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Abkürzungsverzeichnis 

BrdU 5-Bromo-2-Deoxyuridin, ein Proliferationsmarker 

CA1-3 cornu ammonis, Ammonshornformation 

c-fos ein  immediate early gene 

DG dentate gyrus, Gyrus dentatus des Hippokampus 

EE enriched environment, reizreiche Umgebung 

GABA γ-aminobutyric acid, γ-Aminobuttersäure, ein Neurotransmitter 
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synaptischen Übertragung 

MWU-Test Mann-Whitney-U-Test 

NeuN neuronal nuclei, ein neuronaler Marker 

NMDA N-methyl-D-aspartat, ein Aminosäurederivat 

PFA phosphatgepufferte Paraformaldehydlösung 

RW running wheel, Laufrad 

SGZ subgranular zone, Subgranularzone 

ST Standard Kontrollgruppe 

TBS Trisgepufferte Salzlösung 

WM water maze, Wasserlabyrinth nach Morris 

zif268 zinkfinger-binding protein, ein immediate early gene 
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1. Zusammenfassung  

Innerhalb der neurogenen Nischen, dem Gyrus dentatus des Hippokampus, 

sowie der Subventrikulärzone, ist das adulte Gehirn in der Lage neue Nervenzellen 

zu bilden. Die Neurogenese kann durch verschiedene Pathologien, wie zum Beispiel 

einen Schlaganfall gesteigert werden. Rehabilitatives Training nach fokaler Ischämie 

steigert die Neurogenese im Hippokampus. Ebenso verbessert eine solche Therapie 

die Lernfähigkeit und das Absolvieren von Verhaltenstests wie dem Morris 

Wasserlabyrinth. Unter physiologischen Bedingungen werden neu generierte 

Nervenzellen in bestehende Netzwerke funktionell integriert. Jedoch ist bisher wenig 

über die Integration von Nervenzellen bekannt, welche unter pathologischen 

Bedingungen generiert wurden. Im Rahmen von Studien experimentell induzierter 

Epilepsie gibt es sogar Hinweise auf eine fehlerhafte Integration einzelner neuer 

Zellen. Bezüglich der Integration von nach Schlaganfall neu entstandener 

hippokampaler Neurone liegen bisher keine Daten vor. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Integration von nach ischämischem Schlaganfall 

neu entstandenen Neuronen in das bestehende kortiko-hippokampale Netzwerk 

immunhistochemisch zu untersuchen. Initial sollte in dieser Studie geprüft werden, ob 

überhaupt eine solche funktionelle Integration stattfindet, im zweiten Teil, in wie weit 

die Aktivierbarkeit neuer Neurone durch vorausgegangenes Training steigerbar ist, 

und abschließend stand die Frage, ob es eine aufgabenspezifische Aktivierung der 

neuen Neurone gibt. 

Männliche C57BL/6J Mäuse erhielten einen photochemisch induzierten 

Hirninfarkt im rechten sensomotorischen Vorderpfoten-Cortex. Die proliferierenden 

Zellen wurden durch die 13-tägige postoperative Applikation von 5-Bromo-2-

Deoxyuridin markiert. Direkt im Anschluss an die Operation wurden die Tiere in die 

verschiedenen Trainingsgruppen aufgeteilt (Standard, reizreiche Umgebung oder 

Laufrad), wo sie für insgesamt sechs Wochen trainiert wurden. Nach einer 

anschließenden einwöchigen Ruhephase erfolgte die erneute Teilung aller Gruppen 

jeweils auf die Aktivierungsparadigmen Leiterlauf oder Morris Wasserlabyrinth. Exakt 

150 min nach Absolvierung der letzten Aktivierung wurden die Tiere zur weiteren 

Aufarbeitung des Materials transkardial perfundiert. Immunhistochemisch zeigte sich 

ein signifikanter Anstieg der Proliferation und des Überlebens von neuen Neuronen 
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in den Trainingsgruppen verglichen zu den Standard-Kontrollgruppen. Zudem zeigte 

sich eine Verschiebung proliferierender Zellen der Subgranularzone zugunsten der 

Körnerzellschicht nach absolviertem Laufradtraining. Es waren in allen 

experimentellen Subgruppen eine kleine Anzahl neuer Neurone nachweisbar, welche 

den Aktivitätsmarker c-fos (ein immediate early gene) exprimierten, und somit als 

funktionell integriert gewertet wurden. Das durchgeführte rehabilitative Training 

steigerte bemerkenswerterweise den Anteil aktivierter Zellen nicht. Vielmehr wurden, 

unabhängig vom Trainingsstatus, im Rahmen der ‚sensomotorischen Aufgabe‘ 

(Leiterlauf) signifikant mehr neue Neurone aktiviert als bei der ‚kognitiven Aufgabe‘ 

(Morris Wasserlabyrinth). Jedoch zeigten die rehabilitierten Tiere nach Absolvierung 

des Wasserlabyrinthes eine signifikante Verschiebung  aktivierter neuer Neurone hin 

zur Körnerzellschicht. 

Die Ergebnisse zeigen, dass nach Schlaganfall neu generierte Neurone in 

bestehende hippokampale Netzwerke funktionell integriert werden. Die gesteigerte 

Aktivierung durch ein sensomotorisches Paradigma führt zu der Überlegung, dass im 

geschädigten Gehirn neugebildete Nervenzellen an motorischem Lernen beteiligt 

sein können, wenn auch aufgrund des Verteilungsmusters innerhalb des Gyrus 

dentatus eher unspezifisch. Betrachtet man dahingegen das spezifische Muster der 

durch eine kognitive Aufgabe aktivierten neuen Neurone, ist zu diskutieren, ob eine 

verbesserte Lernfähigkeit eher durch eine selektivere Aktivierung der neuen Neurone 

der Körnerzellschicht zustande kommt, als durch eine größere Anzahl aktivierter 

neuer Neurone. 
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2. Einleitung 

Der Gyrus dentatus des Hippokampus und die Subventrikulärzone, 

beziehungsweise der Bulbus olfactorius, sind Regionen des zentralen 

Nervensystems, in denen zeitlebens neue Neurone proliferieren und reifen (Cayre et 

al. 2009). Diese Regionen bezeichnet man als neurogene Nischen, da das hier 

herrschende Milieu eine Entstehung von neuen Neuronen ermöglicht. 

Verschiedenste pathologische Stimuli wie cerebrale Ischämie (Jin et al. 2001, Sharp 

et al. 2002) oder Epilepsie (Parent et al. 1997, Jessberger et al. 2007), aber auch 

Training und Lernprozesse (Kempermann et al. 1997b, van Praag et al. 1999) 

steigern erwiesenermaßen die Neurogenese im Gyrus dentatus und in der 

Subventrikulärzone. Inzwischen gibt es Studien, welche auch dem Cortex eine 

gewisse neuronale Regenerationstendenz zusprechen (Magavi et al. 2000, Keiner et 

al. 2009, Sirko et al. 2009, Ohira et al. 2009). Über welche Mechanismen die 

Neurogenese nach kortikaler Ischämie in den infarktfernen Regionen angeregt wird, 

ist nicht vollständig geklärt. Eine Hypothese ist eine direkte neuronale Fernwirkung 

über das kortiko-hippokampale Netzwerk via Neurotransmitter. Eine enge 

Verknüpfung der Neurogenese besteht auch zu Änderungen der mikroglialen 

Aktivierung. Nach ischämischem Schlaganfall haben diese Aktivitätsänderungen 

entweder einen fördernden oder nachteiligen Effekt auf die Neurogenese, abhängig 

von der Subpopulation der Gliazellen, und dem Zeitpunkt nach Läsion (Ekdahl et al. 

2009).  Zum Beispiel lässt sich die Neurogenese durch die einmonatige Gabe von 

Minocyclin, einem tetrazyklischen Antibiotikum und Inhibitor von Mikroglia, steigern. 

Auf der anderen Seite sind diese Zellen aber auch maßgeblich an den 

Migrationsprozessen der neuen Neurone in Richtung der Läsion, sowie bei der 

Ausbildung von funktionellen Synapsen beteiligt. Anhand dieser Ergebnisse 

erscheint ein Mechanismus über humorale Entzündungsmediatoren wahrscheinlich. 

Ebenso zu diskutieren ist eine direkte Aktivierung hippokampaler Vorläuferzellen 

durch die Notwendigkeit von Reorientierungs- und (Um-)Lernprozessen.  

Es ist demnach gut belegt, dass die Neurogenese nach Ischämie ansteigt. Die 

Funktionalität und Bedeutung der neuen Neurone im kortiko-hippokampalen 

Netzwerk ist jedoch nach wie vor nicht vollständig geklärt. Für das gesunde Gehirn 

nimmt man an, dass diese Neurone ihre Rolle im Rahmen von 
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Gedächtniskonsolidierung und räumlichem Lernen wahrnehmen (Shors et al. 2001, 

Kempermann 2002, Schinder und Gage 2004), sowie der Differenzierung und 

Kodierung von räumlichen und zeitlichen Mustern dienen (Clelland et al. 2009). Eine 

weitere Hypothese ist die der Reservevorhaltung von Nervenzellen (Kempermann 

2008). Demnach sollen die zeitlebens generierten Neurone dann ihre Funktionalität 

entfalten (und damit Überleben), wenn das Individuum  mit einer neuen Umgebung 

konfrontiert wird und damit umgehen muss. Die funktionelle Bedeutung von 

Neurogenese im geschädigten Gehirn ist jedoch weitaus komplexer. Nach einem 

Status epilepticus werden beispielsweise viele der neuen Neurone abberant integriert 

und sind möglicherweise an der Unterhaltung weiterer Fehlfunktionen der 

Hippokampusformation beteiligt (Jessberger et al. 2007). Im Gegensatz dazu sind 

die erhöhten Neurogeneselevel im Gyrus dentatus nach diversen 

Schlaganfallmodellen nach verschiedenen rehabilitativen Trainingsformen positiv mit 

einem besseren funktionellen Outcome korreliert (Wurm et al. 2007, Zhao et al. 

2009). Die Stimulation der Vorläuferzellen induziert deren Proliferation, Migration, 

neuronale Determination und die Differenzierung zu reifen Neuronen (Abb. 1). Aus 

der Subventrikulärzone migrieren die neuen Zellen entlang des rostralen 

 

Abbildung 1: Schematische Zeichnung des Gyrus dentatus und der Neurogenese (modifiziert nach 

Encinas et al. 2006). 

 

Migrationsstroms in den Bulbus olfactorius, im Gyrus dentatus (DG) umfasst die 

Migration nur wenige Millimeter aus der Subgranularzone (SGZ) in die 

Körnerzellschicht (GCL). Der Neurotransmitter GABA depolarisiert die frühen 

Vorläuferzellen und führt so über einen Kalziumeinstrom zur Expression des 
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Differenzierungsfaktors NeuroD, welcher die weitere neuronale Differenzierung der 

Vorläuferzellen fördert (Zhao et al. 2008). In jungen, noch unreifen Neuronen führt 

die GABAerge Depolarisation in der ersten Woche nach Zellteilung zu einem 

schnellen Wachstum der Dendriten in Richtung GCL und der Axone in Richtung 

Ammonshornformation (CA3), den regulären Ein- und Ausgangsstrukturen des DG. 

Die Reizschwelle für den Eingang von LTP (long-term potentation) ist in diesem 

Zeitraum erniedrigt, was seinerseits zu einer Förderung der Synapsenbildung führt 

(Schmidt-Hieber et al. 2004). Ungefähr ab der dritten Woche wirkt GABA 

inhibitorisch: die Hyperpolarisation führt zu Faseraussprossung und Spinewachstum 

des jungen Neurons. Ebenfalls wichtig für das Überleben der Zellen und die Bildung 

von Synapsen ist das Ansprechen auf Glutamat, welches ungefähr in der zweiten bis 

dritten Woche nach der Zellteilung beginnt (NMDA-Rezeptoren). Ungefähr nach 

sechs Wochen zeigen die neu entstandenen Zellen alle Eigenschaften eines reifen 

Neurons (Zhao et al. 2008). Die neuronale Reifung umfasst somit die Bildung von 

funktionellen Synapsen zu den korrespondieren Strukturen der bestehenden 

neuronalen Netzwerke. Die spezifische Vernetzung und damit akkurate Integration 

der neuen Neurone ist eine unabdingbare Voraussetzung für die Funktionalität von 

Neurogenese.  

Bisher wurden hauptsächlich morphologisch-charakterisierende (van Praag et al. 

2002, Jessberger et al. 2007) oder elektrophysiologische (Schmidt-Hieber et al. 

2004, Laplagne et al. 2006, Toni et al. 2008) Studien zur Prüfung der Funktionalität 

neuer Neurone herangezogenen. Eine weitere Möglichkeit ist die 

immunhistochemische Darstellung von immediate early genes (IEGs) (Carlén et al. 

2002, Jessberger und Kempermann 2003, Kee et al. 2007, Tashiro et al. 2007). 

Immediate early genes sind Transkriptionsfaktoren, welche gebildet werden, wenn 

ein Neuron innerhalb eines neuronalen Schaltkreises aktiviert wird. Sie treten nach 

ihrer Translation in den Nukleus ein und regulieren die Transkription ihrer Ziel-Gene. 

IEGs benötigen keine de novo Proteinsynthese, sondern werden direkt via zelluläre 

Stimulation aktiviert: verschiedenste Signalkaskaden triggern eine schnelle 

Phosphorylierung, Dephosphorylierung oder Dimerisation, so dass ihre Induktion 

(und Deaktivierung) innerhalb von Minuten erfolgen kann (Abb. 2). So ist zum 

Beispiel nach Pláteník et al. (2000) für das Wachstum einer neuen Synapse Activator 

Protein 1 wichtig, welches entsteht nachdem c-fos und c-jun ein Heterodimer gebildet 
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haben. Die IEGs kommen im Rahmen der funktionellen Plastizität des adulten 

Gehirnes zum Tragen, indem sie aktivitätsabhängig synaptische Verbindungen in 

ihrer Stärke modulieren können. Ihr Nachweis wurde in der Vergangenheit genutzt, 

um neuronale Aktivität und damit Hirnfunktion darzustellen (Cole et al. 1989 und 

1990, Aggleton und Brown 2005, Rakhade et al. 2007). Die transiente Expression 

der IEGs (Abb. 2) spiegelt eine Antwort des Netzwerkes auf ein bestimmtes 

Stimulationsparadigma wieder und erlaubt ein Beschreiben der an dieser Aufgabe 

beteiligten Zellen: IEG positive Zellen wurden durch eine spezifische Aufgabe 

aktiviert, die Expression kann deshalb als ein Marker für die Integration in 

bestehende funktionale Netzwerke gewertet werden. 

 

Abbildung 2: Zeitverlauf der transienten IEG Expression nach Stimulation (aus Kovács 2008). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptsächlich das IEG c-fos verwendet. Für 

c-fos ist ein ausschließliches Vorkommen in reifen Neuronen einerseits, sowie ein 

differenziertes Expressionsmuster nach verschiedenen Lernaufgaben andererseits 

belegt (Review: Tischmeyer und Grimm 1999). Zur Stützung der Ergebnisse wurde 

Zif268 (auch Krox24 oder Egr-1) eingesetzt, dessen Fluoreszenssignal in Neuronen 

jedoch von schwächerer Intensität ist und welches nach Schlaganfall auch in 

reaktiven Astrozyten exprimiert wird (Beck et al. 2008). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte in Übereinstimmung mit der Literatur zeigen, dass 

die Neurogenese im Gyrus dentatus durch die kortikal begrenzten Infarkte signifikant 

ansteigt (Kluska et al. 2005, Walter et al. 2010, Keiner et al. 2010). Untersuchungen 

zum Einfluss aktivitätsabhängiger Prozesse (Abb. 3A) nach fokaler Ischämie auf die 

Stammzellproliferation und Differenzierung zeigten eine Zunahme der 



Einleitung  11 

hippokampalen Neurogenese und eine positive Korrelation mit der Lernleistung in 

verhaltensbiologischen Analysen (Abb. 3B) (Wurm et al. 2007). Dies ist ein 

relevanter Hinweis auf eine funktionelle Bedeutung von Neurogenese nach 

Schlaganfall, insbesondere da in der klinischen Patientenversorgung das 

rehabilitative Training einen entscheidenden Beitrag zur Wiedererlangung von 

Fähigkeiten beim Patienten leistet.  

 

 
 

Abbildung 3: (A) Reizreiche Umgebung als rehabilitatives Training. Die Anordnung der Objekte wird 

jeden zweiten Tag verändert. (B) Wasserlabyrinth nach Morris zur Prüfung von Lernleistung. 

 

Aufbauend auf diesen Vorarbeiten ist es von besonderem Interesse, in wie weit 

die neu gebildeten Neurone für die Regeneration und das Wiedererlangen von 

Fähigkeiten nach einer cerebralen Ischämie von Bedeutung ist. Die vorliegende 

Arbeit beschäftigt sich deshalb mit dem Aspekt der funktionellen Integration der neu 

entstandenen Nervenzellen. Es soll untersucht werden, ob die nach Ischämie neu 

gebildeten Zellen einen Anteil an der Funktionalität des kortiko-hippokampalen 

Netzwerkes haben. Der funktionelle Aspekt wird durch die verwendete 

immunhistochemische Methode (IEGs) realisiert und visualisiert. 
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3. Ziele der Arbeit 

Die Ziele der vorliegenden Studie waren wie folgt definiert: 

1. Findet im Gyrus dentatus des Hippokampus nach fokaler Ischämie eine 

spezifische Aktivierung und damit eine funktionelle Integration von neu 

entstandenen Nervenzellen statt? 

 

2. Haben aktivitätsabhängige Prozesse (rehabilitatives Training), wie reizreiche 

Umgebung und Laufradtraining, einen Einfluss auf die funktionelle Integration? 

 

3. Werden die neuen Neurone aufgabenspezifisch genutzt? Werden sie bei einer 

kognitiven oder einer sensomotorischen Aufgabe aktiviert? Gibt es eine 

Abhängigkeit der Aufgabenspezifität vom zuvor durchgeführten Training? 

 

Auf der Grundlage des gewählten Versuchsaufbaus konnten Vergleiche bezüglich 

Neurogenese und Leistung in Lernaufgaben, sowie hinsichtlich aktivierter/integrierter 

Neurone angestellt werden.  
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4. Methodik 

Die Studie wurde an 35 adulten, männlichen C57BL/6J Mäusen durchgeführt. Die 

Tiere waren zum Start des Experiments zwischen 11 und 13 Wochen alt und wogen 

zwischen 20 und 30 g. Die Studie wurde in Übereinstimmung mit den EU-Richtlinien 

zum Schutz von Versuchstieren und mit Genehmigung des deutschen Ethikkomitee 

durchgeführt. Die Mäuse wurden in Käfigen der Maße 54 cm x 38 cm x 19 cm zu 

Gruppen von je 8 Tieren mit freiem Zugang zu Wasser und Futter in einem 14 h 

Licht / 10 h Dunkelheit Zyklus gehalten. Die Ausstattung der Käfige variierte 

entsprechend dem experimentellen Design. 

4.1. Induktion der kortikalen Infarkte 

Allen Tieren wurde ein photothrombotischer Infarkt im rechten sensomotorischen 

Vorderpfotenkortex gesetzt. Dabei wird der photosensible Farbstoff Bengalrosa 

injiziert und eine definierte cerebrale Region des intakten Schädels mit einer 

Kaltlichtquelle bestrahlt. An der lokal bestrahlten Stelle kommt es zu einer Bildung 

von freien Radikalen, was zu einer peroxidativen Schädigung der endothelialen 

Membran und damit letztendlich zu einer Thrombose des betroffenen Gefäßes führt. 

Es entstehen hierdurch in Größe und Lokalisation gut reproduzierbare Ischämien. 

Diese Methode zur Induktion der Infarkte wurde erstmals von Watson et al. (1985) an 

Ratten beschrieben, von Schroeter et al. (2002) für die Verwendung bei Mäusen 

angepasst und in unserer Arbeitsgruppe leicht modifiziert. Die Tiere erhielten 

zunächst eine Inhalationsnarkose mit 1,5 – 2,5 % Isofluoran in einem 

Sauerstoff/Lachgas Gasgemisch (20 % / 60 %). Die Schädelkalotte wurde 

freipräpariert und eine fiberoptische Kaltlichtquelle (KL 1500, Schott, Jena, 

Deutschland) mit 3200 Kelvin und einer Blendenöffnung von 1,8 mm wurde 1,0 mm 

anterior zum Bregma und 1,8 mm rechts der Mittellinie (entsprechend der 

Vorderpfotenregion, Paxinos 2001) direkt auf der Kalotte positioniert und für 15 min 

eingeschalten (Abb. 4). Es wurden drei repetitive Injektionen mit je 0,1 ml 

Bengalrosa (10 mg/ml in 0,9 % NaCl; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit 

einem Intervall von 5 min intraperitoneal injiziert. Dabei wurde 5 min vor der 

Belichtung begonnen. Die Hautwunde wurde geklebt und die Tiere zum Erwachen 
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unter eine Rotlichtquelle gesetzt. Anschließend wurden sie direkt in die 

experimentellen Gruppen aufgeteilt. 

 

Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf der Photothrombose. Es erfolgt die dreifache i.p. Injektion Bengalrosa. 

Die stereotaktische Beleuchtung erfolgt über 15 min, beginnend mit der zweiten Injektion Bengalrosa. 

4.2. Experimentelles Design 

Um die Integration nach cerebraler Ischämie neu entstandener Neurone zu 

untersuchen, wurde zunächst überprüft, ob es den neuen Neuronen überhaupt 

möglich ist auf einen Stimulus zu reagieren. Die proliferierenden Zellen wurden durch 

die 13-tägige intraperitoneale Applikation von zweimal täglich 50 mg/kg 5-Bromo-2-

Deoxyuridin (BrdU) markiert (Abb. 5). Um die neugeborenen Zellen innerhalb des 

kortiko-hippokampalen Netzwerks zu aktivieren, mussten die Tiere entweder das 

Morris Wasserlabyrinth (WM, n = 17 mit n gleich Anzahl der Tiere) als ‚kognitive‘ 

Aufgabe oder den Leiterlauf (LB, n = 18) als ‚sensomotorische‘ Aufgabe absolvieren. 

Die Aktivierung fand zweimal täglich von Tag 49 bis 56 postoperativ statt. Die Tiere 

wurden exakt 150 min nach Vollendung der letzten Aktivierung transkardial 

perfundiert (Abb. 5).  

Um zu prüfen, ob sich die Aktivierbarkeit der neu generierten Neurone durch 

rehabilitatives Training beeinflussen lässt, wurden etablierte Mechanismen zur 

Steigerung der Neurogenese (Kempermann et al. 1997b, van Praag et al. 1999) 

genutzt. Eine Gruppe (n = 12, Reizreich, EE) wurde in eine reizreiche Umgebung mit 

zahlreichen farbigen Objekten wie Tunneln, Bällen, einem Haus und einem Laufrad 

transferiert. Die Anordnung der Objekte wurde jeden zweiten Tag verändert. Eine 

zweite Gruppe (n = 11, Laufrad, RW)  erhielt zwei Laufräder. Eine dritte Gruppe 

(n = 12, Standard, ST) wurde unter Standardbedingungen als Kontrollgruppe 
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gehalten (Abb. 5). Die Trainingsperiode startete unmittelbar postoperativ und währte 

bis zum 42. postoperativen Tag. Danach wurden alle Tiere für die Restdauer des 

Experiments in Standardkäfige transferiert, um Interferenzen durch die 

Trainingsbedingungen während der Aktivierung zu vermeiden. Nach einer Woche 

Ruhephase (ab Tag 49 postoperativ) wurden alle Gruppen weiter aufgeteilt und 

erhielten zur aktivitätsabhängigen Stimulation der IEGs entweder das 

Wasserlabyrinth nach Morris (WM) oder den Leiterlauf (LB) (Abb. 5). 

 

 

Abbildung 5: Experimentelles Design. Nach Infarktinduktion wurden die Tiere für sechs Wochen in 

die  verschiedenen Experimentalgruppen aufgeteilt (Trainingsphase). Es folgte eine einwöchige 

Ruhephase im Standardkäfig für alle Tiere. Danach wurde aus jeder Haltungsbedingung die Hälfte der 

Tiere dem Wasserlabyrinth und die anderen dem Leiterlauf zugeführt. 
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4.3. Wasserlabyrinth nach Morris 

Der Durchmesser des Wasserbeckens betrug 120 cm. Es wurde bis zu einer 

Höhe von 20 cm mit Wasser gefüllt, welches auf 20 ± 1°C temperiert und mit 

nichttoxischer Farbe weiß gefärbt wurde. Eine Plattform war 1 cm unter der 

Wasseroberfläche in der Mitte des nordöstlichen Quadranten positioniert. Zur 

Orientierung der Tiere wurden an den Wänden des Raumes und am Beckenrand 

große Markierungen angebracht, sowie der Raum unregelmäßig ausgeleuchtet. Eine 

Sitzung beinhaltete vier Einzeltests und wurde zweimal täglich durchgeführt. Die 

Startpositionen variierten in jedem Einzeltest. Jeder Test dauerte entweder bis die 

Maus die verborgene Plattform fand oder längstens 60 s. In letzterem Fall wurde die 

Maus nach Ablauf der 60 s vorsichtig manuell zur Plattform gelenkt. Jedes Tier durfte 

sich nach jedem Einzeltest für 30 s auf der Plattform ausruhen und orientieren. Vor 

dem allerersten Test am ersten Tag durfte jedes Tier 10 s auf der Plattform 

verweilen. Am letzten Tag der Aktivierungsperiode wurde der Test ohne Plattform 

und mit einer Schwimmdauer von 60 s durchgeführt. Der Startpunkt lag dabei 

gegenüber der ehemaligen Plattformposition. Nach jeder Sitzung wurden die Tiere 

sanft abgetrocknet und unter einer Rotlichtlampe gewärmt. Die Zeit zum Erreichen 

der Plattform, der Schwimmpfad und die Schwimmgeschwindigkeit wurden mittels 

der Etho Vision® Software (Noldus Information Technology, Wageningen, 

Niederlande) aufgezeichnet. Die Lernleistung der Tiere wurde als Differenz der 

Latenz von Tag 1 zu Tag 7 berechnet. Die Zielzone wurde als ein 30 cm 

durchmessender Kreis um den Mittelpunkt der ehemaligen Plattformposition definiert. 

Abbildung 6: Leiterlauf. 

4.4. Leiterlauf 

Eine hölzerne Leiter von 1 m Länge, einer 

Breite von 6 cm und regelmäßigen 

Sprossenabständen von 2 cm wurde waagerecht 

in einer Höhe von 20 cm und mit einem Endpunkt 

im Heimatkäfig der Mäuse platziert (Abb. 6). 

Analog zum WM fanden zwei Sitzungen pro Tag 

mit jeweils vier Läufen (3 / 2 / 3 / 2 Läufe) statt. Es 

wurde kein abschließender Testlauf durchgeführt. 
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4.5. Gewebeaufarbeitung 

Die Tiere wurden mit Diethylether tief anästhesiert und mit 4 %-iger 

phosphatgepufferter Paraformaldehydlösung (PFA, pH 7,4) transkardial perfundiert. 

Die Gehirne wurden direkt nach der Perfusion freipräpariert, entnommen und in 

4 %-iger PFA-Lösung über Nacht nachfixiert. Anschließend wurden sie für 24 h in 

10 %-iger phosphatgepufferter Saccharoselösung und für mindestens weitere 24 h 

(bis die Gehirne gesunken waren) in 30 %-iger phosphatgepufferter 

Saccharoselösung kryoprotektiert. Danach wurden die Gehirne bei -30 °C in 

Methylbutan tiefgefroren und bei -80 °C zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

Sequentielle Koronarschnitte mit einer Dicke von 40 µm wurden am Gefriermikrotom 

(Leica, Wetzlar, Deutschland) angefertigt und die entstanden Schnitte zur weiteren 

Verarbeitung bei -20 °C in phosphatgepufferter Anti-Gefrierlösung aufbewahrt. 

4.6. Infarktvolumetrie 

Zur Volumetrie wurde über das gesamte Gehirn gemessen. Jeder sechste Schnitt 

der Infarktregion, sowie jeder zwölfte Schnitt der gesamten rostro-kaudalen 

Ausdehnung (beginnend bei -0,9 mm posterior zum Bregma, entsprechend Paxinos 

2001), wurde mit 5 %-iger Gelatinelösung auf Objektträger aufgezogen, mit 

Kresylviolett bei 60 °C für 7 min gefärbt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe 

(70 % / 70 % / 96 % / 96 % / 100 % / 100 %) entwässert, mit Xylol fixiert und mit 

Toluol eingedeckt. Die Fläche sowohl des Infarktes als auch des gesamten Gehirnes 

wurde mit Hilfe einer CCD Kamera (Panasonic, Hamburg, Deutschland) und der 

National Institutes of Health Image Software (Bethesda, Maryland, USA) vermessen. 

Die Volumina wurden durch Addition der Einzelflächen und Multiplikation mit der 

entsprechenden Schnittintervalldicke (240 µm für die Infarktregion, 480 µm ab 

Bregma -0,9 mm) berechnet. Resultierende Volumina sind in mm3 angegeben. 

 

Abbildung 7:  Kresylviolett-Färbung zur 

Darstellung des Infarktvolumens 

(schraffiert). Koronare Schnittebene bei 

Bregma 0,86 mm nach Paxinos 2001. 
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4.7. Immunhistochemie 

Zur immunhistochemischen Färbung wurde die Peroxidasetechnik angewandt. 

Jeder sechste Schnitt über der Hippokampusregion wurde für 30 min in 0,6 % 

Wasserstoffperoxid in Trisgepufferter Salzlösung (TBS) zur Blockierung der 

endogenen Peroxidasen inkubiert, gewaschen, 30 min in 2 N Salzsäure denaturiert, 

10 min in 0,1 M Borsäure inkubiert, mit TBS gewaschen und schließlich für 30 min in 

TBS-Plus (3 % Donkey Serum und 0,1 % Triton in TBS) geblockt. Es erfolgte 

anschließend die Inkubation mit dem primären Antikörper bei 4 °C über Nacht. Die 

Schnitte wurden nach dem Waschen mit TBS und neuerlichem Blockieren in TBS-

Plus mit dem entsprechenden sekundären Antikörper für 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach erneutem Waschen in TBS erfolgte die 60 minütige Inkubation in 

ABC-Reagenz (Avidin Dehydrogenase / biotinylierte Peroxidase; Vector 

Laboratories, Burlingame, CA). Der letzte Reaktionsschritt wurde durch die 

Verwendung von HistoGreen (Linaris, Wertheim, Deutschland) entsprechend den 

Herstellerangaben visualisiert. Die Reaktionszeit für die BrdU Färbung betrug 4 min, 

für c-fos 5 min. Die Schnitte wurden sorgfältig gewaschen, mit 5 %-iger 

Gelatinelösung auf Objektträger aufgezogen und luftgetrocknet. Danach wurden sie 

in einer aufsteigenden Isopropanol-Reihe (50 % / 80 % / 100%) für je 2 min 

entwässert. Anschließend wurden sie in Xylol fixiert und im letzten Schritt in Toluol 

eingedeckt. 

 

Antikörper Firma Verdünnung 

primäre Antikörper 

Rat anti BrdU AbD Serotec, Martinsried, Deutschland 1:500 

Rabbit anti c-fos Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 1:500 

sekundäre Antikörper 

Biotin-conjugated Donkey anti 
rat IgG  Jackson Laboratory, Maine, USA 1:500 

Biotin-conjugated Donkey anti 
rabbit IgG Jackson Laboratory, Maine, USA 1:500 

 
Tabelle 1: Antikörper für Immunhistochemie / Peroxidasetechnik. 
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4.8. Immunfluoreszenz 

Zur Bestimmung der Aktivität der neu gebildeten Nervenzellen wurden Dreifach-

Immunfluoreszenz Färbungen mit Antikörper gegen den Proliferationsmarker BrdU, 

den neuronalen Marker NeuN (neuronal nuclei) und jeweils einen der 

Aktivitätsmarker (IEGs) c-fos oder Zif268 durchgeführt. Dazu wurde jeder zwölfte 

Schnitt über der Hippokampusregion verwendet und ausgewertet. Diese wurden mit 

2 N Salzsäure für 30 min denaturiert und 10 min in 0,1 M Borsäure inkubiert. Die 

Schnitte wurden mit TBS gewaschen und dann 30 min in TBS-Plus geblockt. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit den drei primären Antikörpern (gegen BrdU, 

NeuN und ein IEG) bei 4 °C für 24 h. Nach dem erneuten Waschen mit TBS und dem 

30 minütigem Blocken mit TBS-Plus erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden 

sekundären Antikörpern für weitere 24 h bei 4 °C. Danach wurden die Schnitte 

sorgfältig gewaschen, mit 5 % Gelatine aufgezogen, luftgetrocknet und mit 

wasserlöslichem Eindeckmedium (Mowiol) eingedeckt. 

 

Antikörper Firma Verdünnung 

primäre Antikörper 

Rat anti BrdU AbD Serotec, Martinsried, Deutschland 1:500 

Mouse anti NeuN Millipore, MA, USA 1:500 

Rabbit anti c-fos Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 1:250 

Rabbit anti Zif268 Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 1:250 

sekundäre Antikörper 

Rhodamine Donkey anti rat Jackson Laboratory, Maine, USA 1:500 

cy5 Donkey anti mouse Jackson Laboratory, Maine, USA 1:500 

Alexa fluor 488 anti rabbit Invitrogen, CA, USA 1:500 

 
Tabelle 2: Antikörper für Immunfluoreszenz. 
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4.9. Quantifizierung und konfokale Lasermikroskopie 

Die Auswertung  der immunhistologischen Färbungen durch Quantifizierung der 

BrdU und c-fos positiven Zellen erfolgte am Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, 

Germany) mit einem 40x-Objektiv. Die BrdU bzw. c-fos positiven Zellen wurden auf 

jedem gefärbten Schnitt innerhalb des gesamten ipsi- und kontralateralen Gyrus 

dentats (DG) separat für Körnerzellschicht (GCL) und Subgranularzone (SGZ) 

ausgezählt. Die SGZ wurde als zweizellige dünne Schicht des Gyrus dentatus, 

angrenzend an den Hilus, definiert. Zur Hochrechnung der Zellzahlen wurde die 

Intervallschnittdicke herangezogen (240 µm). In Einvernehmen mit früheren Studien 

(Jin et al. 2001, Wurm et al. 2007, Walter et al. 2010) konnte eine beidseitige 

Stimulation der BrdU Aufnahme nach einseitigem Hirninfarkt ohne statistische 

Unterschiede zwischen ipsi- und kontralateralen Zellzahlen dokumentiert werden. 

Deshalb wurden ipsi- und kontralaterale Daten zusammengefasst. Die 

Fluoreszenzfärbungen wurden am konfokalen Lasermikroskop (LSM 710, Carl Zeiss 

Jena, Deutschland) ausgewertet. Zur Visualisierung der Fluoreszenzfarbstoffe wurde 

ein DPSS 561-10 Laser (für Rhodamin) sequentiell zu den parallel geschalteten 

Lasern Argon 488 (für Alexa flour 488) und He-Ne 633 (für Cy 5) genutzt. Diese 

Schaltung wurde gewählt, um bei bester Zeitoptimierung Extinktions- oder 

Emissionsüberlappungen zu vermeiden. Um die Neurogenese zu bestimmen, 

wurden  45 ± 5 BrdU positive Zellen beider Hippokampi anhand ihrer Kolokalisation 

mit NeuN phänotypisiert. Die Anzahl der neuen Neurone wurde dann durch 

Multiplikation des Prozentsatzes BrdU+ NeuN+ Zellen mit der absoluten Zahl der 

BrdU+ Zellen berechnet.  Um die Anzahl der IEG exprimierenden (c-fos oder Zif268) 

neuen Neurone zu evaluieren wurde der komplette DG mit einem 20x-Objektiv in 

seiner kompletten Tiefe via z-stack gescannt. Im Falle einer möglichen 

Dreifachmarkierung wurde ein ergänzender z-stack mit einem 40x-Objektiv 

durchgeführt. Lediglich Zellen, welche eine klare nukleäre Kolokalisation aller drei 

Marker aufwiesen, wurden als positiv gewertet. Gezählt wurde beidseitig, getrennt 

ausgewertet nach SGZ und GCL. Die Hochrechnung der Zellzahlen erfolgte auf 

Grundlage der Intervallschnittdicke von 480 µm. Alle Zellzählungen wurden für die 

experimentellen Gruppen verblindet durchgeführt. 
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4.10. Statistik 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die Erhebung 

der statistischen Daten erfolgte mittels der Software SPSS® Version 16 (IBM, NY, 

USA). Zunächst wurde auf Normalverteilung mittels Shapiro Wilk getestet und zur 

Eruierung globaler Effekte eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Daraus 

resultierend (bei p < 0,05) wurden Paartests angeschlossen. Bei parametrischer 

Datenverteilung (BrdU-positive Zellen und BrdU-positive Neurone) wurde für die 

statistische Analyse ein Zweistichproben-T-Test genutzt. Zur Prüfung nicht-

parametrischer Daten wurde die exakte Signifikanz des Mann-Whitney-U-Test 

herangezogen. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse bei p < 0,05 

angenommen.  
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5. Ergebnisse 

Alle Mäuse erholten sich schnell von der Operation und zeigten kein Verlust des 

Körpergewichtes oder auffällige Verhaltensänderungen. Die reizreich gehaltenen 

Tiere erkundeten ihre Umgebung und die Objekte aktiv, die Läufer nutzen die 

angebotenen Laufräder hochfrequent, Geschwindigkeit oder zurückgelegte Distanz 

wurde jedoch nicht bestimmt. Alle ausgewerteten Tiere wiesen kleine kortikale 

Infarkte ohne Affektion der weißen Substanz auf. Das Infarktvolumen unterschied 

sich in den einzelnen Experimentalgruppen nicht: 

 

Gruppe Infarktvolumen 

Standard WM 0,65 ± 0,11 

Standard LB 0,74 ± 0,06 

Reizreich WM 0,87 ± 0,21 

Reizreich LB 0,57 ± 0,10 

Laufrad WM 0,73 ± 0,11 

Laufrad LB 0,84 ± 0,08 

 
Tabelle 3: Infarktvolumetrie. Angabe der Volumina in mm3. WM = Wasserlabyrinth, LB = Leiterlauf 

5.1. Neu generierte Neurone reagieren auf Aktivierungsaufgaben 

Zwei Monate nach photochemisch induziertem Hirninfarkt führten beide 

Aktivierungsparadigmen zur neuronalen Expression des IEGs c-fos in allen Tieren. 

Die Expression zeigte sich vor allem im Gyrus dentatus (Abb. 8A), zudem jedoch 

auch im enterorhinalen Kortex und mit einem schwächeren Fluoreszenzsignal auch 

im gesamten Kortex. Zellen, welche in der Immunfluoreszenz eine eindeutige 

Kolokalisation aller drei Marker (dem Proliferationsmarker BrdU, dem neuronalen 

Marker NeuN und dem aktivitätsabhängigen IEG c-fos) aufwiesen, wurden als 

aktivierte, neu generierte, reife Neurone gewertet (Abb. 8B). Diese kamen in allen 

Experimentalgruppen und in nahezu allen Tieren (n = 28), sowohl in der 

Subgranularzone (SGZ), als auch in der Körnerzellschicht (GCL) vor. 
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Abbildung 8:  Expression des IEGs c-fos nach verschiedenen Aktivierungsparadigmen. (A) 

Konfokales Übersichtsbild über den gesamten Hippokampus (Maßstab 100 µm), mit dem Gyrus 

dentatus (DG), dem Hilus und der Ammonshornformation (CA1-3). Zu beachten ist die grundsätzlich 

selektive und spärliche Expression von c-fos. (B) Detailaufnahme des DG (Maßstab 20 µm). (B1, B2) 

Höhere Vergrößerung der mit Kästen markierten Zellen aus B, welche eine klare Kolokalisation der 

drei Marker aufweisen (Maßstab 10 µm). (C) Signifikante Erhöhung der aktivierten neuen 

Nervenzellen nach Leiterlauf (LB; ** p = 0,005). (D) Ebenso signifikante Steigerung des Prozentsatzes 

der aktivierten neuen Neurone nach Leiterlauf (LB; * p = 0,05). 
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Die Quantifizierung der dreifach markierten Zellen ergab 14 ± 2 aktivierte neue 

Neurone nach Absolvierung des Morris Wasserlabyrinth und 29 ± 4 Zellen nach der 

Leiterlaufaktivierung, unabhängig von den Trainingsbedingungen (Abb. 8C). Dieser 

Unterschied mit deutlich erhöhter Zellzahl nach Leiterlauf war statistisch signifikant 

(p = 0,003). In Prozent betrug die Anzahl aktivierter neuer Neurone nach LB 

0,41 ± 0,06 % im Vergleich zu 0,21 ± 0,04 % nach dem WM (p = 0,012; Abb. 8D). 

5.2. Generelle Aktivierung des Gyrus dentatus 

Die Quantifizierung der c-fos positiven Zellen im DG mittels Peroxidasetechnik 

offenbarte interessanterweise eine deutliche Abhängigkeit der Aktivierung vom 

jeweils verwendeten Aktivierungsparadigma mit signifikant stärkerer Aktivierung nach 

Leiterlauf (Tab. 4). Tiere, welche zuvor ein rehabilitatives Training in Form der 

reizreichen Umgebung angeboten bekommen hatten, zeigten bei jeweils 

entsprechendem Aktivierungsparadigma eine signifikant geringere Aktivierung von 

Körnerzellen im Vergleich zu Tieren nach Laufradtraining und Kontrolltieren. Der 

Anteil stimulierter Körnerzellen an der Gesamtheit der Körnerzellen wurde anhand 

der in der Literatur beschriebenen Neuronenzahl für C57BL/6 Mäuse geschätzt (2,39 

x 105 ± 0,25 x 105 Neurone; Kempermann et al. 1997a) und betrug 1 - 2 % (Tab. 4). 

Hierbei wurde aufgrund der Schätzung keine statistische Analyse durchgeführt. 

 

Gruppe c-fos+  c-fos+/ DG Neurone 

Standard WM 3104 ± 442 1,3 ± 0,2 % 

Standard LB 5709 ± 602 ** ++ 2,4 ± 0,3 % 

Reizreich WM 2249 ± 213 0,9 ± 0,1 % 

Reizreich LB 3338 ± 151 **  1,4 ± 0,1 % 

Laufrad WM 3564 ± 403 + 1,5 ± 0,2 % 

Laufrad LB 5734 ± 374 ** ++ 2,4 ± 0,2 % 

 
Tabelle 4: Quantifizierung der c-fos Immunhistochemie (** p < 0,005, MWU-Test, jeweils gegenüber 

WM bei gleichen Trainingsbedingungen; + p < 0,05, ++ p < 0,005, MWU-Test, jeweils gegenüber 

Reizreich bei gleichem Aktivierungsparadigma). 
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5.3. Trainingseffekte auf die Neurogenese und Lernleistung 

Sowohl die reizreiche Umgebung, wie auch das Laufradtraining steigerten die 

Neurogenese signifikant (Tab. 5, Abb. 9A). Die Zahl der BrdU-positiven Neurone 

stieg von 4645 ± 310 in Kontrolltieren auf 7279 ± 591 nach reizreicher Umgebung 

(p < 0,001), und auf 8858 ± 659 nach Laufradtraining (p < 0,001). Der Prozentsatz 

der BrdU-positiven Neurone pro BrdU-positiver Zellen variierte nicht und lag bei 

82,4 - 84,7 % (Tab. 5). 

 

Gruppe BrdU+  BrdU+NeuN+ BrdU+NeuN+ / BrdU+ 

Standard 5491 ± 370 4645 ± 310 84,7 % ± 0,9 % 

Reizreich 8834 ± 610 ** 7279 ± 591 ** 82,4 % ± 1,0 % 

Laufrad 10438 ± 703 ** 8858 ± 659 ** 84,6 % ± 1,2 % 

 
Tabelle 5: Quantifizierung der BrdU-Immunhistochemie; ** p < 0,001, T-Test, gegenüber Standard. 

 

Die Analyse der Verhaltensdaten zur hippokampalen Funktion im 

Wasserlabyrinth zeigte bei Tieren aus der reizreichen Umgebung einen flacheren 

Verlauf der Lernkurve im Vergleich zu den Standardtieren (Abb. 9B). Dabei wurde 

keine statistische Signifikanz erreicht, jedoch kann dies als Tendenz einer besseren 

Performanz nach dieser Form des rehabilitativen Trainings gewertet werden. Tiere 

mit absolviertem Laufradtraining zeigten eine bessere Lernleistung im Vergleich zu 

den Kontrolltieren (p = 0,006), was visuell auch an einer steileren Lernkurve zu 

erkennen ist. Jedoch muss hierbei berücksichtigt werden, dass die Läufer einen 

schlechteren Ausgangswert hatten. Eigenartigerweise schnitten Tiere mit 

absolviertem Laufradtraining schlechter im Testlauf des Wasserlabyrinths ab: sie 

verweilten weniger lange in der 30-cm-Zielzone, wenn auch ohne statistische 

Signifikanz (Abb. 9B). Zudem zeigten sie eine niedrigere Schwimmgeschwindigkeit. 

Eine geschwindigkeitskorrigierte Analyse veränderte die generellen Tendenzen des 

Verhaltens der Läufer jedoch nicht. 
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Abbildung 9: Trainingseffekte auf Neurogenese und Wasserlabyrinth. (A) Reizreiche Umgebung und 

Laufrad erhöhen signifikant die Neurogenese im Gyrus dentatus (DG; ** p < 0,001, T-Test). (B) Die 

Abnahme der Latenz über die Dauer des Trainings zeigt den Lerneffekt aller Tiere an. Zu beachten ist 

der niedrigere Verlauf der Lernkurve der reizreich gehaltenen Tiere unterhalb der Standard Lernkurve, 

sowie der steilere Verlauf der Laufradtiere im Vergleich zur Standardgruppe, mit Schneidung der 

Kurven der anderen beiden Gruppen. Das obere Histogramm visualisiert die Lernleistung als Differenz 

von Tag 1 zu Tag 7. Das untere Histogramm zeigt die Aufenthaltsdauer der Tiere in der 

30-cm-Zielzone im Testlauf an Tag 8 (* p < 0,05, MWU-Test). 

5.4. Postischämisches Training beeinflusst Aktivierbarkeit nicht 

Um die Frage zu beantworten, ob die Exposition in einer reizreichen Umgebung 

oder das Laufradtraining die Ansprechbarkeit der neuen Neurone steigern kann, 

wurde der Anteil der c-fos positiven neugeborenen Neurone an der Gesamtheit der 

neuen Neurone berechnet und die zwei verschiedenen Trainingsgruppen gegenüber 

den Standardkontrollen verglichen (Tab. 6, Abb. 10A). Bei dieser Gegenüberstellung 

zeigte sich als auffälligster Unterschied wiederum die höhere Aktivierung nach dem 

Leiterlauf im Vergleich zum Wasserlabyrinth in allen korrespondierenden Gruppen. 

Dahingegen steigerte weder die Exposition in einer reizreichen Umgebung, noch das 

Laufradtraining den Anteil aktivierter neuer Neurone (Tab. 6, Abb. 10A). 

Interessanterweise war der Anteil aktivierter neuer Neurone bei Tieren aus der 

reizreichen Umgebung sogar tendenziell niedriger (unabhängig vom verwendeten 

Aktivierungsparadigma) als bei den Standardkontrollen. Auch die Absolutzahl der 

aktivierten neuen Neurone zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
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Trainings- und den Standardgruppen (Tab. 6, Abb. 10B). Der Anstieg der 

Aktivierung nach Leiterlauf im Vergleich zum Wasserlabyrinth war für die 

Laufradgruppe signifikant (p = 0,042). Zusammenfassend führten weder eine 

reizreiche Umgebung noch Laufradtraining zu einem Anstieg der Aktivierung von 

nach Schlaganfall neu entstandenen Neuronen. 

 

 

Abbildung 10: Trainingseffekte auf aktivierte neue Neurone. Anteil (A) und Absolutzahl (B) der c-fos 

positiven Neurone in den verschiedenen Trainingsgruppen im gesamten Gyrus dentatus. Die 

Trainingsformen sind schwarz (Standard), weiß (Reizreich) und grau (Laufrad) gefärbt und 

korrespondieren zu den Symbolen. Ausgefüllte Balken zeigen die Wasserlabyrinthaktivierung an, 

gestreifte Balken Tiere aus dem Leiterlaufparadigma. Auffallend sind der höhere Anteil (A) und die 

höhere Absolutzahl (B) c-fos positiver Neurone nach Leiterlauf in allen Subgruppen. Jedoch ist keine 

statistische Signifikanz durch die Veränderung der Trainingsformen induzierbar (* p < 0,05, MWU-

Test). 
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Gruppe c-fos+BrdU+NeuN+  c-fos+BrdU+NeuN+ / 
BrdU+NeuN+ 

Standard WM 12,0 ± 3,7 0,25 ± 0,07 % 

Standard LB 24 ± 6,5 * 0,49 ± 0,13 % 

Reizreich WM 9,6 ± 2,4 0,13 ± 0,03 % 

Reizreich LB 22,0 ± 9,0  0,25 ± 0,09 % 

Laufrad WM 21,0 ± 5,7 0,24 ± 0,05 % 

Laufrad LB 39,4 ± 5,0 * 0,49 ± 0,09 % * 

 
Tabelle 6: Quantifizierung der Dreifach-Immunfluoreszenz; * p < 0,05, MWU-Test, jeweils gegenüber 

der Wasserlabyrinthaktivierung (WM) bei gleichen Trainingsbedingungen. 

5.5. Kognitive Aktivierung stimuliert vorwiegend neue Neurone der GCL 

Ein Großteil der neu gebildeten Neurone (BrdU+ NeuN+) war in der 

Subgranularzone (SGZ) lokalisiert, und nur rund 20 - 30 % dieser Neurone migrierten 

in die Körnerzellschicht (GCL, Abb. 11A, B). Laufradtraining erhöhte diesen Anteil 

signifikant, und zwar sowohl im Vergleich zu den Standardkontrollen (p = 0,001), wie 

auch zur reizreichen Umgebung (p = 0,006). Die Analyse der laminären Lokalisation 

der c-fos positiven Neurone zeigte unterschiedliche Verteilungsmuster in 

Abhängigkeit von den Aktivierungsparadigmen und des vorausgegangenen 

Trainings. Interessanterweise zeigten Tiere nach der kognitiven Aktivierung durch 

das Wasserlabyrinth einen signifikant hohen Anteil von rund 70 %  aktivierter neuer 

Neurone in der Körnerzellschicht wenn sie zuvor rehabilitatives Training absolviert 

hatten (Abb. 11C). Nach reizreicher Umgebung entsprach der Anteil 75,0 ± 25,0 % 

und nach Laufradtraining 66,7 ± 23,6 % im Vergleich zu 10 ± 10 % dreifachmarkierter 

Zellen bei untrainierten Tieren. Die vor allem sensomotorische Leiterlaufaufgabe 

dahingegen führte zu einer relativ unspezifischen und gleichmäßigen Aktivierung 

neuer Neurone aus beiden Schichten des Gyrus dentatus. Das Training hatte hierbei 

keinerlei Einfluss auf das Verteilungsmuster (Abb. 11D). 
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Abbildung 11: Laminäre Lokalisation aller neuen Neurone, sowie der aktivierten neuen Neurone. (A) 

Konfokales Bild zur Definition von Subgranularzone (SGZ) und Körnerzellschicht (GCL, Maßstab 

10 µm). (B) Verteilung der neugeborenen Neurone in Abhängigkeit vom Trainingsstatus (** p < 0,005, 

* p < 0,05, T-Test). (C, D) Die beiden Histogramme zeigen die Verteilung aktivierter neuer Neurone in 

Abhängigkeit vom Trainingsstatus. Nach Aktivierung im Wasserlabyrinth (C) war der Anteil dieser 

Zellen in der GCL beider Trainingsgruppen signifikant gegenüber den Standardkontrollen erhöht 

(* p < 0,05, MWU-Test). Nach Leiterlaufaktivierung (D) zeigte sich keine veränderte Verteilung in 

Abhängigkeit vom Training. 
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5.6. Stärkere Zif268 Expression nach beiden Aktivierungsaufgaben 

Um die erhaltenen Ergebnisse zu validieren, wurde die Expression eines 

weiteren IEG (Zif268) in den neu generierten Neuronen untersucht. Exemplarisch 

wurden hierfür die Tiere der Laufradgruppen aufgearbeitet. Schon im Überblick 

variierte das  Expressionsmuster von Zif268 insofern von dem von c-fos, als das zum 

Beispiel innerhalb der Ammonshornformation (CA) reichlich Zif268 exprimiert wurde, 

wohingegen im Gyrus dentatus eine geringe Aktivität zu verzeichnen war (Abb. 12A). 

Nichts desto trotz ließen sich in allen Tieren (n = 8) Zif268 positive neue Neurone 

(Abb. 12B, C) nachweisen und zwar in einer etwa 4-fach höheren Anzahl als c-fos 

positive Neurone. In Übereinstimmung mit unseren vorherigen Befunden waren die 

Anzahl und der Anteil der aktivierten neuen Neurone nach Leiterlauf (84 ± 9 Zellen 

bzw. 0.96 ± 0.07 %) im Vergleich zum Wasserlabyrinth (162 ± 30 Zellen bzw. 

2.06 ± 0.54 %) signifikant erhöht (Abb. 12D, E). 
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Abbildung 12: Expression von Zif268 in den Laufradgruppen. (A) Konfokales Übersichtbild des 

Hippokampus mit Gyrus dentatus (DG), Hilus und der Ammonshornformation (CA1-3, Maßstab 

100 µm). Auffällig ist die Expressionsdominanz in CA1. (B, C) Höhere Vergrößerung von klar dreifach 

markierten Zellen (Maßstab 10 µm). (D) Anzahl und (E) Anteil der aktivierten Neurone nach 

Wasserlabyrinth (WM) und Leiterlauf (LB) im Vergleich (* p < 0,05, MWU-Test). 
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6. Diskussion 

Die vorliegende Studie legt dar, dass ein kleiner Anteil der im Gyrus dentatus des 

Hippokampus nach Schlaganfall neu gebildeten Neurone auf verschiedene Stimuli 

reagiert. Training, sei es die Exploration einer reizreichen Umgebung oder das 

Nutzen eines Laufrades, steigert nach ischämischem Schlaganfall signifikant die 

Neurogenese und führt tendenziell zu einer besseren Lernleistung. Jedoch haben 

diese Trainingsformen keinen Einfluss auf die Aktivierbarkeit der neu entstandenen 

Neurone. Interessanterweise stimuliert die ‚sensomotorische‘ Aktivierung des 

Leiterlaufs einen signifikant höheren Anteil neuer Neurone als die ‚kognitive‘ 

Aktivierung im Morris Wasserlabyrinth. Dahingegen weist die laminäre Verteilung der 

stimulierten neuen Neurone nach ‚kognitiver‘ Aktivierung eine größere Spezifität in 

Verbindung mit rehabilitativem Training auf, da diese dann in signifikant höherem 

Anteil in der Körnerzellschicht aufzufinden sind.  

6.1. Aktivierbarkeit neuer hippokampaler Neurone nach Ischämie 

Beide, sowohl das ‚kognitive‘ als auch das ‚sensomotische‘ Paradigma 

induzierten valide ein spezifisches Muster der c-fos und Zif268 Expression in der 

Hippokampusformation. Da die transiente Expression der IEGs die spezifische 

Antwort eines funktionellen neuronalen Netzwerkes auf einen bestimmen 

Verhaltensstimulus wiederspiegelt, kann sie entsprechend als Marker für eine 

funktionelle Integration der IEG-exprimierenden Zellen in bestehende neuronale 

Netzwerke gewertet werden (Tischmeyer und Grimm 1999). Zellen mit allen drei 

Markern (BrdU, NeuN und ein IEG) sind demnach neu generierte, funktionell 

integrierte reife Neurone. 

Die mittels c-fos gefundenen Prozentsätze aktivierter neuer Neurone von 

0,21 ± 0,04 % nach WM und 0,41 ± 0,06 % nach LB sind nur sehr gering. Bei der 

Beurteilung dieser kleinen Zahlen ist jedoch zu beachten, dass in unseren Modellen 

insgesamt nur 1 - 2 % der gesamten Körnerzellen des Gyrus dentatus c-fos 

exprimieren. Diese Selektivität spricht für eine hohe Aufgabenspezifität der 

neuronalen Netzwerke und der aktivierten Neurone und kann demnach sogar als 

Qualitätskriterium gewertet werden. Eine Aktivierung sehr vieler Neurone würde man 
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bei einer generalisierten Aktivität neuronaler Netzwerke, wie sie zum Beispiel im 

Rahmen eines konvulsiven Anfalles vorkommt, erwarten. Die Integration von neuen 

Neuronen unter physiologischen Bedingungen mittels IEGs wurde bereits evaluiert 

und zeigt auch hier, dass die Erfassbarkeit aktivierter neuer Neurone mit dieser 

Methode gering ist, ein weiterer Beleg für die hohe Spezifität der IEGs im Rahmen 

aufgabenabhängiger Prozesse. Unter physiologischen Bedingungen beträgt der 

Anteil aktivierter (c-fos positiver) neuer Neurone im DG bis zu 10 % (Jessberger und 

Kempermann 2003, Kee et al. 2007, Tashiro et al. 2007). Jedoch können diese 

Zahlen nicht direkt auf die vorliegende Studie übertragen werden, da die 

Aktivierungsparadigmen nicht identisch sind. Sie geben dennoch einen weiteren 

Hinweis auf den Rahmen, innerhalb dessen sich die Aktivierung abspielt. Hier wären 

weitere Kontrollgruppen in zukünftigen Projekten von Nöten, um einen Einfluss der 

Ischämie auf die Zahl der aktivierten neuen Neurone zu evaluieren. Neben der 

Ischämie ist die Anwendung von nicht erlernten Aktivierungsparadigmen ein weiterer 

Unterschied zu bisherigen Studien mit einem höheren Prozentsatz aktivierter 

Neurone. Frühere Arbeiten (Schmidt-Hieber et al. 2004, Tashiro et al. 2007) belegen, 

dass die vulnerable Phase für die Integration und das Langzeitüberleben von neuen 

Neuronen die ersten vier Wochen nach Zellteilung sind. Innerhalb dieser Zeitperiode 

erhielten die Tiere im Rahmen der vorliegenden Arbeit rehabilitatives Training mittels 

zwei etablierter Stimulatoren von Neurogenese: der reizreichen Umgebung und dem 

Laufrad. Die Aktivierungsphase hingegen war in der achten Woche angesiedelt, 

einem Zeitpunkt zu dem die Integration bereits abgeschlossen ist, und beinhaltete 

den Leiterlauf und das Wasserlabyrinth. Beide Aktivierungsparadigmen waren den 

Tieren damit im Vergleich zur Integrationsphase unbekannt. Trouche und Kollegen 

(2009) haben gezeigt, dass die Rekrutierung von Neuronen mittels IEG Detektion am 

größten ist, wenn mit exakt der gleichen Aktivierung wie während der Lernphase 

stimuliert wird. Da dies hier nicht der Fall war, ist der Anteil aktivierter Neurone 

erwartungsgemäß geringer. Die vier-fach höhere Zahl aktivierter neuer Neurone, 

welche sich mit Zif268 erfassen lassen, gibt einen Hinweis darauf, dass die Anzahl 

aktivierbarer Neurone mit c-fos möglicherweise unterschätzt wurde. Da für c-fos 

jedoch aus früheren Studien genaue Aktivierungsmuster bekannt sind und sich in 

den eigenen Vorversuchen auch ein kräftigeres Fluoreszenzsignal für c-fos als für 

Zif268 auslösen ließ, wurde die Hauptauswertung mittels c-fos durchgeführt. 
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6.2. Einfluss des Trainings auf die Neurogenese und die Aktivierbarkeit 

In Übereinstimmung mit früheren Arbeiten konnte der positive Einfluss von 

rehabilitativem Training nach kleinen kortikalen Infarkten auf die Neurogenese im 

Gyrus dentatus nachwiesen werden. Für die reizreiche Umgebung konnte in der 

vorliegenden Arbeit nur eine tendenzielle Besserung der Lernleistung nachgewiesen 

werden. Die Ursache ist vermutlich in der kleinen Tierzahl bei gleichzeitig generell 

hoher interindividueller Variabilität bei experimentellen  Verhaltenstests zu suchen. 

Physisches Training hat erwiesenermaßen einen fördernden Effekt auf räumlich-

kognitive Leistungen (Kempermann et al. 1997b, van Praag et al. 1999, Wurm et al. 

2007) und verbessert nach Schlaganfall generell das Outcome, sowohl in 

experimentellen (Johansson und Ohlsson 1996, Nygren und Wieloch 2005, Knieling 

et al. 2009) als auch in klinischen Studien (Kollen et al. 2006). Es ist nun von 

besonderem Interesse, ob die bessere Leistung auf die erhöhte Neurogenese 

zurückzuführen ist und welchen Anteil die neuen Neurone bei der Rehabilitation 

einnehmen. Man sollte erwarten, dass eine erhöhte Neurogenese und eine bessere 

Funktionalität nach rehabilitativem Training mit einer gesteigerten Integration der 

neuen Neurone einhergehen. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt 

werden: Der Anteil aktivierter neuer Nervenzellen wurde durch Training nicht erhöht. 

Dieses Ergebnis deckt sich jedoch mit denen von Tashiro und Kollegen (Tashiro et 

al. 2007), welche in ihrer Arbeit keinen Einfluss von Training auf die c-fos positiven 

Neuronen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen konnten. In der vorliegenden 

Arbeit stieg die Neurogenese nach Laufradnutzung an, wie auch in den 

Laufradgruppen eine höhere Anzahl aktivierbarer Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollen auftrat. Der Anteil aktivierter neuer Zellen bezogen auf die Anzahl neuer 

Zellen blieb demnach rechnerisch gleich. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den 

Gruppen aus der reizreichen Umgebung eine geringere Anzahl aktivierter neuer 

Neurone bei gesteigerter Neurogenese im Vergleich zu den jeweiligen 

Kontrollgruppen. Die hieraus resultierende tendenziell geringere prozentuale 

Aktivierung nach reizreicher Umgebung deckt sich ebenfalls mit den Ergebnissen der 

Arbeit von Tashiro et al. (2007). Eine mögliche Ursache für die unterschiedliche 

Auswirkung der beiden Trainingsformen ist in unterschiedlichen Mechanismen zu 

suchen, welche die Integration beeinflussen. So weiß man zur adulten Neurogenese, 

dass eine reizreiche Umgebung das Überleben neu generierter Neurone verlängert 
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(Kempermann et al. 1998, Kempermann et al. 2010), während Laufradtraining die 

Proliferation steigert (van Praag et al. 1999, Kempermann et al. 2010). Im Ergebnis 

führt beides zu einer erhöhten Anzahl neuer Neurone. Es ist vorstellbar, dass 

spezifische Modifikationen des Integrationsprozesses zu einer veränderten 

Synaptogenität und Konnektivität der neuen Neurone je nach Art des rehabilitativen 

Trainings führt, was sie unterschiedlich antworten lässt (Jakubs et al. 2006, Tashiro 

et al. 2007). Nach der Reservehypothese (Kempermann 2008) werden nach 

physischem Training (z.B. Laufrad) mehr neue Neurone gebildet, um auf eine neue 

Aufgabe besser reagieren zu können. Durch den Stimulus einer reizreichen 

Umgebung könnten neue Neurone spezifisch vernetzt werden, was zu einem 

selektiven Überleben dieser Neurone führt. Die vorliegenden Daten deuten an, dass 

diese neuen Neurone möglicherweise in geringerem Ausmaß für andere Aufgaben 

aktivierbar sind. Alternativ könnte man auch postulieren, dass sich das 

kortikohippokampale Netzwerk von Tieren nach Exposition in einer reizreichen 

Umgebung nach Schlaganfall auf einem geschulteren Level befindet, und zur 

Absolvierung einer neuen Aufgabe weniger Zellen benötigt, als Kontrolltiere ohne 

entsprechendes rehabilitatives Training.  

Eine weitere Auswirkung des rehabilitativen Trainings ist die höhere Aktivierung 

neuer Nervenzellen aus der Körnerzellschicht bei Absolvierung des 

hippokampusabhängigen Wasserlabyrinthes im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese 

Verschiebung aktivierter neuer Neurone  tritt bei der Absolvierung des motorischen 

Leiterlaufparadigmas nicht auf. Die meist postulierte Aufgabe des Hippokampus ist 

vor allem die Auflösung von zeitlich-räumlichen Mustern und die Konsolidierung von 

Gedächtnisinhalten (Gould E. et al. 1999, Kempermann 2002, Schinder und Gage 

2004). In der Körnerzellschicht sind vor allem reife Neurone anzutreffen, während die 

Subgranularzone vorwiegend einer Regenerationszone mit neuralen Vorläuferzellen 

entspricht. In der vorliegenden Studie konnte eine größere Anzahl neuer Neurone in 

der GCL nur nach Laufradtraining nachgewiesen werden. Die verstärkte 

Rekrutierung neuer Neurone trat jedoch auch nach reizreicher Umgebung und WM-

Aktivierung auf. Welchen Einfluss die Lage der neuen Neurone hat, ist bisher nicht 

bekannt. Die laminäre Verschiebung der genutzten Zellen innerhalb der 

verschiedenen Zellschichten spricht für eine sehr diffizile Modulation der Plastizität 

durch das rehabilitative Training nach Schlaganfall. Es ist vorstellbar, dass eine 



Diskussion  36 

durch Training erhöhte Anzahl an Neuronen besser für eine auf den Hippokampus 

abgestimmte Aufgabe (Wasserlabyrinth) aus der GCL genutzt, also aktiviert, werden 

kann. 

6.3. Der Gyrus dentatus und sensomotorische Aktivität 

Die sensomotorische Aufgabe Leiterlauf führte zu einer generellen Steigerung 

der Aktivität der neuen Neurone. Das Verteilungsmuster innerhalb der Schichten des 

DG war jedoch unspezifisch und nicht durch Training beeinflussbar. Aufgrund der 

oben schon dargelegten Aufgaben des Hippokampus ist es von großem Interesse 

herauszufinden, warum ausgerechnet diese Struktur so viel stärker auf das 

motorische als auf das hippokampale/kognitive Paradigma reagiert. Die vorliegende 

Arbeit ist (nach gründlichem Studium der vorliegenden Literatur) die erste Studie, 

welche zwei solche Paradigmen direkt vergleicht. Es wurde schon früher eine 

Steigerung der hippokampalen c-fos Expression nach motorischer Aktivität 

beschrieben (Oladehin und Waters 2001, Lee et al. 2003), jedoch wurde bei diesen 

Studien das Laufen in sogenannten Tretmühlen erzwungen und lediglich zu 

Kontrollen ohne motorische Aktivität beschrieben. In diesen früheren Arbeiten wurde 

daher hauptsächlich eine stressinduzierte Steigerung der IEG Expression postuliert. 

Dies mag eine Rolle spielen, jedoch ist nicht von der Hand zu weisen, dass das 

Wasserlabyrinth ein sehr aversiver Test ist, besonders für Mäuse, welche keine 

natürlichen Schwimmer sind (Whishaw et al. 2001). Es ist daher nachvollziehbar, 

dass die Schwimmer eigentlich größeren Stress als die Leiterlaufläufer haben 

müssten. Deshalb kann eine Abhängigkeit der erhöhten Aktivierung von der  

sensomotorischen Funktion selbst postuliert werden. Selbstverständlich hat auch das 

Wasserlabyrinth eine motorische Komponente, jedoch zeigte schon Vanderwolf in 

einer sehr frühen Arbeit an Nagern (Vanderwolf 1969), dass freiwillige Bewegungen, 

wie z.B. Laufen, mit einer rhythmischen Theta-Aktivität im Hippokampus assoziert ist, 

während automatische Bewegungen, wie z.B. Kauen, diese Aktivität nicht aufweisen. 

Ob Schwimmen nun eine freiwillige oder automatische Bewegung ist, ist unklar, 

jedoch gibt es unterschiedliche Bewegungsformen mit unterschiedlichen Mustern im 

Hippokampus und Laufen ist eine freiwillige Bewegung mit assoziierter Aktivität im 

Hippokampus. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützten daher die 
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Hypothese, dass der Gyrus dentatus nach Schlaganfall in motorische Regeneration 

und motorisches Lernen involviert ist.  
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7. Schlussfolgerung  

Ein kleiner Teil der nach Schlaganfall im Gyrus dentatus generierten neuen 

Neurone wird funktionell in das bestehende kortikohippokampale Netzwerk integriert. 

Es ist nicht möglich für jedes nach Schlaganfall generierte Neuron eine Aussage zu 

treffen, ob es durch den Schlaganfall induziert worden ist. Jedoch sind alle mit BrdU 

markierten Zellen zeitlich nach dem Schlaganfall entstanden und der Einfluss einer 

kortikalen Ischämie auf die hippokampale Neurogenese ist in der Literatur gut belegt 

(Jin et al. 2001) und in der Vergangenheit auch in unserer Arbeitsgruppe 

nachgewiesen worden. Demnach sind die neuen Neurone in der vorliegenden Arbeit 

entsprechend einem gängigen Modell zur Schlaganfallforschung unter 

postischämischen Bedingungen generiert worden. Zum Anderen ist es aufgrund der 

verwendeten Methodik der IEGs nicht möglich alle neuen Neurone zu erfassen, 

sondern nur jene, welche für die zu absolvierende Aufgabe genutzt werden. Daher 

kann man bezüglich anderer Neurone nicht sagen, ob sie im Rahmen einer anderen 

Aufgabe ebenfalls funktionell nutzbar wären, oder ob sie möglicherweise eine 

abberante Integration aufweisen und nicht rekrutierbar sind. Möglichweise liegt ein 

heterogenes Muster korrekt und abberant eingegliederter Neurone vor, ähnlich wie in 

Modellen experimentell induzierter Epilepsien (Jessberger et al. 2007, Murphy et al. 

2011). Unbeeinflusst bleibt jedoch unsere Kernaussage, dass ein Teil der neuen 

Neurone funktionell integriert wird und nutzbar ist. 

Rehabilitatives Training steigert die Aktivierbarkeit der neuen Neurone nicht. 

Jedoch scheint das Training die Plastizität auf einer sehr viel feineren Stufe als nur 

der reinen Anzahl funktionell tätiger Neurone zu modulieren: Das räumliche 

Verteilungsmuster der durch eine kognitive Aufgabe nach vorausgegangenem 

Training aktivierten neuen hippokampalen Neurone in der Körnerzellschicht weist auf 

eine spezifische Nutzung der neuen Zellen im Rahmen von räumlichem Lernen und 

Gedächtnisbildung hin. Es ist zu diskutieren, ob ein verbessertes Outcome in einem 

Verhaltenstest nicht in einer größeren Anzahl aktivierter Zellen Ausdruck findet, 

sondern vielmehr in der selektiveren Aktivierung von Neuronen der GCL. 

Die nach Schlaganfall neu generierten Neurone sind aufgrund der größeren 

Anzahl rekrutierter neuer Neurone bei entsprechender Aufgabe möglicherweise an 

sensomotorischem Lernen und sensomotorischer Rehabilitation nach cerebraler 
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Ischämie beteiligt, wenn auch aufgrund des Verteilungmusters eher unspezifisch. Ob 

die nachgewiesenen neuen funktionellen Neurone für die Langzeiterholung und 

adaptative Prozesse nach Schlaganfall relevant sind, konnte nicht abschließend 

geklärt werden, da die Korrelation zu den Verhaltensexperimenten in der 

vorliegenden Studie nicht signifikant war. Jedoch wurden auch schon in der 

Vergangenheit verschiedene Modelle postuliert, welche erklären helfen sollten, dass 

schon wenige neue Neurone (unter physiologischen Bedingungen) durchaus eine 

relevante Funktion in speziellen Netzwerksituationen erfüllen (Wiskott et al. 2006, 

Kempermann 2008).  

Weitere Studien sind notwendig, um erstens zu klären, ob die Ischämie selbst 

einen Einfluss auf die Aktivierbarkeit der neuen Neurone hat und zweitens die 

Funktionalität der übrigen, mit den hier verwendeten IEGs nicht erfassbaren, neuen 

Neurone zu überprüfen. Hilfreich wären Kombinationen mit detaillierten 

Verhaltensanalysen und Neurogeneseablationsmodellen. 
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