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VORWORT 

Durch Schädel-Hirn- und Rückenmarksverletzungen kommt es zum Verlust von axonalen 

Verbindungen und damit von Synapsen in nachgeschalteten Hirnregionen. Bei der 

Alzheimer`schen Erkrankung stellt sich in der Frühphase ein Untergang der Neurone des 

entorhinalen Cortex dar und im Verlauf eine Beteiligung des Hippocampus und der temporo-

parietal corticaler Regionen (Braak und Braak, 1990, 1993). Obgleich diesen Erkrankungen 

eine ganz unterschiedliche Pathogenese zugrunde liegen und deren klinischer Verlauf sehr 

verschieden ist, haben sie alle morphologisch den Verlust axonaler Verbindungen gemein, der 

ursächlich für das klinische Bild ist. Die Komplexität des zentralen Nervensystems (ZNS) 

besteht also nicht allein in der grossen Anzahl seiner Nervenzellen, sondern vielmehr in den 

sinnvollen hochspezifischen Verbindungen zueinander. Mit Ramon y Cajals epochalen 

Arbeiten zur Entwicklung des zentralen Nervensystems wurde evident, dass die axonale 

Konnektivität im ZNS hochspezifisch ist und einer räumlich-zeitlichen Ordnung unterliegt. 

Seitdem haben sich Wissenschaftler der zugrundeliegenden Mechanismen der axonalen 

Verschaltung über das Studium von Auswachsprozessen während der Entwicklung genähert 

und seit Mitte der 90er Jahre des letzten Jahrtausends wurden Moleküle mit axonaler 

Wegfindungsaktivität identifiziert. Basierend auf diesen Erkenntnissen entstand das Modell 

der axonalen Wegfindung, die über Distanz als auch über direkten Kontakt des Axons mit 

seiner Zielstruktur vermittelt werden kann.  

Die vorliegende Arbeit versteht sich als Beitrag zur Bedeutung membran-assoziierter, also 

kontaktabhängiger Faktoren in der axonalen Wegfindung im entorhino-hippocampalen 

System. Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion zur Transplantation und 

Stammzelltherapie im ZNS stellt sich die Frage, in welchem Maße die Schichten- und 

Zielspezifität, also die Grundlage der spezifischen Konnektivität, im adulten ZNS in der 

Reorganisationsphase besteht und welche Faktoren daran beteiligt sind, dass eine 

verlorengegangene Verbindung wiederhergestellt werden kann. Zur Regeneration im adulten 

ZNS reicht es also nicht aus, untergegangene Neurone durch neue zu ersetzen, dies würde 

allenfalls zu einer Functio laesio, jedoch zu keiner Restitutio ad integrum führen. Vielmehr ist 

die Wiederherstellung der durch den Untergang der Neurone verlorenen Faserverbindungen 

zur Aufrechterhaltung der synaptischen Verbindung entscheidend. Es wäre also eine 

Spezifität zu fordern, die hinsichtlich der morphologischen und damit auch der funktionellen 

Konsequenzen der Situation vor Schädigung gleicht. Es ist zu hoffen, dass die vorliegende 

Untersuchung und daraus folgende einen Beitrag zum Verständnis der 

Reorganisationsprozesse im ZNS leisten und damit Ansätze zur Therapie/Intervention bieten. 
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Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente wurden mit Mitteln der Deutschen 
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1. EINLEITUNG 

 

1.1 Der Hippocampus in der Grundlagenforschung 

Der dem Archipallium phylogenetisch abstammende Hippocampus ist die zentrale Struktur 

und Schaltzentrale des limbischen Systems. Der isocortikale Informationsfluss erreicht die 

hippocampale Formation über den entorhinalen Cortex. Dessen efferente Projektion stellt der 

Tractus perforans dar, der eine der Hauptafferenzen zum Hippocampus bildet, und dessen 

Axone im Gyrus dentatus und im Ammonshorn enden (Ramon y Cajal, 1911; Amaral & 

Witter, 1989; Braak & Braak, 1993). Der Name dieses Traktes resultiert aus der Tatsache, 

dass entorhinale Fasern auf dem Weg zum Hippocampus das Subiculum ´perforieren`. Bei 

neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. dem Morbus Alzheimer oder der 

Temporallappen-Epilepsie zeigt sich ein früher Befall des entorhinalen Cortex (Braak & 

Braak, 1990, Van Hoesen et al., 1991; Du et al., 1995). Die klinische Relevanz und die relativ 

einfache Cytoarchitektur mit ihrer klaren Laminierung haben das entorhino-hippocampale 

System für entwicklungsbiologische Fragestellungen und De- und Regenerationsstudien als 

Modellsystem prädestiniert (Nitsch, 1993; Frotscher et al., 1995, 1997). Die Diskonnektion 

des Hippocampus durch den Untergang entorhinaler Projektionsneurone führt zu den 

schweren Gedächtnisstörungen bei der Alzheimer´schen Erkrankung (Hyman et al., 1984). In 

einem tierexperimentellen Modell kann diese Situation durch den wissenschaftskonzeptionell 

alten Ansatz der mechanischen Schädigung (Goltz, 1869, in Breidbach, 1997) nachgeahmt 

werden. Die stereotaktische Läsion des entorhinalen Cortex (ECL) ist ein weit verbreitetes 

und etabliertes Modell zur Untersuchung von Degenerations- und Reorganisationsprozessen 

im zentralen Nervensystem (ZNS) (Lynch et al., 1973; Parnavelas et al., 1974; Frotscher et 

al., 1997). Vergleichbar zu anderen fokalen Schädigungsmodellen im ZNS induziert die ECL 

komplexe zelluläre Reaktionen in  

1. den Regionen, die direkt geschädigt wurden  

2. in den Regionen, die um die primären Schädigung liegen 

3. in den Ursprungsregionen, die axotomiert wurden und in denen retrograde 

Degenerationsprozesse ablaufen 

4. in den denervierten Hirnarealen, die synaptischen Input verloren haben und anterograde 

Degeneratiosprozesse ablaufen. 

Obgleich sich die Forschung gleichermassen auf allen vier Regionen konzentriert, liegt in 

dieser Untersuchung der Schwerpunkt auf der deafferenzierten Hirnregion, die nicht direkt 

mechanisch geschädigt ist. In diesem Areal kommt es zur sequentiellen Aktivierung von 
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Mikroglia und Astrozyten, transneuronaler Degeneration und läsionsinduziertem Aussprossen 

von nichtlädierten Nervenfasern (Cajal, 1929; Hirsch & Bähr, 1999; Steward, 1989; Tello, 

1911). 

 

1.2 Das Läsionsparadigma: Die Läsion des entorhinalen Cortex 

Eine charakteristische Eigenschaft der hippocampalen Organisation ist die schichten-

spezifische Termination afferenter Fasern. Das Arrangement von Neuronen in Schichten ist 

ein Charakteristikum von cortikaler Organisation. Es ist seit längerem bekannt, dass diese 

Schichten durch eine sequenzielle Migration von postmitotischen Neuroblasten entlang 

richtungsgebender radialer Gliafasern zu ihren Zielgebieten geführt werden (Rakic, 1971). 

Diese laminäre Organisation von Neuronen und Fasern ist weniger komplex im 

phylogenetisch älteren Archicortex als in neocorticalen Arealen. Im Hippocampus sind die 

Prinzipalneuronen in einzelnen Schichten angeordnet. Wegen dieser relativ einfachen, 

trilaminären Organisation, der präzisen schichtenspezifischen Innervation und seiner 

klinischen Relevanz z. B. bei der Alzheimer Erkrankung wurde der Hippocampus als 

Modellsystem zur Untersuchung für postläsionale Degenerationen und Reorganisationen im 

adulten ZNS verwendet (Cabalka et al., 1992; Cotman et al., 1990; Frotscher et al., 1997; 

Price et al., 1998; Steward, 1989). Die Hauptafferenzen des Hippocampus sind entorhinale, 

septale und kommissurale/assoziative (C/A) Fasersysteme (Abb. 1A). Diese Projektionen 

terminieren in einer schichten-spezifischen Weise im Gyrus dentatus (DG) und in den CA 

Regionen. Axone aus dem entorhinalen Cortex verlaufen im Tractus perforans und enden in 

den distalen 2/3 der Molekularschicht (OML) des Gyrus dentatus (Axone des medialen 

entorhinalen Cortex projizieren in die mittlere, Axone des lateralen entorhinalen Cortex 

projizieren in die äussere Molekularschicht) und ins Stratum lacunosum-moleculare (slm) der 

CA1-CA3 Region (Steward & Scoville, 1976; Amaral & Witter, 1989). Die C/A 

Faserprojektion terminiert schichten-spezifisch in der innere Molekularschicht des Gyrus 

dentatus und im Stratum radiatum der CA1-CA3 Region (Super & Soriano, 1994; Abb. 1 A). 

 

Zur Elimination des entorhinalen Inputs sind bisher drei Techniken in der Literatur 

beschrieben worden (Kelley & Steward, 1997): 

1. elektrolytische Läsion des entorhinalen Cortex 

2. Aspiration des entorhinalen Cortex und  

3. die mechanische Durchtrennung des Tractus perforans.  
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Abb.1: 
Schema der axonalen Verschaltung im entorhino-hippocampalen System (A). Die in braun 
gezeichneten Fasern entspringen von Nervenzellen des entorhinalen Cortex (EC) aus Schicht II und III 
und terminieren schichten-spezifisch im Hippocampus, d.h. in der äusseren Molekularschicht (oml) 
des Gyrus dentatus (DG) sowie im Stratum lacunosum-moleculare (slm) des Cornu ammonis (CA). 
Commissurale und assoziative (C/A, gelb) sowie septale Afferenzen (Sept, grün) projizieren in den 
Hippocampus via der Fimbria und terminieren ebenfalls schichtenspezifisch. Nach einer 
Durchtrennung des Tractus perforans (pp) kommt es zu einer schichtenspezifischen anterograden 
Degeneration in der äusseren Molekularschicht (E, Pfeile) und ein reaktives Sprouting cholinerger 
Fasern in die deafferenzierte Zone (C). B und D zeigen die Kontrollsituation bei Nachweis der 
Acetycholinesterase (B, C) und Färben mit Fluoro-Jade, ein Farbstoff, der spezifisch neuronales 
Degenerationsgewebe markiert. Maßstab in C und D 100 µm, in E 35 µm. Mf, Moosfasern; a, Alveus; 
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dg, Gyrus dentatus; gcl, Körnerzellschicht; iml, innere Molekularschicht; hi, Hilus; r, Stratum 
radiatum; o, Stratum oriens; p, Pyramidenzellschicht; Sch, Schaffer Kollateralen.  
 

 

Während das Ausmaß der schichten-spezifischen Denervierung dieser drei Techniken 

vergleichbar ist, steht eine detaillierte, vergleichende Studie zu möglichen Unterschieden 

läsionsinduzierter molekularer Veränderungen noch aus. In der vorliegenden Arbeit wurde 

das Modell der Transektion des Tractus perforans via mechanischer Läsion des entorhinalen 

Cortex (ECL) verwendet. Diese Läsion führt zur einer massiven Degeneration entorhinaler 

Fasern und einem Verlust von ca. 90% der Synapsen in der äusseren Molekularschicht des 

ipsilateral zur Läsion liegenden Gyrus dentatus (Matthews et al., 1976 a). Nach ca. 10 Tagen 

beginnt das Einwachsen aussprossender Fasern schichten-spezifisch in die denervierten Zonen 

des Hippocampus. Dieser Prozess wird als reaktives Sprouting, Aussprossung, bezeichnet 

(Raisman, 1969). Innerhalb von 30 Tagen nach der Läsion werden die degenerierten 

Synapsen zu 70% des Ausgangswertes durch Neubildung von Synapsen ersetzt (Matthews et 

al., 1976 b; Steward et al., 1988). Dieser Prozess wird als reaktive Synaptogenese bezeichnet. 

Die am Aussprossen beteiligten Systeme sind kommissurale- und Assoziationsfasern (Zimmer 

et al., 1975), Fasern des contralateralen entorhinalen Cortex (Steward et al., 1976) und 

septale, vorwiegend cholinerge Afferenzen (Lynch et al., 1973; Nadler et al., 1977). Nach der 

klassischen Auffassung erweitern diese drei Fasersysteme ihre spezifisch in der inneren 

Molekularschicht liegende Termination auf die denervierte äussere Molekularschicht im 

Sinne eines translaminären Sprouting. Durch verfeinerte anatomische Tracingtechniken 

konnte die Arbeitsgruppe von M. Frotscher jüngst zeigen, dass das schichten-spezifische 

Sprouting von kommissuralen Fasern entgegen der klassischen Auffassung einer 

translaminären Genese von intralaminar liegenden Fasern, also Fasern innerhalb der 

denervierten Schicht, ausgeht (Deller et al., 1995, 1996a, b; Frotscher et al., 1997; Deller & 

Frotscher, 1997). Es liegt nahe, dass für dieses Phänomen bisher unbekannte, schichten-

spezifisch exprimierte Faktoren im Bereich der äusseren Molekularschicht des Gyrus dentatus 

verantwortlich sind. 

 

Der Prozess des Aussprossens im adulten ZNS wurde als Beispiel für die Plastizität und 

Reorganisationsfähigkeit nach Schädigung angesehen (Lynch et al., 1973, Kelley & Steward, 

1997). Mit Hilfe von etablierten Verhaltenstests [Kurzzeitgedächtnis (operant delayed match 

to position task), Aufmerksamkeit (serial five-choice reaction time task) und räumliches 

Lernen (Morris water maze)] konnte an Ratten mit unilateraler ECL gezeigt werden, dass ein 
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initial zu beobachtendes verschlechtertes Lernverhalten sich zwei Wochen nach Läsion, also 

zu einem Zeitpunkt, an dem die ursprüngliche Synapsendichte durch Synapsenneubildung 

aussprossender Fasern weitgehend erreicht ist, wieder normalisiert (Myhrer, 1975; Hardman 

et al., 1997; Kirkby & Higgins, 1998). In morphologischen Studien sind jedoch nach ECL 

langanhaltende, transneuronale Veränderungen von Körnerzellen und einer Subpopulation 

GABAerger Neuronen im Gyrus dentatus beschrieben (Nitsch & Frotscher, 1993; Diekmann 

et al., 1996). Inwieweit diese morphologischen Veränderungen verhaltensbiologische 

Konsequenzen nach sich ziehen, ist unklar. 

In verschiedenen experimentellen Läsionsmodellen konnte reaktives Sprouting induziert und 

in seinem zeitlichen Verlauf deskriptiv erfasst und dokumentiert werden. Die molekularen 

Mechanismen sind jedoch noch weitgehend unverstanden (Kelley & Steward, 1997). Gerade 

die Initiierung des Sproutingprozesses und die Mechanismen der Zielfindung, d. h. des 

schichtenspezifischen Aussprossens sind noch unklar. Das Verständnis des reaktiven 

Sproutings und der Synaptogenese nährt die Hoffnung, neue therapeutische Ansätze in der 

Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, der epilepsiebedingten Schädigungen 

und der durch Traumata entstandene Läsionen im ZNS zu entwickeln, die das zielgerichtete 

Auswachsen regenerierender Nervenfasern fördern und damit die Wiederherstellung 

verlorengegangener Kontakte zu ermöglichen. 

 

1.3 Ein sequestrierter Prozess im Hippocampus nach entorhinaler Cortex Läsion 

Die physiologischen und morphologischen Veränderungen wurden im Hippocampus nach 

ECL intensiv untersucht (Kelley & Steward, 1997), so dass sich eine Klassifikation der 

zeitlich geordneten Ereignisse wie folgt ergibt: 

1. Eine sofortige Reaktion vom Eingriff an bis 12 Stunden nach ECL (Dasheiff & 

McNamara, 1982; Nitsch & Frotscher, 1992; Phillips & Belardo, 1994). 

2. Ein früher Zeitverlauf mit Beginn der Wallerian´schen Degeneration und initialer glialer 

Reaktion (Kelley & Steward, 1996; Savaskan et al., 2000; Steward et al., 1993). 

3. Die Zeitperiode, in der degenerative Prozesse auf dem Höhepunkt und die gliale 

Phagozytoseaktivität maximal ist (2-8 dal) (Bechmann & Nitsch, 1997; Gall et al., 1979; 

Jensen et al., 1994). 

4. Das Zeitfenster, in dem axonales Aussprossen und die Synapsenformation beginnt und ihr 

Maximum erreicht (6-12 dal) (Scheff & Cotman, 1977; Matthews et al., 1976b). 

5. Die Periode, in der das Sprouting und die Synaptogenese beginnt und abgeschlossen wird  

(12-30 dal) (Lee et al., 1977; Matthews et al., 1976b; Steward & Loesche, 1977). 
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6. Der Zeitverlauf während gliale Aktivität auf das Normalniveau sinkt und die dendritische 

Alteration auftritt und persistiert (12-30 dal) (Steward, 1995; Steward et al., 1993). 

Jeder dieser Phasen weist ein charakteristisches Muster von Expression oder Repression von 

Genen wie den immediate-early genes, Neutrophinen, Cytokinen, extrazellulären 

Matrixproteinen, neuronalen wachstums-assoziierten Molekülen, Neurotransmitterrezeptoren, 

tubulären und filamentären Proteinen und Zelladhäsionsmolekülen (in Tabelle 1 sind die 

bisher beschriebenen Veränderungen der Gen- und Proteinexpression nach ECL 

zusammengefasst). Die letztgenannte Klasse von Molekülen ist in der Tat wahrscheinlich an 

der Determinierung der Schichtenspezifität, zumindest während der Entwicklung des 

entorhino-hippocampalen Systems, beteiligt. In in vitro Kokulturexperimenten konnte 

nachgewiesen werden, dass entorhinale Axone ihr Zielgebiet, die äussere Molekularschicht 

des Gyrus dentatus, via kontaktvermittelter Wegfindung erreichen (Frotscher & Heimrich, 

1993; Woodhams et al., 1993; Li et al., 1993, 1994). In einem anderen experimentellen 

Ansatz führte trotz zeitlichen Vertauschens der Innervationsabfolge das Auswachsen von 

Fasern in der Kokultur weiterhin zu einer schichten-spezifischen Organisation, wie sie in vivo 

zu finden ist (Frotscher & Heimrich, 1993). Die in vivo ablaufende Innervierung des Gyrus 

dentatus beginnt mit dem Auswachsen von entorhinalen Fasern in die äussere 

Molekularschicht und wird gefolgt von später eintreffenden commissuralen Afferenzen in die 

innere Molekularschicht. Die Resultate dieser Experimente und die Beobachtungen des 

schichtenspezifischen Aussprossens nach Läsion führten zu der Annahme, dass der Prozess 

der schichten-spezifischen Innervation und Re-Innervation im Hippocampus über 

kontaktabhängige Mechanismen vermittelt ist. 

 

1.4 Mechanismen axonaler Wegfindung während der Entwicklung  

Welche Mechanismen vermitteln auswachsenden Axonen die direktionale Information zur 

Zielfindung? Grundsätzlich gilt es als unwahrscheinlich, dass die Moleküle, die das 

läsionsinduzierte schichten-spezifische Sprouting steuern, völlig neue Faktoren sind, die nicht 

unter physiologischen Bedingungen oder während der Entwicklung dieses Systems eine 

wichtige Rolle spielen (Nedivi, 1999; Nieto-Sampedro, 1999). Es wurde gezeigt, dass 

Moleküle, die während der Entwicklung stark exprimiert sind und in der Adoleszenz nur noch 

eine basale oder keine Expression zeigen, nach Schädigung in diesem System reexprimiert 

werden (Bovolenta et al., 1997). Für entwicklungsabhängige Prozesse wurde eine  
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Veränderte neuronale und gliale Gen/Protein Expression nach ECL 

Gen/Protein Zeitverlauf Zelltyp Referenz 
 
Beta-Amyloid Precursor 

Protein 
3 – 7 dal erhöht MG Banati et al 1994 

bFGF-2 2 – 15 dal erhöht AG Gomez-Pinilla et al. 1992;
Fagan et al., 1997 

Cathepsin S mRNA 1 – 5 dal erhöht MG Petanceska et al. 1996 
IL-1 1 - 4 dal erhöht MG Fagan & Gage, 1990 

TGF-β1 mRNA 1 - 10 dal erhöht MG Morgan et al. (1993) 
CNTF 3 – 7dal erhöht AG Guthrie et al. 1997 

GFAP & mRNA 2 - 30 dal erhöht AG Steward et al. 1993 
Jucker et al. 1995 

GSI-B4 3 - 8 dal erhöht MG Gehrmann et al. 1991 
Vimentin 2 – 10 dal erhöht AG Krohn et al., 1995 

ILGF ½ mRNA 2 - 4 dal erhöht MG Woods et al. 1998 
GAP-43 2 - 20 dal erniedrigt N Benowitz et al., 1990 

RB3 mRNA 1 – 5 dal erhöht N Beilharz et al., 1998 
SCG 10 mRNA 2 – 10 dal erhöht N Zarow & Finch, 1995 
stathmin mRNA 2 - 15 dal erhöht N Bräuer et al., 2001 

5´-nucleotidase Enzym 10 - 40 dal erhöht MG, AG Schoen, S.W. 
Nucleosid Diphosphatase 2 - 21 dal erhöht MG Jensen et al. 1994 

Glutamate-Dehydrogenase 2 - 100 dal erhöht. AG Kugler et al. 1995; 
c-fos mRNA 15 min-4 h erhöht N Nitsch & Frotscher, 1992 

c-jun 2 hr - 4 hr erhöht N Haas et al., 1997 
Arc & mRNA 4hr – 3 dal erhöht N Steward et al., 1998 

tau-alpha-1 mRNA 1 – 15 dal N Miller & Geddes, 1990 
NF 68 1 – 12 dal N Steward, 1995 
MAP2 8 dal erhöht N Caceres et al., 1988 

SNAP 25 1 – 20 dal erniedrigt N Geddes et al., 1990b 
PDP 95 1 – 30 dal erniedrigt N Sampedro et al., 1982 

GABAA R β-subunit 3 – 30 dal erniedrigt N Mizukami et al., 1997 
NMDA R1 5 – 9 dal erhöht N Gazzaley et al., 1997 

Adenosine A1 Receptor 14 dal erhöht N Kahle et al., 1993 
 

Tab. 1: 

Alterierte Genexpression nach schichtenspezifischer Deafferenzierung im Hippocampus. 
Aufgelistet sind die in der Literatur beschriebenen Faktoren mit Ausnahme der membran- und ECM 
assoziierter Moleküle, die nach Schädigung eine veränderte Expression im Hippocampus zeigen. AG, 
Astrozyten; MG, Mikroglia N, Neurone; dal, days after lesion. 
 

 

Klassifikation zur Beschreibung der axonalen Wegfindung etabliert, die erstmals von Sperry 

als Chemoaffinitätshypothese formuliert wurde. Die mehrfach modifizierte und sicher 

reduktionistische Hypothese hat sich dennoch zur Beschreibung experimenteller Phänomene 

als brauchbar erwiesen (Abb. 2):  

kontaktvermittelte Attraktion   kontaktvermittelte Repulsion 

Chemoattraktion     und Chemorepulsion. 
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Abb.2: 
Modell der axonalen Wegfindung. In diesem Schema sind die vier Mechanismen der axonalen Weg- 
und Zielfindung illustriert: Kontaktvermittelte sowie distanzvermittelte Attraktion und Repulsion. Der 
Wachstumskegel ist in grau dargestellt. Um eine Dimension komplexer wird das Modell, wenn 
hinzugenommen wird, dass Axone diffferentielle Rezeptoren und Ektoenzyme, so z. B. 
Metalloproteasen, auf ihrem Wachstumskolben tragen und damit ihre eigene Mikroumwelt bilden 
können. Dieser Umstand kann die unterschiedliche Sensitivität verschiedener Axone für ein und 
demselben Liganden bei gleicher Rezeptorausstattung erklären. 
 

 

Im Prinzip kann also gerichtetes axonales Wachstum über attraktive, kontaktvermittelte 

Faktoren, die im Zielgebiet liegen (Cadherine, NCAM, LAMP, L1), oder über attraktive, über 

eine weite Distanz hin sekretierte (diffusible) Faktoren (Netrine, Slit-1 & 2, 

Lamininisoformen, HGF/SF), die in einem Gradienten mit der höchsten Konzentration im 

Zielgebiet vorliegen, vermittelt werden. Es hat sich jedoch im Laufe der Identifizierung von 

axonalen Lenkungsmolekülen gezeigt, dass ebenso repulsive Faktoren gerichtetes axonales 

Wachstum über kontakt-vermittelte (transmembranäre Semaphorine, Ephrine) und distanz-

vermittelte (sekretierte Formen von Semaphorinen, Netrine) Moleküle steuern können 

(Tessier-Lavigne & Goodman, 1996; Goodman, 1996). Tracerstudien an Hippocampi 

verschiedener Entwicklungsstadien ergaben, dass entorhinale Fasern ihre korrekte Zielregion 

und Schichten in einer selektiven Weise noch vor der Geburt erreichen, was zur Annahme 

führte, dass spezifische, diffusible und substrat-gebundene axonale Lenkungsmoleküle diesen 
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Prozess vermitteln (Super & Soriano, 1994; Linke et al., 1995). Neuere Studien zeigten, dass 

an diesem Prozess die von S. Ramon y Cajal und G. Retzius erstmals beschriebenen Cajal-

Retzius Zellen wesentlich beteiligt sind (Ceranik et al., 1999; Retzius, 1893; Ramon y Cajal, 

1929). Jedoch ist noch nicht geklärt, welche molekularen Mechanismen diese Zellen für die 

Signaltransduktion anwenden. Zusätzlich wurden Mitglieder der Familie der Semaphorine 

(Sema 3A-F), Netrine, Slit und Ephrine (Ephrin A1, A3, A5) identifiziert, die eine 

Leitfunktion für entorhinale Axone bilden (Gao et al., 1996; Chedotal et al., 1998; Stein et al., 

1999; Nguyen Ba Charvet et al., 1999; Steup et al., 2000; Pozas et al., 2001; zusammengefasst 

in Skutella & Nitsch, 2001). Bestärkt wurden diese Befunde durch die Identifikation von 

spezifischen Rezeptoren dieser axonalen Lenkungsmoleküle, so dass diese Rezeptor-Liganden 

Interaktionen in einem ganz bestimmten räumlich-zeitlichen Muster auftreten können. Dies 

garantiert einen einzigartigen Informationscode mit einer für das jeweilige System 

spezifischen räumlich-zeitlichen Ausprägung. 

 

1.5 Membran-assoziierte Moleküle nach entorhinaler Cortex Läsion 

Welche Faktoren vermitteln das schichten-spezifische Sprouting im Hippocampus? Moleküle 

der Immunglobulin Superfamilie (IgSF) haben auswachsfördernde und richtungsgebende 

Aktivität auf Axone (Rathjen & Schachner, 1984, Treubert & Brümmendorf, 1998, Walsh & 

Doherty, 1997). So wurde z. B. für die embryonale Form von NCAM gezeigt (eNCAM oder 

PSA-NCAM, PSA steht für hoch polysialysiert), dass dieses Zelladhäsionsmolekül axonales 

Auswachsen verstärkt und gerichtete Zellmigration vermittelt (Cremer et al., 1994 ). LAMP, 

eNCAM, Neurotractin/Kilon und L1, die ebenfalls Mitglieder der IgSF sind, sind 

entwicklungsabhängig exprimiert und fördern axonales Längenwachstum (Cremer et al., 

1994; Ono et al., 1994; Tang et al., 1994; Tomasiewicz et al., 1993). In vivo wird eNCAM 

während der Perioden des axonalen Längenwachstums exprimiert. Der permissive Effekt 

dieses Moleküls hängt von seinem posttranslational regulierten Polysialysat-Grad ab (Ono et 

al., 1994). Nach entorhinaler Läsion werden eNCAM und L1 im Gyrus dentatus hochreguliert 

(Miller et al., 1994; Styren et al., 1995). eNCAM ist spezifisch auf den deafferenzierten 

Körnerzelldendritabschnitten exprimiert, während die Körnerzelldendriten der inneren 

Molekularschicht sowie Körnerzelldendriten nichtlädierter Tiere nur eine schwache eNCAM 

Expression zeigen (Miller et al., 1994). Die aussprossenden Axone, die die denervierten 

Dendritenabschnitte innervieren, exprimieren das Zelladhäsionsmolekül L1 (Styren et al., 

1995). Die topographische Expression von eNCAM nach ECL macht dieses Molekül zum 

potentiellen Kandidaten für die schichten-spezifische kontaktvermittelte Attraktion von 
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sproutenden Axonen. LAMP, ein weiteres Mitglied der IgSF mit längenwachstums-

fördernden Eigenschaften, ist an der Zielfindung von septalen Fasern in die innere 

Molekularschicht des Gyrus dentatus beteiligt (Pimenta et al., 1995). Interessanterweise 

wurde nach ECL keine Veränderung in der LAMP mRNA Expression beobachtet (Bräuer et 

al., 2000). Dies schliesst jedoch nicht aus, dass LAMP, wenn auch nicht für die entorhino-

hippocampale Projektion, so doch für die septo-hippocampale sowie intrahippocampale 

Fasersysteme ein kontaktvermitteltes Erkennungsmolekül darstellt. In Tabelle 2 sind alle 

neuronalen und nichtneuronalen membran-assoziierten und ECM Moleküle dargestellt, für die 

eine alterierte Expression nach ECL beschrieben wurde. Insgesamt ist jedoch völlig offen, 

welche Moleküle nach Läsion des entorhinalen Cortex das laminaspezifische Aussprossen in 

die äussere Molekularschicht des Gyrus dentatus hervorrufen und regulieren. Auch ist noch 

nicht geklärt, inwieweit im denervierten Hippocampus Moleküle exprimiert werden, die eine 

schichten-spezifische Reorganisation der axonalen Konnektivität verhindern bzw. 

ermöglichen. 

 

Neuronale und gliale Änderung der membran-assoziierten 
Gen/Proteinexpression nach ECL 

 
Gen/ Protein Zeitverlauf Zelltyp Referenz 

 
Neurocan & mRNA 2 – 6 Monate erhöht AG Haas et al., 1999 
Brevican & mRNA 1 – 6 Monate erhöht AG Thon et al., 2000 

Tenascin-C & mRNA 2 - 21 dal erhöht AG Deller et al., 1997 
NCAM 120/140 mRNA 2 - 4 dal erhöht AG Jucker et al., 1995 

ESA 2 - 15 dal erhöht AG Savaskan et al., 2000 
FGF-2 8 hr - 7 dal erhöht AG Fagan et al., 1997 

ILGF-1 mRNA 8hr - 7 dal erhöht AG Guthrie et al., 1995 
CR3/CD11b 1 - 7 dal MG Jensen et al. 1997 

MHCclass I & II 1 - 7 dal MG Jensen et al., 1994, 1997 
Apolipoprotein E mRNA 2 – 6 dal erniedrigt 

10 - 14 dal erhöht 
AG Poirier et al., 1992; Zarow 

& Victoroff, 1998 
Sulfated glycoprotein-2 (clusterin) 2 - 14 dal erhöht AG May et al., 1990 

Lampert-Etchells et al., 
1991 

LFA-1α & VLA-4 1 - 7 dal erhöht MG Hailer et al., 1997 
CD86 5 dal- mehrere Wochen erhöht MG Bechmann et al., 2001 

ICAM-1 3 - 7 dal erhöht MG Hailer et al., 1997 
CD45 2 - 14 dal erhöht MG Jensen et al. 1997 

SCG10 mRNA 10 dal erhöht N Zarow & Finch, 1995 
eNCAM (PSA-NCAM) 15hr - 60 dal erhöht N Miller et al., 1994 

L1 30 dal erhöht N Styren et al., 1994 
 

Tab.2: 
Membran- und ECM assoziierte Faktoren nach Deafferenzierung des Hippocampus. AG, 
Astrozyten; MG, Mikroglia; N, Neurone; dal, days after lesion. 
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2. AUFGABENSTELLUNG & EXPERIMENTELLE VERSUCHSANORDNUNG 
 

2.1 Fragestellung dieser Arbeit 

Läsionen des entorhinalen Cortex führen zu einer selektiven partiellen Deafferenzierung der 

Dendriten der äusseren Molekularschicht des Gyrus dentatus, gefolgt von axonalem Sprouting 

und reaktiver Synaptogenese. So kommt es zum Sprouting nur solcher kommissuralen Fasern, 

die ohnehin in der Terminationszone des Tractus perforans liegen. Es liegt nahe, dass für 

dieses Phänomen bisher noch nicht identifizierte, lamina-spezifisch exprimierte Faktoren in 

der äusseren Molekularschicht verantwortlich sind, obgleich auch die Möglichkeit bestehen 

könnte, dass der Verlust repulsiver Faktoren in der betroffenen Schicht das Auswachsen in die 

Zone der nun freien Dendritenabschnitte ermöglicht. 

Diese Arbeit steht im Kontext der Frage, welche Moleküle beim schichten-spezifischen 

Sprouten im adulten Hippocampus beteiligt sind. Grundsätzlich bestehen folgende 

Möglichkeiten zur Erklärung der Ursachen des schichtenspezifischen Aussprossens: 

 

1. Die de novo Expression von bisher nicht vorkommenden Faktoren in den betroffenen 

Zonen. 

2. Die Reexpression von während der Entwicklung der hippocampalen 

Terminationszonen Afferenzen vorkommenden membran-assoziierten Faktoren. 

3. Die reduzierte Expression oder Repression von membran-assoziierten Faktoren, die 

während der Adoleszenz als Stabilisatoren des hippocampalen Systems dienen. 

 

Wie unter 1.4 besprochen, sind nicht allein kontaktabhängige Mechanismen der axonalen 

Wegfindung bekannt, sondern es wurde auch experimentell distanzvermittelte Attraktion und 

Repulsion (Chemoattraktion und Chemorepulsion) nachgewiesen. Die drei 

Interpretationsmöglichkeiten zur Beschreibung des Sproutingphänomens sind also auch gut 

auf sekretierte Faktoren anwendbar. Vorarbeiten von verschiedenen Arbeitsgruppen gaben 

erste Hinweise, dass bei der Etablierung der entorhino-hippocampalen sowie kommissuro-

hippocampalen Wegfindung membran-assoziierte Faktoren eine entscheidende Rolle spielen 

(Li et al., 1993; Frotscher & Heimrich, 1993; Woodhams et al., 1993).  

Zum Studium der membran-assoziierten Faktoren mussten geeignete Assays etabliert werden, 

die eine systematische Analyse dieser Faktoren erlauben. Dabei mussten folgende 

methodische Fragen geklärt werden: 
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1. Gibt es geeignete Methoden zur Präparation und Anreicherung membran-assoziierter 

Proteine, die für in vitro Studien noch ausreichend biologisch aktiv sind? 

2. Wie lassen sich verschiedene Membranfraktionen in geeigneter Weise und simultan 

auswachsenden Neuriten anbieten? 

3. Wie können auswachsende Neuriten dargestellt und von Dendriten unterschieden 

werden? 

4. Welche Methoden sind geeignet, mögliche auswachsverstärkende Aktivität zu 

quantifizieren und das oder die beteiligten Proteine zu identifizieren? 

 

Nach Klärung der methodischen Probleme stehen folgende inhaltliche Fragen offen: 

 

1. Lässt sich der Einfluss membran-assoziierter Faktoren während der Entwicklung des 

entorhino-hippocampalen Systems in einem in vitro Assay erfassen? 

2. Gibt es maturationsabhängige Veränderungen im sich entwickelnden Hippocampus? 

3. Ist das zielgerichtete und laminaspezifische Einwachsen entorhinaler Fasern in den 

Hippocampus von attraktiven oder repulsiven Lenkungsmolekülen kontrolliert? 

4. In welchem Zeitfenster sind diese attraktiven und/oder repulsiven Faktoren im sich 

entwickelnden Hippocampus präsent? 

5. Sind membran-assoziierte Lenkungsmoleküle im deafferenzierten Hippocampus 

vorhanden, die die schichten-spezifische Leitung sproutender Fasern steuern? 

6. In welchem zeitlichen Rahmen findet die mögliche schichten-spezifische axonale 

Lenkung statt? 

7. Lässt sich der Einfluss von membran-assoziierten Faktoren während der Entwicklung 

zu denen während der Reorganisation im adulten Hippocampus auf entorhinale Axone 

vergleichen? 

 

2.2 In vitro Assays in der zellbiologischen Forschung 

In vitro Assays sind Testsysteme, die es erlauben, komplexe zelluläre Prozesse und den 

zugrundeliegenden Mechanismen unter standardisierten Bedingungen zu analysieren und  so 

qualitative bzw. quantitative Aussagen ermöglichen. Die Forschung der letzten Jahre hat 

gezeigt, dass durch die Entwicklung geeigneter Assays gerade in den Biowissenschaften 

enorme Wissenszuwächse folgten [so z.B. Southern blotting (E. Southern, 1979), PCR-

Analyse (K. Mullis et al., 1986), Patch-clamp recording (E. Neher & B. Sakmann, 1984), 

Mutationsanalysen in high out put screening Verfahren (C. Nüsslein-Vollhard & E. 
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Wieschaus, 1980) und aktuell die Stammzell-Kultivierung (Mc Kay, 1989). Es ist 

unumstritten, dass die Erkenntnisse aus in vitro Assays äusserst wertvoll und als Basis für 

weitere Untersuchungen unabdingbar sind, auch wenn es das Ziel biomedizinischer 

Forschung immer ist, in vitro Ergebnisse in nachfolgenden Untersuchungen in in vivo oder 

zumindest unter in vivo-ähnlichen Bedingungen zu überprüfen. Das Testen von Hypothesen in 

in vitro Assays sind also notwendige Vorbedingungen zur Absicherung vor klinischen 

Anwendungen. 

 

2.3 In vitro Assays zum Studium membran-assoziierter Faktoren 

Die ersten Arbeiten, die Hinweise für einen kontaktabhängigen Mechanismus bei der 

Zielfindung entorhinaler Fasern in den Hippocampus erbrachten, benutzten den Hirnschnitt-

Kokultur Assay (Li et al., 1993; Frotscher & Heimrich, 1993). Dabei werden mit Hilfe eines 

Tissue Chopper oder Vibratoms Gewebeschnitte von 200-500 µm Dicke angefertigt und 

daraus dann Hippocampus (Zielgebiet) und entorhinaler Cortex (Urspungsgebiet) präpariert 

und gemeinsam in Kultur gebracht. Eine Abwandlung daraus ist der Adherence Assay, bei 

dem an einem Kryotom 10-20µm dicke Hirnschnitte mit erhaltender Histoarchitektur 

angefertigt (‘organotypische Membranarchitektur‘) und mit primären Einzelzellen aus dem 

Ursprungsgebiet superkultiviert werden (Emerling & Lander, 1996; Förster et al., 1998). 

Ergebnisse aus Untersuchungen mit diesem Assay bestätigten die Annahme, dass attraktive 

membran-assoziierte Faktoren im Gyrus dentatus vorliegen, die durch entorhinale Neurone 

erkannt werden und gegenüber Faktoren in anderen Regionen bevorzugt werden (Förster et 

al., 1998). In einem weiteren Assay, dem 3T3 Spreading Assay, arbeitet man mit präparierten 

Membranen, mit denen man Zellkulturschalen beschichtet und dann Neurone oder 3T3 

Fibroblasten kultiviert (Savio & Schwab, 1989). Der Vorteil dieses Assays ist die 

Möglichkeit, die Membranen vor der Kultivierung zu behandeln und zu modifizieren, so z.B. 

mit Antikörpern zum Neutralisieren von bestimmten Zelladhäsionsmolekülen. Zur 

Untersuchung von axonalen Lenkungsmolekülen im retinotectalen System wurde mit Erfolg 

der Streifenassay eingesetzt, bei dem auswachsende Axone zwei simultan angebotenen, 

alternierenden Membranfraktionen konfrontiert werden (Bonhoeffer & Huf, 1985). Dieses 

experimentelle Testsystem schien besonders geeignet, die unter 2.1 genannten Fragen 

experimentell nachzugehen, da: 

 

1. zwei Substrate innerhalb eines Experiments enthalten sind (also die systematischen und 

zufälligen Fehler für beide Substrate gleich sind) 
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2. die Membranfraktionen vor dem eigentlichen Auswachsen manipuliert werden können 

3. die Auswertung und Quantifizierung zuverlässig und standardisiert möglich ist. 

 

2.4 Der Streifenassay und der Längenauswachsassay 

Der Streifenassay ermöglicht die Beobachtung des morphologischen Verhaltens von 

auswachsenden Neuriten eines Explantats als Reaktion auf membrangebundene attraktive 

oder repulsive Faktoren. Der von Dr. F. Bonhoeffer entwickelte Assay wurde mit Erfolg zum 

Testen von axonalem Auswachsen auf gereinigten Membranfraktionen angewandt (Drescher 

et al., 1995). Der Längenauswachsassay basiert auf dem Streifenassay und dient allein dem 

Vergleich axonalem Auswachsens auf verschiedenen Substraten. Der Vorteil dieses Assays 

liegt in der vorgegebenen Richtung, in der Neuriten nur auswachsen können. Damit lässt sich 

die Auswachslänge gut quantifizieren und Auswachslängen auf verschiedenen Substraten 

vergleichen. Eine schematische Darstellung beider Assays ist in Abb. 3 wiedergegeben. Mit 

Hilfe immunologischer Marker ist die Diskriminierung der auswachsenden Fasern weiterhin 

bestimmbar. So kann mittels geeigneter Antikörper die dendritische (MAP2) und axonale 

(MAP1) Identität der auswachsenden Fasern festgestellt werden. 
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Abb. 3: 

Schematische Illustration der experimentellen Versuchsanordnung sowie die Kriterien axonalen 
Auswachsverhaltens. I zeigt den experimentellen Ansatz des Streifenassays. In dieser Arbeit wurde 
das axonale Auswachsverhalten von entorhinalen Explantaten auf Membranen von normotypischen 
und atypischen Zielregionen, verschiedenen Entwicklungsstadien des Hippocampus und Hippocampi 
verschiedenener Läsionsstadien verglichen. II Nach den Kriterien von Bähr & Wizenmann (1996) 
wurde das axonale Auswachsverhalten folgendermassen bestimmt: A klare Auswachspräferenz, B 
leichte Präferenz und C keine Präferenz/zufälliges Auswachsen. Maßstab 90 µm. 
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3.  MATERIAL UND METHODEN 

 

3.1 Tiere und stereotaktische Operation 

Alle Tiere und die mit ihnen durchgeführten Experimente wurden in Übereinstimmung des 

Europäischen und Deutschen Gesetzes zum Gebrauch von Labortieren durchgeführt. 

Die stereotaktischen Läsionen erfolgten an männlichen adulten Wistar Ratten mit einem 

Körpergewicht von 250-350 g. Unter tiefer Anästhesie mit einer Mischung aus 25 mg/ml 

Ketamin, 1,2 mg/ml Xylazin und 0,35 mg/ml Acepromazin in 0,9% NaCl (2,5 ml/kg 

Körpergewicht) wurden die Tiere in einen stereotaktischen Kopfhalter eingespannt (Stoelting, 

Germany). Ein Standardelektrokoagulator diente zur Inzision in frontaler und sagittaler Ebene 

zwischen entorhinalen Cortex und Hippocampus (mit vier Einzelpulsen à 2,5 µA für je drei 

Sekunden). Die folgenden Koordinaten von λ ausgehend und in Anlehnung an Paxinos et al. 

(1985) wurden verwendet: frontale Inzision: AP, +1,2 mm; L, +3,1-6,1 mm; V, bis auf Tiefe 

des Craniums; sagittale Inzision: AP, +1,2 zu +4,2 mm; L, 6,1 mm; V, bis auf Tiefe des 

Craniums. Die Tiere überlebten für 4, 10, 20, 30 und 80 Tage (+- 0,5 d, drei Tiere je 

Läsionsstadium, ein Tier aus jedem Läsions- und Kontrollstadium für eine experimentelle 

Versuchsanordnung), wurden tief anästhesiert (s. o.) und dekapitiert. Nach Entfernen der 

Kutis vom Schädeldach wurde die Ossa parietalis vom Foramen magnum aus mit einer Luer-

Zange entfernt und das freiliegende Hirn in +4°C gekühlten sterilen PBS aufgenommen. Die 

Hippocampi wurden unter visueller Kontrolle eines Binokulars entnommen. Für postnatale 

hippocampale Membranen wurden 10 P0 Tiere je experimentellem Ansatz verwendet. 

Hippocampi von adulten nichtoperierten Ratten mit identischen Körpergewicht dienten als 

Kontrollen.  

 

3.2 Methodologische Überlegungen 

Um den Erfolg der stereotaktischen Läsion, also die Diskonnektion des Hippocampus vom 

entorhinalen Cortex zu überprüfen, wurden die Hirne mit einem Tissue Chopper (Bachofen, 

Reutlingen, Germany) geschnitten und der Operationseingriff makroskopisch verifiziert. Von 

jedem Hirn wurden je zwei Schnitte weiter histochemisch analysiert. Die frühen 

Läsionsstadien (1 - 10 Tage nach Läsion (dal)) wurden mit Fluoro-Jade (FJ) gefärbt (siehe 

3.2.1). Dieser Farbstoff stellt spezifisch degenerierende Neurone und deren Fortsätze dar und 

ist im Vergleich zu Silberfärbemethoden für die Routine praktikabel. Die späteren 

Läsionsstadien (20 dal - 80 dal) wurden mit Hilfe der Acetylcholin-Esterase (AChE) Methode 

gefärbt (siehe 3.2.1) und dienen zur Darstellung von AChE-positiven Fasern, die nach ECL in 
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den deafferenzierten Schichten auftauchen und als reaktives Sprouting von 

septohippocampalen cholinergen Fasern interpretiert werden (Deller & Frotscher, 1997).  

 

3.2.1 Fluoro-Jade (FJ) Färbung und AChE-Histochemie 

Für die Fluoro-Jade Färbung (Histo-Chem, USA) und AChE-Histochemie wurden 

Hirnschnitte auf Gelantine beschichteten Objektträgern aufgezogen und luftgetrocknet. Zur FJ 

Färbung wurden die Hirnschnitte für 3 min in 100% Ethanol eingetaucht, und rehydriert über 

75% Ethanol und doppelt destilliertem Wasser für je 1 min. Die Schnitte wurden dann in 

frisch angesetzter 0,06% Natriumpermanganat Lösung für 15 min inkubiert. Anschliessend 

folgte das Waschen in doppelt destilliertem Wasser für 1 min und die Inkubation in 0,001% 

FJ Lösung in 0,1% Eisessig für 30 min. Nach der Färbung wurden die Schnitte in doppelt 

destillierten Wasser gewaschen, luftgetrocknet und mit Entellan eingedeckelt (Merck, 

Germany).  

Für den Nachweis der Acetylcholinesterase (AChE) wurde ein modifiziertes Karnovsky-

Roots Protokoll angewandt (Mesulam et al., 1987). Aufgezogene und luftgetrocknete Schnitte 

wurden für 2 x 4 min in einem 0,1 M Maleatpuffer inkubiert und anschliessend für 2 hr in 

folgender Arbeitslösung entwickelt: 0,1 M Maleatpuffer mit Kupfersulfat, 

Kaliumhexazyanoferrat, Natriumcitrat und Acetylthiocholine-Jodid. Die Schnitte wurden 

dann in einem 0,1 M Tris-Puffer gespült und  für 3 min in einer 0,7% DAB Lösung unter 

Sicht entwickelt. Anschliessend wurden die Schnitte gewaschen in 0,1 M Phosphatpuffer und 

eingedeckelt. 

 

3.3 Präparation der Explantate  

In allen Streifen– und Auswachsassays wurden entorhinale Cortices aus E19-P0 Wistar Ratten 

entnommen. Ratten wurden durch Dekapitation getötet, die Gehirne entnommen und in 

eiskaltem PBS gewaschen. Die Meningen wurden entfernt und horizontale 300 - 400 µm 

dicke Schnitte wurden mit einem Vibratom (Series 1000. Tech. Products Inter., USA) 

angefertigt. Der entorhinale Cortex wurde aus den Hirnschnitten unter einer binoculären 

Optik bei 40-facher Vergrösserung microdisseziert und bis zur Kultivierung in Suspension bei 

+37°C und 5,5 % CO2 bei 100 % luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Kulturmedium (pH 7,4) 

bestand aus: Hank’s balanced salt solution, normal horse serum 12,5 % (Gibco, Germany), 2 

mM Glutamin, 2,5 mg/ml Glucose (Braun, Germany). 
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3.4 Membran– und Myelinpräparation  

Hippocampi wurden von E16, P0, P5, P10, P15, P30 und adulten Wistar Rattenhirnen und 

Cerebelli von P0 Ratten entnommen. Aus zwei Falcon Kulturflaschen (je 75 cm²) mit 

konfluent ausgewachsenen NIH 3T3 Zellen (ATCC Nr.: CRL-1658), die stabil Ephrin-A3, 

Ephrin-A5 oder mock-transfiziert sind (Genbank acc. NM004952 (ephrin-A3, H-LERK3), 

NM001962 (ephrin-A5, H-LERK7) Coding frame kloniert in pcDNA 3.1, unter 

www.ncbi.nlm.nih.gov, www.tigr.org), wurden die Zellen mit einem Zellkratzer gelöst und 

im Homogenisierungspuffer zur weiteren Membranpräparation aufgenommen. Membranen 

wurden in Anlehnung an Walter et al. (1987) präpariert. Alle verwendeten Lösungen waren 

steril, auf +4°C gekühlt und hatten einen pH von 7,4. Der Homogenisierungspuffer war 

folgendermassen zusammengesetzt: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 15 mM CaCl2, 1 mM 

Spermidin (von Serva, Germany), Proteaseinhibitor Cocktail aus Aprotinin 500 µg/ml; 

Pepstatin 300 µg/ml; Leupeptin 750 µg/ml; (von Sigma, Germany). Das Gewebe wurde im 

Homogenisierungspuffer aufgenommen und erst mit einer dünnen Pipettenspitze und im 

Anschluss mit einer 27-Gauge Nadel luftblasenfrei homogenisiert. Das Homogenat wurde auf 

einem Stufengradienten aus 50 % und 5 % Sucrose pipettiert und für 20 min bei 50 000 g 

(+4°C) in einem SW 50 L Swingout Rotor (Beckmann, Germany) ultrazentrifugiert. 

Cytoplasmatische und mitochondriale Membranfraktionen bildeten eine dichte Interphase 

zwischen der 50 % und 5 % Sucrosephase, während die Nuclei pelletierten und das 

Cytoplasma in der 5%igen Sucrosephase gelöst war. Die Membranfraktion wurde mit einer 

Spritze aufgenommen und in PBS gewaschen (Eppendorf Zentrifuge). Die Konzentration 

jeder Membranfraktion wurde in Trispuffer (1,5 mM CaCl2; Proteaseinhibitor Cocktail wie 

oben beschrieben) auf eine optische Densität von 0,4 bei λ = 220 nm eingestellt (Pharmacia 

Ultraspect 2000, Germany). Bei einer optischen Densität von 0,4 lag der Proteingehalt der 

Membranfraktion bei 100-200 µg/ml (bestimmt mit dem Bicinchoninic acid protein Assay mit 

bovinen Serumalbumin als Standard, in Anlehnung an Simpson & Sonne, 1982). Myelin 

wurde von anderen Membranen durch Ultrazentrifugation (75 000 g für 10 min) in einem 

Stufengradienten mit 25 %, 15 % und 5 % Sucrose getrennt (Colman et al., 1982). Myelin 

wurde aus der Interphase zwischen der 5 % und 15 % Sucrosephase gewonnen, während die 

myelin-freie Cytoplasmamembranfraktion aus der Interphase zwischen der 15 % und 25 % 

Sucrosephase gewonnen wurde. 

Für die phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) Behandlung wurden die 

Membranfraktionen nach der optischen Densitätsbestimmung bei 37°C für eine Stunde mit 
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PI-PLC (1U/ml; ICN, Germany) inkubiert. Zur Kontrolle der enzymatischen Aktivität wurden 

Ephrin-A3 angereichte Membranen behandelt und im anschliessenden Streifenassay getestet.  

3.5 Streifenassay, Längenauswachsassay und Explantatkultivierung  

Membranstreifen wurden in Anlehnung an Walter et al. (1987) mit einer Apparatur von Dr. F. 

Bonhoeffer angefertigt.  

Die Membranstreifen-beschichteten Nuclepore Filter (0,4 µm Poren) wurden dann unter 

Fluoreszenzsicht beurteilt und nur diejenigen Filter, die ein reguläres Membranmuster 

aufwiesen, indiziert durch die Verteilung der fluoreszierenden Kugeln, wurden weiter 

verwendet. 

Die membranbeschichteten Nuclepore Filter wurden dann in sterile Inserts (Millicell-CM, 

Millipore, Germany) mit 1,5 ml Kulturmedium überführt (DMEM/F12 mit 2 mM Glutamin, 

0,6 % Glucose, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 12 % fötales Kälberserum). In 

den Neutralisierungsexperimenten wurden die beschichteten Nuclepore Filter mit den 

monoklonalen Antikörper IN-1 (Hybridoma Überstand, 15 - 30 µg/ml, Caroni & Schwab, 

1988b) oder einem Kontrollantikörper (Antiratten IgG, 20 µg/ml, Sigma, Germany) für 30 

min bei 37°C inkubiert und anschliessend in PBS gewaschen. Die Explantate sind noch am 

gleichen Tag mit einer Pipette unter Schonung des Nuclepore Filter auf die Membranen 

gebracht worden. Die Kulturen wurden in einem begasten (5,5 % CO2) und humifizierten 

Inkubator (Nuare US Autoflow, Zapf Instrumets, Germany) für max. 4 Tage gehalten. Für den 

ersten Tag der Kultivierung wurde 8 µM Cytosinarabinosoid dem Kulturmedium zugesetzt, 

um die Proliferation und das Auswachsen von nicht-neuronalen Zellen zu inhibieren. 

 

3.6 Analyse des Streifen- und Auswachsassays 

Neuriten wurden mit Hilfe des fluoreszierenden vitalen Farbstoff 5,6-carboxyfluorescein 

diacetate succinmidyl Ester (Molecular Probes, Netherland) visualisiert. Da dieser Farbstoff 

nicht zwischen neuronalen und glialen Strukturen diskriminiert, wurde in weiteren 

Experimenten die Nuclepore Filter immunocytochemisch mit einem monoklonalen 

Antikörper gegen das 160-kDa grosse Neurofilament (Boehringer, Germany) dargestellt. 

Nach zweistündiger Fixierung mit 4% PFA wurde zur selektiven Darstellung von Axonen der 

MAP-1 Antikörper verwendet (Sigma, M 4278) und in einer Konzentration von 5 µg/ml (für 

Anti-Neurofilament) bzw. 2 µg/ml (für Anti-MAP-1) für 12 Stunden bei +4°C inkubiert. Der 

sekundäre, biotinylierte Antikörper (Vector, USA) wurde für 4 Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert und im ABC/DAB Verfahren entwickelt, dann auf Objektträgern über eine 70 %, 80 
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%, 90 %, 98 % und 100 % Ethanolreihe dehydriert und mit Immu-Mount (Shandon, USA) 

eingedeckelt. 

Im Streifenassay wurde die Analyse als Blindexperiment mit zwei unabhängigen Beobachtern 

durchgeführt, und das Auswahlverhalten wurde mit einem Drei-Klassen System nach Bähr & 

Wizenmann (1996) semiquantitativ ausgewertet. Für die statistische Auswertung wurde das 

Neuritenwachstum der Explantate, die auf P0 bzw. lädierten hippocampalen Membranen 

wuchsen, verglichen mit der Anzahl der Explantate, die keine Auswachspräferenz oder eine 

Präferenz für die jeweilige Kontrollmembran zeigten. Im Statview II Programm (Abacus, 

USA) wurden die Daten transferiert und mit dem chi-Quadrat Test auf statistische 

Unterschiede analysiert. 

Im Längenauswachsassay wurde die Neuritenlänge als die Distanz zwischen der 

Explantatfront und dem Wachstumskolben des Axons bestimmt. Statistische Unterschiede 

zwischen den einzelnen Membranstreifen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney U-Test 

ermittelt. 

 

3.7 Immunohistochemische Nachweisverfahren zur Darstellung von Myelin  

Um maturations-abhängige Unterschiede in der Expression von basischem Myelinprotein 

(MBP) und Myelin-assoziiertem Glycoprotein (MAG, beide von Boehringer Mannheim, 

Germany) zu erfassen, wurden Wistar Ratten unterschiedlicher postnataler Zeitstadien 

verwendet (P0, P10, P15, P30, P60). Die Tiere wurden tief anästhesiert (siehe unter 3.1) und 

transkardial mit 10-50 ml PBS langsam perfundiert, gefolgt von 80-200 ml PFA (4 %, mit 15 

% Pikrinsäure). Perfundierte Hirne wurden aus der Kalotte freipräpariert und über Nacht bei 

+4°C im gleichen Fixativ nachfixiert. Horizontale Schnitte von 80 µm Dicke wurden mit 

einem Vibratom (Series 1000, Technical Products Int., Inc.) geschnitten und in 0,1 M PBS 

aufgesammelt. Die Schnitte wurden mit 0,6 % H2O2 für 30 min inkubiert zur Inhibition der 

endogenen Peroxidase. Konsecutive Schnitte wurden alternativ mit Anti-MBP (1:500 

verdünnt in 0,1 M PBS mit 1 % NHS, 0,1 % NaN3 und 0,1 % Triton) und Anti-MAG (1:10 

verdünnt im selben Puffer) für 48 hr bei +4°C inkubiert. Nach fünfmaligen Waschen mit 0,1 

M PBS à 15 min folgte die Inkubation mit dem biotinylierten Anti-Maus IgG (Vector 

Laboratories, 1:250 verdünnt in 0,1 M PBS) für 2 hr bei Raumtemperatur. Nach fünfmaligen 

Waschen mit 0,1 M PBS à 15 min folgte die Inkubation mit dem Avidiv-Biotin 

Peroxidasekomplex im Dunkeln für 2 hr bei Raumtemperatur (Vectastain ABC Elite-Kit, 

1:500 verdünnt in 0,1 M PBS). Die Immunreaktivität wurde mit dem Chromogen 

Diaminobenzidin (DAB) visualisiert (0,07 % DAB mit 0,001 % H2O2 in 0,1 M PBS für 10 
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min). Anschließend wurden die Schnitte auf gelantinebeschichteten Objektträgern gezogen, 

dehydriert in Ethanol und mit Entellan (Merk) eingedeckelt. 

 

3.8 Verwendete Mikroskope und Bildgebungsverfahren 

Die Untersuchungen von in vivo, d.h. noch laufenden Experimenten wurde mit Hilfe des 

inversen Mikroskops Olympus IX 70, alle anderen Untersuchungen mit dem Zeiss Axioplan 

durchgeführt. Die Dokumentation erfolgte mittels der Sensicam (PCO, 12 bit cooled imaging) 

bzw. mit der Fotokamera MC100. Folgende Filtersätze wurden verwendet: U-MNIBA 

narrow-band für FITC Fluoreszenz, U-MWIG für TRITC Fluoreszenz. Digitale Bilder oder 

eingescannte Fotoabzüge wurden in CorelDraw zusammengefasst und beschriftet. Eine 

digitale Bildbearbeitung im Sinne von Verstärkung von Kontrast und/oder Intensität fand 

nicht statt.  
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4. ERGEBNISSE 

4.1 Streifenassay und repulsive Faktoren 

In initialen Experimenten zur Evaluation des Streifenassays wurden Membranpräparationen 

von stabil transfizierten NIH 3T3 Zellen, die Ephrin-A3 oder Ephrin-A5 exprimieren, 

verwendet. Ephrin-A3 und A5 sind bekannte axonale Leitmoleküle, die auf Axonen 

verschiedener Regionen repulsive Eigenschaften haben (Drescher et al., 1995; Gao et al., 

1996). Entorhinale Explantate wurden alternierende Membranstreifen von Laminin und 

Ephrin-A3 angeboten, und auswachsende Fasern mieden die Ephrin-A3 Membranstreifen und 

bevorzugten die Lamininstreifen (Abb. 4a). Im Unterschied dazu zeigten entorhinale Neuriten 

bei der Membrankombination zwischen Laminin und Ephrin-A5 sowie von Membranen von 

mock-transfizierten (mit leeren Vektor transfizierten) Zellen und Laminin keine Präferenz und 

wuchsen ungerichtet über beide Membranstreifen (Abb. 4b und 4c).  
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Abb.4: 
Zielgerichtetes Auswachsen auf Ephrin Membranlinien. In A sind alternierend angeordnet 
Membranen von Ephrin-A3  transfizierten NIH 3T3 Zellen (grüne Linien mit 1 markiert) und 
lamininbeschichteten Linien (schwarz). Entorhinale Axone meiden Ephrin-A3 Membranen und 
präferieren die laminin-beschichteten Linien. Dieses axonale Auswachsverhalten ist spezifisch für 
Ephrin-A3, da das axonale Auswachsen sowohl auf Membranen von mock-transfizierten Zellen (B) 
als auch auf Ephrin-A5 transfizierten Zellen (C) zufällig ist und keine Präferenz zeigt. Maßstab 100 
µm. 
 

 

4.2 Das Auswachsen entorhinaler Axone ist abhängig vom Zielgebiet 

Um die Spezifität entorhinalen Auswachsens im Streifenassay zu testen, wurden 

Streifenassays mit Membranen von postnatalen Hippocampi und des Cerebellums, also von 

einer Hirnregion, in die der entorhinale Cortex in vivo nicht projiziert, durchgeführt. 

Entorhinale Neuriten zeigten eine klare Auswachspräferenz für Membranen ihrer in vivo 
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Zielregion (Abb. 5a). Als eine weitere Kontrolle zum Testen der Auswachsspezifität wurde 

das Auswahlverhalten von Neuriten untersucht, die in vivo nicht zum Hippocampus 

projizieren. Auswachsende Axone von Motorcortex-Explantaten zeigten keine 

Auswachspräferenz zwischen hippocampalen und cerebellären Membranen und kreuzten 

beide Membranstreifen frei (Abb. 5b). 
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Abb. 5: 
Zielgerichtetes Auswachsverhalten entorhinaler Axone auf hippocampalen Membranen. In A ist 
ein entorhinales Explantat auf alternierenden Membranen von postnatalen Hippocampi (H) und 
Cerebellum (C) kultiviert. Entorhinale Axone zeigen eine deutliche Präferenz für ihr natürliches 
Zielgebiet, den Hippocampus, und meiden Membranen von Cerebellum. In B wurde auf der gleichen 
Membrananordnung ein Explantat vom Motorcortex kultiviert. Corticale Axone zeigen keine 
Präferenz und kreuzen beide Membranlinien frei. C ist eine Vergrösserung aus A. Die Pfeile zeigen 
auf die axonale Endauftreibung, den sogenannten Wachstumskolben. Maßstab in A 90 µm, in C 100 
µm. 
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Verteilung von axonalen Auswahlverhalten für postnatale hippocampale 
Membranen 

 Kategorie des axonalen Auswahlverhaltens 
Entwick-

lungsstadien 
im Vergleich 

Nicht 
Klassi 
fiziert 

Präferenz 
für 

alternative 
Mem-
branen 

Keine 
Präferenz/ 
zufälliges 

Auswachsen 

Leichte 
Präferenz für 

postnatale 
Membranen 

Klare Präferenz 
für postnatale 
Membranen 

n Signifi-
kanz 
des 

Auswahl-
verhaltens

P0 vs E16 2 2 33 3 0 40 n.s. 
P0 vs P5 1 2 14 3 0 20 n.s. 
P0 vs P10 2 0 14 5 1 22 p=0.05 
P0 vs P15 5 0 4 5 9 23 p=0.05 
P0 vs P30 1 0 2 3 8 14 p=0.05 
P0 vs A 2  7 5 26 40 p=0.05 

 

Tab.3: 
Zielgerichtetes axonales Auswachsen von entorhinalen Explantaten. In diesem Streifenassay Setup 
wurde das axonale Auswachsverhalten auf hippocampalen Membranen verschiedener 
Entwicklungsstadien getestet. E16, embryonal Tag 16; P, postnatal Tag 0, 5, 10, 15, 30; A, adult; n.s., 
nicht signifikant (chi-Quadrat Test). 
 

 

4.3 Das Auswachsen entorhinaler Axone ist abhängig von der Maturation seines 

Zielgebiets, des Hippocampus 

Um die Auswachspräferenz von entorhinalen Neuriten auf hippocampalen Membranen aus 

Zeitstadien vor, während und nach der Etablierung entorhino-hippocampaler Verbindung in 

vivo zu testen, wurden entorhinale Explantate von P0 Ratten auf hippocampalen Membranen 

von frühembryonalen (E16), postnatal Tag 5, 10, 15, 30 und adulten Ratten kultiviert (Abb. 6, 

in Tab. 3 zusammengefasst).  

Auswachsende Neuriten von entorhinalen Explantaten präferierten Membranen von P0 versus 

E16 Hippocampi, ein Zeitpunkt, wo noch keine entorhinale Fasern in den Hippocampus 

ziehen (n = 40). In der Kombination P0 versus P5 hippocampaler Membranen zeigten 

entorhinale Neuriten keine Präferenz und kreuzten die Membranstreifen frei (n = 20). Auch in 

der Situation P0 versus P10 zeigten entorhinale Axone ein zufälliges Auswachsmuster (n = 

22). Eine erneute Präferenz für frühpostnatale hippocampale Membranen wurde erst wieder in 

der Kombination P0 versus P15 beobachtet (n = 23). In weiteren Streifenassay Experimenten, 

in denen frühpostnatale Membranen in Kombination mit hippocampalen Membranen aus 

älteren Tieren von postnatal Tag 30 (n = 14) bis adult (n = 40) verglichen wurden, zeigten 

entorhinale Axone eine klare Präferenz für frühpostnatale hippocampale Membranen. Diese 
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Resultate indizieren, dass das Auswachsverhalten entorhinaler Axone abhängig ist vom 

Maturationsstadium des hippocampalen Zielgebiets.  
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Abb. 6:  

Zielgerichtetes axonales Auswachsen auf hippocampalen Membranen verschiedener 
Entwicklungsstadien. Entorhinale Explantate wurden auf alternierenden Membranen von 
Hippocampi verschiedener Entwicklungstadien kultiviert und Axone mittels MAP-1 
Immunhistochemie dargestellt. Im Vergleich E16 versus P0 zeigen entorhinale Axone eine 
Auswachspräferenz für postnatale Hippocampus-Membranen (A). In B, C und D zeigen entorhinale 
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Axone keine Auswachspräferenz und kreuzen die alternierenden Membranlinien ungerichtet. 
Entorhinale Explantate, die auf Membranen von postnatalen (P0) und adulten (A) Hippocampi 
kultiviert wurden, zeigen wieder zielgerichtetes Auswachsen und präferieren die frühpostnatalen 
Hippocampusmembranen (E). Maßstab 110 µm. 
 

 

Um das maturations-abhängige Auswachsverhalten entorhinaler Axone mit dem 

Myelinisierungsprozess zu korrelieren, wurden Hippocampi verschiedener 

Entwicklungsstadien auf die Expression von zwei myelin-spezifische Proteine (MBP und 

MAG) immunhistochemisch untersucht. Die Myelinmarker MBP und MAG sind 

Hauptkomponenten des Myelins im ZNS (Smith, 1992). MBP und MAG immunpositive 

Strukturen fanden sich in den Strata radiatum und lacunosum-moleculare des Hippocampus 

und in den Molekularschichten des Gyrus dentatus von P15 an. Die Immunreaktivität war 

maximal ab P60 (Abb. 7). 

 

4.4 Myelin hat einen starken inhibitorischen Effekt auf die axonale Auswachslänge 

Um die Auswachslängen von entorhinalen Axonen auf Myelin und hippocampalen 

Zellmembranen von verschiedenen Entwicklungsstadien zu quantifizieren, wurden 

entorhinale Explantate auf Nuclepore Filter mit nur einzelnen Membranstreifen kultiviert, die 

alternierend mit einem substratfreien Zwischenraum angeordnet waren (siehe hierzu auch 

2.3). Das Längenwachstum entorhinaler Axone auf Membranen adulter Hippocampi war 

gering, während auf frühpostnatalen hippocampalen Membranen entorhinale Neuriten weitaus 

länger auswuchsen (Abb. 8, 9). Auf Membranen adulter Hippocampi, denen durch 

physikalische Separation der Myelinanteil entfernt wurde, war das Längenwachstum 

entorhinaler Neuriten dreimal länger im Vergleich zu adulten hippocampalen Membranen, 

während die Auswachslängen entorhinaler Axone auf adulten hippocampalen Membranen, 

die mit dem Antikörper IN-1 präinkubiert wurden, zwischen den beiden Messungen lag (Abb. 

8 C, 9 A). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Nogo-A (der vom Antikörper IN-1 

neutralisiert wird) nicht der einzige wachstumsinhibitorische Faktor des Myelins ist 

(McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay et al., 1994; Lozano et al., 1995¸Chen et al., 2000). 

In Experimenten, in denen ein Kontrollantikörper verwendet wurde, der keine Spezifität für 

Myelinproteine hat, konnte kein Effekt auf das axonale Längenwachstum beobachtet werden 

(Abb. 9 B). Myelin selbst zeigte einen starken wachstumsinhibitorischen Effekt auf 

auswachsende Axone. Entorhinale Axone wuchsen nur spärlich auf Myelin. Das zentrale 

Myelin verlor stark am auswachsinhibitorischen Effekt, wenn es mit IN-1 präinkubiert wurde, 
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und entorhinale Fasern wuchsen siebenmal länger als auf unbehandelten Myelinpräparationen 

(Abb. 8 E, F; 9 B). 

 

 

Abb. 7: 

Immunohistochemischer Nachweis von Myelin Basic Protein (MBP) im Hippocampus der Ratte. 
D-F sind Vergrösserungen aus A-C. Pfeile zeigen auf die hippocampale Fissur. Bei postnatal Tag 10 
(P 10) und jünger ist keine MBP Immunreaktivität detektierbar (A, D). Ein schwaches immunreaktives 
Signal ist bei P15 im Stratum lacunosum-moleculare und im infragranulären Hilus sichtbar (B, E). Im 
adulten Hippocampus (P 60 und älter) ist ein starkes immunpositives Signal im Stratum lacunosum-
moleculare, in der Molekularschicht des Gyrus dentatus (DG) und in der infragranulären Hilusregion 
detektierbar (C, F). 
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Abb. 8: 

Auswachsassay von entorhinalen Explantaten auf myelinisierten Membranfraktionen. 
Axonwachstum auf adulten (A) und postnatalen (B) Hippocampusmembranen. In C und F wurden die 
Membranfraktionen mit den IN-1 Antikörper vorinkubiert, in D wurde Myelin aus der Hippocampus-
Membranfraktion physikalisch entfernt. 
 

 

 



Axonale Zielfindung im Hippocampus   39

 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000
D

ur
ch

sc
hn

itt
lic

he
 N

eu
rit

en
lä

ng
e

A HI

A HI +IgG

A HI + IN
-1

A HI w
/o M

P0 HI

*

n=26

n=10

*
n=12

n=17

*
n=15

*
n=15

A HI w
/o M+IN-1

A

M BS

n=10

M BS + IN-1

*
n=10

M HI+ IN-1

*
n=10

M HI

n=13

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

D
ur

ch
sc

hn
itt

lic
he

 N
eu

rit
en

lä
ng

e
M +IgG

n=8

1000B

Abb. 9: 

Axonales Längenwachstum auf unterschiedlichen Membranfraktionen. In A sind die 
Auswachstests mit Membranen aus dem Hippocampus, in B mit unterschiedlichen Myelinfraktionen 
zusammengefasst. Die mit einem Stern (*) markierten Säulen zeigen einen signifikanten Unterschied 
im Vergleich zu adulten Hippocampus-Membranen (A) oder zu Myelin aus Hirnstammgewebe (M 
BS) (Mann-Whitney U-Test, p ≤ 0,001). n = Anzahl der Explantate. 
 

 

4.5 Myelin beeinflusst nicht das axonale Auswahlverhalten 

Um der Hypothese experimentell nachzugehen, dass adulte hippocampale Membranen ein 

weniger attraktives Substrat darstellen wegen der auswachsinhibitorischen Effekte des 

Myelins, wurden Streifenassays mit angereicherten Myelin und P0 hippocampalen 

Membranen durchgeführt (Tab. 4). Entorhinale Axone zeigten eine klare Präferenz für P0 

hippocampale Membranen über Membranen aus gereinigten Myelinfraktionen (n = 11). 

Dieses Auswachsverhalten bestand auch, wenn die Myelinpräparation mit dem Antikörper 

IN-1 präinkubiert wurde (n = 12, Tab. 4). In Streifenassay Experimenten mit P0 und adulten 

hippocampalen Membranen, die mit dem Antikörper IN-1 präinkubiert wurden, zeigten 

entorhinale Axone weiterhin eine klare Auswachspräferenz für Membranen von 

frühpostnatalen Hippocampi (n= 37, Abb. 10). Unter der Annahme, dass IN-1 nicht alle 

auswachsinhibitorischen Faktoren des Myelins neutralisiert, wurden entorhinale Explantate 

auf alternierenden Streifen von frühpostnatalen und adulten, myelinfreien hippocampalen 
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Membranen kultiviert. Entorhinale Axone zeigten weiterhin eine eindeutige Präferenz für 

frühpostnatale hippocampale Membranen (Tab. 4). Obgleich viele Arbeitsgruppen gezeigt 

haben, dass junges postnatales Hirngewebe wesentlich stärker das Auswachsen von Neuriten 

fördert als adultes, ein Phänomen, das der Myelinisierung zugeschrieben wurde, zeigten 

entorhinale Axone eine Auswachspräferenz für postnatale hippocampale Membranen über 

adulten hippocampalen Membranen, unabhängig von der Präsenz von Myelin. 

 
Verteilung von axonalen Auswahlverhalten für postnatale hippocampale Membranen 

 Kategorie des axonalen Auswahlverhaltens 
 Nicht 

klassifi-
ziert 

Keine 
Präferen/ 
zufälliges 

Auswachsen 

Präferenz  
für 

myelinhaltige 
Membranen 

Leichte 
Präferenz für 

postnatale 
Membranen 

Klare 
Präferenz 

für 
postnatale 

Membranen 

n Signifikanz 
des 

Auswahl-
verhaltens 

P0vs.M 0 2 0 1 8 11 p=0.05 
P0vs.M 

IN-1 treated 
1 1 0 2 8 12 p=0.05 

P0vs.A 
IN-1 treated 

6 8 5 16 2 37 p=0.05 

P0vs.A 
w/oM 

3 4 0 13 1 21 p=0.05 

 
Tab.4: 
Myelin und zielgerichtetes axonales Auswachsen. Entorhinale Explantate wurden auf alternierenden 
Membranlinien von frühpostnatalen und adulten Hippocampi sowie auf Myelin kultiviert und deren 
zielgerichtetes Auswachsen nach den Kriterien von Bähr & Wizenmann (1996) ausgewertet (chi-
Quadrat Test).  
 

 

4.6 Der Einfluss von Membranen deafferenzierter Hippocampi auf das gerichtete 

axonale Auswachsen 

Regulieren membran-assoziierte Faktoren nach Deafferenzierung in den betroffenen 

Regionen das Einwachsen aussprossender Fasern? Um dieser Frage nachzugehen, wurden 

Streifenassay Experimente mit Membranen von adulten, nichtlädierten und deafferenzierten 

Hippocampi durchgeführt. In Experimenten mit Membranstreifen von vier Tagen nach 

entorhinaler Cortex Läsion (ECL) entnommenen Hippocampi, ein Zeitstadium in dem 

Degenerationsprozesse und gliale Reaktionen überwiegen, und Hippocampi von adulten 

Kontrolltieren, zeigten entorhinale Explantate ein zufälliges Auswachsen ohne Präferenz für 

einen der beiden Membranstreifen (Tabl. 5, Abb. 11). In einem nächsten Schritt wurden 

hippocampale Membranen aus einem Läsionsstadium, in dem Sproutingprozesse überwiegen, 

im Streifenassay mit adulten Hippocampusmembranen verglichen.  
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Abb. 10: 

Axonales Auswachsverhalten auf alternierenden Membranen von adulten Hippocampi. Die mit 
A* markierten Linien sind myelinfreie adulte Hippocampusmembranen. Entorhinale Axone zeigen 
keine Präferenz und kreuzen die alternierenden Linien ungerichtet. Maßstab 135 µm.  
 

 

In der Membrankombination adulter Hippocampus versus Hippocampus 10 dal zeigte sich 

eine Auswachspräferenz von entorhinalen Axonen für Membranen aus dem deafferenzierten 

Hippocampus (Tabl. 5, Abb. 11 C). Diese Auswachspräferenz für Membranen von lädierten 

Tieren war in weiteren Läsionsstadien, 20 dal, 30 dal und 80 dal, nicht detektierbar im 

Vergleich zu Membranen von adulten nichtlädierten Tieren (Abb. 11 C, D, E, 

zusammengefasst in F). 

 

4.7 Auswachslängen entorhinaler Axone auf Membranen  

deafferenzierter Hippocampi 

Um den Einfluss von Membranen deafferenzierter Hippocampi auf das axonale 

Längenwachstum zu analysieren, wurde der Längenauswachstest angewandt. Entorhinale 

Explantate wurden auf Nuclepore Filtern mit Membranstreifen kultiviert, die alternierend mit 

einem substratfreien Zwischenraum angeordnet waren. Auf adulten hippocampalen 

Membranen wuchsen entorhinale Axone nur spärlich (Abb. 12 A, 13). Auswachslängen 

entorhinaler Neuriten stiegen über postläsionale Stadien von 4 dal (Abb. 12 B, 13), bis zu  
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Abb. 11: 
Axonales Auswachsverhalten auf hippocampalen Membranen verschiedener Läsionsstadien. 
Entorhinale Explantate wurden auf alternierenden Membranen von Hippocampi verschiedener 
Läsionsstadien kultiviert und Axone mittels MAP-1 Immunhistochemie dargestellt. Membranen von 
adulten nichtlädierten Hippocampi sind mit *, die verschiedenen Läsionsstadien mit Zahlen in Tagen 
nach Läsion (dal) markiert. Entorhinale Axone zeigen in der Kombination adult versus 10 dal eine 
Auswachspräferenz für die deafferenzierten Hippocampusmembranen (B). In A, C, D und E zeigen 
entorhinale Axone keine Auswachspräferenz und kreuzen die alternierenden Membranlinien frei. In F 
sind die Daten graphisch zusammengefasst. Die mit einem Stern (*) markierte Säule zeigt einen 
signifikanten Unterschied im Vergleich zu adulten Kontrollmembranen (chi-Quadrat Test, p ≤ 0,05). 
Maßstab 150 µm. 
 

 

einem statistisch signifikanten Maximum bei Membranen von Hippocampi 10 dal (Abb. 12C, 

13). Das verstärkte Längenwachstum entorhinaler Axone auf deafferenzierten hippocampalen 
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Membranen war signifikant bei 20 dal (Abb. 12 D) und 30 dal (Abb. 12 E). Entorhinale 

Explantate, die auf Membranen von deafferenzierten Hippocampi 80 dal kultiviert wurden,  

zeigten keine signifikanten Unterschiede ihrer Auswachslänge im Vergleich zu nichtlädierten, 

adulten hippocampalen Membranen (Abb. 12 F, Abb. 13). 

 

 

Abb. 12: 

Axonales Längenwachstum auf Membranfraktionen verschiedener Läsionsstadien. Entorhinale 
Explantate wurden kultiviert auf Hippocampusmembranen von adulten Kontrolltieren (A), 4 (B), 10 
(C), 20 (D), 30 (E) und 80 (F) Tage nach Läsion (dal). Maßstab 200 µm. 
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Abb. 13: 

Axonales Längenwachstum entorhinaler Explantate auf Hippocampus-Membranen 
verschiedener Läsionsstadien. Das Säulendiagramm fasst die mittleren axonalen Auswachslängen 
aus dem Auswachslängenassay zusammen. Die mit einem Stern (*) markierten Säulen zeigen einen 
signifikanten Unterschied im Vergleich zu adulten Hippocampusmembranen (Mann-Whitney U-Test, 
p ≤ 0,001). n = Anzahl der Explantate. 
 

 

4.8 Phospholipase Behandlung von Membranen adulten Hippocampi fördert das 

axonale Längenwachstum 

PI-PLC Behandlung von adulten hippocampalen Membranen verstärkte die Auswachslängen 

entorhinaler Axone im Vergleich zu adulten unbehandelten Membranen um den Faktor vier 

(Abb. 14). Bei der PI-PLC Behandlung von hippocampalen Membranen 10 dal konnte keine 

weitere Steigerung axonalen Wachstums induziert werden, und entorhinale Axone wuchsen 

auf den PI-PLC behandelten Membranen in einer vergleichbaren Länge aus, wie auf den 

unbehandelten Membranen 10 dal (Abb. 14). Im Streifenassay wurden entorhinale Explantate 

mit Streifen von adulten Hippocampusmembranen PI-PLC enzymatisch verdauten und mit 

Hippocampusmembranen 10 dal konfrontiert. Die PI-PLC Behandlung war nicht ausreichend, 

das gerichtete axonale Auswahlverhalten zu beeinflussen und entorhinale Neuriten 

bevorzugten weiterhin hippocampale Membranen 10 Tage nach Läsion (Abb. 15).  
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Abb. 14: 
Axonales Längenwachstum mit vorbehandelten adulten Hippocampusmembranen. Entorhinale 
Axone wurden auf Membranen aus dem adulten Hippocampus (A), aus dem Hippocampus 10 Tage 
nach Läsion (10 dal), und auf Membranen, die mit Phoshatidylinositol-spezifischer Phospholipase (PI-
PLC) vorbehandelt wurden. Die mit einem Stern (*) markierten Säulen zeigen einen signifikanten 
Unterschied im Vergleich zu den Auswachslängen auf adulten Hippocampusmembranen (Mann-
Whitney U-Test, p ≤ 0,001). n = Anzahl der Explantate. 
 

 

4.9 Entorhinale Axone zeigen keine Präferenz zwischen postnatalen und adulten 

hippocampalen Membranen 10 Tage nach Läsion 

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass entorhinale Axone zwischen 

Membranen, die während der Periode, in der der Tractus perforans in den Hippocampus zieht, 

(E19-P10) und adulten Hippocampusmembranen (≥ P60) klar die erste bevorzugt. Diese 

Auswachspräferenz blieb auch weiterhin für P0 Membranen bestehen, wenn Myelin aus den 

adulten Membranen separiert wurde. In folgenden Experimenten wurde nun das 

Auswachsverhalten entorhinaler Neuriten analysiert, die zwischen Membranen von P0 und 10 

dal Hippocampi diskrimieren konnten. In dieser Membrankombination zeigte sich keine 
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Präferenz für eine der Membranstreifen und die Axone kreuzten die Membranstreifen frei 

(Abb. 15). 

 

 

Abb. 15: 

Zielgerichtetes axonales Auswachsverhalten 10 Tage nach Läsion. A Explantate vom entorhinalen 
Cortex wurden auf alternierenden Membranen von P0 Hippocampi und deafferentierten Hippocampi 
10 Tage nach Läsion kultiviert und zeigten keine Auswachspräferenz. In B ist ein entorhinales 
Explantat auf alternierenden Membranen von Hippocampi frühpostnataler (P0) sowie adulter (A) Tiere 
kultiviert und zeigt eine deutliche Auswachspräferenz für die P0 Membranen. Maßstab 150 µm.  
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5. Diskussion 

5.1 Synopsis 

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zeigten, dass axonales Auswachsen 

entorhinaler Explantate zielgewebsspezifisch ist und durch membran-assoziierte Moleküle 

vermittelt wird. Experimente mit Membranen von Hippocampi unterschiedlicher 

Entwicklungsstadien ergaben, dass entorhinales Auswachsverhalten abhängig ist von der 

Maturation und weiter, dass die im Hippocampus vorliegenden Faktoren zu einem 

bestimmten Zeitpunkt transient vorhanden sind, nämlich während des in vivo Zeitpunkts der 

Terminierung entorhinaler Fasern in den Hippocampus und danach entweder nicht mehr 

exprimiert werden oder maskiert vorliegen. Im nächsten Schritt wurden die membran-

assozierten Faktoren nach einer Deafferenzierung im Hippocampus untersucht. Dabei stellte 

sich heraus, dass tatsächlich Membranen von deafferenzierten Hippocampi axonales 

Längenwachstum im Vergleich zu adulten nichtlädierten Hippocampi steigerten und auch das 

zielgerichtete axonale Auswachsverhalten positiv beeinflusste. In weiteren Experimenten 

wurde evident, dass es sich um attraktive Faktoren handelt, die das Auswahlverhalten 

entorhinaler Axone leiten.  

 

5.2 Membran-assoziierte Moleküle während der Entwicklung 

Die präsentierten Experimente wurden durchgeführt, um zu klären, ob zielgerichtetes 

Auswachsen entorhinaler Axone abhängig ist von der Präsenz von Ziel- und 

maturationsabhängigen membran-assoziierten Molekülen, die während der entorhino-

hippocampalen Entwicklung in einem räumlich-zeitlichen Kontext vorliegen. Während der 

Entwicklung des entorhino-hippocampalen Systems überqueren entorhinale Axone das 

Subiculum via Tractus perforans und invadieren ihr spezifisches Zielgebiet in einem zeitlich 

geordneten Prozess (Snyder et al., 1991; Del Rio et al., 1997; Skutella et al., 1999; Skutella & 

Nitsch, 2001). In anatomischen Studien wurde mit Hilfe des lipophilen fluoreszierenden 

Tracers DiI die zeitliche Sequenz der axonalen Einwachsens in den Hippocampus dargestellt 

(Soriano et al., 1994; Super & Soriano, 1994). Am embryonal Tag 19 erreichen die ersten 

entorhinalen Axone die äussere Molekularschicht des Gyrus dentatus, während postnatal Tag 

1-5 die entorhinale Faserdichte in dieser Zone weiter ansteigt. Im ersten Schritt wurde das 

axonale Auswahlverhalten auf einen bekannten, transmembranären, GPI-verankerten 

repulsiven Faktor im Streifenassay getestet. Entorhinale Axone zeigten eine klare Präferenz 

für Laminin, wenn ihnen zugleich Ephrin-A3 angereicherte Membranen angeboten wurden. 

Die Spezifität dieses Auswahlverhaltens zeigte sich in Experimenten, in denen alternierend 
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Kontrollmembranen oder Membranen von einem weiteren Mitglied aus der Familie der 

Ephrine, Ephrin-A5, entorhinalen Explantaten angeboten wurde. In diesen Fällen zeigten 

entorhinale Axone keine Auswachspräferenz und wuchsen frei über die alternierenden 

Membranlinien. Der spezifische repulsive Effekt von Ephrin-A3 auf entorhinale Axone 

korreliert gut mit dem Expressionsmuster von Ephrin-A3 im Hippocampus. Ab embryonal 

Tag 19, also zu Beginn der Invasion entorhinaler Axone in den Gyrus dentatus, ist Ephrin-A3 

im Gyrus dentatus exprimiert. Rezeptorbindungsstudien zeigen weiter, dass Ephrin-A3 und 

A5 spezifisch in der inneren Molekularschicht vorliegen und durch diese Lokalisation 

entorhinale Axone, die responsibel für Ephrin-A3 sind, am Einwachsen in diese Schicht 

hindern und so die Innervation der äusseren Molekularschicht determinieren (Stein et al., 

1999). In weiteren Streifenassay Experimenten zeigte sich, dass die axonale 

Auswachspräferenz zielgebietsspezifisch ist, und Membranen aus Hirnregionen, die 

normotypisch keine Konnektivität zum entorhinalen Cortex halten, gemieden werden. 

Auswachsstudien mit Membranen aus Hippocampi unterschiedlicher Entwicklungsstadien 

ergaben, dass entorhinale Axone hippocampale Membranen aus genau der Entwicklungsphase 

bevorzugen, in der in vivo entorhinale Fasern im Hippocampus terminieren. 

Diese Daten geben Hinweise dafür, dass zum Zeitpunkt der axonalen Termination im 

Hippocampus membran-assozierte Moleküle vorhanden sind, die eine kontaktvermittelte 

Attraktivität für entorhinale Fasern vermitteln könnten. Diesen Schluss lassen weitere 

Experimente von Frotscher & Heimrich (1993) zu. Sie zeigten, dass das Einwachsmuster 

entorhinaler Fasern unabhängig der zeitlichen Anordnung efferenter Fasersysteme ist und 

schlossen daraus, dass in der äusseren Molekularschicht Faktoren vorliegen, die entorhinale 

Axone in diese Schicht lenken. Weiterhin ergaben Experimente aus der Arbeitsgruppe von M. 

Frotscher, dass in der äusseren Molekularschicht des Gyrus dentatus spezifische 

hyaluronidase-sensitive ECM Moleküle vorliegen, die die Adhäsion und das Einwachsen 

entorhinaler Zellen regulieren (im Microsphere Adhesion und Kokultur Assay, Förster et al., 

1998, 2001). Das Glycoprotein Reelin, das von Cajal-Retzius Zellen sezerniert wird und in 

der Marginalzone der Hippocampusformation während der Entwicklung vorliegt, scheint 

nicht das entscheidende Molekül zur Terminierung der Schichtenspezifität zu sein. Im 

Hippocampus der Reeler Maus, der das Reelin kodierende Gen fehlt, liegt weiterhin eine 

korrekte entorhino-hippocampale Faserverbindung vor, mit diskreten Veränderungen von 

vereinzelt missgeleiteten Fasern und Formationen von abnormalen Patches (Del Rio et al., 

1997; Borrell et al., 1999; Deller et al., 1999). Evidenzen für die Vermittlung der 

Axonwegfindung durch Cajal-Retzius Zellen selbst ergaben Experimente mit hippocampalen 
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Schnittkulturen, denen diese Zellen entfernt wurden. Diese Kulturen zeigten das Fehlen von 

normotypischen entorhinalo-hippocampalen Verbindungen (Del Rio et al., 1997; Frotscher et 

al., 2001).  

 

5.3 Myelin und axonale Elongation 

Die Experimente mit hippocampalen Membranen verschiedener Entwicklungsstadien 

ergaben, dass maturationsabhängige Faktoren die Schichtenspezifität für entorhinale Axone 

determinieren. Eine immunocytochemische Analyse der Myelin Marker (MBP und MAG) 

ergab, dass es im Laufe der Adoleszenz zu einer drastischen Zunahme von Myelin im 

Hippocampus kommt. Es lag daher nahe, das veränderte axonale Auswachsverhalten mit der 

Zunahme der Myelinisierung zu erklären. In den Längenauswachstests zeigte sich zudem ein 

drastischer wachstumsinhibitorischer Effekt von Myelin sowie von myelinhaltigen 

Membranen auf Axonen. Die wachstumsinhibitorische Komponente konnte mit dem 

monoklonalen Antikörper IN-1, der das myelin-spezifische Nogo-A bindet, bzw. durch 

physikalische Separation von Myelin aufgehoben werden (Chen et al., 2000; Huber & 

Schwab, 2000). Interessanterweise zeigte sich im Streifenassay, in dem man 

Auswachspräferenzen elongierender Axone beobachtet, dass Myelin und seine Komponenten 

die zielgerichtete Auswachsrichtung entorhinaler Axone nicht beeinflusste, also keine 

Lenkungseigenschaft besitzt. Dies ist um so erstaunlicher, da das axonale Wachstum auf 

Myelin im Vergleich zu postnatalen Membranen mehr als siebenfach vermindert war. Eine 

Erklärung für diese Befunde wäre, dass Myelin einen ganz allgemeinen 

wachstumsinhibitorischen Effekt mit der Eigenschaft besitzt, axonales Wachstum zu 

inhibieren oder zu verlangsamen, jedoch ohne die Eigenschaft, Axonen eine direktionale 

Information zu geben. Da Myelin für eine Vielzahl von neuronalen Fasern 

wachstumsinhibitorisch wirkt, ist es weiterhin möglich, dass alle auswachsenden Neuriten 

Myelin bzw. Nogo-spezifische Rezeptoren, wie den Nogo-66 Rezeptor, auf ihren 

Wachstumskolben tragen. Durch eine solche ubiquitäre Verteilung würde es keine region-

spezifische Rezeptor-Liganden Interaktion im Falle von Myelin geben (Raineteau & Schwab, 

2001; Fournier et al., 2001; Bandtlow & Schwab, 2000; Schwab et al., 1993). Eine Interaktion 

von Myelinkomponenten und axonalen Lenkungsmolekülen ist möglich, jedoch zeigen die 

Arbeiten von Isacson & Deacon (1996) sowie Zhou et al. (1989), dass embryonale Explantate 

unabhängig von Myelin spezifisch in ihr normales Zielgebiet projizieren und synaptische 

Kontakte bilden. Diese Daten lassen demnach die Hypothese zu, dass das adulte Hirn über die 

Entwicklung hinaus axonale Lenkungsmoleküle latent exprimiert.  
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5.4 Zielgerichtetes axonales Auswachsen nach Läsion 

Verschiedene Mechanismen der axonalen Zielfindung, nach denen das Neuritenwachstum 

geleitet wird, sind unter 1.4 vorgestellt worden (Püschel, 1996; Tessier-Lavigne & Goodman, 

1996; Castellani et al., 1998, Mueller, 1999). Nach einer Läsion im ZNS steht als erste 

Notwendigkeit das neuronale Überleben im Vordergrund, das u. a. durch die Reexpression 

von neurotrophen Faktoren vermittelt wird (Conner et al., 1994; Eagle et al., 1995; Tomac et 

al., 1995). Nach dieser Überlebensphase folgt die Expression von attraktiven, wachstums- 

fördernden Molekülen, die das axonale Wachstum fördern. Um die funktionelle Restitutio ad 

integrum wiederzuerlangen, benötigen regenerierende Axone lokale Information, die ihnen 

die Innervation ihres Zielgebiets ermöglicht (Aubert et al., 1995). Nach einer entorhinalen 

Läsion zeigte sich, dass möglicherweise axonales Längenwachstum fördernde Moleküle und 

axonale Lenkungsmoleküle in Membranen von deafferenzierten Hippocampi vorhanden sind. 

Interessanterweise sind diese nicht oder nicht wesentlich PI-PLC sensitiv, so dass PI-PLC 

sensitive GPI-verankerte Moleküle für diesen Effekt ausgeschlossen werden können. Dies ist 

überraschend, wenn man bedenkt, dass verschiedene Zelladhäsionsmoleküle mit 

auswachsverstärkender Aktivität GPI-verankert sind. Dies gilt sowohl für verschiedene 

Isoformen von NCAM als auch für F11; TAG-1, BIG-1, ApCAM, LAMP, Kilon, und reggie-

1 & 2 (Zhukarev & Levitt, 1995; Inoue & Sanes, 1997; Cremer et al., 1997; Schulte et al., 

1997; Bräuer et al., 2000; für eine Übersicht siehe Brümmendorf & Rathjen, 1995). Es muss 

aber bedacht werden, dass auch einige repulsive Faktoren GPI-verankert sind, wie z. B. die 

Ephrin-A Subklasse (Zhou, 1998). Dies bedeutet, dass durch die PI-PLC Behandlung nicht 

nur attraktive, sondern auch repulsive membran-assoziierte Moleküle entfernt werden. 

Zusammengenommen lassen also die Daten vermuten, dass in Membranen von 

deafferenzierten Hippocampi auswachsverstärkende Moleküle und weiterhin dass in 

Membranen 10 dal zusätzlich Wegweisermoleküle exprimiert sind. Es könnte auch 

angenommen werden, dass in adulten Kontrollmembranen eine Reihe von repulsiven 

Faktoren vorliegen, die nach einer Läsion transient verschwinden bzw. maskiert sind. Die 

Evidenzen jedoch für das Vorliegen eines oder mehrerer attraktiver Faktoren nach Läsion 

geben die Experimente, bei denen frühpostnatalen Membranen und Membranen 10 dal ein 

ebenbürtiges Auswachssubstrat für auswachsende entorhinale Axone bilden. Die 

zugrundeliegenden Moleküle könnten bei dem schichtenspezifischen Sprouten 

regenerierender Fasern nach Deafferenzierung im Hippocampus beteiligt sein. Inwieweit 

diese Moleküle auch während der Entwicklung des entorhino-hippocampalen Systems eine 

Rolle spielen, muss in weiterfolgenden Untersuchungen analysiert werden.  
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5.5 Reaktive Astrozyten und Extrazelluläre Matrix Moleküle nach Läsion 

Nach Schädigung im adulten ZNS kommt es zum Einwandern reaktiver Astrozyten und 

meningealer Zellen an den Ort der Läsion und manifestiert sich als Glianarbe (Hirsch & Bähr, 

1999; Norton et al., 1992; Rose et al., 1976). Die klassische Hypothese ging davon aus, dass 

reaktive Astrozyten ein wachstumsinhibitorisches Milieu schaffen (Rudge & Silver, 1990; 

McKeon et al., 1991). In jüngeren Arbeiten zeigte sich jedoch, dass reaktive Astrozyten 

Moleküle reexprimieren, die sie auch in der Embryonalentwicklung transient exprimierten, so 

z. B. Vimentin und PSA-NCAM (Nomura et al., 2000; Abb. 16 A). Dies wurde als 

Reiteration von Entwicklungsprozessen nach Läsion diskutiert (Cotman et al., 1990). 

Weiterhin zeigten Patch Clamp Ableitungen von reaktiven Astrozyten immature 

elektrophysiologische Eigenschaften (einwärtsgerichtete K+ Leitfähigkeit, 

Ruhemembranpotential, Eingangswiderstand), was die Hypothese der De-Differenzierung von 

reaktiven Astrozyten unterstützt (Schröder et al., 1999). Weitere Arbeiten geben Evidenzen, 

dass reaktive Astrozyten ein permissives Substrat für axonales Wachstum sind ( Kawaja & 

Gage, 1991; Eagle et al., 1995). In neueren Arbeiten wurden von der läsionsinduzierten 

Expression von Tenascin-C, Neurocan und Brevican berichtet (Deller et al., 1997; Haas et al., 

1999; Thon et al., 2000). Alle drei Moleküle werden von reaktiven Astrozyten 

schichtenspezifisch in die extrazelluläre Matrix (ECM) sezerniert, wobei die funktionelle 

Charakterisierung dieser Moleküle auf axonales Auswachsen noch aussteht (Deller et al., 

2000). Ein weiterer Aspekt der molekularen Mechanismen schichtenspezifischen 

Aussprossens stellt die post-translationale Modifikation von membran-verankerten und ECM 

Molekülen ( Abb. 16 B). Das prominenteste Beispiel für die Wirkung post-translationaler 

Modifikation auf das Auswachsverhalten von Neuriten ist NCAM. Erst die Polysialisierung 

von NCAM (auch als embryonale Form des NCAM bekannt) verstärkt das Auswachsen von 

Axonen (Zhang et al., 1992; Bruses & Rutishauer, 2001). Der Prozess des Lösens von 

Membranproteinen wird Ectodomain Shedding genannt und von Proteasen vermittelt. Die 

Spaltung von Laminin-5, ein Molekül der extrazellulären Matrix, durch Metalloproteasen 

führt zur Präsentation von Neoepitopen mit verstärkender Wirkung auf die Zellmigration 

(Giannelli et al., 1997; Koshikawa et al., 2000). Dieser proteaseabhängige Ectodomain 

Shedding Prozess wurde jüngst auch für die Modifizierung der axonalen Lenkungsmoleküle 

Ephrin-A2 und Netrin-1 beschrieben (Hattori et al., 2000; Galko & Tessier-Lavigne, 2000). 

Obwohl die Rolle des Ectodomain Sheddings im Prozess des reaktiven Sproutings nicht 

bekannt ist, muss man annehmen, dass nicht nur allein die Expression eines repulsiven oder 
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attraktiven axonalen Leitmoleküls, sondern auch deren räumlich-zeitliche Kombination und 

ihre post-translationale Modifikation essentiell für die Regulation aussprossender Fasern sind. 

 

MG

AG

GCL

GCL

IML

IML

OML

OML

A

B

MG

 

Abb. 16: 

Hypothetisches Modell zur Erklärung des schichtenspezifischen Sprouting im ZNS. Stark 
vereinfacht dargestellt ist der Gyrus dentatus mit der Körnerzellschicht (GCL) und den apikal 
abgehenden Dendriten. Man unterteilt die dendritische Zone in  die proximal gelegende innere 
Molekularschicht (IML) und weiter distal die äussere Molekularschicht (OML). Das Modell 
beschränkt sich auf membran-assoziierte Moleküle, die nur eine mögliche Klasse von beteiligten 
Molekülen darstellt. A Nach einer Läsion des Tractus perforans kommt es zu einer partiellen 
Deafferenzierung im Gyrus dentatus, und zwar in der äusseren Molekularschicht. Ein zeitlich 
feinregulierter Prozess der Aktivierung von Mikroglia (MG) und Astroglia (AG) folgt daraufhin mit 
einer schichten-spezifischen Migration in die denervierte Zone. Diese Zelltypen exprimieren 
verschiedene membran-assoziierten Moleküle im aktivierten Status. Es wird diskutiert, dass vor allem 
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Astroglia am schichten-spezifischen axonalen Aussprossen beteiligt sind. Entweder durch Bildung 
eines attraktiven und auswachsverstärkenden Milieus oder durch die Exprimierung repulsiver, 
wachstumshemmdender Moleküle, die zu selektiven Inhibition von Fasern der inneren 
Molekularschicht führen, könnte Schichtenspezifität determiniert sein. Eine andere Hypothese zeigt 
Schema B; die Körnerzelle selbst exprimiert Moleküle auf ihren deafferenzierten Dendriten, die zur 
spezifischen axonalen Weg- und Zielfindung führt. Die mögliche post-translationale Modifikation von 
Oberflächenmolekülen ist am Beispiel der rechten Körnerzelle in B gezeigt. Ein konstitutiv 
exprimiertes Molekül (dunkelblaue Ovals) wird während der glialen Aktivierung durch Ectodomain 
Shedding modifiziert und geschnitten (violette Ovals), so dass es eine neue auswachsverstärkende 
Aktivität erhält und eine schichten-spezifische attraktives Milieu für auswachsende Axone darstellt. 
 

 

5.7 Axonales Aussprossen und Regeneration? 

Seit den bahnbrechenden Arbeiten von Ramon y Cajal zur Entwicklung und Regeneration des 

adulten ZNS stellt sich die Frage, welche funktionelle Konsequenz das axonale Aussprossen 

nach einer Schädigung für den verletzten Organismus hat (Ramon y Cajal, 1929). Ist das 

reaktive Aussprossen ein Prozess, der ein notwendiger Kompensatiosmechanismus für den 

Organismus ist und zu einer Restitutio ad integrum führt? Oder führt das Aussprossen gar zur 

atypischen Konnektion mit nachteiligen Folgen für den Organismus über das Maß des 

primären axonalen Verlusts hinaus? Im Fall der Alzheimer Krankheit zeigt sich, dass die 

Frage der Konsequenz der Axonaussprossung eng mit der Frage der Spezifität des axonalen 

Aussprossens verknüpft ist. Im Verlauf dieser Erkrankung kommt es zu einem langsam 

fortschreitenden Nervenzellverlust mit subsequenten Verlust von Synapsen in 

nachgeschalteten Hirnarealen (Braak & Braak, 1990). Überlebende Nervenzellen 

kompensieren diesen Nervenzellverlust durch das Aussprossen neuer Axonkollateralen. 

Interessanterweise zeigte sich, dass es in der direkten Umgebung der extrazellulären 

Amyloidablagerung zu aberranten, pathologischen axonalen Wachstumsprozessen kommt 

(Geddes et al., 1986; Arendt, 2001). Diese Befunde des aberranten Axonwachstums fanden 

sich auch in transgenen Mäusen, die ein mutiertes humanes Amyloid Precursor Protein 

(APP23) überexprimieren (Phinney et al., 1999). Ein weiteres Beispiel für atypische, 

pathologische Verschaltungen durch Axonsprossung zeigte die Arbeit von Woolf et al. 

(1992). Nach Verletzung eines peripheren Nerven kommt es zu Aussprossung sensibler 

Fasern im Rückenmark mit fehlgeschalteten Anschluss an Schmerzbahnen, was zu starken 

Schmerzen bei leichten Berührungen führt.  

Die Zielspezifität aussprossender Axone ist also eine notwendige Voraussetzung für eine 

funktionelle Regeneration.  

Ein trauriges Beispiel für die Folgen von verlorengegangenen Nervenverbindungen stellen 

Schädel-, Hirn- und Rückenmarksverletzungen dar, die mit einer Inzidenz von 250-300 pro 
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100 000 Fällen pro Jahr auftreten. Durch den Einsatz von sogenannten genetic forward 

approaches, wie das Differential Display oder die Subtraktive Hybridisierung, wird zukünftig 

die Identifizierung und Charakterisierung der an dem schichten-spezifischen Sprouting 

beteiligten Moleküle im Vordergrund stehen. Mit der Aufklärung der zugrundeliegenden 

Mechanismen der axonalen Wegfindung und der Zielspezifität ist die Hoffnung verknüpft, 

das von diesen Erkenntnissen diese Patienten zukünftig profitieren werden.  
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Die vorliegende Arbeit behandelte den Einfluss von membran-assoziierten Faktoren im 

Hippocampus auf das axonale Wachstum, zum einen während der Entwicklung des entorhino-

hippocampalen Systems und zum anderen nach Deafferenzierung des adulten Hippocampus. 

Mit Hilfe des Streifenassays und des Längenauswachsassays wurden zuerst die 

maturationsabhängigen Eigenschaften von membran-assoziierten Faktoren im Hippocampus 

getestet. Es zeigte sich, dass entorhinale Axone zwischen ihrem normotypischen Zielgebiet 

und Kontrollregionen diskrimieren können und bevorzugt auf Membranen ihres Zielgebiets 

wachsen. Im Folgenden wurden dann Axonen hippocampale Membranen unterschiedlicher 

Entwicklungsstadien im Streifenassay angeboten. In diesem experimentellen Ansatz wuchsen 

entorhinale Axone präferenziell auf jenen hippocampalen Membranen, die aus dem 

Entwicklungsstadium stammen, in den die entorhinalen Fasern in vivo in den Hippocampus 

einwachsen. Diese Experimente ergaben, dass das in vivo zeitlich genau regulierte 

Einwachsen entorhinaler Fasern in den Hippocampus von membran-assoziierten Faktoren 

determiniert ist und ein Zeitfenster für das Vorhandensein dieser Faktoren im Hippocampus 

existiert.  

Eines der wesentlichen Charakteristika der Maturation des zentralen Nervensystem ist die 

Bildung von Myelin und die Myelinisierung von Fasertrakten. Immunozytochemische 

Analysen mit Myelin-spezifischen Markern ergaben, dass dieses maturationsabhängige 

Auswachsverhalten zeitlich gut mit der Myelinisierung dieser Hirnregion korreliert. Eine 

Reihe von in vivo und in vitro Experimenten verschiedener Arbeitsgruppen demonstrierten, 

dass Myelin starke auswachsinhibitorische Eigenschaften hat, die sogar den Kollaps von 

Wachstumskolben induzieren können. In Längenauswachsassays zeigte sich, dass Myelin 

einen starken inhibitorischen Effekt auf das Längenwachstum von entorhinalen Axonen hat. 

Mit physikalischen Separationstechniken und unter Verwendung des funktionellen 

Antikörpers gegen inhibitorische Myelinproteine (IN-1) konnte dieser Effekt neutralisiert 

werden und das neuronale Längenwachstum war wieder vergleichbar zur Kontrollsituation. 

Untersuchungen im Streifenassay ergaben zusätzlich, dass das wachstumsinhibitorische 

Myelin und seine Komponenten keine axonalen Lenkungseigenschaften hatte und die 

gerichtete Zielfindung axonalen Auswachsens nicht beeinflusst. In weiteren Experimenten 

wurden die membran-assoziierten Faktoren im deafferenzierten Hippocampus untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass nach einer Läsion wachstumsfördernde Faktoren in hippocampalen 

Membranen vorliegen. Zusätzlich liegen in einem engen Zeitfenster axonale 

Lenkungsmoleküle vor mit vergleichbarer Attraktivität für entorhinale Axone, wie sie aus 
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entsprechenden Entwicklungsstadien bekannt sind. Die Experimente lassen den Schluss zu, 

dass im deafferenzierten Hippocampus Faktoren läsionsinduziert werden, und dass diese 

Faktoren membran-assoziiert sind. 

Es wird seit langem angenommen, dass das ZNS von adulten Vertebraten in seinem zellulären 

Zustand determiniert ist und zu keinen grösseren plastischen Veränderungen fähig ist. Gerade 

nach einer Schädigung von adultem ZNS ist die Regenerationsfähigkeit im Unterschied zu 

jungen, postnatalen ZNS sehr eingeschränkt. Die beschränkte Regenerationsfähigkeit des 

adulten ZNS ist wesentlich determiniert durch die Präsenz des auswachsinhibitorischen 

Myelins. Nichtsdestotrotz gibt es kompensatorisches Sprouting im Hippocampus, die 

verlorengegangene synaptische Kontakte ersetzen. Die Identifizierung der Faktoren, die das 

schichten-spezifische Einwachsen aussprossender Axone kontrollieren, trägt wesentlich zum 

Verständnis dieses Phänomens bei. Weiterhin wird die Aufklärung der zugrundeliegenden 

molekularen Faktoren für die spezifische Zielerkennung und deren Charakterisierung uns 

helfen, das Potential und die Limitation der Regeneration im ZNS besser zu verstehen und die 

Möglichkeit eröffnen, einmal verlorengegangene neuronale Verbindungen durch 

therapeutische Intervention wieder spezifisch aufzubauen.  

 

 

 

Schlagwörter: Hippocampus, Streifenassay, IgCAM, Wegfindungsmoleküle, Axon guidance, 

Regeneration, Myelin, Sprouting. 
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7. SUMMARY 

In this study, the impact of membrane-associated factors on axonal outgrowth during 

development and following lesion was examined. We studied the maturation-dependent 

features of membrane-associated molecules in the hippocampus with the stripe assay for 

guidance activity and with the outgrowth assay for outgrowth-supporting activity.  

We could show that entorhinal axons discriminate between their proper target area, the 

hippocampus, and control regions which do not receive synaptic connections from the 

entorhinal cortex, and preferred to grow on hippocampal membranes. Further, we examined 

guidance preferences of entorhinal neurites on hippocampal membranes in different 

developmental stages. The choice behavior of entorhinal neurites for hippocampal membranes 

temporally correlates with the ingrowth of the perforant path into the hippocampus and with 

the stabilization of this brain area in vivo, and further indicate the transient presence of 

membrane-associated guidance cues in the hippocampus.  

One of the characteristics of maturational processes in the central nervous system is the 

developmentally regulated myelination of fiber tracts. Comparison of the stripe assay data 

with immunohistochemical analysis for MBP and MAG as representative myelin markers 

revealed a correlation between the changes in axonal choice behavior and increasing 

myelination. It is known that myelin itself is a strong axonal outgrowth inhibitor and that 

myelin can also induce growth cone collapse. In outgrowth assays, we could show that myelin 

has a strong outgrowth inhibitory influence on entorhinal axons which can be neutralized by 

the monoclonal antibody IN-1. However, in the stripe assay, myelin did not influence the 

choice behavior of outgrowing axons and this indicates that myelin does not govern 

information for directed growth. Furthermore, stripe assays were performed with membranes 

obtained from deafferented hippocampi at various lesion stages. In these experiments, we 

could show that outgrowth-promoting factors are present in the lesioned hippocampus. 

Moreover, data from the stripe assay revealed the timely restricted presence of membrane-

bound guidance factors which are equally as attractive as neonatal hippocampal membranes. 

These experiments indicate the lesion-induced expression of outgrowth-promoting factors in 

the hippocampus, which correlates temporally with the sprouting reaction in vivo.  

It is suggested that the central nervous system of adult vertebrates is determined in its cellular 

condition and not capable of structural changes. This is most evident following lesion of adult 

brain, where the ability for regeneration is highly restricted in comparison to young, postnatal 

neural tissue. This restricted ability for regeneration in the adult brain is essentially 

determined by the presence of outgrowth-inhibitory myelin. However, a compensatory 
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sprouting response exists in the adult hippocampus following lesion, which leads to a layer-

specific replacement of lost synaptic contacts. The identification of these factors will lead to a 

deeper understanding of layer-specific axonal sprouting and synaptic replacement. Further, 

the identification and characterization of the underlying factors will help us to understand the 

potential and limitations of regeneration in the central nervous system.  

 

 

Keywords: axon guidance molecule, regeneration, hippocampus, sprouting, IgCAM, collapse, 

attraction, myelin, outgrowth-promoting molecules. 
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