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1 Deutsche Zusammenfassung

Die adulte Neurogenese beschreibt die Neubildung von Nervenzellen im erwachsenen Ge-
hirn und ist ein Prozess, der fir die Hirnfunktion und -plastizitat von fundamentaler Bedeu-
tung sein kann. Ein Schauplatz dieses Prozesses ist das Striatum, eine Kernregion im Sub-
pallium, die an diversen neuronalen Vernetzungen beteiligt ist und Funktionen wie Bewe-
gungskontrolle und Suchtentwicklung beeinflusst. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen,
dass auch im menschlichen Striatum adulte Neurogenese stattfindet. Das Ziel dieser Arbeit
ist es, ein tieferes Verstandnis der striatalen Neurogenese in verschiedenen Spezies zu
erlangen und Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu erkennen. Die Untersuchung kon-
zentriert sich auf die Spezies Maus (Mus musculus, C57BL/6) und Taube (Columba livia
f.d.). Das Striatum beider Spezies wurde mittels immunhistochemischer Farbung unter Ver-
wendung spezifischer Marker wie 5-Brom-2'-deoxyuridin (BrdU), Doublecortin (DCX), neu-
ronal Nuclei (NeuN) und glial fibrillary acidic protein (GFAP) analysiert. BrdU, ein Analogon
des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP), wurde den lebenden Tieren verabreicht,
so dass es wahrend der Zellteilung in neu synthetisierte DNA eingebaut werden konnte.
DCX ist ein Marker fUr unreife Neuronen, NeuN markiert reife Neuronen und GFAP identi-
fiziert Stammzellen und Astrozyten. Die Ergebnisse zeigen eine deutlich héhere Anzahl von
Neuroblasten und neuronaler Plastizitat bei Tauben, was sich in einer héheren Anzahl von
BrdU+/DCX+ Zellen im Striatum im Vergleich zu Mausen &ufRert. Die Analyse der
BrdU+/NeuN+ Signale ergab ebenfalls hdhere Werte im medialen Striatum der Tauben im
Vergleich zum Caudoputamen der Mause. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Tau-
ben ein besonders geeignetes Modell fur quantitative Analysen der adulten striatalen Neu-
rogenese sind, wahrend das Mausmodell Einblicke in die Migration von Nervenzellen bei
Saugetieren bietet. Erganzend zu diesen Hauptergebnissen wurde im Rahmen einer Fea-
sibility-Studie die subventrikulare Zone (SVZ) beim Menschen und Makaken (M. fascicula-
ris) untersucht. Dabei konnten spezifische Unterteilungen der SVZ bei beiden Spezies fest-
gestellt werden. Darlber hinaus wurden Anzeichen fir eine anhaltende neuronale Plastizi-
tat des menschlichen Striatums in unmittelbarer Nahe zur neurogenen Nische beobachtet.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass adulte neuronal-plastische Prozesse im mensch-
lichen Striatum trotz ihrer Sparlichkeit eine wichtige Rolle fir die Funktionalitdt und Anpas-
sungsfahigkeit dieser Hirnregion spielen kénnten. Diese Erkenntnisse ertffnen neue Per-
spektiven fiir das Verstandnis der neuronalen Plastizitat im erwachsenen menschlichen
Gehirn und liefern wichtige Ansatze fiir die Neurowissenschaften. Die adulte Neurogenese
kdnnte evolutionar entscheidend gewesen sein, indem sie Anpassungsfahigkeit, Lernfahig-

keit und Erholung von neurologischen Schaden gefordert hat.



2 Englische Zusammenfassung

Adult neurogenesis describes the formation of new neurons in the adult brain and is a pro-
cess that can be of fundamental importance for brain function and plasticity. One site of this
process is the striatum, a core region in the subpallium that is involved in various neuronal
networks and influences functions such as movement control and the development of ad-
diction. Current research shows that adult neurogenesis also takes place in the human stri-
atum. The aim of this work is to gain a deep understanding of striatal neurogenesis in dif-
ferent species and to identify similarities and differences. The study focusses on the species
mouse (Mus musculus, C57BL/6) and pigeon (Columba livia f.d.). The striatum of both spe-
cies was analysed by immunohistochemical staining using specific markers such as 5-
bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU), doublecortin (DCX), neuronal nuclei (NeuN) and glial fi-
brillary acidic protein (GFAP). BrdU, an analogue of the nucleotide de-oxythymidine triphos-
phate (dTTP), was administered to living animals to be incorporated into newly synthesised
DNA during cell division. DCX is a marker for immature neurons, NeuN marks mature neu-
rons and GFAP identifies stem cells and astrocytes. The results show a significantly higher
number of neuroblasts and neuronal plasticity in pigeons, which is reflected in a higher
number of BrdU+/DCX+ cells in the striatum compared to mice. Analysis of BrdU+/NeuN+
signalling also revealed higher levels in the medial striatum of pigeons compared to the
caudoputamen of mice. These results suggest that pigeons are a particularly suitable model
for quantitative analyses of adult striatal neurogenesis, while the mouse model provides
insights into mammalian cell migration of neurons. In addition to these main results, the
subventricular zone (SVZ) in humans and macaques (M. fascicularis) was analysed as part
of a feasibility study. Specific subdivisions of the SVZ were identified in these two species.
In addition, signs of persistent neuronal plasticity of the human striatum were observed in
the immediate vicinity of the neurogenic niche. These results suggest that adult neuronal-
plastic processes in the human striatum, despite their sparseness, may play an important
role in the functionality and adaptability of this brain region. These findings open up new
perspectives for the understanding of neuronal plasticity in the adult human brain and pro-
vide important approaches for neuroscience. Adult neurogenesis may have been evolution-
arily crucial in promoting adaptability, learning ability and recovery from neurological dam-

age.
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4 Einleitung

Die adulte Neurogenese bezeichnet die Entstehung und Proliferation von Neuronen
im erwachsenen Gehirn. Bei diesem Prozess durchlaufen aus neuronalen Stamm-
zellen gebildete unreife Neuronen verschiedene Reifungsstadien und migrieren an
ihren Zielort. Einer dieser Zielorte ist das Striatum. In dieser Dissertation wird eine
vergleichende Studie zwischen der Brieftaube und der Maus durchgefihrt, um mog-
liche Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der adulten striatalen Neurogenese zu
untersuchen. Zusatzlich werden die Gehirne von Menschen und Makaken unter-
sucht. Dabei stehen im Fokus die subventrikulare Zone als neurogene Nische und

das Striatum, das in unmittelbarer Nahe zur neurogenen Nische liegt.

Zu Beginn folgt ein historischer Uberblick (iber die Entwicklung dieses Forschungs-
gebietes und Meilensteine, die erreicht wurden. Dieser Uberblick liefert das nétige
Verstandnis Uber die Fortschritte und Herausforderungen, die bei der Erforschung
der adulten Neurogenese von Bedeutung ist. Danach liegt das Augenmerk haupt-
sachlich auf der SVZ als Schauplatz der adulten Neurogenese, die aullerdem ana-
tomisch sehr eng mit dem Striatum benachbart ist. In diesem Zusammenhang wer-
den auch die einzelnen Stadien der adulten Neurogenese naher beschrieben. Da
der Fokus dieser Arbeit auf der adulten striatalen Neurogenese liegt, wird das Stri-
atum der verschiedenen Spezies makroskopisch und mikroskopisch beschrieben,
um funktionell aquivalente Subregionen zwischen der Brieftaube und der Maus zu
identifizieren, die fur die folgende quantitative Analyse von wesentlicher Bedeutung

sind.

SchlieBlich werden die Hauptfunktionen des Striatums beschrieben, das unter an-
derem fur die Motorik, die Verhaltenssteuerung und die Belohnungsverarbeitung
verantwortlich ist. Diese Untersuchung soll im Allgemeinen zu einem besseren Ver-

standnis der adulten Neurogenese und ihrer Rolle im Gehirn beitragen.



4.1 Historischer Uberblick der adulten Neurogenese

4.1.1 Ein schweres Dogma muss uberwunden werden

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts galt in den Neurowissenschaften lange Zeit das
Dogma, dass das adulte Nervensystem seine Neuronen nach der embryonalen Ent-
wicklung nicht mehr neu generiert. Das bedeutet, dass die Nervenzellen, die der
Mensch im Laufe seines Lebens verliert, nicht ersetzt werden kdnnen. Dieses zent-
rale Dogma wurde mafR3geblich von Wissenschaftlern wie Santiago Ramon y Cajal
(1852-1924) und Giulio Bizzozero (1846-1901) gepragt (Colucci-D'Amato et al.
2006). Die ersten bahnbrechenden Entdeckungen, die dieses Dogma zu Uberwin-
den versuchten, machte der Wissenschaftler Joseph Altman, der mit autoradiogra-
phischen Methoden erstmals radioaktiv markiertes 3H-Thymidin in potentiellen Neu-
ronen des Nervensystems von Nagetieren nachweisen konnte (Altman 1962). Wei-
terhin zeigten Altman et al. (1963) in zwei jungen erwachsenen Nagetieren und zwei
erwachsenen Katzen, die mit 3H-Thymidin behandelt und nach einer bestimmten
Zeit getotet wurden, dass nicht nur Gliazellen, sondern auch Neuronen neu gebildet
werden konnen (Altman 1963). Altman et al. (1969) befassten sich aullerdem mit
den Charakteristiken und dem Schicksal von Zellen in der subependymalen Schicht
des vorderen Seitenventrikels von Ratten unterschiedlichen Alters und seiner rost-
ralen Ausdehnung zum Bulbus olfactorius. Durch histologische Analysen und mit-
tels Autoradiographie konnte die Proliferation, Migration und Differenzierung dieser
Zellen untersucht werden. Die Ergebnisse zeigten, dass bei jungen erwachsenen
Ratten das Hauptziel der proliferierenden Zellen aus der subependymalen Schicht
des lateralen Ventrikels der Bulbus olfactorius ist. Diese Ausdehnung zum Bulbus
olfactorius bezeichnete Altman als den sogenannten ,rostral migratory stream*
(RMS). Es wurde vermutet, dass die Migration in den Bulbus olfactorius die Erneu-
erung seiner Zellen bedeutet, wahrend nur ein kleiner Teil auch in den anterioren
Neokortex und die Basalganglien migriert (Altman 1963, 1969). So wurden in diesen
bisherigen Studien Erkenntnisse gewonnen, die vermuten lie3en, dass im erwach-
senen Gehirn bestimmte Migrationsrouten aus neurogenen Stammzellregionen be-
stehen und im Laufe des Lebens Neuronen ersetzt werden kdnnen. Einige Jahre
spater konnten Michael S. Kaplan and James W. Hinds mit 3H-Thymidin markierte
Neuronen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von 3 Monate alten adulten

Ratten im Gyrus dentatus und Bulbus olfactorius nachweisen (Kaplan und Hinds



1977). Diese Erkenntnis war von besonderer Bedeutung, da sie die neuronale Iden-
titat der neu gebildeten, mit 3H-Thymidin-markierten Zellen bestatigte. Weiterhin
zeigten Kaplan et al. 1983, dass bei neun Monate alten Ratten, die mit 3H-Thymidin
behandelt und nach 20 Tagen getotet wurden, markierte Zellen in der Koérnerzell-
schicht des Hippocampus gefunden wurden. Die Analyse der elektronenmikrosko-
pischen Bilder dieser markierten Zellen zeigte auch deutlich ihre neuronale Struktur
mit Synapsen entlang ihrer Zellkérper und Dendriten. Die Elektronenmikroskopie
bestatigte somit, dass die Kornerzellen bei Nagetieren bis zu 9 Monate nach der
Geburt neu gebildet wurden (Kaplan und Bell 1983). Im Zeitraum von 1962 bis 1983
konnte somit durch verschiedene Analysen in verschiedenen Spezies wie Nagetie-
ren und Katzen bisher nachgewiesen werden, dass Neuronen 3H-Thymidin aufneh-
men und in bestimmten Hirnregionen vorkommen oder sogar durch bestimmte Mig-

rationsrouten an ihren Zielort gelangen.

4.1.2 Ein Singvogel ebnet den Weg

Neben Joseph Altman und Michael Kaplan lieferte Fernando Nottebohm mit seinen
Forschungen auch wichtige Erkenntnisse beztiglich adulter Neurogenese in Vogeln.
Dafur untersuchte er Singvogel, unter anderem weibliche Kanarienvogel. In einer
seiner Studien wurden weibliche Kanarienvogel und Zebrafinken mit Testosteron
behandelt. Diese Behandlung fuhrte dazu, dass die weiblichen Vdgel ahnliche Ge-
sangseigenschaften wie die mannlichen Singvdgel ihrer Art entwickelten. Dies
weckte Nottebohms Interesse, weshalb er die These aufstellte, dass die adulte Neu-
rogenese fur diesen Prozess entscheidend sein konnte. Daflr wurde die adulte
Neurogenese bei erwachsenen weiblichen Kanarienvdgeln im Zusammenhang mit
der Verabreichung von Testosteron und Gesang untersucht. Es wurde festgestellt,
dass die adulte Neurogenese bei diesen Vogeln unabhangig von einer exogenen
Hormonbehandlung stattfindet. Die Testosteronbehandlung stimulierte jedoch die
Glia- und Endothelproliferation. Die Autoren behaupten somit, dass es neuronale
Progenitorzellen in der ventrikularen Zone des HVC (ehemals als Hyperstriatum
ventrale, pars caudalis oder high vocal center bezeichnet) gibt und dass die adulte
Neurogenese in dieser Zone ein normales Phanomen bei adulten weiblichen Ka-
narienvogeln sei (Goldman Steven A. und Nottebohm Fernando 1983; Reiner et al.
2004). Neben den Untersuchungen an Nagetieren oder Singvogeln stellte sich die

Frage, ob adulte Neurogenese auch bei Primaten nachgewiesen werden kann.



In einer Studie wurden dafur die Eigenschaften von proliferierenden Zellen und ihrer
Nachkommen in der subgranularen Zone (SGZ) des Hippocampus bei Rhesusaffen
verschiedener Altersstufen mittels 3H-Thymidin Autoradiographie in Kombination
mit licht- und elektronenmikroskopischer Immunzytochemie untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass die SGZ sowohl gliale als auch neuronale Zellen wahrend
der spaten Gestation und den ersten drei Monaten nach der Geburt produziert. Die
neuronale Produktion nahm jedoch postnatal innerhalb der ersten 4 — 6 Monate ab.
Bei postpubertaren Tieren (Alter von 3 Jahren und alter) gehoren die 3H-TdR-mar-
kierten Zellen im Gyrus dentatus zu mehreren nicht-neuronalen Zelltypen. Die
groldte Gruppe dieser markierten Zellen war sowohl licht- als auch elektronenmikro-
skopisch immunreaktiv gegenuber dem glialen fibrillaren sauren Protein (GFAP),
was auf ihre astrozytare Natur hinweist. Im Gegensatz zu adulten Nagetieren wurde
jedoch keine Produktion neuer Nervenzellen nach der Pubertat nachgewiesen
(Eckenhoff und Rakic 1988).

Diese Erkenntnisse zeigten, dass adulte Neurogenese moglicherweise in vielen ver-
schiedenen Spezies durchaus vorkommen, allerdings mit fortschreitendem Alter
ihre Aktivitat abnehmen kdnnte. Aullerdem gewinnt der Hippocampus in diesem
Prozess immer mehr an Bedeutung und scheint eine besonders wichtige Rolle be-

zuglich adulter Neurogenese einzunehmen.

4.1.3 BrdU und weitere spezifische Marker

Die Anwendung der immunhistochemischen Methode mit BrdU eroffnete neue Mog-
lichkeiten in der Erforschung der adulten Neurogenese. 5-Brom-2‘-deoxyuridin
(BrdU) ist ein alternatives Thymidin-Analogon von 3H-Thymidin und kann mit mo-
noklonalen Antikorpern nachgewiesen werden. Es wird wahrend der Synthese-
Phase in die DNA proliferierender Zellen des ZNS eingebaut. Eine Studie nutzte
BrdU zur Untersuchung von Zellproliferation, -migration und -neubildung in prolife-
rierenden Zonen des Gehirns und verglich sie mit der 3H-Thymidin-Autoradiogra-
phie (Miller Michael W. und Nowakowski R.S. 1988). Die Ergebnisse zeigten, dass
die BrdU-Immunhistochemie sich als schnelle, wirtschaftliche, stabile und sensitive
Methode zur Identifizierung von Zellen, die BrdU aufgenommen haben, eignete und
daher mehrere Vorteile gegenuber der 3H-Thymidin-Autoradiographie fur Studien
zur Untersuchung der Neurogenese im zentralen Nervensystem bot (Miller Michael
W. und Nowakowski R.S. 1988). Diese Methode lI6ste die Autoradiographie
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weitgehend ab. Auf der Basis dieser neuen Methode und mit Hilfe von neuronalen
Markern wie NeuN, Calbindin sowie der neuronenspezifischen Enolase (NSE)
konnte im Rahmen einer Studie die adulte Neurogenese im erwachsenen mensch-
lichen Gehirn untersucht werden. Dazu wurde postmortales Gewebe aus dem Hip-
pocampus und der subventrikularen Zone (SVZ) von Krebspatienten (Durch-
schnittsalter 64,4 Jahre), die mit BrdU behandelt wurden, analysiert. Dies stellte
eine einzigartige Moglichkeit dar, mdgliche neu gebildete Neuronen zu identifizie-
ren. Die Ergebnisse zeigten, dass im Gyrus dentatus erwachsener Menschen tat-
sachlich neue Neuronen aus sich teilenden Vorlauferzellen entstehen und dass der
menschliche Hippocampus seine Fahigkeit zur Neurogenese lebenslang beibehalt.
BrdU-positive Zellen wurden dartber hinaus in der SVZ gefunden, jedoch ohne Ex-
pression neuronaler Marker, was darauf hindeutet, dass sich in der SVZ ausschliel3-
lich Vorlauferzellen befinden kénnten, die noch weitgehend undifferenziert sind
(Eriksson et al. 1998). Diese neue Methode wurde unter anderem auch eingesetzt,
um die Neurogenese bei adulten Makaken nachzuweisen. Daflir wurden in einer
Versuchsreihe den Versuchstieren BrdU intraven0s injiziert. Mit Hilfe von weiteren
Immunfluoreszenzmarkern konnten auf3erdem neben BrdU auch neuronale Marker
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Neuronen, Oli-
godendrozyten und Astrozyten im Gyrus dentatus des Hippocampus adulter Maka-
ken neu gebildet wurden, wobei die relative Rate der Neurogenese etwa zehnmal
geringer ausfiel als bei Nagetieren. Daraus lief3 sich schlie3en, dass im adulten Hip-
pocampus von Primaten multipotente neuronale Stammzellen erhalten bleiben
konnten. Da Makaken eng mit dem Menschen verwandt sind, eine ahnlich hohe
Lebenserwartung haben und Uber ausgepragte kognitive Fahigkeiten verfugen, sind
sie ein besonders geeignetes Versuchstier fur die Erforschung der adulten Neuro-

genese bei Primaten (Kornack und Rakic 1999).

Durch diese einzigartige Untersuchung am Hirngewebe von Primaten konnten Neu-
ronen festgestellt werden, die hochstwahrscheinlich neu generiert wurden, aul3er-
dem ruckt die SVZ als weitere neurogene Nische immer mehr in den Vordergrund,

weshalb in den nachsten Abschnitten diese Regionen naher betrachtet wird.



4.2 Adulte Neurogenese in der SVZ und im Striatum

Neben zahlreichen Erkenntnissen, dass im Rahmen der adulten Neurogenese die
subgranularen Zone (SGZ) des Gyrus dentatus eine wichtige Rolle spielt, gibt es
auch Erkenntnisse, die darauf hinweisen, dass die SVZ von besonderer Bedeutung
ist. Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wurde des Weiteren untersucht, ob sie
auch im Striatum von Menschen nachweisbar ist (Ernst et al. 2014). Angesichts ihrer
direkten Nahe zur subventrikularen Zone (SVZ) und ihrer Rolle als wesentliches
Kontrollzentrum ist sie auch im Kontext der adulten Neurogenese von Bedeutung.
Die im Folgenden dargestellte Studie verwendet eine Reihe vielfaltiger Methoden,
um diese Aspekte genauer zu untersuchen. Neben Methoden wie der Transkrip-
tomanalyse, dem Western Blot, der 14C-Radiokarbonmethode und der Durch-
flusszytometrie wurden auch immunhistochemische Farbungen durchgefthrt. Dabei
wurden neuronale Marker verwendet, um funf neuronale Subtypen innerhalb einer
Population von Neuronen im Striatum zu identifizieren (z.B. Calretinin, Cholin-Ace-
tyl-Transferase, DARPP32, Parvalbumin und Neuropeptid Y). Insgesamt konnte mit
diesen verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass im Striatum neu gebildete
Neurone vorhanden sind. Dabei handelte es sich bei diesen neu gebildeten Neuro-
nen um Interneurone, die moglicherweise aus der subventrikularen Zone in das Stri-

atum eingewandert sind (Ernst et al. 2014).

Wahrend der adulten Neurogenese durchlaufen die Zellen folglich verschiedene
Stadien bis zur Zellreifung und wandern wahrenddessen zu ihrem Zielort. Im Rah-
men der adulten striatalen Neurogenese scheint die subventrikulare Zone (SVZ)
eine wichtige Rolle als Stammzellregion zu spielen, aus der potentiell neue Neuro-
nen hervorgehen und in das Striatum migrieren. Welche Biomarker in diesem Pro-
zess nach heutigem Kenntnisstand in der SVZ beteiligt sind, wird abschlie3end na-
her erlautert. Zunachst erfolgt jedoch eine detaillierte Beschreibung der verschiede-
nen Zelltypen, die an diesem Prozess beteiligt sind, sowie der zytoarchitektonischen

Struktur der subventrikularen Zone bei Primaten.



4.2.1 Zelltypen und ihre Rolle wahrend der adulten Neurogenese in
der SVZ
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Abb. 1. Schematische Darstellung der einzelnen Phasen adulter Neurogenese. Abbildung adaptiert aus 'Regulation of Adult
Neurogenesis in Mammalian Brain', von Maria Victoria Niklison-Chirou, Massimiliano Agostini, et al., erschienen im International
Journal of Molecular Sciences, Int. J. Mol. Sci. 2020, 21(14), 4869; https://doi.org/10.3390/ijms21144869. Lizenziert unter CC BY 4.0.

Die neurogene Nische in den Seitenwanden der Seitenventrikel enthalt eine Sub-
population von Zellen, die als B-Zellen oder SVZ-Astrozyten bezeichnet werden, bei
denen es sich um multipotente Stammzellen handelt. Aus diesen Stammzellen kon-
nen sich sowohl Neuronen als auch Gliazellen entwickeln (Doetsch et al. 1999; Rey-
nolds und Weiss 1992; Seri et al. 2001). Die B-Zellen in der neurogenen Nische
generieren aktiv proliferierende C-Zellen, die als intermediare Progenitorzellen oder
transitorische Vorlauferzellen in der SVZ des erwachsenen Gehirns agieren (Do-
etsch et al. 1999). Aus den Typ-C-Zellen entwickeln sich unreife Neuroblasten, die
als A-Zellen bezeichnet werden und beispielsweise in kettenférmiger Anordnung
zum Bulbus olfactorius migrieren, um sich dort in Interneurone zu differenzieren
(Lois und Alvarez-Buylla 1994; Belluzzi et al. 2003; Carleton et al. 2003). Obwohl
B-Zellen neuronale Stammzellen sind, exprimieren sie Biomarker von Astrozyten,
wie zum Beispiel GFAP, GLAST und andere astrozytare Biomarker (Doetsch et al.
1997a; Colak et al. 2008; Platel et al. 2009). Studien zeigten, dass B-Zellen trotz
ihrer astrozytaren Eigenschaften neuronales Stammzellpotenzial besitzen und akti-
viert werden kdnnen. Durch eine sechstagige Behandlung mit Cytosin-B-Darabino-
furanosid (Ara-C), das sich aktiv teilende Zellen vom Typ C und A abtotete, wurden
die B-Zellen aktiviert und konsekutiv C-Zellen regeneriert, aus denen sich dann
neue Neuroblasten (A-Zellen) entwickelten (Doetsch et al. 1999). So konnte das

regenerative Potential der neuronalen Stammzellen beobachtet werden.



Die neuronalen Stammzellen der SVZ behalten au3erdem eine grundlegende api-
kal-basale Polaritat inrer Vorlauferzellen, den radialen Gliazellen, bei. Das bedeutet,
dass die meisten B-Zellen Uber kleine, spezialisierte apikale Fortsatze, die ein ein-
ziges primares Zilium enthalten, mit dem Ventrikel und Gber lange basale Fortsatze,
mit Blutgefallen verbunden sind. Aus diesem Grund werden adulte B-Zellen auch
als Teil einer ventrikularen Zone (VZ) und nicht nur einer SVZ bezeichnet, so ent-
stand das Konzept der Ventrikularen-Subventrikularen Zone (V-SVZ) (Mirzadeh et
al. 2008; Shen et al. 2008; lhrie und Alvarez-Buylla 2011). Die Morphologie der B-
Zellen ermoglicht die Interaktion mit verschiedenen Faktoren aus ihrer Umgebung
und dartber hinaus, da sie in drei Zonen eingeteilt werden kénnen: Proximal (api-
kal), Intermediar und Distal (basal). Wie bereits erwahnt, besitzen sie im proximalen
Bereich dunne apikale Fortsatze, die mit einem primaren Cilium ausgestattet sind
und in das Ventrikellumen ragen. Diese apikalen Fortsatze der B-Zellen sind wiede-
rum von Ependymzellen umhdallt. Daher wird vermutet, dass die B-Zellen in diesem
Bereich Signalmolekile aus dem Liquor sowie angrenzenden Ependymzellen emp-
fangen konnen, die moglicherweise die adulte Neurogenese modulieren. Allerdings
ist diese Annahme noch nicht abschliel3end geklart und bedarf weiterer Untersu-
chungen (Lim und Alvarez-Buylla 2016; lhrie und Alvarez-Buylla 2011; Mirzadeh et
al. 2008).

Die intermediare Domane neuronaler Stammzellen (B-Zellen) in der V-SVZ des Ge-
hirns ist moglicherweise ein Ort fur Rickkopplungssignale mit Progenitorzellen (C-
Zellen) und Neuroblasten (A-Zellen), da sie in engem Kontakt zueinander stehen
(Imayoshi et al. 2010; Kopan und llagan 2009). Neurotransmitter in der V-SVZ re-
gulieren somit das Verhalten von B-Zellen, wo neu gebildete Neuroblasten eng mit
ihren beiden Vorlauferzellen, den B-Zellen und den C-Zellen, interagieren kdnnen.
Sie setzten im Sinne eines negativen Ruckkopplungsmechanismus z.B. spontan
den Neurotransmitter GABA frei und hemmen so Uber epigenetische Mechanismen
den Zellzyklus der Vorlauferzellen und die Bildung von Neuronen (Alfonso et al.
2012; Fernando et al. 2011; Liu et al. 2005).

Uber ihre distale Domane haben B-Zellen Zugang zu lokalen (aus dem Endothel)
und entfernten (aus dem Blut) sezernierten Faktoren. Der ausgedehnte Gefal3ple-
xus, der parallel zur V-SVZ verlauft, unterstutzt die Proliferation und Selbsterneue-
rung der V-SVZ-Vorlauferzellen moglicherweise auch durch Faktoren aus dem Blut-
kreislauf (Tavazoie et al. 2008; Shen et al. 2004).



Zusammenfassend konnen verschiedene Signale und Signalwege die adulte Neu-
rogenese in der V-SVZ regulieren, wobei die charakteristische Morphologie der B-
Zellen eine enge Interaktion mit verschiedenen Zelltypen und Signalstoffen ermdg-
licht.

4.2.2 Relevante immunhistochemische Biomarker fur die adulte Neu-
rogenese in der SVZ

In den vorangegangenen Kapiteln wurde eine Reihe von immunhistochemischen
Biomarkern erwahnt, die bei der adulten Neurogenese eine wichtige Rolle spielen.
In diesem Kapitel werden verschiedene immunhistochemische Biomarker zusam-
mengefasst, die wahrend der adulten Neurogenese in den verschiedenen Stadien
der Zelldifferenzierung eines Neurons exprimiert werden. Eine Ubersicht der gangi-
gen Biomarker, die wahrend der verschiedenen Phasen der adulten Neurogenese

exprimiert werden, ist in Abbildung 1 dargestellt.
4.2.2.1 Erstes Stadium

Im ersten Stadium werden die neuronalen Stammzellen in der SVZ (Typ-B-Zellen)
aktiviert, die dann Typ-C-Zellen generieren. Sie exprimieren Marker wie GFAP,
Sox2, EGFR, Mash1 und Nestin. Da sie proliferativ aktiv sind, kbnnen auch endo-
gene Proliferationsmarker wie Ki67 oder PCNA detektiert werden (Abb. 1) (Doetsch
et al. 1997a; Pastrana et al. 2009; Zhang und Jiao 2015; Kim et al. 2011).

4.2.2.2 Zweites Stadium

Das zweite Stadium umfasst Typ-C-Zellen, die durch asymmetrische Teilungen von
Typ-B-Zellen entstehen. Die Typ-C-Zellen sind GFAP-negativ aber Sox2-positiv und
proliferieren zunehmend, weshalb sie auch Ki67 oder PCNA exprimieren kénnen.
Sie konnen ebenfalls Nestin, EGFR, Mash1 und DIx2 exprimieren (Abb. 1) (Pas-
trana et al. 2009; Doetsch et al. 1997a; Zhang und Jiao 2015; Kim et al. 2011).

4.2.2.3 Drittes Stadium

Das dritte Stadium umfasst Typ-A-Zellen, die sich aus Typ-C-Zellen entwickeln und
durch die Expression von PSA-NCAM, DIx2 sowie DCX gekennzeichnet sind. Diese

Zellen sind also DCX-positiv und Nestin-negativ, was eine zunehmende neuronale



Differenzierung nahelegt (Abb. 1) (Zhang und Jiao 2015; Jones und Connor 2012;
Brown et al. 2003; Bonfanti und Theodosis 1994).

4.2.2.4 Viertes Stadium

Im vierten Stadium differenzieren sich die Zellen zunehmend zu reifen Neuronen.
Dieses Stadium markiert den Ubergang von der friihen neuronalen Reifung zu voll-
standig differenzierten Nervenzellen, die in das neuronale Netzwerk integriert wer-
den konnen. Diese Zellen konnen dadurch von Markerkombinationen mit DCX,
NeuN und Calretinin identifiziert werden (Abb. 1) (Zhang und Jiao 2015; Gusel'ni-
kova und Korzhevskiy 2015a; Ernst et al. 2014; Petryszyn et al. 2018).

4.2.2.5 Funftes Stadium

Das funfte und letzte Stadium ist durch reife Neuronen gekennzeichnet, die NeuN
exprimieren. Die Expression von unterschiedlichen Markern wie unter anderem
Calbindin, Calretinin, Cholinacetyltransferase und Dopamin, kann Hinweise flur eine
Integration in das neuronale Netzwerk liefern. Dies markiert den Abschluss der Neu-
rogenese und die abgeschlossene Integration der neu gebildeten Nervenzellen in
das bestehende neuronale Netzwerk (Abb. 1) (Zhang und Jiao 2015; Petryszyn et
al. 2018; Gusel'nikova und Korzhevskiy 2015a; Baimbridge et al. 1992). Calretinin
und Calbindin sind hierbei Calcium-bindende Proteine, die reichlich in GABAergen
Interneuronen im Striatum von Nagetieren vorkommen (Kawaguchi et al. 1995). Sie
dienen als intrazellulare Calciumpuffer und beeinflussen dadurch die Erregbarkeit
der Neuronen an der Membran. Auf diese Weise kdnnen sie verschiedene Wirkun-
gen auf die Zelle ausuben und die Dauer von Aktionspotentialen verandern sowie
vor dem schadlichen Einfluss eines schadlichen Calciumeinstroms schutzen
(Baimbridge et al. 1992). In einer anderen Arbeit wurden altersbedingte Verande-
rungen von drei Calcium-bindenden Proteinen - Calbindin, Calretinin und Parval-
bumin - hinsichtlich ihrer Immunreaktivitat im Striatum von jungen (1 Monat), er-
wachsenen (6 Monate) und alten (24 Monate) Nagetieren (Maus, Ratte und Wus-
tenrennmaus) untersucht. Das Ergebnis dieser Arbeit war, dass Calbindin die
héchste Immunreaktivitat bei erwachsenen Mausen und Ratten aufwies, wahrend
sich die Immunreaktivitat bei Wistenrennmausen in den verschiedenen Altersgrup-
pen nicht unterschied. Calretinin wies in allen erwachsenen Gruppen die hochste

Immunreaktivitat im Striatum auf. Parvalbumin zeigte keine altersabhangigen
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Unterschiede in der Immunreaktivitat der drei Nagetiere (Bae et al. 2015). Diese
Ergebnisse zeigen, dass calciumbindende Proteine wie Calbindin und Calretinin
auch im Striatum eine wichtige Rolle spielen und in verschiedenen Altersgruppen in
unterschiedlichen Expressionsmustern vorhanden sind und persistieren. Die Ergeb-
nisse von (Ernst et al. 2014) zeigen zudem, dass die adulte striatale Neurogenese
im menschlichen Gehirn Calretinin+ Interneurone hervorbringt, so dass dieser Mar-
ker in Kombination mit anderen Markern wie beispielsweise BrdU und/oder NeuN

eine Moglichkeit darstellt, adulte neu generierte Neurone nachzuweisen.

4.2.3 Der zytoarchitektonische Aufbau der SVZ bei Menschen und Ma-
kaken

In diesem Kapitel wird der zytoarchitektonische Aufbau der SVZ in Menschen und
Makaken naher beschrieben, da sie sich wesentlich von der SVZ des adulten Na-
getiers unterscheiden. In der SVZ von Nagetieren befinden sich die Typ-B-Zellen in
der Nahe der ependymalen Schicht und umhdullen Strange neugebildeter Neu-
roblasten, wahrend diese migrieren (Doetsch et al. 1997a). Bei Menschen und Pri-
maten scheint die SVZ anders strukturiert zu sein (Gil-Perotin et al. 2009a; Quifio-

nes-Hinojosa et al. 2006b).

Abb. 2. Mittleres Drittel des Ventrikels A) - C) Mit Toluidin
gefarbte Schnittbilder aus dem menschlichen Gehirn. In dieser
Region, war Schicht Ill, das Zellband (R) auch in den dorsalen
und ventralen Aspekten dieser Wand dicker. Wie in Toluidin-
gefarbten Himschnitten zu sehen ist, waren Zellkérper in
Schicht Il nur sparlich vorhanden (Pfeil in A).

D) Die untersuchte Region des Ventrikels. E) Ein koronarer
Schnitt durch eine menschliche Gehirnprobe zeigt die
untersuchten dorsalen, intermediéren und ventralen Zonen. F)
Die ependymale Schicht |, ventral, bildet aufféllige
Ausstiilpungen. G) - I) Immunzytochemische Préaparate zeigen
GFAP in rot und DAPI in blau in dieser Region des Ventrikels.
Diese GFAP+-Fortsétze verdicken sich zu den dorsalen (G)
und ventralen (I) Zonen des Ventrikels hin und bilden eine
keilférmige Struktur. Auch das astrozytare Band in Schicht IlI
war in dieser Zwischenzone im Vergleich zu allen anderen
Regionen oder Zonen am besten definiert (H). R: Zellband; H:
hypozellulére Liicke; E: ependymale Schicht. Skalenbalken =
25 ymin A-C; 75 pmin F; 40 um in G-I
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Abbildung aus 'Journal of Comparative Neurology', Band 494,
Ausgabe 3, 'Cellular composition and cytoarchitecture of the
adult human subventricular zone: A niche of neural stem cells',
von Arturo Alvarez-Buylla, Jose Manuel Garcia-Verdugo,
Mitchell S. Berger et al., veroffentlicht am 30. November 2005,
Copyright 2005, mit freundlicher Genehmigung von John Wiley
and Sons. Lizenznummer: 5741421362761.
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4.2.3.1 Die Zytoarchitektur der SVZ von Menschen

In der Studie von Quinones-Hinojosa et al. (2006) wird der zytoarchitektonische
Aufbau der SVZ von Menschen beschrieben (Abb. 2). Dazu wurden verschiedene
Biomarker verwendet, darunter DAPI, GFAP, DCX, NeuN, Ki67. Zusatzlich wurden
elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt, um detaillierte Einblicke
in die Struktur der subventrikularen Zone (SVZ) zu erhalten. Die Kombination dieser
Methoden lieferte wichtige Erkenntnisse Uber den Aufbau der SVZ des menschli-
chen Gehirns. Die Analysen wurden entlang der anterior-posterioren Achse mit je
50 um dicken koronaren Schnitten durchgeflhrt. Dabei unterteilten sie die gesamte
SVZ in 4 Regionen. Angefangen in der anterioren Vorderhornregion Uber den Kor-
pus, bis hin zur posterioren Region, die den occipitalen Horn darstellt. Zuletzt wurde
als vierte Region das temporale Horn des Seitenventrikels definiert. Die Ergebnisse
zeigten, dass die gesamte SVZ des erwachsenen Menschen entlang der anterior-
posterioren Region aus insgesamt vier Schichten besteht. Je nachdem, ob man die
ventrale, intermediare oder dorsale Region der SVZ betrachtet, kann man im koro-
naren Schnittbild die unterschiedlichen Schichtdicken dabei erkennen. Die SVZ be-
steht somit aus einer Schicht aus Ependymzellen, die direkt an die Seitenventrikel
und den Liquorraum angrenzen. Eine darauf folgende hypozellulare Schicht, die
hauptsachlich aus einem dichten Netzwerk von GFAP+ Fortsatzen besteht. Eine
dritte Schicht, die durch GFAP+ Zellkorper, dem astrozytaren Zellverband, charak-
terisiert ist und schlieRlich eine vierte Schicht, die den Ubergang zum striatalen Hirn-
parenchym darstellt (Abb. 2). Im Korpus der Seitenventrikel konnte in der interme-
diaren Zone zwischen dem astrozytaren Zellverband und der hypozellularen Schicht
eine diskrete Zone mit geringerer GFAP-Reaktivitat detektiert werden, die allerdings
nach ventral und dorsal nicht fortgesetzt wurde. Eine weitere bemerkenswerte Be-
obachtung war, dass sich zwischen der hypozellularen Schicht und dem astrozyta-
ren Zellverband vereinzelt Zellen befinden, die nicht GFAP+ sind. Dabei handele es
sich am ehesten um fehlplazierte Ependymzellen, die nicht mehr Teil der epen-
dymalen Schicht waren (Abb. 2) (Quifiones-Hinojosa et al. 2006a).
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4.2.3.2 Die Zytoarchitektur der SVZ von Makaken

Die Zytoarchitektur der SVZ des Makakengehirns ist dem des Menschen sehr ahn-
lich. Um die Zytoarchitektur der SVZ des Makakengehirns beschreiben zu konnen,
werden hierfur die Ergebnisse aus der Studie von Gil-Perotin et al. (2009) beschrie-
ben. In dieser Studie wurden ebenfalls spezifische molekulare Marker genutzt, um
die verschiedenen Zelltypen in der SVZ zu identifizieren. Dazu wurde die SVZ von
5 Makaken der Spezies M. fascicularis Uber immunhistochemische Fluoreszenzfar-
bungen und Elektronenmikroskopie untersucht. Das Studiendesign ahnelt dem von
Quinones-Hinojosa et al. (2006) sehr und ermdglicht somit einen sehr guten Ver-
gleich zwischen diesen beiden Spezies. Die Ergebnisse zeigten, dass die SVZ von
Makaken, auch hier entlang der anterior-posterioren Achse, aus drei Schichten be-
steht, wie sie in der SVZ von Menschen zu beobachten ist. Sie beginnt mit der E-
pendymschicht als erste Begrenzung zum Ventrikel. Darauf folgt auch hier eine hy-
pozellulare Schicht, die sich zum Teil aus den Fortsatzen der Astrozyten bildet und
dementsprechend eine hohe GFAP+ Reaktivitat zeigt, in der sich nur sehr wenige
Zellen befinden. Im Anschluss an die hypozellulare Schicht, folgt die bandférmige
astrozytare Schicht, aus der ebenfalls die Fortsatze in die hypozellulare Schicht zie-
hen und der GFAP+ Reaktivitat beitragen. In dieser hypozellularen Schicht wurden
ebenso fehlplazierte Ependymzellen identifiziert, wie sie beim Menschen vorkom-

men.

Interessanterweise wurden ahnliche zellulare Zusammensetzungen in der SVZ von
jungen (0-1 Tage alt) und adulten (alter als 31 Monate) WeilRbuschelaffen (Callithrix
jacchus) gefunden (Sawamoto et al. 2011). Dies deutet darauf hin, dass sich die
SVZ bei Primaten auf ahnliche Weise entwickelt haben kdnnte. Auch hier finden
sich fehlplatzierte Ependymzellen. Sie werden als fehlplatziert bezeichnet, weil sie
sich nicht in der Ependymzellschicht befinden, sondern wie oben beschrieben in
tieferen Schichten der SVZ. Moégliche Erklarungen fur das Auftreten dieser fehlplat-
zierten Ependymzellen sind, dass sich die Ventrikeloberflache im neonatalen Ge-
hirn faltet und verschmilzt, wodurch sich einige Ependymzellen verlagern (Quifio-

nes-Hinojosa et al. 2006b; Sawamoto et al. 2011).

Ein Unterschied zum Menschen ist jedoch, dass in der hypozellularen Schicht bei
Makaken aulRerdem vereinzelt DCX+ Zellen identifiziert wurden, die sogar eine
proliferative Aktivitat zeigen. Dies konnte somit bedeuten, dass die hypozellulare
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Region als ein anatomisches Uberbleibsel angesehen werden kann, die dazu ge-
dient haben konnte, neu generierten Neuroblasten eine Migrationsbahn zu liefern

und sie vom restlichen Hirnparenchym zu isolieren (Gil-Perotin et al. 2009b).

4.2.4 Zusammenfassung

Nach heutigem Kenntnisstand gibt es im menschlichen Gehirn hauptsachlich zwei
Zonen mit neuronalen Stammzellen, die fur die adulte Neurogenese verantwortlich
sind. Aus diesem kurzen Uberblick tiber die Entwicklung der Forschungsmethoden
und der daraus gewonnenen Erkenntnisse lasst sich schlieRen, dass die adulte
Neurogenese zunachst bei Nagetieren, Vogeln und Primaten nachgewiesen wurde.
Dies hangt damit zusammen, dass es primar sinnvoll ist, grundlegende Fragestel-
lungen an Tieren zu untersuchen. AuRerdem ist es schwieriger, geeignete mensch-
liche Gehirne in ausreichender Zahl zu finden, die eine valide Quantifizierung er-
moglichen. Bei Versuchstieren hingegen lassen sich die Ergebnisse gut quantifizie-
ren. Daher ist es von Interesse, diese Spezies miteinander zu vergleichen, um im
besten Fall ein geeignetes Modell zu finden, das mit dem menschlichen Gehirn gut
vergleichbar ist. Innerhalb der oben genannten Spezies gibt es offensichtliche Ahn-
lichkeiten und Unterschiede sowohl in der makroskopischen als auch in der mikro-
skopischen Struktur des Striatums, weshalb in den folgenden Kapiteln auf diese

Themen eingegangen wird.

4.3 Die Basalganglien: Fokus Striatum

In diesem Abschnitt erfolgt sowohl der makroskopische Vergleich des Striatums
zwischen den Spezies als auch seine weitere Unterteilung in funktionelle Areale.
AuRerdem werden, fur diese Arbeit notwendige Kenntnisse uber funktionell homo-
loge bzw. aquivalente Areale geliefert, um im Anschluss die striatalen Subregionen

miteinander vergleichen zu kénnen.
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4.3.1 Vergleich der makroskopischen Strukturen des Striatums

Lateraler Ventrikel

Corpus Striatum:

Nucleus Caudatus
Putamen
\ / Gorpus Gallosum

Koronarer Schnitt
. Capsula Interna
Globus Pallidus

Abb. 3 Schematische Darstellung der Basalganglien im menschlichen GroBhirn. Diese schematische Abbildung zeigt einen
koronaren Schnitt der Basalganglien im menschlichen GroB3hirn, mit speziellem Fokus auf das Striatum, unterteilt in Nucleus
Caudatus und Putamen, sowie den Globus pallidus. Die internen Strukturen wie die Capsula interna, der laterale Ventrikel und das
Corpus callosum sind deutlich beschriftet. Diese Darstellung veranschaulicht die raumliche Anordnung und Beziehung dieser
Hirnregionen zueinander.

Abbildung adaptiert aus Kapitel 13 des Buches 'Anatomy & Physiology, urspriinglich erstellt von OpenStax College. Zur Verfligung
gestellt von der Rice University. Die Originalversion ist zu finden unter: https://openstax.org/details/books/anatomy-and-physiology-
2e. Lizenziert unter CC BY 4.0. Die Anpassungen erfolgten im Einklang mit der Lizenz.

4.3.1.1 Mensch

Das Striatum des Menschen ist ein Teil des Telencephalons und befindet sich als
dessen Derivat im Marklager (Abb. 3). Auf beiden Seiten der Hemispharen befinden
sich lateral der Seitenventrikel das Corpus Striatum. Das Corpus Striatum besteht
zum einen aus dem Nucleus caudatus, der sich schweifartig parallel zur lateralen
Wand des Seitenventrikels erstreckt und zum anderen aus dem Putamen, welches
sich an der konkaven Seite des Nucleus caudatus befindet. Entwicklungsgeschicht-
lich bilden diese beiden Strukturen eine Einheit, die durch die Capsula interna raum-
lich voneinander getrennt sind. Dadurch sind makroskopisch sehr feine graue Strei-
fen erkennbar, die Nucleus caudatus und Putamen zu verbinden scheinen (Schiinke
et al. 2018).

4.3.1.2 Makake

Das Gehirn des Makaken (Macaca fascicularis) weist im Vergleich zum menschli-
chen Gehirn sehr viele Gemeinsamkeiten und Parallelen auf. So ist auch hier das
Striatum makroskopisch gleich aufgebaut und besteht aus dem Nucleus caudatus
und dem Putamen (Paxinos et al. 2004; Martin und Bowden 1996).
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Grundsatzlich kann das Striatum bei Saugetieren in ventrale und dorsale Bereiche
unterteilt werden. Bei Primaten, zu denen auch Menschen und Makaken gehdren,
sind diese Kompartimente genau definiert. Das dorsale Striatum besteht aus dem
Nucleus caudatus und dem Putamen. Das ventrale Striatum besteht aus dem Nu-
cleus accumbens, den striatalen Anteilen des Bulbus olfactorius und der ventrome-
dialen Ausdehnung des Nucleus caudatus und des Putamens (Gonzales und Smith
2015).

4.3.1.3 Maus
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am Beispiel von Ratten. Diese
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Bei der Maus befindet sich das Corpus Striatum ebenfalls auf beiden Seiten der
Hemispharen lateral der lateralen Ventrikel und wird hier Caudoputamen (CP) ge-
nannt. Im Vergleich zu den Primaten gibt es bei der Maus jedoch einen interessan-
ten strukturellen Unterschied. DasCaudoputamen ist nicht wie bei den Primaten
raumlich abgegrenzt, sondern besteht aus einer streifenférmigen rundlichen Struk-
tur. Medial des CP befindet sich die Capsula interna, die das Striatum nicht wie bei
den Primaten raumlich trennt, sondern dessen mediale Begrenzung darstellt
(Schroder et al. 2020). Auch bei der Maus findet sich eine Unterteilung des Stria-
tums in einen ventralen und einen dorsalen Anteil. Der dorsale Anteil ist das in sei-
nem Aufbau beschriebene CP. Der ventrale Teil besteht aus dem Nucleus accum-
bens, dem Fundus Striatum und Teilen des Bulbus olfactorius (Allen Institute for
Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas 2011). Fiir einen schematischen Uberblick
eine Nagetiergehirns siehe Abbildung 4.
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4.3.1.4 Taube

Ein wesentlicher Unterschied im Aufbau des Striatums besteht im Vergleich von
Saugern zur Taube. Das Telencephalon der Taube kann grob in das Pallium (be-
stehend aus Hyper-, Meso-, Nido- und Archipallium) und das Subpallium unterteilt
werden. Im Subpallium sind Striatum und Pallidum zusammengefasst. Interessant
ist, dass sich die Nomenklatur des Taubengehirns im Laufe der Zeit verandert hat.
So werden die Strukturen, die friher als Lobus parolfactorius und Paleostriatum
augmentatum bezeichnet wurden, in einer Uberarbeiteten Version der Nomenklatur
von 2004-2005 neu definiert und als mediales und laterales Striatum bezeichnet.
Diese Aktualisierung beruht auf der Erkenntnis, dass die Bereiche, die friher als
hypertrophiertes Striatum betrachtet wurden, tatsachlich zum pallialen Bereich ge-
horen (Jarvis et al. 2013b; Reiner et al. 2004). Im Allgemeinen wird das Subpallium
in ein ventrales und ein dorsales Subpallium unterteilt. In beiden Teilen finden sich
jeweils pallidale und striatale Anteile. Das dorsale Subpallium setzt sich aus dem
Globus pallidus, dem medialen und lateralen Striatum, die wiederum mediale und
laterale Anteile haben, und dem Ncl. intrapeduncularis zusammen. Das ventrale
Striatum besteht aus dem Ncl. accumbens, dem retikularen ventralen Striatum, dem
paratuberkularen Striatum und dem ventrokaudalen Striatum (Bruce et al. 2016c¢).

Fir einen schematischen Uberblick eine Taubengehirns siehe Abbildung 4.

4.3.2 Grundlage fur den Vergleich zwischen dem Vogel- und Nagetier-
gehirn

In diesem Abschnitt werden die Grundlagen geliefert, um den Vergleich zwischen

Tauben und Mausen zu ermdglichen. Dabei wird zunachst der entwicklungsge-

schichtliche Zusammenhang beschrieben, um im Anschluss die Zelltypen beider

Spezies zu vergleichen. Am Ende sollen moglichst funktionell homologe bzw. aqui-

valente striatale Subregionen beider Spezies definiert werden.

4.3.2.1 Entwicklungsgeschichtlicher Vergleich des Striatums von Vogel und

Maus

Végel und Saugetiere weisen bemerkenswerte Ahnlichkeiten in der Entwicklung des
Subpalliums auf (Kuenzel et al. 2011). Die Bildung des gesamten Subpalliums wird

bei beiden Spezies durch die Expression von DIx2/5 und Mash1 bestimmt. Das sich
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entwickelnde Striatum zeichnet sich zudem durch eine Expression an Transkripti-
onsfaktoren wie DIx1/2 aus und weist einen Mangel an Nkx2.1 auf. Im Gegensatz
dazu exprimiert das sich entwickelnde Pallidum beide Transkriptionsfaktoren. Das
Fehlen von Nkx2.1 und die alleinige Expression von DIx1/2 fuhren jedoch dazu,
dass sich aus pallidalen Anteilen striatale Anteile bilden (Puelles et al. 2000; Sussel
et al. 1999). Darlber hinaus ist eine spezifische Expression von Gsh2, Pax6 und
Lmod4 fur die striatalen Anteile des sich entwickelnden Subpalliums charakteristisch
(Kuenzel et al. 2011; Abellan und Medina 2009; Puelles et al. 2000).

Ein Beispiel fur die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren zeigt sich bei der Maus.
Der Faktor Gsh1/2 ist essentiell fur die Bildung des Striatums, weshalb sein Fehlen
zu Fehlbildungen fuhren kann. Dieser spezielle Transkriptionsfaktor hat auch eine
regulatorische Funktion auf andere Transkriptionsfaktoren wie Mash1 und DIx1/2
(Yun etal. 2001; Yun et al. 2003). Mash1 und DIx1/2 spielen weiterhin eine wichtige
Rolle bei der Neurogenese und der Entwicklung subpallialer GABAerger Neuronen
(Stihmer et al. 2002; Cobos et al. 2005; Long et al. 2009).

Viele dieser Transkriptionsfaktoren kommen auf3erdem nicht nur bei Mausen, son-
dern auch im Subpallium von Huhnern vor und spielen eine zentrale Rolle wahrend
der Entwicklung des Subpalliums (Abellan und Medina 2009; Puelles et al. 2000).
Weitere Untersuchungen des sich entwickelnden Subpalliums von Mausen haben
Subdomanen identifiziert, die spezifische Transkriptionsfaktoren in einer bestimm-
ten Reihenfolge und einem bestimmten Muster exprimieren. Ahnliche Muster kén-
nen auch in den Subdomanen von Végeln nachgewiesen werden (Flames et al.
2007; Abellan und Medina 2009).

Daraus lasst sich die Annahme ableiten, dass sich bei Wirbeltieren, zumindest bei
den Tetrapoden, ahnliche zentrale Vorlauferzonen im sich entwickelnden Subpal-

lium befinden (Kuenzel et al. 2011).
4.3.2.2 Vergleich der Zelltypen zwischen Vogel und Saugetier

Dieses Kapitel konzentriert sich auf die Zelltypen, die im Striatum von Vogeln und
Saugetieren zu finden sind. Dazu werden die Inhalte von Bruce et al. 2016 und
Jarvis et al. 2013 vorgestellt, die sich mit dieser Fragestellung beschaftigt haben

und mit Hilfe verschiedener immunhistochemischer Verfahren die Besonderheiten
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und Unterschiede im Subpallium von Vogeln herausgearbeitet und diese mit dem

Subpallium von Saugetieren verglichen haben.

Beide Spezies haben zwar wie zuvor erwahnt hinsichtlich der Entwicklung des Stri-
atums einen ahnlichen Ursprung (Kuenzel et al. 2011), ein wichtiger Unterschied ist
jedoch, dass die Striosomen, die im Striatum der Saugetiere vorkommen, bei Vo-
geln fehlen (Karten und Dubbeldam 1973; Gerfen 1985, 1992; Graybiel und Rags-
dale 1978; Herkenham und Pert 1981; Holt et al. 1997; Bruce et al. 2016b). Beim
Saugetier ist das Striatum weiterhin in funktionelle Territorien unterteilt, die sich
durch ihr Neuropil unterscheiden. Dies wurde insbesondere durch Antikorper gegen
Calbindin D-28k (CALB) und Parvalbumin (PARV) nachgewiesen. Je nach funktio-
neller Subregion unterscheidet sich namlich die Zusammensetzung von CALB und
PARV (Morel et al. 2002; Holt et al. 1997).

So ist z. B. die Matrix des caudalen und lateralen Putamens der Saugetiere durch
niedrige CALB- und sehr hohe PARV-Werte gekennzeichnet. Dieser Bereich wird
auch allgemein als Input flr die somatosensorischen und motorischen Regionen
des Kortex zusammengefasst (Morel et al. 2002). Bei Vogeln entspricht das dem
medialen Teil des lateralen Striatums, da diese Subregion auf ahnliche Weise nied-
rige CALB- und hohe PARV-Werte aufweist (Bruce et al. 2016b).

In der Matrix der rostralen ventralen und rostralen dorsalen Areale des Striatums
findet man dagegen hohe CALB- und niedrige PARV-Werte. Diese Regionen wer-
den als Teil der assoziativen und limbischen Areale der Saugetiere angesehen (Mo-
rel et al. 2002; Draganski et al. 2008). Bei Vogeln entspricht dies dem lateralen Teil
des medialen Striatums, da sie die gleichen Expressionsmuster aufweisen (Bruce
et al. 2016b). Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstutzt, dass auch bei
Vogeln assoziative und limbische Bahnen in diesen Teil des Striatums ziehen (Ve-
enman et al. 1995; Krner und Gntrkn 1999). Obwohl auch der mediale Teil des me-
dialen Striatums seinen Input aus limbischen Arealen erhalt, unterscheidet er sich
im Gegensatz zum limbischen Teils des Saugerstriatums durch niedrige CALB- und
hohe PARV-Werte (Veenman et al. 1995; Holt et al. 1997; Morel et al. 2002; Bruce
et al. 2016b). In diesem Sinne kann man spekulieren, inwiefern sich das mediale
MSt von Végeln vom assoziativ/limbischen Striatum von Saugetieren unterschei-
den. Es konnte sich entweder um homologe Areale mit unterschiedlichen Expressi-
onsmustern handeln oder um Areale, die lediglich die gleichen Projektionen teilen
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und daher funktionell aquivalent sind (Bruce et al. 2016b). Eine andere Theorie be-
sagt, dass das mediale MSt den Striosomen der Saugetiere entspricht, sich aber
nicht wie bei Saugetieren Uber die gesamte Matrix verteilt erstreckt (Kuenzel et al.
2011; Bruce et al. 2016a).

Gleichzeitig jedoch besteht ein relevanter Unterschied in der Verteilung der u-Opi-
oidrezeptoren im Striatum von Saugetieren und Vogeln. Im Striatum der Saugetiere
konnte klar definiert werden, dass die Striosomen im Gegensatz zur Matrix eine
hohe Dichte an p-Opioidrezeptoren aufweisen. Im Striatum von Vogeln hingegen,
sind sie im gesamten Striatum reichlich vorhanden. Die Neuronen, die den Neuro-
nen in den Striosomen der Saugetiere entsprechen, konnten jedoch auch bei Vo6-
geln im Striatum vorhanden, aber homogen verteilt sein. Die Striosomen kdnnten
sich also in der Linie der Saugetiere entwickelt haben (Herkenham und Pert 1981;
Reiner et al. 1989).

Trotz ahnlicher Afferenzen beider Spezies, die auf eine limbische Funktion hindeu-
ten, bleibt die Identifizierung einer eindeutig homologen Region zum medialen MSt
der Vogel im Striatum der Saugetiere unklar, da die bestehenden Unterschiede eine
eindeutige Zuordnung nicht erlauben (Bruce et al. 2016b).

Eine Besonderheit stellt das laterale LSt dar. Es entspricht mit seinem Expressions-
muster (niedrige PARV- und niedrige CALB-Werte) nicht dem Striatum des Sauge-
tiers. In mehreren vorangegangenen Studien wurde vermutet, dass zumindest ein
Teil des kaudalsten Teils der LSt der zentralen erweiterten Amygdala von Sauge-
tieren entsprechen konnte (Abellan und Medina 2009; Bruce et al. 2016b).

Anhand der unterschiedlichen Marker innerhalb der Striatum-Matrix von Vogel und
Saugetier lassen sich also Unterschiede, Gemeinsamkeiten und Besonderheiten im
Vergleich aufzeigen. Diese grofRtenteils aufgezeigten aquivalenten Subregionen

des Striatums deuten auf eine mogliche Vergleichbarkeit dieser Spezies hin.
4.3.2.3 Vergleich funktionell aquivalenter Areale von Tauben und Mausen

Im Folgenden werden die funktionellen Subregionen des Striatums, zunachst von
der Taube und dann von der Maus, genauer definiert (Abb. 4). Dies ermoglicht,

funktionell aquivalente Areale zwischen den beiden Spezies zu identifizieren.
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4.3.2.3.1 Funktionelle Subregionen im Striatum von Tauben

Das mediale Striatum (MSt) der Taube weist Unterschiede in seiner Konnektivitat
im Vergleich zum lateralen Striatum (LSt) auf, wie Bruce et al. (2016) hervorheben.
Es ist nicht strikt homolog zum Caudoputamen der Saugetiere, doch besitzt es ein
striatales Neuropil, welches reich an Acetylcholinesterase (AChE), Dopamin, Sub-
stanz P und Enkephalin ist. Zusatzlich sind viele Dopamin- und Muskarinrezeptoren

vorhanden (Kuenzel et al. 2011).

Das mediale MSt erhalt Afferenzen von Regionen, die mit limbischen Regionen as-
soziiert sind, darunter das prahippocampale Areal, der piriforme Kortex und der pra-
piriforme Kortex. Es projiziert auf dopaminerge Neuronen im ventralen tegmentalen
Areal, ahnlich dem limbischen Striatum von Saugetieren. Trotzdem unterscheidet
sich das Neuropil des medialen MSt vom limbischen Striatum der Saugetiere. Es
handelt sich hierbei wie zuvor erwahnt am ehesten um funktionell aquivalente Re-
gionen, die zwar unterschiedliche neurochemische Zusammensetzungen aufwei-
sen, jedoch eine ahnliche Konnektivitat besitzen. Insgesamt ist diese Region nicht
als ein eindeutiges Homolog zum Striatum von Saugetieren zu betrachten (Bruce et
al. 2016c¢). Das laterale MSt der Taube erhalt Afferenzen aus somatischen Regio-
nen, etwa den somatosensorischen, visuellen, auditiven und motorischen Regionen
(Kuenzel et al. 2011). Die Hauptprojektionen stammen vom kaudalen Wulst des
Hyperpalliums, einem vorwiegend visuell-kortikalen Areal, und aus dem kaudolate-
ralen Nidopallium, einem limbisch assoziativen Areal. Das laterale MSt projiziert au-
Rerdem zum Globus pallidus (Bruce et al. 2016c¢). Immunhistochemische und ent-
wicklungsgeschichtliche Parallelen legen somit nahe, dass das laterale MSt homo-

log zum assoziativen Caudoputamen bei Saugetieren ist.

Das mediale LSt erhalt bedeutende Afferenzen vom rostralen Wulst des Hyperpal-
liums (ein motorisch-kortikales Areal) und projiziert auch zum Globus pallidus, was
es funktionell dem somatomotorischen Striatum von Saugetieren gleichsetzt. Beide
Regionen besitzen in ihrer Matrix wie zuvor erwahnt auch ahnliche CALB- und
PARV-Werte (Bruce et al. 2016c¢; Jarvis et al. 2013b).

Das laterale LSt ahnelt dem medialen LSt hinsichtlich der Verteilung der Neuronen-
typen. Es ist reich an mittelgroRen Projektionsneuronen SP+ und ENK+ sowie an
zahlreichen PARV+ Neuronen. Es weist jedoch einen Mangel an CALB+ Neuronen

auf. Der kaudalste und lateralste Teil des lateralen LSt zeigt jedoch ein deutlich
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anderes Neuropil als das Striatum von Saugetieren und kann daher nicht direkt mit
einer striatalen Subregion von Saugetieren verglichen werden (Bruce et al. 2016c¢;
Jarvis et al. 2013b).

Der Nucleus intrapeduncularis (INP) nimmt im Striatum des Vogels eine besondere
Stellung ein. Ursprunglich als Teil der pallidalen Hirnregionen klassifiziert, wurde
zunehmend erkannt, dass er Uberwiegend striatale Merkmale aufweist. Dennoch
kénnen auch pallidale neurochemische Komponenten in geringen Mengen nachge-
wiesen werden. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der INP vorwiegend
als dorsale striatale Struktur gilt, die eine kleine Anzahl von Zellen enthalt, die im
Laufe ihrer Entwicklung aus pallidalen Regionen eingewandert sein konnten (Bruce
et al. 2016c¢; Reiner et al. 2004). Aufgrund seiner striatalen Eigenschaften wird da-
her auch vorgeschlagen, das INP als intermediares Striatum (ISt) zu bezeichnen
(Jarvis et al. 2013a). In dieser Arbeit wird fortlaufend diese neue Bezeichnung ver-
wendet, um die striatalen Subregionen einheitlich zu bezeichnen und zu betonen.
Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die endgtltige Terminologie fur diese Re-

gion noch nicht abschlieend geklart ist.

Neben dem dorsalen Striatum muss auch das ventrale Striatum naher betrachtet
werden. Auch diese Region setzt sich, wie zuvor beschrieben aus mehreren Subre-
gionen zusammen. Es ist allgemein anerkannt, dass der Bulbus olfactorius von Sau-
getieren homolog zum Riechkolben von Vogeln ist. Allerdings sind die anderen
Kompartimente nicht klar definierbar (Bruce et al. 2016c¢).

Bei Saugetieren wird der Nucleus accumbens, basierend auf den neurochemischen
Eigenschaften, in Kern und Hullregion unterteilt, wobei die Hullregion oft noch in
mediale und laterale Anteile differenziert wird (Floresco 2015a). Der ventralste An-
teil des lateralen MSt scheint hierbei vermutlich homolog zum lateralen Anteil der
Kernregion des Nucleus accumbens von Menschen und Nagetieren zu sein und gilt
somit am ehesten als laterale Kernregion des Nucleus accumbens der Taube
(Bruce et al. 2016c¢). In der rostromedialen Region liegt der, von Reiner et al. 2004
definierte, Nucleus accumbens der Taube. Dieser Anteil zeigt ein Neuropil, das dem
der medialen Kernregion des Nucleus accumbens beim Menschen ahnelt (Bruce et
al. 2016¢). Zusammengefasst bilden der ventralste Anteil des lateralen MSt (als la-
terale Kernregion) und der Ncl. Accumbens (als mediale Kernregion) die Kernregion

des Nucleus accumbens, die homolog zur Kernregion von Saugetieren ist.
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In den paratuberkularen und ventrokaudalen striatalen Anteilen der Taube, beste-
hen neurochemische Ahnlichkeiten im Vergleich mit der Hiillregion des Nucleus ac-
cumbens bei Saugetieren. Anatomisch sind diese beiden Regionen auch um den
ventralsten Teil des lateralen MSt gelegen, der vermutlich als Kernregion gilt. Somit

gelten sie als Homologe zur Hullregion von Saugetieren (Bruce et al. 2016c¢).

4.3.2.3.2 Funktionelle Subregionen im Striatum von Mausen

Das Caudoputamen (CP) von Nagetieren, oft als dorsales Striatum bezeichnet, ist
eine der umfangreichsten ungeteilten Strukturen des Gehirns. Es bietet sich nicht
zur klaren Unterteilung mittels zyto- oder chemoarchitektonischer Techniken an. Die
Unterscheidung und Identifizierung der Subregionen des CP basiert daher stark auf

den topografischen kortikalen Projektionen, die es erhalt (Hintiryan et al. 2016).

Klassischerweise wurden die Projektionen der Basalganglien in drei primare Infor-
mationsflisse unterteilt: den motorischen, limbischen und assoziativen Fluss. Diese
Kategorisierung spiegelt die drei Subregionen fur den Informationsfluss durch die
Basalganglien wider — namlich assoziativ, limbisch und sensomotorisch (Foster et
al. 2020).

Das Caudoputamen lasst sich entlang seiner anterior-posterioren Achse grob in drei
Hauptbereiche unterteilen: den rostralen, den intermediaren und den caudalen Teil.
Insbesondere im intermediaren Caudoputamen (CPi) wurden vier spezifische Sub-
regionen identifiziert. Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass die anatomischen
Grenzen dieser Subregionen, wie sie im intermediaren Teil definiert sind, sich von
denen im rostralen und caudalen Teil unterscheiden, wie von Hintiryan et al. 2016
beschrieben. Fur die Zwecke dieser Arbeit wird der intermediare Teil als reprasen-
tativ fur das gesamte Caudoputamen angesehen, da er im Wesentlichen dazu dient,
das Verstandnis der funktionellen Subregionen im Caudoputamen von Mausen zu

verdeutlichen (Hintiryan et al. 2016).

Die funktionelle Subregionen werden grob in einen dorsomedialen, ventromedialen
und zwei weiteren lateralen Quadranten auf der Kommissuralebene des Caudopu-
tamen eingeteilt (Foster et al. 2020). Die beiden lateralen Quadranten, das dorsola-
terale CP (CPi.dl) und ventrolaterale CP (CPi.vl), erhalten ihre Projektionen haupt-
sachlich aus allen somatischen sensorimotorischen kortikalen Regionen (Hintiryan
et al. 2016). Das dorsomediale CP (CPi.dm) erhalt die Hauptprojektion aus den
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kortikalen Regionen des sogenannten medialen kortikalen Subnetzwerks. Das me-
diale kortikale Subnetzwerk umfasst visuelle (VIS) und auditive (AUD) Regionen
sowie eine Vielzahl von héheren Assoziationsbereichen (Hintiryan et al. 2016). Das
ventromediale CP (CPi.vm) erhalt seine Projektionen Uberwiegend aus limbischen

Arealen (Hintiryan et al. 2016).

Der Nucleus accumbens (ACB) ist ein Hauptbestandteil des ventralen Striatums im
basalen Vorderhirn, ist anatomisch heterogen aufgebaut und besteht aus zwei Sub-
regionen, der Hulle und dem Kern. Beide haben aufgrund ihrer unterschiedlichen
Konnektivitat unterschiedliche Verhaltensfunktionen. Die Efferenzen in beiden Sub-
regionen sind zu Uber 90% GABAerge Neuronen. Der Kern des ACB fordert im All-
gemeinen die Annaherungsprozesse an belohnungsbezogene Reize, wahrend die
Hulle nicht belohnungsbezogenes Verhalten unterdrickt, wenn der Organismus be-
lohnungsreiche Orte ansteuert. Funktionell ist somit der ACB mit belohnungsbezo-
genem Verhalten und Drogenabhangigkeit verknlipft. Dopamin ist in diesem Zu-
sammenhang die wichtigste neurochemische Komponente. Erwahnenswert ist auch
die Verbindung des ACB zwischen der medialen prafrontalen Rinde und dem vent-
ralen tegmentalen Bereich. In diesem Netzwerk ist der ACB ein kritischer Integrati-
onspunkt, der Signale aus verschiedenen Gehirnregionen empfangt und verarbeitet
(Schroder et al. 2020; Floresco 2015a).

4.3.2.3.3 Direkter Vergleich funktionell aquivalenter Areale von Vogel und Maus

Nachdem die funktionellen Subregionen im Striatum beider Spezies identifiziert
werden konnten, werden sie in diesem Abschnitt kurz zusammengefasst und in di-
rektem Zusammenhang betrachtet. In diesem Fall Iasst sich in beiden Spezies der
somatomotorisch funktionelle Anteil eindeutig definieren. Bei der Maus bestehen sie
aus den beiden lateralen Quadranten, der dorsolaterale und ventrolaterale Anteil,
des intermediaren Caudoputamens. Dazu ware das funktionell aquivalente Areal

der Taube der mediale Anteil des lateralen Striatums.

Die assoziative Region im Striatum der Maus ist der dorsomediale Anteil des Cau-
doputamens. Das funktionell aquivalente Areal hierzu in der Taube ist der laterale

Anteil des medialen Striatums.
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Die limbischen striatalen Regionen in der Maus liegen primar im ventromedialen
Anteil des Caudoputamens. Ein ahnliches funktionell aquivalentes Areal ware der

mediale Anteil des medialen Striatums der Taube.

Der Nucleus accumbens besteht in beiden Spezies aus mehreren Subregionen. Die
Kernregion des Nucleus accumbens in der Taube besteht somit aus den ventralsten
Teil des lateralen MSt zusammen mit dem rostromedial liegendem Nucleus Accum-
bens. Diese Areale sind funktionell sehr ahnlich im Vergleich zum Accumbenskern
der Maus. Die Hullregion des ACB der Taube besteht aus den paratuberkularen und
ventrokaudalen striatalen Anteilen und umhdullt ahnlich wie bei der Maus die Kern-

regionen des Accumbens.

4.3.3 Konnektivitat: Die Basalganglienschleife

4.3.3.1 Basalganglienschleife des Menschen

Die Basalganglien sind eine komplexe Anordnung von Kerngebieten im zentralen
Abschnitt des GroRhirns. Sie sind entscheidend fur die motorische Koordination und
Entscheidungsfindung und durch komplexe Regelkreise miteinander verbunden.
Diese Regelkreise ermoglichen die prazise Feinabstimmung von Bewegungsablau-
fen und tragen zur motorischen Koordination bei (Fazl und Fleisher 2018; Schunke
et al. 2018; Lanciego et al. 2012). Die Ubersichtsarbeit von Fazl und Fleisher (2018)
gibt einen detaillierten Uberblick Uber die Struktur und Funktion der Basalganglien-
schleife und erganzt diese um neue wissenschaftliche Erkenntnisse. Das zentrale
Schaltzentrum der Basalganglien ist das Striatum, das aus zwei Hauptstrukturen
besteht: dem Nucleus caudatus und dem Putamen. Hierhin werden hauptsachlich
motorische und sensorische Informationen aus kortikalen Regionen Ubermittelt
(Donoghue und Herkenham 1986; Gerfen 1992; Kincaid und Wilson 1996; Reiner
et al. 2010). Bei der Signalubertragung innerhalb der Basalganglien unterscheidet
man zwei wesentliche Signalwege, den direkten und den indirekten Weg. Wahrend
der direkte Weg Bewegungen fordert, indem er bestimmte Kerngebiete wie den Glo-
bus pallidus pars interna und die Substantia nigra pars reticularis hemmt, hat der
indirekte Weg die Funktion, Bewegungsablaufe und Entscheidungsprozesse zu
hemmen. Dopamin, das aus der Substantia nigra pars compacta freigesetzt wird,
moduliert diese Signalwege, indem es die Wirkung des direkten Weges verstarkt
und die des indirekten Weges verringert (Albin et al. 1989; DeLong 1990; Gerfen et
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al. 1990; Kravitz et al. 2010). Neben diesen Hauptschaltkreisen gibt es weitere
Schaltkreise innerhalb der Basalganglien. Die dorsalen Anteile des Striatums sind
vor allem mit motorischen Funktionen verbunden, wahrend die ventralen Anteile des
Striatums mit limbischen Schaltkreisen in Verbindung stehen und somit emotionale
Prozesse und das Belohnungssystem beeinflussen (Knutson et al. 2007; Izuma et
al. 2008; Delgado et al. 2004; Gerardin et al. 2004; Basile et al. 2021). Neuere For-
schungen haben einen hyperdirekten Weg aufgezeigt, der den Nucleus subthalami-
cus einbezieht und eine schnelle Hemmung von Handlungsablaufen ermoglicht,
was besonders in komplexen Entscheidungssituationen von Bedeutung ist (Nambu
et al. 2002).

Der Globus pallidus ist hierbei auch ein entscheidender Knotenpunkt innerhalb der
Basalganglien, die fur die Bewegungskoordination und -regulation zustandig sind.
Er besteht aus Neuronen, die hauptsachlich inhibitorische Signale senden. Ver-
schiedene Hirnregionen, darunter das Striatum und der Nucleus subthalamicus, be-
einflussen den Globus pallidus durch ihre neuronalen Verbindungen. Hemmende
Signale aus dem Striatum und erregende Signale aus dem Nucleus subthalamicus
tragen dazu bei, die Aktivitat im Globus pallidus zu modulieren. Mittelgrofl3e dornar-
tige Neuronen (MSN) aus dem Striatum mit Dopaminrezeptoren vom Typ 1 (D1-R)
uben einen hemmenden Einfluss auf den Globus pallidus pars interna (GPi) aus,
wahrend MSN mit Dopaminrezeptoren vom Typ 2 (D2-R) einen hemmenden Ein-
fluss auf den Globus pallidus pars externa (GPe) ausuben. Der GPi ist Teil des di-
rekten Weges und ubt einen hemmenden Einfluss auf den Thalamus aus. Wenn
dieser durch die MSN mit D1-R gehemmt wird, verringert sich der hemmende Ein-
fluss des GPi auf den Thalamus, der dann eine stimulierende Wirkung auf den Kor-
tex ausuben kann. Der GPe ist Teil des indirekten Weges und hemmt den Nucleus
subthalamicus (STN), der eine stimulierende Wirkung auf den GPi ausubt. Die Hem-
mung des GPe durch MSN D2-R hebt die hemmende Wirkung auf den STN auf, so
dass dieser eine stimulierende Wirkung auf den GPi ausuben kann. Die substantia
nigra pars compacta (SNc) ubt hierbei mit ihnrem dopaminergen Einfluss einen mo-
dulierenden Effekt auf die MSN des Striatums aus (Albin et al. 1989; DelLong 1990;
Gerfen et al. 1987; Kravitz et al. 2010) (Abb. 5).
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Eine Veranderung der Aktivitat des Globus pallidus kann direkte Auswirkungen auf
die Bewegungsauslosung und -kontrolle haben. Das Zusammenspiel dieser Signale
im Globus Pallidus ist entscheidend fur die Feinabstimmung und Regulation von

Bewegungen (Obeso et al. 2000; Obeso et al. 2008; Lanciego et al. 2012).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Basalganglien durch ihre Schaltkreise
und das Zusammenspiel von direkten und indirekten Wegen eine fein abgestimmte
Steuerung von Bewegungen und Entscheidungsprozessen ermdglichen. Mit fort-
schreitender Forschung werden immer mehr Aspekte und Funktionen dieser Hirn-
strukturen aufgedeckt, die unser Verstandnis von motorischer Kontrolle und Ent-

scheidungsfindung weiter vertiefen.

Kortex €
D2-R D1-R
Striatum
= L
A\ 4 A\ 4
GPe SNc GPi > Thalamus
A
> STN u u
Inhibitorisch stimulierend modulierend

Abb. 5. Schematische Darstellung der Basalganglienschleife. Die Abbildung zeigt vereinfacht den direkten und
indirekten Weg der Basalganglienschleife mit ihren stimulierenden und inhibitorischen Einflissen sowie die
modulierende Wirkung der SNc auf die MSN im Striatum mit ihren unterschiedlichen Dopaminrezeptortypen. GPe =
Globus pallidus externus, GPi = Globus pallidus internus, SNc = Substantia nigra pars compacta, STN = Nucleus
subthalamicus.
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4.4 Ziele dieser Arbeit

Die Ziele dieser Arbeit sind eine detaillierte anatomische Ubersicht zu erstellen, um
zu Uberprufen, ob und in welchen Subregionen des Striatums adulte Neurogenese
im Vogel- und Mausmodell stattfindet. Hierbei werden signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Spezies hinsichtlich der adulten Neurogenese im Striatum
identifiziert und die Plastizitat und Quantitat der Generierung adulter Nervenzellen
zwischen Vogel und Maus verglichen.

Daruber hinaus wird diskutiert, inwiefern die beiden Modelle geeignet sind, um die
adulte striatale Neurogenese zu untersuchen. Ebenso werden die jeweiligen Vor-

teile der beiden Modelle gegeneinander abgewogen.

Zusatzlich wird untersucht, ob eine immunhistochemische Analyse der adulten Neu-
rogenese im erwachsenen Gehirn des Menschen und des Makaken durchfuhrbar
ist. Dabei werden die Herausforderungen der spezifischen Methoden und dieser
beiden Spezies herausgearbeitet, um festzustellen, ob und wie diese Analyse in den
Gehirnen von Menschen und Makaken maoglich ist.

Die Ergebnisse der Arbeit werden zu einem umfangreicheren Verstandnis der adul-
ten Neurogenese im Striatum beitragen und moglicherweise zu neuen Erkenntnis-
sen Uber die Prozesse der neuronalen Regeneration und Plastizitat fuhren. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit konnen auch fur weitere Untersuchungen und maogliche An-
wendungen in der Erforschung neurologischer Erkrankungen, wie zum Beispiel
Morbus Parkinson oder Chorea Huntington, von gro3er Bedeutung sein (Gil-Moha-
pel et al. 2011). So konnte beispielsweise das synthetische Molekul P7C3, das aus
einem Screening von 2.000 strukturell nicht verwandten kleinen Molekulen zur For-
derung der Neurogenese hervorgegangen ist, das Uberleben neugeborener Neuro-
nen wahrend des Reifungsprozesses in der SGZ des Gyrus dentatus sowohl bei
Ratten als auch bei Mausen erhdohen. Dies konnte eine mdgliche therapeutische

Anwendung in der Behandlung von Alzheimer darstellen (MacMillan et al. 2011).

5 Material und Methoden

5.1 Materialien

Im Folgenden werden alle Chemikalien und Standardldsungen aufgelistet, die fur

diese experimentelle Arbeit genutzt wurden. Die Herstellernachweise aller
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genutzten Chemikalien und Gerate sind im Anhang aufgelistet (Kapitel 10.4 Her-
steller der Losungen in 5.1.1).

5.1.1 Stammlésungen und Gebrauchslésungen

Folgende Stamm- und Gebrauchslosungen wurden fur die immunhistochemischen

Fluoreszenzfarbungen der Hirnschnitte im Labor angefertigt und genutzt.

Tabelle 1

Stamm- und Gebrauchslésungen

Phosphatgepufferte Losung (PB-Puffer)

Stamml6sung 87,09 g K2HPO4 + 13,79 g NaH2PO4 * H20 in 800 ml Ag. Dest.
0.6M I6sen, mit konz. HCI oder gesattigter NaOH auf pH 7,4 einstellen
pH 7,4 auf 1000 ml Aqg. Dest. auffiillen

Gebrauchslosung

1 : 5 Verdinnung mit Aq. Dest. auf 0,12 M filtrieren
0,12M

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

StammlGsung 87,09 g K2ZHPO4 + 13,79 g NaH2PO4 * H20 + 45 g NaCl in 800
0,6 M

pH 7,4

ml Aq. Dest. I6sen mit konz. HCI oder gesattigter NaOH auf pH
7,4 einstellen auf 1000 ml Ag. Dest. aufflillen

Gebrauchslésung
012 M 1: 5 Verdlinnung mit Aq. Dest. auf 0,12 M filtrieren

Phosphatgepufferte Salzlosung mit Triton-X (PBS-T)

Gebrauchslosung

0 ; _
0,12 M 0,12 M PBS +0,3 % Triton-X

Sammellésung fiir Gefrierschnitte

Gebrauchslosung  0,12M Natrium-Phosphat-Puffer (PB) + 0,1% Natriumazid
0,12 M (NaN3)

Verdiinnungslésung fiir Primarantikoérper

100ml 0,12M PBS pH 7,4 + 0,3ml Triton-X + 0,1g Natriumazid

Verdinnungslosung fiir Sekundarantikorper

100ml 0,12M PBS pH 7,4 + 0,3ml Triton-X
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Mounting Solution

In 800ml Aqua dest. wird 1g Gelatine bei milder Hitze (max. 40°C) rihrend geldst. Dann
auf Raumtemperatur abgekihlt und 100ml 0,12M PB-Puffer und 100ml 100% Ethanol

hinzugegeben. Die Losung muss bei 4°C im Kihlschrank gelagert werden.

Vorspillésung fiir Perfusion

9g NaCl werden bei 40°C in 1000ml Aqua dest. gelost

Fixativ fiir Inmuncytochemie (4% Paraformaldehydlésung)

40g Paraformaldehyd wird in 800ml Aqua dest. gelést und unter dem Abzug auf 70°C
erwarmt. Damit sich das Paraformaldehyd I6st, wird unter Rihren 0,5M NaOH zugetropft.
Daraufhin werden 200ml 0,6M PB-Puffer hinzugefligt und der pH mit Hilfe von konzen-
trierter HCL und gesattigter NaOH auf 7,4 eingestellt. Die Lésung wird auf 1000ml mit
Aqua dest. aufgeflllt und bei 4°C gelagert.

Postfixierer

7,5g Saccharose in 50ml Fixativ geldst.

30% Saccharoselésung

15g Saccharose in 50ml 0,12M Natrium-Phosphat Puffer geldst
Eindeckmedium

Fluoromount-G® (SouthernBiotech)

5.1.2 Primare und sekundare Antikorper

Die folgenden Tabellen (Tabelle 2 & 3) geben einen Uberblick tGber die primaren
und sekundaren Antikérper und ihre Verdlinnungen, die in dieser Arbeit genutzt
wurden. Die Herstellernachweise aller genutzten primaren und sekundaren Antikor-

per sind im Anhang aufgelistet (Kapitel 10.5 Hersteller der Antikorper in 5.1.2).
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Tabelle 2

Primére und Sekundére Antikbrper fiir Mduse und Tauben

Primare

Antikorper

Anti-BrdU rat

Anti-DCX rabbit

Anti-BrdU rat

Anti-NeuN mouse

Anti-GFAP rabbit

Verdinnung

1:200

1:500

1:200

1:1000

1:500

Sekundare

Antikorper

Goat anti-rat

Alexa Fluor 488

Goat anti-rabbit

Cy3

Goat anti-rat

Cy3

Donkey anti-mouse
Alexa Fluor 647

Goat anti-rabbit

FITC

Verdiinnung

1:200

1:200

1:200

1:200

1:200
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Tabelle 3

Primé&re und Sekundére Antikérper fiir Menschen und Makaken

Primare Sekundare
Verdiinnung Verdiinnung
Antikorper Antikorper
Donkey
Anti-DCX
1:500 Anti-rabbit 1:200
rabbit

Alexa Fluor 488

Donkey
Anti-NeuN mouse 1:1000 Anti-mouse 1:200

Alexa Fluor 647

Donkey
Anti-Calretinin
1:1000 Anti-guinea pig 1:200
guinea pig
Cy3
Goat
Anti-Sox2 mouse 1:200 Anti-mouse Alexa 1:200
Fluor 647
Goat
Anti-GFAP
1:500 Anti-chicken 1:200
chicken
Alexa 488
Goat
Anti-Ki67
1:200 Anti-rabbit 1:200
rabbit
Cy3
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5.1.3 Verwendete Gerate & Programme

Gerite

Mikrotom, Leica SM 2000R, Deutschland

Gefrieraufsatz, Reichert-dJung Frigomobil, Deutschland

Programme

Zen 3 blue edition, Zeiss, Deutschland
Zen 3 black edition, Zeiss, Deutschland
Microsoft Office 365, USA

IBM SPSS Statistics, Version 29.0.0.0, IBM Corporation, 2022, USA

5.2 Methoden
5.2.1 Studiendesign

Die vorliegende Arbeit umfasst als eine experimentelle Arbeit die digitale Auswer-
tung immunhistochemisch gefarbter koronarer Hirnpraparate. Dabei liegt der Fokus
auf dem Striatum vier verschiedener Spezies (s.u.). Bei der immunhistochemischen
Farbung wurden weitgehend spezifische Marker genutzt, die in Bezug auf adulte
Neurogenese bereits fest etabliert sind. Sie zeigen somit, verschiedene Reifestufen
und Zelltypen an. Die Hirnpraparate von Mausen und Tauben dienen der quantita-

tiven Analyse, die der Menschen und Makaken dienen einer qualitativen Analyse.

5.2.2 Ethikvotum und Richtlinien

Das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV, NRW, Deutsch-
land) hat sowohl die Haltung der Tiere als auch die experimentelle Verwendung der
Hirnpraparate unter folgendem Aktenzeichen genehmigt: Az. 84-02.04.2014.A345
(Taube) und Az.: 87-51.04.2010.A250 (Maus). Sie erfolgte ebenso im Einverstand-
nis des National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
Von der Heinrich — Heine — Universitat Dusseldorf werden die menschlichen Hirn-
praparate von Korperspendern zur Verfugung gestellt. Unter der Studiennummer
4863 sind alle experimentellen wissenschaftlichen Studien an diesen Gewebepro-
ben von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-
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Universitat Dusseldorf freigegeben (Ethikvotum vom 5.11.2014). Dieses Ethikvotum
wurde durch eine aktualisierte Genehmigung unter der Studiennummer 2023-2632

erneuert, um die fortlaufenden Untersuchungen zu ermdglichen.

5.2.3 Spezies und Behandlungskonzept
5.2.3.1 Brieftaube und Maus

Fir die vorliegende Studie wurden Brieftauben (Columba livia f.d., n=9; 4 Weibchen,
5 Mannchen) und Mause (Mus musculus, C57BL/6, n=7; alle Mannchen) verwen-
det. Alle 9 Tauben wurden sowohl fur die BrdU/DCX- als auch fur die
BrdU/GFAP/NeuN-Farbung verwendet. Die Mause wurden in zwei Gruppen aufge-
teilt: Die Versuchstiere TJ 1-5 wurden fur die erste Farbung mit BrdU/DCX und die
Versuchstiere TJ 1, 3, 5, 9 und 10 fur die zweite Farbung mit BrdU/GFAP/NeuN
verwendet. Die Mause, die in dieser Arbeit genutzt wurden, sind Teil eines groeren
Projekts. Die Haltung und Behandlung dieser Mause, die in dieser Arbeit analysiert
wurden, werden im Folgenden naher erlautert. Die Experimente mit den Brieftauben
wurden von PD Dr. Christina Herold und PD Dr. Julia Mehlhorn durchgefuhrt, die
Experimente mit den Mausen wurden von PD Dr. Christina Herold durchgefuhrt. Die
fertigen digitalisierten und gefarbten Praparate fur die Auswertung der Tauben- und
der Mausschnitte wurden von PD Dr. Christina Herold zur Verfugung gestellt und

von Nicole Delhaes (Taube und Maus) und Nadine Dechering (Taube) hergestellt.

5.2.3.1.1 Haltung von Tauben

Die Brieftauben wurden im Freiluftlabor des Instituts fur Anatomie der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf gehalten. Alle Tiere waren im Jahr 2014 geschllpft
und hatten wahrend ihres Lebens die Mdglichkeit, den Taubenschlag zu verlassen
und taglich mehrere Stunden zu fliegen. Die Tauben wurden nicht einzeln freigelas-
sen und hatten ad libitum Zugang zu Futter und Wasser sowie zu Grit und Mineral-
stoffen. Die Haltung erfolgte in einer Schlaganlage mit Abteilen von jeweils 140 x
185 x 200 cm. In jedem Abteil standen 30 Sitzplatze mit einer Grolie von 22x26x25,5
cm zur Verfugung. Fur Ausfluge wurden Kafige mit den Malden 77x47x43 cm ver-
wendet. Mindestens zweimal wochentlich wurde den Tauben die Mdglichkeit zum
Baden geboten. Alle Tiere befanden sich in einem guten Allgemeinzustand und wa-

ren gesund. In regelmaligen Abstanden wurden Kotuntersuchungen durch die
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Taubenklinik Essen (Katernberger Str. 115, 45327 Essen) durchgefuhrt. Ein spezi-
eller Hygieneplan war nicht erforderlich, da der Haltungsbereich taglich gereinigt

wurde.

5.2.3.1.2 Haltung von Mausen

Die Mause wurden in den Haltungsraumen der Tierversuchsanlage des Universi-
tatsklinikums Ddusseldorf gehalten. Sie wurden konventionell unter SPF-
Bedingungen in zwei Gruppen zu je funf Mausen in Makrolon Typ Ill Kafigen (37 x
22 x 15 cm) gehalten. Die Mause wurden in einer stimulierenden Umgebung mit
Spielzeug, Nestbaumaterial und einem Laufrad gehalten. Der Hell-Dunkel-Rhyth-
mus betrug 12 Stunden. Zu Beginn jeder Woche gab es einen Einstreu- und Kafig-
wechsel. Als Einstreumaterial wurde Holzgranulat (LIGNOCEL, Rettenmaier &
Sohne GmbH) verwendet. Futter und Wasser standen auch bei dieser Haltungsform
ad libitum zur Verfugung. Beide Spezies erhielten wahrend ihrer Haltung BrdU-In-
jektionen nach folgendem Protokoll (Abschnitt 5.2.3.1.3 und 5.2.3.1.4), die fur die
quantitative Analyse unter anderem als Marker dienen sollten. Fur die Injektion von
BrdU war keine besondere Vorbereitung der Tiere erforderlich. In der 1. Woche er-
hielten die Tiere auf drei aufeinanderfolgenden Tagen BrdU-Injektionen (Mause in-
traperitoneal, Tauben intramuskular, 50 mg/kg KG). Von der 2. — 8. Woche wurden
die Tiere wie oben beschrieben gehalten. In der 9. Woche wurde dann das Protokoll
fur die Totung der Tiere eingeleitet.

5.2.3.1.3 Behandlung mit BrdU und Perfusion der Tauben

Im folgenden Abschnitt wird das Behandlungskonzept von Tauben mit Bromo-
deoxyuridin (BrdU) beschrieben. BrdU wird in diesem Fall bendtigt, um den immun-
histochemischen Nachweis der adulten Neurogenese im Gehirn zu ermdglichen

und die adulten Nervenzellen quantitativ zu analysieren.

Die Tauben hatten in diesem Experiment bei Injektion ein durchschnittliches Ge-
wicht von 466 g. Zu Beginn des Experiments wird in den ersten drei Tagen der

ersten Woche BrdU (10 mg/ml, 50 mg/kg KG) intramuskular verabreicht.

Die Tiere wurden anschlieRend 9 Wochen nach Injektion unter den oben genannten
Bedingungen gehalten und abschlief3end ab der 9. Woche perfundiert. Zu diesem
Zweck wurden die Tiere durch intramuskulare Injektionen von Pentobarbital (70

mg/100 g Kérpergewicht) in den Brustmuskel tief betdubt. Erst nach Uberpriifung
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des Ausbleibens von Reflexen (Krallentest) erfolgte die transkardiale Perfusion, die
eine etablierte Methode zur Fixierung innerer Organe und zur Vermeidung wesent-
licher Artefakte im Hinblick auf den immunhistochemischen Nachweis bestimmter

Proteine in Nervenzellen ist.

Bei der transkardialen Perfusion wurde der Brustkorb des Tieres geoffnet, um das
Herz darzustellen. Zunachst wurden dafur die Brustfedern entfernt und ein invertier-
ter T-Schnitt (vertikaler Schnitt parallel zur Langsachse des Sternums, horizontaler
Schnitt an der Unterseite des Thorax) am Thorax durchgefuhrt. Anschliel3end wurde
der Brustkorb dicht entlang des Brustbeins geodffnet, so dass das noch schlagende

Herz freigelegt wurde.

Durch vorsichtiges Aufschneiden des Perikards wurde eine Perfusionskanule in den
linken Ventrikel eingefuhrt, wahrend der rechte Vorhof mit einem Skalpell perforiert
wird, um Uberschussiges Volumen (Blut und Fixationsmittel) abflieRen zu lassen.
Als nachstes wurde die Perfusionspumpe gestartet und eine Vorspllung mit einer
0,9%igen Kochsalzlésung bei einem Druck von 150 mmHg durchgefthrt. Durch den
Austausch des Blutes mit NaCl verstarb das Tier und die Perfusion mit dem Fixati-
onsmittel konnte anschlie®end am bereits toten Tier durchgefuhrt werden.

Nach Durchlaufen des Fixationsmittels konnte das Gehirn zum immunhistochemi-
schen Nachweis der adulten Neurogenese im Gehirn und zur quantitativen Analyse

der adulten Nervenzellen enthommen werden.

Uber Nacht wurden die Gehirne im oben beschriebenen Fixationsmittel bei 4°C ge-
lagert, am folgenden Tag in eine 30%ige Saccharoseldsung eingelegt und mindes-
tens einen Tag kryokonserviert. Hiernach wurden die Gehirne in Isopentan (2-Me-

thylbutan) zunachst bei -40° eingefroren und dann bei -80°C eingelagert.

5.2.3.1.4 Behandlung mit BrdU und Perfusion der Mause

Die Mause wurden nach dem gleichen Konzept behandelt, wie sie bei den Tauben
beschrieben wurde. Fur die Injektion von BrdU war keine besondere Vorbereitung
der Tiere erforderlich. In der 1. Woche erhielten die Tiere auf drei aufeinanderfol-
genden Tagen BrdU-Injektionen i.m. (50 mg/kg KG). Von Woche 2 — 8 wurden die
Tiere wie oben beschrieben im enriched environment gehalten. In der Woche 9
wurde dann das Protokoll fur die Totung der Tiere eingeleitet. Fur beide Spezies
wurde BrdU von Invitrogen (10 mg/ml) in einer Kochsalzlésung von 0,9% genutzt.
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Fir die Entnahme der Gehirne wurden die Tiere intraperitoneal mit einer Uberdosis
Pentobarbital 60 mg/ml euthanasiert. Daraufhin wurden die Tiere transkardial mit
0,9% NaCl perfundiert und nachfolgend mit Paraformaldehyd (PFA, 4 % in 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 7,4). Nach Enthauptung der Tiere wurden die Gehirne aus dem
Schadel entnommen, eine Hirnhalfte wurde fur weitere Fragestellungen genutzt und
die andere in Paraformaldehyd (PFA, 4 % in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4) postfi-
xiert und anschliel3end nach absinken in 30% Saccharoseldésung mit Isopentan (2-
Methylbutan) bei -40 °C tiefgefroren und bei -70 °C aufbewahrt

5.2.3.2 Makake und Mensch

Fir die qualitative Auswertung im Sinne einer feasability-Studie wurden Hirnprapa-
rate von einem menschlichen Kérperspender und neun Makaken (Macaca fascicu-
laris) zur Verfugung gestellt. Die Gehirne von Makaken, die das Striatum enthalten
wurden von Dr. rer. nat. Hans-Jurgen Bidmon in Blécke zugeschnitten, die er aus
einem Projekt bereitgestellt hatte, fir das er verantwortlich war. Auch bei den
menschlichen Blocken hat er entscheidend mitgeholfen. PD Dr. rer. nat. Christina
Herold, Dr. rer. nat. Hans-Jurgen Bidmon und Nicole Delhaes waren fur die Fixie-
rung, Lagerung sowie das Schneiden der menschlichen Gehirnpraparate verant-
wortlich. Diese Praparate wurden speziell fur die Analyse von neuronalen Struktu-
ren und Funktionen ausgewahlt, welche im Striatum zentral sind. Eine ausfuhrliche
Beschreibung der Praparationsmethoden und der analytischen Verfahren dieser

Hirnblocke ist im Abschnitt 'Material und Methoden' meiner Arbeit zu finden.

5.2.3.2.1 Hirngewebe vom Menschen

Die menschlichen Hirnpraparate wurden freundlicherweise vom dem Korperspen-
dewesen der medizinischen Fakultat an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf,
Anatomie | zu Verfligung gestellt. Das Gehirn stammt von einer weiblichen Spen-
derin, die im Alter von 83 Jahren an Herzversagen verstorben ist. Die Zeit zwischen
dem Tod und der Konservierung des Hirnpraparats betrug 20 Stunden. Das Gehirn
hatte ein Gewicht von 1155 Gramm und befand sich in einem guten Zustand. Vor
der Fixierung wurde das Gehirn in jeder Hemisphare in 13 koronare Scheiben von
je 1 cm dicke geschnitten und anschliel3end Uber mehrere Wochen in Formalin pH
7,4 fixiert. Anschliel3end wurde jede Scheibe in kleinere Blocke unterteilt und nach
absinken in 30 % Saccharose-Losung in Isopentan (2-Methylbutan) eingefroren.
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Flr diese Studie wurden nur die Blocke verwendet, die die striatalen Regionen und

die subventrikulare Zone beider Hemispharen enthielten.

5.2.3.2.2 Hirngewebe von Makaken

Fir diese Arbeit wurden von der Firma Covance Laboratories (Munster, Deutsch-
land) frisch sezierte, durch Perfusion und Immersion fixierte Gehirne von erwachse-
nen Makaken (Macaca fascicularis, n=5) im Alter von 3 bis 7 Jahren zur Verfugung
gestellt. Die Tiere wurden zunachst mit 0,1 ml Ketavet/kg (Pharmacia Upjohn, Er-
langen, Deutschland) sediert und anschlieRend mit 0,3 ml Eutha 77/kg eingeschla-
fert. Die Gehirne wurden fur 48 Stunden bei 4°C unter standigem Schwenken in
Zamboni-Fixierldsung (Bidmon et al. 2004; Bazwinsky et al. 2003) fur 3 Tage bei
4°C postfixiert. Alle Gewebe wurden in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS)
mit 25 % Saccharose eingefroren und bei -40°C in Isopentan (2-Methylbutan) ein-

gelagert. Siehe oben.

5.2.3.2.3 Erstellen der Gefrierschnitte

Fiur die Herstellung von koronaren Gefrierschnitten von Gehirnen verschiedener
Spezies, darunter Mause, Tauben, Menschen und Makaken, wurden die Proben auf
etwa -25°C abgekuhlt und anschlieRend auf einem Block eines Kryostat-Mikrotoms
montiert. Nach der Montage wurden die Gehirne geschnitten. Bei den Tauben-,
Menschen- und Makakengehirnen wurden Schnitte von 40 uym erstellt. Bei den

Mausgehirnen wurden Schnitte von 32 um erstellt.

Die Hirnproben aller vier Spezies wurden in 10er Serien geschnitten. Sie wurden
freischwimmend in einer Sammelldsung aus 0,12 M PBS und Natriumazid (Ab-
schnitt 5.1.1, Tabelle 1) aufbewahrt, die bei einer Temperatur von 4°C gehalten

wurde.

5.2.4 Immunhistochemische Farbungen

Die Hirnpraparate der Tauben, Mausen, Menschen und Makaken wurden nach ihrer
Fixation in einer Pufferlosung gelagert. Mit einer zufallig ausgewahlten Serie pro
Gehirn wurden immunhistochemische Fluoreszenz-Farbungen durchgefuhrt. Dazu
wurden bestimmte Marker genutzt, die in den Schnitten von Mausen und Tauben in
ihrer Zusammenstellung verschiedene Stadien der adulten Neurogenese darstellen

sollen. Fur beide Spezies wurden je zwei immunhistochemische Farbungen
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durchgefuhrt, die eine bestimmte Zusammensetzung von Fluoreszenzmarkern auf-
weist. Die erste immunhistochemische Farbung enthalt die Fluoreszenzmarker fur
BrdU, GFAP und NeuN. Die zweite immunhistochemische Farbung enthalt die Flu-
oreszenzmarker BrdU und DCX. Zusatzlich zu diesen Markern enthalten die Hirn-
praparate der Mause Hoechst als allgemeinen Marker fur Zellkerne. Dieser Marker

fehlt allerdings bei den Farbungen flr die Taube.

Sowohl beim Menschen als auch bei Makaken wurden das Striatum und die sub-
ventrikulare Zone des Vorderhirns untersucht. In einer Farbungsreihe wurden die
Marker GFAP, Sox2 und Ki67 kombiniert, wahrend in der zweiten Farbungsreihe
die Marker DCX, NeuN und Calretinin kombiniert wurden. Beide Farbungsreihen

enthalten auRerdem DAPI als allgemeinen Marker fir Zellkerne.

Die allgemeinen Schritte der Praparation und Farbung sind in der folgenden Tabelle
4 zusammengefasst. Die Tabelle dient zur Veranschaulichung der einzelnen Farbe-
schritte, die bei den jeweiligen Spezies durchgeflhrt wurden. Im Folgenden werden
die primaren und dazu spezifischen sekundaren Antikorper, die in den jeweiligen

Farbereihen angewendet wurden, mit Angabe ihrer Konzentrationen beschrieben.

Die Experimente an den Brieftauben wurden von PD Dr. Christina Herold und PD
Dr. Julia Mehlhorn durchgeflihrt. Die Experimente mit Mausen wurden von PD Dr.
Christina Herold durchgefihrt. Die fertigen digitalisierten und gefarbten Praparate
fur die Auswertung der Tauben- und Mauseschnitte wurden von PD Dr. Christina
Herold zur Verfugung gestellt und von Nicole Delhaes (Taube und Maus) und Na-

dine Dechering (Taube) hergestellt.

Das Hirngewebe von Menschen und Makaken wurde von mir wie beschrieben ge-

schnitten, gelagert und nach folgendem immunhistochemischen Protokoll gefarbt.

Tabelle 4

Ubersicht der Immunhistochemischen Férbeprotokolle

Mensch

Praparate in

Makake

Praparate in

Taube

Praparate in

Maus

Praparate in

Praparation 0,12MPBS | 0,12 M PBS 0,12 M PBS 0,12 M PBS
lagern lagern lagern lagern
2X5Min.in | 2x5Min.in 2 x5 Min. in 2 X 5Min. in
Waschschritte
0,12MPBS | 0,12 M PBS 0,12 M PBS 0,172 M PBS
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DNA-

Denaturierung

pH-Anhebung

Waschschritte
nach

pH-Anhebung

Blockierung

Primarantikoper

Waschschritte

nach Primaranti-

korper

Sekundaranti-

korper

Waschschritte

nach Sekun-

darantikorper

Kernfarbung

Waschschritte

Mensch

60 Min. in
PBS-T mit
3%
Ziegenserum

Uber Nacht
bei 4°C

3 x 10 Min.
in 0,12 M
PBS

2h

RT

3 x 10 Min.
in0,12 M
PBS

DAPI

2 x5 Min.
in PB

Makake

60 Min. in
PBS-T mit
3%
Ziegenserum

Uber Nacht
bei 4°C

3 x 10 Min.
in 0,12 M
PBS

2h

RT

3 x 10 Min.
in0,12M
PBS

DAPI

2 x5 Min
in PB

Taube

2N HCI, 45°C,
30 Min.

10 Min. in

0,1 M Borat-
puffer (pH 8,5)

2 x 10 Min. in
0,12 M PBS

60 Min. in
PBS-T mit 3 %

Ziegenserum

Uber Nacht
bei 4°C

3 x 10 Min.
in0,12 M
PBS

2h
RT

3 x 10 Min.
in0,12 M
PBS-T
dann 3 x 10
Min.in 0,12 M
PBS

2 x 5 Min.
in PB

Maus

2N HCI, 45°C,
30 Min.

10 Min. in

0,1 M Boratpuffer
(pH 8,9)

1 x 10 Min. in
0,12MP

BS

60 Min. in
PBS-T mit 3 %

Ziegenserum

Uber Nacht
bei 4°C

3 x10 Min.
in 0,12 M
PBS

2h

RT

3 x 10 Min.
in0,12 M
PBS

Hoechst (1:2000),
30 Min. RT

2 x 5 Min.
in PB



Mensch Makake Taube Maus
Mounting Mounting Mounting Mounting
Solution, Solution, Solution, Solution,
Eindecken trocknen im trocknen im trocknen im trocknen im
Dunkeln, Dunkeln, Dunkeln, Dunkeln,
DAPI DAPI Fluoromount Fluoromount

FUr die Farbereihe BrdU/DCX bei Tauben und Mausen wurde zunachst der primare
Antikérper Anti-BrdU in einer Verdinnung von 1:200 und Anti-DCX in einer Verdun-
nung von 1:500 Uber Nacht bei 4°C zugegeben. Am nachsten Tag wurden die
Schnitte dreimal fur jeweils 10 Minuten in 0,12 M PBS gewaschen. Die sekundaren
Antikorper gegen BrdU (Goat Anti-Rat Alexa 488) und gegen DCX (Goat Anti-Rabbit
Cy3) wurden in einer Verdinnung von 1:200 zugegeben und 2 Stunden bei Raum-

temperatur (RT) inkubiert.

Bei der Farbereihe BrdU/GFAP/NeuN, die ebenfalls bei Tauben und Mausen durch-
gefuhrt wurde, wurden die primaren und sekundaren Antikdrper nicht als Antikor-
permix verwendet, sondern nacheinander aufgetragen. Zunachst wurde der primare
Antikérper Anti-BrdU in einer Verdinnung von 1:200 zugegeben und Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 10 Minuten
in 0,12 M PBS gewaschen. Danach wurden die sekundaren Antikorper gegen BrdU
(Goat Anti-Rat Cy3) in einer Verdinnung von 1:200 zugegeben und fur 2 Stunden
bei RT inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bevor der primare Antikdrper
Anti-GFAP in einer Verdinnung von 1:500 zugegeben und inkubiert wurde. An-
schlieBend wurden die sekundaren Antikorper gegen GFAP (Goat Anti-Rabbit
FITC) in einer Verdunnung von 1:200 zugegeben. Nach weiteren Waschschritten
wurde schlielich der primare Antikorper Anti-NeuN in einer Verdinnung von 1:1000
zugegeben. Die sekundaren Antikérper gegen NeuN (Donkey Anti-Mouse 647) wur-
den ebenfalls in einer Verdunnung von 1:200 zugegeben und fur 2 Stunden bei RT
inkubiert.

Fur die Farbereihe GFAP/Sox2/Ki67 bei Menschen und Makaken wurden die pri-
maren Antikorper GFAP in einer Verdiinnung von 1:500, Sox2 in einer Verdinnung
von 1:200 und Ki67 in einer Verdinnung von 1:200 Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die sekundaren Antikorper gegen GFAP (Goat Anti-Chicken Alexa 488), gegen

41



Sox2 (Goat Anti-Mouse Alexa 647) und gegen Ki67 (Goat Anti-Rabbit Cy3) wurden

jeweils in einer Verdunnung von 1:200 fur 2 Stunden bei RT zugegeben.

In der zweiten Farbereihe DCX/NeuN/Calretinin bei Menschen und Makaken wur-
den die primaren Antikorper DCX in einer Verdunnung von 1:500, NeuN in einer
Verduinnung von 1:1000 und Calretinin in einer Verdinnung von 1:1000 tber Nacht
bei 4°C zugegeben. Die sekundaren Antikdrper gegen DCX (Donkey Anti-Rabbit
Alexa 488), gegen NeuN (Donkey Anti-Mouse Alexa 647) und gegen Calretinin
(Donkey Anti-Guinea Pig Cy3) wurden in einer Verdunnung von 1:200 fur 2 Stunden
bei RT inkubiert.

Die in der Tabelle beschriebenen allgemeinen Schritte und Bedingungen gelten fur
alle Farbungen. Die spezifischen primaren und sekundaren Antikorper sowie deren

Konzentrationen sind fur die verschiedenen Farbereihen wie oben angegeben.

5.2.5 Scanverfahren und digitale Auswertung der Hirnpraparate

Abb. 6. Beispielhafte Schnittbilder von Tauben- und Mauspraparaten, mit der Farbung BrdU/DCX. A) BrdU/DCX, B) BrdU/DCX.
MSt: mediales Striatum, LSt: Laterales Striatum, ISt: Intermediares Striatum, GP: Globus pallidus, CP: Caudoputamen, ACB: Nucleus
accumbens Die Analyse der Hirnpraparate wurde mit dem Zen blue Programm von Zeiss durchgefiihrt.

Im Anschluss zur Farbung, werden diese aufgezogenen Schnitte im Slide-Scanner
(AxioScan.Z1, Zeiss, Germany) digitalisiert. Die Hirnpraparate von Menschen und
Makaken wurden mit freundlicher Unterstitzung von PD Dr. med. Christina Herold
und Roxana Gellings immunhistochemisch gefarbt und mit Hilfe von PD Dr. med.
Christina Herold, René Hubbers und Roxana Gellings digitalisiert. Die digitalisierten
Hirnpraparate von Tauben und Mausen wurden wie bereits oben erwahnt freundli-

cherweise zur Verflgung gestellt. Fur die quantitative Analyse wurden anschliel3end
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in allen Schnitten in der linken Hemisphare die relevanten Areale des Striatums
segmentiert und ihre Flache (in mm?) mit der Software ZEN (Zeiss, Deutschland)
geschatzt. Abbildung 6 zeigt bespielhafte Hirnschnitte von Mausen und Tauben. Die
Signale der immunreaktiven Zellen wurden manuell mit dem Programm ZEN in allen
definierten Arealen mit folgenden Markern und Markerkombinationen gezahit:
BrdU+, DCX+, BrdU+/NeuN+, BrdU+/GFAP+ und BrdU+/DCX+. Zudem wurden fur
samtliche Schnitte der Brieftauben die Hirnregionen und Atlasebenen gemal} "The
Stereotaxic atlas of the brain of the pigeon" und den Erkenntnissen aus der Studie
von Bruce et al. (2016) identifiziert und benannt (Bruce et al. 2016b; van Tienhoven
1969). Als Referenzatlas flur die Identifikation der Hirnregionen und Atlasebenen der
Maus wurde der ,Allen Brain Atlas“ (Lein et al. 2007; Daigle et al. 2018; Allen Insti-

tute for Brain Science 2011) genutzt.

5.2.6 Statistische Auswertung

FUr die deskriptive Statistik wurde Microsoft Office 365 Excel verwendet, um die
Mittelwerte der einzeln gemessenen Signale/Quadratmillimeter pro Subregion und
entlang der anterior-posterioren Achse des Striatums zu berechnen. Die Mittelwerte
wurden um den Standardfehler erganzt und in Saulendiagrammen graphisch dar-
gestellt. Dies ermdglicht einen Vergleich der einzelnen Marker in den jeweiligen

Subregionen von Mausen und Tauben.

Daruber hinaus wurden die einzelnen Subregionen entlang der anterior-posterioren
Achse analysiert, um mogliche Unterschiede in der Verteilung zu analysieren. Daflr
wurde jede Subregion, sofern sie grof3 genug ist, reprasentativ in gleichmaflige Re-

ferenzebenen unterteilt.

Dafur wurden fur Tauben und Mause die oben genannten Atlanten genutzt. So wur-
den die einzelnen Subregionen der Taube in folgende Referenzebenen entlang der

anterior-posterioren Achse gleichmaldig unterteilt:
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Nucleus Mediales Laterales Globus

Anterior
Accumbens Striatum Striatum Pallidus
A12.75 A 13.00 A11.75 A 10.75
A11.75 A11.75 A 10.50 A 09.50
A 10.75 A 10.50 A 09.25 A 08.00
A 09.25 A 08.00
Posterior
A 08.00 A 06.75

Die einzelnen Subregionen der Maus wurde dagegen in folgende Referenzebenen

entlang der anterior-posterioren Achse gleichmalig unterteilt:

Ncl. Accumbens Caudoputamen Globus Pallidus
Allen Allen Allen
Bregma- Bregma- Bregma-
Brain Koordinat Brain Brain
; oordinate i i
Anterior Atlas Atlas Koordinate Atlas Koordinate
38 1.645 mm 43 1.145 mm 58 -0.38 mm
43 1.145 mm 50 0.445 mm 64 -0.955 mm
48 0.62 mm 57 -0.28 mm 70 -1.555 mm
v 64 -0.955 mm
Posteri
osterior 71 -1.655mm
78 -2.355 mm

FUr die statistischen Tests wurde zunachst die nichtparametrische Varianzanalyse,
der Friedman-Test, verwendet. Ergibt dieser Friedman-Test signifikante Unter-
schiede, so wird fur den paarweisen Vergleich der Subregionen der Wilcoxon-Vor-
zeichen-Rang-Test (W-Test) verwendet. Fur die Analyse zwischen den beiden Spe-
zies (Taube und Maus) wurde zunachst der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Erga-
ben sich daraus signifikante Unterschiede, wird der Mann-Whitney-U-Test durchge-
fuhrt. Alle statistischen Tests haben ein Signifikanzniveau ab p < 0,05. Zur Vermei-
dung von Alpha-Fehlerkumulation bei multiplen Tests wurde die Benjamini-Hoch-

berg-Korrektur verwendet.
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Die statistischen Tests wurden mit dem Programm SPSS von IBM (Version 29)
durchgefuhrt. Im Anhang sind alle durchgeflihrten statistischen Tests mit ihren Er-

gebnissen tabellarisch aufgelistet.

6 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden zunachst die qualitativen und anschlie3end die quanti-

tativen Ergebnisse dieser Arbeit erlautert.

6.1 Qualitative Analyse der adulten Neurogenese im Striatum
von Tauben und Mausen

In diesem Abschnitt erfolgt die qualitative Analyse von Hirnschnitten zur Identifika-
tion unterschiedlicher Zelltypen mittels immunhistochemischer Fluoreszenzfarbung.
Dazu dienen die Marker BrdU, GFAP, NeuN und DCX. Die Untersuchung beginnt
mit der Analyse der Zellen in den Praparaten von Mausen und Vogeln und setzt sich
fort mit der Analyse der Zellen in den Praparaten von Menschen und Makaken.

6.1.1 Striatum von Tauben

Die qualitative Analyse der neurogenen und glialen Marker in den Hirnpraparaten
der Tauben ermdglicht Einblicke in unterschiedliche Zelltypen. Je nach Entwick-
lungsstadium konnen diese Zellen verschiedene Marker und Markerkombinationen

aufweisen.
6.1.1.1 Die Biomarker BrdU und DCX

Besonders auffallig sind die zahlreichen DCX+-Markierungen in samtlichen Subre-
gionen des Striatums der Tauben. Allerdings sind die positiven Signale in diesen
Regionen eher unregelmalig verteilt, so dass keine geordneten Zellansammlungen
eindeutig erkennbar sind, die zur Unterscheidung von Zellschichten dienen kénnten.
Dennoch kénnen spezifische und morphologisch vielfaltige Strukturen der DCX+-
Zellen erkannt werden, wie Abbildung 7 zeigt. Dies schliel3t Zellen mit primar ovoi-
dalem Zellkorper (DCX ov.) mit einem oder zwei ausgepragten Fortsatzen, sowie
auch Zellen mit triangularem Zellkdrper (DCX tri.), ausgepragten Fortsatzen und
Dendriten ein. Eine detaillierte quantitative Analyse dieser ovoidalen und triangula-
ren Zellen wird in den folgenden Abschnitten behandelt. Im Gegensatz zu DCX+
sind BrdU+-Markierungen im Striatum von Tauben selten. Bei naherer Betrachtung
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weisen die wenigen identifizierten Zellen eine intensive Farbung sowie annahernd
ovoidale Struktur auf (Abb. 7, C). Jedoch ermdglicht das BrdU+-Signal aufgrund der
Konzentration im Zellkern keine detaillierte morphologische Charakterisierung der

Zelle. In einigen Fallen sind Doppelmarkierungen von DCX und BrdU erkennbar

(Abb. 7, D), weshalb eine Zuordnung dieser BrdU+-Zellen moglich ist.

Abb. 7. Neu
gebildete Neuro-
blasten im Stria-
tum der Taube.
A) Laterales
Striatum  (LST),
Ubersicht von
DCX+ Zellen, die
triangular und ovo-
idal sind. B) — D)
Mediales Striatum
(MST), DCX+ und
BrdU+ Zellen, die
ovoidal sind. B)
DCX+ C) BrdU+
D) BrdU+ und
DCX+ zusammen-
geflgt. Gelber
Pfeil: markiert tri-
angulare  DCX+
Zellen, grauer
Pfeil: markiert ov-
oidale DCX+ Zel-
len, griiner Pfeil:
markiert BrdU+
Zellen.

6.1.1.2 Die Biomarker GFAP, NeuN und BrdU

In den Taubenpraparaten sind auch Markierungen von GFAP+-Zellen nachweisbar.

Diese Zellen zeigen in der Regel eine ovoidale Form und einen ausgepragten

Abb. 8. Neu gebildete reife Neuronen im Striatum der Taube. A — C: Laterales Striatum der Taube, D — F: Mediales Striatum der
Taube. A) BrdU + NeuN, B) GFAP + NeuN, C) BrdU + GFAP + NeuN, D) BrdU, E) BrdU + NeuN, F) BrdU + GFAP + NeuN. Roter
Pfeil: markiert Zellen, die BrdU+ und GFAP+ sind. Gelber Pfeil: markiert BrdU+ und NeuN+ Zellen. WeiBer Pfeil: markiert Zellen,
die NeuN+ sind.
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zellkérpernahen Fortsatz. Die GFAP-Farbung zeigt im ganzen Taubenhirn aul3er-
dem ein Netzwerk aus Fortsatzen, die sich durch das Gewebe erstrecken (Abb. 8,
B). In der gleichen Abbildung sind auch NeuN+-Signale abgebildet, welche im Tau-
bengehirn weit verbreitet sind und die Zellen detailliert darstellen. Gelegentlich las-
sen sich Zellen erkennen, die sowohl NeuN+- als auch BrdU+-Signale aufweisen.
Bei der Kombination dieser Signale zeigt sich eine eindeutige Uberlagerung, sodass
es sich in diesem Fall um eine Zelle handelt, die beide Signale exprimiert (Abb. 8,
E).

6.1.2 Striatum von Mausen

Analog erlaubt die qualitative Analyse von neurogenen und glialen Markern in Hirn-
praparaten von Mausen einen Einblick in die Vielfalt der Zelltypen. Die Zellen kon-
nen spezifische Marker oder Markerkombinationen aufweisen, die von ihrem Rei-

fungs- und Differenzierungszustand abhangen.
6.1.2.1 Die Biomarker DCX und BrdU

Die Anzahl an identifizierten DCX+-Zellen in Mauspraparaten ist im Vergleich zu

Taubenpraparaten wesentlich geringer. Die detektierten Zelltypen weisen uberwie-

gend eine ovoidale Struktur auf, oft mit einem ausgepragten Fortsatz (Abb. 9, A).

Abb. 9. Neu gebildete Neuroblasten und reife Neuronen im Striatum der Maus. A — F: Ncl. Accumbens der Maus, A) DCX, B)
DAPI, C) DCX + DAPI, D) BrdU, E) NeuN, F) BrdU + GFAP + NeuN. Roter Pfeil: markiert DCX+ Zellen, griiner Pfeil: markiert
BrdU+/NeuN+ Zellen, weiBer Pfeil: markiert NeuN+ Zellen, grauer Pfeil: markiert DAPI, gelber Pfeil: markiert BrdU+ Zellen.

Im Gegensatz zu den Taubenpraparaten wurden in den Mauspraparaten keine tri-

angularen Zelltypen festgestellt. Die DCX+-Zellen sind aul3erdem bei den Mausen
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vorrangig in der Peripherie des Caudoputamens entlang des Corpus callosum loka-
lisiert (Abb. 10, A).

Im Gegensatz dazu zeigen die Taubenpraparate eine flachigere und ungerichtete
Verteilung der DCX+-Zellen. In den Mauspraparaten konnten weiterhin vereinzelt
BrdU+ Zellen im gesamten Striatum nachgewiesen werden, die eine charakteristi-

sche ovoidale Struktur aufwiesen, die am ehesten den Zellkern reprasentiert.

Abb. 10. Neuroblasten im RMS der Maus. A) BrdU + DCX, Ausschnitt des Caudoputamens (CP), angrenzend an den Ventrikel (V)
und Corpus callosum (CCL). B) BrdU + DCX, VergroRerung des Kastens in A. C) BrdU + DCX + DAPI, VergroRerung des Kastens in
A. Oranger Pfeil: markiert Zellen, die DCX+ sind, gelber Pfeil: markiert Zellen mit DAPI, weiBer Pfeil: markiert Zellen, die BrdU+
sind. CP: Caudoputamen, V: Ventrikel, CCL: Corpus callosum. RMS: rostraler Migrationsstrom.

Ein weiterer Unterschied bei der Farbung von Mauspraparaten besteht in der Ver-
wendung von DAPI als Zellkernmarker, der eine detailliertere Darstellung zellularer
Strukturen ermoglicht (Abb. 10, C). Dadurch konnte eine genauere Analyse der Zell-
strukturen und Biomarker in den Mauspraparaten im Vergleich zu den Taubenpra-

paraten durchgefuhrt werden.
6.1.2.2 Die Biomarker GFAP, NeuN und BrdU

In Bezug auf die Marker NeuN und GFAP konnten keine signifikanten morphologi-
schen Unterschiede zwischen den beiden Arten festgestellt werden. Beide Marker
waren im gesamten Vorderhirn beider Spezies vorhanden. Wahrend NeuN ahnlich
wie BrdU hauptsachlich Zellkerne markiert und somit keine spezifischen Informati-
onen uber das Zytoskelett liefert, zeigt GFAP bei den Mausen eine deutlich ausge-
pragte dendritische Struktur der GFAP+-Zellen (Abb. 9, F). In den Tauben war diese
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Struktur weniger ausgepragt. Besonders interessant ist, dass die Doppelmarkierung
von BrdU mit GFAP lediglich in den Taubenpraparaten gemessen wurde (Abb.8,
C). In den Mauspraparaten fehlte jedoch die Doppelmarkierung von BrdU mit GFAP
komplett. Eine detailliertere Beschreibung dieser Ergebnisse erfolgt in der quantita-

tiven Analyse.

6.2 Qualitative Analyse der adulten Neurogenese im Globus
pallidus von Tauben und Mausen

Zusatzlich zu den Signalen, die in den striatalen Hirnregionen beider Spezies ge-
messen wurden, wurden auch Signale im Globus pallidus beider Spezies gemes-

A
= 4
Abb. 11. Neu gebildete reife Neuronen im Globus Pallidus. A — C: Globus pallidus der Taube, D — F: Globus pallidus der Maus. A)

NeuN, B) BrdU, C) BrdU + NeuN, D) NeuN, E) BrdU, F) BrdU + NeuN. Roter Pfeil: markiert Zellen, die BrdU+ sind, weiBer Pfeil:
markiert Zellen, die NeuN+ sind.

sen. Dabei konnten interessanterweise eindeutige BrdU+ Signale im Globus Palli-
dus von Tauben (Abb. 11, B) sowie von Mausen (Abb. 11, E) identifiziert werden,
die auRerdem ein eindeutiges NeuN+ Signal zeigen (Abb. 11, C und F). Da beide
Strukturen primar im Zellkern eine Bindung eingehen ist eine nahere Beschreibung

ihrer Zellmorphologie auch hier nicht moglich.

6.3 Qualitative Analyse der subventrikularen Zone in Mensch-
und Makakengehirnen

Dieser Abschnitt konzentriert sich auf eine umfassende qualitative Untersuchung
der subventrikularen Zone (SVZ) sowohl im humanen als auch im Makakengehirn.
Die Analyse basiert auf den Ergebnissen von Quinones-Hinojosa et al. (2006), die
die spezifische Zytoarchitektur der menschlichen SVZ beleuchten, sowie auf den
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Ergebnissen von Gil-Perotin et al. (2009), die ahnliche Untersuchungen am Maka-
kengehirn durchgeflhrt haben. Im Rahmen dieser feasibility-Studie wurde die SVZ
beider Spezies naher untersucht. Das Ziel war die genaue Analyse der Zytoarchi-
tektur und die mogliche Identifizierung von Stamm- und Progenitorzellen in dieser
speziellen Region. Um einen genauen Uberblick iber die zelluldaren Strukturen in
der SVZ zu erhalten, wurden vier Biomarker in den Untersuchungen verwendet.
Sox2, GFAP, Ki67 und DAPI. Mit Hilfe dieser Marker wurde eine differenzierte und
umfassende Analyse der subventrikularen Zone durchgefuhrt, wobei ein besonde-
res Augenmerk auf die Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen humanen

und Makakenproben gelegt wurde.

6.3.1 Die subventrikulare Zone von Menschen

In der Studie von Quinones-Hinojosa et al. (2006) wurden verschiedene Biomarker
verwendet, darunter DAPI, GFAP, DCX, NeuN und Ki67. Zusatzlich wurden elekt-
ronen-mikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt, um detaillierte Einblicke in die
Struktur der subventrikuldren Zone zu erhalten. Ahnliche Ergebnisse lber die Zy-
toarchitektur der SVZ wurden bei Menschen und Makaken festgestellt, mit Unter-

schieden in der genauen Struktur und Anordnung der Schichten.

In den fur diese Studie verwendeten menschlichen Hirnschnitten wurde durch die
Verwendung ahnlicher immunhistochemischer Fluoreszenzmarker die zytoarchitek-
tonische Struktur der menschlichen SVZ beschrieben. Als Ubersicht der SVZ des
Menschen dient Abbildung 12.

Ventrikel ,,rf’

Intermed'é/

y

; Ncl. Caudatus
y : %
Ventral_/}.\'
-" o, .
Y .., ,

Abb. 12. Ubersicht der SVZ des Menschen. Abgebildet sind der ventrale, intermediare und dorsale Anteil der SVZ. Mit dem
angrenzenden  Ventrikel und dem Nucleus caudatus. Ausschnitt der Schnittebene, die den anterioren Vorderhorn des
Seitenventrikels zeigt, der an den mittleren Teil des Seitenventrikels grenzt. Referenzatlas: Allen Brain Atlas, Adult Human, Bild 23
von 106, https://atlas.brain-map.org/.
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In Abbildung 13 sind die verschiedenen Schichten der SVZ beim Menschen darge-
stellt, visualisiert durch die Markierung mit DAPI und GFAP. Sox2 und Ki67 sind
weitere Marker die in diesen Schnitten genutzt wurden, um weitere Aussagen Uber
den Zelltyp treffen zu konnen. Die ependymale Schicht (1) ist deutlich als erste
Schicht zu erkennen. Die Schnitte zeigen, dass diese Schicht ausgepragt und klar
abgegrenzt ist und eine Begrenzung zum Ventrikel darstellt. Daran schlief3t sich
eine Schicht an, die eine intensive GFAP+ Reaktivitat aufweist (2). Diese GFAP+
reiche Schicht lasst sich weiter in eine hypozellulare Zone (2a) und eine dichtere
zellulare Schicht (2b) unterteilen. Beide Bereiche, die hypozellulare Zone und die
dichtere Zellregion, sind durch starke GFAP+ Hintergrundsignale gekennzeichnet.
In der anschlieRenden Schicht ist eine diskrete GFAP- Zone (3) zu erkennen. Daran
schlie3t sich ein lockerer Zellverband mit ausgepragten GFAP+ Zellfortsatzen (4)
an, der in Richtung des Hirnparenchyms immer weiter auflockert. Die klare Abgren-
zung dieser Zellschichten ist vor allem in den intermediaren Regionen der subventri-
kularen Zone zu erkennen. Am dorsalen und ventralen Ende der Hirnschnitte (vgl.
Abb. 12) sind vor allem die ependymale, die hypozellulare und die astrozytare
Schicht durchgehend abgrenzbar. Allerdings fehlt hier die dritte, diskrete GFAP-

Zone. Zudem variiert die Dicke dieser Schichten im Ubergang zur dorsalen und

ventralen SVZ-Zone.

Abb. 13. SVZ des Menschen an der lateralen Wand des anterioren — mittleren Seitenventrikels, intermedidrer Abschnitt. 1) Ependymschicht, 2)
GFAP+ dichte Schicht, 2a) GFAP+ dichte, hypozellulare Schicht mit vereinzelten Zellen, 2b) GFAP+ dichte Schicht mit bandférmigen GFAP- Zellkérpern,
3) Diskrete GFAP- negative Schicht, 4) astrozytére bandférmige Schicht. A) DAPI, B) GFAP, C) DAPI + GFAP, D) Ki67, E) Sox2, F) DAPI + Ki67 + Sox2,
V: Ventrikel. WeiBer Pfeil: markiert Zellen, die Sox2+ sind. Gelber Pfeil: markiert Zellen, die GFAP+ sind. Oranger Pfeil: markiert Zellen, die Ki67+

Die mit DAPI und GFAP differenzierten Schichten zeigen daruber hinaus weitere

Signale: In der ependymalen Schicht waren vermehrt Ki67+ Signale nachweisbar
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(Abb. 13, D). Auch in der GFAP+ reichen Schicht (2b) wurden in der dichten Zell-
region vereinzelt Ki67+ Signale beobachtet. Die Signale von Sox2 waren in dieser
Schicht ausgepragt, aber in einer geringeren Anzahl vorhanden. Einige dieser Sig-
nale zeigten sogar eine Dreifachfarbung mit Ki67/Sox2/DAPI (Abb. 13, F).

6.3.2 Die Subventrikulare Zone von Makaken

Zusatzlich zu den menschlichen Praparaten wurden in dieser Studie auch Hirn-
schnitte von Makaken untersucht. Abbildung 14 liefert dafiir eine dhnliche Ubersicht
zur SVZ des Makaken.

Ventrikel

Intermediar

Ncl. Caudatus

Abb. 14. Ubersicht der SVZ des Makaken. Abgebildet sind der ventrale, intermediére und dorsale Anteil der SVZ. Mit dem
angrenzenden Ventrikel und dem Nucleus caudatus. Ausschnitt der Schnittebene, die den anterioren Vorderhorn des Seitenventrikels
zeigt, der an den mittleren Teil des Seitenventrikels grenzt. Referenzatlas: Martin RF, Bowden DM. A stereotaxic template atlas of the
macaque brain for digital imaging and quantitative neuroanatomy. Neuroimage. 1996 Oct;4(2):119-50. doi: 10.1006/nimg.1996.0036

Auch in diesen Makakenpraparaten konnte mittels DAPI und GFAP eine epen-
dymale Schicht (1) identifiziert werden. Darauf folgte eine GFAP+ reiche Schicht
(2), die weiter in eine hypozellulare Zone (2a) und eine zelldichte Region (2b) un-
terteilt werden konnte, wie in Abbildung 15 dargestellt. Bemerkenswert ist jedoch,
dass in den Makakenschnitten im Gegensatz zu den humanen Proben keine dis-
krete GFAP- Zellschicht in der intermedidren Zone zu erkennen war. Stattdessen
schloss sich unmittelbar der astrozytare GFAP+ Zellverband an (Abb. 15, C). Ein
weiterer wichtiger Unterschied zwischen den beiden Spezies war das Fehlen von
Ki67+ Signalen in den Makakenproben, (Abb. 15, D). Allerdings wurden sowohl in
der ependymalen Zellschicht als auch in der GFAP+ reichen Zellregion (2b) verein-
zelt Sox2+ Signale detektiert (Abb. 15, E).
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Abb. 15. SVZ des Makaken an der lateralen Wand des anterioren — mittleren Seitenventrikels, intermediédrer Abschnitt. 1) Ependymschicht, 2)
GFAP+ dichte Schicht, 2a) GFAP+ dichte hypozelluldare Schicht mit vereinzelten Zellen, 2b) GFAP+ dichte Schicht mit bandférmigen GFAP- Zellkdrpern,
3) astrozytare bandférmige Schicht. A) DAPI, B) GFAP, C) DAPI + GFAP, D) Ki67, E) Sox 2, F) DAPI + Ki67 + Sox 2, V: Ventrikel. Roter Pfeil: markiert
Zellen, die Sox 2+ sind. WeiBer Pfeil: markiert Zellen und Fortsatze, die GFAP+ sind.

Eine Variation der Zellschichtdicke wurde auch in den Makaken-Proben beobachtet,

insbesondere beim Ubergang zu den dorsalen und ventralen Abschnitten der SVZ.

6.3.3 Der Nucleus caudatus des Menschen

Neben den Farbungen von menschlichen Hirnpraparaten mit BrdU, GFAP und
Sox2, wurden menschliche Hirnpraparate, die unter anderem das Striatum und die
SVZ enthalten mit DCX, NeuN und Calretinin gefarbt. In diesen Schnitten konnten
wichtige Erkenntnisse durch diese Farbungen gewonnen werden. Abbildung 16
zeigt hierbei beispielhaft einen Ausschnitt aus dem Nucleus caudatus, der sich in
unmittelbarer Nahe zur SVZ befindet. In diesen Schnitten konnten verschiedene
Signale beobachtet werden. Mittels DAPI sind kernhaltige Strukturen erkennbar. Die
meisten dieser kernhaltigen Strukturen zeigen eine Immunreaktivitat mit DCX und
NeuN. Sie verteilen sich dabei fleckformig um den Kern der Zelle. Diese Doppel-
markierung kommt reichlich vor. Unter anderem kdnnen aber vereinzelt Calretinin+
Signale detektiert werden. Diese Immunreaktivitat scheint sehr ausgepragt zu sein
und zeigt Zellen mit einer primar ovoidalen Morphologie, die einen oder zwei ge-
genuberliegende Fortsatze besitzen. Aulderdem konnen vereinzelt DCX+ Signale
nachgewiesen werden, die sich von den DCX+ Signalen, die mit NeuN+ doppelt
markiert sind unterscheiden. Diese Signale sind zum einen ausschlieRlich mit DCX
markiert, zum anderen verteilt sich die Immunmarkierung nicht fleckformig um den

Zellkern, sondern fullt einheitlich die Zelle aus. Einige DCX+ Signale zeigen sogar
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ihre Fortsatze, die sich ausbreiten, wie sie typischerweise auch in Tauben oder
Mausen identifiziert wurden (Abb. 16, A).

A

Abb. 16. Ausschnitt aus dem Nucleus caudatus des Menschen in topographisch unmittelbarer Ndahe zur SVZ. A) DCX +
Calretinin + NeuN + DAPI. B) Identische Farbung, jedoch ohne DCX. Griiner Pfeil: markiert Zellen bzw. Fortsatze, die DCX+ sind;
WeiBer Pfeil: markiert Zellen, die Calretinin+ sind und Gelber Pfeil: markiert Artefakte, die sowohl von der DCX+ als auch NeuN+
Farbung sind, bei denen es sich am wahrscheinlichsten um Lipofuscinmarkierung handelt.

Diese DCX+ Signale wie zuletzt beschrieben zeigen sich bisher ausschlieRlich im
Nucleus caudatus, besonders ausgepragt in unmittelbarer Nahe zur SVZ. Im Puta-
men beispielsweise zeigen sich ausschliellich die Doppelmarkierungen mit DCX+
und NeuN+, die sich fleckformig um den Zellkern verteilen. Vereinzelt sind auch

Calretinin+ Signale zu erkennen.

54



6.4 Quantitative Analyse der adulten Neurogenese im Stria-
tum von Tauben und Mausen

In den folgenden Abschnitten werden die quantitativen Ergebnisse dieser vorliegen-
den Studie beschrieben, die in Bezug auf adulte striatale Neurogenese im Tauben-
sowie Mausgehirn gewonnen werden konnten. Zunachst werden die einzelnen Er-
gebnisse innerhalb einer Spezies besprochen, dabei liegt das Augenmerk auf der
Verteilung der einzelnen immunhistochemischen Marker im Vergleich zwischen den
Subregionen des Striatums sowie die Verteilung der einzelnen Marker entlang der
anterior-posterioren Achse in den einzelnen Subregionen des Striatum. Nachdem
die Ergebnisse der Spezies separat voneinander beschrieben wurden, folgt zuletzt

der Vergleich zwischen den beiden Spezies. Alle inhaltlich relevanten Tabellen der
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Abb. 17 Verteilung von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri., BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?Z in verschiedenen Regionen des
Taubengehirns. Ncl. Accumbens (ACB), mediales Striatum (MSt), laterales Striatum (LSt), intermediares Striatum
(ISt) und Globus pallidus (GP). DCX+-Zellen werden in 2 Kategorien unterteilt, ovoidal (ov.) und triangular (tri.). A)
Verteilung von BrdU+ Zellen, B) Verteilung von DCX+ ov. Zellen, C) Verteilung von DCX+ tri. Zellen und D)
Verteilung von BrdU+/DCX+ Zellen. Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien
zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).

deskriptiven Statistik werden im Text dargestellt und besprochen. Weitere Tabellen
mit erganzenden deskriptiven statistischen Auswertungen sind im Anhang zu finden
(s. Tabellen der deskriptiven Statistik)

6.4.1 Analyse der adulten Neurogenese im Striatum der Taube

Die quantitative Analyse der BrdU/DCX - sowie BrdU/GFAP/NeuN - Farbung der

Taube zeigte, dass alle Marker im Nucleus accumbens (ACB), medialen Striatum
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(MSt), lateralen Striatum (LSt), intermediaren Striatum (ISt) und Globus pallidus
(GP) messbar waren (Abb. 17 und 18).
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Abb. 18 Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ und BrdU+/GFAP+ - Zellen/mm? in verschiedenen Regionen des
Taubengehirns. Ncl. Accumbens (ACB), mediales Striatum (MSt), laterales Striatum (LSt), intermediares Striatum
(ISt) und Globus pallidus (GP). A) Verteilung von BrdU+ Zellen, B) Verteilung von BrdU+/GFAP+ Zellen, C)
Verteilung von BrdU+/NeuN+ Zellen. Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien
zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Aralen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).

Es konnten signifikante regionale Unterschiede in der raumlichen Verteilung der Bi-
omarker in der BrdU/DCX-Farbung festgestellt werden [FRM ANOVA, BrdU+: x2(n
=9,df =4)=26,40, p < 0,001; DCX ov.: x2(n =9, df =4) = 33,51, p < 0,001; DCX
tri.: x2(n =9, df =4) = 31.56, p < 0.001; BrdU+/DCX+: x2(n =9, df =4) =25,74, p <
0,001]. Ebenso konnten diese Unterschiede in der raumlichen Verteilung in der Far-
bung mit BrdU/GFAP/NeuN festgestellt werden [FRM ANOVA, BrdU+: x2(n = 9, df
= 4) = 16,98, p < 0,05; BrdU+/GFAP+: x2(n = 9, df = 4) = 11,73, p < 0,05;
BrdU+/NeuN+: x2(n =9, df =4) = 17,30 p < 0,05].

Die BrdU+ Signale in beiden Farbungen wiesen im Vergleich des Nucleus accum-
bens zu den anderen vier Arealen eine signifikant hohere Anzahl auf (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05). Das MSt zeigte dagegen eine hohere Anzahl an
BrdU+ Signalen im Vergleich zum LSt und GP (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p
< 0,05). Der Nucleus accumbens zeigte ebenfalls Unterschiede in der Anzahl an
DCX ov.+ Signalen im Vergleich zum MSt, LSt, ISt und GP (Wilcoxon-Vorzeichen-
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Rang-Test; p < 0,05) und hatte auch hier die hochste Anzahl an Signalen (Tabelle
5).

Tabelle 5

Verteilung von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri., BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im Striatum der

Taube

Zellen/mm? BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
ACB 17,81+ 2,84 255,04 + 17,53 8,39 + 1,48 1,65+ 0,21
MSt 4,75+ 0,29 161,04 + 9,33 13,19 £ 0,55 0,73 £ 0,09
LSt 3,10 £ 0,25 103,49 + 5,98 11,37 £ 0,59 0,46 £ 0,04

ISt 4,12+ 0,99 18,83+ 2,12 1,12+ 0,44 0,18 £ 0,12
GP 2,56 + 0,29 17,10 £ 1,36 1,28 + 0,16 0,16 + 0,06

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Die zweithéchste Anzahl an DCX+ Signalen im Vergleich zu den anderen Arealen
wies das MSt auf (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05), gefolgt vom LSt, das
die dritthochste Anzahl an DCX ov.+ Signalen zeigte (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test; p < 0,05; Abb. 17 B).

Die Analyse des Markers DCX tri.+ ergab ebenfalls bedeutende Unterschiede zwi-
schen dem MSt und dem ACB sowie zwischen dem MSt und dem LSt (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05), wobei das MSt die hochste Anzahl an DCX tri.+
Signalen aufwies, gefolgt vom LSt (Tabelle 5). Bei den BrdU+/DCX+ Signalen waren
die Ergebnisse ahnlich wie bei den DCX ov.+ Signalen. Der Nucleus accumbens
zeigte hierbei im Vergleich zum MSt, LSt und GP die hochste Anzahl an Signalen
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p <0,05). Das MSt hatte die zweithdchste Anzahl
von BrdU+/DCX+ Signalen und unterscheidet sich im Vergleich zum LSt und GP

sowie zum ACB (Wilcoxon- Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05).

Die Analyse der BrdU/GFAP/NeuN-Farbung (Abb. 18) ergab, dass alle Marker auch
in den o.g. Arealen messbar waren. Wie zuvor erwahnt wies im Vergleich zu den
anderen Arealen der Nucleus accumbens eine hdhere Anzahl an BrdU+ Signalen

auf (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05; Tabelle 6).
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Tabelle 6

Verteilung von BrdU+, BrdU+/GFAP+, BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im Striatum der Taube

Zellen/mm? BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
ACB 23,17 +£49 3,42 + 0,59 5,38 + 1,85
MSt 10,37 £ 1,01 4,11 £ 0,39 2,22 + 0,39
LSt 10,34 £ 1,16 6,1+ 0,59 1,29 £ 0,22

ISt 8,93+ 1,63 7,8+1,59 0,23+0,15
GP 7,79 £ 0,95 5,41+ 0,68 0,56 + 0,25

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Aulerdem zeigten das MSt und das LSt im Vergleich zum GP eine wesentlich ho-
here Anzahl an BrdU+ Signalen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05). Hin-
sichtlich der Anzahl der BrdU+/NeuN+ Signale zeigten das MSt und LSt Unter-
schiede im Vergleich zum ISt und GP, wobei das MSt mehr BrdU+/NeuN+ Signale
aufwies als das LSt, ISt und GP, gefolgt vom LSt (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test;
p < 0,05, Tabelle 6). Die Anzahl der BrdU+/GFAP+-Signale zeigte dagegen keine
Unterschiede im Striatum der Taube, war jedoch in allen Subregionen messbar.

6.4.1.1 Analyse der Biomarker in den Subregionen entlang der anterioren —

posterioren Achse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Analyse von Biomarkern in den ein-
zelnen Subregionen entlang der anterior-posterioren Achse der Taube vorgestellt.
Die Analyse der einzelnen Biomarker in der Farbung mit BrdU und DCX entlang der
anterior-posterioren Achse des Nucleus accumbens ergab signifikante Unter-
schiede in der raumlichen Verteilung von BrdU und DCX ov. [FRM ANOVA, BrdU+:
X2(n =9, df =2)=13,56, p 0,001; DCX ov.: x2(n =9, df =4) = 14,89, p < 0,001]. In
der mittleren Referenzebene A 11.75 ist die Anzahl der BrdU+ und DCX ov.+ hdher
als in den benachbarten Referenzebenen A 12.75 und A 10.75 (Abb. 19, Tabelle 7).
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Abb. 19 Verteilung von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri., BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?Z in entlang der anterior-posterioren
Achse des Taubengehirns. A) Verteilung der Zellen im Ncl. Accumbens (ACB), B) Verteilung der Zellen im
medialen Striatum (MSt), C) Verteilung der Zellen im lateralen Striatum (LSt) und D) Verteilung der Zellen im
Globus pallidus (GP). Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).

DCX tri.+ und BrdU+/DCX+ - Signale zeigten hingegen keine Unterschiede in ihrer

raumlichen Verteilung entlang der anterior-posterioren Achse des Nucleus accum-
bens.

Tabelle 7

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?im ACB der Taube

ACB BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
A 1275 7,45+ 1,45 178,66 + 17,21 6,49 £ 2,63 0,92 £ 0,38
A11.75 34,53 £ 5,49 352,91 + 23,49 8,51 + 2,31 2,12+ 0,56
A 10.75 10,15 + 3,36 221,42 + 35,35 7,52 1,43 1,74 £ 0,97

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.
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Bei der Farbung mit den immunhistochemischen Markern BrdU/GFAP/NeuN zeig-
ten sich ebenfalls signifikante Unterschiede im Ncl. accumbens in der Anzahl der
BrdU+ und BrdU+/NeuN+ Signale [FRM ANOVA, BrdU+: x2(n = 8, df = 2) = 10,52,
p < 0,01; BrdU+/NeuN+: x2(n = 8, df = 2) = 10,17, p < 0,01]. Dabei wurden die
hochsten BrdU+ und BrdU+/NeuN+ Signale im Vergleich zu den beiden anterioren
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Abb. 20 Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ und BrdU+/GFAP+ - Zellen/mm?Zin entlang der anterior-posterioren
Achse des Taubengehirns. Ncl. Accumbens (ACB), mediales Striatum (MSt), laterale Striatum (LSt),
intermediares Striatum (ISt) und Globus pallidus (GP). A) Verteilung der Zellen im ACB, B) Verteilung der Zellen
im MSt, C) Verteilung der Zellen im LSt und D) Verteilung der Zellen im GP. Die Saulen zeigen Mittelwerte +/-
Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Aralen (Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).

Referenz-ebenen A 12.75 und A 11.75, in der hinteren Referenzebene A 10.75 fest-
gestellt (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; p < 0,05; Abb. 20, Tabelle 12). Hinsicht-
lich der Anzahl der BrdU+/GFAP+ Signale konnten keine Unterschiede im Ncl. ac-
cumbens entlang der anterior - posterioren Achse festgestellt werden. In den ande-
ren Regionen des Striatums wie MSt, LSt und GP waren zwar alle immunhistoche-
mischen Marker entlang der anterior-posterioren Achse messbar, zeigten aber in
ihrer raumlichen Verteilung sowohl in der BrdU/DCX- als auch in der
BrdU/GFAP/NeuN-Farbung im paarweisen Vergleich und nach erfolgter Bereini-
gung keine signifikanten Unterschiede in der raumlichen Verteilung der Signale. Die
weiteren Tabellen mit den exakten Mittelwerten der jeweiligen Signale in den ein-
zelnen Subregionen, gemessen entlang der anterior-posterioren Achse, befinden

sich im Anhang.
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Tabelle 12

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im ACB der Taube

ACB BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
A12.75 11,71 £ 2,07 4,42 + 0,99 2,28 +1,62
A 11.75 19,63 + 5,58 5,79 + 2,86 3,89+ 1,71
A 10.75 41,37 + 10,53 1,34 £ 0,67 11,61 + 3,76

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

6.4.2 Analyse der adulten Neurogenese im Striatum der Maus

Die quantitative Analyse der Maus zeigte einige Unterschiede in der Messung der
immunhistochemischen Marker BrdU, DCX, NeuN und GFAP. In der BrdU/DCX -

Farbung waren sowohl BrdU+ als auch DCX ov.+ Signale im Caudoputamen (CP),

A) BrdU+

- A
S N b

Zellen/mm?2

o N A~ O O

DCX+ ov.

3,5
cP ACB FS GP

Abb. 21 Verteilung von BrdU+ und DCX+ ov. - Zellen/mm?2 in verschiedenen Regionen des Mausgehims.
Caudoputamen (CP), Ncl. Accumbens (ACB), Fundus Striatum (FS) und Globus pallidus (GP). DCX+ -Zellen
werden in 2 Kategorien unterteilt, ovoidal (ov.) und triangular (tri.). A) Verteilung von BrdU+ - Zellen, B) Verteilung
von DCX+ ov. - Zellen. Verteilung von DCX+ tri. - Zellen und Verteilung von BrdU+/DCX+ - Zellen nicht messbar.
Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede
zwischen den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).
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Nucleus accumbens (ACB), Fundus striatum (FS) sowie Globus pallidus (GP) mess-
bar (Abb. 21, Tabelle 17), zeigten jedoch in ihrer Verteilung zwischen den Subregi-
onen keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu konnten DCX tri.+ und
BrdU+/DCX+ Signale in keiner Subregion des Striatums der Maus gemessen wer-

den.

Tabelle 17

Verteilung von BrdU+, DCX+ ov. - Zellen/mm? im Striatum der Maus

Zellen/mm? BrdU+ DCX+ ov.
ACB 2,77 £ 0,62 2,59 + 0,45
CcP 3,07 £ 0,57 1,62+ 0,13

FS 7,99 £ 5,23 1,15+ 0,79

GP 6,54 + 2,15 0,14 + 0,09

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

In der Farbung BrdU/GFAP/NeuN konnten in allen Subregionen des Striatums der
Maus BrdU+ und BrdU+/NeuN+ Signale gemessen werden, jedoch ohne signifi-
kante Unterschiede in der Verteilung zwischen den Subregionen (Abb. 22, Tabelle
18). Die BrdU+/GFAP+ Signale konnten in keiner dieser Subregionen gemessen

werden.

Tabelle 18

Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im Striatum der Maus

Zellen/mm? BrdU+ BrdU/NeuN
ACB 5,23 + 0,61 2,06 + 0,56
CcP 2,78 £ 0,32 1,04 £ 0,19

FS 7,37 £ 1,96 2,45+ 0,77

GP 7,57 £ 0,56 3,28 £ 0,76

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

62



A) BrdU+

CcP ACB FS

BrdU+/NeuN+

4,5
CP ACB F

4

Abb. 22 Verteilung von BrdU+ und BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? in verschiedenen Regionen des Mausgehims.
Caudoputamen (CP), Ncl. Accumbens (ACB), Fundus Striatum (FS) und Globus pallidus (GP). A) Verteilung von
BrdU+ Zellen, B) Verteilung von BrdU+/NeuN+ - Zellen. Verteilung von BrdU+/GFAP+ - Zellen nicht messbar. Die
Séaulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede zwischen
den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).
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Abb. 23 Verteilung von BrdU+ und DCX+ ov. - Zellen/mm? entlang der anterior-posterioren Achse des
Mausgehims. DCX+ -Zellen werden in 2 Kategorien unterteilt, ovoidal (ov.) und triangular (tri.). A) Verteilung der
Zellen im Ncl. Accumbens (ACB), B) Verteilung der Zellen im Caudoputamen (CP), C) Verteilung der Zellen im
Globus pallidus (GP). Verteilung von DCX+ tri. - Zellen und Verteilung von BrdU+/DCX+ - Zellen nicht messbar.
Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede
zwischen den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).
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Abb. 24 Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ und BrdU+/GFAP+ - Zellen/mm? entlang der anterior-posterioren
Achse des Mausgehirns. A) Verteilung der Zellen im Ncl. Accumbens (ACB), B) Verteilung der Zellen im
Caudoputamen (CP), C) Verteilung der Zellen im Globus pallidus (GP). Verteilung von BrdU+/GFAP+ - Zellen
nicht messbar. Die Saulen zeigen Mittelwerte +/- Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den Arealen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, *p < 0,05).

Zusammenfassend gibt es im Caudoputamen, Nucleus accumbens, Fundus stria-
tum und Globus pallidus der Maus keine Unterschiede in der Verteilung der immun-
histochemischen Marker. Diese gleiche Beobachtung wurde entlang der anterior-
posterioren Achse des Striatums der Maus gemacht (Abb. 23 und 24).

6.4.3 Analyse der adulten striatalen Neurogenese zwischen den Spe-
zZles

In der quantitativen Analyse zur Untersuchung der Unterschiede zwischen Tauben
und Mausen werden funktionell aquivalente Subregionen der beiden Spezies ver-
glichen. Dazu gehdrten das mediale (MSt) und laterale (LSt) Striatum der Taube
und das Caudoputamen (CP) der Maus. Zusatzlich wurden die Nuclei accumbens
(ACB) und die Globus pallidus (GP) beider Spezies analysiert. Die Analyse beginnt
mit dem Kruskal-Wallis-Test (KW), gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (U-Test) bei
signifikanten Ergebnissen. Um den a-Fehler bei multiplen Tests zu korrigieren,
wurde auch hierbei die Benjamini-Hochberg-Korrektur beim Mann-Whitney-U-Test

angewandt.

64



6.4.3.1 Ergebnisse der Ersten Farbungsreihe mit BrdU und DCX

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte erhebliche Unterschiede in mehreren Hirnregionen.
Insbesondere in den Nuclei Accumbens (ACB) der Taube und der Maus wurden
bedeutende Unterschiede fur alle Marker gefunden [KW, BrdU+, DCX ov.+: H(1) =
9,000, p = 0,003; DCX pyr.+: H(1) = 9,414, p = 0,002; BrdU+/DCX+: H(1) = 9,435,
p = 0,002]. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich beim Vergleich zwischen MSt und CP
[KW, BrdU+: H(1) =4,271, p =0,039; DCX ov.+: H(1) = 9,000, p = 0,003; DCX pyr.+,
BrdU/DCX+: H(1) =9,414, p = 0,002]. Zwischen LSt und CP waren die Unterschiede
fur BrdU+ insgesamt nicht signifikant [KW, H(1) = 0,218, p = 0,641], fur die anderen
Biomarker hingegen waren die Unterschiede deutlich [KW, DCX ov.+: H(1) = 9,000,
p = 0,003; DCX pyr+, BrdU+/DCX+: H(1) = 9,414, p = 0,002]. Beim Vergleich der
Globus pallidus gab es keine bedeutsamen Unterschiede zwischen BrdU+ und
BrdU+/DCX+, wohingegen fir DCX ov.+ und DCX pyr.+ deutliche Unterschiede
festgestellt wurden [KW, BrdU+: H(1) = 3,240, p = 0,072; DCX ov.+: H(1) = 9,080,
p = 0,003; DCX pyr.+: H(1) = 9,435, p = 0,002; BrdU+/DCX+: H(1) = 3,773, p =
0,052].
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Abb 25. Verteilung von BrdU+, DCX ov.+, DCX tri.+ und BrdU+/DCX+ zwischen den Spezies Taube und Maus, in
den verschiedenen Arealen des Striatums. A) Vergleich zwischen den Nuclei accumbens (ACB), B) Vergleich
zwischen dem medialen Striatum & Caudoputamen (MSt & CP), C) Vergleich zwischen dem lateralen Striatum &
Caudoputamen (LSt & CP), D) Vergleich zwischen den Globus pallidus (GP) . Die Saulen zeigen Mittelwerte +/-
Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Arealen (Mann-Whitney-U-
Test, *p < 0.05, **p < 0,01). Logarithmische Skalierung der y-Achse: log,(x).
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Nach dem Kruskal-Wallis-Test wurden Mann-Whitney-U-Tests fur den direkten
paarweisen Vergleich durchgeflhrt. Die Abbildung 25 zeigt den Vergleich zwischen
den zwei Spezies in der ersten Farbungsreihe mit BrdU/DCX. Im Caudoputamen
der Maus konnten wie zuvor erwahnt keine DCX tri.+ und BrdU+/DCX+ Signale
nachgewiesen werden, wahrend diese in den dorsalen striatalen Regionen der
Taube zahlreich messbar waren. Dieser deutliche Unterschied fur DCX tri.+ und
BrdU/DCX+ gilt fir das gesamte dorsale Striatum und den Nucleus accumbens [U-
Test, p <0,01].

Beim Vergleich des MSt der Taube mit dem CP der Maus gab es hinsichtlich der
DCX ov.+ Signale wesentliche Unterschiede [U-Test, p < 0,05]. In allen anderen
untersuchten Regionen wurden ebenfalls deutliche Unterschiede bezuglich der
DCX ov.+ Signale gefunden [U-Test, p < 0,01]. Die Anzahl dieser DCX ov.+ Signale
ist bei Tauben erheblich hoher als bei Mausen. Auferdem ist die Anzahl der BrdU+
Signale im MSt der Taube hdher als im CP der Maus [U-Test, p < 0,05], wahrend
im LSt keine Unterschiede festgestellt wurden. Im Nucleus accumbens der Taube
war die Anzahl der BrdU+, DCX ov.+, DCX tri.+ und BrdU+/DCX+ Signale wesent-
lich hoher als bei der Maus [U-Test, p < 0,01]. Schlie3lich wurden beim Vergleich
des Globus pallidus beider Spezies Unterschiede in der Anzahl der DCX ov.+ und
DCX tri.+ Signale festgestellt [U-Test, p < 0,01], wobei die Werte bei den Tauben

am hochsten waren.
6.4.3.2 Ergebnisse der Zweiten Farbungsreihe mit BrdU, NeuN und GFAP

Der Kruskal-Wallis-Test lieferte auch in der zweiten Farbungsserie aussagekraftige
Ergebnisse. Beim Vergleich der beiden Nuclei accumbens zeigten sich Unter-
schiede zwischen BrdU+ und BrdU+/GFAP+, wahrend bei BrdU+/NeuN+ kein Un-
terschied festgestellt werden konnte [KW, H(1) = 8,218, p = 0,004; BrdU+/NeuN+:
H(1) = 0,112, p = 0,738; BrdU+/GFAP+: H(1) = 9,414, p = 0,002]. Im Vergleich zwi-
schen dem MSt und CP konnten fiur alle Biomarker Unterschiede festgestellt werden
[KW, BrdU+: H(1) = 9,000, p = 0,003; BrdU+/NeuN+: H(1) = 4,271, p = 0,039;
BrdU+/GFAP+: H(1) = 9,414, p = 0,002]. Zwischen LSt und CP konnten mit Aus-
nahme von BrdU+/NeuN+ ebenfalls signifikante Unterschiede festgestellt werden
[KW, BrdU+: H(1) = 9,000, p = 0,003; BrdU+/NeuN+: H(1) = 0,538, p = 0,463;
BrdU+/GFAP+: H(1) = 9,414, p = 0,002]. Die Unterschiede im Globus pallidus sind
ebenfalls statistisch bedeutsam, auch hier konnten Unterschiede in der Anzahl der
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Signale von BrdU+/NeuN+ und BrdU+/GFAP+ festgestellt werden [KW, BrdU+: H(1)
= 0,040, p = 0,841; BrdU+/NeuN+: H(1) = 8,291, p = 0,004; BrdU+/GFAP+: H(1)
9,414, p = 0,002].

Die Abbildung 26 zeigt in diesem Fall den Vergleich der beiden Spezies in der zwei-
ten Farbungsreihe mit BrdU/GFAP/NeuN. Auch hier wurde anschliel3end der Mann-
Whitney-U-Test fur den direkten paarweisen Vergleich durchgefihrt.

Dieser zeigte wesentliche Unterschiede in der Anzahl der BrdU+ Signale im Ver-
gleich der Nuclei Accumbens und des MSt und LSt der Taube zum CP der Maus
[U-Test, p < 0,01], wobei die BrdU+ Signale bei den Tauben eindeutig hoher waren

als bei den Mausen.

Bei der Doppelmarkierung BrdU+/NeuN+ waren diese Signale in allen Subregionen
der Taube und der Maus messbar. Allerdings zeigten sich im Globus pallidus der
Maus hohere Werte als bei der Taube [U-Test, p < 0,01] und umgekehrt im MSt der
Taube hohere Werte als im CP der Maus [U-Test, p < 0,05].
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Abb. 26 Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ und BrdU+/GFAP+ zwischen den Spezies Taube und Maus in den
verschiedenen Arealen des Striatums. A) Vergleich zwischen den Nuclei accumbens (ACB), B) Vergleich
zwischen dem medialen Striatum & Caudoputamen (MSt & CP), C) Vergleich zwischen dem lateralen Striatum &
Caudoputamen (LST & CP), D) Vergleich zwischen den Globus pallidus (GP). Die Saulen zeigen Mittelwerte +/-
Standardfehler. Die horizontalen Linien zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Arealen (Mann-Whitney-U-
Test, *p < 0.05, **p < 0,01).
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In den anderen Subregionen gab es keine Unterschiede in der Verteilung von
BrdU+/NeuN+ zwischen den Spezies. Bei BrdU+/GFAP+ war die Anzahl der Sig-
nale bei der Taube in allen Subregionen messbar und héher als bei der Maus [U-
Test, p <0,01].

7 Diskussion

Im vorangegangenen Kapitel wurden die Ergebnisse der sowohl qualitativen als
auch quantitativen Analyse dieser Arbeit zur adulten Neurogenese im Striatum von
Tauben und Mausen vorgestellt. In diesem Kapitel werden nun diese gewonnenen
Erkenntnisse diskutiert, um die Ziele der Arbeit zu reflektieren und mogliche
Schlussfolgerungen abzuleiten. Zunachst werden die einzelnen Marker, die in die-
ser Arbeit genutzt wurden, betrachtet. Dabei wird auf die Bedeutung und Funktion
der einzelnen Marker auch im Zusammenhang mit BrdU eingegangen. Als Nachs-
tes werden die wesentlichen Unterschiede zwischen Mausen und Tauben hinsicht-
lich Plastizitat und Quantitat bei der Generierung adulter Nervenzellen diskutiert.
AnschlielRend werden die Ergebnisse zur Analyse der subventrikularen Zone des
Menschen und Makaken und maogliche unreife Neuronen im menschlichen Striatum
diskutiert. Die Frage, welches Modell inwiefern besser fur die Untersuchung der
adulten striatalen Neurogenese geeignet ist, wird letztlich anhand der vorliegenden
Daten diskutiert. Abschlielend werden die Gesamtergebnisse zusammengefasst
und ihre Bedeutung fur die weitere Forschung diskutiert. Die Arbeit schliel3t mit ei-
nem Ausblick auf mogliche zuklnftige Untersuchungen und die Bedeutung der ge-
wonnenen Erkenntnisse fur das Verstandnis der Neurogenese im menschlichen

Gehirn sowie neurologischer Erkrankungen und deren Behandlungsmaoglichkeiten.

7.1 Die Biomarker BrdU und DCX

In den Hirnschnitten der Tauben zeigt DCX im Allgemeinen eine Vielzahl von Zellen,
die sich sowohl in ihrer Morphologie als auch Funktion unterscheiden kénnen. Die-
ser Biomarker findet sich in allen Subregionen des Striatums der Taube. Sie kbnnen
wahrend der Embryonalentwicklung als auch postnatal generiert worden sein. Wie
bereits bekannt kann BrdU Zellen darstellen, die postnatal im adulten Gehirn gene-
riert wurden (Miller und Nowakowski 1988). Durch die Doppelmarkierung von
BrdU/DCX konnen somit spezifisch neu generierte Neuroblasten im adulten Stria-
tum der Taube nachgewiesen werden und von den restlichen DCX+ Zellen
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unterschieden werden. In Tauben ist die Subregion mit der hochsten Anzahl an neu
generierten Neuroblasten der Nucleus Accumbens (ACB), gefolgt vom medialen
Striatum (MSt). Die Region mit der niedrigsten Anzahl an neu generierten Neu-

roblasten ist dagegen das intermediare Striatum (ISt).

7.1.1 Die Rolle von DCX: Ein Marker fur Neurogenese & strukturelle
Plastizitat?

Die Ergebnisse einer Studie hat gezeigt, dass DCX-Signale nicht nur in neu gebil-
deten Zellen auftreten, sondern auch in bereits ausgereiften Zellen beobachtet wer-
den konnen (Klempin et al. 2011). Dies wirft die Frage auf, ob die Rolle von DCX
moglicherweise Uber die reine Markierung der Neurogenese hinausgeht. Um diesen
Aspekt genauer zu untersuchen, wurde in der Studie von Klempin et al. (2011) die
Expression von DCX in verschiedenen Hirnregionen analysiert. Dazu wurden trans-
gene Mause verwendet, bei denen das grun fluoreszierende Protein (GFP) an den
DCX-Promotor gekoppelt ist. Zwei verschiedene Hirnregionen wurden untersucht:
der Gyrus dentatus, der als neurogene Region bekannt ist, und der piriforme Kortex,
der keine neurogene Aktivitat aufweist. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten inte-
ressante Unterschiede in der Expression von DCX in den beiden Hirnregionen. Im
piriformen Kortex wurden DCX+ Zellen identifiziert, die Uberraschenderweise Eigen-
schaften reifer Neuronen aufwiesen. Die Eigenschaften reifer Neuronen wurde hier-
bei durch hohe Natrium-lonenstrome und die Fahigkeit, mehrere Aktionspotentiale
zu erzeugen definiert. Auffallig war, dass im piriformen Kortex keine der GFP-
markierten Zellen, die DCX exprimierten, gleichzeitig BrdU+ Signale aufwiesen.
Diese Zellen hatten also bereits einen postmitotischen Zustand erreicht und konnten
aufgrund ihrer Membraneigenschaften am ehesten als reifere Neuronen angesehen
werden. Im Gegensatz dazu wurden im Gyrus dentatus, der als neurogene Nische
gilt, DCX+ Zellen gefunden, die ebenfalls BrdU+ waren. Diese Zellen wiesen jedoch
Membraneigenschaften auf, die typisch fur unreife Neuronen waren. Dazu gehorten
niedrige Natrium-lonenstrome und das Fehlen von Aktionspotentialen (Klempin et
al. 2011). Die vielfaltigen Rollen, die DCX in verschiedenen Bereichen des Gehirns
spielen konnte, werden durch diese Beobachtungen deutlich. Es scheint, dass DCX
nicht ausschliel3lich auf die Markierung der Neurogenese beschrankt ist, sondern
auch an den Prozessen struktureller Plastizitat beteiligt sein kdnnte (Bonfanti und

Nacher 2012; Klempin et al. 2011). Die Expression von DCX in verschiedenen
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Regionen des Gehirns deutet darauf hin, dass das Protein in verschiedenen Kon-
texten unterschiedliche Funktionen haben kdnnte. Dies kdnnte unter anderem die
hohe Anzahl an DCX positiven Zellen im Striatum der Taube erklaren. Um diesen
Unterschied zwischen nicht neu generierten DCX+ Zellen und neu generierten
DCX+ Zellen jedoch spezifisch feststellen zu konnen, dient die Doppelmarkierung
von BrdU und DCX einer Zelle. Bei diesen Zellen handelt es sich nachweislich um
neu gebildete unreife Neuronen im Sinne der adulten Neurogenese. Diese Doppel-
markierung erlaubt, neben der Doppelmarkierung mit BrdU/NeuN, am ehesten eine

Aussage Uber neu gebildete Neuroblasten im adulten Gehirn.

Ahnliche Ergebnisse iber den méglichen Differenzierungsgrad einer DCX+ Zelle
zeigte eine andere Studie. Hierbei wurde das Vorkommen von DCX+ Zellen in der
subgranularen Zone (SGZ) des Gyrus dentatus, mit besonderem Augenmerk auf
ihre morphologischen Eigenschaften untersucht (Plimpe et al. 2006a). Im Rahmen
dieser Studie wurden verschiedene morphologische Charakteristika identifiziert und
in Zusammenhang mit der neuronalen Differenzierung gebracht. Insgesamt wurden
sechs Kategorien unterschieden, die das Auftreten, die Form und die Auspragung
der Dendriten beschreiben. Innerhalb dieser Kategorien wurde eine Ordnung fest-
gelegt, die auf eine stufenweise neuronale Reifung hinweist. Diese Reifungsstufen
umfassten Zellen mit kaum vorhandenen oder sehr kurzen Dendriten Uber Zellen
mit mittellangen und wenig ausgepragten Dendriten bis hin zu Zellen mit ausge-
pragten Dendriten, die ein sehr reifes Erscheinungsbild aufwiesen. Die Auswertung
der Ergebnisse zeigte, dass ca. 65% der identifizierten DCX+ Zellen in der SGZ als
sehr reif bewertet wurden, da sie gut entwickelte und stark ausgepragte Dendriten
aufwiesen. Etwa 10% dieser Zellen wiesen mittel ausgepragte Dendriten auf. Im
Gegensatz dazu wiesen etwa 20% der DCX+ Zellen entweder kleine oder gar keine
Dendriten auf. Zusatzlich wurde die proliferative Aktivitat dieser Zellen mit zwei ver-
schiedenen immunhistochemischen Methoden untersucht. Als Marker fur Zelltei-
lung und Proliferation wurden BrdU und Ki67 verwendet. Die Ergebnisse beider An-
satze zeigten, dass die proliferativen DCX+ Zellen hauptsachlich in den weniger
reifen Kategorien nachgewiesen werden konnten. Zellen in reiferen Entwicklungs-
stadien zeigten jedoch keine Anzeichen von Zellteilung und wurden daher als post-
mitotisch eingestuft. Diese Ergebnisse tragen zu einem umfassenderen Verstandnis
der morphologischen Variation und der zugrunde liegenden Entwicklungsprozesse

von DCX+ Zellen in der SGZ des Gyrus dentatus bei. Die Ergebnisse betonen den
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engen Zusammenhang zwischen dem morphologischen Erscheinungsbild und dem
Entwicklungsstadium dieser Zellen und unterstreichen die Bedeutung der mikrosko-
pischen Charakterisierung bei der Erforschung der neuronalen Differenzierung und
Reifung (Plumpe et al. 2006b). Weitere Untersuchungen sind zu ahnlichen Ergeb-
nissen gekommen und haben gezeigt, dass auch morphologisch unterschiedliche
DCX+ Zellen in verschiedenen Spezies wie zum Beispiel Mausen vorkommen
(Yang et al. 2004) und neben ihrer migratorischen Funktion eine wichtige Rolle bei
der Modellierung von Dendriten spielen konnen (Cohen et al. 2008; Melleu et al.
2013; Rao und Shetty 2004).

7.1.2 DCX im Striatum von Tauben und Mausen

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse kdnnen einige Aussagen Uber DCX+ Zel-
len bei Tauben gemacht werden. Im adulten Striatum der Taube wurden morpholo-
gisch unterschiedliche DCX+ Zellen identifiziert. Insbesondere wurden Zellen mit
ausgepragten Dendriten identifiziert, die aufgrund ihrer Morphologie als triangulare
Zellen bezeichnet werden. Im Gegensatz dazu weisen ovoidale DCX+ Zellen keine
oder weniger ausgepragte Dendriten auf. Diese Unterschiede deuten darauf hin,
dass die triangularen Zellen einen hoheren Grad an neuronaler Differenzierung er-
reicht haben konnten oder einem Remodellingprozess der Dendriten unterliegen
konnen (Melleu et al. 2013; Cohen et al. 2008; Friocourt et al. 2003).

Insgesamt ist zu beachten, dass die Gesamtzahl der triangularen DCX+ Zellen deut-
lich geringer ist als die Zahl der ovoidalen DCX+ Zellen. Morphologisch konnten die
ovoidalen Zellen daher weiterhin als unreife Neuronen mit migratorischem Potential
gelten, die entweder in diesem unreifen Zustand verharren oder dabei sind an ihren
Zielort zu gelangen (Melleu et al. 2013; Mezey et al. 2012; Gomez-Climent et al.
2010). Diese Vermutungen werden durch die Erkenntnisse aus anderen Untersu-
chungen unterstutzt, die zum Beispiel in Ratten auf ahnliche Weise DCX+ Zellen
identifiziert haben, die wahrend der embryonalen Entwicklung generiert wurden und
weiterhin im adulten Gehirn typsiche Merkmale unreifer Neuronen aufweisen. So
binden zum Beispiel ausschlie3lich Marker, die am ehesten fur Neuroblasten gelten
(DCX, PSA-NCAM) wobei die Bindung von Biomarkern wie NeuN oder fiur gliale
Marker komplett fehlen (Gomez-Climent et al. 2008; Gomez-Climent et al. 2010).

Im Striatum der Maus finden sich DCX+ Zellen in allen Subregionen ohne signifi-

kante Unterschiede in der raumlichen Verteilung. Diese Zellen zeichnen sich durch
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eine ausschlie3lich ovoidale Morphologie aus und weisen keine zusatzliche BrdU-
Markierung auf. Im Gegensatz dazu ist die Anzahl der ovoidalen DCX+ Zellen bei
Tauben deutlich héher im dreistelligen Bereich, verglichen mit einstelligen Werten
bei Mausen. Aus diesem Zusammenhang kann der Schluss gezogen werden, dass
die Phase der unreifen Neuronen im Kontext der adulten Neurogenese in der Maus
im Vergleich zur Taube moglicherweise in dem gegebenen Zeitraum nicht mehr
adaquat nachweisbar oder bereits abgeschlossen ist (Snyder et al. 2009; Steiner et
al. 2004; Ben Abdallah et al. 2010; Meskenaite et al. 2016).

Besonders bemerkenswert ist die spezifische Lokalisation dieser ovoidalen DCX+
Zellen im Gehirn von Mausen. Ihre raumliche Verteilung erstreckt sich hauptsach-
lich aulRerhalb des Striatums unter anderem entlang der SVZ, zwischen Caudopu-
tamen und den lateralen Seitenventrikeln sowie in Angrenzung zum Corpus callo-
sum. In Anbetracht der subventrikularen Zone (SVZ) entlang der lateralen Seiten-
ventrikel, erscheint das Vorkommen dieser Zellen an diesen Stellen schlussig. Von
besonderem Interesse ist auch die Kontinuitat der ovoidalen DCX+ Zellen entlang
des Corpus callosum. Dies legt die Hypothese nahe, dass es sich hierbei um mig-
rierende DCX+ Zellen handeln konnte, die ihren endgultigen Bestimmungsort, sei
es das Striatum oder eine andere Hirnregion, noch nicht erreicht haben. Darluber
hinaus deuten die morphologischen Merkmale dieser Zellen auf unreife Neuronen
hin, wie bereits zuvor erlautert wurde. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, zeigen die
DCX+ Zellen in unmittelbarer Nahe des Corpus callosum ovoidal geformte Zellen
ohne Dendriten. Dies spricht fur unreife Neuronen, mit einer potentiell bestehenden

Migrationsfahigkeit.

Das Fehlen von BrdU-Markierungen in diesen Zellen konnte darauf hindeuten, dass
es sich um unreife Neuronen handelt, die entweder aus der embryonalen Neuroge-
nese stammen oder bereits vor der Applikation von BrdU im adulten Gehirn entstan-
den sind. Die Lokalisation deutet darauf hin, dass es sich auf3erdem bei diesen Zel-
len moglicherweise um Neuroblasten handelt, die mit dem rostralen Migrations-
strom (RMS) in Verbindung gebracht werden konnen - ein Phanomen, das unter
anderem bei Nagetieren im adulten Gehirn gut nachgewiesen ist (Lois et al. 1996;
Lois und Alvarez-Buylla 1994).

Im Gegensatz zu anderen Studien, die sich auf hauptsachlich sagittale Schnittbilder

stutzen, tragt eine in diesem Zusammenhang zu erwahnende Studie unter anderem

72



dazu bei, den rostralen Migrationsstrom im adulten Gehirn von Nagetieren auch in
koronaren Schnittbildern zu untersuchen (Bordiuk et al. 2014). Die Verteilung der
DCX+ Zellen bei den Mausen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, korreliert mit
den Ergebnissen dieser Studie, die den rostralen Migrationsstrom in solchen
Schnittbildern nachweist und unterstitzt die Annahme, dass es sich hierbei auch

um Neuroblasten auf dem Weg zum Bulbus olfactorius handeln kdnnte (Abb.10).

7.2 Die Biomarker BrdU und GFAP

Neben der Verwendung von DCX wurde auch der Biomarker GFAP verwendet, wel-
cher nicht nur in Astrozyten, sondern auch in Stammzellen zu finden ist. Diese spe-
zifische Markierung ermadglicht die Darstellung von Astrozyten und Stammzellen im
gesamten adulten Gehirn (Doetsch et al. 1997Db).

Bei Tauben konnte festgestellt werden, dass eine BrdU/GFAP-Doppelmarkierung
vorhanden ist, wahrend solch eine Doppelmarkierung bei Mausen nicht nachgewie-
sen wurde. Dies betont die Unterschiede zwischen den beiden Tierarten. Es ist je-
doch zu beachten, dass sowohl das Fehlen von BrdU/GFAP- bei Mausen als auch
die BrdU/GFAP-Doppelmarkierungen bei Tauben nicht alle BrdU+ Zellen in beiden
Spezies hinreichend erklaren. Einige dieser Zellen wurden daher nicht durch die
Doppelmarkierung von BrdU in Kombination mit DCX, GFAP oder NeuN erfasst.
Das deutet darauf hin, dass moglicherweise weitere neu generierte Zelltypen BrdU
aufnehmen kdnnten, zusatzlich zu Astrozyten und Neuronen. Um solche Zellen, wie
beispielsweise Mikroglia oder Oligodendrozyten, sicher zu identifizieren, ware es
notwendig, andere spezifische Biomarker neben GFAP einzusetzen um ihre Bezie-
hung zu BrdU zu bewerten (Barbarese et al. 1988; Mei et al. 2013; Bennett et al.
2016; Bergles und Richardson 2015).

Untersuchungen haben beispielsweise gezeigt, dass die Oligodendrogenese bei
adulten Saugetieren von Vorlauferzellen aus dem Hirnparenchym hervorgehen. Die
oligodendrozytaren Progenitorzellen stammen aus den ventrikularen Zonen des
Gehirns und Ruckenmarks und wandern wahrend ihrer Entwicklung im sich entwi-
ckelnden zentralen Nervensystem in das Hirnparenchym ein. SchlieRlich differen-
zieren sie sich zu myelinisierenden Oligodendrozyten. Oligodendrozytare Progeni-
torzellen bleiben auRerdem als Zellen im postnatalen Zentralnervensystem beste-
hen, teilen sich weiter und bilden weiterhin myelinisierende Oligodendrozyten. Bei
Nagetieren nimmt diese Rate im Verlauf des Erwachsenenlebens ab (Bergles und
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Richardson 2015). Ahnliches gilt fiir Mikroglia im zentralen Nervensystem. Auch sie
sind proliferativen Veranderungen ausgesetzt und generieren fortwahrend neue
Mikroglia. Somit halten sie den Umsatz an Mikroglia im Hirnparenchym stabil (As-
kew et al. 2017).

Diese Beobachtungen konnten dazu beitragen, die hohere Anzahl BrdU+ Zellen bei
Mausen und Tauben zu erklaren. Sie liefern eine plausible Erklarung daflr, dass
einige dieser restlichen BrdU+ Zellen neu gebildete Oligodendrozyten oder Mirkog-
lia darstellen kdnnten, die in dieser spezifischen Farbkombination nicht nachweisbar
sind. Dies hebt die komplexen Mechanismen der Gliogenese hervor und betont die
Notwendigkeit, spezifischere Marker zu verwenden, um verschiedene Gliazelltypen
praziser zu identifizieren und ihre mdgliche Beteiligung an der adulten Neurogenese

besser zu verstehen.

7.3 Die Biomarker BrdU und NeuN

Nach Bewertung der Biomarker DCX und GFAP separat sowie in Verbindung mit
BrdU wird der Biomarker NeuN bewertet, bei dem es sich, wie bereits erwahnt, um
ein spezifisches Kernprotein des Nervensystems von Neuronen in Wirbeltieren han-
delt (Gusel'nikova und Korzhevskiy 2015b; Mullen et al. 1992). Dieser Marker
konnte wie auch in anderen Arbeiten, erfolgreich in Kombination mit BrdU in ver-
schiedenen Spezies, wie beispielsweise Mausen (C57BL/6), Huhnern (Gallus do-
mesticus), Tauben (Columba livia), Schafen und Makaken (Macaca mulatta) nach-
gewiesen werden (Bondolfi et al. 2004; Mezey et al. 2012; Ansorg et al. 2015; Brus
et al. 2013; Kohler et al. 2011). In der Taube tritt die Doppelmarkierung BrdU/NeuN
in allen Subregionen des Striatums auf und erreicht die hochste Anzahl im medialen
Striatum, gefolgt vom lateralen Striatum. Im Striatum der Maus tritt die adulte Neu-
rogenese in allen Subregionen auf, wobei es keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung zwischen den Subregionen gibt. Dieses Ergebnis belegt, dass in beiden
Spezies die Differenzierung von neu gebildeten reifen Neuronen im Striatum nach-
weisbar ist und dass wahrscheinlich auch die Integration in das neuronale Netzwerk
erfolgt sein kdnnte. Um dies allerdings genauer zu Uberprifen, waren weitere im-
munhistochemische Marker wie z.B. Calbindin oder Calretinin notwendig (Brandt et
al. 2003; van Praag et al. 2002; Baimbridge et al. 1992).

Zuvor wurde festgestellt, dass die BrdU-positiven Zellen ohne Doppelmarkierung
madglicherweise verschiedenen Zelltypen wie beispielsweise Gliazellen angehoren
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konnten. Es ist jedoch ebenfalls von Bedeutung zu berucksichtigen, dass moglich-
erweise nicht alle Neuronen dieser Hirnregionen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, NeuN exprimieren. Verschiedene Studien zeigen, dass NeuN nicht in allen
neuronalen Populationen exprimiert wird. Beispielsweise sind Purkinje-Zellen und
bestimmte Neuronen in der Retina konsequent NeuN-negativ (Wolf et al. 1996).
Daruber hinaus weist die NeuN-Expression in der Substantia nigra eine hohe Vari-
abilitat auf, wobei eine Vielzahl von Dopaminneuronen wenig oder kein NeuN expri-
mieren (Cannon und Greenamyre 2009). Diese Erkenntnisse unterstreichen, dass
NeuN, obwohl weit verbreitet als neuronaler Marker genutzt, nicht universell in allen

Neuronen prasent ist.

In Anbetracht dessen, dass auch in anderen Teilen des Nervensystems bestimmte
Neuronentypen NeuN- sein konnen, ist es moglich, dass ahnliche Ausnahmen in
diesen Regionen existieren. Es kann folglich nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass die BrdU+ und NeuN- Zellen, die in dieser Studie identifiziert wurden,
Neuronen sind. Weitere Untersuchungen unter Verwendung zusatzlicher neurona-

ler Marker konnten erforderlich sein, um die genaue Identitat dieser Zellen zu klaren.

Zusammenfassend ist die Rate adulter Neurogenese in der Maus deutlich geringer,
jedoch lassen sich eindeutige migratorische Bahnen feststellen. Aulierdem wurden
in der Maus ausschliefdlich neu gebildete reife Neuronen festgestellt, was darauf
hindeuten konnte, dass die adulte Neurogenese bei diesen Mausen bereits vollstan-
dig abgelaufen ist und die Proliferation neuer Neuronen sistiert bzw. friher beendet

wurde.

7.4 Vergleich der funktionell aquivalenten Regionen zwischen
Maus und Taube

Nachdem die Bedeutung der einzelnen Marker diskutiert wurde, wird im folgenden
Abschnitt die Verteilung dieser Marker in den verschiedenen Subregionen des Stri-

atums von Mausen und Tauben betrachtet. AuBerdem wird ihre mogliche funktio-

nelle Bedeutung diskutiert.

7.4.1 Vergleich des ventralen Striatums

Die Untersuchung der ventralen striatalen Areale hat bemerkenswerte Ergebnisse
im Hinblick auf striataler adulter Neurogenese bei Tauben erbracht. Verglichen mit

den anderen Subregionen im Striatum der Taube, scheint der Nucleus accumbens
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eine spezielle Rolle einzunehmen. Die Analyse zeigt eine hohe Anzahl von Zellen,
die durch DCX-Markierung gekennzeichnet ist. Interessanterweise ist diese Markie-
rung in héchster Anzahl im Nucleus accumbens zu finden. Die Doppelmarkierung
BrdU/DCX und der einzelnen DCX-Signale legt nahe, dass die adulte Neurogenese
und neuronale Plastizitat in dieser Region am hochsten sind. Dabei ist anzumerken,
dass diese Region als ein Teil der Kernregion des gesamten Nucleus accumbens
betrachtet wird (Bruce et al. 2016a).

Die vielfaltigen Funktionen des Nucleus accumbens sind bereits bekannt, er ist eine
Schlusselstruktur im Belohnungssystem des Gehirns und fungiert als funktionelle
Schnittstelle zwischen dem limbischen und dem motorischen System (Mogenson et
al. 1980; Wise 1982). Der Nucleus accumbens spielt eine wesentliche Rolle bei ver-
schiedenen Verhaltensweisen wie Fortbewegung, Lernen, Impulsivitat, Risikover-
halten, Fressverhalten, sexueller Motivation sowie Anreiz und Belohnung (Roberts
et al. 2012; Swanson et al. 1997; Everitt et al. 1991; McCullough et al. 1993; Basar
et al. 2010; Kuhnen und Knutson 2005; Kelley et al. 2005; Everitt 1990; Di Chiara
1995; Berns et al. 2001). Er beeinflusst malgeblich die Wahl von zielgerichteten
Handlungen und dient nicht nur als Belohnungszentrum. Sein Kern verstarkt die
Wahrnehmung von motivierenden Reizen, wahrend die Hullregionen Handlungen,
die als irrelevant oder nicht belohnend angesehen werden, unterdriicken. Dies op-
timiert die Effizienz bei der Erreichung von Zielen. Daruber hinaus verarbeitet der
Nucleus accumbens die Ergebnisse von Handlungen, welche wiederum die Rich-

tung von zukunftigen Handlungen beeinflussen (Floresco 2015b).

Vor diesem Hintergrund scheinen die erhohte neuronale Plastizitat und die hohere
Rate adulter Neurogenese im ACB von Tauben im Vergleich zu anderen Subregio-
nen fur die kontinuierliche Anpassung und Optimierung zielgerichteter Handlungen
wesentlich zu sein. Dies kdnnte es Tauben ermdglichen, effizient auf sich andernde
Umweltbedingungen und Belohnungsreize zu reagieren. Die Fahigkeit, neue Neu-
ronen in den ACB zu integrieren, unterstutzt die Modulation und Feinabstimmung
von Verhaltensstrategien, die notwendig sind, um erfolgreich in ihrer komplexen
Umwelt zu navigieren und zu agieren. Da Tauben aufgrund ihrer Flugfahigkeit kom-
plexe koordinative Herausforderungen bewaltigen mussen, ist eine hohe neuronale
Plastizitat besonders vorteilhaft. Es ist daher nachvollziehbar, dass der ACB bei
Tauben eine hohe Rate an Neurogenese aufweist, da dies die notwendige
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Flexibilitat und Anpassungsfahigkeit bietet, um die vielfaltigen Anforderungen ihrer

Lebensweise, einschliel3lich Navigation und Nahrungssuche, zu bewaltigen.

Bei der Untersuchung der Maus ist dies weniger offensichtlich. Wahrend im Nucleus
accumbens von Tauben eine erhohte Aktivitat beobachtet wird, ist sie im Vergleich
bei Mausen weniger ausgepragt. Dennoch kdnnen auch bei der Maus DCX-Signale
im Nucleus accumbens gemessen werden. Vermutlich laufen allerdings bei Tauben

diese Prozesse in einer hoheren Rate ab.

Das zeigt sich auch in der hdheren Anzahl von BrdU/DCX Doppelmarkierungen im
Nucleus accumbens. Sie weisen darauf hin, dass neu generierte Neuroblasten sich
vermehrt in dieser Region aufhalten und zu reifen Neuronen differenzieren. Entlang
der anterior posterioren Achse im ACB von Tauben scheinen sich die Neuroblasten
vermehrt in der mittleren Ebene (A 11.75) anzusiedeln. Bei neu generierten Neu-
roblasten (BrdU/DCX) sind allerdings diese Unterschiede nicht zu erkennen. Hier
scheinen sie gleichmaRig verteilt zu sein. Im Gegensatz dazu sieht man bei den neu
generierten Neuronen (BrdU/NeuN) einen deutlichen Trend. Sie scheinen vermehrt
in der posterioren Ebene (A 10.75) vorzukommen. Geht man davon aus, dass die
DCX ov. Zellen eine Migrationsfahigkeit besitzen, scheint es insgesamt so, als hat-
ten die Neuroblasten das Ziel die posteriore Ebene des ACB zu erreichen. Sobald
sie dort angekommen sind, kdnnten sie sich zu reifen Neuronen differenzieren. Es
konnte aber auch sein, dass diese unreifen Neuronen ganz andere, weiter entfernte
Hirnregionen als Ziel haben. Um diese Vermutungen weiter zu erforschen waren
weitere Untersuchungen speziell im ACB notwendig. Somit kdnnten die neu gene-
rierten Neuronen (BrdU/NeuN) auch in das neuronale Netzwerk integriert sein. Ins-
gesamt erganzen sich diese Beobachtungen gut und weisen auf einen Trend oder

eine Vermutung hin.

Die raumliche Nahe des Nucleus accumbens zur SVZ kdnnte auch erklaren, warum
die Dichte von potentiell migrierenden unreifen Neuronen in dieser speziellen Hirn-
region am hochsten ist. SchlieBlich werden sie an ihrem Ursprungsort, der SVZ, in
unmittelbarer Nahe des Nucleus accumbens generiert. Dies konnte mit dem Prinzip
eines Konzentrationsgradienten erklart werden, wonach die héchste Dichte an un-
reifen Neuronen in unmittelbarer Nahe ihres Ursprungsortes zu finden ist. Dort wer-
den die Neuronen generiert und migrieren, wobei die Dichte mit zunehmender Ent-

fernung vom Ursprungsort abnimmt. Neue Erkenntnisse aus einer kurzlich
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veroffentlichten Studie von Garcia-Gonzalez et al. (2021) zeigen detaillierte Mecha-
nismen und Muster dieser Migration. Immunhistochemische Analysen zeigen, dass
DCX+ Neuroblasten aus der anteroventralen subventrikularen Zone (avV-SVZ) in
den Nucleus accumbens migrieren. Diese Migration erfolgt entlang von GFAP+ Gli-
afasern, die als Leitstrukturen dienen und die Richtung der Migration vorgeben. Die
euklidische Distanz, die den Abstand zwischen dem Ursprungsort der Zellen in der
V-SVZ und ihrem Zielort im ACB misst, zeigt den gradientenférmigen Ubergang der
Zellen von ihrem Ursprungsort zu ihrem Zielort. Diese Methode zeigt, dass die
Dichte der Neuroblasten in der Nahe der V-SVZ am hochsten ist und zum ACB hin
abnimmt. Ebenso wurde die Verteilung von DCX+ Neuroblasten und GFAP+ Glia-
fasern entlang der anterior-posterioren Achse im ACB reprasentativ in vier Bregma
Ebenen dargestellt. In den anterioren Ebenen 1 - 3 (Abb. 27) wurde eine zuneh-
mende relative Verteilung von DCX+ Neuroblasten und GFAP+ Gliafasern beo-
bachtet, was auf neurogene Aktivitat und Migration in diesem Bereich hinweist. Sie
erreicht ihr Maximum in Ebene 3 (Abb. 27). In der posterioren Ebene 4 (Abb. 27)
nimmt die Verteilung der Neuroblasten und Gliafasern hingegen wieder ab, was auf
das Ende der Migration und eine mogliche Integration in bestehende neuronale
Netzwerke hindeutet. Daruber hinaus wurde festgestellt, dass chronischer neuropa-
thischer und entzindlicher Schmerz die Neurogenese im ACB signifikant erhoht.
Mause, die chronischen oder entzindlichen Schmerzen ausgesetzt waren, wiesen
im Vergleich zu den Kontrolltieren eine hohere Anzahl neu gebildeter DCX+ Neu-
roblasten im ACB auf. Diese pathologischen Veranderungen flhrten zu einer
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Abbildung 27. DCX+ Neuroblasten und Gliazellen von der anteroventralen V-SVZ sowie im Nucleus accumbens der Maus.

A) Euklidische Distanz von DCX+ Neuroblasten (Magenta) und Gliafasern (Griin) von der anteroventralen V-SVZ. B) Prozentuale
Verteilung von DCX+ Neuroblasten (Magenta) und GFAP Fasern (Griin) entlang der antero-posterioren Achse auf vier rostro-
kaudalen Ebenen des Nucleus accumbens der Maus. Abbildung adaptiert aus 'Neurogenesis of medium spiny neurons in the nucleus
accumbens continues into adulthood and is enhanced by pathological pain', von Garcia-Gonzélez, D., Dumitru, |., Zuccotti, A. et al.,
erschienen im Molecular Psychiatry, 26, 4616—4632 (2021). https://doi.org/10.1038/s41380-020-0823-4. Lizenziert unter CC BY 4.0.
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verstarkten Migration und Differenzierung von Neuroblasten, was auf eine adaptive
Reaktion des Gehirns auf chronischen Schmerz hindeutet (Garcia-Gonzalez et al.
2021). Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass neu generierte Neuroblas-
ten an ihrem Ursprungsort eine hohere Dichte aufweisen und dass diese Dichte mit
der Migration dieser Zelltypen in der Peripherie abnimmt. Daruber hinaus liefern sie
wichtige Hinweise auf mogliche Mechanismen, wie Neuroblasten im adulten Gehirn
zu ihrem Zielort migrieren kénnen. AulRerdem zeigt sich, dass der ACB auch im
adulten Gehirn modulierenden Prozessen unterworfen ist. Ahnliche Ergebnisse
konnen in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden. Auch hier konnte adulte
Neurogenese im ACB von Tauben mit Unterschieden entlang der anterior-posterio-

ren Achse nachgewiesen werden.

7.4.2 Vergleich des dorsalen Striatums

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Untersuchung der dorsalen striatalen Areale.
Hier umfassen die dorsalen striatalen Anteile der Taube das MSt und das LSt, die
insgesamt als die assoziativ-limbischen und sensorimotorischen striatalen Regio-
nen gelten. Diese kdnnen mit dem Caudoputamen der Maus verglichen werden,
welches funktionell ahnlich eingebunden ist. Interessanterweise wurden sowonhl bei
der Taube als auch bei der Maus entlang der anterior-posterioren Achse im dorsalen
Striatum keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der einzelnen Biomarker

festgestellt.

Jedoch ist die Plastizitat bei der Taube auch in diesen Regionen wesentlich hoher,
was an der hohen Anzahl von DCX-Signalen, insbesondere den ovoidalen DCX-
Signalen, erkennbar ist. Bei der Maus sind solche Signale nur vereinzelt zu finden
und es gibt keine offensichtlichen morphologischen Unterschiede, wie sie bei der

Taube beobachtet werden.

Auffallig ist, dass sich bei beiden Spezies in diesen funktionell aquivalenten Regio-
nen neu differenzierte Neuronen befinden. Dies deutet auf eine stattgefundene
adulte striatale Neurogenese hin. Bei der Maus scheint jedoch die adulte Neuroge-
nese in einem friheren Stadium abgeschlossen zu sein als bei der Taube. Eine
mogliche Erklarung fur diese Beobachtung kdnnte in den unterschiedlichen Bewe-
gungsarten der beiden Spezies liegen. Wahrend Vogel fliegen kdnnen und dadurch
unterschiedliche koordinative Herausforderungen meistern missen, kdnnte dieser

relevante Unterschied im Vergleich zu Mausen bereits dazu fuhren, dass die
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postnatale Entwicklung in diesen striatalen Regionen bei Mausen fruher abge-
schlossen wird. Moglicherweise tragt die hdhere neuronale Plastizitat in der Taube
zu einer besseren koordinativen Anpassungsfahigkeit bei, wahrend diese bei der

Maus eine weniger wichtige Rolle spielen.

Ein kritischer Punkt ist, dass die funktionell aquivalenten Areale in beiden Spezies
nicht eindeutig voneinander isoliert und getrennt, sondern nur annahernd betrachtet
werden kdnnen. Es gibt anatomische Unterschiede und oft fehlen klare Grenzen
oder anatomische Landmarken, die eine klare Abgrenzung ermoglichen. Insbeson-
dere das ventrale Striatum, bzw. die Regionen, die den gesamten Nucleus Accum-
bens in der Taube reprasentieren, bestehen aus komplexen, teils ineinander ver-
zahnten Strukturen. Das Caudoputamen der Maus ist beispielweise durch die Ein-
teilung in ihre Striosomen und Matrix auch nicht eindeutig in funktionelle Subregio-
nen einteilbar. Die hier angewandte Methodik hat daher gewisse Limitierungen, ins-
besondere bei der prazisen Abgrenzung komplexer Strukturen, wie sie beispiels-
weise im ventralen Striatum der Taube und bei der exakten Unterteilung des Cau-

doputamens in seine funktionellen Subregionen vorkommen.

Ungeachtet dieser Einschrankungen konnten jedoch wichtige Erkenntnisse im Ver-
gleich beider Spezies gewonnen werden. Es ist offensichtlich, dass ein Bereich des
ventralen Striatums der Taube, insbesondere der von Reiner et al. (2014) definierte
Nucleus accumbens, sich deutlich vom ACB der Maus unterscheidet. Insgesamt
zeigt das Taubengehirn eine deutlich hohere Plastizitat und Rate an adulter Neuro-
genese. Dies ist auch an der hdéheren proliferativen Aktivitat erkennbar, die durch

BrdU gekennzeichnet ist.

Zusammenfassend sind beide Spezies geeignete Modelle zur Untersuchung der
adulten striatalen Neurogenese. lhre Eignung hangt jedoch von der spezifischen
Fragestellung ab. Bei quantitativen Analysen adulter Neurogenese ist das Tauben-
gehirn wegen seiner erhdhten Plastizitat und dem Umfang der Neurogenese vorzu-
ziehen. Hierbei kdnnen auch in einzelnen Subregionen durch die hohere Anzahl an
Signalen diskretere Unterschiede festgestellt werden. Die Maus hingegen ist beson-
ders nutzlich flr Untersuchungen zu Migrationsbahnen und aufgrund ihrer geneti-
schen Nahe zum Menschen auch fir die Erforschung von Krankheiten im Zusam-
menhang mit adulter Neurogenese geeignet. Zukunftige Forschungen konnten sich
darauf konzentrieren, spezifischere Regionen mit detaillierteren histochemischen
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Farbungen zu untersuchen, wie sie von Bruce et al. (2016) durchgefuhrt wurden,
um so genauere Erkenntnisse Uber die Rolle des ventralen Striatums bei der adulten
striatalen Neurogenese in Tauben zu gewinnen (Bruce et al. 2016a). Dieses Areal
scheint eine besondere Rolle bezlglich adulter striataler Neurogenese in Tauben

einzunehmen.

7.4.3 Vergleich des Globus pallidus

Der Globus pallidus von Végeln und Saugetieren ist in vielen Bereichen funktionell
aquivalent zueinander. Sie besitzen eine ahnliche neurochemische Zusammenset-
zung, die sich von den striatalen Regionen unterscheidet und pallidale Eigenschaf-
ten besitzt, wie ein Neuropil mit hohen Mengen von GAD, ENK, SP sowie niedrige
Mengen von ChAT, TH, CALB und PARV. Daruber hinaus sind die Vorlauferregio-
nen, aus denen die pallidalen Strukturen wahrend der embryonalen Entwicklung
entstehen, aquivalent und haben vergleichbare Transkriptionsfaktoren, die eine
Schlusselrolle in der Entwicklung dieser Strukturen ibernehmen, wie z.B. Nkx2.1
(Kuenzel et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnten neben dem Striatum auch im Globus pallidus
beider Spezies neu gebildete reife Neuronen (BrdU/NeuN) im Rahmen der adulten
Neurogenese nachgewiesen werden, wenn auch in sehr geringem Ausmalf3. Aus
den Ergebnissen geht hervor, dass die Anzahl der DCX+ Signale in den Basalgang-
lien der Tauben deutlich hoher ist als in den Basalganglien der Maus. Der Globus
pallidus der Taube hat eine viel geringere Anzahl von DCX+ Signalen als das Stri-
atum der Taube. Vergleicht man jedoch den Globus pallidus zwischen den Spezies,
so hat die Taube immer noch eine signifikant héhere Anzahl an DCX+ Signalen als
die Maus. Dies deutet auf einen spezies-spezifischen Unterschied in der Expression
von DCX in den Basalganglien hin, die bei Tauben generell deutlich hoher ist als
bei Mausen.

Die Arbeit von Melleu et al. (2013) beschaftigte sich mit der Verteilung von DCX im
gesamten Telencephalon von Tauben und zeigte ein ahnliches Ergebnis. Sie stell-
ten unter anderem fest, dass DCX auch in den Basalganglien wie z.B. im dorsalen
Striatum sowie im Nucleus accumbens in hoher Anzahl vorkommt, wahrend es im

Globus pallidus vergleichsweise geringer ausfallt.
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Untersuchungen haben gezeigt, dass adulte Neurogenese und neuronale Plastizitat
auch in verschiedenen Hirnregionen, darunter die Amygdala von Ratten, Makaken
und Primaten (Bernier et al. 2002; Saul et al. 2015; Sorrells et al. 2019) in kortikalen
Hirnregionen von Mausen und Ratten (Magavi et al. 2000; Tamura et al. 2007) so-
wie in der Substantia nigra von Mausen (Zhao et al. 2003) nachweisbar sind (Jur-
kowski et al. 2020).

Diese Studien verdeutlichen die generelle Fahigkeit zur adulten Neurogenese und
neuronalen Plastizitat in verschiedenen Hirnregionen und unterstutzen die Moglich-

keit, dass auch im Globus pallidus adulte Neurogenese stattfinden kann.

Die geringe Neurogenese im Globus pallidus deutet auf eine potentielle neuronale
Plastizitat dieser Struktur hin, dhnlich wie in anderen Hirnregionen. Die Mechanis-
men und funktionellen Konsequenzen dieser neuen Neuronen sind jedoch noch un-
klar. Die hohere Anzahl neu gebildeter Neuronen bei Mausen konnte auf spezies-
spezifische Unterschiede in der pallidalen Neurogenese hinweisen, die mdglicher-
weise mit unterschiedlichen motorischen und kognitiven Anforderungen zusammen-
hangen. Diese Uberlegungen basieren jedoch auf den aktuellen Erkenntnissen die-
ser Arbeit und erfordern weitere Untersuchungen, um genauer verstanden zu wer-

den.

Eine mdgliche Erklarung kénnte in den anatomischen Unterschieden des Globus
pallidus zwischen den beiden Spezies liegen. Bei Mausen besteht der Globus palli-
dus aus gut definierten medialen und lateralen Anteilen, die unterschiedliche Rollen
in der Bewegungsmodulation spielen (Kita, 2007). Diese Unterteilung kdnnte zu ei-
ner differenzierteren Kontrolle motorischer Funktionen flihren, was eine hdhere
Neurogenese unterstitzen konnte. Im Gegensatz dazu ist der Globus pallidus bei
Tauben nicht in mediale und laterale Anteile unterteilt und wird als eine einheitliche
Struktur betrachtet (Bruce et al. 2016a). Dies kdnnte zu unterschiedlichen funktio-
nellen Anforderungen und daher zu einer geringeren Auspragung der Neurogenese

fuhren.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die hohere nachweisbare Plastizitat im Striatum
und Globus pallidus der Tauben kénnten die unterschiedlichen Haltungsbedingun-
gen sein. Die in dieser Arbeit untersuchten Tauben hatten die Moglichkeit, ihren
Kafig zu verlassen und im Freiflug standig neue Umweltbedingungen zu erkunden.

Diese Mdoglichkeit, sich frei zu bewegen und komplexe Umgebungen zu erleben,
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bietet eine Vielzahl sensorischer und motorischer Reize, die die neuronale Plastizi-

tat fordern konnen.

Im Gegensatz dazu wurden die Mause in Kafigen gehalten, die als "enriched en-
vironment" gestaltet waren. Diese stimulierende Umgebung fuhrte ebenfalls zu ei-
ner hoheren Rate adulter Neurogenese, wie fruhere Studien gezeigt haben (Bruel-
Jungerman et al. 2005; Meshi et al. 2006; Gronska-Peski et al. 2021). Obwohl eine
stimulierende Umgebung verschiedene Objekte und verstarkte soziale Interaktio-
nen beinhaltet, konnte die sensorische und motorische Stimulation in einer solchen
kontrollierten Umgebung im Vergleich zum Freiflug eingeschrankter sein. Der Frei-
flug bietet eine unvorhersehbare und dynamische Umgebung, die standige Anpas-
sungen und Lernprozesse erfordert und daher mdoglicherweise einen starkeren Reiz
fur die adulte Neurogenese darstellt. Zudem konnte herausgefunden werden, dass
die Rate der Neurogenese bei freilebenden Vogeln hoher ist als bei Vogeln in Ka-
fighaltung (Barnea und Nottebohm 1994).

Diese unterschiedlichen Lebensbedingungen kénnten daher neben den spezies-
spezifischen Unterschieden eine weitere Erklarung fur die Anzahl der nachweisba-
ren DCX+ Signale und damit fur die neuronale Plastizitat in den Basalganglien der
untersuchten Tiere liefern. Es ist plausibel, dass die groRere Stimulation durch den
Freiflug bei den Tauben zu einer hdheren neuronalen Aktivitat und damit zu einer

hoheren Neurogenese im Vergleich zu den in Kafigen gehaltenen Mausen fuhrt.

Unter Berucksichtigung dieser Erkenntnisse erscheint es durchaus moglich, dass
auch pallidale adulte Neurogenese vorliegen kann und, wenn auch im geringen Aus-
mall, eine gewisse neuronale Plastizitat in unterschiedlicher Auspragung im Globus

pallidus beider Spezies nachweisbar ist.

7.5 Die subventrikulare Zone des Menschen und Makaken im
zytoarchitektonischen Vergleich

Im vorangegangenen Ergebnisteil wurde die zytoarchitektonische Unterteilung der
adulten subventrikularen Zone (SVZ) im menschlichen Gehirn detailliert beschrie-
ben. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Studien von Quinones-Hinojosa
et al. (2006) und Gil-Perotin et al. (2009) wurde die SVZ von Menschen und Maka-
ken, die in dieser Arbeit analysiert wurden, in spezifische Schichten unterteilt

(Quifiones-Hinojosa et al. 2006b; Gil-Perotin et al. 2009a). Es wurden jedoch
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Unterschiede in der genauen Einteilung dieser Schichten im Vergleich zu den oben

zitierten Studien festgestellt.

Die erste Schicht, die in den zuvor zitierten Studien beschrieben wurde, ist die
Ependymschicht. Diese liegt direkt an den lateralen Ventrikeln und stellt die erste
Grenze zum Ventrikel dar. Wie in den anderen Studien bildet diese Schicht auch in
dieser Arbeit den ersten Abschnitt. Anschliel3end folgt ein wesentlicher Unterschied
in der Unterteilung der Schichten. In den vorhergehenden Studien folgt auf die
ependymale Schicht eine hypozellulare Schicht, die sich durch eine hohe GFAP+
Reaktivitat auszeichnet, gefolgt von einer dritten Schicht aus Astrozyten. Im Gegen-
satz dazu wurde in dieser Studie eine Zone mit hoher GFAP+ Reaktivitat nachge-
wiesen, die jedoch unterteilt ist in eine hypozellulare Schicht, in der nur wenige Zel-
len nachweisbar waren, und eine dichte Zellschicht mit GFAP- Zellkérpern, die
ebenfalls eine hohe GFAP+ Hintergrundreaktivitat aufwies. Nach dieser Einteilung

folgt als vierte Schicht der astrozytare Zellverband.

Eine weitere Besonderheit 1asst sich in der intermediaren Zone der SVZ beobach-
ten. Hier kann zwischen den Schichten 2b und 4 noch eine dritte Schicht, die GFAP-
ist, festgestellt werden (Abb. 9). Diese wurde auch in der Arbeit von Quinones-Hi-
nojosa et al. (2006) beschrieben und als Gap-Layer bezeichnet (Quifiones-Hinojosa
et al. 2006b).

Die genaue Identitat der Zellen, die in Schicht 2b vorkommen, bleibt in dieser Arbeit
ungeklart. Es konnte sich entweder um weitere fehlplatzierte Ependymzellen oder
um verschiedene Gliazelltypen handeln. Bemerkenswert ist, dass sowohl in der
Ependymschicht als auch in der Schicht 2b Ki67+ und Sox2+ Signale nachweisbar
sind. Diese Marker konnten auf das Vorhandensein proliferativ aktiver Progenitor-
zellen hinweisen. Es ist jedoch unklar, ob es sich dabei um neuronale oder gliale

Vorlauferzellen handelt.

Die SVZ von Makaken weist ahnliche Merkmale auf. Obwohl die Schichtdicken un-
terschiedlich sein kdnnen, sind sie klar voneinander abgegrenzt. Auch bei Makaken
wurden Sox2+ Signale in der Ependymschicht und der Schicht 2b gefunden, was
ebenfalls auf das Vorhandensein von Progenitorzellen hindeuten kénnte. Im Ge-
gensatz zu den humanen Hirnschnitten wurden in der SVZ der Makaken jedoch

keine Ki67+ Signale gefunden.
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Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass es in der Ependymschicht und
der Schicht 2b des Menschen Zellen gibt, die proliferativ aktiv sind und mdglicher-
weise neben Sox2 sogar auch andere Transkriptionsfaktoren aufweisen, die in die-
ser Studie nicht berlcksichtigt wurden. Man kdnnte spekulieren, dass es sich bei
diesen Zellen um Progenitorzellen handelt, die die Fahigkeit besitzen, sowohl neue
Nervenzellen als auch beispielsweise Oligodendrozyten zu bilden. Dies kdnnte ein
Zeichen flur eine anhaltende adulte Neurogenese oder Oligodendrogenese sein,
was darauf hindeutet, dass in der SVZ auch im hohen Alter zumindest eine niedrige
proliferative Aktivitat herrscht (Zhang et al. 2018).

7.6 Die hypozellulare Schicht als Uberbleibsel

Die hypozellulare Schicht (2a), welche in beiden zuvor zitierten Studien beschrieben
wurde und auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte, unterscheidet sich
deutlich von anderen Spezies. Die SVZ der Maus ist zum Beispiel ganz unterschied-
lich organisiert, wie sie zuvor in der Einleitung beschrieben wurde (Doetsch et al.
1997b). Aufgrund dieser Besonderheit ergeben sich Fragen bezuglich ihres Vor-
kommens in der adulten SVZ von Menschen und Makaken. Wie zuvor von Gil-Pero-
tin et al. (2009) erwahnt, kdnnte diese hypozellulare Region als ein anatomisches
Uberbleibsel betrachtet werden, das urspriinglich als Migrationspfad fiir neu gebil-
dete Neuroblasten gedient haben kdnnte, um sie vom restlichen Hirnparenchym zu
trennen (Gil-Perotin et al. 2009a).

Um diese Frage genauer zu untersuchen, fihrten Sanai et al. (2011) Untersuchun-
gen an der subventrikularen Zone (SVZ) von Menschen unterschiedlichen Alters
durch und gewannen dabei einige bedeutsame Erkenntnisse. In dieser Studie
wurde festgestellt, dass die menschliche subventrikulare Zone und der RMS in den
ersten 18 Lebensmonaten einen Migrationspfad fir Neuroblasten darstellen. Mit zu-
nehmendem Alter nimmt diese Aktivitat jedoch ab und ist im Erwachsenenalter fast
vollstéandig verschwunden. Ubrig bleibt die hypozellulare Schicht, die bei erwachse-
nen Individuen nachweisbar ist. Dabei wurden neben den Migrationspfaden fur den
Riechkolben, auch ein bedeutender Migrationspfad zum prafrontalen Kortex identi-
fiziert (Sanai et al. 2011).

Dies unterstreicht die Aussage, dass es sich bei der hypozellularen Zone um einen
frihen Migrationspfad handeln kénnte, der im erwachsenen Gehirn als Uberbleibsel
bestehen bleibt.
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7.7 DCX-Signale im Nucleus caudatus des Menschen

Die Ergebnisse der Farbung mit DCX/NeuN/Calretinin/DAPI zeigten, dass DCX+
Signale im Nucleus caudatus des Menschen in unmittelbarer Nahe der subventriku-
laren Zone (SVZ) lokalisiert sind. Besonders deutlich waren die Unterschiede zwi-

schen den richtig positiven und den falsch positiven DCX+ Signalen.

Die falsch-positiven Signale waren sowohl DCX+ als auch NeuN+, was im deutli-
chen Widerspruch zu den bisherigen Beobachtungen steht. Eine solche Doppel-
markierung, insbesondere in diesem festgestellten Ausmal}, ware unwahrschein-
lich. Um die Authentizitat der Signale zu Uberprifen, wurden Kontrollfarbungen nur
mit fluoreszierenden sekundaren Antikorpern durchgefuhrt. Diese Kontrollfarbun-
gen zeigten ahnliche Signale wie sie in Kombination mit dem primaren Antikorper
beobachtet wurden. Dieses Ergebnis fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass es sich
bei diesen Signalen in den vollstandigen durchgefihrten Farbungen mit primaren
Antikorpern um Artefakte handelt, die am ehesten als Lipofuscin identifiziert werden
konnen, die mit fortschreitendem Alter im Zytoplasma perinuklear zu finden sind
(Brizzee et al. 1974). Um die Artefakte zu vermindern, gibt es bestimmte Anti Auto-
fluoreszenzldsungen, die die Bindung von Antikdrpern an Lipofuscin vermindern. In
diesem Projekt wurde der Versuch unternommen, mit einem Losungsmittel zu ar-
beiten, dass Sudan Black enthalt, das kompatibel mit den gangigen immunhistoche-
mischen Farbungen ist und gute Ergebnisse erzielt (Schnell et al. 1999). In den
bisherigen Versuchsreihen erwies sich allerdings der verwendete Lipofuscin-Block
als nicht erfolgversprechend, weshalb die Anwendung weiter optimiert oder eine
andere Anti Autofluoreszenzlosung verwendet werden musste. Nichtsdestotrotz las-
sen sich mit den Ergebnissen aus der Kontrollfarbung die falsch-positiven Signale

somit von den richtigen deutlich voneinander unterscheiden.

Die richtig positiven Signale zeigten dagegen eine einheitliche Farbung, die aus-
schliel3lich DCX+ war und keine Markierung durch andere primare Antikorper auf-
wies. Gelegentlich konnten sogar DCX+ Zellfortsatze dargestellt werden. In anderen
Bereichen des Striatums, z.B. im Putamen, konnten bisher keine DCX+ Signale ein-
deutig nachgewiesen werden. Sollten diese Signale tatsachlich migrierende Neu-
roblasten reprasentieren, so deutet dies darauf hin, dass sie ihren Zielort moglich-
erweise noch nicht erreicht haben und der Nucleus caudatus moglicherweise nur

zwischen dem Ursprungsort und dem Ziel liegt und durchquert werden muss.
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Maogliche Zielorte kdnnten wie zuvor erwahnt unterschiedliche Hirnregionen sein, in
denen bereits Anzeichen adulter Neurogenese nachgewiesen wurden, wie z.B. die
Amygdala (Bernier et al. 2002; Saul et al. 2015; Sorrells et al. 2019), Substantia
nigra (Zhao et al. 2003)oder andere kortikale Hirnregionen (Magavi et al. 2000;
Tamura et al. 2007). Das bedeutet, dass diese migrierenden Neuronen eine be-
trachtliche Strecke zuricklegen mussten, um tiefer gelegene Kerngebiete zu errei-
chen. Insgesamt kann somit keine Aussage Uber den Zielort der mdglichen unreifen
Neuronen getroffen werden, dennoch scheint aufgrund der Nahe des Nucleus cau-
datus zur neurogenen Nische eine Hirnregion zu sein, in der die Wahrscheinlichkeit
am hochsten ist, mogliche migrierende Neurone zu treffen, sei es nun ihr tatsachli-
cher Zielort oder nur eine Zwischenstation auf dem Weg dahin. Die Ergebnisse, die
in dieser Studie gewonnen wurden, sind zumindest kongruent mit den Entdeckun-
genvon Ernst et al. (2014), in der Hinsicht, dass striatale adulte Neurogenese, wenn

auch im geringen Ausmal} im menschlichen Gehirn stattfindet.

Die Untersuchungen an den Makaken zeigten, dass die Farbeversuche mit NeuN
und DCX nicht zum gewunschten Erfolg fuhrten. Andere Farbungen wie GFAP,

Sox2 und Calretinin waren dagegen erfolgreich.

Ein mdglicher Grund kénnte die unterschiedliche Expression von DCX in verschie-
denen Hirnregionen sein. Es ist moglich, dass die Region, die nicht erfolgreich an-
gefarbt werden konnte, von Natur aus eine geringere Expression von DCX aufweist.
Studien haben gezeigt, dass die Expression von DCX im Gehirn durch epileptische
Anfalle induziert werden kann (Jessberger et al. 2005; Liu et al. 2008). Dies unter-
stltzt die Annahme, dass in bestimmten Regionen, die unter normalen Bedingun-
gen eine geringe oder keine DCX-Expression aufweisen, die Expression durch ge-
eignete Stimuli hochreguliert werden kann. In anderen Gewebeschnitten derselben
Makaken, insbesondere im Hippocampus, war die Farbung mit demselben DCX-

Antikdrper jedoch erfolgreich.

Als Fazit kann zusammengefasst werden, dass das adulte menschliche Gehirn
auch im hohen Alter Anzeichen von neuronaler Plastizitat zeigen kann. Die genaue
Natur dieser Plastizitat ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Dennoch unterstrei-
chen die Ergebnisse die besondere Rolle des Nucleus caudatus fur die striatale
Neurogenese, insbesondere im Hinblick auf seine raumliche Nahe zur SVZ. Zukunf-
tige Studien sollten sich daher intensiv mit dieser Region beschaftigen.
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7.8 Methodische Besonderheiten und Herausforderungen

7.8.1 Bindungsstarken von Antikorpern und die Post-Mortem-Latenz-
zeit

In den Farbungen, die in dieser Arbeit genutzt wurden, wurden unter anderem auch
Unterschiede in den Bindungsstarken von immunhistochemischen Markern zwi-
schen den einzelnen Spezies festgestellt. Als ein Beispiel dient die Farbung von
GFAP, die sich in den Hirnschnitten von Menschen unterschiedlich darstellt, als in
den Hirnschnitten von Makaken. Die Ursache dieser Unterschiede kann vielfaltig
sein. Zum einen koénnte es speziesspezifische Unterschiede in der Bindung an die
Epitope von GFAP geben. Zum anderen scheint aber eine naheliegendere Erkla-
rung dienlich zu sein. Die Studie von Hilbig et al. (2011) hat histochemische und
immunhistochemische Methoden an Mausegehirnen verglichen, die unterschiedlich
lange post mortem aufbewahrt und bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert
wurden. Das Hauptaugenmerk lag auf dem Einfluss der post-mortem Zeit auf das
Protein GFAP. Es zeigte sich, dass die Immunreaktivitat von GFAP mit zunehmen-

der postmortaler Zeit signifikant anstieg (Hilbig et al. 2004).

Auch in weiteren Studien wurden ahnliche Beobachtungen gemacht. Unter ande-
rem wurden die Proliferationsmarker wie Ki67 und PCNA im Zusammenhang mit
der post-mortem Latenzzeit untersucht. Bei den Untersuchungen an Dinndarmge-
webe von Ratten wurde dabei post mortem ein rascher Anstieg der Immunreaktivitat
fur Ki67 und PCNA beobachtet, der innerhalb von 4 Stunden stark abfiel. Wahrend
Darmgewebe rasch autolytisch abgebaut wird und somit die Immunmarkierung
madglicherweise verloren geht, haben andere Untersuchungen gezeigt, dass z. B.
die PCNA-Markierung in der Leber und im Gehirn von Ratten bis zu 48 Stunden
persistiert (Scudamore et al. 2011).

Naturlich kann es je nach Spezies und Zelltyp Unterschiede in der post-mortem La-
tenzzeit geben, die einzeln genauer untersucht werden massten, um definitive Aus-
sagen Uber die Auswirkungen der post-mortem Latenzzeit auf die Immunreaktivitat
der Schnitte treffen zu konnen. Diese Untersuchungen bieten jedoch eine Erklarung
fur die teilweise unterschiedliche Darstellung der Immunmarkierung bei Menschen
und Makaken. Es I&sst sich daraus ableiten, dass sich GFAP in menschlichen Hirn-
schnitten aufgrund der deutlich langeren post-mortem Latenzzeit besser darstellen
lasst als in Hirnschnitten von Makaken. Bei Makaken ist die post-mortem Latenzzeit
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kirzer als bei Menschen. Zudem konnte dies erklaren, warum Ki67 in der mensch-

lichen SVZ haufiger vorkommt als bei Makaken.

7.8.2 Ki67+-Reaktivitat in den Ependymzellen von humanen Hirn-
schnitten

In diesem Abschnitt wird auf die Besonderheit hingewiesen, dass Ki67+ Signale in

der Ependymzellschicht der menschlichen SVZ detektiert wurden. Hier stellt sich

die Frage, inwiefern diese Signale tatsachlich richtig positive Signale sind, oder ob

die post-mortem Latenzzeit hierbei eine nicht zu vernachlassigende Rolle einnimmt.

Gemal den Studien von Spassky et al. (2005) besitzen Ependymzellen bei Nage-
tieren zumeist keine proliferative Aktivitat. Sie untersuchten dafur die Funktion von
Ependymzellen als potenzielle Stammzellen. Bei adulten Mausen, die mit BrdU be-
handelt wurden, konnte keine Proliferation dieser Zellen beobachtet werden. Durch
genetische Markierung konnten jedoch radiale Gliazellen in der lateralen Ventrikel-
wand nachgewiesen werden, die sich in reife Ependymzellen differenzierten. Epen-
dymzellen entwickeln sich wahrend der Embryonal- und frihen postnatalen Phase
und durchlaufen insbesondere in der ersten postnatalen Woche eine Differenzie-
rung, in der sie Zilien ausbilden. Nach dieser Differenzierung zeigen sie keine wei-
tere Zellteilung. Dies deutet darauf hin, dass Ependymzellen im Erwachsenenalter

nicht als neurale Stammzellen fungieren (Spassky et al. 2005).

Dennoch kénnten die bei Menschen beobachteten Ki67-positiven Zellen tatsachlich
positive Signale zeigen. Ein Indikator hierfur ist die Farbung mit Sox2. Sox2 ist ein
zentraler Transkriptionsfaktor, der fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz von
Stammzellen entscheidend ist und eng mit anderen Transkriptionsfaktoren intera-
giert. Bisherige Forschungsergebnisse zeigen, dass nicht nur Stammzellen, son-
dern auch bestimmte Typen von differenzierten Neuronen und Gliazellen eine hohe
Sox2-Expression aufweisen und auf die Funktion von Sox2 angewiesen sind. Ne-
ben seiner grundlegenden Rolle in Stammzellen spielt Sox2 auch eine wichtige
Rolle in der neuronalen Entwicklung und hat essentielle Funktionen in differenzier-
ten Gliazellen. So wird Sox2 nicht nur in frihen postnatalen oligodendrozytaren Vor-
lauferzellen exprimiert, sondern auch in adulten oligodendrozytaren Vorlauferzellen
im Gehirn. Daruber hinaus ist Sox2 in neu differenzierten Oligodendrozyten voruber-
gehend hochreguliert. Eine gezielte Deletion von Sox2 in diesen neu differenzierten

Oligodendrozyten flhrte zu einer verminderten Differenzierung und Myelinisierung
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der Oligodendrozyten im Gehirn. Sox2 ist somit unter anderem fur die Remyelini-
sierung im ZNS und die Myelinisierung im PNS unentbehrlich. Trotz seiner vielfalti-
gen und wichtigen Funktionen sind die genauen Mechanismen und Interaktions-
partner von Sox2 in verschiedenen Geweben noch weitgehend unbekannt (Zhang
und Cui 2014; Zhang et al. 2018; Mercurio et al. 2019).

In dieser Farbung wurde bei beiden Spezies eine ahnliche Verteilung von Sox2+
Signalen festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass die Immunreaktivitat von Sox2
wahrscheinlich in Bezug auf die post-mortem Latenzzeit weniger beeinflusst wird.
Die Verteilung ist sowohl bei Makaken ohne nennenswerte post-mortem Latenzzeit
als auch bei Menschen mit langerer post-mortem Latenzzeit ahnlich. Es empfiehlt
sich daher, Ki67 in den humanen Hirnschnitten kritisch zu betrachten und sie am
ehesten in Kombination mit Sox2 oder anderen Markern, zuverlassiger zu bewerten.
So besteht wie zuvor erwahnt die Annahme, dass die Kombination von Ki67 und
Sox2 auf Progenitorzellen hinweisen, die neuronale oder gliale Zellen generieren.
Alleinstehende Signale von Sox2 jedoch kénnen auch auf Zellen hinweisen, die be-
reits postmitotisch und differenziert sind und moglicherweise andere Funktionen

Ubernehmen.

7.8.3 Falsch-positive Signale durch Lipofuscin

Neben der Farbung mit GFAP, Sox2 und Ki67 wurden die Hirnschnitte von Makaken
und Menschen mit weiteren Markern behandelt. In den Laborversuchen wurden be-
reits umfassend getestete immunhistochemische Marker wie NeuN, DCX und Cal-
retinin verwendet. Diese lieferten jedoch in dieser Kombination keine qualitativ
hochwertigen Ergebnisse. Bei der Auswertung der Schnitte wurden verschiedene
Ansatze erprobt, um falsch-positive Signale im Striatum zu minimieren. Ein Lipo-
fuscin-Block wurde durchgefluhrt, aber auch nach verschiedenen Einwirkzeiten wa-
ren die Ergebnisse fur eine qualitativ hochwertige quantitative Auswertung nicht ge-
eignet. Im Ergebnisteil wurden die falsch-positiven Signale der Farbung mit DCX,
Calretinin und NeuN im menschlichen Striatum bereits ausfuhrlich dargestellt. Mog-
liche Erklarungen fur diese Signale konnten sein, dass im Gegensatz zu den Far-
bungen mit GFAP, Ki67 und Sox2 die Farbungen mit DCX und NeuN zu einer spe-
zifischen Lipofuscin-Markierung flhren, da in den gleichen Hirnschnitten mit den
anderen Antikdrpern keine Lipofuscin-Markierung zu sehen ist. Dennoch zeigten die

Farbungen mit DCX und NeuN auch bei Makaken Probleme hinsichtlich ihrer
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Reaktivitat. Schlieflich lieferte nur die Calretinin-Farbung in dieser Kombination ein-
deutig positive Ergebnisse. In zuklnftigen Studien wird es wichtig sein, diese po-
tentiellen Stérquellen zu identifizieren und zu korrigieren, sei es durch ein ange-
passtes Farbeprotokoll oder durch spezifischere immunhistochemische Marker. Da
die verwendeten Antikorper bereits bei anderen Gewebeproben erfolgreich waren,
liegt die Ursache wahrscheinlich nicht in der Spezifitat der Antikdrper, sondern in
anderen Faktoren wie die Fixierungsmethode, Gewebequalitat oder regionalspezi-
fischen Gewebeeigenschaften. Eine systematische Uberprifung dieser Faktoren
kann helfen, die Ursache fur die fehlgeschlagenen Farbeversuche zu identifizieren

und zuklnftige Farbungen zu optimieren.

Als Fazit der feasibility-Studie kann festgehalten werden, dass die Zytoarchitektur
der menschlichen SVZ auch im hohen Alter und bei adulten Makaken gut darstellbar
ist. Die Ergebnisse dieser Studie decken sich weitgehend mit den Erkenntnissen
von Quifones-Hinojosa et al. (2006) und Gil-Perotin et al. (2009) und ermdglichen
madglicherweise eine noch genauere Unterteilung der SVZ. Um dies genauer zu un-
tersuchen, musste jedoch die gesamte SVZ systematisch analysiert und quantifi-
ziert werden. Dazu ist die Untersuchung einer groReren Anzahl von Gehirnen not-

wendig, um diese moglichen Unterteilungen besser zu belegen.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis war, dass selbst in einem menschlichen Gehirn ho-
hen Alters DCX+ Signale im Nucleus caudatus nahe der SVZ nachgewiesen werden
konnten. Dies deutet darauf hin, dass neuronale Plastizitdt zumindest auch im er-
wachsenen Gehirn noch nachweisbar ist und nicht ganzlich zum Erliegen gekom-

men zu sein scheint.

Diese Studie hat gezeigt, dass die Methode trotz einiger Herausforderungen tech-
nisch und methodisch durchfuhrbar ist und wertvolle Informationen liefert. Trotz der
Einschrankungen durch die geringe Individuenzahl (Mensch, n=1; Makake, n=5) lie-
fern die gewonnenen Daten wichtige erste Einblicke und unterstitzen die Validitat
der verwendeten Methoden. Dies legt den Grundstein fur zukunftige Studien, die
eine umfassendere Analyse der gesamten SVZ und ihrer angrenzenden Strukturen

sowie eine grofRere Anzahl von Proben umfassen sollten.
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7.9 Ausblick

Im letzten Abschnitt der Diskussion geht es um den gegenwartigen Stand der Wis-
senschaft. Dabei geht es beispielsweise um die Frage, welche neuen Erkenntnisse
Uber die adulte Neurogenese im klinischen Kontext gewonnen werden konnten. Es
stellt sich auch die Frage, ob es therapeutische Ansatze gibt, die genutzt werden
konnen. Der Ausblick unterstreicht die Bedeutung der adulten striatalen Neuroge-
nese, die eine wichtige Rolle bei der Behandlung komplexer Erkrankungen spielen

konnte, die unter anderem das Striatum betreffen.

Wie bereits einleitend erlautert, erfullt das Striatum eine Reihe bedeutsamer Funk-
tionen. Aus diesem Grund ist diese Hirnregion auch bei bestimmten neurologischen
Erkrankungen besonders stark beeintrachtigt. Erkrankungen wie beispielsweise
Morbus Parkinson oder Chorea Huntington fihren zu Stérungen des motorikfor-
dernden sowie -hemmenden Teils der Basalganglienschleife und beeinflussen das
Striatum wesentlich. Der Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra bei
Morbus Parkinson fuhrt zu einem Dopaminmangel im Striatum. Dadurch konnen die
mit Dopaminrezeptoren besetzten Neurone nicht weiter blockiert werden. Dies flhrt
zu einer zunehmenden Hemmung durch striatale Neurone und resultiert in Sympto-
men wie Bradykinese. Bei Chorea Huntington ist eine Mutation im Huntingtin-Gen
fur das Absterben von Neuronen, einschlieBlich der im Striatum, verantwortlich
(Andhale und Shrivastava 2022; Kouli et al. 2018).

Neben Erkrankungen, die insbesondere das Striatum betreffen, gibt es natlrlich
eine Reihe weiterer Erkrankungen, die im Allgemeinen im zentralen Nervensystem
auftreten, wie beispielsweise Schlaganfalle oder diverse Hirntumoren. Auch in die-
sem Kontext kann die adulte Neurogenese nicht nur zum Verstandnis der Pathoge-
nese beitragen, sondern das Fundament eines moglichen Therapieansatzes liefern.
So konnte gezeigt werden, dass nach einem Schlaganfall die Neurogenese im adul-
ten Gehirn angeregt wird und neue Nervenzellen gebildet werden, die in den be-
troffenen Hirnregionen einen Teil der verloren gegangenen Nervenzellen ersetzen
(Taupin 2006). Bei Hirntumoren wird vermutet, dass neuronale Stamm- oder Pro-
genitorzellen oder bereits differenzierte Zellen durch Mutationen Regulations- oder
Reparaturmechanismen verlieren und sich zu Krebsstammzellen differenzieren, die
zur unkontrollierten Proliferation und Generierung von Krebszellen fihren konnen
(Batista et al. 2014).
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Im Review von Farzanehfar (2016) wurden die Ergebnisse zahlreicher Studien be-
zuglich der Therapie von Morbus Parkinson zusammengefasst. Es werden weitere
Therapiemoglichkeiten neben der medikamentdsen Therapie mit L-DOPA und der
tiefen Hirnstimulation diskutiert. Moglicherweise konnte in Zukunft ein weiterer The-
rapieansatz in Betracht gezogen werden. Mit dem endogenen Zellersatz wird eine
uber die symptomatische Therapie hinausgehende Heilung von Morbus Parkinson
erhofft. Hier leisten Grundlagenforschungen zur adulten Neurogenese einen we-
sentlichen Beitrag. Allerdings ist die Therapie noch nicht ausreichend fortgeschritten
und es besteht Uneinigkeit in der Forschung, ob adulte Neurogenese in einem rele-
vanten Mal} besteht oder nicht. Diese Frage muss noch geklart werden (Farzaneh-
far 2016).

Wie anfangs erwahnt, wurde in einer Studie von Ernst et al. (2014) adulte Neuroge-
nese im Striatum des Menschen nachgewiesen. In einem Abschnitt dieser Studie
wird ebenfalls erwahnt, dass bei Patienten mit fortgeschrittenem Chorea Huntington
der Zellumsatz im Striatum abzunehmen scheint. Diese Beobachtung lasst eine ver-
minderte striatale Neurogenese vermuten, die mit dem Huntingtin Gen in Verbin-

dung stehen konnte (Ernst et al. 2014).

Untersuchungen haben gezeigt, dass externe Faktoren wie eine ausgewogene Er-
nahrung und regelmaRige korperliche Aktivitat die Neurogenese férdern und mog-
licherweise das Fortschreiten neurodegenerativer Erkrankungen verlangsamen.
Diese Faktoren aktivieren eine Vielzahl von Molekulen, die fur die Neubildung von
Nervenzellen im Erwachsenenalter von Bedeutung sind. Zudem gibt es auch intrin-
sische Faktoren, die zumindest unter Laborbedingungen die Neurogenese bei Er-
wachsenen fordern konnen. Ein vielversprechender therapeutischer Ansatz kdnnte
die Anwendung spezifischer, kurzer Peptid-Mimetika sein, welche zur Entstehung
neuronaler Marker beitragen und eine neurotrophe Wirkung entfalten (Shohayeb et
al. 2018)

Alles in allem gibt es eindeutige Zusammenhange zwischen neurodegenerativen
Erkrankungen und der adulten Neurogenese. Ein gewisser Lebensstil konnte die
adulte Neurogenese bis zu einem gewissen Ausmal} anregen. Zudem kdnnten the-
rapeutische Ansatze, insbesondere die Verwendung von neurotrophen Faktoren,
die Neurogenese bei Erwachsenen deutlich stimulieren. Diese Ansatze konnten im
Rahmen multimodaler Therapiekonzepte in Erwagung gezogen werden.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit liefert eine umfassende quantitative und qualitative Untersu-
chung der adulten Neurogenese im Striatum von Tauben und Mausen. Zusatzlich
wurde die subventrikulare Zone (SVZ) von Menschen und Makaken analysiert.
Nahe der SVZ wurden Zellen im Nucleus caudatus des Menschen identifiziert, die
potentielle Neuroblasten darstellen und neuronale Plastizitat auch im hohen Alter
zeigen. Es wurde festgestellt, dass verschiedene Entwicklungsstadien neuronaler
Zellen in fast allen untersuchten Hirnstrukturen der Taube vorhanden sind. Neu ge-
nerierte, proliferierende und differenzierende adulte Zellen sind weit verbreitet, mit
regionalen Unterschieden in ihrer Verteilung, insbesondere im Nucleus accumbens.
Die Mause zeigten insgesamt eine geringere neuronale Plastizitat bzw. eine bereits
weitgehend abgeschlossene striatale adulte Neurogenese. Besonderes Augenmerk
wurde auf den bei Tauben haufig auftretenden Biomarker DCX gelegt, der sowohl

fur Neuroblasten als auch fur strukturelle neuronale Plastizitat steht.

Neben der adulten Neurogenese wurde die Gliogenese im adulten Gehirn als wich-
tige Komponente der neuronalen Plastizitat hervorgehoben. Obwohl sie in dieser
Studie nicht vollstandig und direkt nachgewiesen werden konnte, deuten die ver-
bliebenen und vereinzelt auftretenden BrdU-Signale neben Astrozyten auf die Exis-
tenz von Oligodendrozyten und Mikroglia hin. Eine anatomische Ubersicht des Stri-
atums von Maus und Taube wurde erarbeitet und funktionell aquivalente striatale
Subregionen in beiden Spezies identifiziert. Beide sind als Modellorganismen fur
die Erforschung der adulten Neurogenese geeignet, wobei Vogel aufgrund ihrer ho-
hen neuronalen Plastizitat und ihres historischen Beitrags zur Erforschung der adul-

ten Neurogenese besonders hervorstechen.

Im Rahmen der feasibility-Studie wurden beim Menschen und beim Makaken spe-
zifische Merkmale der zellularen Architektur der subventrikularen Zone identifiziert,
die denen in vorangegangenen Arbeiten ahnlich sind. Es gibt Hinweise darauf, dass
die SVZ in weitere spezifische Schichten unterteilt werden kann, deren Bedeutung
noch nicht vollstandig geklart ist. Weitere umfassende Analysen sind erforderlich,
um diese Unterteilung eindeutig zu bestatigen. Es wurde auch festgestellt, dass der
Nucleus caudatus beim Menschen eine gewisse neuronale Plastizitat aufweist, die

in zukunftigen Studien weiter untersucht werden sollte.
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SchlieBlich hat diese Arbeit methodische Herausforderungen aufgezeigt, die Uber-
wunden werden mussen, um weitere qualitativ hochwertige Analysen durchfihren
zu konnen. Grundlagenforschung bildet die Basis fur zukinftige wissenschaftliche
Erkenntnisse, wobei auch die Reproduzierbarkeit dieser Erkenntnisse von zentraler
Bedeutung ist.
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10 Anhang
10.1 Tabellen der deskriptiven Statistik

Tabelle 5

Verteilung von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri., BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?2

im Striatum der Taube

Zellen/mm? BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
ACB 17,81 +2,84 255,04 £ 17,53 8,39 + 1,48 1,65+ 0,21
MSt 4,75+ 0,29 161,04 + 9,33 13,19 £ 0,55 0,73 £ 0,09
LSt 3,10+ 0,25 103,49 + 5,98 11,37 £ 0,59 0,46 £ 0,04
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ISt

GP

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 6

4,12+ 0,99

2,56 + 0,29

18,83 +2,12

17,10 + 1,36

1,12+ 0,44

1,28 £ 0,16

0,18+ 0,12

0,16 + 0,06

Verteilung von BrdU+, BrdU+/GFAP+, BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im Striatum der

Taube

Zellen/mm?

ACB

MSt

LSt

ISt

GP

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 7

BrdU+
23,17 +49
10,37 = 1,01
10,34 £ 1,16
8,93 +1,63

7,79 0,95

BrdU+/GFAP

3,42 £ 0,59
4,11+ 0,39
6,1+0,59
7,8+1,59

5,41+ 0,68

BrdU+/NeuN+

5,38 + 1,85
2,22+ 0,39
1,29+ 0,22
0,23 +0,15

0,56 + 0,25

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,

BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?im ACB der Taube

ACB

A 1275

A11.75

A 10.75

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

7,45+ 1,45
34,53 +5,49

10,15 + 3,36

BrdU+

DCX+ ov.
178,66 + 17,21
352,91 + 23,49

221,42 + 35,35

DCX+ tri.

6,49 £ 2,63
8,51 % 2,31

7,52+ 1,43

BrdU+/DCX+
0,92 + 0,38
2,12+ 0,56

1,74 + 0,97
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Tabelle 8

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?im MSt der Taube

MSt

A 13.00

A 11.75

A 10.50

A 09.25

A 08.00

BrdU+
4,83 +0,43
4,45 + 0,47
4,68 + 0,45
4,95 + 0,64

5,96 + 0,74

DCX+ ov.
160,39 £ 12,6
150,52 £ 8,63
165,21 £ 9,88
175,58 + 13,29

161,07 £ 11,76

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 9

DCX+ tri.
10,99 £ 1,11
11,63 + 0,89
12,96 + 0,95
16,58 + 1,72

4,86 + 2,03

BrdU+/DCX+
0,64 £0,14
0,88 + 0,06
0,89+0,12
0,61+0,15

0,37 £ 0,12

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm?im LSt der Taube

LSt

A11.75

A 10.50

A 09.25

A 08.00

A 06.75

BrdU+

DCX+ ov.

4,22 + 0,95
2,92 + 0,36
2,61+0,29
3,28 + 0,22

4,31+0,26

79,43 + 9,07
113,41+ 8,6
93,64 + 4,94

95,38 + 7,04

128,04 £ 12,47

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

DCX+ tri.
9,61 +1,22
10,86 + 0,87
10,59 + 0,58
12,51+ 0,82

3,76 + 1,81

BrdU+/DCX+
0,96 + 0,22
0,42+0,9
0,42 +0,12
0,51+ 0,09

0,38 + 0,08



Tabelle 10

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im ISt der Taube

ISt BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tro. BrdU+/DCX+
A 09.00 3,89+ 0,98 15,86 + 3,19 1,12 £+ 0,44 0,18+ 0,12

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 11

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im GP der Taube

GP BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
A 10.75 1,57 +0,48 19,93+ 2,3 0,88 £ 0,31 0,18 £ 0,12
A 09.50 2,65+ 0,48 14,19 + 1,35 1,28 £ 0,28 0,09 + 0,06
A 08.00 3,00 + 0,47 19,01 +£1,73 1,39+ 0,29 0,17 + 0,08

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 12

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im ACB der Taube

ACB BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
A12.75 11,71 £ 2,07 4,42 + 0,99 2,28 +1,62
A11.75 19,53 £ 5,58 5,79 + 2,86 3,89+ 1,71
A 10.75 41,37 £ 10,53 1,34 + 0,67 11,61+ 3,76

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

123



Tabelle 13

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im MSt der Taube

MSt

A 13.00

A 11.75

A 10.50

A 09.25

A 08.00

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 14

BrdU+
10,33 £ 1,57
9,95 + 1,50
8,93+ 0,93
10,91 £ 0,91

15,52 £ 2,48

BrdU+/GFAP

3,65 + 0,51
4,09+ 0,85
3,562+ 0,55
4,44 + 0,69

7,35+ 1,46

BrdU+/NeuN+

2,27 £ 0,86
1,64 £ 0,52
1,83 +0,34
2,79+0,35

2,80+0,74

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im LSt der Taube

LSt

A 11.75

A 10.50

A 09.25

A 08.00

A 06.75

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

BrdU+
16,09 + 6,80
10,02 £ 0,94
9,92+ 1,18
10,04 £ 1,39

13,14 £ 2,66

BrdU+/GFAP

6,33 + 0,99
6,54 + 0,65
5,76 + 0,95
4,65+ 0,61

8,87 £ 2,42

BrdU+/NeuN+

1,17 £ 0,53
0,95+ 0,17
1,25+ 0,29
1,57 £ 0,23

1,51+ 0,39
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Tabelle 15

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im ISt der Taube

ISt BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+

A 09.00 8,93 + 1,63 7,49 + 1,65 0,23+0,15

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 16

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im GP der Taube

GP BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
A 10.75 5,90 + 1,36 3,96 + 0,74 0,63 + 0,63
A 09.50 8,19 + 1,01 5,93 +0,93 0,53 +0,32
A 08.00 8,25+ 1,09 5,73 +0,88 0,59+ 0,29

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 17

Verteilung von BrdU+, DCX+ ov. - Zellen/mm? im Striatum der Maus

Zellen/mm? BrdU+ DCX+ ov.
ACB 2,77 £ 0,62 2,59 + 0,45
CcP 3,07 £ 0,57 1,62+0,13

FS 7,99 + 5,23 1,15+ 0,79

GP 6,54 £ 2,15 0,14 £ 0,09

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
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Tabelle 18

Verteilung von BrdU+, BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im Striatum der Maus

Zellen/mm? BrdU+ BrdU/NeuN
ACB 5,23 + 0,61 2,06 + 0,56
CcP 2,78 £ 0,32 1,04 £ 0,19

FS 7,37 £ 1,96 2,45+ 0,77

GP 7,57 £ 0,56 3,28 £ 0,76

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 19

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im ACB der Maus

ACB BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
38 2,06 +0,5 0 0 0
43 2,78 +1,14 3,67 +1,36 0 0
48 4,31+0,43 1,86 + 1,08 0 0

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 20

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im CP der Maus

CcpP BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
43 2,36 = 2,52 0 0
50 3,05+ 1,37 + 0 0
57 2,78 = 1,27 = 0 0
64 3,11 0,71 0 0
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71 3,59 3,75 0 0
78 7,85 0,72 0 0

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 21

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im FS der Maus

FS BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
53 7,99 + 5,23 2,74 £ 2,33 0 0

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 22

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, DCX+ ov., DCX+ tri.,
BrdU+/DCX+ - Zellen/mm? im GP der Maus

GP BrdU+ DCX+ ov. DCX+ tri. BrdU+/DCX+
58 7,81 + 3,58 0,22 £ 0,22 0 0
64 5,46 £ 1,27 0 0 0
70 591+ 2,07 0,35+ 0,35 0 0

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 23

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im ACB der Maus

ACB BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
38 6,51 + 1,11 0 1,54 + 1,07
43 4,45+ 0,64 0 1,88 + 0,56

127



48 591 +1,22 0 2,65+ 0,99

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

Tabelle 24

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm2 im CP der Maus

CcpP BrdU+ BrdU+/GFAP BrdU+/NeuN+
43 2,37 +0,49 0,98 + 0,37
50 2,55+0,29 1,07 £ 0,23
57 2,81+0,37 0,93 +0,22
64 2,78 £ 1,01 0,89 +0,38
71 3,79+ 0,65 0,98 + 0,41
78 7,94 + 2,53 3,43 +1,86

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler.

Tabelle 25

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,
BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im FS der Maus

FS BrdU+ BrdU+/GFAP+ BrdU+/NeuN+
53 6,77 £ 2,16 0 2,27 £1,15
58 11,69 £ 1,96 0 3,66 * 3,66

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler
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Tabelle 26

Verteilung entlang der anterioren-posterioren Achse von BrdU+, BrdU+/GFAP+,

BrdU+/NeuN+ - Zellen/mm? im GP der Maus

GP BrdU+ BrdU+/GFAP+
58 9,88 + 4,81 0
64 5,02+ 0,84 0
70 6,04 + 1,91 0

Werte sind Mittelwerte +/- Standardfehler

BrdU+/NeuN+
5,19 + 0,53
1,08 +£ 0,84

2,72+1,69

10.2 Tabellarische Auflistung der statistischen Tests

10.2.1 Maus

10.2.1.1 Vergleich zwischen den Subregionen

BrdU/DCX
Friedman-Test
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
CP 2,40 N 5
ACB 1,40 Chi-Quadrat 5,880
FS 3,00 df 3
GP 3,20 Asymptotische Signifikanz 0,118
Nullhypothese beibehalten
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DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
CP 2,80 N 5
ACB 3,60 Chi-Quadrat 7,531
FS 2,10 df 3
GP 1,50 Asymptotische Signifikanz 0,057
Nullhypothese beibehalten
BrdU/GFAP/NeuN
Friedman-Test
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
CP 1,20 N 5
ACB 2,20 Chi-Quadrat 9,720
FS 3,00 df 3
GP 3,60 Asymptotische Signifikanz 0,021
Nullhypothese ablehnen
BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
CP 1,20 N 5
ACB 2,60 Chi-Quadrat 7,320
FS 3,00 df 3
GP 3,20 Asymptotische Signifikanz 0,062
Nullhypothese beibehalten
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Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur BrdU

BrdU CP-ACB | CP-FS | CP-GP | ACB-FS | ACB-GP | GP-FS
Z-Wert -2,023 -1,753 | -2,023 -0,944 -2,023 -0,135
Aysmptotische
Signifikanz 0,043 0,08 0,043 0,345 0,043 0,893
Angepasste
Signifikanz? 0,086 0,12 0,086 0,414 0,086 0,893
a: Benjamini-Hochberg Korrektur

10.2.1.2

rioren Achse

Vergleich der einzelnen Subregionen entlang der anterior-poste-

ACB
BrdU/DCX
Friedman-Test
ACB: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 2
1.645 mm 1,50 Chi-Quadrat 1,000
1.145 mm 2,00 df 2
0.62 mm 2,50 Asymptotische Signifikanz 0,607
Nullhypothese beibehalten
ACB: DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 2
1.645 mm 1,25 Chi-Quadrat 3,714
1.145 mm 3,00 df 2
0.62 mm 1,75 Asymptotische Signifikanz 0,156
Nullhypothese beibehalten
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BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

ACB: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 5
1.645 mm 2,00 Chi-Quadrat 1,600
1.145 mm 1,60 df 2
0.62 mm 2,40 Asymptotische Signifikanz 0,449
Nullhypothese beibehalten
ACB: BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 2
1.645 mm 1,40 Chi-Quadrat 2,800
1.145 mm 2,20 df 2
0.62 mm 2,40 Asymptotische Signifikanz 0,247
Nullhypothese beibehalten
CP
BrdU/DCX
Friedman-Test
CP: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate
1.145 mm 2,60
0.445 mm 3,20
-0.28 mm 2,60 N 5
-0.955 mm 3,00 Chi-Quadrat 8,657
-1.655 mm 4,20 df 5
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-2.355 mm 5,40 Asymptotische Signifikanz 0,124
Nullhypothese beibehalten
Zahlenfolge Mittlerer
CP: DCX ov. Teststatistiken
Atlasebenen Rang
Bregmakoordinate
1.145 mm 1 5,20
0.445 mm 2 3,20
-0.28 mm 3 3,40 N 5
-0.955 mm 4 2,00 Chi-Quadrat 14,829
-1.655 mm 5 5,20 df 5
-2.355 mm 6 2,00 Asymptotische 0,011
Signifikanz
Nullhypothese ablehnen
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir DCX ov.
CP: Aysmptotische Angepasste
Z-Wert
DCX ov. Signifikanz Signifikanz?
1-2 -2,023 0,043 0,129
1-3 -1,753 0,080 0,150
1-4 -2,023 0,043 0,129
1-5 -0,944 0,345 0,398
1-6 -2,023 0,043 0,129
2-3 -0,405 0,686 0,686
2-4 -1,483 0,138 0,188
2-5 -1,483 0,138 0,188
2-6 -1,214 0,225 0,281
3-4 -1,483 0,138 0,188
3-5 -1,753 0,080 0,150
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3-6 -1,753 0,080 0,150
4-5 -2,023 0,043 0,129
4-6 -0,406 0,684 0,686
5-6 -2,023 0,043 0,129

a: Benjamini-Hochberg Korrektur

BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

CP: BrdU

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Bregmakoordinate

1.145 mm 2,75
0.445 mm 2,50
-0.28 mm 3,25 N 4
-0.955 mm 3,25 Chi-Quadrat 7,714
-1.655 mm 3,50 df 5
-2.355 mm 5,75 Asymptotische Signifikanz 0,173
Nullhypothese beibehalten
CP: BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate
1.145 mm 3,50
0.445 mm 3,00
-0.28 mm 2,75 N 4
-0.955 mm 3,75 Chi-Quadrat 3,345
-1.655 mm 3,13 df 5
-2.355 mm 4,88 Asymptotische Signifikanz 0,647

Nullhypothese beibehalten
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GP
BrdU/DCX

Friedman-Test

GP: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 5
-0.38 mm 2,00 Chi-Quadrat 0,400
-0.955 mm 2,20 df 2
-1.555 mm 1,80 Asymptotische Signifikanz 0,819
Nullhypothese beibehalten
GP: DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 5
-0.38 mm 2,10 Chi-Quadrat 1,000
-0.955 mm 1,80 df 2
-1.555 mm 2,10 Asymptotische Signifikanz 0,607
Nullhypothese beibehalten
BrdU/GFAP/NeuN
Friedman-Test
GP: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Bregmakoordinate N 5
-0.38 mm 2,80 Chi-Quadrat 5,200
-0.955 mm 1,40 df 2
-1.555 mm 1,80 Asymptotische Signifikanz 0,074

Nullhypothese beibehalten
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GP: BrdU/NeuN

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Bregmakoordinate N 5
-0.38 mm 2,60 Chi-Quadrat 4,000
-0.955 mm 1,40 df 2
-1.555 mm 2,00 Asymptotische Signifikanz 0,135
Nullhypothese beibehalten
10.2.2 Taube
10.2.2.1 Vergleich zwischen den Subregionen
BrdU/DCX
Friedman-Test
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
ACB 5,00
MSt 3,67 N 9
LSt 2,00 Chi-Quadrat 26,400
ISt 2,67 df 4
GP 1,67 Asymptotische Signifikanz < 0,001
Nullhypothese ablehnen
DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
ACB 4,89
MSt 4,11 N 9
LSt 3,00 Chi-Quadrat 33,511
ISt 1,56 df 4
GP 1,44 Asymptotische Signifikanz < 0,001

Nullhypothese ablehnen
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DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
ACB 3,22
MSt 4,78 N 9
LSt 4,00 Chi-Quadrat 31,556
ISt 1,33 df 4
GP 1,67 Asymptotische Signifikanz < 0,001
Nullhypothese ablehnen
BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
ACB 4,89
MSt 3,78 N 9
LSt 2,67 Chi-Quadrat 25,740
ISt 1,94 df 4
GP 1,72 Asymptotische Signifikanz < 0,001

Nullhypothese ablehnen

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

Aysmptotische Angepasste
BrdU Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -2,666 0,008 0,013
ACB - LSt -2,666 0,008 0,013
ACB - ISt -2,666 0,008 0,013
ACB - GP -2,666 0,008 0,013
MSt — LSt -2,666 0,008 0,013
MSt — ISt -0,770 0,441 0,490
MSt — GP -2,666 0,008 0,013
LSt - GP -1,125 0,260 0,325
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LSt — ISt -0,415 0,678 0,678
GP - ISt -1,244 0,214 0,306
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
Aysmptotische Angepasste
DCX ov. Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -2,547 0,011 0,012
ACB - LSt -2,666 0,008 0,01
ACB - ISt -2,666 0,008 0,01
ACB - GP -2,666 0,008 0,01
MSt — LSt -2,666 0,008 0,01
MSt — ISt -2,666 0,008 0,01
MSt — GP -2,666 0,008 0,01
LSt- GP -2,666 0,008 0,01
LSt — ISt -2,666 0,008 0,01
GP - ISt -0,533 0,594 0,594
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
Aysmptotische Angepasste
DCX tri. Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -2,310 0,021 0,030
ACB - LSt -1,599 0,110 0,122
ACB - ISt -2,666 0,008 0,133
ACB - GP -2,666 0,008 0,133
MSt — LSt -2,192 0,028 0,035
MSt — ISt -2,666 0,008 0,133
MSt — GP -2,666 0,008 0,133
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LSt - GP -2,666 0,008 0,133
LSt — ISt -2,666 0,008 0,133
GP - ISt -0,889 0,374 0,374
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
Aysmptotische Angepasste
BrdU/DCX Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB - MSt -2,666 0,008 0,016
ACB — LSt -2,666 0,008 0,016
ACB - ISt -2,547 0,011 0,183
ACB - GP -2,666 0,008 0,016
MSt — LSt -2,666 0,008 0,016
MSt — ISt -2,310 0,021 0,026
MSt - GP -2,666 0,008 0,016
LSt—-GP -2,429 0,015 0,021
LSt — ISt -1,836 0,066 0,073
GP - ISt -0,105 0,917 0,917

a: Benjamini-Hochberg Korrektur
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BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken

ACB 4,56

MSt 3,33 N 9
LSt 2,78 Chi-Quadrat 16,978
ISt 2,78 df 4
GP 1,56 Asymptotische Signifikanz 0,002

Nullhypothese ablehnen
BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken

ACB 2,11

MSt 2,11 N 9
LSt 3,67 Chi-Quadrat 11,733
ISt 4,11 df 4
GP 3,00 Asymptotische Signifikanz 0,019

Nullhypothese ablehnen
BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken

ACB 3,61

MSt 4,22 N 9
LSt 3,44 Chi-Quadrat 17,303
ISt 1,78 df 4
GP 1,94 Asymptotische Signifikanz 0,002

Nullhypothese ablehnen
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Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

Aysmptotische Angepasste
BrdU Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -2,310 0,021 0,035
ACB - LSt -2,429 0,015 0,030
ACB - ISt -2,666 0,008 0,028
ACB - GP -2,547 0,011 0,028
MSt — LSt -0,178 0,859 0,859
MSt — ISt -0,415 0,678 0,753
MSt - GP -2,547 0,011 0,028
LSt- GP -2,547 0,011 0,028
LSt — ISt -0,533 0,594 0,743
GP - ISt -1,007 0,314 0,449
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
Aysmptotische Angepasste
BrdU/GFAP Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -1,007 0,314 0,349
ACB - LSt -2,192 0,028 0,095
ACB - ISt -1,836 0,066 0,110
ACB - GP -1,955 0,051 0,102
MSt — LSt -2,547 0,011 0,095
MSt — ISt -2,073 0,038 0,095
MSt - GP -2,073 0,038 0,095
LSt - GP -1,362 0,173 0,216
LSt — ISt -0,889 0,374 0,374
GP - ISt -1,481 0,139 0,199

a: Benjamini-Hochberg Korrektur
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Aysmptotische Angepasste
BrdU/NeuN Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
ACB — MSt -1,362 0,173 0,192
ACB - LSt -1,481 0,139 0,173
ACB - ISt -2,028 0,043 0,071
ACB - GP -1,960 0,050 0,071
MSt — LSt -2,547 0,011 0,028
MSt — ISt -2,547 0,011 0,028
MSt - GP -2,666 0,008 0,028
LSt- GP -2,666 0,008 0,028
LSt — ISt -2,429 0,015 0,030
GP — ISt -0,845 0,398 0,398
a: Benjamini-Hochberg Korrektur

10.2.2.2 Vergleich der einzelnen Subregionen entlang der anterior-poste-

rioren Achse

ACB
BrdU/DCX

Friedman-Test

ACB: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 1,44
A11.75 3,00 N 9
A 10.75 1,56 Chi-Quadrat 13,556
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,001

Nullhypothese ablehnen
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ACB: DCX ov.

Mittlerer Rang

Teststatistiken

A12.75 1,22
A11.75 3,00 N 9
A 10.75 1,78 Chi-Quadrat 14,889
df 2
Asymptotische Signifikanz < 0,001
Nullhypothese ablehnen
ACB: DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 1,83
A11.75 2,17 N 9
A 10.75 2,00 Chi-Quadrat 0,514
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,773
Nullhypothese beibehalten
ACB: BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 1,83
A11.75 2,22 N 9
A 10.75 1,94 Chi-Quadrat 0,788
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,674

Nullhypothese beibehalten
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Wilcoxon-Vorzeichen
BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

-Rang-Tests

ACB: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 1,31
A11.75 1,81 N 8
A 10.75 2,88 Chi-Quadrat 10,516
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,005
Nullhypothese ablehnen
ACB: BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 2,25
A11.75 2,25 N 8
A 10.75 1,50 Chi-Quadrat 3,310
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,191
Nullhypothese beibehalten
ACB: BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
A12.75 1,44
A11.75 1,81 N 8
A 10.75 2,75 Chi-Quadrat 10,174
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,006

Nullhypothese ablehnen
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Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

Aysmptotische Angepasste
BrdU Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
A12.75-A11.75 -1,820 0,069 0,069
A12.75-A10.75 -2,666 0,008 0,024
A11.75-A10.75 -2,310 0,021 0,032
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
Aysmptotische Angepasste
BrdU/NeuN Z-Wert
Signifikanz Signifikanz?
A12.75-A11.75 -1,153 0,249 0,249
A12.75-A10.75 -2,366 0,018 0,027
A11.75-A10.75 -2,366 0,018 0,027

a: Benjamini-Hochberg Korrektur

MSt
BrdU/DCX

Friedman-Test

MSt: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 3,00
A11.75 2,78 N 9
A 10.50 3,11 Chi-Quadrat 2,044
A 09.25 2,56 df 4
A 08.00 3,56 Asymptotische Signifikanz 0,728
Nullhypothese beibehalten

145



MSt: DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 3,44
A11.75 2,33 N 9
A 10.50 3,22 Chi-Quadrat 4,711
A 09.25 3,56 df 4
A 08.00 2,44 Asymptotische Signifikanz 0,318

Nullhypothese beibehalten

MSt: DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 2,11
A11.75 2,44 N 9
A 10.50 2,67 Chi-Quadrat 10,400
A 09.25 3,67 df 4
A 08.00 411 Asymptotische Signifikanz 0,034

Nullhypothese ablehnen
MSt: BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken

A 13.00 2,72
A11.75 4,00 N 9
A 10.50 3,78 Chi-Quadrat 11,419
A 09.25 2,67 df 4
A 08.00 1,83 Asymptotische Signifikanz 0,022

Nullhypothese ablehnen
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Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

DEX tri. 7 Wert Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A 13.00-A11.75 -0,178 0,859 0,859
A 13.00 - A 10.50 -1,125 0,260 0,371
A 13.00 - A 09.25 -1,955 0,051 0,102
A 13.00 - A 08.00 -2,073 0,038 0,095
A11.75-A 10.50 -0,889 0,374 0,468
A 11.75- A 09.25 -2,073 0,038 0,095
A 11.75- A 08.00 -2,310 0,021 0,095
A 10.50 — A 09.25 -1,481 0,139 0,232
A 10.50 - A 08.00 -2,073 0,038 0,095
A 09.25 - A 08.00 -0,533 0,594 0,660
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
BrdU/DCX 7 Wert Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A 13.00-A11.75 -1,125 0,260 0,325
A 13.00-A10.50 -1,599 0,110 0,183
A 13.00 - A 09.25 -0,059 0,953 0,953
A 13.00 - A 08.00 -1,680 0,093 0,183
A11.75-A10.50 -0,059 0,953 0,953
A 11.75-A09.25 -1,362 0,173 0,247
A 11.75-A 08.00 -2,192 0,028 0,127
A 10.50 - A 09.25 -2,073 0,038 0,127
A 10.50 — A 08.00 -2,429 0,015 0,127
A 09.25 - A 08.00 -1,599 0,110 0,183

a: Benjamini-Hochberg Korrektur
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BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

MSt: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 3,13
A11.75 2,63 N 8
A 10.50 2,00 Chi-Quadrat 6,300
A 09.25 3,75 df 4
A 08.00 3,50 Asymptotische Signifikanz 0,178
Nullhypothese beibehalten

MSt: BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 2,63
A11.75 2,88 N 8
A 10.50 2,38 Chi-Quadrat 4,000
A 09.25 3,38 df 4
A 08.00 3,75 Asymptotische Signifikanz 0,406

Nullhypothese beibehalten

MSt: BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
A 13.00 3,25
A11.75 2,38 N 8
A 10.50 2,25 Chi-Quadrat 8,300
A 09.25 4,25 df 4
A 08.00 2,88 Asymptotische Signifikanz 0,081

Nullhypothese beibehalten
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LSt

BrdU/DCX
Friedman-Test
LSt: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 3,22
A 10.50 2,89 N 9
A 09.25 1,89 Chi-Quadrat 10,222
A 08.00 2,78 df 4
A 06.75 4,22 Asymptotische Signifikanz 0,037
Nullhypothese ablehnen
LSt: DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 1,67
A 10.50 3,67 N 9
A 09.25 2,56 Chi-Quadrat 16,622
A 08.00 2,67 df 4
A 06.75 4,44 Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
LSt: DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 2,56
A 10.50 2,78 N 9
A 09.25 2,56 Chi-Quadrat 3,911
A 08.00 3,44 df 4
A 06.75 3,67 Asymptotische Signifikanz 0,418
Nullhypothese beibehalten
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LSt: BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 4,11
A 10.50 2,67 N 9
A 09.25 2,44 Chi-Quadrat 6,844
A 08.00 3,22 df 4
A 06.75 2,56 Asymptotische Signifikanz 0,144
Nullhypothese beibehalten
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests
BrdU 7.Wert Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A11.75-A 10.50 -1,481 0,139 0,232
A11.75-A09.25 -1,599 0,110 0,220
A 11.75-A 08.00 -0,652 0,515 0,644
A11.75-A06.75 -0,178 0,859 0,859
A 10.50 — A 09.25 -1,007 0,314 0,449
A 10.50 — A 08.00 -0,415 0,678 0,753
A 10.50 - A 06.75 -2,192 0,028 0,093
A 09.25 - A 08.00 -1,836 0,066 0,165
A 09.25-A 06.75 -2,547 0,011 0,055
A 08.00 - A 06.75 -2,547 0,011 0,055
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
DEX ov. 7 Wert Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A11.75-A 10.50 -2,073 0,038 0,063
A11.75-A09.25 -1,599 0,110 0,138
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A11.75-A 08.00 -1,599 0,110 0,138
A11.75-A06.75 -2,547 0,011 0,063
A 10.50 - A 09.25 -2,073 0,038 0,063
A 10.50 - A 08.00 -2,192 0,028 0,063
A 10.50-A 06.75 -1,362 0,173 0,192
A 09.25 - A 08.00 -0,415 0,678 0,678
A 09.25-A06.75 -2,310 0,021 0,063
A 08.00 - A 06.75 -2,429 0,015 0,063

a: Benjamini-Hochberg Korrektur

BrdU/GFAP/NeuN

Friedman-Test

LSt: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 3,63
A 10.50 2,88 N 8
A 09.25 2,63 Chi-Quadrat 2,000
A 08.00 2,75 df 4
A 06.75 3,13 Asymptotische Signifikanz 0,736
Nullhypothese beibehalten

LSt: BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken
A11.75 3,25
A 10.50 3,88 N 8
A 09.25 2,88 Chi-Quadrat 5,900
A 08.00 2,00 df 4
A 06.75 3,00 Asymptotische Signifikanz 0,207

Nullhypothese beibehalten
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LSt: BrdU/NeuN

Mittlerer Rang

Teststatistiken

A11.75 2,63
A 10.50 2,50 N 8
A 09.25 2,75 Chi-Quadrat 3,700
A 08.00 3,75 df 4
A 06.75 3,38 Asymptotische Signifikanz 0,448
Nullhypothese beibehalten
GP
BrdU/DCX
Friedman-Test
GP: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 1,33
A 09.50 2,33 N 9
A 08.00 2,33 Chi-Quadrat 6,000
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,050
Nullhypothese ablehnen
GP: DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 2,44
A 09.50 1,33 N 9
A 08.00 2,22 Chi-Quadrat 6,222
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,045

Nullhypothese ablehnen
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GP: DCX tri.

Mittlerer Rang

Teststatistiken

A 10.75 1,78
A 09.50 2,11 N 9
A 08.00 2,11 Chi-Quadrat 0,667
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,717

Nullhypothese beibehalten

GP: BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 2,00
A 09.50 1,83 N 9
A 08.00 2,17 Chi-Quadrat 1,059
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,589
Nullhypothese beibehalten
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests
BrdL 7 Werts Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A 10.75-A 09.50 -1,718 0,086 0,129
A 10.75-A 08.00 -1,718 0,086 0,129
A 09.50 — A 08.00 -0,652 0,515 0,515
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
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DEX ov. 7 Wert Aysmptotische Signi- Angepasste
fikanz Signifikanz?
A 10.75 - A 09.50 -2,192 0,028 0,057
A 10.75 - A 08.00 -0,533 0,594 0,594
A 09.50 — A 08.00 -2,073 0,038 0,057
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
BrdU/GFAP/NeuN
Friedman-Test
GP: BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 1,56
A 09.50 2,22 N 9
A 08.00 2,22 Chi-Quadrat 2,667
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,264
Nullhypothese beibehalten
GP: BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 1,33
A 09.50 2,56 N 9
A 08.00 2,11 Chi-Quadrat 6,889
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,032

Nullhypothese ablehnen
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GP: BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
A 10.75 1,61
A 09.50 2,17 N 9
A 08.00 2,22 Chi-Quadrat 3,217
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,200
Nullhypothese ablehnen
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests
BrdU/GFAP ZWert | hysmPtotische Sig- Angepasste
nifikanz Signifikanz?
A 10.75 - A 09.50 -1,836 0,066 0,099
A 10.75 - A 08.00 -1,955 0,051 0,099
A 09.50 — A 08.00 -0,415 0,678 0,678
a: Benjamini-Hochberg Korrektur
10.2.3 Vergleich zwischen Maus und Taube
Kruskal Wallis Test
BrdU/DCX
ACB - ACB
BrdU Mittlerer Rang N Teststatistiken
Tauben 10,00 9
Méause 3,00 5
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
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DCX ov.

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
DCX pyr. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,435
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002

Nullhypothese ablehnen
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MSt - CP

BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 9,22
Méause 4,40
Chi Quadrat 4,271
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,039
Nullhypothese ablehnen
DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002

Nullhypothese ablehnen

BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Mause 3,00
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Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
LSt- CP
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 7,89
Mause 6,80
Chi Quadrat 0,218
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,641
Nullhypothese beibehalten
DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
DCX tri. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
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Asymptotische Signifikanz

0,002

Nullhypothese ablehnen

BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
GP -GP
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 6,00
Mause 10,20
Chi Quadrat 3,240
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,072
Nullhypothese beibehalten
DCX ov. Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,080
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
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DCX tri.

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,435
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
BrdU/DCX Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 8,89
Mause 5,00
Chi Quadrat 3,773
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,052
Nullhypothese beibehalten
BrdU/NeuN/GFAP
ACB - ACB
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 9,89
Mause 3,20
Chi Quadrat 8,218
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,004

Nullhypothese ablehnen

BrdU/NeuN

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben

7,78
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Mause 7,00

Chi Quadrat 0,112
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,738
Nullhypothese beibehalten
BrdU/GFAP Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
MSt — CP
BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 9,22
Mause 4,40
Chi Quadrat 4,271
df 1
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Asymptotische Signifikanz

0,039

Nullhypothese ablehnen

BrdU/GFAP Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben 10,00
Méause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
LSt- CP
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,003
Nullhypothese ablehnen
BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 8,11
Mause 6,40
Chi Quadrat 0,538
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,463

Nullhypothese beibehalten
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BrdU/GFAP

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben 10,00
Mause 3,00
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
GP -GP
BrdU Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 7,33
Méause 7,80
Chi Quadrat 0,040
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,841
Nullhypothese beibehalten
BrdU/NeuN Mittlerer Rang Teststatistiken
Tauben 5,11
Mause 11,80
Chi Quadrat 8,291
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,004

Nullhypothese ablehnen

BrdU/GFAP

Mittlerer Rang

Teststatistiken

Tauben

10,00
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Mause 3,00 5
Chi Quadrat 9,414
df 1
Asymptotische Signifikanz 0,002
Nullhypothese ablehnen
BrdU/DCX
Mann-Whitney-U-Test
ACB - ACB
Mitt- Mann-
Asymp. Signi-
ACB-ACB | Gruppe | N | lerer | Whitney-U- | Z-Wert ik p-Wert?
ikanz
Rang Test
BrdU Taube | 9 | 10,00
0,000 -3,000 0,003 0,003
Maus | 5| 3,00
DCX ov. Taube | 9 | 10,00
0,000 -3,000 0,003 0,003
Maus | 5| 3,00
DCX tri. Taube | 9 | 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,003
Maus | 5| 3,00
BrdU/DCX | Taube | 9 | 10,00
0,000 -3,072 0,002 0,003
Maus | 5| 3,00
a: Benjamini — Hochberg Korrektur
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MST - CP

Mann-
Mittlerer | Whit- Asymp.
MST-CP | Gruppe | N Z-Wert L p-Wert?
Rang ney-U- Signifikanz
Test
BrdU Taube | 9 9,22
7,000 -2,067 0,039 0,039
Maus | 5 4,40
DCX ov. Taube | 9 10,00
0,000 -3,000 0,003 0,004
Maus | 5 3,00
DCX tri. Taube | 9 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,004
Maus | 5 3,00
BrdU/DCX | Taube | 9 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,004
Maus | 5 3,00
a: Benjamini — Hochberg Korrektur
LST-CP
Mittle- Mann- Asymp.
LST-CP | Gruppe | N rer Whitney- | Z-Wert | Signifi- p-Wert?
Rang U-Test kanz
BrdU Taube | 9 7,89
19,000 -0,467 0,641 0,641
Maus | 5 6,80
DCX ov. Taube | 9| 10,00
0,000 -3,000 0,003 0,004
Maus 5 3,00
DCX tri. Taube |9 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,004
Maus 5 3,00
BrdU/DCX | Taube | 9| 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,004
Maus | 5 3,00

a: Benjamini — Hochberg Korrektur
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GP - GP

Mittle- Mann- Asymp.
GP-GP Gruppe | N rer Whitney- | Z-Wert | Signifi- p-Wert?
Rang U-Test kanz
BrdU Taube | 9 6,00
9,000 -1,800 0,072 0,072
Maus | 5 10,20
DCX ov. Taube | 9| 10,00
0,000 -3,013 0,003 0,006
Maus | 5 3,00
DCX tri. Taube |9 10,00
0,000 -3,072 0,002 0,006

Maus 5 3,00

BrdU/DCX | Taube | 9 8,89

10,000 -1,942 0,052 0,0693333

Maus 5 5,00

a: Benjamini — Hochberg Korrektur

BrdU/GFAP/NeuN
ACB - ACB
Mann- Asymp.
Mittlerer p-
ACB-ACB Gruppe [N Whitney-U- | Z-Wert | Signifi-
Rang Wert?
Test kanz

Taube 9 19,89
BrdU 1,000 -2,867 0,004 0,006
Maus 5 13,20

BrdU/NeuN Taube 9 |7,78

20,000 -0,335 0,738 0,738
Maus 5 (7,00

BrdU/GFAP | Taube 9 (10,00

15,000 -3,068 0,002 0,006
Maus 5 13,00

a: Benjamini — Hochberg Korrektur
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MST - CP

Asymp.
Mittlerer Mann-Whit- p-
MSt-CP Gruppe Z-Wert | Signifi-
Rang ney-U-Test Wert?
kanz
Taube 10,00
BrdU 0,000 -3,000 0,003 | 0,0045
Maus 3,00
BrdU/NeuN | Taube 9,22
7,000 -2,067 0,039 0,039
Maus 4,40
BrdU/GFAP | Taube 10,00
0,000 -3,068 0,002 | 0,0045
Maus 3,00
a: Benjamini — Hochberg Korrektur
LST-CP
Asymp.
Mittlerer Mann-Whit- p-
LST-GP | Gruppe Z-Wert | Signifi-
Rang ney-U-Test Wert?
kanz
Taube 10,00
BrdU 0,000 -3,000 0,003 0,0045
Maus 3,00
BrdU/NeuN | Taube 8,11
17,000 -0,733 0,463 0,463
Maus 6,40
BrdU/GFAP | Taube 10,00
0,000 -3,068 0,002 0,0045
Maus 3,00
a: Benjamini — Hochberg Korrektur
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GP - GP

. . Asymp.
Mittlerer Mann-Whit- L p-

GP-GP | Gruppe | N Z-Wert Signifi-
Rang ney-U-Test « Wert?

anz

Taube |9 7,33
BrdU 21,000 -0,200 0,841 0,841
Maus | 5 7,80

BrdUNeuN | Taube | 9 5,11

1,000 -2,879 0,004 0,006
Maus | 5 11,80

BrdU Taube |9 10,00

0,000 -3,068 0,002 0,006

GFAP Maus | 5 3,00

a: Benjamini — Hochberg Korrektur

10.3 Anteriore — Posteriore Referenzebenen

10.3.1 Taube

Referenz ACB Referenz MSt Referenz LSt
A 13.50 A 13.50 -
A 13.25 A 13.25 -
A 13.00 13.00 A 13.00 -
12.75 A12.75 A12.75 -
A 12.50 A 12.50 A 12.50
A 12.25 A 12.25 A12.25
A 12.00 A 12.00 A 12.00
11.75 A11.75 11.75 A11.75 11.75 A11.75
A 11.50 A 11.50 A 11.50
A 11.25 A 11.25 A11.25
A 11.00 A 11.00 A 11.00
10.75 A 10.75 A 10.75 A 10.75
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- 10.50 A 10.50 10.50 A 10.50

- A 10.25 A 10.25
- A 10.00 A 10.00
- A 09.75 A 09.75
- A 09.50 A 09.50
- 09.25 A 09.25 09.25 A 09.25
- A 09.00 A 09.00
- A 08.75 A 08.75
- A 08.50 A 08.50
- A 08.25 A 08.25
- 08.00 A 08.00 08.00 A 08.00
- A 07.75 A 07.75
- - A 07.50
- - A 07.25
- - A 07.00
- - 06.75 A 06.75
- - A 06.50
- - A 06.25
- - A 06.00
Referenz ISt Referenz GP

- A 11.25

- A 11.00

- 10.75 A 10.75

- A 10.50

- A 10.25

- A 10.00
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A 09.75

A 09.50 09.50 A 09.50
A 09.25 A 09.25
09.00 A 09.00 A 09.00
A 08.75 A 08.75
A 08.50 A 08.50
- A 08.25
- 08.00 A 08.00
- A 07.75
- A 07.50
- A 07.25
10.3.2 Maus
Refe- Ncl. Refe- Refe- Refe- cp
renz Acc. renz renz renz
36
37
38 38
39
40 40
41 41
42 42
43 43 43 43
44 44
45 45
46 46
47 47
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48

48

49

50

50

48

49

50

51

52

53

57

54

55

56

57

58

59

60

53

51

52

53

54

55

64

61

62

63

64

65

66

67

71

68

69

70

71

72

73

74

58

56

57

58

59

58

56

57

58

59

60

61

64

62

63

64

65

66

67

70

68

69

70

71

72
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75
76
77

78 78

10.4 Hersteller der LOosungen in 5.1.1

Bestell-/Produktnum-

Losungen

mer

Firma

0,9% isotonische

Kochsalzl6sung

37% Salzsaure 2,5L

5-Bromo-2‘-Des-

oxyuridin
Aqua dest.
Borsaure 500

Dikaliumhydrogen-
phosphat

Ethanol

Fluoromount-G® 25

ml
Gelatine
Glycerol

Isopentan 2,5 L
Natriumazid 100g
Natriumchlorid

Natriumdihydrogen-
phosphat- Mono-
hydrat

1313121

1.00317.2500

B5002

Z00Qovoww

B0252

26932.290

1.00983.1011

0100-01

1.04078.0500
3783.1
24872.323
106688.0100

1.06404.1000

1.06346.1000

Fresenius Kabi AG,
Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

VWR International, USA

Merck KGaA, Deutschland

Southern Biotech, USA

Merck KGaA, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
VWR International, USA

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland
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Natriumhydroxid
500 g

Paraformaldehyd
1kg

Rinderalbumin se-

rum
Saccharose

Triton-X-100

Ziegenserum

1.06498.0500

8.18715.1000

A2153-100G

S0389-1 KG

1.08603.1000

S-1000-20

Merck KGaA, Deutschland

VWR International, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA, Deutschland

Vector Laboratories, USA

10.5 Hersteller der Antikorper in 5.1.2

10.5.1 Primare Antikorper
Antikorper Bestellnummer RRID Firma
Anti-BrdU AbD Serotec,
OBT 0030 AB_609568
Ratte, monoklonal Grofbritannien
Anti-DCX Kanin- Abcam.,
chen polyklonal, ab18723 AB_732011
GrolRbritannien
1mg/ml
Anti-NeuN, Maus,
monoklonal
- 1:10 vorver-
. . Merck Millipore,
ddnnt mit 2% MAB377 AB_2298772 P
Rinderalbumin- USA
serum (BSA) in
0,12M PBS Puf-
fer
Anti-GFAP Ratte,
Sigma G9269 AB_477035 Sigma-Aldrich, USA

polyklonal,
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10.5.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Bestellnummer RRID Firma

Goat anti-rat CY3
- 1:2 vorverdiinnt AP183C AB_92596 Merck Millipore, USA

mit Glycerol

Goat anti-rat Alexa

Fluor 488 Jackson Immuno-

112-545-003 AB_ 2338351 Research, GroRbritan-

- 1:2 vorverdunnt .
nien

in Glycerol

Goat anti-rabbit
Jackson Immuno-

Cy3
111-165-003 AB 2338000 Research, Grofibritan-
- 1:2 vorverdunnt .
nien
in Glycerol
Donkey anti-
mouse Alexa Flour
647 715-607-003 AB_ 2340867 Dianova, Deutschland
- 1:2 vorverdiunnt
mit Glycerol
Goat anti-rabbit
FITC Cayman Chemical,
10006588 AB 10097845
- Enthélt bereits USA

50% Glycerol
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10.5.3

Primare Antikorper

Antikorper Bestellnummer RRID Firma
Anti-DCX Kaninchen, Abcam, GroRbritan-
ab 18723 AB_732011 _
polyklonal nien
Anti-NeuN Maus,
monoklonal
- 1:10 vorverdunnt mit MAB377 AB 2298772 Merck Millipore,
2% Rinderal- USA.
buminserum (BSA)
in 0,12M PBS Puffer
Anti Calretinin Meer-
schweinchen, po- ABIN 1742427 - Antibody-online
lyklonal
Anti GFAP Huhn, Merck Millipore,
AB5541 AB_177521
polyklonal USA
Anti Sox2 Maus,
sc365823 AB_10842165 Santa Cruz, Europa
monoklonal
Anti Ki67 Kaninchen, Abcam, GroRbritan-
ab15580 AB_443209

polyklonal

nien
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10.5.4

Sekundare Antikorper

Bestellnum-
Antikorper RRID Firma
mer
Donkey Anti-Rab- Jackson ImmunoRese-
711-545-152 AB 2313584
bit Alexa Fluor 488 - arch, GroRbritannien.
Donkey Anti-
Jackson ImmunoRese-
Mouse Alexa Fluor = 715-607-003 AB 2340867
arch, USA
647
Donkey Anti- Jackson ImmunoRese-
706-165-148 AB_2340460
Guinea Pig Cy3 arch, Europa
Goat Anti-chicken Jackson ImmunoRese-
103-545-155 AB 2337390
Alexa 488 arch, USA
Goat Anti-Mouse Jackson ImmunoRese-
115-605-003 AB 2338902
Alexa 647 arch, USA
Goat Anti-Rabbit Jackson ImmunoRese-
111-165-003 AB_2338000

Cy3

arch, USA
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