

Neurogenese wirkt. 

In vitro Untersuchungen kultivierter hippokampaler Stammzellen von Mäusen haben gezeigt, 

dass eine cholinerge Stimulation mit Carbachol die Anzahl der aus den ANSC de novo generier-

ten Neuronen deutlich erhöhte, was durch die Immunozytochemie mit dem monoklonalen Anti-

körper TUJ1 demonstriert werden konnte (Benninghoff et al., 2010). 

Mit diesen Resultaten wurden Untersuchungen bestätigt, dass Neurosphären von ANSC als 

valide in vitro Modelle zur Überprüfung möglicher Einflüsse von Neurotransmittern und Medika-

menten auf die Neurogenese geeignet sind (Ma et al., 2000; Li et al., 2001; Zhou et al., 2004; 

Mohapel et al., 2005). 

Gleichzeitig bieten die Ergebnisse eine empirische Unterstützung für eine mögliche potenzielle 

Relevanz bei der Entwicklung therapeutischer Ansätze zur Behandlung neurodegenerativer 

Störungen (Kempermann und Kronenberg, 2003; Dranovsky und Hen, 2006; Warner-Schmidt 

und Duman, 2006). 

Auf Grund der in der Literatur bisher vorliegenden Ergebnisse wurden Carbachol und Pirenze-

pin in der vorliegenden Arbeit zur Überprüfung stimulierender und depressiver Wirkungen auf 

die Proliferation kultivierter hippokampaler Stammzellen eingesetzt.  
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1.6 Stammzellforschung zur adulten Neurogenese 

Mesenchymale fibroblastische Stammzellen von Meerschweinchen wurden erstmals 1970 iden-

tifiziert und kultiviert (Friedenstein et al., 1970) und sechs Jahre später gelang die erste Kultivie-

rung hämopoetischer Stammzellen (Dexter und Testa, 1976). 

Stammzellen besitzen die besondere Fähigkeit zur Selbstteilung in identische Zellkopien mit der 

Entstehung von zwei gleichen Stammzellen (symmetrische Teilung). Desweiteren können sie 

sich differenzieren und es entstehen bei der Stammzellteilung eine neue Stammzelle und eine 

gewebespezifische Zelle (asymetrische Teilung) und damit die Fähigkeit zur Bildung verschie-

dener Gewebearten (Amaral et al., 1985; Wommer, 2003; Ambrogini et al., 2004). Vorläuferzel-

len, die nach asymetrischer Teilung entstehen, können ihre Fähigkeit zur Teilung und Bildung 

gewebespezifischer Zellen permanent oder zeitlich begrenzt beibehalten (Amrein et al., 2009). 

In Abhängigkeit der genetisch festgelegten Gewebespezifität von Stammzellen wird zwischen 

Totipotenz (Eizelle), Pluripotenz (embryonale Stammzellen, Stammzellen der Hämatopoese) 

und Multipotenz (gewebespezifische Stammzellen) differenziert (Kempermann, 2008).  

Während die neuronale Plastizität mit neugebildeten Neuronen als Ergebnis der Teilung von 

neuralen Stammzellen bereits 1965 und 1977 nachgewiesen werden konnte (Altman und Das, 

1965; Kaplan und Hinds, 1977), wurden adulte neurale Vorderhirn-Stammzellen erstmals 1992 

in der SVZ der Seitenventrikel des Gehirns von Mäusen identifiziert und kultiviert. Nach Applika-

tion von EGF gelang der Nachweis einer Proliferation von Neuronen und Astrozyten, die eine 

Expression von Nestin (neurofilamenter Marker für neurale Precurserzellen), GABA und Sub-

stanz-P aufwiesen (Reynolds et al., 1992).  

Die neurale Stammzelle ist als eine multipotente Gehirnzelle definiert, die durch asymmetrische 

Zellteilung zur Selbsterneuerung und Bildung neuraler Zellen fähig ist (Temple, 2001). 

Diese Multipotenz impliziert die Fähigkeit zur Differenzierung in Neurone, Astrozyten und Oligo-

dendrozyten und die in vitro Identifikation dieser neugebildeten Zellen gelingt immunohistoche-

misch mit monoklonalen Antikörpern gegen Markerproteine, wie: 

• NeuN (neuron-specific nuclear protein) oder das neuronenspezifische Protein β-Tubulin 

(Tuj1) für Neurone (Mullen et al., 1992; Lee et al., 1990), 

• GFAP (glial fibrillary acidic protein) oder S100β (Kalzium-bindendes Protein) für Astrozyten 

(Roessmann et al., 1980; Boyes et al., 1986), 
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• RIP (receptor interacting protein) oder Glykosphingolipide für Oligodendrozyten (Sommer 

und Schachner, 1981; Palmer et al., 1995). 

Gegenüber der Identifizierung von neuronalen Stammzellen und Vorläuferzellen in vitro mit 

spezifischen Markern (GABA, Nestin), gelingt bis heute eine Differenzierung in vivo nur indirekt 

mit dem Thymidinanalogon BrdU, das mit Thymidin in der S-Phase des Zellzyklus im Einbau in 

die DNS konkurriert (Takahshi et al., 1992). 

Mit einem monoklonalen Antikörper gegen BrdU lässt der immuno-fluoreszenzmikroskopische 

Nachweis bei gleichzeitiger Markierung von Neuronen mit dem Marker NeuN und Astrozyten mit 

dem Marker GFAP, für in vivo Untersuchungen die Schlussfolgerung zu, dass die markierten 

Zellen von neurogenen Stammzellen bzw. Precursern gebildet wurden (Kempermann, 2008). 

Tierexperimentell konnte nachgewiesen werden, dass der alleinige Bezug der Multipotenz neu-

ronaler Stamm- und Vorläuferzellen auf neuronale Zellen unvollständig ist. In einer Studie an 

adulten Mäusen wurde der Beweis erbracht, dass sich neurale Stammzellen bei der Teilung 

selbst regenerieren, aber als Zweitzellen auch funktionale Blutzellen bilden können (Bjornson et 

al., 1999). 

Desweiteren haben Untersuchungen gezeigt, dass die Injektion mesenchymaler Stammzellen in 

die Seitenventrikel neonataler Mäuse die Neubildung von Astrozyten und nestinhaltigen Zellen 

induziert (Kopen et al., 1999). Diese Multipotenz konnte auch für adulte kultivierte mesenchy-

male Stammzellen (Knochenmark) vom Menschen und von Ratten für die Neogenese von Neu-

ronen bestätigt werden (Woodbury et al., 2000). 

Hinsichtlich des Ursprungs neuraler Stammzellen wurde in den letzten Jahren die vorher beste-

hende Annahme, dass Gliazellen wie Astrozyten, Oligodendrozyten, Ependymzellen und 

Plexusepithelzellen definitive Finalprodukte der neuralen Differenzierung sind, widerlegt. In 

zahlreichen Untersuchungen konnte der Beweis erbracht werden, dass hochdifferenzierte Zel-

len in der SGZ des GD, wie radiale Astrozyten und Oligodendrozyten zur Neurogenese fähig 

sind (Kondo et al., 2000; Seri et al., 2001; Fukuda et al., 2003; Garcia et al., 2004; Steiner et al., 

2004). 

Da gegenwärtig keine direkten Methoden für eine in vivo Forschung existieren, werden neurale 

Stammzellen in vitro in Stammzellkulturen (Neurosphären) für Untersuchungen zur Proliferation 

und Beeinflussbarkeit durch Stimulation bzw. Suppression untersucht. Überwiegend konzent-

rierte sich die neurobiologische Stammzellforschung in den letzten Jahren auf die Zellkultur zur 

Gewinnung und Konservierung von NSC, und die Zielstellungen für derartige Versuche bestan-
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den in der Überprüfung der Möglichkeit, embryonale oder adulte Stammzellen für neue Thera-

pieformen, primär für die Transplantation von neuronalen Stammzellen in das erkrankte Gehirn 

zu nutzen. 

Embryonale oder adulte neuronale Stammzellen lassen sich aus verschiedenen Regionen des 

Gehirns isolieren und zeitlich nahezu unbegrenzt in Kultur propagieren (Gage, 2000).  

Erste Untersuchungen zur Kultivierung von adulten neuronalen Vorderhirn-Stammzellen aus der 

SVZ des Seitenventrikels des Gehirns von Mäusen erfolgten 1992 (Reynolds et al., 1992). In 

diesen Kulturen gelang nach Applikation von EGF der Nachweis einer Proliferation von Neuro-

nen und Astrozyten, die eine Expression von Nestin (neurofilamenter Marker für neurale Prä-

kursorzellen), GABA und Substanz P aufwiesen.  

Die Intention für neuronale Stammzellforschung ergibt sich heute zunehmend durch eine mögli-

che klinische Relevanz der in vivo Induktion von synaptischer und neuronalen Plastizität (Kem-

permann, 2012). 

In mehreren tierexperimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass es nach artifiziell 

ausgelöstem Zelltod von corticalen und spinalen Neuronen und intakten umgebenden Struktu-

ren zur Neogenese von Neuronen kommt (Magavi et al., 2000; Parent et al., 2002; Cao et al., 

2002; Chen et al., 2004; Emsley et al., 2005). 

1.7 Zielsetzung und Hypothese  

Die Stimulierung der Neurogenese durch Beeinflussung der Proliferations-, Migrations- und Dif-

ferenzierungsrate von Stammzellen als Grundlage zukünftiger neurologischer Therapie ist mit 

großen Erwartungen verknüpft. Den Verlust von Neuronen durch Aktivierung von Neurogenese 

mittels stimulierender Substanzen korrigieren zu können, käme einem kausalen Therapieansatz 

sehr nahe. 

Anknüpfend an diese Konzeption bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit darin, adulte neuro-

nale Stammzellen aus dem Seitenventrikel des Hippokampus von Mäusen während einer Zell-

kultur auf ihre neuroplastischen Eigenschaften wie Proliferation, Migration und Differenzierung 

unter den Einflüssen einer M1-Rezeptor-Stimulation und M1-Rezeptor-Depression zu überprü-

fen. Damit wurde erstmals an hippokampalen ANSC unter in vitro Bedingungen einer Zellkultur, 

die in vivo nachgewiesene adulte hippokampale Neurogenese auf ihre parasympatische und 

sympathische Beeinflussung untersucht.  
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Für die cholinerge M1-Rezeptor-Stimulation wurde das parasympathisch wirkende ACh-

Analogon CCh und für die Blockierung des ACh-Rezeptors M1, der parasympathikolytisch wir-

kende ACh-Antagonist PIR verwendet, da die agonistische und antagonistische Wirksamkeit 

dieser Substanzen bei in vitro Untersuchungen zur adulten Neurogenese in mehreren Untersu-

chungen nachgewiesen wurde (Kempermann, 2008a; Benninghoff et al., 2010, 2011; Itou, 

2011). 

Folgende Hypothesen wurden für die in vitro Untersuchungen formuliert: 

Hypothese 1 

Während der Kultivierung von ANSC kommt es bei Zusatz des cholinerg wirkenden ACh-

Analogons CCh zu einer Steigerung der Proliferationsrate von ANSC und der Zusatz des para-

sympathikolytisch wirkenden PIR hemmt die Proliferationsrate im Vergleich zu einem Kulturme-

dium ohne Chemoattraktants. 

Hypothese 2 

Der Zusatz der Chemoattraktants CCh und PIR beeinflusst die Rate migrierender ANSC in ei-

nem Kulturmedium ohne Wachstumsfaktoren (DMEM) mit Anstieg der Migrationsrate durch 

CCh und Verminderung durch PIR. 

Hypothese 3 

Die Differenzierungsrate von ANSC zu Neuronen während einer sieben tägigen Kultivierung bei 

sukzessivem Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und FGF im Kulturmedium Completo ist bei 

Zugabe von CCh gegenüber einer Kontrollgruppe ohne Chemoattraktants erhöht und bei Zuga-

be von PIR kommt es zu einer Hemmung der Differenzierung. 
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2 Material und Methoden 

Die Gesetzeslage in Deutschland gestattet seit dem 28. Juni 2002 die Forschung mit und an 

adulten Stammzellen und ist als Methode unter den üblichen Bedingungen der Forschung e-

thisch unproblematisch (Bundesministerium für Bildung und Forschung, 2002). 

Für die in vitro Versuche in dieser Arbeit wurden neuronale Stammzellen von sechs Wochen 

alten weiblichen C57BL/6 Wild-typ Mäusen (Charles River) verwendet. 

Die Züchtung der ANSC, gewonnen aus der SVZ des Seitenventrikels, begann am 14. Februar 

2003 am Institut für Experimentelle Neurologie der Vita-Salute San Raffaele Universität in Mai-

land und der Langzeitproliferationsassyay für Zellzüchtung und -charakterisierung wurde detail-

liert publiziert (Gritti et al., 1996). 

Für die Lagerung der kultivierten ANSC erfolgte eine Kryokonservierung über flüssigem Stick-

stoff bei -196°C und die Kühlung während des Transports erfolgte mit Trockeneis. 

Die importierten ANSC stammten von fünf Zelllinien (Passage 4) ab und diese wurden im Fol-

genden in dieser Arbeit mit den Abkürzungen Mi2 bis 6 deklariert.  

Die ANSC befanden sich vor Versuchsbeginn in Stickstofftanks (Taylor-Wharton, Mildstedt, D), 

und die Kryoröhrchen enthielten eine Zellsuspension mit Vollmedium DMEM/F12 (COMP), das 

einen Anteil von 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) enthielt. DMSO verhindert die Bildung zellschä-

digender Eiskristalle, neutralisiert Radikale und wirkt damit protektiv einer Schädigung der Zell-

membranen entgegen. 

Für die geplanten Versuche in dieser Arbeit wurden die kryokonservierten ANSC auf Raumtem-

peratur erwärmt, die protektive Substanz DMSO aus der Zellsuspension durch Zentrifugation 

entfernt und die Zellen wurden im Kulturmedium COMP (Tab.7; S.37) kultiviert. 

Die Untersuchungen an ANSC wurden in drei Versuchsmodellen vorgenommen: 

• Etablierung der Zellkultur mit dem Vollmedium COMP zur Überprüfung der Proliferationsrate, 

Migrationsfähigkeit und Grad der Differenzierung 

• Überprüfung des Einflusses des gegenüber ACh-Analogons CCh auf die Proliferation, Migra-

tion und Differenzierung der ANSC (Behandlungsgruppe I). 

• Überprüfung von Proliferation, Migration und Differenzierung der ANSC nach Inaktivierung 

des Muskarin-M1-Rezeptors durch PIR (Behandlungsgruppe II).  
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Die im Folgenden aufgeführten Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten in einem Labor der Sicher-

heitsstufe I an einer Sicherheitswerkbank Hera Safe, HSP 12 (Haereus GmbH, Mannheim, D) 

mit sterilisierten Geräten und Materialien bzw. sterilfiltrierenden Filtereinheiten (Nunc Internatio-

nal Corp, Rochester, USA) der Porengröße 0,5nm. Die Kultivierung wurde in einem CO2-

Inkubator CB210 (Binder GmbH, Tuttlingen D) in einem offenen System mit 5% CO2 bei 37°C 

und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% vorgenommen. 

Täglich wurden die Zellkulturen phasenkontrastmikroskopisch mit einem Invert-Mikroskop (Axi-

overt 120, Zeiss AG, Oberkochen D) untersucht, und die Dokumentation erfolgte mit einer PC-

gesteuerten Videokamera (ProgResC10plus, Zeiss AG, Oberkochen, D) mit gekoppelter Bild-

verarbeitungssoftware (ProgRes CapturePro 2.5, Zeiss AG, Oberkochen, D). 

2.1 Auftauen und Kultivierung der ANSC 

Die Kryoröhrchen mit tiefgefrorenen ANSC (Brand GmbH & CoKG, Wertheim,  

D) wurden in Vorbereitung auf die Zellkultur aus dem Stickstofftank, in dem sie gelagert waren, 

entnommen. 

Anschließend erfolgte das Auftauen der Probenröhrchen bei Raumtemperatur, so dass es nicht 

zu Zellschädigungen kommt. 

Nach Zentrifugation bei 500rpm und 24°C für 10min (Rotixa 120R, Hettich GmbH, Tuttlingen, D) 

und Abpipettieren des flüssigen Überstandes erfolgte das Ablösen des Zellpellets durch Schüt-

teln mit einem Vortexgerät für 3min (Vortex-Genie 2®, Bender und Hobein AG, Zürich, Schweiz) 

und danach die Überführung der Zellen in eine Kulturflasche, in die zuvor als Auswaschmedium 

9ml DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle Medium) instilliert worden waren, um das bei Raum-

temperatur zellschädigende DMSO zu verdünnen. Diese zelltoxische Wirkung setzt bei 0°C ein 

und erforderte ab dieser Temperaturschwelle ein besonders zügiges Arbeiten. 

Vor dem Ansetzen der Zellkultur wurde das Kulturmedium COMP (Tab.7/8) durch eine Filter-

einheit mit einer Porengröße von 0,2nm geleitet (Nunc International Corp. Rochester, USA), 

wodurch eventuell vorhandene Bakterien und Viren eliminiert werden konnten. 

Die Zellsuspensionen kamen anschließend in ein 50ml Zentrifugenröhrchen und wurden bei 

500rpm und 24°C für 10min abzentrifugiert (Rotixa 120R). Nach Abpipettieren des Überstandes 

erfolgten weitere drei identische Auswaschvorgänge. 

Das Zellpellet wurde dafür in 200µl Completo viermal resuspendiert und zentrifugiert und da-

nach waren die Vorbereitungen für die Kultivierung der ANSC abgeschlossen. 
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Für die Durchführung der Zellkultur wurde das ANSC-Pellet nach der letzten Waschung und 

Zentrifugation in einer Kulturflasche (T25; Sarstedt Inc., Newton, USA) in 10ml COMP re-

suspendiert und kultiviert. 

Die Kontrolle des Wachstums erfolgte täglich mit einem Auflichtmikroskop (Zeiss AG, Oberko-

chen, D). 

Im Abstand von vier Tagen erfolgte der Austausch des Kulturmediums, um die für die Prolifera-

tion, Neurosphärenbildung und Differenzierung erforderlichen Nährstoffe und Wachstumsfakto-

ren (EGF, FGF) ausreichend zur Verfügung zu stellen.  

Nachdem die Zellen auf dem Boden der Kulturflasche einen Monolayer-Zellrasen bzw. Zell-

sphären mit einer Konfluenzrate von 70–90% gebildet hatten, wurden sie passagiert und erneut 

in Zellkulturflaschen kultiviert oder für die geplanten Versuche verwendet.  

2.2 Passagieren und Bestimmung der Zellzahl 

Die weiteren Passagen der Zellen erfolgten im Abstand von vier Tagen unter sterilen Bedingun-

gen auf einer Laminar-Flow-Werkbank (Hera Safe, HSP 12, Haereus, Mannheim, D). 

Die Zellen wurden vor jeder Passage unter einem Auflichtmikroskop (Zeiss AG, Oberkochen, D) 

auf ihre Proliferationsrate (Zellzahlmessung) und Morphologie überprüft. Dazu wurden die am 

Boden der Zellkulturflasche adhärenten Zellen mit dem Vortex-Gerät gelöst und die entstande-

ne Zellsuspension mehrmals über den Kulturflaschenboden pipettiert, um möglichst alle Zellen 

abzulösen. 

Nach Überführung der Suspension in Zentrifugenröhrchen erfolgte eine Zentrifugation mit Pel-

letbildung für 10min bei 800rpm und 24°C. Der Überstand wurde abpipettiert und das Zellpellet 

erneut in 1ml COMP suspendiert. Dabei musste besondere Sorgfalt darauf gerichtet werden, 

dass bei Bildung von Neurosphären die Auflösung der Zellverbände durch wiederholtes Auf- 

und Abpipettieren bis auf das Niveau von Monolayer erreicht wurde, um einen vollständigen 

Kontakt mit Wachstumsfaktoren (EGF, FGF) und Prüfsubstanzen (CCh, PIR) zu garantieren. 

Für die Zellzählung wurden 10µl der in COMP suspendierten Zellverbände für die Vitalitätsbe-

stimmung mit 5µl 10%igem Trypanblau im Verhältnis 2:1 gemischt. 

Avitale, aber auch morphologisch und funktionell geschädigte Zellen färbten sich unter dieser 

Färbetechnik blau an, da der Farbstoff nur für geschädigte Zellmembranen permeabel ist (Wal-

ford et al., 1964). 
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Die Bestimmung der vitalen, nicht nekrotischen Zellen erfolgte durch Auszählen der ungefärb-

ten, und damit der vitalen Zellen unter 20-facher Vergrößerung in einer Neubauer- Zählkammer 

(Abb.3). 

Die Anzahl der vitalen Zellen wurde durch Multiplikation der ausgezählten Zellen mit dem Kam-

mer- und dem Verdünnungsfaktor ermittelt. Durch Multiplikation der Zellzahl mit dem Kammer-

faktor 104 und dem Verdünnungsfaktor 1:2 konnte die Zellzahl pro ml berechnet werden. 

Da die exakte Bestimmung der Zellzahlen für die späteren Migrations- und Differen-

zierungsversuche von essentieller Bedeutung waren, wurde immer eine Zweitbestimmung mit 

der Zählkammer Coulter Counter Accuvette ST. 25 x 25ml (Beckman Coulter, Krefeld, D) 

durchgeführt. 

Für diese Messung erfolgte die Pipettierung von 10ml eines Zählpuffers (Coulter Iso-

ton II Diluent, Krefeld, D) in ein dafür vorgesehenen Behältnis der Zählkammer.  

 Feld 1  Feld 3 

 

 

 Feld 2  Feld 4 

Abb. 3:  4-Felderzählung in einer Neubauer-Kammer (Beckman Coulter, Krefeld, D) 

In diese Kammer wurden je 10µl der Zellsuspension beigefügt und danach im Zählpuffer sus-

pendiert. Der Messbereich für den Zelldurchmesser betrug 8 – 19µm. 

Mit den Ergebnissen dieser Messungen war eine Berechnung der für die weiteren Kultivierun-

gen und Experimente zu verwendenden Menge an Zellsuspension möglich. 
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Nach Messung der Gesamtzellzahl der 1. Passage wurden für die Fortführung der Kultivierung 

jeweils 800.000 der gezählten vitalen Zellen (Neubauer Zählkammer und Coulter Counter Accu-

vette ST) aus der Zellsuspension in einen Plastikkolben für Zellkultur (T-25, Sarstedt, Newton, 

USA), gefüllt mit 10ml COMP-Vollmedium, überführt. 

2.3 Langzeit-Proliferationsassay 

Für die Bestimmung des Proliferationsverhaltens der ANSC unter Kulturbedingungen und des-

sen Beeinflussung durch CCh und PIR wurde der von Gritti et al. beschriebene Langzeit-

Proliferationsassay eingesetzt (Gritti et al., 1996). 

Zur Durchführung des Tests wurden die Kulturflaschen T-25 mit je 200.000 ANSC, suspendiert 

in 4ml COMP ohne und mit Zusatz von CCh oder PIR beschickt (Tab.1). 

Tab. 1:  Versuchsansätze für den Proliferationsassay 

Versuchsgruppe Kulturmedium 
Kontrollgruppe COMP 

Behandlungsgruppe I COMP + 100µM CCh 
Behandlungsgruppe II COMP + 50µM PIR 

Für jede Versuchsgruppe wurden drei Zellkulturen im CO2-Inkubator (CB 210) unter Wasser-

dampfsättigung (95% rel. Luftfeuchtigkeit) und 5% CO2 bei 37°C angesetzt. 

Vier Tage nach Beginn der Zellkultur erfolgte die erste Bestimmung der Zellzahl und nach 

Zentrifugation, Abpipettierung und Suspension in COMP erfolgte die Umsetzung der kultivierten 

Zellen der drei Versuchsgruppen in Kulturflaschen T-25 mit den entsprechenden Zusätzen für 

die Behandlungsgruppen I und II. 

Diese Kulturerneuerung mit Zellzählung erfolgte bei allen Versuchsgruppen in einem viertägigen 

Abstand bis zum 24. Tag nach Versuchsbeginn, so dass insgesamt sechs Proliferationsassays 

in jeder Gruppe mit je fünf Kulturen vorgenommen wurden und für jede Gruppe Mittelwerte und 

Standardabweichungen ermittelt werden konnten. 

Aus den Messergebnissen konnten die kalkulierten Wachstumsraten der Proliferation (N) für die 

Zeitpunkte 4 bis 24 Tage nach folgender Formel berechnet werden, ausgehend davon, dass die 

Zellkultur fortlaufend erfolgt wäre: 

 
Ndx : Zellzahlen (N) an den Tagen 4, 8, 12, 16, 20 und 24 nach Beginn der Kultur. 
Ndx-1 : Zellzahlen 4 Tage vor Ndx. 
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2.4 ANSC-Migrationsassay 

Mit der Bestimmung der Migrationsrate während der Kultivierung von ANSC wurde der Einfluss 

von CCh und PIR als mögliche Steuerungsmechanismen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe 

auf die Chemotaxis der ANSC quantitativ überprüft.  

Anhand der Anzahl der migrierten Zellen konnte eine Aussage über die Chemoattraktivität einer 

verwendeten Substanz erfolgen.  

Der Versuchsablauf für die Bestimmung der Migrationsrate entsprach der von Palumbo et al. 

publizierten Methodik (Palumbo et al., 1998). 

Vitale ANSC mit einem Zelldurchmesser von ca. 16µm können in einem Kulturmedium zielge-

richtet und aktiv durch semipermeable Polycarbonatmembranen mit einem Porendurchmesser 

von 8µm migrieren (Wachs et al., 2003). 

Stammzellen besitzen, wie auch Zellen des Immunsystems und des Bindegewebes die Fähig-

keit zu einer aktiven Streckung des Zellkörpers, und damit zu einer Verkleinerung des Zell-

durchmessers.  

Diese Eigenschaft ist abhängig von einer ungestörten Zellfunktion und von intakten Zellwandre-

zeptoren, da die Migration rezeptorbezogen durch ein Chemoattractant ausgelöst wird (Levison 

et al., 1993). 

2.4.1 Boyden-Kammer 

In den Versuchen zur transmembranösen Migration kultivierter ANSC wurde eine Boyden-

Kammer (Boyden, 1962) verwendet (Abb.4). 

Die Boyden-Kammer (N.T.G. – Biotech, Mailand, Italien) besteht aus zwei übereinander liegen-

den, durch eine Polycarbonatmembran (GE Water&Process Technologies, Trevose, USA) se-

parierten Kammern.  

In der unteren, zylindrischen Kammer befindet sich am Boden eine zentrale, schüsselförmige 

Aussparung, die der Aufnahme des entsprechenden Chemo-attraktants (CCh, PIR) bzw. der 

Kontrollsubstanz COMP dient.  

Nach Befüllung der unteren Kammer wird eine Polycarbonatmembran oberhalb der Vertiefung 

horizontal so fixiert, dass sie Kontakt zum Füllmedium der unteren Kammer hat. Danach wird 

die obere Kammer mit der unteren Kammer verschraubt.  
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Der Durchmesser der oberen zylindrischen Kammer entspricht dem Durchmesser der Memb-

ran, so dass die Migration durch die komplette Polycarbonatmembran erfolgen kann.  

Vor jedem neuen Versuchsansatz erfolgten Reinigung und Desinfektion der Boyden-Kammern 

mit 70%igem 2-Propanol. Nach Entfernung des Alkohols mit steriler 0,9%-iger Kochsalzlösung 

(Serumwerk Bernburg AG, D) wurden die Kammern sorgfältig mit einer sterilen Kompresse (Fa. 

Hartmann, Heidenheim, D) getrocknet. 

Voraussetzung für den Migrationsassay ist die Adhäsion der ANSC an die Polycarbonatmemb-

ran. Dafür erfolgte vor Versuchsbeginn eine Beschichtung der Membranen mit Matrigel, das als 

Matrix für die Entstehung einer dreidimensionalen Zellkultur dient (BD-Biosciences, San José, 

USA). 

 

Abb. 4:  Schematische Darstellung einer Boyden-Kammer mit matrigelbeschichteter Membran (mod. 
nach Woo et al., 2001) 

Um die Membranen mit Matrigel zu benetzen, wurden diese in einem Glasgefäß, in dem sich 

12ml einer Mischung von Matrigel und DMEM im Verhältnis 1:1000 befanden, mehrfach ge-

wendet, so dass die Membran komplett mit Matrigel-Lösung umschlossen war. Eine komplette 

Benetzung ist erforderlich, da die unzureichende Matrigel-Beschichtung zu falschen Untersu-

chungsergebnissen führt.  

2.4.2 Versuchsablauf – Migrationsassay 
Für den Migrationsassay in der Boyden-Chamber wurden hinsichtlich der verwendeten Chemo-

attraktants vier Versuchsansätze mit je 15 Versuchen gewählt, wobei pro Versuchsansatz je 

drei parallel eingesetzten ANSC aus fünf Passagen (Passage 6; 8; 10; 12; 14) stammten: 

Obere Kammer mit 
Zellsuspension 

Membran 
Untere Kammer 
mit Testsubstanz 
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• 3 x 5 Kontrollversuche mit DMEM (Kontrollgruppe I), 

• 3 x 5 Kontrollversuche mit COMP (Kontrollgruppe II), 

• 3 x 5 Versuche mit je 100µM Chemoattraktant CCh, gelöst in DMEM (Behandlungsgruppe I),  

• 3 x 5 Versuche mit je 50µM Chemoattraktant PIR, gelöst in DMEM (Behandlungsgruppe II). 

Insgesamt waren dafür 2640µl Zellsuspension mit 600.000 kultivierten ANSC aus den regulären 

Zellpassagen erforderlich. 

Die nach Zentrifugation und Abpipettierung des Kulturmediums COMP verwendeten Zellpellets 

wurden im Gegensatz zu üblichen Zellpassagen nicht in COMP-Vollmedium, sondern in DMEM 

suspendiert, um für die Migrationsversuche der Behandlungsgruppen I und II den wachstums-

fördernden Einfluss von EGF und FGF zu eliminieren und den Migrationseffekt durch CCh oder 

PIR zu erfassen.  

In die zentrale Vertiefung der unteren Boyden Kammer wurden für die 15 Versuche der Behand-

lungsgruppe I je 100µM CCh und der Behandlungsgruppe II je 50µM PIR, gelöst in je 50µl 

DMEM pipettiert.  

Für die Kontrollgruppen wurde die halbkugelige Vertiefung mit 50µl DMEM und für die positive 

Kontrollgruppe mit 50µl COMP (EGF, FGF) aufgefüllt.  

Nach horizontaler Fixierung der matrigelbeschichteten Membran zwischen unterer und oberer 

Kammer wurden je 50.000, in 220µl DMEM suspendierter kultivierter ANSC auf die poröse 

Membran pipettiert.  

Die mit Matrigel benetzten Membranen mussten zwischen oberer und unterer Kammer derart 

fixiert werden, dass es einen direkten Kontakt zwischen der Unterseite der Membran und dem 

Medium in der unteren Kammer gab und sich keine Lufteinschlüsse dazwischen befanden. 

Die komplett mit dem Chemoattraktant / Medien und der Zellsuspension beschickte Boyden-

Kammer wurde für die Migrationsinduktion für 6h in einem CO2-Inkubator (CB210) unter Was-

serdampfsättigung (95% rel. Luftfeuchtigkeit) und 5% CO2 bei 37°C inkubiert.  

Nach 6h Inkubation wurden die Membranen entnommen und die an den Unterseiten der Memb-

ran befindlichen, migrierten Zellen nach Abhebung durch Auswaschung mit DMEM fixiert und 

gefärbt.  

Die gefärbten Zellen konnten mit einem Auflichtmikroskop (Zeiss AG, Oberkochen, D) morpho-

logisch beurteilt und gezählt werden.  
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2.4.3 Zellkernfärbung und -Zählung 

Nach der Inkubation wurde die in der oberen Kammer befindliche Suspension mit den verblie-

benen Zellen abpipettiert und die Membranen bei Raumtemperatur auf einer mit Wachs ausge-

kleidete Petrischale derart platziert und mit Nadeln fixiert, dass sich die Fläche, die Kontakt mit 

dem Medium der unteren Kammer gehabt hatte, oben befand.  

Anschließend wurden die Zellen auf der Membranfläche mit 70%igem 2-Propanol für eine Minu-

te in Vorbereitung auf die Färbung fixiert.  

Danach erfolgte die Entfernung des Alkohols auf der Membran durch Spülung mit Aqua bidest. 

und die Färbung der darauf befindlichen migrierten Zellen für 20min mit Giemsalösung (Zell-

kernfärbung; 1:20 in Aqua bidest., Merck AG, Darmstadt, D).  

Nach erneuter Spülung mit Aqua bidest. und Lufttrocknung für 1min wurden die Membranen mit 

DPX (Distyren, Plasticizer, Xylen) auf Objektträgern für 24h eingebettet. Danach konnten die mit 

Giemsafärbung erkennbaren migrierten Zellen anhand der gefärbten Zellkerne unter 200-facher 

Vergrößerung mit einem binokularen Lichtmikroskop (Zeiss AG, Oberkochen, D) ausgewertet 

und gezählt werden. 

Die Zählung der Zellkerne erfolgte bei untersucherbezogener Verblindung und gezählt wurden 

fünf zufällig ausgewählte Gesichtsfelder und die ermittelte Gesamtzahl dieser fünf Zählungen 

war die Bezugsgröße für den intergruppalen Vergleich der vier Versuchsgruppen.  

2.5 Zelldifferenzierung 

Die Versuche zur Zelldifferenzierung an kultivierten ANSC erfolgten an den Zellpassagen 5, 6, 

8, 10, 19, wobei diese Passagen per Los zufällig ausgewählt wurden. 

Als Kontrollgruppe diente die Kultivierung in COMP-Medium ohne Chemoattraktant. In den Be-

handlungsgruppen I und II erfolgte ein Zusatz von CCh (100µM) bzw. PIR (50µM). 

Um die differenzierenden Zellen zum intensiven Wachstum anzuregen, wurde die Zellkultur für 

alle drei Versuchsgruppen und für die ersten 24h mit COMP-EF٭ (Tab.2) angesetzt, das die 

Wachstumsfaktoren EGF und FGF enthielt.  

Nach 24h Kultur und nach Zentrifugation der Zellsuspensionen wurde das Kulturmedium in allen 

drei Versuchsgruppen gewechselt und die erneute Zellsuspension erfolgte im Kulturmedium 

COMP-F٭, das den Wachstumsfaktor FGF ohne EGF enthielt.  
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Nach weiteren 24h Kultur erfolgte erneut ein Wechsel des Kulturmediums (COMP-pur) und die-

ses Medium enthielt keine Wachstumsfaktoren. Danach erfolgte die Kultivierung unter Beobach-

tung der Differenzierung für fünf weitere Tage. 

Tab. 2:  Differente Kulturmedien für die Zelldifferenzierung 

COMP-EF٭ COMP mit 3% fetalem Kälberserum (FCS) und EGF und FGF 

COMP-F٭ COMP mit 3% fetalem Kälberserum mit FGF, aber ohne EGF 

COMP-pur COMP mit 3% fetalem Kälberserum ohne FGF und EGF 

Der differenzierte Einsatz von Kulturmedium wurde vorgenommen, da Untersuchungen gezeigt 

haben, dass der komplette Wegfall der Wachstumsfaktoren nach zwei Tagen Kultur die Zellen 

zu einem verstärkten Differenzierungsprozess anregen (Palumbo et al., 1998). 

Vor Beginn der Versuche zur Zelldifferenzierung wurden autoklavierte Deckgläser (Gerhard 

Menzel GmbH, Braunschweig, D) in einer Petrischale mit 200µl einer Mischung aus Matrigel 

und DMEM im Verhältnis 1:1000 benetzt. 

Diese Benetzung mit Matrigel diente der notwendigen Adhäsion der kultivierten Zellen an den 

Deckgläsern.  

2.5.1 Versuchsdurchführung 
Die Zellzahl der über die regulären Zellpassagen gewonnen kultivierten ANSC wurde in einer 

Zählkammer (Coulter Counter Accuvette, ST. 25 x 25m) ermittelt. 

Auf die in den Vertiefungen der 24-Multiwell Zellkulturplatte (Fa. NuncTM) befindlichen Deckglä-

schen wurde eine Zellsuspension, bestehend aus 0,5ml des entsprechenden Testmediums und 

je 160.000 Zellen (A - 6x Kontrolle; B - 6x CCh; C - 6x PIR), pipettiert (Tab.3). 

Während des Differenzierungsprozesses wurden die Wachstumsfaktoren FGF und EGF aus 

dem jeweiligen Medium durch Zusatz von 3%igem fetalem Kälberserum (FCS) unter Beibehal-

tung der Eingangskonzentration der Testsubstanzen (CCh 100µM; PIR 50µM) sukzessive ent-

fernt. 

Die Zellsuspensionen wurden anschließend für 24h in einem CO2-Inkubator bei 37°C und 

95%iger Wasserdampfsättigung kultiviert. 
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In einem ersten Schritt erfolgte nach 24h die Abpipettierung von 450µl der jeweiligen Medien 

aus der 24-Multiwell Zellkulturplatte und die Auffüllung mit 0,5ml des jeweiligen Mediums mit 

FGF und CCh bzw. PIR, jedoch ohne den Wachstumsfaktor EGF.  

Tab. 3:  Versuchsaufbau Zelldifferenzierung 

Medium 1 2 3 4 5 6 

A 

COMP 
(0,5ml pro 
well) 

160.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

160.000 
Zellen 

B 

COMP+ 
Carbachol 
100µM 
(0,5ml pro 
well) 

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

C 

COMP+ 
Pirenzepin 
50µM (0,5ml 
pro well) 

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

160.000 
Zellen  

Danach wurden die Kulturplatten für weitere 24h in einem CO2-Inkubator bei 37°C und 95% rel. 

Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

Nach dieser zweiten 24-stündigen Inkubation erfolgte die Abpipettierung der Kulturmedien und 

nach Auffüllung der Vertiefungen der Zellkulturplatte mit 0.5ml COMP und 3%igem FCS und 

ohne Wachstumsfaktoren die Inkubation im CO2-Inkubator für weitere fünf Tage zur Ausdiffe-

renzierung der Zellen.  

Nach Abschluss der siebentägigen Differenzierungsphase wurden die Kulturmedien aus den 

Vertiefungen der Kulturplatte abpipettiert und die Deckgläschen mit den Zellen verblieben in den 

Vertiefungen und es erfolgte eine viermalige Waschung der Deckgläschen mit je 0,5ml phos-

phatgepufferter Salzlösung (PBS, Gibco BRL LifeTechnologies, Trevose, USA). Dafür wurde die 

Kulturplatte für 5min unter Verwendung eines Rüttlers (Labortechnik GmbH, Burgwedel, D) mit 

einer Schüttelfrequenz von 200mal pro min gewaschen, um zu sichern, dass die Kulturmedien 

vollständig eliminiert wurden. 
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Nach dem letzten Waschvorgang erfolgte die Vorbereitung der Zellmarkierung für die Fluores-

zenzmikroskopie mit dem Zusatz zellspezifischer Antikörper. 

2.5.2 Verwendete Antikörper 

Der monoklonale Antikörper TUJ1 (Neuronal Class III beta-Tubulin, Covance, Priveton, USA) 

wurde zum Nachweis der in der Zellkultur generierten Neurone verwendet.  

Vor Anwendung des Antikörpers TUJ1 erfolgte eine Verdünnung im Verhältnis von 1:1000 mit 

PBS und die Zugabe von 10% NGS, (Normales Ziegen-Serum, Jackson Immuno Research Inc, 

West Grove, USA) und 0,05% Tween20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe, D) und die Lagerung dieser Antikörperpräparation bis zur Anwendung in einer Tief-

kühltruhe (Bosch GmbH, Gerlingen, D) bei -20°C.  

Für die Kontrollgruppe wurden lediglich die Substanzen NGS und Tween20 ohne Antikörper 

eingesetzt. 

Um die mit TUJ1 Antikörpern markierten de novo generierten Neuronen für die Fluoreszenzmik-

roskopie sichtbar zu machen, wurde ein gegen TUJ1 gerichteter sekundärer monoklonaler Zie-

ge-Anti-Maus FITC-Antikörper (Cy3-conjugated AffiniPure Anti-Maus IgG, Jackson Immuno 

Research Inc, West Grove, USA) eingesetzt.  

Dieser Antikörper kann durch Lichtbestrahlung von 460 bis 550nm zur Fluoreszenz angeregt 

werden (Absorptionsmaximum bei 460nm).  

Vor Anwendung des sekundären Antikörpers erfolgten eine Verdünnung im Verhältnis von 

1:1000 mit PBS, 10% NGS, 0,05% Tween20 und die Lagerung dieser Antikörperpräparation bis 

zur Anwendung in einer Tiefkühltruhe bei -20°C. 

2.5.3 Zellmarkierung 

Jeder der sechs Versuchsansätze (s.Tab.3, S.29) der drei Versuchsreihen (COMP; CCh, PIR) 

wurde in vier Positiv- und zwei Negativkontrollen unterteilt.  

Für die Positivkontrollen wurden 300µl einer Zellsuspension mit TUJ1 Antikörper und PBS und 

für die Negativkontrollen 300µl mit PBS ohne TUJ1 in die Vertiefungen der 24-Well- Zellkultur-

platte pipettiert. 

Danach wurde die Zellkulturplatte mit der Antikörper-Zellsuspension für 2h bei Raumtemperatur 

auf einem Rüttler und einer Schüttelfrequenz von 200mal pro min inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zugabe des sekundären Cy3- Antikörpers.  
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In jede Vertiefung der Kulturplatte wurden 300µl der Zellsuspension mit PBS und Cy3- Antikör-

per pipettiert und für 30min in einem abgedunkelten Raum bei Raumtemperatur auf einem Rütt-

ler und einer Schüttelfrequenz von 200mal pro min inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal 

mit PBS gewaschen.  

Zur Bestimmung der Proliferationsrate und der Differenzierung der Neuronen erfolgte eine Zell-

kernfärbung mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, USA), gelöst in PBS im 

Verhältnis 1:1000. 

Zunächst wurden die Zellen vor der Färbung mit 70%igem 2-Propanol für 1min dehydriert und 

die Anfärbung der Zellkerne erfolgte für 10min bei Raumtemperatur mit 300µl DAPI-Lösung pro 

Well. 

Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und es folgte die Fixierung für 

20min mit 4%igem Histofix (Paraformaldehyd, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D).  

Die Deckgläschen wurden anschließend auf die Objekträger aufgebracht und mit dem Abdeck-

mittel MobiGLOW (MobiTech GmbH, Göttingen, D) luftdicht verschlossen. Zum Trocknen des 

Abdeckmittels wurden die mikroskopischen Präparate für 24h bei 4°C in einem Kühlschrank 

(Bosch GmbH, Gerlinen, D) gelagert 

Die Auswertung der Differenzierung der kultivierten ANSC erfolgte mit einem Fluoreszenzmik-

roskop (Axioplan, Zeiss AG, Oberkochen, D) bei 400-facher Vergrößerung. Dieses Mikroskop 

war mit der Kamera ProgRes C10plus und der Software ProgRes Capture Pro 2.5 für die digita-

le Bildübertragung ausgestattet. 

Für die Auswertung wurde eine Verblindung der Untersucher vorgenommen, so dass keine vor-

herige Kenntnis über die verwendete Testsubstanz (Kontrolle, CCh, PIR) vorlag.  

Ausgewertet wurden fünf zufällig ausgewählte Gesichtsfelder aus den drei Versuchsansätzen. 

Zunächst wurden die DAPI-gefärbten Kerne gezählt und anschließend die Zahl der TUJ1-

positiven, fluoreszeierender Zellkerne, die in Neurone differenzierter Zellen entsprachen. Die 

Differenz zwischen der Zahl aller DAPI-gefärbten Zellen und der Zahl der fluoreszeierenden 

Zellen ergab die Anzahl der nicht zu Neuronen differenzierten negativen Zellen. 

Daraus ergab sich für den Differenzierungsversuch der Stammzellen in fünf Versuchsreihen 

eine visuelle Auswertung von je 18 Objektträgern mit der Zählung von insgesamt ca. 50.000 

Zellen. 
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2.6 Statistische Auswertung 

Alle Messdaten zur ANSC-Proliferation, -Migration und -Differenzierung wurden zunächst im 

Programm Microsoft Excel tabellarisch erfasst und danach mit Hilfe des Programms SPSS (Sta-

tistical Package for Social Science, Version 14) statistisch ausgewertet und graphisch darge-

stellt.  

Danach wurden in Abhängigkeit von der Fragestellung die folgenden statistischen Kennzahlen 

ausgeführt: 

• Stichprobenumfang (n) 

• Arithmetisches Mittel (x) 

• Standardabweichung (± s.d.) 

sowie die statistischen Tests über die Variationsdifferenzen (F-Test), Mittelwertdifferenzen (t-

Test) und Anteilsdifferenzen mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS Version 14.  

Als signifikanter Unterschied wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 (Konfidenzin-

tervall 95%) bzw. p ≤ 0,01 definiert.  

Für wiederholte Messungen in einer Gruppe wurde die Bonferroni-Korrektur verwendet (Bland 

und Altman, 1995). Mit ihrer Hilfe wird die Alphafehler-Kumulierung bei multiplen Paarverglei-

chen neutralisiert. 

Für die statistische Berechnung von intergruppalen Unterschieden bezüglich der Proliferation, 

Migration und Differenzierung nach ANSC-Kultur kam der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung 

(Kruskal und Wallis, 1952). 

Hierbei handelt es sich um einen einfaktoriellen Vergleich, der statistische Unterschiede zwi-

schen mehr als zwei Versuchsgruppen erfassen kann, die eine kategoriebezogene, und damit 

nicht unbedingt eine Normalverteilung aufweisen. Die für diesen Test notwendige Bedingung 

eines randomisierten, und damit zufälligen Versuchplans wurde mit der zufälligen Auswertung 

der Stichproben erfüllt. 

Die Voraussetzung für den Kruskal-Wallis-Test, dass es nur einen Bezugsfaktor in der Berech-

nung gibt, wurde erfüllt, da sich die Gruppen lediglich in den verwendeten Testsubstanzen CCh 

bzw. PIR unterschieden. 

Die statistische Aussage des Kruskal-Wallis-Tests beinhaltet mit dem p-Wert die statistische 

Signifikanz der intergruppalen Unterschiede und dazu das Ergebnis der numerischen Integrati-
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on der Verteilungsfunktion (Chi2-Verteilung) von 0 bis zu dem Wert der Teststatistik. Die hyper-

geometrische Verteilung ermittelt die Wahrscheinlichkeit dafür, dass bei n gegebenen Elemen-

ten (Grundgesamtheit des Umfangs n), von denen m die gewünschte Eigenschaft besitzen, bei 

Stichproben des Umfangs n k Treffer erzielt werden, d.h. es besteht eine Wahrscheinlichkeit für 

x = k Erfolge in n Versuchen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Werte mit der hypergeometrischen Verteilung der Wahr-

scheinlichkeit der Zufallsgröße Y mit dem Symbol H deklariert.  
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2.7 Verwendete Geräte, Materialien, Chemikalien, Lösungen und 
Antikörper 

Tab. 4:  Verwendete Geräte 

Gerätebezeichnung Hersteller 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan für Durch-
licht und Auflicht-Fluoreszenz Zeiss-AG, Oberkochen, D 

Filtersätze:  
- 487901 
- 487915, Grün 
- 487909, Blau  

Zeiss-AG, Oberkochen, D 

Kamera: ProgResC10plus Zeiss-AG, Oberkochen, D 

Software: ProgRes CapturePro 2.5 Zeiss-AG, Oberkochen, D  

Auflichtmikroskop: Axiovert 120  Zeiss-AG, Oberkochen, D 

Handpipetten; Elektrischer Pipettierhelfer 
Accu-Jet 

Eppendorf Research AG, Hamburg, D 

Pipetten-Rüttler 3015 Labortechnik GmbH, Burgwedel, D 

Eismaschine Scotsman AF-10 Scotsman, Frimont, Italien 

Kühlschrank Bosch GmbH, Gerlingen, D 

Tiefkühltruhe Bosch GmbH, Gerlingen, D 

Stickstofftank  Tayler-Wharton, Mildstedt, D 

Flowzytometer: Coulter Z2 Beckmann Coulter, Krefeld, D 

Zentrifuge Rotixa 120R Hettich GmbH, Tuttlingen, D 

Vortexgerät: Vortex-Genie 2® Bender und Hobein, Zürich, Schweiz  

Sicherheitswerkbank Hera Safe, HSP 12 Heraeus GmbH, Mannheim, D 

CO2-Inkubator, CB210 Binder GmbH, Tuttlingen, D 
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Tab. 5:  Verwendete Materialien 

Material Hersteller 

Plastikkolben für Zellkultur (T25 cm3) Sarstedt Inc., Newton, USA 

Multiwell-Zellkulturplatten: 24-Well NuncTM, Roskilde, Dänemark 

Filter: Ø 50mm; Porengröße 0,2µm  NuncTM, Roskilde, Dänemark 

Deckgläser: Ø 10mm und 24x60mm; Objekt-

träger: geschliffen 76x26mm 
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D 

Zentrifugenröhrchen: 15ml/ 50ml; Po-

lypropylen  
Sarstedt Inc, Newton, USA 

Kryoröhrchen: Polypropylen Brand GmbH, Wertheim, D 

Pipetten: 10, 100, 200 und 1000µl Eppendorf Research AG, Hamburg, D 

Serologische Auslaufpipette: 10/15 ml Sarstedt AG, Nümbrecht, D 

Glaspipetten Mettler-Toledo GmbH, D 

Boyden Chambers  N.T.G. – Biotech, Mailand, Italien 

Cell-Migration Membranen: Polykarbo-

natmembran Ø 13mm, Porengröße 8µm 

GE Water&Process Technologies, 

Trevose, USA 

Zählkammer: Coulter Counter Accuvette, ST. 

25 x 25ml  
Beckman Coulter, Krefeld, D 

Pinzetten  W&H GmbH, Laufen, D 

Sterile Kompressen Fa. Hartmann, Heidenheim, D 
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Tab. 6:  Verwendete Reagenzien und Antikörper 

Reagenzien, Antikörper Hersteller 

Carbachol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Pirenzepin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Zählpuffer: Coulter Isoton Il Diluent Beckmann Coulter,Fullerton,USA  

Aqua bidest Merck AG, Darmstadt, D 

2-Propanol 70% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

Trypanblau Serva GmbH, Heidelberg, D 

Phosphatgepufferte NaCl-lösung (PBS) Gibco, Grand Island, USA 

DMEM-Kulturmedium: GIBCO 31885  Gibco, Grand Island, USA 

Matrigel Matrix Growth Factor Reduced  BD-Biosciences, San José, USA 

Roti-Histofix: 4%iges Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

DPX-Eindeckmittel:  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

NGS: unimmunisiertes Ziegenserum  Jackson Immuno Research Inc., West 
Grove, USA  

Tween20:  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

MobiGLOW MobiTech GmbH, Göttingen, D 

Giemsalösung für Giemsafärbung  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

Amersham Cell Proliferation Kit: RPN20,  GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 

Primärer Antikörper: (TUJ1) Covance, Princeton, USA 

Sekundärer Antikörper: Monoklonaler Cy3-
konjugierter Antikörper (Ziege-Maus) 

Jackson Immuno Research Inc., West 
Grove, USA 

DAPI: DNA-Fluoreszenz Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NaCl-Lösung 0,9%, steril Serumwerk AG, Bernburg, D 
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Tab. 7:  Zusammensetzung des Zellkulturmediums COMP 

Komponenten Hersteller 

DMEM/F12: serumfrei  - 10,0ml Gibco BRL Life Technologies, Grand 
Island, USA 

Glukose 0,6%  - 2,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NaHCO3 7,5%  - 1,5ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

HEPES 1M  - 0,5ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

L-Glutamin 2mmol auf  - 1,0ml Biochrome AG, Berlin, D 

Penizillin-50 U und Strepto-
myzin 50µg  

- 1,0ml Biochrome AG, Berlin, D 

Heparin 0,2 µg/ml  - 0,2ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Aqua bidest.  - 40,0ml Merk Millipore, Darmstadt, D 

Fetales Kälberserum (FCS)  - 33,8ml Biochrome AG, Berlin, D  

Zusätze:   
EGF 20ng/ml  - 4µl PeproTech, Hamburg, D  

FGF-2 10ng/ml  - 4µl D PeproTech, Hamburg, D 

Amphoterizin B 25 µg pro  - 1,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  
Gentamyzin 0,25 µg pro  - 1,0ml Biochrome AG, Berlin, D 

Hormonmix  s. Tabelle 8 
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Tab. 8:  Zusammensetzung des Kulturadjuvans „Hormonmix“ für COMP 

Hormonmix: 10fach konzentriert  
Zusammensetzung für 436ml:  

DMEM/ F12 - 40,0ml Gibco BRL Life Technologies, Grand 
Island, USA 

Glukose 30% - 8,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

NaOHCO3 - 6,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

HEPES 1mol - 2,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Transferrin 0,1mg/ml - 400mg Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Putrescin 9,6 µg/ml - 40,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Progesteron 6,3 µg/ml - 40,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Insulin 0,025 mg/ml - 40,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Na-Selenite 5,2 ng/ml - 40,0ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

Aqua dest. - 300,0ml Merk Millipore, Darmstadt, D 
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3 Ergebnisse 

3.1 Datenanalyse 

Das Hauptkriterium für die drei Versuchsansätze Proliferation, Migration und Zelldifferenzierung 

stellte der Verlauf der Zellzahlen in den Kontrollgruppen ohne Chemoattraktant und in den Ver-

suchsgruppen mit Zugabe von CCh bzw. PIR dar.  

Für die Auswertung der Proliferations- und Migrationsversuche wurden die Gesamtzahlen der 

Zellkerne von ANSC ermittelt. Vitale und nicht geschädigte positive ANSC wiesen keine Anfär-

bung bei Zugabe von Trypanblau auf. 

Transmembranös migrierende positive ANSC wurden mittels einer Giemsa-Kernfärbung identi-

fiziert. 

Die Differenzierung von ANSC und Neuronen erfolgte durch Auszählung der TUJ1-positiven 

(Neuronen) und TUJ1-negativen Zellkerne (ANSC). Positive Zellkerne bedeuteten bei der Un-

tersuchung zur Zelldifferenzierung, dass es sich bei diesen Zellen um aus ANSC gebildete Neu-

rone handelte. 

Die Bestimmung der Relation zwischen Neuronen und nicht zu Neuronen differenzierter ANSC 

(Kennwert K) diente dazu, die Schwankungsbreite im Zählergebnis zwischen den Versuchs-

gruppen I (Zusatz CCh) und II (Zusatz PIR) vernachlässigen zu können.  

Mit der Berechnung des Kennwerts K war es möglich, die Auswirkung einer variablen Stichpro-

be zu eliminieren. 

Der Kennwert K wurde nach folgender Formel berechnet (Bortz u. Schuster, 2010): 

 

Der K-Wert liegt zwischen den beiden Extremen 0 (keine Differenzierung zu Neuronen) und 1 

(alle Zellen sind neugebildete Neuronen). 

Für die Auswertung der Ergebnisse war es mit diesen Berechnungen möglich, den Kennwert K 

jeder Einzelmessung als Bezugsgröße zum Effekt der parasympathischen und sympathischen 

Adjuvans zu verwenden. 
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3.2 Zellproliferation 

Für den Proliferationsassay wurden für jede Untersuchungsgruppe (Kontrolle, CCh, PIR) je fünf 

ANSC-Zelllinien (Mi2-Mi6) mit 200.000 Zellen pro Kultur eingesetzt. Die Zellzählung erfolgte in 

viertägigen Abständen bis zum 24. Tag nach Kulturbeginn. 

Die Zellzahlen wurden sowohl mit der Neubauer Zählkammer, als auch automatisch mit dem 

Zellzählgerät Coulter Counter Accuvette ST. 25 x 25ml (Tab.4) ermittelt. 

Die Ergebnisse der Zellzählungen und der statistischen Berechnungen sind in der Tabelle 9 

(Kontrollgruppe) und Tabelle 10 (Gruppe CCh und PIR) dargestellt. 

Berechnet wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Proliferation aus je sechs 

Zählungen pro Dauer der Kultur von 4, 8, 12, 16, 20 und 24 Tagen (Tab.9). Zusätzlich erfolgte 

eine Varianzanalyse, sowie die Ermittlung der Verteilungsfunktion H (Wahrscheinlichkeitsgrad 

der Proliferation) und der statistischen Signifikanz p in den Gruppen CCh und PIR (Tab.10). 

In der Kontrollgruppe (COMP) kam es innerhalb von vier Tagen zu einer Proliferation von 3,80 ± 

0,65 Mio. Zellen. Von diesen wurden 200.000 Zellen zum Ansetzen einer neuen Zellkultur für 

weitere vier Tage entnommen. Dasselbe Vorgehen erfolgte bis zum 24. Tag nach Versuchsbe-

ginn.  

Die Mittelwerte in dieser Gruppe lagen bis zum 24. Tag nach Kulturbeginn zwischen 3,81 und 

3,98 Mio. Zellen. Die höchsten Proliferationsraten wurden acht Tage nach Kulturbeginn (3,96 ± 

0,58 Mio.) und 16 Tage nach Beginn der Kultur (3,98 ± 0,73 Mio.) ermittelt. 

Innerhalb der sechs Auszählungen zwischen den Tagen 4 bis 24 traten in der Kontrollgruppe 

keine statistisch signifikanten Unterschiede auf. 

Tab. 9:  Zellzählung von fünf Versuchsreihen Proliferationsassay der Kontrollgruppe COMP 

Kulturmedium Tag der Kultur in Mio. 
n =5 

SD (± s) 
in Mio. 

4 3,80 ± 0,65 

8 3,76 ± 0,76 

12 3,87 ± 0,58 

16 3,81 ± 0,73 

20 3,78 ± 0,54 

COMP 

24 3,78 ± 0,67 
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In der Gruppe mit Zusatz von Carbachol (CCh) wurde mit Ausnahme der Zählung am 8. Tag 

nach Beginn der Kultur (p = 0,078) eine signifikante (p < 0,05 bis p < 0,02) Steigerung der Proli-

feration mit Zellzahlen zwischen 3,94 ± 0,69 Mio. und 4,15 ± 0,48 Mio. nachgewiesen. 

Dagegen kam es in der Gruppe mit Zusatz von Pirenzepin (PIR) zu einer signifikanten Ab-

nahme der Proliferation am 16. Tag nach Kulturbeginn und zu einer signifikanten Inhibition der 

Proliferation von p < 0,012 am 8. Tag und am 24. Tag und p < 0,016 am 12. Tag nach Beginn 

der Kultur (Tab.10). 

Tab. 10:  Statistische Auswertung von je fünf Versuchsreihen Proliferationsassay nach Zugabe von Car-
bachol (CCh) in der Gruppe I und Pirenzepin (PIR) in Gruppe II; 
H = Wahrscheinlichkeitsgrad der Proliferation 

Zusatz Tag der 
Kultur n in Mio. SD (± s) 

in Mio. Varianz H Signifikanz 

4 4,16 ± 0,52 0,003 8,307 p < 0,034 

8 4,12 ± 0,82 0,018 3,103 p = 0,078 

12 4,17 ± 0,74 0,014 4,333 p < 0,037 

16 4,21 ± 0,45 0,015 5,409 p < 0,020 

20 4,14 ± 0,69 0,009 4,333 p < 0,047 

Gruppe I 
CCh 

24 4,12 ± 0,63 0,007 3,718 p < 0,053 

4 3,51 ± 0,42 0,004 4,021 p < 0,044 

8 3,39 ± 0,49 0,004 6,181 p < 0,012 

12 3,43 ± 0,64 0,008 5,769 p < 0,016 

16 3,27 ± 0,71 0,005 3,692 p < 0,054 

20 3,34 ± 0,81 0,004 7,436 p = 0,063 

Gruppe II 
PIR 

24 3,35 ± 0,39 0,005 7,410 p < 0,006 

Nach den ersten vier Tagen der Zellkultur wiesen die mit CCh behandelten Zellen eine starke 

und signifikante proliferative Rate gegenüber der Kontrollgruppe und der mit PIR behandelten 

ANSC auf (Abb.5A-F). 
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Nach acht Tagen Kultur (Abb.5B) war die Hemmung der Proliferation durch PIR gegenüber der 

Kontrollgruppe statistisch signifikant, während in den Kulturen mit CCh eine tendentielle, aber 

nichtsignifikante Steigerung der Proliferation gefunden wurde. 

 
Abb. 5:  Auswirkung einer cholinergen und sympathikomimetischen Wirkung auf die Zellproliferation;  ٭

Signifikanz p < 0,05; ٭٭ Signifikanz p < 0,01; CCh – Carbachol; PIR – Pirenzepin; Comp – 
Completo 

Nach 12 Tagen Kultur (Abb.5C) und 16 Tagen (Abb.5D) fanden sich sowohl in der Proliferati-

onssteigerung durch CCh als auch in der Hemmung der Proliferation mit PIR signifikante Unter-

schiede zu den unbehandelten Zellkulturen. 
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Während es 20 Tage nach Beginn der Kulturen in der Gruppe mit CCh-Zusatz noch zu einer 

signifikanten Zunahme (p < 0,01) der Rate der Proliferation kam (Abb.5E), war die Hemmung 

durch PIR lediglich tendeziell und nichtsignifikant. 24 Tage nach Kulturbeginn wies die Prolifera-

tionsrate sowohl in der CCh-Gruppe eine signifikante Steigerung (p < 0,01) als auch in der PIR-

Gruppe (p < 0,01) auf (Abb.5F). 

Für die Ermittlung der insgesamt in 24 Tagen in den drei Gruppen (COMP, CCh, PIR) prolife-

rierten Zellzahlen wurden diese summiert und die 200.000, in viertägigem Abstand neu ange-

setzten Zellen subtrahiert (Tab.11). 

Tab. 11:  Summation der Zellzahlen von fünf Versuchsreihen mit drei Versuchsgruppen COMP, CCh, PIR 
von der Startzahl 200.000 Zellen (0,2) am Beginn der Kultur (d0) bis zum 24. Tag der Kultur 
(d24); p < 0,01 =٭٭ ;p < 0,05 =٭ 

Tag der Kultur 
COMP 

Zellen x 106 

x ± s 

CCh  
Zellen x 106 

x ± s 

PIR 
Zellen x 106 

x ± s 

d0 0,2 0,2 0,2 

d4 3,80 ± 0,65 4,16 ± 0,52 3,51 ± 0,42 

d8 7,36 ± 0,57 8,28 ± 0,72 6,90 ± 0,59 

d12 11,23 ± 0,62 12,45 ± 0,44٭0,48 ± 10,33 ٭ 

d16 15,04 ± 0,65 16,66 ± 0,61٭0,61 ± 13,60 ٭ 

d20 18,82 ± 0,71٭٭0,67 ± 16,94 ٭٭0,59 ± 20,80 ٭ 

d24 22,60 ± 0,69٭٭0,69 ± 20,29 ٭٭0,73 ± 24,92 ٭ 

In den Abb. 6 und 7 sind die Proliferationsraten der drei Gruppen (Kultur ohne Zusatz, Kultur mit 

Zusatz CCh bzw. PIR) im Verlauf von 4 bis 24 Tagen graphisch dargestellt. 
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Abb. 6:  Zuwachsraten der Proliferation in Mio. Zellen 4. bis 12. Tag nach Beginn der Kultivierung; 
 p < 0,05 = ٭

Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zeigte sich erstmals am 12. Tag nach Beginn der Kultur 

zwischen der Behandlungsgruppe I (CCh-Zusatz) und II (PIR-Zusatz), während zwischen den 

zwei Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe-COMP keine signifikanten Unterschiede be-

standen. 

Dieselben statistischen Ergebnisse wiesen die drei Gruppen auch am 16. Tag nach Beginn der 

Kultur auf (Abb.7). 

 

Abb. 7:  Zuwachsraten der Proliferation in Mio. Zellen 16. bis 24. Tag nach Beginn der Kultivierung; 
* = p < 0,05; ** = p < 0,03 bis 0,01 
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Am 20. und 24. Tag nach Kulturbeginn bestanden zwischen der Kontrollgruppe und den Be-

handlungsgruppen sowie zwischen beiden Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede in 

den Proliferationsraten (Abb.8). 

 

Abb. 8:  Kalkulierte Zellzahlen im Langzeit-Proliferationsassay bis 24 Tage nach Beginn der Kultur ■■ 
CCh; ♦♦ COMP; ▲▲ PIR (* = p < 0,05; ** = p < 0,01) 

Zusätzlich wurde die hypothetische Proliferationsrate (Wachstumsrate r/d24) für den Gesamtzeit-

raum von 24 Tagen berechnet. Dabei wird die Kapazitätsgrenze für die proliferierenden Zellen 

(Nahrung, Energie und Lebensraum) vernachlässigt. 

Die Proliferation der ANSC erfolgte exponentiell und stieg in der Kontrollgruppe von 19 x 

200.000 Zellen am 4. Tag der Kultur auf 47.007.564 x 200.000 Zellen an (Tab.12). 
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Tab. 12:  Kalkulation der hypothetischen Wachstumsrate COMP r/d4-24, CCh r/d4-24, PIR r/d4-24 

Medium Tag der Kultur Zellzahl x 200.000 (Mio.) 

4 19 

8 357 

12 6.907 

16 131.596 

20 2.487.172 

COMP 

24 47.007.564 

4 21 

8 432 

12 9.020 

16 189.865 

20 3.930.203 

CCh 

24 80.962.185 

4 18 

8 297 

12 5.101 

16 83.401 

20 1.392.802 

PIR 

24 23.329.441 

Demgegenüber war die Proliferationsrate in der Gruppe mit Zusatz von CCh signifikant erhöht 

(p < 0,01) und die Zellzahl betrug am 24. Tag der Zellkultur 80.962.185 x 200.000 Zellen.  

Signifikant niedriger, sowohl gegenüber der Kontrollgruppe als auch gegenüber der Gruppe mit 

Zusatz von CCh waren die Zellzahlen bei Zugabe von PIR mit 23.329.441 x 200.000 Zellen am 

24. Tag der Kultur (p < 0,01). 

Zusammengefasst zeigte sich bei allen Berechnungen der Zellzahlen, sowohl bei den viertägi-

gen Kulturen als auch kalkuliert über 24 Tage im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikanter 
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stimulierender Einfluss von CCh und eine Hemmung der Proliferation bei Zugabe von PIR zum 

Kulturmedium (Abb.9).  

 
Abb. 9:  Kalkulierte Zellzahlen im Langzeit-Proliferationsassay bis 24 Tage nach Beginn der Kultur; 

■■ CCh; ♦♦ COMP; ▲▲PIR (* = p < 0,05; ** = p < 0,01) 

3.3 Zellmigration 

ANSC besitzen die Fähigkeit zur Migration und in vivo migrieren diese Stammzellen in Phase III 

(Migrationsphase) aus der SGZ in die Granularzone (GZ) des GD und differenzieren sich hier 

zu neuronalen Granularzellen. 

Die Zellmigration kann in vitro mittels permeabler Membranen und einer Zellkernfärbung der 

ANSC untersucht werden.  

In den in dieser Arbeit vorgenommenen Migrationsversuchen wurde die Stammzellfunktion der 

Migration durch Zellkernzählung in zwei Kontrollgruppen nach Inkubation in COMP bzw. DMEM 

ohne Zugabe von CCh und PIR gemessen.  

Desweiteren erfolgten Migrationsbestimmungen im Kulturmedium DMEM unter Zugabe der 

Chemoattraktants CCh oder PIR.  

Bei allen vier differenten Versuchsansätzen erfolgten aus fünf ANSC-Passagen je drei Versu-

che zur Zellmigration und die verblindete Auszählung von fünf zufällig gewählten Gesichtsfel-

dern, so dass für jeden Versuchsansatz 75 Zählungen vorgenommen wurden. 

Um die Validität der Migrationsversuche nachzuweisen, wurde in einem parallelen Versuchsan-

satz als Nährmedium COMP mit FGF und EGF verwendet.  
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In dieser „positiven“ Kontrollgruppe mit dem Kulturmedium COMP ergab die Zählung migrierter 

Zellen an der Unterfläche der permeablen Membran nach 6h Inkubation 138,62 ± 12,43 Zellen 

(Tab.13). 

Bei insgesamt 75 Zählungen betrug die minimale Migrationszahl in einem der fünf Zählfelder n 

= 98 Zellen und maximal n = 160 Zellen. Bei Kultivierung ohne EGF und FGF mit Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) als „negative“ Kontrolle wurden maximal fünf migrierte ANSC 

gezählt und es ergab sich aus fünf Zählungen ein Mittelwert von 2,44 ± 1,06 Zellen. 

Tab. 13:  Migration von ANSC in COMP und DMEM ohne Chemoattraktants von fünf ANSC-Passagen (6, 
8, 10, 12, 14) und Migration von ANSC in DMEM mit Zusatz CCh bzw. PIR); H = Wahrschein-
lichkeit für Migration 

Kulturmedium n min max MW ± SD Varianz H p-value 

pos. Kontrolle 

COMP 
75 n = 98 n = 160 138,62 12,43 152,64   

neg. Kontrolle 

DMEM 
75 1 5 2,44 1,06 1,11   

DMEM + CCh 

vs. DMEM 
75 2 7 3,53 1,22 1,49 25,48 p = 0,113 

DMEM + PIR vs. 

DMEM 
75 1 5 2,57 1,04 1,08 0,44 p = 0,254 

Nichtsignifkante Unterschiede bestanden zwischen beiden Behandlungsgruppen mit Zusatz von 

CCh bzw. PIR und zwischen beiden Behandlungsgruppen gegenüber DMEM ohne Chemo-

attraktants. Die p-Werte betrugen bei Zusatz von CCh p = 0,113 und bei PIR p = 0,254. 

Der Zusatz von CCh zum Kulturmedium DMEM führte mit 3,53 ± 1,22 migrierter Zellen zu einer 

nichtsignifikanten Zunahme gegenüber DMEM ohne Chemoattraktant (2,44 ± 1,06) und auch 

bei Zusatz von PIR mit kompetitiver Hemmung des M1-Rezeptors gab es eine minimale Steige-

rung der Zahl migrierter Zellen von 2,57 ± 1,04 gegenüber DMEM (Tab.14). 

In Abb. 10 sind die migrierten Zellen differenziert nach den Zellpassagen zwischen 6 und 14 

dargestellt 
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Abb. 10:  Migrierte Zellzahlen der positiven Kontrollgruppe (COMP) von fünf differenten ANSC-Passagen 
6, 8, 10, 12 und 14 (p < 0,05٭) 

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der migrierten Zellen betrugen aus fünf Zählungen 

in der 6. Passage 132,6 ± 14,1 und in der 8. Passage 128,3 ± 15,2. Bei ANSC-Passage 10 

wurden 148,4 ± 16,3 migrierte Zellen, bei Passage 12 145,3 ± 14,2 und bei Passage 14 145,3 ± 

16,1 migrierte Zellen aus fünf Zählungen ermittelt. Diese Unterschiede zwischen den Passagen 

6/8 und 10/12/14 waren statistisch signifikant (p < 0,05). 

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Migrationsversuche mit DMEM ohne Chemoattraktants 

und nach Zugabe von CCh bzw. PIR als Box-Plot Übersicht dargestellt. 
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Abb. 11:  Box-Plot-Grafik von drei Migrationsversuchen mit DMEM, CCh, PIR (A), Einzeldarstellung von 

fünf ANSC-Passagen (B), Einzelwerte der drei Versuchsgruppen, bezogen auf die fünf ANSC-
Passagen (C) 

Zwischen den drei Gruppen bestanden im Migrationsverhalten keine signifikanten Unterschiede 

(Abb.11A). Analysiert man die Zahlen der migrierten Zellen in den drei Versuchsgruppen in Be-

zug auf die ANSC-Passagen, dann zeigte sich in den Passagen 6 und 8 gegenüber den Passa-

gen 10, 12 und 14 eine geringere Migration von ANSC (Abb.11B/C). In der DMEM-Gruppe 

migrierten in den Passagen 6 und 8 insgesamt drei Zellen und in den Passagen 10 bis 14 ins-

gesamt neun Zellen. Nach CCh-Zusatz migrierten aus den Passagen 6 und 8 insgesamt sechs 

und nach PIR-Zusatz vier Stammzellen. Dagegen waren es in den Passagen 10 bis 14 in der 

CCh-Gruppe insgesamt elf und in der PIR-Gruppe acht ANSC (Abb.11B). Dasselbe passage-

bezogene Migrationsverhalten mit einer höheren Migrationsrate in den Passagen 10 bis 14 

zeigte sich in den intergruppalen Vergleichen zwischen den Passagen 6 bis 14 (Abb.11C). 
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3.4 Zelldifferenzierung 

In der Phase der Migration beginnt die Differenzierung von ANSC zu Neuronen und diese Diffe-

renzierungsphase findet ihren Abschluss in der Granularzone des Gyrus dentatus.  

Zur Überprüfung cholinerger und sympathikomimetischer Einflüsse auf die Differenzierung von 

ANSC wurden die Zelllinien Mi2 bis Mi6 für insgesamt sieben Tage kultiviert. In den ersten 24h 

erfolgte die Kultivierung im Medium COMP mit EGF und FGF-2, für den zweiten Tag in COMP 

nur mit FGF-2 und für die weiteren fünf Tage in COMP ohne Wachstumsfaktoren. 

In einer Kontrollgruppe (Gruppe-COMP) wurde kein Chemoattraktant eingesetzt und in zwei 

Behandlungsgruppen enthielt das Kulturmedium 100µM Carbachol (Gruppe-CCh) bzw. 50µM 

Pirenzepin (Gruppe-PIR). 

Sechs Kulturansätze pro Versuchsgruppe enthielten für den ersten Kultivierungszeitraum von 

24h je 160.000 ANSC und die Zellauszählungen erfolgten in 5 mal 5 Gesichtsfeldern pro Ver-

suchsgruppe. 

Für die Identifikation differenzierter Neurone erfolgte in vier Versuchen (Positivkontrollen) eine 

Immunofluoreszenzmarkierung mit den neuronenspezifischen primären Antikörpern TUJ1 und 

einem sekundären FITC-Antikörper (monoklonaler Cy3 konjugierter Antikörper) und in zwei 

Versuchen (Negativkontrollen) keine Fluoreszenzmarkierung (Abb.12). 
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Abb. 12:  Kernfärbung mit DAPI: A-COMP/ B-CCh/ C-PIR; DAPI mit TUJ1: D-COMP/ E-CCh/ F-PIR 

Um in allen Versuchen nichtdifferenzierte ANSC von Neuronen unterscheiden zu können, wur-

de eine Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI vorgenommen, wie es in der Abb.12 A–F an ei-

nem Beispiel der Passage 10 dargestellt ist.  
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Bei Kultivierung im Medium COMP sind im Gesichtsfeld 12 D sechs Neurone erkennbar, bei 

Zusatz von CCh (12 E) acht Neurone und bei Zugabe von PIR im Gesichtsfeld 12 F lediglich 

zwei zu Neuronen differenzierte ANSC.  

In der Gruppe COMP waren von 160.000 zu Beginn des Versuchs eingesetzten Zellen nach 

sieben Tagen Kultivierung 15.738 ± 1.952 ANSC zu Neuronen differenziert (Tab.15).  

Bei Zusatz von CCh erhöhte sich die Zahl der Neuronen signifikant auf 20.624 ± 2.248 (p = 

0,031) und nach Zugabe von PIR kam es zu einer nichtsignifikant geringeren Differenzierung 

von 13.312 ± 1.792 Neuronen (p = 0,066). 

Die Wahrscheinlichkeit H, dass es bei Zusatz von Chemoattraktants zur Differenzierung zu 

Neuronen kam betrug bei CCh 35,08 und bei PIR 74,31 (Tab.15). 

Tab. 14:  Differenzierte Neurone (n) ohne und mit Zusatz von CCh bzw. PIR versus COMP); H = Wahr-
scheinlichkeitsgrad für Differenzierung 

Kulturmedium n MW ± SD Varianz H p-value 

COMP 125 15,738 1,952 3,810   

CCh 125 20,624 2,248 5,053 35,08 p = 0,031 

PIR 125 13,312 1,792 3,221 74,31 p = 0,066 

Gegenüber der Kontrollgruppe COMP mit einer relativen Differenzierungsrate der ANSC zu 

Neuronen von 10,31% ± 1,22% betrug der Anteil von Neuronen nach sieben  

Tagen Kultivierung mit CCh 12,89% ± 1,53% und bei Zugabe von PIR 8,32% ± 1,12% (Abb.13). 
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Abb. 13:  Prozentualer Anteil differenzierter Neurone versus Kernzahl der Gruppen Comp, CCh und PIR 

(p < 0,01) 

Bei differenzierter Auswertung der Neuronenzahlen in Bezug auf die fünf eingesetzten ANSC-

Passagen konnten besonders für die Gruppe-CCh Unterschiede festgestellt werden 

(Abb.14A/B)  

In der Versuchsgruppe CCh kam es von Passage 5 bis zu Passage 10 zu einem kontinuierli-

chen prozentualen Anstieg der differenzierten Neurone von 11,1% auf 13,8%. Dagegen fiel die 

Zellzahl im Versuch mit der 19. Passage auf 12,9% ab (Abb.14B). 

Diese passageabhängigen Zellzahldifferenzen waren in den Versuchsgruppen COMP und PIR 

nicht nachweisbar, jedoch traten besonders in der Gruppe COMP tendentielle intergruppale 

Unterschiede auf. 
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Abb. 14:  Prozentualer Anteil differenzierter Neurone für die drei Gruppen in Bezug auf die Passage (A) 
und für die fünf Passagen in Bezug auf die Versuchsgruppe (B) 

Die Schwankungsbreite der Zählergebnisse in den Versuchsgruppen CCh und PIR konnte ver-

nachlässigt werden, indem nicht die absolute Anzahl von positiven Kernen das Kriterium für 

einen cholinergen bzw. parasympathikolytischen Einfluss darstellte, sondern das Verhältnis der 

absoluten prozentualen Anteile der Neuronen zur Anzahl aller gezählten Zellkerne (Kennwert 

K). 

Bei der Berechnung des K-Wertes konnte der differenzierte Einfluss der Chemoattraktants auf 

die Zelldifferenzierung gegenüber der Kontrollgruppe COMP bestätigt werden (Abb.15). 

Die Zugabe von CCh führte zu einer signifikanten Zunahme der differenzierten Neurone gegen-

über der Zellzahl im Kulturmedium COMP (p = 0,003) und PIR hemmte die Differenzierungsrate 

gegenüber COMP ebenfalls signifikant (p = 0,007). 
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Abb. 15:  Prozentualer Anteil differenzierter Neurone der Gruppen COMP, CCh und PIR mit eingefügten 

K-Werten (p < 0,01) 

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Acetylcholinanalogon Carbachol und des Pa-

rasympathikolytikums Pirenzepin auf die Proliferation, Migration und Differenzierung von ANSC 

in vitro untersucht. 

Bei Durchführung eines Langzeitproliferationassays mit Kultivierung von 200.000 ANSC über 6 

mal 4 Tage kam es bei Verwendung des Kulturmediums DMEM/F12 (COMP) ohne den Zusatz 

eines Chemoattraktants zu einem durchschnittlichen Zuwachs der Zellen von 3,80 ± 0,65 Mio. 

Zellen. 

In der Gruppe mit dem ACh-Analogon CCh wurde eine Steigerung der Proliferation von 4,16 ± 

0,52 Mio. Zellen beobachtet und bei Zusatz von PIR kam es zu einer signifikanten Abnahme der 

Proliferation von 3,51 ± 0,42 Mio. Zellen. 
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Unter der Prämisse, dass die Zellkultur kontinuierlich über 24 Tage erfolgt wäre, wurden für die 

Kontrollgruppe COMP eine kalkulierte Zellzahl am 24. Tag der Kultur von 47.007.454 x 200.000 

Zellen, in der Gruppe mit CCh von 80.962.185 x 200.000 und in der Gruppe mit PIR von 

23.329.441 x 200.000 Zellen hypothetisch berechnet. 

Neben der Proliferation wurde in der vorliegenden Arbeit die Fähigkeit kultivierter ANSC zur 

Migration durch eine permeable Membran mittels Zellkernzählung in zwei Kontrollgruppen 

(COMP und DMEM ohne Chemoattraktants) ermittelt und in zwei weiteren Gruppen erfolgten 

Migrationsbestimmungen im Kulturmedium DMEM unter Zugabe der Chemoattraktants CCh 

oder PIR. 

Bei allen vier differenten Versuchsansätzen erfolgten aus fünf ANSC-Passagen je drei Versu-

che zur Zellmigration und die verblindete Auszählung von fünf zufällig gewählten Gesichtsfel-

dern. 

In der Kontrollgruppe COMP betrug die Zahl der migrierenden Zellen 138,60 ± 12,40. In dieser 

Gruppe wurden signifikante Unterschiede hinsichtlich der Anzahl migrierter ANSC und der ein-

gesetzten Zellpassagen gefunden. 

Während bei den eingesetzten Passagen 6 und 8 die Anzahl der migrierten Zellen 132,6 ± 14,1 

und 128,3 ± 15,2 betrugen, waren die Zahlen migrierter Zellen in den Passagen 10, 12 und 14 

mit 148,4 ± 16,3, 145,3 ± 14,2 und 145,3 ± 16,1 signifikant höher (p< 0,05). 

Keine signifikanten Unterschiede fanden sich intergruppal bei Verwendung des Kulturmediums 

DMEM, jedoch waren in allen drei DMEM-Gruppen die Zahlen der migrierten Zellen hochsignifi-

kant geringer gegenüber der Kontrollgruppe COMP.  

Die Zahl migrierter Zellen in der Kontrollgruppe DMEM betrug 2,44 ± 1,06, bei Zusatz von CCh 

3,53 ± 1,22 und bei Zusatz von PIR 2,57 ± 1,04. 

Zur Überprüfung cholinerger und sympathikomimetischer Einflüsse auf die Differenzierung von 

ANSC erfolgte eine Kultivierung für insgesamt sieben Tage. Nach 24h Kultivierung im Medium 

COMP mit EGF und FGF-2 wurde für den 2. Tag COMP ohne EGF und nach 48h für die weite-

ren fünf Tage COMP ohne Wachstumsfaktoren eingesetzt. Messungen differenzierter Neurone 

erfolgten in einer Kontrollgruppe DMEM/F12 ohne Chemoattraktants und in zwei Gruppen mit 

Zusatz von CCh bzw. PIR. 

In der Gruppe DMEM/F12 waren von 160.000 zu Beginn des Versuchs eingesetzten ANSC 

nach sieben Tagen Kultivierung 15.74 ± 1.95 ANSC zu Neuronen differenziert.  
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Bei Zusatz von CCh zum Kulturmedium DMEM/12 erhöhte sich die Zahl der Neurone signifikant 

auf 20.62 ± 2.25 (p = 0.003) und nach Zugabe von PIR kam es zu einer signifikant geringeren 

Differenzierung von 13.31 ± 1.79 Neuronen (p = 0.007). 
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4 Diskussion 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die neuroplastischen Eigenschaften der Prolife-

ration, Migration und Differenzierung von hippokampalen ANSC in Zellkulturen unter choliner-

gen und parasympathikolytischen Einflüssen zu untersuchen.  

Eine Vielzahl von Faktoren beeinflussten die Regulation der adulten Neurogenese durch Stimu-

lation und Hemmung der Proliferation, Migration und Differenzierung von ANSC. Mitogene, wie 

die Wachstumsfaktoren EGF, FGF-2 und Insulin-like growth factor I (IGF-I), sowie der Trans-

forming growth factor alpha (TGF-α) stimulieren die Proliferation von ANSC in vitro (Gritti et al., 

1995, 1996, 1999; Weickert und Blum, 1995; Kuhn et al., 1997; Tropepe et al., 1997; Narimatsu 

et al. 2009).  

Neben diesen Faktoren beeinflussen das cholinerge und das sympathikoerge System die adulte 

Genese, wobei in der Literatur bisher wenige Untersuchungen zur parasympatischen und sym-

pathischen Beeinflussung der Neuroplastizität von juvenilen und adulten neuronalen Stammzel-

len (NSC) vorliegen (Mohapel et al., 2005; Narimatsu et al., 2009; Benninghoff et al., 2010; Itou 

et al., 2011).  

Für die cholinerge M1-Rezeptor-Stimulation wurde das parasympathisch wirkende ACh-

Analogon CCh und für die Blockierung des muskarinergen ACh-Rezeptors M1 der ACh-

Antagonist PIR verwendet.  

Das cholinerge System besitzt für die Modulation der adulten hippokampalen Neurogenese eine 

Schlüsselrolle, die in den letzten Jahren zunehmend bei zerebralen Erkrankungen hinsichtlich 

einer möglichen klinischen Relevanz von stimulierender und suppressiver Beeinflussung zu-

nehmend untersucht wurde (Gritti et al., 2002; Ming und Song, 2005; Cobb et al., 2005; Deng et 

al., 2010; Benninghoff et al., 2010, 2013). Der in vitro Nachweis einer stimulierenden Wirkung 

cholinerger Substanzen in Zellkulturen auf das proliferative, migrierende und differenzierende 

Verhalten von ANSC könnte für Therapieoptionen von eminenter Bedeutung sein. 

4.1 Kultivierung von ANSC 

Die Kultivierung von ANSC ist für die Hirnforschung eine essentielle Methode, da bisher keine 

direkten Nachweismethoden für in vivo Untersuchungen zur quantitativen Erfassung der Prolife-

ration, Migration und Differenzierung existieren.  
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Erste Untersuchungen zu Stammzellkulturen aus dem menschlichen Gehirn wurden von Roy et 

al. publiziert (Roy et al., 2000). Aus dem Gyrus dentatus, der bei Patienten chirurgisch entfernt 

werden musste, konnten ANSC isoliert und kultiviert werden, und während der Kultivierung ge-

lang unter Zugabe des Nestin-Enhancer (E/nestin) und Talpha1 tubulin promotor (P/Talpha1) 

die Identifikation von neugebildeten Neuronen mit der Expression von beta-III-tubulin und micro-

tubule-associated protein-2. 

In der vorliegenden Arbeit wurde für die Kultivierung der ANSC von Mäusen das Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (Dulbecco und Freeman 1959) und das COMP-Medium verwendet, 

welches aus einer Mixtur von DMEM und Ham’s Nutrient Mixture F-12 (Ham, 1965) im Verhält-

nis 1:1 bestand.  

Die Kombination DMEM/HNM F12 enthält die Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 und neben 

FCS und Aminosäuren die Hormone Insulin und Progesteron, sowie das Glykoprotein Transfer-

rin.  

Das von Ham entwickelte Supplement F-12 wurde ursprünglich für das Wachstum von Tumor-

zellen in Kulturen entwickelt, ist jetzt aber in Kombination mit DMEM das am häufigsten für die 

Kultur von Stammzellen verwendete Kulturmedium (Benninghoff et al., 2010; Li et al., 2010; 

Shivaraj et al., 2012; Hattiangady und Shetty, 2012).  

In vergleichenden Untersuchungen mit verschiedenen Kulturmedien konnte nachgewiesen wer-

den, dass die Kombination DMEM/F12 gegenüber F12 und RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) zu stärkeren Proliferationsraten bei zahlreichen Zelltypen führt (Freshney, 2005; Talo-

rete et al., 2006; Hu und Zhang, 2010). 

In einer neueren Untersuchung konnte ein regulierender und stimulierender Effekt auf die hip-

pokampale Neurogenese nachgewiesen werden, wenn dem Kulturmedium DMEM/F12 Taurin 

(2-Aminoethansulfonsäure) beigefügt wurde (Shivaraj et al., 2012). Die Untersucher konnten 

nachweisen, dass dieses Supplement in Kulturen und Gewebeschnitten des Hippokampus von 

Mäusen die embryonale und postnatale Proliferation von neuronalen Progenitorzellen gegen-

über Vergleichsgruppen signifikant stimuliert. Desweiteren konnte auch der Nachweis einer 

Stimulation der Synaptogenese erbracht werden, indem es zu einer verstärkten Expression von 

Synapsin 1 und von PSD-95 (postsynaptic density protein 95) kommt. 

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Shivaraj et al. könnten bei Fortführung der in der vorliegen-

den Arbeit vorgenommenen Versuche eine Bedeutung dahingehend erfahren, ob es unter Ver-

wendung des Supplements Taurin zu synergischen cholinergen Einflüssen auf Proliferation, 
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Migration und Differenzierung von ANSC in Kulturen kommt. Diese Hypothese wird durch weite-

re Untersuchungen zur Wirkung eines Taurinmangels auf die embryonale Hirnentwicklung ver-

schiedener Tierspezies untermauert. So konnte bei Rhesusaffen nachgewiesen werden, dass 

es bei taurinloser Ernährung zu einer gestörten Bildung der Hirnrinde im visuellen Kortex kommt 

(Neuringer et al., 1990) und neugeborenen Katzen von Muttertieren, die taurinfrei ernährt wur-

den, wiesen ebenfalls Abnormitäten im Kleinhirn und im visuellen Kortex auf (Sturman et al., 

1985).  

Für die Durchführung von Zellkulturen ist neben wichtigen technischen Erfordernissen, die das 

geeignete Kulturmedium, die Sterilität und die Inkubationskriterien betreffen, auch der Zeitpunkt 

des Wechsels des Kulturmediums von Bedeutung (Hildebrand et al., 1997; Mayer-Proschel et 

al., 1997; Lim et al., 1999). Ein zu rascher Austausch des Mediums kann Zellen ablösen, die 

noch nicht an der Oberfläche der Kulturschale oder am proliferierten Zellverband haften. Zu 

später Mediumwechsel führt durch Übersäuerung zu einem Anstieg apoptotischer, mitosehem-

mender Zellen. In den hier vorliegenden Untersuchungen wurde das Kulturmedium für die Proli-

ferationsversuche daher in dreitägigem Abstand und für die Versuche zur Differenzierung ab 

dem 2. Tag ebenfalls in dreitägigem Abstand gewechselt. 

Für die hier vorliegende Arbeit war der zeitlich optimale Austausch des Kulturmediums hinsicht-

lich der ungestörten, interzellulären Wirkung zwischen der Proliferation und Differenzierung von 

Neuronen und parallel dazu von Astrozyten eminent wichtig, da Untersuchungen gezeigt haben, 

dass Astrozyten in der Phase der Konfluenz mitogene Faktoren wie EGF, basaler FGF, TGFα 

und Neurotrophin-3 freisetzen und die Expression von membrangebundenen und synaptischen 

Rezeptoren fördern (Hatten et al., 1988; Petroski et al., 1991; Gray et al., 1992; Vescovi und 

Kempermann, 1993; Gritti et al., 1996; Miehe et al., 1996; Morrison et al., 1997; Mayer-Proschel 

et al., 1997; Gritti et al., 1999; Lim et al., 1999; Lee et al., 2000). 

4.2 Zellproliferation 

In den in der vorliegenden Arbeit vorgenommenen Proliferationsversuchen an ANSC konnte bei 

den Berechnungen der Zellzahlen, sowohl bei den viertägigen Kulturen als auch kalkuliert über 

24 Tage Kultivierung, ein signifikanter stimulierender Einfluss von CCh und eine Hemmung der 

Proliferation bei Zugabe von PIR zum Kulturmedium nachgewiesen werden.  

In der CCh-Gruppe wurde mit Ausnahme der Zählung am 8. Tag nach Beginn der Kultur (p = 

0,078) signifikante Steigerungen der Proliferation mit Zellzahlen zwischen 3,94 ± 0,69 Mio. und 

4,15 ± 0,48 Mio. nachgewiesen. 
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Dagegen bewirkte der Zusatz der parasympathikolytischen Substanz PIR eine signifikante Ab-

nahme der Proliferation am 16. Tag nach Kulturbeginn und hochsignifikante Inhibitionen der 

Proliferation (p< 0,01) am 8., 12. und 24. Tag nach Beginn der Kultur. Diese Effekte konnten bei 

allen fünf separat getesteten ANSC-Zelllinien beobachtet werden. 

Die Ergebnisse dieser Proliferationsversuche stimmen mit Untersuchungen in der Literatur ü-

berein, bei denen an Precursorzellen des Hippokampus von 8 bis 12 Wochen alten Ratten so-

wohl die Muskarinrezeptoren M1, M2, M3 und M4 als auch eine neurogenetische Wirkung von 

ACh nachgewiesen werden konnte (Ma et al., 2000; Cooper-Kuhn et al., 2004). 

Erstmals haben Ma et al. gefunden, dass die embryonale Entwicklung von neuronalen Stamm-

zellen (NSC) in der Ventrikularzone von Ratten über cholinerge Transmitter, insbesondere 

durch ACh gesteuert wird und dass die Übermittlung der wachstumsregulierenden Signale von 

der Expression membranständiger, muskarinergen Rezeptoren abhängig ist. In Zellkulturen mit 

FGF-haltigem Kulturmedium konnte mit der Technik der Transkriptase-Polymerase-

Kettenreaktion und zytochemisch die Expression der Muskarinrezeptoren M2-M4 bewiesen 

werden. 

Unter Zugaben von ACh bzw. Carbachol kam es zunächst zu einem Anstieg des intrazellulären 

Ca2+ und zu einer verstärkten Proliferation der embryonalen neuroepithelialen Zellen mit einem 

erhöhten Gehalt an DNS und bei Zugabe von Atropin wurde dieser cholinerge Effekt supprimiert 

(Ma et al., 2000). 

Der gravierende Einfluss des cholinergen Systems auf die hippokampale Neurogenese wurde 

ebenfalls von Mohapel et al. in zwei unterschiedlichen Versuchsansätzen bewiesen. Die Appli-

kation des Acetylcholinesterasehemmers Physiostigmin mit der dadurch induzierten Verstär-

kung der ACh-Wirkung führte zur Proliferation von Precursorzellen im GD. Bei Hemmung der 

cholinergen Impulsgebung an den Hippokampus durch neurotoxische Läsion des medialen 

Septumsystems mit 192 IgG-Saporin wurde die Proliferation von ANSC gehemmt und führte zu 

einer Schädigung des Gedächtnisses der Versuchstiere für räumliche Orientierung (Mohapel et 

al., 2005). 

Diese Ergebnisse konnten durch weitere Untersuchungen bestätigt werden, bei denen mit einer 

Erhöhung der cholinergen Stimulation die Proliferationsrate von ANSC gesteigert und das Über-

leben der Stammzellen sowohl bei juvenilen als auch adulten Versuchstieren verlängert werden 

konnte (Van der Borght et al., 2005; Kaneko et al., 2006; Narimatsu et al., 2009; Itou et al., 

2011). 
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Itou et al. konnten nachweisen, dass eine cholinergische Stimulation einen positiven Effekt auf 

die Proliferation von NSC sowohl bei jungen Mäusen (8-12 Wochen) als auch bei alten Tieren 

(>2 Jahre) ausübt. Nach Applikation von cholinergen Substanzen (Eserin, Donezepil) wurde in 

histologischen Schnitten des GD in beiden Altersgruppen der Effekt der muskarinergen 

cholinergen Stimulation an einem sofortigen Kalziumanstieg verifiziert, während dieser bei 

spezifischer Hemmung des septalen cholinergen Systems mit 192 IgG-Saporin ausblieb. Die 

durch Gedächtnistraining der Tiere induzierte Proliferation von NSC im Hippokampus stieg 

unter Applikation von Eserin und Donezepil an und fiel nach Zugabe von 192 IgG signifikant ab 

(Itou et al., 2011). 

Hinsichtlich des sympathikomimetischen Einflusses auf die hippokampale Neurogenese haben 

tierexperimentelle Untersuchungen in der Literatur in Übereinstimmung mit den hier vorliegen-

den Ergebnissen nachgewiesen, dass die cholinerge Stimulation über muskarinerge, membran-

ständige Acetylcholinrezeptoren einen starken Impuls auf die Steigerung der Proliferationsrate 

von NSC ausübt. Diese Stimulation ist im Vergleich zu einer pharmakologischen Anregung niko-

tinerger, ligandenaktivierter Ionenkanäle hinsichtlich des Anstiegs der Proliferationsrate domi-

nierender (van Kampen und Eckman, 2010). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Appli-

kation von reinem Nikotin dosisabhängig die Neurogenese im GD hemmt (Jang et al., 2002; 

Abrous et al., 2002, 2005). 

Neben der stimulierenden Wirkung von EGF, FGF-2 und TGF-α auf die Proliferationsrate von 

ANSC konnte ein identischer Einfluss bei Erhöhung des Gehalts von IGF-I im Hippokampus 

adulter Mäuse erzielt werden (Narimatsu et al., 2009). Nach Applikation des AChE-hemmers 

Donepezil und der damit induzierten Verstärkung des cholinergen Systems kam es zu einer 

Freisetzung von Calcitonin-Gen-bezogenem Peptid (CGRP) aus Neuronen der dorsalen Wur-

zelganglien von Wild-Typ-Mäusen und diese Peptidfreisetzung führte zu einer Erhöhung der 

IGF-I-Konzentration im Hirngewebe. In diesem Tiermodell fanden sich vier Wochen nach oraler 

Applikation von Donezepil signifikant erhöhte Gewebekonzentrationen von CGRP, IGF-I und 

IGF-I-mRNA im Hippokampus und in der Testung kognitiver Fähigkeiten wiesen die mit Done-

zepil behandelten Versuchstiere gegenüber unbehandelten Vergleichsgruppen deutlich bessere 

Ergebnisse auf. Da die Applikation des ebenfalls als AChE-Hemmer bekannten Tacrin in einer 

weiteren Versuchsgruppe nicht zu vergleichbaren positiven Resultaten führte, könnte die Ursa-

che zum einen darin liegen, dass Tacrin keine hemmende Wirkung auf AChE besitzt oder die 

Wirkung von Donezepil vorwiegend über die Freisetzung von IGF-I erfolgt. 
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Mit 5-Hydroxytryptamin (5-HT) wurde ein weiterer Transmitter in seiner Wirkung auf die Prolife-

ration von ANSC untersucht (Benninghoff et al., 2010).  

Benninghoff et al. beobachteten bei Kultivierung von ANSC in EGF- und FGF-2-haltigem serum-

freien Kulturmedium eine Expression von Tryptophanhydroxylase (TPH) und 5-HT. Nach selek-

tiver Hemmung von TPH durch Zugabe von Parachlorphenylalanin (PCPA) wurde die Prolifera-

tion gehemmt und nach Zugabe von 5-HT zum Kulturmedium konnte die Proliferationshem-

mung aufgehoben werden. Die proliferative Wirkung von 5-HT erfolgte vorwiegend über den 

Serotoninrezeptor- Subtyp 5-HT1A und teilweise über den Subtyp 5-HT2C, was durch selektive 

Rezeptorblockaden bewiesen werden konnte. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Ergebnissen die depressive Wirkung des parasym-

pathikolytisch wirkenden PIR auf die Proliferation von ANSC ab 8. Tag nach Beginn der Zellkul-

tur nachgewiesen. Untersuchungen mit diesem in vitro Modell liegen bisher in der Literatur nicht 

vor, jedoch wurden Kultivierungen von ANSC unter Zugabe sympathikomimetischer Substan-

zen, wie z.B. Atropin, vorgenommen, (Ma et al., 2000). Während die Atropinzugabe eine 

suppressive Wirkung auf die Proliferation embryonaler NSC und ANSC bewirkte, wurde in einer 

weiteren Untersuchung nachgewiesen, dass der Neurotransmitter Dopamin die Neurogenese 

förderte (Höglinger et al., 2004). 

4.3 Zellmigration  

Die Möglichkeit einer cholinergen Stimulation der Migration von NSC wurde zum Anlass für Un-

tersuchungen, nachdem an migrierenden Sensorneuronen des dorsalen Thalamus von embry-

onalen Ratten erstmals die Expression von ACh-Rezeptoren nachgewiesen werden konnte 

(Schlaggar et al., 1993). Mit dem Zusatz von Inhibitoren der AchE wie z.B Physostigmin und 

Donepezil gelang in vitro an kultivierten embryonalen spinalen motorischen Neuronen und in 

vivo an embryonalen Gehirnen von Wild-Typ Mäusen die Stimulation der Migration (Bataille et 

al., 1998; Dori et al., 2005). 

ANSC des Hippokampus migrieren in vivo in Phase III (Migrationsphase) der Neurogenese aus 

der SGZ in die GZ des GD (Seki, 2002; Bruel-Jungerman et al., 2007; Zhao et al., 2008; Amrein 

et al., 2009; Lucassen et al., 2010). 

In der vorliegenden Arbeit wurde in zwei Kontrollgruppen die Migration von ANSC nach sechs-

stündiger Inkubation in den Kulturmedien DMEM/F12 und DMEM verglichen. Nach Inkubation 

von ANSC aus fünf Zellpassagen in Gegenwart von EGF und FGF-2 (DMEM/F12) migrierten 



  4 Diskussion 

65 

innerhalb von 6h 138,62 ± 12,43 Zellen und nach Inkubation im Medium DMEM 2,44 ± 1,06 

Zellen.  

Die Überprüfung des Einflusses von CCh bzw. PIR erfolgte nach sechsstündiger Inkubation im 

Kulturmedium DMEM ohne die Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2. Dabei konnte keine Beein-

flussung der Migration nachgewiesen werden. Nach Zugabe von CCh betrug die Zahl migrierter 

Zellen 3,53 ± 1,22 und unter PIR 2,57 ± 1,04 Zellen. 

Kritisch muss hier bezüglich der Versuche mit CCh und PIR eingeschätzt werden, dass diese 

Migrationsuntersuchungen, nach Vorliegen der Ergebnisse der Kontrollversuche, im Kulturme-

dium DMEM/F12 hätten durchgeführt werden müssen, was bei weiteren Versuchsplanungen 

berücksichtigt werden sollte. 

Es wäre möglich, dass die Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 einen stärkeren Einfluss auf die 

Migration von ANSC ausüben, als die Stimulierung bzw. Hemmung des M1-Muskarinrezeptors 

mit CCh bzw. PIR. Auch ist zu diskutieren, dass die Kombination EGF, FGF-2 und CCh eine 

kumulative Anregung der Migration undifferenzierter ANSC bewirkt. 

Diese Hypothese konnte in einem weiterführenden Versuch unserer Arbeitsgruppe nach Inku-

bation von ANSC im Kulturmedium DMEM/F12 und Zugabe von CCh durch den Nachweis einer 

signifikanten Steigerung der Migration gegenüber den Kontrollen ohne CCh bestätigt werden 

(Benninghoff et al., 2013). 

Die stimulierende Wirkung der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 auf die Migration undiffe-

renzierter ANSC wurde ebenfalls durch mehrere Untersuchungen in vivo (Kuhn et al., 1997; 

Doetsch et al., 2002 und in vitro (Gritti et al., 1995, 1999, 2002) bewiesen.  

Desweiteren zeigten Untersuchungen eine Stimulierung der Migration nach Zugabe des Neu-

rotransmitters Serotonin (Schmitt al., 2007; Benninghoff et al., 2007, 2010).  

Die Stimulierung des cholinergen Systems und die damit verbundene Erhöhung der Migration 

und Chemotaxis von ANSC könnte ein relevantes Konzept für neuropharmakologische Interven-

tionen darstellen (Prestoz et al., 2001; Seki, 2002; Corti et al., 2005; Ikegami et al., 2005; Shan 

et al., 2006). 

In diesem Zusammenhang sind Ergebnisse von Untersuchungen von Bedeutung, in denen in 

vivo nachgewiesen werden konnte, dass die Migration von neugebildeten ANSC aus der SGZ in 

die GZ des Gyrus dentatus nur teilweise stattfindet. Nur ca. 30 bis 40% migrieren innerhalb von 

vier Wochen in die GZ und ca. 60 bis 70% neugebildeter ANSC verbleiben in der SGZ (Alvarez-
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Buylla et al., 1988, 1990; Kimelberg et al., 1989; Kempermann et al., 2003). Diese „Reserve“ 

nicht migrierender ANSC könnte durch den Einsatz stimulierender Faktoren therapeutisch ge-

nutzt werden. 

4.4 Zelldifferenzierung 

In der Phase der Migration aus der SGZ beginnt die Differenzierung von ANSC zu Neuronen 

und diese Differenzierungsphase findet ihren Abschluss in der Granularzone des Gyrus denta-

tus (Stanfield und Trice, 1988; Kuhn et al., 1996; Hastings und Gould, 1999; Seki, 2002; van 

Praag et al., 2002; Zhao et al., 2003; Brandt et al., 2003).  

Erstmals konnte durch Zheng et al. der Nachweis erbracht werden, dass das cholinerge Sys-

tem, mit Präsenz von ACh und extrazellulärem Ca2+ während der embryonalen Entwicklung 

einen wesentlichen Einfluss auf die neurale Differenzierung ausübt (Zheng et al., 1994). 

Zur Überprüfung cholinerger und parasympathikolytischer Einflüsse auf die Differenzierung von 

NSC wurden in der vorliegenden Arbeit je 160.000 ANSC aus fünf Zelllinien für insgesamt sie-

ben Tage kultiviert. In den ersten 24h erfolgte die Kultivierung im Medium COMP mit EGF und 

FGF-2, für den 2. Tag in COMP mit FGF-2 und für die weiteren fünf Tage in COMP ohne 

Wachstumsfaktoren. 

In der Kontrollgruppe wurde kein Chemoattraktant eingesetzt und in zwei Behandlungsgruppen 

enthielt das Kulturmedium 100µM CCh bzw. 50µM PIR. 

Für die Identifikation differenzierter Neurone erfolgte eine Immunofluoreszenzmarkierung mit 

den neuronenspezifischen primären Antikörpern TUJ1 und einem sekundären FITC-Antikörper 

(monoklonaler Cy3-konjugierter Antikörper).  

In der Kontrollgruppe ohne Zusatz von Chemoattraktants waren nach sieben Tagen Kultivierung 

15.738 ± 1.952 ANSC zu Neuronen differenziert.  

Bei Zusatz von CCh erhöhte sich die Zahl der Neuronen signifikant auf 20.624 ± 2.248 und 

nach Zugabe von PIR kam es zu einer signifikant geringeren Differenzierung von 13.312 ± 

1.792 Neuronen. 

Die in den vorliegenden Untersuchungen bei cholinerger und parasympathikolytischer Beein-

flussung erzielten Ergebnisse der in vitro Proliferation von ANSC stimmen mit anderen Untersu-

chungen in der Literatur, in denen ACh bzw. das Analogon CCh beigefügt wurde überein, wobei 

bisher Untersuchungen an embryonalem und postnatalem Hirngewebe vorgenommen wurden, 
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und die Versuche in dieser Arbeit erstmals an ANSC erfolgten (Ma et al., 2000; Coronas et al., 

2000). 

Ma et al. konnten während der Kultivierung embryonaler neuroepithelialer Zellen aus der Ventri-

kularzone und Zusatz von CCh eine signifikante Zunahme der Differenzierung in Neurone ge-

genüber Kultivierung ohne CCh-Zugabe beobachten. 

Coronas et al. verwendeten in ihren Versuchen an Ratten für die Kultivierung das Modell des 

Riechkolbens, in dem sich ANSC mit muskarinergen und nikotinergen Rezeptoren befinden und 

deren Expression in der unmittelbaren postnatalen Periode nachweisbar ist. Nach drei- bis 

sechstägiger Kultur und Zugabe von 100µM Carbachol konnte ein signifikanter Anstieg des 

Wachstums von Neuriten an den kultivierten Neuronen nachgewiesen werden. Demgegenüber 

konnte das neuritische Aussprossen durch die Zugabe des Nikotinrezeptorantagonisten 

Bungarotoxin, nicht aber mit Atropin unterdrückt werden.  

Insbesondere der Muskarin-M1-Rezeptor, der sehr zahlreich an den Somata und Dendriten der 

CA1-pyramidalen Neuronen und den Körnerzellen des DG exprimiert ist (Levey et al., 1995), 

besitzt in der cholinergen Beeinflussung der Neurogenese eine dominierende Rolle, wie die in 

der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse und Resultate der Literatur gezeigt haben (Gutkind 

et al., 1998; Ma et el., 2000; Li et al., 2001; Zhao et al., 2003; Mohapel et al., 2005). In der vor-

liegenden Arbeit führte die Zugabe von CCh zu einer signifikant höheren Anzahl von aus ANSC 

differenzierten Neuronen gegenüber der Kultivierung ohne Chemoattraktant und der Zugabe 

von PIR.  

Andere Signal- und Stoffwechselwege, wie z.B. die über Proteinkinasen gesteuerte 

Signaltransduktion (Aktivierung von Phosphatydilinositol-3-Kinase, Proteinkinase C, Tyrosinki-

nase Mitogenaktivierte-Protein-2-Kinase, G-Protein gekoppelter Rezeptoren, Wnt/β-catenin sig-

nalisierter Pathway), könnten isoliert oder interaktiv zusätzlich an der Steuerung der Neuroge-

nese beteiligt sein (Hirabayashi et al., 2004; Ma et al., 2007; Korur et al., 2009; Zhang et al., 

2011; Joksimovic et al., 2012). 

Neben dem cholinergen System und der Aktivierung von Proteinkinasen spielen die mitogenen 

Faktoren EGF und FGF-2 in der Neurogenese eine wichtige Rolle, wobei Untersuchungen er-

gaben, dass der Einfluss von Mitogenen auf die Differenzierung von Neuronen und Astrozyten 

in der frühen postnatalen Entwicklung ausgeprägter ist als während der embryonalen Entwick-

lung (González et al., 1990; Wanaka et al., 1991; Petroski et al., 1991; Ray et al., 1993; Kem-

permann et al.,1997; Hildebrand et al., 1998). 
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Desweiteren konnte ein synergistischer Effekt zwischen der Aktivierung von muskarinergen 

Rezeptoren und der Freisetzung von Wachstumsfaktoren auf die Differenzierungsrate nachge-

wiesen werden, wobei es nach Zugabe von M-Rezeptoragonisten zu einer dreifachen Freiset-

zung des nervalen Wachstumsfaktors (NGF) aus kultivierten astroglialen Zellen von acht Tage 

alten Mäusen kam (Furukawa et al., 1987). In Übereinstimmung mit diesen Resultaten haben 

Lindholm et al. zeigen können, dass es bei Aktivierung des cholinergen Systems mit dem 

muskarinergen Agonisten Pilocarpin zu einer verstärkten Freisetzung des zerebralen neu-

rotrophischen Faktors und des NGF aus hippokampalen Neuronen kommt (Lindholm et al., 

1994). 

Bezug nehmend auf die in der Arbeit vorgenommenen Untersuchungen ist es auf Grund der 

Ergebnisse aus der Literatur möglich, dass es nach Zufügung von CCh bei Kultivierung von 

ANSC zu einer Stimulierung der Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus diesen Stammzellen 

oder aus Precursorzellen kommt. Gestützt wird diese Theorie durch Untersuchungen, bei denen 

in vitro gezeigt wurde, dass die vermehrte Freisetzung von NGF den Gehalt an muskariner 4-

Rezeptor-RNA in Phäochromozytomzellen (PC12) erhöht, was zu einer vermehrten Expression 

von muskarinergen, membrangebundenen Rezeptoren führt (Lee und Malek, 1998). 

Insgesamt könnten die Ergebnisse einer in vitro Stimulierung der Proliferation, Migration und 

Differenzierung von ANSC des Hippokampus für Therapieansätze bei zerebralen Erkrankungen 

relevant sein, in denen es durch Reduktion oder Schädigung von Neuronen zu gravierenden 

Funktionsausfällen kommt, die insbesondere und lokalisationsbedingt kognitive Funktionen 

betreffen. 

Eine Zielgruppe für diese therapeutischen Interventionen stellen Patienten mit Alzheimer Er-

krankung (AD) dar. 

Untersuchungen haben gezeigt, dass bei AD auf Grund einer verminderten Produktion der re-

zeptorbezogenen mRNS eine reduzierte Expression des hippokampalen M1-Rezeptors vorliegt 

und die rezeptorvermittelte Produktion GTP-bindender Protein (G-Proteine) vermindert ist 

(Wang et al., 1992; Wang und Friedman, 1994). Diese Störungen bei AD sind vorwiegend in der 

CA1-Region des Ammonshorns lokalisiert (Davies et al., 1992; Fukutani et al., 2000; Kril et al., 

2004).  

Mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass 

eine cholinerge Stimulation mit CCh die Neurogenese hinsichtlich Proliferation und Differenzie-
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rung von ANSC stimuliert, woraus sich eine klinische Relevanz, insbesondere für Patienten mit 

neurodegenerativen Störungen ergeben könnte. 
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5 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass sich ANSC von Mäusen 

in Kulturen mit dem Medium DMEM/F12, das die Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 enthält, 

über sechs Passagen kontinuierlich vermehren und differenzieren. Proliferation und Differenzie-

rung von ANSC wurden durch Zugabe des ACh-Analogons CCh stimuliert und durch PIR, ei-

nem parasympathikolytisch wirkenden M1-Rezeptorhemmer reduziert.  

Dieses Modell könnte auf Grund dieser Ergebnisse sowohl für die Therapieoption Transplanta-

tion, als auch für die Stimulation einer adulten Neurogenese geeignet sein, wenn durch Hirner-

krankungen oder altersbedingt ein Mangel funktionierender Neurone vorliegt.  

Für die Behandlung einer Alzheimer Erkrankung sind Untersuchungsergebnisse relevant, bei 

denen an Ratten gezeigt werden konnte, dass Fähigkeiten wie Lernvermögen und Gedächtnis 

in direkter Relation zur Zahl der Neuronen in der CA 1-Region des Hippokampus stehen (Ste-

panichev et al., 2004; Roberge et al., 2008). 

Nachdem vor 30 Jahren eine cholinerge Beeinflussung der Neurogenese bei AD erstmals pos-

tuliert wurde (Bartus et al., 1982), gelang es, verschiedene Therapiestrategien hinsichtlich einer 

cholinergen Stimulation der Neurogenese mit neuropharmakologischer und neurotropher Appli-

kation (Acetylcholinesterase- Inhibitoren, Nervaler Wachstumsfaktor) sowie die Transplantation 

von cholinergisch-angereicherten fetalen Transplantaten vor 15 Jahren zu entwickeln (Winkler 

et al., 1998). 

Im Fokus der gegenwärtigen Forschung zur Behandlung neurologischer Defizite steht die 

pharmakologische Beeinflussung der adulten Genese und nahezu parallel zu den hier vorlie-

genden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass der Muskarin 1- Rezeptoragonist 

Oxotremorin eine induzierte, gestörte cholinerge Neurogenese im Tiermodell restauriert (van 

Kampen und Eckman, 2010). 

Von großer Bedeutung für den klinischen Einsatz stimulierender Faktoren der adulten Genese 

könnte die weitere Abklärung folgender, noch ungelöster Fragestellungen sein: 

1. Gelingt mit einer pharmakologischen Stimulation die Restauration aller fünf Phasen der adul-

ten Neurogenese (Proliferations-, Differenzierungs-, Migrations-, Aussprossungs- und Synap-

tische Phase)? 

2. Weisen neugebildete Precursorzellen in vitro dieselben morphologischen und funktionellen 

Merkmale wie neugebildete Precursorzellen in vivo auf? 
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Während es gesicherte in vitro und in vivo Erkenntnisse zur cholinergen Stimulation von Prolife-

ration, Differenzierung, dentritischer Aussprossung und Synapsenbildung gibt (van Praag et al., 

2002; Ming und Song, 2005; Wenping et al., 2010), stehen die in der vorliegenden Arbeit er-

brachten Ergebnisse, die keinen cholinergen Einfluss zur Migration und Chemotaxis nachwei-

sen konnten, nicht in Übereinstimmungen zu in vivo Untersuchungen (Prestoz et al., 2001; Seki, 

2002; Corti et al., 2005; Ikegami et al., 2005; Shan et al., 2006). 

Die Ursache könnte in der Zusammensetzung des verwendeten Kulturmediums DMEM zu su-

chen sein, welches keine Wachstumsfaktoren (EGF, FGF-2) enthält.  

Nachfolgende Untersuchungen sollten daher die Interaktionen zwischen cholinerger Aktivität 

und Wachstumsfaktoren betreffen. Die Möglichkeit einer Beeinflussung der Migration adulter 

NSC ist von Bedeutung, da Untersuchungen gezeigt haben, dass lediglich 30 bis 40% der Zel-

len innerhalb von vier Wochen in die GZ migrieren und ca. 60 bis 70% neugebildeter ANSC in 

der SGZ verbleiben (Alvarez-Buylla et al., 1988, 1990; Kimelberg et al., 1989; Kempermann et 

al., 2003). Hier existiert eine therapeutische „Reserve“ von nicht migrierenden ANSC, und diese 

könnte durch den erfolgreichen Einsatz stimulierender Faktoren therapeutisch genutzt werden. 

In diesem Zusammenhang wäre auch eine Überprüfung der Einflussnahme auf Adhäsionsmo-

leküle von Bedeutung. Während der adulten Neurogenese exprimieren Precursorzellen frühzei-

tig den neuronalen Marker PSA-NCAM (Polysialiniertes neuronales Zelladhäsionsmolekül), wel-

ches die Richtung der Migration steuert (Seki, 2002). Diese Expression erfolgt sowohl an proli-

ferierenden Neuronen als auch an Zellen der Umgebung, insbesondere Gliazellen. Aus dem 

olfaktorischen System ist bekannt, dass neugeborene Zellen in einem PSA-NCAM-positiven 

Trakt in einer „kettenähnlichen“ Form neuronaler Migration wandern (Lois et al., 1996). 

Zusammenfassend lässt sich zum derzeitige Kenntnisstand der Regulation adulter Neu-

rogenese in vivo und in vitro sagen, dass es sich um ein noch unfertiges Wissensmuster han-

delt, in dem jedoch wichtige Muster bereits aufgedeckt wurden. Insbesondere ist der Pfad der 

adulten hippokampalen Neurogenese ein gut einsetz- und steuerbares Modellsystem für die 

Regulation neuronaler Stammzellen in vivo und in vitro. 
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