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1. Einleitung 

 

1.1 Entwicklung des Zentralen Nervensystems  

Alle Wirbeltiere durchlaufen eine Reihe ähnlicher Entwicklungsstadien. Nach der 

Befruchtung kommt es als erstes zur Furchung der Zygote und anschließend zur 

Gastrulation, bei der die Keimblätter an die richtige Position für die folgende 

Entwicklung wandern (Wolpert et al., 1999). Die Neurogenese beginnt mit der 

Bildung der Neuralplatte, einer Ansammlung ektodermaler Zellen, in der dorsalen 

Oberfläche des frühen Embryos (Wolpert et al., 1999; Greene und Copp, 2009). Im 

Laufe der Neurulation bilden sich aus der Neuralplatte in einem zweistufigen Prozess 

erst die Neuralrinne und dann das Neuralrohr, aus dem sich später das Gehirn und 

das Rückenmark entwickelt (Bronner-Fraser, 1994; Copp et al., 2003). 

Neuralleistenzellen verlassen das Neuralrohr und bilden die sensorischen Neuronen 

des peripheren Nervensystems, Gesichtsknorpel, Pigmentzellen und neuroendokrine 

Zellen (Bronner-Fraser, 1994; Wolpert et al., 1999). Durch Einschnürungen des 

Neuralrohres entstehen am rostralen Ende zuerst drei und später fünf Vesikel, die 

sich zum Telenzephalon, Dienzephalon, Mesenzephalon, Metenzephalon und Mye-

lenzephalon weiterentwickeln (Kandel et al., 1996; Wolpert et al., 1999). Das 

Telenzephalon teilt sich in einen rechten und linken Vesikel (Monuki und Walsh, 

2001). Aus den dorsalen Anteilen der Vesikel entsteht anschließend der zerebrale 

Kortex. Der ventrale Teil des Telenzephalons differenziert sich zu den Basalganglien 

aus (Götz und Sommer, 2005).  
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1.2 Aufbau und Funktion des zerebralen Kortex  

Der zerebrale Kortex ist eine hochspezialisierte Gehirnregion, die sich aus dem 

dorsalen Telenzephalon entwickelt und deren diskrete Untereinheiten für bestimmte 

Aspekte der Empfindung, Bewegung und Wahrnehmung des Menschen 

verantwortlich sind (Sur und Rubenstein, 2005; Nguyen et al., 2006). Der zerebrale 

Kortex des menschlichen Gehirns besteht aus 10 Milliarden Neuronen und setzt sich 

aus dem Neokortex, dem Paläokortex (Piriformer Kortex) und dem Archikortex 

(Hippokampus) zusammen, die jeweils noch in Subdomänen unterteilt sind (Sur und 

Rubenstein, 2005). Der zerebrale Kortex beinhaltet zwei Hauptgruppen an Neuronen: 

Pyramidalzellen und Interneurone (Nguyen et al., 2006). Die glutamatergen 

Pyramidalzellen machen etwa 75% der kortikalen Neuronen aus und besitzen 

typischerweise einen dreieckig geformten Zellkörper und einen apikalen Dendriten 

(Lewis, 2004). Die anderen Neuronen des Kortex sind überwiegend Interneurone. Sie 

sind GABAerg und ihre Axone bilden lokale Verknüpfungen aus (Lewis, 2004). 

Der adulte Neokortex ist im Prinzip in sechs horizontale Schichten unterteilt, die 

anhand ihrer unterschiedlichen Zelltypen und Verknüpfungen voneinander 

unterschieden werden können (Sur und Cowey, 1995; O'Leary et al., 2007). Die 

Schichten können in den verschiedenen Kortexarealen entsprechend der 

funktionellen Anpassung unterschiedlich ausgeprägt sein (Zilles und Rehkämper, 

1993). Die Lamina I (oder Molekularschicht) ist die außen liegende Schicht des 

Kortex und enthält neben wenigen Perikaryen überwiegend horizontal verlaufende 

Axone und die apikalen Dendriten der Pyramidalzellen. Die Lamina I entwickelt sich 

aus der Marginalzone (MZ), in der sich während der Entwicklung die transienten 

Cajal-Retzius-Zellen befinden (Creutzfeldt, 1983; Waldeyer, 2002). Die Lamina II 

(oder äußere Körnerschicht) beinhaltet dicht gepackte kleine Pyramidalzellen und 

kleine bedornte Sternzellen, die ebenfalls glutamaterg sind. In der Lamina III (oder 

äußere Pyramidalschicht) befinden sich vor allem kleinere und mittelgroße 

Pyramidenzellen, deren apikale Dendriten bis in die Lamina I reichen. Die 

Lamina IV (oder innere Körnerzellschicht) ist besonders im sensorischen Kortex 

stark ausgeprägt und besitzt größere, primärafferente Sternzellen, die Projektionen 
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aus anderen Hirnarealen erhalten (Creutzfeldt, 1983; Waldeyer, 2002). Für die 

Lamina V (oder innere Pyramidalschicht) sind große Pyramidalzellen typisch. Ihre 

apikalen Dendriten reichen bis zur Kortexoberfläche und bilden Lateraldendriten und 

einen Kranz aus Basaldendriten aus. Die Lamina VI (oder multiforme Schicht) 

enthält nur wenige große Pyramidalneurone, viele kleine spindelförmige 

Pyramidalzellen, multiforme Neurone und zahlreiche Interneurone (Creutzfeldt, 

1983; Waldeyer, 2002). Unterhalb der multiformen Schicht befindet sich die weiße 

Substanz. Sie besteht aus den Fasersystemen der Projektions-, Assoziations- und 

Kommissuralfasern (Waldeyer, 2002). Die Laminae II und IV werden als die 

afferenten Schichten des Neokortex bezeichnet und sind besonders stark in den 

primär sensorischen Arealen ausgebildet (Waldeyer, 2002). Die Lamina IV erhält 

thalamische und kortikale Eingänge (Watakabe, 2009). Thalamische 

Projektionsneurone sind vor allem in der Lamina VI zu finden, wohingegen 

subkortikale Projektionsneurone in Lamina V lokalisiert sind. Die Laminae II und III 

projizieren in andere kortikale Bereiche (Watakabe, 2009).  

Vertikal ist der Kortex in sogenannte Minikolumnen (Abb.1), in enge Ketten aus 

Neuronen unterteilt, die sich im rechten Winkel zur pialen Oberfläche durch die 

zellulären Schichten II bis IV ausdehnen (Mountcastle, 1997). Die Minikolumnen 

entstehen durch die iterative Teilung kleiner Gruppen von Vorläuferzellen. Viele 

Minikolumnen werden durch kurze horizontale Verknüpfungen zu kortikalen 

Kolumnen oder Säulen verbunden (Mountcastle, 1997). Eine einzige Säule im 

somatosensorischen Kortex ist beispielsweise für eine spezifische Modalität und für 

die Stimulation eines rezeptiven Feldes zuständig (Rakic, 1988).  
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Abb.1: Schema der vertikalen und laminaren Struktur des Kortex. Die glutamatergen 

Pyramidalzellen der Schichten II/III (rot), der Schicht VI (grün) und die GABAergen Interneurone 

(blau) sind säulenartig organisiert. Ihr Auftreten und ihre Verknüpfungen unterscheiden sich in den 

sechs horizontalen Schichten (verändert nach Mountcastle, 1997).  

 

Darüberhinaus ist der Kortex in größere, zytoarchitektonische Areale unterteilt 

(Rakic, 1988; O'Leary et al., 2007), die sich in ihren zellulären, biochemischen und 

physiologischen Eigenschaften unterscheiden. Sie werden als die basalen 

funktionellen Untereinheiten des Kortex bezeichnet (Rakic, 1988; Mountcastle, 

1997; Sur und Rubenstein, 2005). Beim Menschen bearbeiten bestimmte 

zytoarchitektonische Areale spezifische sensorische Informationen, andere 

kontrollieren präzise Bewegungen oder sind in die komplexen kognitiven Funktionen 

der Sprache, Gesichtserkennung oder der räumlichen Orientierung involviert (Rakic, 

1988). 
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1.3 Entwicklung des zerebralen Kortex bei Säugetieren 

Die Entwicklung des Kortex und die grundlegenden Eigenschaften der unreifen 

kortikalen Netzwerke sind während der Säugetierevolution hochkonserviert 

(Khazipov und Luhmann, 2006). Der murine Kortex stellt ein gutes Modell für die 

Kortexentwicklung dar, insbesondere für die frühe elektrische Aktivität und 

Plastizität (Lewis, 2004). Mausmodelle ermöglichen bedeutende Einblicke in die 

grundlegenden Ereignisse der Kortex-Entwicklung, des -Aufbaus und der 

Organisation und wurden deshalb als Versuchsobjekte im Rahmen dieser 

Dissertation verwendet.  

Die glutamaterge Pyramidalneurone und GABAergen Interneurone werden nicht an 

ihrem Bestimmungsort gebildet (Wolpert et al., 1999; Parnavelas, 2000). Die 

Vorläufer der glutamatergen Neurone entstehen in einem pseudo-stratifizierten 

Epithel der dorsolateralen Ventrikelwand, das als Ventrikuläre Zone (VZ) bezeichnet 

wird (Wolpert et al., 1999; Parnavelas, 2000; Nadarajah et al., 2001), und wandern 

radial zu ihrer finalen Position im Kortex. Die GABAergen Interneurone stammen 

überwiegend aus dem ventralen Telenzephalon und wandern tangential in den Kortex 

ein (Marín und Rubenstein, 2001; Komuro et al., 2001). Für die Entwicklung des 

zerebralen Kortex aus dem embryonalen Neuroepithelium sind eine präzise 

Proliferation und Migration von großer Bedeutung. 

 

1.3.1 Proliferation in der Ventrikulären und Subventrikulären Zone des 

pränatalen Kortex 

Für die Neurogenese ist eine Kombination aus drei Arten von Zellteilungen 

entscheidend: Zum einen finden symmetrische Zellteilungen in Vorläuferzellen statt, 

um die Anzahl der neuralen Vorläuferzellen zu erhöhen. Zum anderen erfolgen 

asymmetrische Vorläuferzellteilungen, die zu einem Neuron und zu einer weiteren 

Vorläuferzelle führen sowie symmetrische Teilungen, bei denen sich eine 

Vorläuferzelle endgültig zu zwei Neuronen teilt (Takahashi et al., 1996).  
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Lange wurde angenommen, dass es sich bei glialen und neuronalen Zellen um 

verschiedene, räumlich getrennte Zelllinien handelt (Bentivoglio und Mazzarello, 

1999). Inzwischen setzt sich die Auffassung durch, dass radiale Gliazellen neuronale 

Stammzellen sind, die sich selbst erneuern und sowohl Neurone als auch adulte 

Gliazellen hervorbringen (Noctor et al., 2001; Kriegstein und Noctor, 2004; Noctor 

et al., 2004; Kriegstein, 2005). Die VZ embryonaler Nager besteht größtenteils aus 

radialen Gliazellen, die sich überwiegend asymmetrisch teilen (Hartfuss et al., 2001; 

Noctor et al., 2002; Noctor et al., 2004) und eine neue radiale Gliazelle und eine 

Tochterzelle bilden, die aus der VZ heraus migriert (Abb.2). Eine Minderheit der 

Zellteilungen ist symmetrisch und bildet zwei radiale Gliazellen, wobei diese Art der 

Teilung vor allem in frühen Stadien der kortikalen Neurogenese stattfindet (Noctor et 

al., 2004). Die Tochterzellen, die nach der asymmetrischen Teilung die VZ 

verlassen, bilden die darüber liegende Subventrikulärzone (SVZ), in der sie sich 

symmetrisch teilen (Götz und Huttner, 2005). Die Zellteilungen in der SVZ sind 

meist terminal und führen zu zwei identischen, postmitotischen Zellen, die 

anschließend in die kortikale Platte (CP) migrieren (Noctor et al., 2004).  

 

Abb.2: Zeitrafferaufnahme asymmetrischer Teilungen einer Gliazelle. Eine radiale Gliazelle 

durchläuft eine Reihe asymmetrischer Teilungen. Nach jeder Teilung fällt die Zelle auf die Ventrikel-

Oberfläche zurück und teilt sich wieder. Die Tochterzelle migriert aus der VZ in die SVZ (aus Noctor 

et al., 2004). 

 

Die kortikale Neurogenese endet bei Ratten erst kurz vor der Geburt (Kriegstein, 

2005). Lange wurde diskutiert, ob eine sogenannte „Protomap“ in der proliferativen 

Zone bereits der funktionellen Karte des Kortex vorangeht, d.h. ob bereits die 

proliferierenden Neurone ihre spätere Bestimmung kennen (Götz, 1995; Rakic et al., 
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2009), oder ob komplett gleichartige, proliferierende Neurone erst nach Erreichen 

ihrer Position im Kortex ihre phänotypische Spezialisierung erhalten (Götz, 1995). 

Inzwischen wird angenommen, dass die Grundlagen des kortikalen Phänotyps und 

der positionellen Identität zum Zeitpunkt der letzten Teilung festgelegt wird (Rakic 

et al., 2009). Diese basale „Protomap“ wird jedoch durch Interaktionen mit äußeren 

Faktoren modifiziert und verfeinert (Rakic et al., 2009).  

 

1.3.2 Radiale Migration 

Die radiale Migration ist eine der Hauptwege, um laminierte Strukturen des 

Zentralen Nervensystems zu bilden (Ayala et al., 2007). Sowohl die zerebralen und 

zerebellaren Kortizes als auch das Rückenmark, das Striatum und der Thalamus 

werden durch radiale Migration gebildet. Etwa 80-90% aller kortikalen Neurone 

migrieren radial, um ihren Platz im Kortex zu erreichen (Ayala et al., 2007).  

Während der Migration besitzen die bipolaren Neurone einen führenden Fortsatz mit 

einem Wachstumskegel (engl. „leading process“) und einem nachfolgenden Fortsatz 

(engl. „trailing process“). Das generelle Modell für die neuronale Bewegung 

beinhaltet drei repetitive Schritte: Zunächst wird der führende Fortsatz, der mit Hilfe 

von Filopodien und Lamellipodien die zelluläre Umgebung untersucht, verlängert 

(Lambert de Rouvroit und Goffinet, 2001; Ayala et al., 2007). Attraktanten und 

Repellanten werden über die Plasmamembran wahrgenommen und beeinflussen das 

periphere Mikrofilament des Fortsatzes (Lambert de Rouvroit und Goffinet, 2001). 

Als zweiter Schritt erfolgt die Nukleokinese (Morris et al., 1998), die mit der 

Stabilisierung des Hauptzellfortsatzes beginnt; meistens mit einem gleichzeitigen 

Anschwellen des proximalen Endes des Neuriten (Ayala et al., 2007). Dabei werden 

das Zentrosom und der Nukleus in den Neuriten gezogen (Lambert de Rouvroit und 

Goffinet, 2001; Ayala et al., 2007), so dass das Soma dem leitenden Fortsatz folgt. 

Der dritte Schritt besteht aus dem Einziehen des nachfolgenden Fortsatzes.  

Während der Kortexentwicklung der Maus entsteht zuerst oberhalb der proliferativen 

Zone (VZ/SVZ) durch hineinwachsende Axone die Intermediäre Zone (IZ). Die 

ersten axonalen Ausläufer sind ab dem Zeitpunkt des murinen Embryonalstadiums 
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(E) 8,5 zu sehen und die ersten Axonkanäle ab E10 (Hatten, 1999). Diese Axone 

stellen die primären Verbindungen zwischen dem Kortex und dem Thalamus dar 

(Squire et al., 2003). Ab etwa E11 wandert eine Welle postmitotischer Neurone aus 

der Proliferationszone durch die IZ und bildet die Präplatte (PP) (Hatten, 1999). 

Weitere Wellen migrierender Neurone ab circa E13 spalten die PP in zwei Regionen, 

in die Marginale Zone (MZ), die spätere Schicht I, und in die Subplatte (SP), um in 

der Mitte die ersten Neuronen der Schicht VI der CP zu bilden (Squire et al., 2003; 

Ayala et al., 2007) (Abb.3). Bei dieser frühen Form der Migration handelt es sich um 

somale Translokation, bei der die Neurone eine bipolare Form annehmen, ihren 

langen und verzweigten Fortsatz an der pialen Oberfläche verankern und den 

Zellkörper in diese Richtung nachziehen (Nadarajah et al., 2001).  

Die darauf folgenden Wellen migrierender Neurone wandern durch die zuvor 

gebildeten Schichten und formen die Schichten VI, V, IV und II/III der CP. Die 

radiale Migration findet hierbei vorwiegend durch Lokomotion entlang radialer 

Gliazellen statt (Kandel et al., 1996; Squire et al., 2003). Die während der 

Proliferation entstehenden Gliazellen bilden ein System aus Fortsätzen in vertikaler 

Ebene aus (Rakic, 1990; Misson et al., 1991), indem sie ihre Zellkörper in der VZ 

positionieren und einen Fortsatz ausbilden, der zur pialen Oberfläche reicht und an 

der basalen Membran verankert wird. Die über Lokomotion migrierenden Neurone 

haben eine bipolare Form mit einem kurzen Fortsatz und wandern entlang der 

radialen Gliazellen in Richtung der pialen Oberfläche (Rakic, 1972). Manche 

Neurone wechseln von der Lokomotion wieder zur somalen Translokation, wenn ihr 

Fortsatz die piale Oberfläche erreicht (Nadarajah et al., 2001). Die Festlegung der 

Schicht, in der die Neurone ihre finale Position finden, ist an den Zeitpunkt 

gebunden, wenn sich die Vorläuferzelle zum letzten Mal teilt (Ayala et al., 2007). 

Neurone, die früher postmitotisch werden, finden ihren Platz in tieferen Schichten als 

jene, die in späteren Stadien postmitotisch werden. Neurone, die später geboren 

werden, wandern also an älteren Neuronen, die bereits ihren Bestimmungsort im 

Kortex gefunden haben, vorbei; die Organisation des Kortex kommt also durch eine 

von innen nach außen gerichtete Abfolge zustande (Squire et al., 2003; Marín und 

Rubenstein, 2003). Im Kortex befinden sich daher in der Lamina II die zuletzt 
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geborenen Neurone, wohingegen die innerste Schicht (Lamina VI) die ältesten 

Neurone beinhaltet (Squire et al., 2003).  

Nur wenige Neurone migrieren geradewegs nach der Neurogenese in die CP (Tabata 

und Nakajima, 2003; Kriegstein und Noctor, 2004; Noctor et al., 2004). Die meisten 

Neurone durchlaufen stattdessen vier verschiedene Migrationsphasen. Während der 

ersten Phase nehmen die neu geborenen Neurone eine bipolare Form an und wandern 

in die SVZ (Noctor et al., 2004). In der zweiten Phase stoppen die Tochterzellen ihre 

Migration in der SVZ und verbleiben dort bis zu 24 Stunden, wobei sie eine 

multipolare Morphologie annehmen. Dabei zeigen sie ein sehr dynamisches Ver-

halten: Sie verändern ihre Orientierung und bilden vorübergehend Fortsätze in 

unterschiedliche Richtungen. Die Zellen wechseln ihre Migrationsrichtung und                

-geschwindigkeit und springen tangential zwischen den radialen Gliazellen (Tabata 

und Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004). Anschließend geht die Mehrzahl der 

Tochterzellen in eine dritte Phase der Migration über, die durch eine retrograde 

Bewegung in Richtung Ventrikel gekennzeichnet ist (Kriegstein und Noctor, 2004; 

Noctor et al., 2004). Nachdem der Zellkörper der Neurone den Ventrikel berührt hat, 

gehen die Neurone in die vierte Phase der Migration über; sie erhalten eine in 

Richtung Pia gerichtete, bipolare Morphologie und migrieren in die CP.  

 

1.3.3 Tangentiale Migration 

Die Mehrzahl der GABAergen Interneurone entstehen in der medialen und lateralen 

ganglionischen Eminenz (MGE und LGE) des basalen Vorderhirns und migrieren 

tangential in den Kortex (Nadarajah und Parnavelas, 2002; Kriegstein und Noctor, 

2004) (Abb.3). Die Migration der Interneurone findet größtenteils in zwei verschie-

denen Strömen statt, die durch die kortikale MZ und durch die IZ-SVZ verlaufen. 

Wenn die durch die IZ-SVZ migrierenden Interneurone ihre Zielregion erreicht 

haben, migrieren sie meist erst zum Ventrikel, pausieren dort für eine gewisse Zeit 

und nehmen dann ihre radiale Wanderung in die CP auf (de Carlos et al., 1996; 

Lavdas et al., 1999; Anderson et al., 2001; Jimenez et al., 2002). Radial und 

tangential migrierende Neurone, die zur gleichen Zeit geboren werden, wandern auch 
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in die gleiche Schicht (Ayala et al., 2007). Beide sind in der Lage, die Schichten 

festlegenden Determinanten aus der zellulären Umgebung im Kortex wahrzunehmen 

(Marín und Rubenstein, 2003).  

 

Abb.3: Migration und Schichtenbildung während der Kortexentwicklung. A Hauptrouten der 

neuronalen Migration während der Kortexentwicklung. Die kortikalen Projektionsneurone 

proliferieren in der VZ der dorsolateralen Ventrikelwand (roter Strich) und migrieren radial in den 

Kortex (rote Pfeile). Kortikale Interneurone stammen aus subpallialen Strukturen der LGE und MGE 

(grüne Striche) und migrieren tangential in den Kortex (grüne Pfeile). B Zeitschema der Migration 

kortikaler Projektionsneurone und der Ausbildung kortikaler Schichten (verändert nach Merot et al., 

2009) 

 

Die Migration aller neuronaler Vorläuferzellen erfüllt zweierlei Funktionen: Zum 

einen ist sie für die Ausbildung der Identität einiger Neurone von Bedeutung, zum 

anderen kann sie die funktionellen Eigenschaften und künftigen Verschaltungen der 

Neurone bestimmen (Kandel et al., 1996). 

A 

B 
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1.4 Regulation der radialen Migration 

Die Migration von Neuronen erfordert das Zusammenspiel verschiedener 

molekularer Ereignisse wie die Interaktion der Neurone mit extrazellulären Sub-

straten und Signalmolekülen, die die Komponenten des Zytoskeletts beeinflussen. 

Ebenso finden Zell-Zell-Kontakte zwischen verschiedenen Neuronen statt (Yacubova 

und Komuro, 2003; Komuro und Kumada, 2005). Die genauen Mechanismen der 

Signalwege sind noch nicht vollständig verstanden. Jedoch sind inzwischen einige 

Gene entdeckt worden, deren Proteine die radiale und tangentiale Migration beein-

flussen (Metin et al., 2008). Mutationen in diesen Genen führen zu humanen 

neurologischen Fehlentwicklungen wie zu Lissenzephalie, zu kortikalen Hetero-

topien oder zu Mikrozephalie (Yacubova und Komuro, 2003; Komuro und Kumada, 

2005; Metin et al., 2008). 

 

1.4.1 Die Rolle von Mikrotubuli- und Aktinnetzwerken während der radialen 

Migration 

Viele Signalwege, die die neuronale Migration regulieren, interagieren mit den        

Mikrotubuli- und Aktinnetzwerken des Zytoskeletts (Ayala et al., 2007).  

Die Störung des Aktinnetzwerkes kann die neuronale Migration komplett inhibieren. 

Das Protein Filamin1 beispielsweise vernetzt das Aktinnetzwerk und interagiert mit 

diversen Transmembran- und Signalproteinen, die das Neuritenwachstum und die 

neuronale Migration steuern (Luo, 2000; Dhavan und Tsai, 2001; Stossel et al., 

2001). Die Mutation des Gens filamin1 führt zu periventrikulären Heterotopien. 

Andere Aktin-regulierende Proteine, die die Migration beeinflussen, sind das 

evolutionär konservierte Ena/VASP-Protein, das auf die Fibroblastenbewegung 

einwirkt (Krause et al., 2003) und das nicht-muskuläre MyosinII, welches für die 

Nukleokinese von Bedeutung ist (Bellion et al., 2005; Schaar und McConnell, 2005).  

Auch Mikrotubuli-Proteine und Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) können die 

Migration beeinflussen. Zu den klassischen Mikrotubuli-assoziierten Proteinen          
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gehören MAP1A, MAP1B, MAP2 und Tau, deren Hauptaufgabe die Stabilisierung 

der Mikrotubuli ist, die aber auch Schlüsselfunktionen bei der Neuriten-Initiation, 

Neuronen-Morphologie und neuronalen Migration einnehmen (Dehmelt und 

Halpain, 2004). Die „nicht-klassischen“ Mikrotubuli-assoziierten Proteine Lis1 und 

DCX, stabilisieren ebenfalls Mikrotubuli, regulieren das Aktinzytoskelett und 

beeinflussen dadurch die Nukleokinese (Ayala et al., 2007). Menschen mit einer 

hemizygoten Deletion des Gens, welches für Lis1 kodiert, leiden an der Krankheit 

Lissenzephalie Typ1. Die Lissenzephalie manifestiert sich durch eine glatte Gehirn-

oberfläche, abnormale Schichtung des Kortex, vergrößerte Ventrikel und neuronale 

Heterotopien. Mutationen im dcx-Gen führen beim Menschen zu einer X-gekop-

pelten Lissenzephalie bei Männern und einer subkortikalen Heterotopie bei Frauen 

(Lambert de Rouvroit und Goffinet, 2001). Wie die klassischen MAPs interagiert 

DCX mit dem Zytoskelett, kann jedoch auch mit Lis1 wechselwirken und hat 

höchstwahrscheinlich eine ähnliche Funktion wie Lis1 (Caspi et al., 2000) 

(Tabelle1).  
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Gene Krankheit beim Menschen Betroffene 

Loci 

Symptome Referenzen 

Reelin Lissenzephalie mit 

zerebellarer Hypoplasie 

7q22 Entwicklungsverzögerung, 

zerebellarer Hypoplasie, 

Epilepsie, Kurzsichtigkeit 

Hong et al., 

2000 

Lis1 Isolierte Lissenzephalien 

und Miller-Dieker-Syndrom 

17p13.3 Entwicklungsverzögerung, 

Epilepsie, Tod vor Geburt, 

Miller-Dieker-Syndrom, 

kraniofaziale Missbildungen 

Reiner et 

al., 1993; 

Ozmen et 

al., 2000 

14-3-3 ε Miller-Dieker-Syndrom 17p13.3 Kraniofaziale 

Missbildungen 

Toyo-oka 

et al., 2003 

DCX Isolierte Lissenzephalien bei 

Männern, subkortikale 

Bandheterotopien oder 

Double-Kortex-Syndrom bei 

Frauen 

Xq22.3-23 Entwicklungsverzögerung, 

Epilepsie, durch X-

Chromosom-Inaktivierung 

bei Frauen oft weniger stark 

Lambert de 

Rouvroit 

und 

Goffinet, 

2001 

Filamin A Periventrikuläre Heterotopie Xq28 Epilepsie, Herzfehler und 

Gerinnungsstörungen 

Fox et al., 

1998 

Fukutin Fukuyama-Typ, kongenitale 

muskulöse Dystrophie 

9q31 Entwicklungsverzögerung, 

Epilepsie, muskuläre         

Dystrophie 

Gressens, 

2005 

PomGnT1 Muscle-Eye-Brain-

Erkrankung 

1p32-34 Entwicklungsverzögerung, 

starke Kurzsichtigkeit, 

grüner Star, muskuläre 

Dystrophie 

Yoshida et 

al., 2001 

Disc-1 Schizophrenie 1q42.1 Schizophrenie Millar et 

al., 2000; 

Kamiya et 

al., 2005 

Tabelle 1: Genetische Mutationen, die zu humanen Fehlbildungen aufgrund neuronaler Migra-

tionsdefekte führen (verändert nach Ayala et al., 2007).  
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1.4.2 Modulation der radialen Migration durch extrazelluläre Signale  

Eine große Anzahl an Molekülen wirken als extrazelluläre Signale auf migrierende 

Neurone. Diese Moleküle unterscheiden sich stark in ihren physikalischen Eigen-

schaften und biologischen Funktionen und können in Wegweisemoleküle, die über 

lange Distanzen auf die Migration wirken (indem sie beispielsweise einen 

Gradienten ausbilden), in Wegweisemoleküle, die über kurze Distanzen wirken und 

in Zelladhäsions-Moleküle unterteilt werden (Ayala et al., 2007).  

Bei Reelin handelt es sich um ein extrazelluläres Matrixmolekül, das unter anderem 

von den Cajal-Retzius-Zellen in der MZ synthetisiert wird (Forster et al., 2006; 

Frotscher et al., 2009) und das bei der Reorganisation des Zytoskeletts eine 

entscheidende Rolle spielt. Es wird nicht nur für die Bildung der kortikalen 

Schichten, sondern auch für ihr Fortbestehen im Erwachsenenstadium benötigt 

(Frotscher et al., 2009). Eine verringerte Reelin-Expression in einem Mausmodell 

führt zum Verlust der granulären Zellschicht und im Kortex zu einer verdrehten 

horizontalen Schichtung, da die neu gebildeten Neurone nicht in die PP einwandern, 

sondern sich unterhalb sammeln (Frotscher, 1997; Frotscher et al., 2009). Das 

menschliche Reelin-Gen kodiert ein 388 kDa großes Protein, dessen Mutationen 

beim Menschen zu Lissenzephalie mit zerebellarer Hypoplasie führt (Hong et al., 

2000) (Tabelle 1).  

Zu den Faktoren, die über kürzere Distanz wirken, zählen sekretierte Faktoren wie 

der „brain-derived neurotrophic“-Faktor (BDNF) und NT4. Beide gehören zu der 

Familie der Neurotrophine und fördern die Migration von Kortexneuronen und 

zerebellaren granulären Neuronen (Behar et al., 1997). Auch von einigen 

Neurotransmittern ist bekannt, dass sie endogen durch Depolarisation der Neurone 

ihre Migration beeinflussen (Komuro und Rakic, 1993; Behar et al., 1996; Behar et 

al., 1998; Behar et al., 1999; Heck et al., 2007). 
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1.4.3 Modulation der Migration durch intrazelluläres Kalzium 

Neue Studien zeigen, dass Kalzium-abhängige Signalwege und die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration eine große Rolle während der neuronalen Migration spielen 

(Lee et al., 1999). Intrazelluläres Kalzium (Ca2+) wird unter anderem für die 

Regulation der Struktur und für die Dynamik des Aktinzytoskeletts sowie für die 

Modulation der Zelladhäsion benötigt (Strohmeier und Bereiter-Hahn, 1984; Citi und 

Kendrick-Jones, 1987; Hartwig und Yin, 1988; Rees et al., 1989; Condeelis, 1993; 

Lawson und Maxfield, 1995; Sjaastad und Nelson, 1997). Auch die Aktivierung von 

Cdc42 (ein Regulator der Zellpolarität) durch Lis1 ist Ca2+-abhängig (Ridley et al., 

2003; Kholmanskikh et al., 2006). Überdies stimulieren BDNF und NT4 die 

Beweglichkeit der kortikalen Zellen durch einen Ca2+-abhängigen Mechanismus 

(Behar et al., 1997). Es wird angenommen, dass Ca2+ unter anderem aus 

intrazellulären Speichern ausgeschüttet wird und sich zum Nukleus ausbreitet, wo es 

die Genexpression beeinflusst (Owens et al., 2000). 

Eine Korrelation zwischen der Migration und dem intrazellulären Ca2+ wird vor 

allem bei der Migration von zerebellaren Granularzellen deutlich (Komuro und 

Rakic, 1998). Die Granularzellen starten ihre radiale Migration erst nach der 

Expression von N-Typ Ca2+-Kanälen. Die Änderungen in der Amplitude und 

Frequenz der Ca2+-Transienten beeinflussen direkt das Migrationsverhalten der 

Granularzellen. Die Zellen bewegen sich während einer Phase der Ca2+-Zunahme 

nach vorne und bleiben während der Ca2+ -Abnahme stehen. Die tonische Zunahme 

der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt jedoch zu einem Halt der Migration 

(Komuro und Rakic, 1998). Die Ca2+-Transienten verschwinden zehn Minuten bevor 

die Granularzellen ihre Migration beenden (Komuro und Kumada, 2005). Die Ca2+-

Transienten werden durch NMDA-Rezeptoren und N-Typ spannungsabhängigen 

Ca2+-Kanälen vermittelt, die durch endogenes Glutamat im Extrazellularraum 

aktiviert werden (Komuro und Kumada, 2005). Auch L-Typ Ca2+-Kanäle vermitteln 

Ca2+-Transienten, die die radiale und tangentiale Migration kortikaler Neuronen 

(unveröffentlichte Ergebnisse von Dr. Nicolas Heck; Bortone und Polleux, 2009) und 
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die Migration postnataler Neuronen in den Bulbus olfactorius (Darcy und Isaacsson, 

2009) beeinflussen. 

1.5 Die Rolle von GABA-Rezeptoren während der radialen 

Migration  

Im Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren gehören GABA- und Glyzinrezeptoren zu den 

klassischen inhibitorischen Rezeptoren des adulten Nervensystems (Kaila, 1994). 

Während der frühen Entwicklung jedoch induziert die Aktivierung von ionotropen 

GABA- und Glyzinrezeptoren eine depolarisierende Membran-Antwort (Ben-Ari et 

al., 1989; Luhmann und Prince, 1991; Kaila, 1994; Owens et al., 1996; Flint et al., 

1998; Okabe et al., 2004; Achilles et al., 2007; Dresbach et al., 2008; Kilb et al., 

2008). Im Gegensatz zu adulten Neuronen ist die intrazelluläre Chlorid-

Konzentration in den prä- und frühen postnatalen Neuronen stark erhöht (Kaila, 

1994). Der Grund dafür ist die Expression des Chlorid-Transporter NKCC1, der 

Chlorid in die Neuronen hinein transportiert und dadurch einen Kalzium-Einstrom 

durch spannungsabhängige Kalziumkanäle vermittelt (Owens et al., 1996; Achilles et 

al., 2007). Seine Expression ist während der frühen Entwicklung des Nervensystems 

stark erhöht (Clayton et al., 1998; Marty et al., 2002) und nimmt nach der Geburt ab 

(Plotkin et al., 1997; Yamada et al., 2004).  

Der Neurotransmitter GABA spielt eine wichtige Rolle während der radialen 

Migration kortikaler Neuronen. Sein Effekt ist sowohl von der GABA-Konzentration 

als auch von der Expression der verschiedenen GABA-Rezeptoren abhängig. 

Allgemein sind drei verschiedene GABA-Rezeptor-Typen bekannt: Die ionotropen 

GABAA- und GABAC-Rezeptoren, die Cl--Kanäle ausbilden, und die metabotropen 

GABAB-Rezeptoren, die über G-Protein-gekoppelte Proteine an Ca2+- oder K+-

Kanäle binden (Bormann, 2000). GABAA-Rezeptoren variieren während der 

Kortexentwicklung stark in ihrer Untereinheiten-Zusammensetzung, die zeit- und 

ortsspezifisch exprimiert werden (Laurie et al., 1992; Behar et al., 1996; Behar et al., 

2000). Die GABAA-Rezeptoren in Neuronen der VZ haben eine wesentlich höhere 

Affinität zu GABA als die der CP und sind relativ insensitiv gegenüber Desen-

sitivierung (Behar et al., 1998; Owens et al., 1999). In dissoziierten neokortikalen 
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Neuronen von E16-Rattenembryonen löst eine femtomolare GABA-Konzentration 

Chemotaxis, also die Wanderung entlang eines Gradienten aus, wohingegen 

mikromolare GABA-Konzentrationen Chemokinese auslösen (Behar et al., 1996). 

Dieser konzentrationsabhängige Effekt auf die Migration kann auch durch den 

GABAA-Rezeptor-Agonisten Muscimol, den GABAB-Rezeptor-Agonisten Baclofen 

und den GABAC-Rezeptor-Agonisten CACA hervorgerufen werden (Behar et al., 

1998; Owens und Kriegstein, 1998). Die Expression von GABAB-Rezeptoren wurde 

in der VZ und in der IZ von E17-Rattenembryonen nachgewiesen (Behar et al., 

2001). 

Da verschiedene GABA-Rezeptoren unterschiedlich hohe Affinitäten gegenüber 

GABA besitzen, können sie die Migration kortikaler Neurone unterschiedlich 

regulieren (Behar et al., 2000; Wang und Kriegstein, 2009). Der Einfluss ver-

schiedener GABA-Rezeptoren wurde unter Verwendung spezifischer Antagonisten 

in organotypischen Schnittkulturen untersucht (Behar et al., 2000). Die Blockade der 

Picrotoxin-sensitiven GABA-Rezeptoren durch Picrotoxin und der GABAB-

Rezeptoren durch Saclofen führt zu einer verringerten Migration (Behar et al., 2000). 

Im Gegensatz dazu verstärkt in vitro und in vivo der spezifische GABAA-Rezeptor-

Antagonist (-)-Bicucullinmethiodid (BMI) die Migration (Behar et al., 2000; Heck et 

al., 2007). Durch die Aktivierung der GABAA-Rezeptoren kommt es zur Unter-

drückung spontaner Ca2+-Transienten, die wahrscheinlich für die neuronale 

Migration von Bedeutung sind (Heck et al., 2007).  

Behar und ihre Kollegen (Behar et al., 2000) entwickelten ein Modell des sich 

entwickelnden Kortex, in dem ein GABA-Gradient die radiale Migration bestimmt 

(Abb.4). Die GABA-Konzentration ist in den äußeren Schichten, also in der 

Zielregion der migrierenden Neuronen, am höchsten und in der Proliferationszone 

am niedrigsten. Die Voraussetzung für dieses Modell ist, dass sich in den unteren 

Regionen des Kortex GABA-Rezeptoren mit einer höheren Affinität befinden als in 

der oberen Region. GABA signalisiert den neu gebildeten Neuronen in der VZ, 

durch Aktivierung der Picrotoxin-sensitiven Rezeptoren, in die IZ zu wandern. Zu 

den Picrotoxin-sensitiven GABA-Rezeptoren zählen die GABAA- und GABAC-

Rezeptoren, wobei die GABAC-Rezeptoren zehnmal sensitiver sind als GABAA-
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Rezeptoren (Bormann und Feigenspan, 1995; Bormann, 2000). In der IZ bewirkt 

GABA durch Aktivierung der GABAB-Rezeptoren eine Wanderung in die CP. In der 

CP werden durch die hohe GABA-Konzentration die GABAA-Rezeptoren aktiviert, 

die für ein Anhalten der Migration sorgen (Behar et al., 2000).  

 

 

Abb.4: Modell des GABA-Gradienten während der Entwicklung des Kortex. GABA-Rezeptoren 

modulieren die Wanderung embryonaler Neurone entlang von Migrationsrouten. GABA wird nahe 

des Migrationsziels der Neurone exprimiert und diffundiert durch das Gewebe, so dass sich ein 

Gradient bildet. Die Aktivierung der Picrotoxin-sensitiven Rezeptoren veranlasst die Neurone aus der 

VZ/SVZ in die IZ zu migrieren (untere, grüne Ampel). In der IZ fördert die Aktivierung Saclofen-

sensitiver Rezeptoren die Wanderung in die CP (mittlere, grüne Ampel). In der CP führt die 

Aktivierung der BMI-sensitiven GABAA-Rezeptoren zu einem Migrationsstop (obere, rote Ampel; 

verändert nach Behar et al., 2000).  
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1.6 Die Rolle von Glyzinrezeptoren während der radialen 

Migration  

Die funktionelle Expression von Glyzinrezeptoren wurde während der Kortex-

entwicklung bei pränatalen und neonatalen Ratten in Cajal-Retzius Zellen, in Neu-

ronen der SP und CP und in migrierenden Neuronen der IZ nachgewiesen (Flint et 

al., 1998; Kilb et al., 2002; Okabe et al., 2004; Kilb et al., 2008). Glyzinrezeptoren 

sind während der frühen Kortexentwicklung exzitatorisch und Strychnin-sensitiv und 

setzen sich aus den α2- und β-Untereinheiten zusammen (Kilb et al., 2002; Okabe et 

al., 2004; Kilb et al., 2008).  

Bei dem Glyzinrezeptor-aktivierenden endogenen Liganden handelt es sich wahr-

scheinlich um Taurin, das, im Gegensatz zu Glyzin, in großen Mengen während der 

frühen Entwicklung im Kortex vorhanden ist (Aprison et al., 1969; Agrawal et al., 

1971; Sturman et al., 1977; Flint et al., 1998). Taurin kann im immaturen Kortex 

durch KCl-induzierte Depolarisation (Collins und Topiwala, 1974; Clark und 

Collins, 1976; Oja und Saransaari, 1992), tetanische elektrische Stimulation (Collins 

und Topiwala, 1974; Kubo et al., 1992) oder hypoosmotischen Schock (Oja und 

Saransaari, 1992) ausgeschüttet werden. Taurin beeinflusst die korrekte neuronale 

Proliferation, Migration und Differenzierung (Sturman et al., 1985a; Palackal et al., 

1986; Altshuler et al., 1993; Sturman et al., 1994; Maar et al., 1995). Die Migration 

von Granularzellen im Zerebellum von Katzen ist in vivo bei Reduktion der 

Taurinkonzentration extrem gestört (Sturman et al., 1985a; Sturman et al., 1985b) 

und auch während der Migration zerebellarer Neurone in dissoziierten Kulturen 

spielt Taurin eine wichtige Rolle (Maar et al., 1995).  

Obwohl vieles über die Expression und Funktionalität von Glyzinrezeptoren während 

der pränatalen Entwicklung des Kortex in migrierenden Neuronen bekannt ist, ist die 

Rolle der Glyzinrezeptoren bei der radialen Migration in kortikalen Schnittkulturen 

bislang nicht untersucht worden.  
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2. Zielsetzung der Arbeit 

 

Für die Entwicklung des zerebralen Kortex ist die radiale Migration von Neuronen 

an ihren Bestimmungsort von elementarer Bedeutung. Für diese radiale Migration 

sind extrazelluläre Signale, die mit den Neuronen interagieren und über intrazelluläre 

Signalwege eine Umgestaltung des Zytoskeletts vermitteln, notwendig (Ayala et al., 

2007). Neben vielen genetischen Faktoren ist auch die spontane und die durch 

sensorische Information beeinflusste neuronale Aktivität für die neuronale 

Differenzierung und Migration von Bedeutung (Khazipov und Luhmann, 2006; 

Wang und Kriegstein, 2009). Zu den extrazellulären Signalen gehört auch der 

Neurotransmitter GABA, der über Depolarisation der Neurone einen Ca2+-Einstrom 

vermittelt und dadurch die Modulation der Migration über Ca2+-abhängige 

Signalwege ermöglicht (Behar et al., 2000; Heck et al., 2007). Der GABA-

vermittelte Effekt auf die Migration ist konzentrations- und ortsabhängig. GABA ist 

graduell im pränatalen Kortex verteilt, wobei die GABA-Konzentration in den 

höchsten Schichten am größten und in der untersten Region am niedrigsten ist. Dort 

werden Picrotoxin-sensitive Rezeptoren aktiviert, die die Migration in die IZ fördern 

(Behar et al., 2000). Es wird angenommen, dass es sich bei den Picrotoxin-sensitiven 

Rezeptoren im unteren Kortexbereich um GABAC-Rezeptoren handelt. Bislang hat 

jedoch niemand gezielt die Expression von GABAC-Rezeptoren während der 

Kortexentwicklung und die Rolle von GABAC-Rezeptoren während der radialen 

Migration untersucht.  

Der erste Teil der hier vorliegenden Dissertation beinhaltet die Untersuchung der 

Expression von GABAC-Rezeptoren im immaturen Kortex und ihre Rolle während 

der radialen Migration.  
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Zur Erreichung dieses Zieles wurde 

1. die GABAC-Rezeptor-Expression im Kortex auf RNA- und Proteinebene, 

unter Verwendung der RT-PCR-, der in situ Hybridisierungs- und der 

Westernblot-Methode nachgewiesen.  

2. die funktionelle Expression durch Messung der GABAA- und GABAC-Rezep-

tor-induzierten Depolarisation unter Verwendung der kalziumabhängigen 

Fluoreszenzmessung überprüft. 

3. die Rolle von GABAC-Rezeptoren während der radialen Migration unter 

Verwendung der BrdU-basierten Migrationsanalyse und der spezifischen 

GABAA- und GABAC-Rezeptor-Antagonisten und -Agonisten untersucht.  

Im Gegensatz zu GABAC-Rezeptoren ist die Expression von Glyzinrezeptoren in 

radial migrierenden Neuronen bereits beschrieben worden (Flint et al., 1998). 

Ebenfalls wurde bereits gezeigt, dass der Glyzin- und GABA-Rezeptor-Agonist 

Taurin die neuronale Migration beeinflusst (Maar et al., 1995). Inwiefern jedoch die 

Aktivierung von Glyzinrezeptoren durch einen endogenen Liganden auf die radiale 

Migration wirkt, wurde bislang nicht untersucht. 

 

In einem zweiten Teil dieser Dissertation wurde deshalb die Funktion von 

Glyzinrezeptoren während der Migration untersucht.  

Zur Erreichung dieses Zieles wurde  

1. die Rolle von Glyzinrezeptoren während der radialen Migration unter 

Verwendung der BrdU-basierten Migrationsanalyse und der spezifischen 

Glyzinrezeptor-Antagonisten untersucht.  

2. die Funktionalität der Liganden Glyzin und Taurin mit Hilfe der BrdU-

basierten Migrationsanalyse überprüft. Dabei fanden die Glyzinrezeptor-

Agonisten Glyzin und Taurin und Inhibitoren der Glyzin- und Taurin-

Transporter Verwendung. 
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3. Materialien  

 

3.1 Chemikalien 

5-Bromo-2´-desoxyuridin Sigma, Steinheim 

100 bp Ladder Sharp DNA Marker UBI Life Sciences, Saskatoon, 

SK, Canada 

100 bp DNA Leiter  New England Biolabs, Frankfurt 

a.M.  

Ammoniumacetat      Merck, Darmstadt 

Azetanhydrid      Sigma-Aldrich, Steinheim 

B27  Gibco, Karlsruhe 

Blocking-Puffer (TSA Biotin System) NEN Life Science Products, 

Boston, MA, USA 

Blocking-Reagenz Roche Applied Science,  

Mannheim 

Basal Medium Eagle (BME)     Gibco, Karlsruhe 

Calcium Green-1      Molecular Probes, Karlsruhe  

D(+)-Glucose       Merck, Darmstadt 

Dextransulphat     Sigma, Steinheim 

Diethylpyrocarbonate (DEPC)   Sigma, Steinheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma, Steinheim 

Dithiothreitol (DTT)     Sigma, Steinheim 

Ethanol      Roth, Karlsruhe 

Ethanol (abs. vergällt)    NeoLab, Heidelberg 

Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraacetat (EDTA)  Roth, Karlsruhe 

Ficoll 400      Sigma, Steinheim 

Fluoromount-G  Southern Biotech, Birmingham, 

USA 

Formamid Roche Molecular Diagnostics, 

Mannheim 
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Glutamax      Invitrogen, Karlsruhe 

Glyzin       Roth, Karlsruhe 

HCl       Merck, Darmstadt 

HEPES (Natriumsalz)    Sigma, Steinheim 

HRP-Substrat (Immobilon Western    Millipore, Schwalbach  

Chemiluminescent) 

Hybrisierungspuffer     Sigma, Steinheim 

Iodazetamid       Fisher Scientific, Nidderau 

Ionenaustauschharz      Bio-Rad, München  

Mixed bed ion-exchange resin   Sigma, Deisenhofen 

Jung Tissue freezing-Medium    Leica Microsystems, Nussloch 

Kaliumchlorid      Merck, Darmstadt 

Kaliumhydroxid      Merck, Darmstadt 

Kalziumchlorid     Merck, Darmstadt 

Kalziumphosphat      Merck, Darmstadt 

Magermilchpulver (Sucofin)    TSI, Zeven 

MEM        Gibco, Karlsruhe 

MgCl2-Hexahydrat      Merck, Darmstadt 

NaHCO3       Invitrogen, Karlsruhe 

NaH2PO4-Monohydrat     Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid     Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid      Sigma, Steinheim 

Natrium-L-Glutamat     Sigma, Steinheim 

Natriumzitrat      Roth, Karlsruhe 

Neurobasalmedium      Invitrogen, Karlsruhe 

Paraformaldehyd      Roth, Karlsruhe 

Penicillin-Streptomycin-Glutamin    Invitrogen, Karlsruhe 

Phenolrot       Sigma, Steinheim 

Pluronsäure       Molecular Probes, Karlsruhe 

Poly-L-Ornithinhydrobromid    Sigma, Steinheim 

Polyvinyl-Pyrrolidon     Sigma, Steinheim 

Precision Plus Protein Marker    Biorad, München 

(Dual Colour Stand) 
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Probenpuffer      Fermentas, St. Leon-Rot 

Rinderserumalbumin (BSA)    Sigma, Steinheim 

Rinderserumalbumin (IgG- und Protease-frei) Jackson ImmunoResearch, West 

Grove, USA 

SeaKem LE Agarose, FMC  Bioproducts, Rockland, Maine, 

USA  

SybrGold       Molecular Probes, Karlsruhe 

TNB-Blocking-Puffer (TSA Biotin System) NEN Life Science Products, 

Boston, MA, USA 

Triethanolamin (pH 8,0)    Sigma, Steinheim 

Tris        Roth, Karlsruhe 

Triton-X 100       Sigma, Steinheim  

Tween-20         Sigma, Steinheim 

Wasserstoffperoxid (30%)     Merck, Darmstadt 

Wide Range Marker      Sigma, Steinheim 

 

3.2 Enzyme 

Proteinase K Roche Applied Science,  

Mannheim 

RNA freie DNase I Roche Applied Science,  

Mannheim 

RNAsin       Promega, Mannheim 

T3-RNA Polymerase Roche Applied Science,  

Mannheim 

T7-RNA Polymerase Roche Applied Science,  

Mannheim 
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3.3 Antikörper und Fluorochrome  

Anti-BrdU (aus Maus) Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA 

Anti-DIG Antikörper (aus Schaf) Roche Applied Science,  

Mannheim 

Anti-GABAC-Rezeptor (aus Kaninchen) Prof. H. Wässle (Max-Planck-

Institut, Frankfurt a.M.) 

Anti-Maus Alexa-Fluor568/red (aus Ziege)  Molecular Probes, Karlsruhe 

Anti-Kaninchen (biotinyliert) (aus Ziege) Vector Laboratories, Burlingame, 

USA 

Biotin-markiertes Tyramid NEN Life Science Products, 

Boston, MA, USA 

Meerrettich-Peroxidase konjugiert mit  Jackson ImmunoResearch, West 

Anti-Kaninchen (aus Ziege)    Grove, USA 

Propidiumiodid     Sigma, Steinheim 

Streptavidin-alkaline Phosphatase  Roche Applied Science,  

Mannheim 

Streptavidin-Cy3  Jackson Immunosearch Labora-

tories, West Grove, USA 

 

3.4 Nukleinsäuren 

pBluescript-Vektor     Stratagene, CA, USA 

RNA labeling mix  Roche Applied Science,  

Mannheim 

tRNA Roche Applied Science,  

Mannheim 

UTPs NEN Life Science Products, 

Boston, MA, USA  
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3.5 Kits 

BCATM Protein Assay Reagenz   Thermo Scientific, Bonn 

Complete Protease Inhibitor Cocktail  Roche Applied Science,  

Mannheim 

EndoFree Plasmid Maxi Kit     Qiagen, Hilden 

High Fidelity cDNA Synthesis Kit  Roche Applied Science,  

Mannheim 

High Pure RNA Tissue Kit Roche Applied Science,  

Mannheim 

RNeasy Kit      Qiagen, Hilden 

SuperScriptIII Reverse Transcriptase Kit  Invitrogen, Karlsruhe 

Taq PCR Kit      Qiagen, Hilden 

Vector Red Kit     Vector Laboratories, CA, USA 

 

3.6 Verbrauchsmaterialien 

6-Loch-Mikrotiterplatte    Nunc, Wiesbaden 

48-Loch-Mikrotiterplatte    Nunc, Wiesbaden  

Deckgläschen (18x18 mm)    Marienfeld, Lauda-Königshofen 

Deckgläser (∅ 50 mm)    Menzel, Braunschweig 

Eppendorf-Gefäße      Biozym, Hessisch Oldendorf 

Falconröhrchen (15 mL, 50 mL)    Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekleber (Permabond) Engineering Winchester, UK 

Handfärbereihe     Medite Medizintechnik,  

Nunningen, Schweiz 

Handschuhe (Manoera)     Josef F. Müller AG, München 

Handschuhe (Neolab) NeoLab Migge Laborbedarf,  

Heidelberg 

Handschuhe (rotiprotect Latex)    Roth, Karlsruhe 

Kosmetiktücher  IGEFA, Ahrensfelde OT  

Blumberg 
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Kulturgefäße       Sarstedt, Nümbrecht 

Küvetten (UV-Küvette Mikro)    Brand, Wertheim 

Linsen-Reinigungspapier    Kodak, Rochester, NY, USA 

Millicell Nitrozellulose-Membranen   Millipore, Schwalbach 

Objektträger       Roth, Karlsruhe 

Petrischalen (35x10 mm)    Nunc, Wiesbaden 

Petrischalen (100x20 mm; 150x22 mm)  Sarstedt, Nümbrecht 

Pipetten (10 und 25 mL)     Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen      Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen      Sarstedt, Nümbrecht 

PVDF-Membran      Roth, Karlsruhe 

Quadriperm-Schalen     Merck, Darmstadt 

Schraubdeckelgläser     Roth, Karlsruhe 

Schutzbrillen      NeoLab Migge Laborbedarf,  

Heidelberg 

Sterilfilter (Filtropur S 0,2 µm)    Fluka, Steinheim 

Skalpellklingen     Bayha, Tuttlingen 

SuperFrost Plus slides     Menzel, Braunschweig 

Vibratomklingen (Valet Blades) World Precision Instruments, 

Sarasota, FL, USA 

Whatman-Papier (∅ 55 mm) Whatmann International,  

Maidstone, England, UK 

 

3.7 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 

Mäuse        C57BL/6 

Käfigtyp      Makrolon Typ III A 

Bodenfläche 810 cm2 

Bodenmaße 383x 221 mm 

Höhe 150 mm 

Wanddicke 3 mm 

Einstreu      grobe Holzspäne 
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Wasser       pH neutral, ohne Zusätze 

Zuchtfutter  Altromin 1314-Panacur; versetzt 

mit Fenbendazol und Hafer-

flocken 

 

3.8 Geräte 

Analysenkammer (recording chamber)   Luigs & Neumann, Ratingen 

Analysenwaage (JL-200)  Chyo Balance Corp., Tokio, 

Japan 

Autoklav (Systech 65)     Systech, Wettenberg 

Badheizung       Luigs & Neumann, Ratingen 

Binokular       Zeiss, Jena 

CCD-Kamera       Roper Scientific, Trenton, USA 

CO2-Inkubator (HeraCell 240)    Kendro, Wien, Österreich 

Eismaschine (AF 20)      Scotsman, Mailand, Italien 

Eisschrank (Herafreeze)     Kendro, Wien, Österreich 

Filterapparatur (Bottletop System)    Hartenstein, Würzburg 

Fotokamera Gel-Dokumentation    Epson, Meerbusch 

Kryostat (HM 560 Cryo-Star) Thermo Fisher Scientific,  

Walldorf 

Kühlschrank (Liebherr profiline)    Liebherr, Lindau 

LAS3000 imaging system     Fujifilm, Düsseldorf 

Laser  Laser Physics, West Jordan, USA 

Luftobjektiv (4x/340)     Olympus, Tokio, Japan 

Mikroskop (BX51WI)     Olympus, Tokio, Japan 

Millipore (Synergy)      Millipore, Schwalbach 

Nipkow spinning disk confocal system Visitech International, 

(QLC100) Sundeland, UK 

pH-Meter       InoLab, Weinheim 

Piezo        Piezosystem, Jena 

Pinzetten       Medicon, Tuttlingen 



 
Materialien 

 

 29

Pipette (Research)      Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe (Easypet)     Eppendorf, Hamburg 

QIAshredder       Qiagen, Hilden 

Quecksilberbrenner (HBO103W/2)    Osram, München 

Schere (Mikro 2000)      Medicon, Tuttlingen 

Schütteltisch (Titramax1000)  Heidolph Instruments,  

Schwabach 

Skalpell (Mikroskalpell)     Medicon, Tuttlingen 

Spektrophotometer (UV1402)    Shimadzu, Duisburg 

Sterilwerkbank (Herasafe HS15, Heraguard) Kendro, Wien, Österreich 

Temperaturregler      Luigs & Neumann, Ratingen 

Temperaturregler (TC02)  Multi Channel Systems,  

Reutlingen 

Thermomixer (Comfort)     Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge      Qualitron, Korea 

Tischzentrifuge (Minispin plus)    Eppendorf, Hamburg 

Trockenschrank     Kendro, Wien, Österreich 

UV-Lampe für Geldokumentation (Syngene) Synoptics, Cambridge, UK 

Vakuumpumpe      KNF Laboport, Freiburg 

Vibratom (HR2) Sigmann Elektronik, Hüffenhardt 

Vorschaltgerät für Quecksilberbrenner (URFL-T) Olympus, Tokio, Japan 

Vortex  Cenco Instruments, Breda,  

Niederlande 

Vortex (Vibrofix VF1)    IKA, Staufen 

Waage  Kern und Sohn, Ballingen 

Wasserbad       Memmert, Schwabach  

Wasserbad  Gesellschaft für Labortechnik, 

Burgwedel 

Wasserimmersionsobjektiv (20x/0,5, 60x/0,9) Olympus, Tokio, Japan 

Wippschüttler (Mini-Rocker, MR-1)   PEQLAB, Erlangen  

Zentrifuge (5415R)      Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge (Megafuge 1.0R Rotor 2252)   Kendro, Wien, Österreich 

Zentrifuge (Sorvall SS34)     Kendro, Wien, Österreich 



 
Materialien 

 

 30

3.9 Computerprogramme 

Bilddokumentation (Metamorph)  Universal Imaging Corporation, 

Sunnyvale, USA 

Bildverarbeitung (Adobe Photoshop Version 7.0) Adobe Systems Inc., München 

Graphiklayout (CorelDraw! Version 12)  Corel Corporation, Unterschleiß-

heim 

Referenzverwaltung     ISI ResearchSoft, Philadelphia,  

(Reference Manager Version 10)    USA 

Statistik (GraphPad Prism Version 3,02)  La Jolla, CA, USA 

Statistik (Systat 11)     Point Richmond, CA, USA 

Tabellenkalkulation (Excel MS Office 2003)  Microsoft, Redmond, USA 

Textverarbeitung (Word MS Office 2003/2007) Microsoft, Redmond, USA 

 

3.10 Medien und Pufferlösungen 

 

3.10.1 Migrationsanalyse 

Artifizielle Zerebrospinalflüssigkeit   1,8 mM CaCl2  

(ACSF)     25 mM Glukose 

10 mM HEPES 

5,3 mM KCl  

0,812 mM MgCl2x 6 H2O 

51,3 mM NaCl 

26 mM NaHCO3 

0,9 mM NaH2PO4x 1 H2O 

Agarose (low melt)    2% in H2O 

NB/B27     2% B27 

2 mM Glutamax 

10 µg/mL PEST 
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3.10.2 Antikörperfärbungen 

Phosphatgepufferte Salzlösung   137 mM NaCl2   

(PBS)      7 mM KCl   

      12 mM H2PO4
− 

0,1% Triton     0,1% Triton-X 100 in H2O 

3% BSA/PBS     3% BSA in 0,01 M PBS 

2N HCl     1:6 Verdünnung der 12N HCl mit H2O 

 

3.10.3 Kalziumabhängige Fluoreszenzmessung 

ACSF für Akutschnitte   siehe Kapitel 3.10.1 

ACSF für in vitro Schnitte   51 mM NaCl 

26 mM NaHCO3 

0,9 mM NaH2PO5 

0,8 mM MgCl2 

1,8 mM CaCl2 

5.3 mM KCl 

25 mM Glucose 

11 mM HEPES 

Calcium-Green    1,25 mM Ca-Green  

      0,01% Pluronsäure in ACSF 

20% Pluronsäure    0,1 g in 1 mL DMSO 
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3.10.4 In situ-Hybridisierung 

4 M Ammoniumacetat   4M NH4OAc in H2ODEPC 

Für 250 mL 77,1 g NH4OAc in H2O  

mit DEPC-behandeln, autoklavieren 

0,1 M Triethanolamin (pH 8,0)  0,1 M Triethanolamin in H2ODEPC 

mit 5 M HCl auf pH 8,0; autoklavieren 

1x NTE-Puffer    0,5 M NaCl 

      10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

      5 mM EDTA, autoklavieren 

20x SSC (pH 7,4)    175,3 g NaCl 

      88,2 g Na3Citrat,-2H2O  

      auf 1 L mit H2ODEPC auffüllen 

      mit 1M HCl auf pH 7,4 einstellen 

      mit DEPC behandeln, autoklavieren 

Formamid (deionisiert)  10 g Mixed Bed Resin pro 100 mL  

  Formamid 

      30 Minuten rühren, filtern 

Hybridisierungskammer-Fluid  75 mL Formamid 

      15 mL 20x SSC   

      60 mL H2ODEPC 

Hybridisierungsmix    50% Formamid (deionisiert) 

      20 mM Tris-HCl, pH 8,0 

      0,3 M NaCl 

      5 mM EDTA, pH 8,0 

      10% Dextransulphat 

      0,02% Ficoll 400 

      0,02% Polyvinylpyrrolidon 

      0,02% BSA 

      0,5 mg/mL tRNA 

      0,2 mg/mL Carrier DNA 

      200 mM DTT 
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TNT-Puffer     100 mM Tris-HCl (pH 7,6) 

      150 mM NaCl 

      0,05% Tween-20 

Waschpuffer     100 mM Maleinsäure 

      150 mM NaCl 

      0,05% Tween-20 

 

3.10.5 PCR 

Agarosegel     1% Agarose in 0,5x TBE Puffer 

TBE-Puffer     89 mM Tris/Borat pH 8,0 

      89 mM Borsäure 

      2 mM EDTA 

SybrGold      0,08% SybrGold in 0,5x TBE 

 

3.10.6 Western-Blot 

Blockierungslösung    4% Magermilchpulver in TBST 

Lysepuffer      50 mM Tris-HCl, pH 7.4  

150 mM NaCl,  

1 mM EDTA 

1% (v/v) Triton-X 100 

TBS      50 mM Tris 

150 mM NaCl 

      Mit HCl auf pH 7,6 einstellen 

TBST      50 mM Tris 

150 mM NaCl 

      Mit HCl auf pH 7,6 einstellen 

0,1% (v/v) Tween-20 

Transferpuffer     24 mM Tris 

192 mM Glyzin 

20% Ethanol abs. 
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4. Methoden 

 

4.1 Migrationsanalyse 

 

4.1.1 Die Methode der BrdU-basierten in vitro Migrationsanalyse 

Ziel der Migrationsanalyse war, mit Hilfe eines in vitro Systems die radiale 

Migration kortikaler Neuronen verfolgen zu können.  

Die Entdeckungen, dass Neurone in koronalen Schnitten des präfrontalen Kortex bei 

guter Kultivierung weiterhin wandern und dass das Thymidin-Analogon 5-Bromo-

2´-desoxyuridin (BrdU) in die DNA proliferierender Zellen inkorporiert wird und 

damit zur Analyse der Proliferation und Migration verwendet werden kann, waren 

für die hier beschriebene Migrationsanalyse grundlegend (Miller und Nowakowski, 

1988). 1993 wurde zum ersten Mal die Zellmigration in kortikalen Schnittkulturen 

von neonatalen Frettchen beschrieben und somit ein in vitro System etabliert, bei 

dem Neurone in einer annähernd normalen Umgebung in Rollerflaschenkulturen 

migrierten (Roberts et al., 1993). In dieser Dissertation wurde die Kulturmethode 

nach Stoppini verwendet, bei der die Schnitte auf Membranen im Übergang 

zwischen Luft und Kulturmedium verbleiben (Stoppini et al., 1991). Die in vitro 

Migrationsanalyse wurde von Dr. Nicolas Heck und Therese Riedemann im Labor 

der AG Luhmann Mainz etabliert. Die Ergebnisse der Migrationsanalysen unter 

Verwendung der Antagonisten Picrotoxin, (-)-Bicucullinmethiodid und (1,2,5,6-

Tetrahydropyridin-4-yl)methyl-Phosphinsäure entstanden in Zusammenarbeit mit 

Dr. Nicolas Heck und Therese Riedemann.  
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4.1.2 Herstellung koronaler Schnittkulturen des präfrontalen Kortex  

Der erste Schritt der Migrationsanalyse bestand in der Präparation embryonaler 

Gehirne aus C57BL/6-Mäusen, um 300 µm dicke, koronale Schnitte des Telenze-

phalons herzustellen. Dazu wurden E16- bis E18-Mausembryonen verwendet. Die 

Muttermaus wurde mit Isofluoran anästhesiert und durch Genickbruch getötet. 

Anschließend holte man die Embryonen aus dem Mutterleib und isolierte die 

Gehirne in eiskalter, mit 95% O2 und 5% CO2 begaster, artifizieller 

Zerebrospinalflüssigkeit (ASCF). Das Kleinhirn wurde abgetrennt und das 

Telenzephalon mit der Schnittfläche nach unten mit dem Gewebekleber Permabond 

auf den Schlitten des Vibratoms geklebt. Anschließend wurden die Gehirne mit 

lauwarmer Agarose übergossen und der Schlitten des Vibratoms mit eiskaltem ACSF 

gefüllt. Dann erfolgte das Schneiden der 300 µm dicken, koronalen Schnitte des 

oberen Bereichs des Telenzephalons. Diese wurden mit dem breiten Ende einer 

Pasteurpipette aufgenommen und in eiskaltem ACSF gesammelt. Mit einem Skalpell 

wurden die Gehirnhälften voneinander getrennt und mit Pinzetten die Hirnhäute 

entfernt. Unter einer Sterilbank wurden die Millicell-Membranen in Petrischalen 

(35x10 mm) gegeben, die mit je 1 mL NB/B27 gefüllt waren und die Schnitte auf die 

Millicell-Membranen verteilt. Dabei wurden bis zu sechs Schnitte auf eine Membran 

aufgebracht. Die Membranen mit den Schnitten verbrachten vier Stunden in einem 

Inkubator bei 5% CO2 und 95% Luft. Anschließend wurde dem Medium 10 µM 

BrdU hinzugefügt und die Schnitte weitere drei Stunden im Inkubator belassen. 

Danach wurde das Medium durch BrdU-freies NB/B27 ausgetauscht und diesem 

eine definierte Konzentration an Rezeptor-Antagonisten oder -Agonisten beigefügt. 

Die Kontrollkulturen wurden mit dem gleichen Volumen an Lösungsmittel (Wasser 

oder DMSO) behandelt. Die DMSO-Konzentration war in allen Ansätzen nie höher 

als 0,1%. Bei einer Agonisten-Applikation erfolgte nach 24 Stunden nochmals ein 

Mediumwechsel und der Agonist wurde erneut appliziert. Insgesamt wurden die 

Schnitte 48 Stunden nach Antagonist- bzw. Agonistenzugabe im Inkubator belassen 

und anschließend vorsichtig mit 4% Paraformaldehyd (PFA) von den Membranen 

gelöst. Die Schnitte von je einer Millicell-Membran wurden in eine Vertiefung einer 

unbeschichteten 48-Lochplatte überführt, 30 Minuten lang in PFA fixiert, drei Mal in 

0,1 M PBS gewaschen und bis zur Antikörperfärbung in PBS aufbewahrt. 
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4.1.3 BrdU-Antikörperfärbung für die Migrationsanal yse 

Der nächste Schritt der Migrationsanalyse bestand darin, mit den fixierten Schnitten 

eine Antikörperfärbung gegen BrdU durchzuführen. Die proliferierenden Neurone, 

die das BrdU in die neu synthetisierte DNA inkorporiert haben, wurden durch diese 

Antikörperfärbung sichtbar gemacht.  

Die Antikörperfärbung wurde auf einem Schütteltisch bei Zimmertemperatur 

durchgeführt. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die fixierten 

Schnitte zuerst für 30 Minuten in 0,1% TritonX-100 inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen in 0,1 M PBS für je mindestens fünf Minuten, wurden die Schnitte 

anderthalb Stunden in 2N HCl inkubiert und anschließend wieder drei Mal für je 

fünf Minuten in 0,1 M PBS gewaschen. Daraufhin wurde der anti-BrdU-

Erstantikörper (1:100 in 3% BSA/PBS verdünnt, aus der Maus) auf die Schnitte 

gegeben und über Nacht inkubiert. Am zweiten Tag inkubierten die Schnitte nach 

dreimaligem Waschen für je fünf Minuten in 0,1 M PBS in dem Alexa Fluor 568-

Sekundärantikörper (1:800 in 3% BSA/PBS verdünnt, anti-Maus, aus der Ziege) 

abgedunkelt für zwei Stunden. Nachdem die Schnitte weitere drei Male im Dunkeln 

mit 0,1 M PBS gewaschen wurden, wurden sie mit dem breiten Ende einer 

Pasteurpipette aufgenommen und mit Hilfe des Einbettmediums, Fluoromount-G, auf 

einen Objektträger fixiert. Die Objektträger wurden abgedeckt über Nacht bei 

Zimmertemperatur getrocknet und anschließend im Kühlschrank bis zum Zeitpunkt 

des Fotografierens aufbewahrt. 

 

4.1.4 Mikroskopie und Auswertung der Migrationsanalyse 

Die BrdU-positiven Koronalschnitte der embryonalen Mäuse wurden mit einem 

Nipkow Spinning Disk konfokalen System an einem aufrechten Mikroskop 

betrachtet. Die rote Fluoreszenz wurde durch einen Krypton/Argon-Laser bei einer 

Wellenlänge von 568 nm angeregt. Unter dem 4-fachen Luftobjektiv wurde anhand 

der Form und der Fluoreszenz eines Schnittes der Objektträger so gedreht, dass der 

dorsolaterale Teil des präfrontalen Kortex im Sichtfeld unten lag. Unter dem 20-

fachen Wasserimmersionsobjektiv wurde der Schnitt genauer ausgerichtet, bis sich 
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der Ventrikel des präfrontalen Kortex in einer geraden Linie im unteren Sichtfeld 

befand. Eine Region innerhalb des präfrontalen Kortex wurde durch eine 

Fotosequenz mit einer CCD-Kamera bei einer Belichtungszeit von 1000 ms und 

halbmaximaler Laser-Intensität dokumentiert. Die Fotosequenz begann auf Höhe des 

Ventrikels und endete auf Höhe der Pia. Die Bilder des zerebralen Kortex wurden 

mit Hilfe des Metamorph-Programms zusammengesetzt, so dass sie unten mit der 

VZ und oben mit der Pia abschlossen. Zur Analyse der Migration wurde das Bild in 

drei gleichgroße Regionen aufgeteilt. In der unteren Region (Region I) befanden sich 

die VZ, SVZ und ein Teil der IZ. Die mittlere Region (Region II) umfasste den 

äußeren Bereich der IZ, sowie die SP und einen unteren Teil der sich entwickelnden 

CP (VIa). Die obere Region (Region III) schloss den oberen Bereich der CP und der 

MZ ein (Abb.5).  

 

Abb.5: Darstellung der ungefähren Positionen der kortikalen Schichten in den drei 

ausgewählten Regionen der Schnittkulturen. Eine BrdU-gefärbte Schnittkultur wurde mit einer 

NeuN-gefärbten Schnittkultur verglichen, um die ungefähre Position der kortikalen Schichten 

innerhalb der festgelegten Regionen I, II und III identifizieren zu können (Maßstab = 100 µm). 

 

Zur Auswertung der Migrationsanalyse erfolgte eine Auszählung der BrdU-positiven 

Zellen in jeder Region für jeden Schnitt mit Hilfe des Metamorph-Programms. Die 

Anzahl der BrdU-positiven Zellen innerhalb einer Region wurde durch die 

Gesamtanzahl der BrdU-positiven Zellen in allen Regionen geteilt und damit die 
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relative Anzahl innerhalb einer Region ermittelt. Die relative Anzahl der BrdU-

positiven Zellen in den einzelnen Regionen war ein Maß für die Verteilung der 

BrdU-positiven Zellen in den Schnitten und somit für die Migration der Neuronen. 

Die Verteilung der BrdU-positiven Zellen in den Kontrollschnitten wurde mit der 

Verteilung in den behandelten Schnitten verglichen. Befanden sich, im Vergleich zu 

den Kontrollschnitten, signifikant mehr Neurone in der untersten Region (Region I), 

war dies ein Anzeichen für eine verringerte Migration. Befanden sich in der obersten 

Region (Region III) mehr Zellen, waren auch mehr Neurone gewandert. Anhand des 

nicht-parametrischen Mann-Whitney-Tests (Systat) wurde für jede Region bestimmt, 

ob sich die relative Anzahl der Zellen der behandelten Schnitte signifikant von den 

Kontrollschnitten unterscheidet. 

 

4.1.5 Kontrollfärbungen zur Überprüfung der BrdU-An tikörperfärbung 

Zur Überprüfung der Spezifität der BrdU-Antikörperfärbung erfolgten verschiedene 

Kontrollfärbungen. Zum einen wurde überprüft, ob die ersten und zweiten Antikör-

per der BrdU-Antikörperfärbung spezifisch binden, zum anderen, ob mit der BrdU-

Färbung ausschließlich Zellkerne und Neurone gefärbt wurden. 

 

4.1.5a Kontrollfärbung zur Überprüfung der Spezifität der beiden Antikörper 

In den ersten Kontrollexperimenten wurde eine Antikörperfärbung an Schnitten, 

denen keine BrdU zugesetzt wurde (Abb.6A) und eine Färbung ohne Zugabe des 

ersten Antikörpers (Abb.6B) durchgeführt. Beide Kontrollfärbungen zeigten weder 

artifizielle Färbeartefakte, noch eine starke Hintergrund-Fluoreszenz. Mit diesen 

Kontroll-Antikörperfärbungen konnte gezeigt werden, dass der anti-BrdU-

Erstantikörper spezifisch BrdU und der Alexa Fluor 568-Zweitantikörper spezifisch 

den ersten Antikörper bindet.  
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Abb.6: Kontrollfärbung ohne BrdU-Inkubation und ohn e anti-BrdU-Erstantikörper. A  BrdU-

Antikörperfärbung mit Zugabe von 10 µM BrdU- (links) und ohne BrdU-Zugabe (rechts). B BrdU-

Antikörperfärbung mit anti-BrdU-Erstantikörper (links) und ohne (rechts).  

 

4.1.5b Überprüfung der Kernfärbung  

Das Ziel der folgenden Doppelfärbungen war zu überprüfen, ob die BrdU-Färbung 

ausschließlich in Zellkernen von Neuronen zu finden ist. Da BrdU ein Thymidin-

Analogon ist, sollte bei der BrdU-Antikörperfärbung ausschließlich DNA angefärbt 

werden. Um dies zu kontrollieren, wurde eine Doppelfärbung mit dem Fluorochrom 

Propidiumiodid durchgeführt. Bei Propidiumiodid handelt es sich um ein inter-

kalierendes Agens, das ebenfalls ausschließlich DNA anfärbt. Für die BrdU-

Propidiumiodid-Doppelfärbung wurden die Schnitte am ersten Tag so behandelt, wie 

in Kapitel 4.1.3 beschrieben. Am zweiten Tag erfolgten zuerst drei aufeinander-

folgende Waschschritte mit 0,1 M PBS. Anschließend wurde ein grün 

fluoreszierender Cy2-Sekundärantikörper hinzugegeben (Fab IgG, 1:50 in 

3% BSA/PBS verdünnt, anti-Maus, aus der Ziege) und zwei Stunden im Dunkeln 

unter Schütteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 0,1 M PBS für je 

fünf Minuten im Dunkeln wurde Propidiumiodid (1:100 in 0,1 M PBS verdünnt) 

zugefügt. Nach zehn Minuten wurde das Propidiumiodid entfernt und die Schnitte 
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erneut drei Mal in 0,1 M PBS gewaschen. Zuletzt wurden die Schnitte mit 

Fluoromount eingedeckelt, über Nacht getrocknet und fotografiert.  

Bei der BrdU-Propidiumiodid-Doppelfärbung war zu erkennen, dass alle grün-

fluoreszierenden, BrdU-gefärbten Punkte ebenfalls rot fluoreszieren, also auch 

Propidiumiodid-gefärbt sind (Abb.7). Daraus konnte man schließen, dass die BrdU-

Färbung ausschließlich DNA anfärbt.  

 

Abb.7: BrdU-Propidiumiodid-Doppelfärbung. BrdU-Antikörperfärbung mit Cy2-Sekundär-

antikörper (A), Propidiumiodidfärbung (B), Überlagerung (C). In der Vergrößerung (untere Reihe) ist 

zu sehen, dass alle grün gefärbten BrdU-positiven Zellkerne auch mit Propidiumiodid gefärbt wurden. 

 

Ein weiteres Kontrollexperiment stellte die Doppelfärbung mit einem MAP2-

Antikörper dar, der an das neuronale MAP2-Protein bindet. Bei dieser 

Doppelfärbung erfolgte die Zugabe des Primär- und des Sekundärantikörpers wie bei 

der, in Kapitel 4.1.3 beschriebenen, BrdU-Antikörperfärbung. Nach Zugabe des 

ersten Sekundärantikörpers und dreimaligem Waschen in 0,1 M PBS wurden die 

Schnitte für 3,5 Minuten in 4% PFA/PBS fixiert. Anschließend wurden diese 

nochmals drei Mal mit 0,1 M PBS gewaschen und dann der MAP2-Primärantikörper 

(1:200 in 3% BSA/PBS verdünnt, aus der Maus) hinzugegeben. Die Inkubation der 

Schnitte mit dem Antikörper erfolgte über Nacht bei Zimmertemperatur. Am dritten 

Tag der Antikörperfärbung wurden die Schnitte wieder drei Mal in 0,1 M PBS 

gewaschen und dann mit dem Cy2-Sekundärantikörper (Fab IgG, 1:50 in 

3% BSA/PBS verdünnt, anti-Maus, aus der Ziege) zwei Stunden inkubiert. Nach 
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dreimaligem Waschen für je fünf Minuten in 0,1 M PBS wurden die Schnitte mit 

Fluoromount-G auf Objektträgern eingebettet, über Nacht getrocknet und 

fotografiert.  

Die BrdU-positiven Zellkerne wurden von den MAP2-positiven Zytoskelettproteinen 

umrundet, aber es waren kaum Überlappungen von BrdU- und MAP2-gefärbten 

Bereichen zu sehen. Mit der Doppelfärbung konnte gezeigt werden, dass mit der 

BrdU-Antikörperfärbung keine Zytoskelettproteine gefärbt wurden (Abb.8). 

 

Abb.8: BrdU-MAP2-Doppelfärbung. BrdU-Antikörperfärbung mit Alexa Fluor-Sekundärantikörper 

(A), MAP2-Färbung mit Cy2-Sekundärantikörper (B), Überlagerung (C). In der Vergrößerung (untere 

Reihe) erkennt man kaum Überlagerung der Grün- und Rotfärbung.  

 

4.1.5c Überprüfung der BrdU-gefärbten Zelltypen 

Zur Überprüfung der BrdU-positiv gefärbten Zelltypen, wurde zuerst eine 

Doppelfärbung mit einem NeuN-Antikörper durchgeführt. Der NeuN-Antikörper 

bindet spezifisch an das DNA-gebundene Neuronen-spezifische Protein NeuN, 

welches in fast allen neuronalen Zellen des ZNS und PNS von Vertebraten zu finden 

ist (Mullen et al., 1992). Der erste Tag der Doppelfärbung entsprach der, in Kapitel 

4.1.3 beschriebenen, BrdU-Antikörperfärbung. Am zweiten Tag wurden die Schnitte 

zwei Stunden mit dem Cy2-Sekundärantikörper (Fab IgG, 1:100 in 5% BSA/PBS 

verdünnt, anti-Maus, aus der Ziege) im Dunkeln inkubiert. Nach dem dreimaligen          
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Waschen mit 0,1 M PBS wurden die Schnitte erneut für 20 Minuten in 4% PFA 

fixiert, anschließend drei Mal mit 0,1 M PBS ausgewaschen und dann mindestens 

90 Minuten in einer 5% BSA/PBS-Lösung blockiert. Danach wurden die Schnitte 

über Nacht mit dem anti-NeuN-Erstantikörper (1:100 in 5% BSA/0,1% Triton/PBS-

Lösung verdünnt, aus der Maus) inkubiert. Am dritten Tag wurde, nach dreimaligem 

Waschen in 0,1 M PBS, der Alexa Fluor 568-Sekundärantikörper (1:800 in 

5% BSA+0,1% Triton/PBS verdünnt, anti-Maus, aus der Ziege) hinzugegeben und 

zwei Stunden inkubiert. Nachdem die Schnitte weitere drei Mal mit 0,1 M PBS 

gewaschen wurden, wurden sie auf Objektträger mit Fluoromount-G eingebettet, 

über Nacht getrocknet und fotografiert. Bei der Überlagerung der BrdU- und NeuN-

Färbung konnte man sehen, dass alle grün-fluoreszierenden, BrdU-gefärbten Punkte 

ebenfalls rot fluoreszieren, also auch NeuN-Antikörper angefärbt wurden (Abb.9). 

Dies deutet darauf hin, dass die BrdU-Färbung ausschließlich Zellkerne von Neurone 

anfärbt.  

 

Abb.9: BrdU-NeuN-Doppelfärbung. BrdU-Antikörperfärbung mit Cy2-Sekundärantikörper (A), 

NeuN-Färbung mit Alexa Fluor-Sekundärantikörper (B) und Überlagerung (C). In einem vergrößerten 

Ausschnitt (untere Reihe) erkennt man, dass alle grün gefärbten BrdU-positiven Zellkerne auch 

NeuN-positiv sind.  

 

Um das Ergebnis der BrdU-NeuN-Doppelfärbung zu untermauern, wurde zusätzlich 

eine Doppelfärbung mit einem GFAP-Antikörper durchgeführt. Der GFAP-

50µm 

10µm 
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Antikörper bindet an das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, 

GFAP), das als Intermediärfilament im Zytoplasma von Gliazellen (vor allem 

Astrozyten, aber auch reiferen Radialgliazellen) exprimiert wird (Woodhams et al., 

1981).  

Die Doppelfärbung mit BrdU und GFAP war bis zur Inkubation im Cy2-

Sekundärantikörper mit der BrdU-NeuN-Doppelfärbung identisch. Ein weiterer 

Fixierschritt war jedoch nicht notwendig. Nach der Inkubation mit dem ersten 

Zweitantikörper und den drei Waschschritten in 0,1 M PBS wurden die Schnitte 

mindestens 90 Minuten in einer 5% BSA/PBS-Lösung blockiert. Anschließend folgte 

über Nacht die Inkubation in dem anti-GFAP-Erstantikörper (1:200 in 5% BSA/0,1% 

Triton/PBS verdünnt, aus dem Kaninchen). Der nächste Tag begann mit dreimaligem 

Waschen in 0,1 M PBS und mit einer anschließenden zweistündigen Inkubation der 

Schnitte mit einem biotinylierten Zweitantikörper (1:400 in 5% BSA/0,1% 

Triton/PBS verdünnt, anti-Kaninchen, aus Ziege). Nach weiteren drei Waschschritten 

in 0,1 M PBS wurden die Schnitte für eine halbe Stunde mit Cy3-markiertem 

Streptavidin (1:400 in 5% BSA/0,1% Triton/PBS verdünnt) inkubiert. Die Schnitte 

wurden drei Mal in 0,1 M PBS gewaschen, auf Objektträger mit Fluoromount-G 

eingebettet, über Nacht getrocknet und fotografiert. 

Die BrdU-Färbung zeigte weder Überlagerungen mit der GFAP-Färbung, noch eine 

Umrandung durch die GFAP-Färbung, so dass man davon ausgehen kann, dass mit 

der BrdU-Färbung keine Astrozyten gefärbt wurden (Abb.10). 
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Abb.10: BrdU-GFAP-Doppelfärbung. BrdU-Antikörperfärbung mit Cy2-Sekundärantikörper (A), 

mit Streptavidin gefärbtes MAP2 (B), Überlagerung (C). In der Vergrößerung (untere Reihe) erkennt 

man kaum Überlagerung der Grün- und Rotfärbung.  

 

4.1.6 Mikroskopie der Kontrollfärbungen 

Alle Kontrollfärbungen wurden mit einem Nipkow Spinning Disk konfokalen System 

mit Hilfe einer Laserquelle an einem aufrechten Mikroskop betrachtet. Die rote 

Fluoreszenz wurde durch einen Krypton/Argon-Laser bei einer Wellenlänge von 

568 nm angeregt und die grüne Fluoreszenz bei einer Wellenlänge von 488 nm. Mit 

dem 4-fachen Luftobjektiv wurde anhand der Form und Fluoreszenz eines Schnittes 

der Objektträger so gedreht, dass der dorsolaterale Teil des präfrontalen Kortex im 

Sichtfeld unten lag. Eine Region innerhalb des präfrontalen Kortex wurde durch das 

20-fache oder 60-fache Wasserimmersionsobjektiv betrachtet. Bei den Doppel-

färbungen wurde ein Bereich im oberen Drittel der CP ausgewählt. Fotografiert 

wurde mit einer CCD-Kamera, wobei die Belichtungszeit und Laserintensität 

(1000 ms bei halbmaximaler Laserintensität) bei allen Färbekonditionen gleich war. 

Die Bilder wurden mit dem Metamorph-Programm betrachtet und übereinander 

gelegt. 
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4.2 Fluoreszenzmessung des neuronalen Kalzium-Einstroms 

 

4.2.1 Die Methode der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung 

Die Methode der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung bot die Möglichkeit, 

in vitro die Depolarisation von Neuronen und den Anstieg des intrazellulären 

Kalziums anhand einer Fluoreszenzänderung zu messen. Dafür wurde der Farbstoff 

Calcium Green-1, ein hochaffiner Ca2+-Indikator mit geringer Fototoxizität (Paredes 

et al., 2008) verwendet. Die Neurone der kortikalen Schnitte nahmen das schwach 

grün fluoreszierende Calcium Green auf, dessen größte Extinktion bei etwa ~490 nm 

und dessen Hauptemission bei ~530 nm liegt (Paredes et al., 2008). Durch Depola-

risation der Neurone kommt es zu einem Ca2+-Einstrom. Das intrazelluläre Calcium 

Green, dessen Ca2+-Affinität (K d) ~190 nM beträgt, bindet das Ca2+, wodurch sich 

die Emission um etwa das Hundertfache verstärkt und sich die Wellenlänge jedoch 

nur minimal verändert (Paredes et al., 2008). Dr. Ileana Hanganu-Opatz untersuchte 

mit dieser Technik die Acetylcholin-abhängigen Kalzium-Antworten im 

somatosensorischen Kortex der Ratte (Hanganu et al., 2009). Für diese Dissertation 

wurde ihr Calcium Green Loading-Protokoll verwendet. 

 

4.2.2 Durchführung der Fluoreszenzmessung 

Die Präparation der Gehirne und die Herstellung der 300 µM dicken, koronalen 

Schnitten wurden, wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, durchgeführt. Die Schnitte 

wurden akut oder einen Tag in vitro für die Messungen verwendet. Im Anschluss an 

die Präparation fand das Auftragen eines Teils der Akutschnitte auf Linsen-

Reinigungspapier statt. Die Schnitte für den nächsten Tag wurden auf Millicell-

Membranen übertragen, die in, mit 1 mL NB/B27-gefüllten, Petrischalen im 

Inkubator bei 5% CO2 und 95% Luft verblieben. Alle Schnitte inkubierten vor 

Beginn des Experimentes mindestens eine Stunde im 37°C warmen und mit 95% O
2 

und 5% CO
2
 begasten ACSF. Ein Schnitt wurde für 15 bis 20 Minuten in 1,25 µM 

Calcium Green mit 0,01% Pluronsäure inkubiert und anschließend 20 Minuten in 
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einer mit ACSF durchspülten Kammer unter dem konfokalen Lasermikroskop 

ausgewaschen. Zur Befestigung des Schnittes wurde entweder das Filterpapier mit 

einem Platindraht oder der Schnitt mit einem Gitter aus Nylonfäden fixiert. Die 

Temperatur der Kammer betrug 32°C und die Durchflussrate des ACSFs circa 3 mL 

pro Minute. Im 20-fachen Wasserimmersionsobjektiv wurde der Schnitt beobachtet 

und eine Region innerhalb der IZ oder innerhalb des oberen Drittels der CP im 

präfrontalen Kortex ausgesucht. Mit einer Belichtungszeit von 250 msec wurden für 

insgesamt 300 Sekunden alle 3 Sekunden ein Bild aufgenommen. Der GABA-

Rezeptor-Agonist GABA oder der GABAC-Rezeptor-Agonist CACA wurden immer 

für insgesamt eine Minute per Badapplikation appliziert, wobei 15 Sekunden 

gewartet wurde, bevor die Aufnahmen begannen. Das Einwaschen der Antagonisten 

erfolgte 10 Minuten vor der Agonisten-Applikation und endete mit Ende der 

jeweiligen Aufnahme. Am Ende eines jeden Versuches, der zu einer kompletten 

Blockade der GABA-Rezeptoren führte, wurden 4 mM Natrium-L-Glutamat oder 

50 mM K+ appliziert, um das Überleben der Neurone zu überprüfen.  

 

4.2.3 Analyse der Fluoreszenzmessung  

Für die Analyse der Zeitreihen wurden mit dem Metamorph-Programm Regionen um 

die grün gefärbten Neurone gelegt und die durchschnittliche Fluoreszenz und 

Fluoreszenzänderung innerhalb dieser Regionen bestimmt. In einem Excel-Dateiblatt 

wurde die Hintergrundfluoreszenz von der Fluoreszenzänderung abgezogen und auf 

die Grundlinie (durchschnittliche Fluoreszenz vor der Agonisten-Applikation) 

normiert. Der Ca2+-Einstrom konnte dadurch als Änderung der Fluoreszenzintensität 

des Calcium Greens im Vergleich zur Grundlinie dargestellt werden (F/F0). 

Untypische oder durch Bewegung des Schnittes im Fokus verschobene Fluoreszenz-

antworten wurden aus der Analyse ausgeklammert. Nur Änderungen in der 

Fluoreszenz, die vier Mal größer als die Standartabweichung der Grundlinie waren, 

wurden als Ca2+-Einströme gewertet. Für die statistische Analyse wurden der 

Wilcoxon-Rangsummentest und der zweiseitige Fisher's Exact Test verwendet. Die 

Signifikanz-Level wurde folgendermaßen dargestellt: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, 

*** = p < 0,001, ns = p > 0,05. 
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4.3 Pharmakologie 

 

4.3.1 Pharmakologie der GABA-Rezeptoren  

Alle GABAA-Rezeptoren werden durch GABA, das Strukturanalogon Muscimol 

(Macdonald und Olsen, 1994) und durch Taurin (Jia et al., 2008) aktiviert. GABAA-

Rezeptoren werden kompetitiv durch die GABAA-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin 

und Gabazin blockiert (Macdonald und Olsen, 1994) und besitzen modulatorische 

Bindestellen für Benzodiazepine, Barbiturate, Neurosteroide und Ethanol. Die 

ebenfalls ionotropen GABAC-Rezeptoren bestehen aus ρ-Untereinheiten (Feigenspan 

und Bormann, 1994; Bormann, 2000; Hartmann et al., 2004), sind insensitiv gegen-

über Bicucullin und werden spezifisch durch den kompetitiven Antagonisten 

(1,2,5,6-Tetrahydropyridin-4-yl)methylphosphinsäure (TPMPA) inhibiert (Feigen-

span und Bormann, 1994). Benzodiazepine und Barbiturate haben keinen Einfluss 

auf GABAC-Rezeptoren. Die GABAA-Rezeptor-Antagonisten Picrotoxin (PTX),         

2-(3-Carboxypropyl)-3-amino-6-(4-methoxyphenyl)-Pyridazinium-Bromid und       

γ-Hexachlorocyclohexan reduzieren jedoch die Antworten der GABAC-Rezeptoren 

(Feigenspan und Bormann, 1994). GABAC-Rezeptoren werden durch die GABA-

Analoga cis-Aminocrotonsäure (CACA) und trans-Aminocrotonsäure (TACA) 

aktiviert, wobei CACA der selektivere Ligand für GABAC-Rezeptoren ist (Johnston, 

1996). Die metabotropen GABAB-Rezeptoren werden selektiv durch Baclofen 

aktiviert und reagieren nicht auf die bekannten Modulatoren der ionotropen GABA-

Rezeptoren. Blockiert werden GABAB-Rezeptoren durch Saclofen (Behar et al., 

2000; Behar et al., 2001) und CPG 35348 (Olpe et al., 1990; Sutor und Luhmann, 

1998).  
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4.3.2 Pharmakologie der Glyzinrezeptoren 

Glyzinrezeptoren werden durch Glyzin, Taurin (2-Amino-Ethansulfonsäure) und             

β-Alanin aktiviert und durch den Antagonisten Strychnin inhibiert (Rajendra et al., 

1995; Flint et al., 1998; Sergeeva, 1998; Kilb et al., 2002; Okabe et al., 2004). Zink, 

Alkohol, Anästhetika, Picrotoxin, Kokain und einige Antiepileptika modulieren die 

Glyzinrezeptor-Aktivität (Leite und Cascio, 2001; Yang und Svensson, 2008).  

 

4.3.3 Pharmakologische Manipulation der Migration  

Die organotypischen Schnittkulturen des pränatalen Kortex wurden 48 Stunden 

unterschiedlichen Antagonisten und Agonisten ausgesetzt. Die Kontrollkulturen 

wurden mit dem gleichen Volumen an Lösungsmittel (Wasser oder DMSO) 

behandelt. Im Folgenden sind die verwendeten Antagonisten/Agonisten, ihre 

Abkürzung, Wirkung, die finale Konzentration und das verwendete Lösungsmittel 

aufgelistet:
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Antagonist/       
Agonist 

Abkür-
zung 

Wirkung Konz. 
[µM] 

Lösungs
mittel 

cis-4-
Aminocrotonsäure 

CACA GABAC-Rezeptor-Agonist 100  H2O 

(-)-Bicucullin-
methiodid 

BMI GABA A-Rezeptor-Antagonist 100  DMSO 

Glyzin - Glyzinrezeptor-Agonist 500  H2O 

Guanidino-
Ethansulfonat 

GES Taurintransporter-Inhibitor 300  H2O 

N-[(3R)-3-([1,1'-Bi-
phenyl]-4-yloxy)- 

3-(4-fluorophenyl)-
propyl]- 

N-methylglyzin- 
Hydrochlorid 

ALX 
5407 

Glyzintransporter1-Inhibitor 0,1  DMSO 

O-[(2-Benzyloxy-
phenyl-3-

flurophenyl) 
methyl]-L-Serin 

ALX 
1393 

Glyzintransporter2-Inhibitor 0,5  DMSO 

Picrotoxin PTX unspezifischer GABAA- und 
GABAC-Rezeptor-Antagonist 

100  H2O 

Strychnin - Glyzinrezeptor-Antagonist 1  H2O 

2-Amino-
Ethansulfonsäure 

Taurin  unspezifischer GABAA- und 
Glyzinrezeptor-Agonist 

2000  H2O 

(1,2,5,6-
Tetrahydropyridin-

4-yl) methyl-
Phosphinsäure 

TPMPA GABAC-Rezeptor-Antagonist 50  H2O 

Tabelle 2: Auflistung der zur Migrationsanalyse verwendeten Antagonisten und Agonisten. 
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4.3.4 Pharmakologische Manipulation der Ca2+-Antworten während der       

Fluoreszenzmessung 

Bei der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung wurden entweder der GABA-

Rezeptor-Agonist GABA oder der GABAC-Rezeptor-Agonist CACA per 

Badapplikation für eine Minute appliziert. Die Antagonisten wurden bereits zehn 

Minuten davor eingewaschen. Die dafür verwendeten Antagonisten/Agonisten, ihre 

Abkürzung, Wirkung, die finale Konzentration und das verwendete Lösungsmittel 

sind wie folgt aufgelistet: 

 

Antagonist/          
Agonist 

Abkür-
zung 

Wirkung Konz.
[µM] 

Lösungs
mittel 

cis-4-
Aminocrotonsäure 

CACA GABAC-Rezeptor-Agonist 100  H2O 

(-)-Bicucullin-
methiodid 

BMI GABA A-Rezeptor-Antagonist 100  DMSO 

γ-Aminobuttersäure GABA GABA-Rezeptor-Agonist 100  H2O 

(1,2,5,6-
Tetrahydropyridin-

4-yl) methyl-
Phosphinsäure 

TPMPA GABAC-Rezeptor-Antagonist 50  H2O 

Natrium-L-
Glutamat 

- NMDA-Rezeptor-Agonist 4000 H2O 

Tabelle 3: Auflistung der bei der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung verwendeten 

Antagonisten und Agonisten. 
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4.4 In situ-Hybridisierung 

 

4.4.1 Die Methode der in situ-Hybridisierung mit dem Tyramidsignal-

Amplifikationssystem 

Die US-amerikanischen Biologen Joe Gall und Mary Lou Pardue entwickelten Ende 

der 1960er Jahre die in situ-Hybridisierung (Gall und Pardue, 1969). Sie stellt eine 

Methode zur zeitlichen und räumlichen Detektion spezifischer Nukleinsäure-

Sequenzen dar, an die eine komplementäre RNA oder cDNA bindet.  

Für die in dieser Dissertation durchgeführte in situ-Hybridisierung wurde eine 

Digoxigenin (DIG)-markierte RNA-Sonde verwendet und das Sonden-Signal durch 

das Tyramidsignal-Amplifikationssystem verstärkt (Hermann et al., 2002). Ein hoch-

affiner anti-DIG-Antikörper, der mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, 

detektiert die DIG-markierte Sonde. Anschließend aktiviert die Peroxidase ein 

biotinyliertes Tyramid-Derivat (Abb.11). Daraus entstehen hoch-reaktive 

Tyramidradikale, die kovalent an nukleophile Reste in der direkten Umgebung der 

Peroxidase-Reaktion binden. Anschließend interagiert das mit alkaliner Phosphatase 

gekoppelte Streptavidin mit dem Biotin des Tyramid-Derivats und setzt Vector Red 

als Substrat um, wobei ein roter Farbstoff gebildet wird.  

 

Abb.11: Schema eines Sondensignals mit dem Tyramidsignal-Amplifikationssystem. In An-

wesenheit der Meerrettich-Peroxidase (HRP, gelbes Dreieck) bilden sich Tyramidradikale (rotes 

Viereck), die kovalent an die nukleophilen Reste in der direkten Umgebung der Peroxidase-Reaktion 

binden (aus www.invitrogen.com). 
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4.4.2 Herstellung der Sonden für die in situ-Hybridisierungsexperimente 

Für die Durchführung der in situ-Hybridisierung wurde vorab eine DIG-markierte 

RNA-Sonde hergestellt. Zu diesem Zweck wurde die Gesamt-RNA aus einem 

Gehirn eines E17-Mausembryos mit Hilfe des High Pure RNA Tissue-Kits isoliert. 

Von dieser Gesamt-RNA wurde 1 µg für eine RT-PCR-Reaktion eingesetzt und 

unter Verwendung von random hexameric-Primern und von dem Transcriptor High 

Fidelity cDNA Synthesis-Kit zu cDNA transkribiert. Diese cDNA diente als Matrize, 

um durch eine weitere PCR ein 590 bp langes Fragment der GABAC-Rezeptor-

Untereinheit ρ2 zu amplifizieren. Dafür wurden die folgenden, mit flankierenden 

EcoRI und XhoI Schnittstellen versetzten, Primer verwendet:  

GABAC-ρ2 -Untereinheit:  forward CGAATTCGCCTGATGGCTCTCGT; 

GABAC-ρ2 -Untereinheit:  reverse  GGCTCGAGTTCATCTGTGTACGCA. 

20 µL des PCR-Produktes wurden zur Kontrolle auf ein 1%iges Agarosegel 

aufgetragen (Abb.12). Als Marker diente ein 100 bp DNA-Leiter. Die Laufstrecke 

des PCR-Produktes entsprach der erwarteten Größe von 590 bp. Im unteren Bereich 

des Agarosegels waren Reste der Primer zu erkennen.  

 

Abb.12: Gelelektrophorese zur Überprüfung der RT-PCR zur Herstellung einer ρρρρ2-Sonde. Es 

wurden 20 µL der cDNA-Matrize auf das Gel aufgetragen. Die Bande der 590 bp-langen DNA war in 

der erwarteten Höhe im Gel zu erkennen, ebenso wie die in der PCR eingesetzten Primer. 

 

Die cDNA wurde in die EcoRI/XhoI-Stellen eines pBluescriptKS-Vektors kloniert 

und durch Sequenzierung überprüft. Anschließend wurde das Plasmid mit den 

Restriktionsenzymen PstI oder KpnI linearisiert. Der Restriktionsverdau mit PstI 

PCR-Produkt 

Primer 

1000 bp 

500 bp 
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diente als Vorlage für die Herstellung der antisense-Sonde durch in vitro 

Transkription. Der Restriktionsverdau mit KpnI diente der Herstellung einer sense-

Sonde, die als Negativkontrolle während des in situ-Hybridisierungsexperiments 

Verwendung fand. 

Für die in vitro Transkription wurden 250 ng des jeweiligen linearisierten Plasmids, 

1x Transkriptions-Puffer, 5 µL DIG RNA labeling mix, 80 Einheiten RNAsin und 

100 Einheiten der T3-oder T7-RNA-Polymerase in einem Reaktionsansatz von 50 µL 

gemischt und für drei Stunden bei 37°C inkubiert. Die T3-RNA-Polymerase wurde 

für den Reaktionsansatz, mit dem durch PstI linearisierten Vektors verwendet. Die 

T7-RNA-Polymerase fand in dem Reaktionsansatz, mit dem durch KpnI 

linearisierten Vektors Verwendung. Anschließend wurde das Reaktionsprodukt mit 

20 Einheiten RNase-freier DNaseI 20 Minuten bei 37°C behandelt und mit Hilfe des 

Qiagen-RNeasy Kit aufgereinigt. Die Herstellung der Sonde wurde in Zusammen-

arbeit mit Dr. Robin White und der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Lutz (Institut 

für Physiologische Chemie und Pathobiochemie) durchgeführt. 

 

4.4.3 Durchführung der in situ-Hybridisierung 

Für die in situ-Hybridisierung wurden Gehirne aus E18-Mausembryonen präpariert 

und 2,5 Stunden in 4% PFA fixiert. Anschließend wurde das Fixativ drei Mal für je 

20 Minuten mit PBS ausgewaschen und die Gehirne in 30%ige Saccharose überführt. 

Sobald die Gehirne in der Saccharose abgesunken waren, bettete man sie in Tissue 

freezing-Medium ein und stellte mit dem Kryostat 18 µm dünne, koronale Schnitte 

des Vorderhirns her. Die Schnitte wurden auf gefrorene SuperFrost Plus-

Objektträger gebracht, auf einer Wärmeplatte getrocknet und bei -20°C bis zur 

Benutzung aufbewahrt.  

Am ersten Tag der in situ-Hybridisierung wurden diese Schnitte zuerst auf 

Zimmertemperatur gebracht und zwei Mal in 0,1 M PBS gewaschen, bevor sie zur 

Inaktivierung der endogener Enzymaktivitäten 15 Minuten in 1% H2O2/100%  

Methanol inkubiert wurden. Nach zwei 2-minütigen Waschschritten in 0,1 M PBS 

wurden die Schnitte für acht Minuten in 0,2 M HCl überführt, wieder zweimal für 
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zwei Minuten in 0,1 M PBS inkubiert und anschließend für zehn Minuten mit 

20 µg/mL ProteinaseK in 50 mM Tris-HCl/5mM EDTA behandelt. Nach einem 

weiteren Waschschritt in 0,1 M PBS folgte ein Fixationsschritt für zehn Minuten in 

4% PFA bei 0°C und die Inkubation der Schnitte in 0,1 M Triethanolamin mit 

zweimaliger Zugabe von 600 µM Essigsäureanhydrid unter Rühren. Nach fünf-

minütigem Waschen in 0,1 M PBS wurden die Schnitte in 0,9% NaCl inkubiert, 

schrittweise mit einer Ethanolreihe dehydriert (30%, 50%, 70%, 80%, 95% und 

100% Ethanol) und mindestens eine Stunde luftgetrocknet. Der Hybridisierungsmix, 

in den man entweder 400 ng der sense-oder antisense-Sonde gegeben hatte, wurde 

zwei Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend 100 µL Hybridisierungsmix auf 

je einen Objektträger verteilt. Die Hybridisierung fand über Nacht bei 54°C in einer 

befeuchteten Hybridisierungskammer statt. 

Am zweiten Tag wurden die ersten Posthybridisierungs-Waschschritte bei 62°C 

durchgeführt. Diese bestanden zunächst aus 30-minütigen Waschschritten in 5x 

salzigem Natriumzitrat (SSC), in 50% Formamid/2x SSC/0,05% Tween-20, in 50% 

Formamid/1x SSC/0,05% Tween-20 und zuletzt in 0,1x SSC. Die darauf folgenden 

Waschschritte wurden bei 30°C durchgeführt. Dazu gehörten ein kurzer Waschschritt 

in NTE-Puffer mit 0,05% Tween-20 und eine 10-minütige Inkubation in NTE-Puffer 

mit 0,05% Tween-20 und 15 mM Iodazetamid. Anschließend wurden die Objekt-

träger zwei Mal für je eine halbe Stunde in NTE-Puffer mit 0,05% Tween-20 

inkubiert und dann für mindestens eine Stunde in 4%igem Hitze-inaktiviertem, 

gefiltertem Schafserum in TNT-Puffer blockiert. Nach dreimaligem Waschen in 

TNT-Puffer wurden die Schnitte 30 Minuten in TNB-Blocking-Puffer und 

anschließend 1,5 Stunden in dem anti-DIG(Fab)-POD Antikörper (1:1000 in TNB-

Blocking-Puffer verdünnt) inkubiert. Nachdem der Antikörper durch drei 2-minütige 

Waschschritte in TNT-Puffer ausgewaschen wurde, inkubierten die Schnitte 

15 Minuten in Biotin-markiertem Tyramid und anschließend blieben zwei Mal für 

2 Minuten im Waschpuffer. Daraufhin inkubierten die Schnitte eine Stunde in 

Streptavidin-Alkaline-Phosphatase (1:100 in 1% Blocking-Reagenz/Waschpuffer 

verdünnt). Nach dreimaligem Waschen in Waschpuffer wurde die Färbereaktion mit 

Hilfe des Vector Red-Kits durchgeführt. Die Färbereaktion dauerte etwa 26 Minuten 

und wurde durch einmaliges Waschen in PBS für zehn Minuten gestoppt und durch 

Inkubation in PBS mit 2,5% Glutaraldehyd für 15 Minuten fixiert. Nach dreimaligem 
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Waschen in 0,1x SSC wurden die Schnitte unter Verwendung abgestufter Ethanol-

reihen dehydriert (30% EtOH mit 300 mM NH4OAc, 50% EtOH mit 300 mM 

NH4OAc, 70% EtOH mit 300 mM NH4OAc, 95% EtOH und 100% EtOH). Die 

Schnitte trockneten über Nacht und wurden am nächsten Tag mit Fluoromount-G 

eingedeckelt und fotografiert. Die in situ-Hybridisierung wurde in Zusammenarbeit 

mit der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Lutz (Institut für Physiologische Chemie 

und Pathobiochemie) durchgeführt. 

 

4.5 Weitere molekularbiologische Methoden 

 

4.5.1 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion  

Für die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)-Experimente 

wurde aus einem E18-Mausembyro der Kortex entfernt, in Flüssigstickstoff 

eingefroren und die Gesamt-RNA mit dem RNeasy Micro-Kit isoliert und 

aufgereinigt. Für die darauffolgende RT-PCR fand das SuperScriptIII-Reverse 

Transkriptase-Kit Verwendung. Es wurden 50 ng der Gesamt-RNA, 10 mM dNTPs 

und 50 µM OligodT zu einem Endvolumen von 29 µL gemischt, für fünf Minuten 

bei 65°C inkubiert und dann eine Minute auf Eis gekühlt. Anschließend wurden 4 µL 

des 5x First-Strand-Puffers, 1 µL 0,1 M DTT, 1 µL RNaseOut (40 Einheiten/µL) 

und 1 µL Super-ScriptIII RT (200 Einheiten/µL) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz 

inkubierte 60 Minuten bei 55°C. Darauf folgte ein Inaktivierungsschritt für 

15 Minuten bei 70°C. Für die Amplifikation der cDNA wurde das Qiagen Taq PCR-

Kit verwendet. Das Volumen der verwendeten cDNA zum Nachweis der β-

Untereinheit von GABAA-Rezeptoren betrug 2 µL und für den Nachweis der ρ-

Untereinheiten der GABAC-Rezeptoren 16 µL. Der PCR-Ansatz setzte sich aus 

10 µL 10x PCR Puffer, 4 µL MgCl2, 20 µL 5x Q-Lösung, 2 mL dNTPs (10 mM von 

jedem), 0,5 µL Taq-Polymerase (2,5 Einheiten/Reaktion) und der cDNA-Primer-

Lösung zusammen, so dass ein Gesamtvolumen von 100 µL entstand. Die RT-PCR 

wurde in einem Thermozykler durchgeführt und setzte sich aus einem initialen 

Denaturierungsschritt für drei Minuten bei 94°C, einem weiteren 
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Denaturierungsschritt für 45 Sekunden bei 94°C, Anlagerungsschritten bei 55°C für 

30 Sekunden und einem Extensionsschritt für eine Minute bei 72°C zusammen. Für 

die Detektion der ρ2- und β1-Untereinheiten wurden die sekundären Denaturierungs-, 

Anlagerungs- und Extensionsschritte 45 Mal wiederholt, für die Detektion der        

ρ1-Untereinheit wurden 55 Wiederholungen benötigt.  

Es wurden folgende Primerpaare verwendet:  

GABAC-ρ1-Untereinheit:  forward ACAGACCTGCTCTCTGGAAATCG;         

GABAC-ρ1-Untereinheit:  reverse  GGGTTTCTCTCCGTTCTCAGGC;       

GABAC-ρ2-Untereinheit:  forward  AGCAGCACTGGCTGGTACAACC;      

GABAC-ρ2-Untereinheit:  reverse  AGAATGTGGCTTGTTGGGTAGCC;    

GABAA-β1-Untereinheit:  forward  ACAGCTCCAATGAACCCAGCAA;     

GABAA-β1-Untereinheit:  reverse  TGCTCCCTCTCGTCCATTCCA.  

Die PCR-Produkte wurden per Gelelektrophorese (100 V, für 30 Minuten) mit einem 

1% Agarosegel aufgetrennt, mit Cybr-Gold gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 

Als Marker diente der 100 bp DNA Marker.  

 

4.5.2 Western Blot Analyse 

Die ersten Schritte der Western-Blot-Analyse beinhalteten die Proteinisolierung aus 

E17- und adulten Kortizes und die Proteinkonzentrationsbestimmung durch die 

Pierce BCATM-Bestimmungsmethode. Für die Proteinisolation wurde die 

Muttermaus mit Isofluoran anästhesiert und durch Genickbruch getötet, das Gehirn 

der Muttermaus isoliert und in eiskaltem ACSF gelagert. Die Embryonen wurden aus 

dem Mutterleib präpariert und in eiskaltes ACSF überführt. Unter der Sterilbank 

wurden in eiskaltem ASCF die Gehirne aus den Embryonen isoliert und von allen 

Gehirnen die Hirnhaut, der Thalamus, der Hippokampus und die Basalganglien mit 

Hilfe zweier Pinzetten unter dem Binokular entfernt sowie der ventrale, kaudale und 

rostrale Teil des Kortex mit einem Mikroskalpell abgeschnitten. Die Kortizes der 

Mutter und der Embryonen wurden jeweils in eiskaltem Lysepuffer mit Complete 

Protease Inhibitor Cocktail überführt und mit dem QIAshredder homogenisiert. Das 
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Homogenisat wurde eine Stunde auf einem Wippschüttler bei 4°C inkubiert, 

anschließend fünf Minuten bei 9300 g zentrifugiert und die Proteine aus dem 

Überstand gewonnen. Für die Proteinbestimmung wurde die Pierce BCATM-

Bestimmungsmethode verwendet. Dazu wurden zuerst die Kupferreagenzien 

angesetzt, indem Reagenz A und Reagenz B aus dem BCATM-Kit in einem 1:50-

Verhältnis gemischt wurden. Je zwei Mal wurden 2,5 µL der Proteinprobe mit 

47,5 µL Lysepuffer, 5 µL der Proteinprobe mit 45 µL Lysepuffer und 10 µL der 

Proteinprobe mit 40 µL Lysepuffer in je einem Eppendorfgefäß gemischt. In alle 

Gefäße wurde je 1 mL Kupferreagenz hinzugegeben und diese Lösung 30 Minuten 

bei 60°C erhitzt. Die Proteinkonzentration wurde an einem UV-Spektrometer 

gemessen, wobei die 50 µL Lysepuffer mit 1 µL Kupferreagenz als Referenzwert 

diente. Mit Hilfe einer BSA-Standardkurve wurde die Proteinkonzentration ermittelt. 

Eine PVDF-Membran wurde durch kurzes Eintauchen in 100% Methanol für zehn 

Sekunden und anschließender Inkubation in Wasser und Transferpuffer für je zehn 

Minuten aktiviert. Die Proteine wurden durch Gelelektrophorese bei 100 V und circa 

1,5 Stunden mit Hilfe eines 10%igen SDS Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und 

danach auf die aktivierte PVDF-Membran übertragen. Die PVDF-Membran wurde 

anschließend 30 Minuten in 4%igem, fettfreiem Milchpulver in Tris-gepufferter 

Saline mit 0,1% Tween-20 (TBST) geblockt und über Nacht bei 4°C mit dem rho63-

polyklonalen GABAC-Rezeptorantikörper (1:500 in der Blockierungslösung 

verdünnt, aus dem Kaninchen, von Professor Wässle, Max-Plack-Institut Frankfurt 

a.M. bereitgestellt) inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran drei Mal in 

TBST gewaschen und 35 Minuten bei Zimmertemperatur mit dem Meerrettich-

Peroxidase-konjugierten Antikörper (1:5000 in Blockierungslösung verdünnt, anti-

Kaninchen, aus der Ziege) inkubiert.  

Anschließend wurde die Membran drei Mal in TBST und einmal in TBS gewaschen, 

Die Proteingröße wurde mit den Markern Precision Plus Protein und Wide Range 

verglichen. Die Banden des Wide Range-Markers wurden bei der Überführung auf 

die PVDF-Membran mit dem Kugelschreiber nachgezogen. Die Proteine wurden mit 

dem Immobilon Western Chemiluminiscent HRP-Substrat sichtbar gemacht und mit 

dem LAS3000 imaging System (Arbeitsgruppe Behl, Institut für Physiologische 

Chemie und Pathobiochemie) fotografiert.  
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4.6 Bildverarbeitung, statistische Analyse und Textver-

arbeitung 

 

Die für die Migrationsanalyse mit dem Metamorph-Programm aufgenommenen 

Bilder wurden mit dem Metamorph-Programm weiter verarbeitet und ausgezählt. Die 

Werte wurden in eine Excel-Tabelle von Microsoft Office 2003/2007 übertragen und 

die relative Anzahl der Zellen sowie Anzahl, Mittelwert, Standartabweichung und 

der Standardfehler des Mittelwertes berechnet. Das Programm GraphPad Prism fand 

Verwendung, um mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test zu bestimmen, 

ob sich die Verteilung der Zellen innerhalb der Schnitte signifikant unterscheiden. 

Die Balkendiagramme und Bildzusammenstellungen wurden mit dem Programm 

Adobe Photoshop und CorelDraw hergestellt und beschriftet.  

Die mit Metamorph aufgenommenen Zeitreihen der kalziumabhängigen Fluoreszenz-

messung wurden mit dem Metamorph-Programm und einer Tabellenkalkulation in 

Excel Microsoft Office 2003 ausgewertet. Zur statistischen Auswertung der Fluores-

zenzmessungen wurden der Wilcoxon-Rangsummentest und der Exakte Fisher-Test 

(zweiseitig) verwendet. Die Abbildungen wurden mit dem Programm CorelDraw 

erstellt.  

Zur Textverarbeitung und Tabellenkalkulation wurde Microsoft Office 2003/2007 

verwendet. Die Referenzverwaltung erfolgte mit dem Referenz Manager. 
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5. Ergebnisse 

 

5.1 Expression von GABAC-Rezeptoren im immaturen 

Kortex und ihre Rolle während der radialen Migration 

Aus früheren Studien ist bekannt, dass verschiedene GABA-Rezeptoren die radiale 

Migration beeinflussen und dass Picrotoxin-sensitive Rezeptoren die radiale 

Migration fördern (Behar et al., 2000). Aufgrund der unterschiedlichen Effekte des 

spezifischen GABAA-Rezeptoren-Antagonisten Bicucullin und des unspezifischen 

Antagonisten Picrotoxin wurde geschlossen, dass GABAC-Rezeptoren eine wichtige 

Rolle für die Migration von der VZ/SVZ in die IZ spielen. Allerdings wurde die 

Expression von GABAC-Rezeptoren und ihre Rolle während der radialen Migration 

bislang nicht direkt untersucht. Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war 

daher, die Expression von GABAC-Rezeptoren während der Kortexentwicklung von 

Mäusen nachzuweisen und ihre Rolle während der radialen Migration aufzuklären. 

 

5.1.1 Expression der GABAC-Rezeptor-mRNA und des Rezeptorproteins 

Um die Expression der für die GABAC-Rezeptor-Untereinheiten ρ1 und ρ2 

kodierenden mRNA im embryonalen Kortex nachzuweisen, wurde eine RT-PCR 

durchgeführt. Als Positivkontrolle wurden Primer für die β1-Untereinheit der 

GABAA-Rezeptoren verwendet (Ma und Barker, 1998). Die PCR-Produkte wurden 

per Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Cybr-Gold gefärbt und unter UV-Licht 

fotografiert (Abb.13). Die Banden der GABAC-Rezeptor-Untereinheiten ρ1 und ρ2 

und der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β1 befanden sich auf der erwarteten Höhe im 

Gel.  
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M      β1     ρ1     ρ2    H2O

E15 E18

500 bp

1000 bp

M      β1     ρ1      ρ2     H2O

 

Abb.13: Gelelektrophorese zur Überprüfung der PCR-Produkte. Die Banden der GABAC-

Rezeptor-Untereinheiten ρ1 (633 bp) und ρ2 (456 bp) und der GABAA-Rezeptor-Untereinheit β1 

(521 bp) befanden sich auf der erwarteten Höhe.  

 

Aus den Ergebnissen der RT-PCR konnte geschlossen werden, dass die mRNA der 

ρ1- und ρ2-Untereinheiten im Kortex von E15- und E18-Mausembryonen exprimiert 

wird. 

Ob die mRNA der GABAC-Rezeptoren nur in bestimmten Regionen des Kortex zu 

finden ist, wurde mit Hilfe eines in situ-Hybridisierungs-Experimentes unter 

Verwendung einer spezifischen ρ2-Sonde untersucht. Das Sondensignal war 

überwiegend im unteren Bereich des E18-Kortex zu sehen (Abb.14).  

 

Abb.14: Lichtmikroskopische Aufnahme der in situ-Hybridisierung  mit einer ρρρρ2-Sonde.              

A In dem Übersichtsbild war zu erkennen, dass das Sondensignal (Rotfärbung) besonders in den 

unteren Schichten des Kortex und in der ganglionischen Eminenz stark ist. B Die Ausschnitts-

vergrößerung des Kortex zeigte, dass das Sondensignal nur in den unteren Schichten im Kortex 

nachzuweisen ist. In der VZ/SVZ ist es besonders stark und noch schwach in der IZ vorhanden 

(Maßstab = 100 µm). 
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Die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung zeigten, dass die ρ2-Untereinheiten des 

GABAC-Rezeptors überwiegend im unteren Bereich des E18-Kortex exprimiert 

werden. Die ρ2-Untereinheiten werden in der VZ/SVZ am stärksten und noch leicht 

in der IZ exprimiert. Oberhalb der IZ findet keine ρ2-Expression statt.  

 

Ein weiterer Schritt bei der Überprüfung der Expression von GABAC-Rezeptoren 

war der Nachweis auf Proteinebene. Dafür wurde eine Westernblot-Analyse mit 

Kortex-Proteinen von E17-Mausembryonen durchgeführt. Proteine eines adulten 

Gesamtgehirnes dienten als Positivkontrolle (Harvey et al., 2006; Frazao et al., 

2007). Für das Experiment wurde der polyklonale GABAC-Rezeptor-Antikörper 

rho63 verwendet (von Professor Wässle, Max-Planck-Institut Frankfurt a.M. zur 

Verfügung gestellt), der alle ρ-Untereinheiten des GABAC-Rezeptors erkennt (Enz et 

al., 1996). Die Proteine wurden durch Gelelektrophorese mit einem SDS-

Polyacrylamidgel separiert und auf eine PVDF-Membran übertragen. Auf dieser 

Membran färbte der rho63-Antikörper eine starke Bande bei 60 kDa (Abb.15) an, 

was der erwarteten Proteingröße entsprach (Rozzo et al., 2002). 

 

Abb.15: Western Blot-Analyse des GABAC-Rezeptor-Proteins in E17-Kortizes und im adulten 

Gesamthirn. Die Banden befanden sich auf der erwarteten Höhe von etwa 60 kD.  

 

Aus den Ergebnissen der RT-PCR konnte geschlossen werden, dass auch das Protein 

der GABAC-Rezeptoren im immaturen Kortex vorhanden ist. Zusammenfassend ließ 

sich aus diesen Experimenten schließen, dass GABAC-Rezeptoren sowohl auf 

mRNA- als auch auf Proteinebene im pränatalen Kortex exprimiert werden und dass 

die GABAC-Rezeptor mRNA vorwiegend im unteren Bereich des Kortex vorhanden 

ist. 
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5.1.2 Funktioneller Nachweis von GABAC-Rezeptoren in der IZ 

Um die funktionelle Expression von GABAC-Rezeptoren zu untersuchen, wurden die 

pharmakologischen Eigenschaften des GABA-induzierten Ca2+-Einstroms mit der 

Methode der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung, unter Verwendung eines 

Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes, überprüft. Die Eigenschaften der GABA-

induzierten Ca2+-Transienten wurden zuerst in der IZ untersucht, da dort bei der 

in situ-Hybridisierung ein Sondensignal zu erkennen war und dort vorwiegend 

postmitotische, migrierende Neurone zu finden sind (Noctor et al., 2004). Im 

Vergleich dazu wurden die GABA-induzierten Ca2+-Transienten im oberen Teil der 

CP untersucht, in der kein Sondensignal zu erkennen war und in dem die Neurone 

ihren radialen Migrationsprozess beenden (Noctor et al., 2004).  

In der IZ führte die Badapplikation von 100 µM GABA in allen Neuronen zu einem 

Ca2+-Einstrom (Abb.16A). Daraus konnte geschlossen werden, dass ionotrope 

GABA-Rezeptoren in der IZ eine depolarisierende Membran-Antwort auslösen. Die 

Badapplikation von 100 µM des GABAC-Rezeptor-Agonisten cis-4-Aminocroton-

säure (CACA) in Anwesenheit von 100 µM des GABAA-Rezeptor-Antagonisten               

(-)-Bicucullinmethiodid (BMI) induzierte in der Mehrzahl der Neurone (n = 132 von 

192 Zellen, in 12 Schnitten) einen Ca2+-Einstrom, der 85 ± 2,5% der GABA-

induzierten Antwort betrug (Abb.16B). Die anderen Zellen zeigten keine CACA-

induzierten Ca2+-Transienten (n = 60 von 192 Zellen)  

 

Abb.16: GABA und CACA-induzierter Ca 2+-Einstrom in Neuronen der IZ. A Typische 

Fluoreszenzaufnahme Calcium Green gefüllter Neurone in der IZ. B Aufeinanderfolgende 

Veränderungen der relativen Fluoreszenz (F/F0) in den in A markierten Neuronen (weiße Kreise). Die 

Badapplikation von 100 µM GABA führte zu einem Ca2+-Einstrom in die Neurone. Die darauf-

folgende Badapplikation von 100 µM CACA, unter Blockade von GABAA-Rezeptoren mit 100 µM 

BMI, führte in der Mehrzahl der Neurone zu einem geringeren Ca2+-Einstrom. 
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In einem weiteren Experiment wurde die Beteiligung von GABAC-Rezeptoren an 

dem GABA-induzierten Ca2+-Einstrom ermittelt, in dem die GABAC-Rezeptoren 

durch den spezifischen GABAC-Rezeptor-Antagonist (1,2,5,6-Tetrahydropyridin-       

4-yl)methyl-Phosphinsäure (TPMPA) blockiert wurden (Johnston, 1996). 

Die GABA-induzierten Ca2+-Antworten waren in den meisten Zellen in Anwesenheit 

von 50 µM TPMPA signifikant (p < 0,0001) um durchschnittlich 36,8 ± 1,9% 

reduziert (n = 78 von 105 Zellen, in 18 Schnitten). In den anderen Neuronen wurde 

durch die Applikation von TPMPA die GABA-induzierte Depolarisation entweder 

komplett unterdrückt (n = 9 von 105 Zellen) oder blieb unverändert (n = 18 von 105 

Zellen, Abb.17B).  

 

Abb.17: Effekt von TPMPA auf die GABA-induzierten Ca2+-Transienten in Neuronen der IZ.  

A GABA-induzierte Ca2+-Antworten wurden durch Zugabe von 50 µM TPMPA reduziert. Der 

TPMPA-Effekt war vollständig reversibel. B Statistische Analyse der relativen GABA-Antworten: 

TPMPA induzierte eine signifikante und reversible Reduktion des GABA-induzierten Ca2+-Einstroms. 

Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert + den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. Die 

statistische Analyse erfolgte durch den Wilcoxon-Test, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05. 

 

Die Beteiligung der GABAA-Rezeptoren an dem GABA-induzierten Ca2+-Einstrom 

wurde ermittelt, in dem die GABAA-Rezeptoren durch Applikation des spezifischen 

Antagonisten BMI blockiert wurden (Behar et al., 2000; Bormann, 2000). BMI 

inhibierte den GABA-induzierten Ca2+-Einstrom in der Mehrzahl der Neurone 

(n = 73 von 80 Zellen in 11 Schnitten, Abb.18A). In den restlichen Neuronen 

induzierte GABA einen Ca2+-Einstrom, der signifikant (p = 0,018) kleiner als in den 

Kontrollen (44,5% ± 8,7, n = 7 Zellen) war (Abb.18B). Die Co-Applikation von 

100 µM BMI und 50 µM TPMPA blockierte die GABA-induzierten Ca2+-

Transienten in allen Neuronen vollständig (Abb.18B).  
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Abb.18: Effekt von BMI auf den GABA-induzierten Ca2+-Einstrom in Neuronen der IZ.                  

A 100 µM BMI blockierte (hell- und dunkelgraue Kurven) oder reduzierte (schwarze Kurve) den 

GABA-induzierten Ca2+-Einstrom. B Statistische Analyse der relativen GABA-Antworten: 100 µM 

BMI reduzierte signifikant den GABA-induzierten Ca2+-Einstrom in 7 Zellen. Die Co-Applikation 

von 50 µM TPMPA und 100 µM BMI blockierte den Ca2+-Einstrom in allen Zellen. Das 

Balkendiagramm gibt Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Wilcoxon- 

Test; * = p < 0,05, *** = p < 0,001. 

 

Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmessung konnte geschlossen werden, dass nur 

in wenigen Neuronen der IZ des immaturen Kortex ausschließlich GABAC-

Rezeptoren exprimiert werden.  
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In weiteren Experimenten wurde die funktionelle Expression von GABAC-

Rezeptoren im oberen Bereich der CP überprüft. Dort führte die Badapplikation von 

100 µM GABA zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration in allen 

Zellen (n = 130 Zellen in 3 Schnitten). Im Gegensatz dazu löste die Badapplikation 

von 100 µM CACA in keiner dieser Zellen einen Ca2+-Einstrom aus (Abb.19).  

 

Abb.19: GABA- und CACA-induzierter Ca 2+-Einstrom in Neuronen der CP.                                       

A Typische Fluoreszenzaufnahme Calcium Green gefüllter Neuronen im dem oberen Teil der CP.        

B Aufeinanderfolgende Veränderungen der relativen Fluoreszenzänderung (F/F0) in den in A 

markierten Neuronen (weiße Kreise). Die Applikation von 100 µM GABA führte in allen Neuronen 

zu einem Ca2+-Einstrom. 100 µM CACA hingegen induzierte keinen Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration.  

 

In der CP hatte die Blockade von GABAC-Rezeptoren durch 50 µM TPMPA keinen 

signifikanten (93,8 ± 4,8% der Kontrolle, p = 0,107) Effekt auf die GABA-

induzierten Ca2+-Transienten (n = 29 Zellen in 4 Schnitten; Abb.20A+C). In An-

wesenheit von 100 µM BMI (n = 80 Zellen in 11 Schnitten) oder bei Co-Applikation 

von 100 µM BMI und 50 µM TPMPA (n = 29 Zellen in 4 Schnitten) war der GABA-

induzierte Ca2+-Einstrom komplett blockiert (Abb.20B+C).  
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Abb.20: Effekt von TPMPA und BMI auf die GABA-induz ierten Ca2+-Transienten in Neuronen 

der CP. A Die GABA-induzierten Ca2+-Antworten wurden durch Zugabe von 50 µM TPMPA nicht 

signifikant verändert. Die Co-Applikation von 100 µM BMI und 50 µM TPMPA blockierte die 

GABA-induzierte Ca2+-Transienten. B Die Applikation von 100 µM BMI blockierte den GABA-

induzierten Ca2+-Einstrom. C Statistische Analyse der relativen GABA-Antworten: 50 µM TPMPA 

hatte keinen signifikanten Effekt auf den GABA-induzierten Ca2+-Einstrom, wohingegen 100 µM 

BMI und die Co-Applikation von BMI und TPMPA den Ca2+-Einstrom in allen Zellen blockierten. 

Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den 

Wilcoxon-Test, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05.  

 

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen in der CP zeigten, dass in dieser Schicht 

GABAC-Rezeptoren nicht funktionell nachgewiesen werden können.  

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung, dass 

GABAC-Rezeptoren in der IZ, aber nicht in der CP funktionell exprimiert werden. 

GABAA-Rezeptoren werden hingegen sowohl in der IZ als auch in der CP 

exprimiert. 
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5.1.3 Unterschiedliche Funktionen von GABAA- und GABAC-Rezeptoren 

während der radiale Migration 

Um zu untersuchen, welche Funktionen GABAA- und GABAC-Rezeptoren bei der 

radialen Migration im präfrontalen Kortex haben, wurde eine BrdU-basierte in vitro 

Migrationsanalyse an organotypischen, kortikalen Schnitten von E17- oder E18-

Mausembryonen durchgeführt. Dazu wurden die organotypischen Schnittkulturen 

48 Stunden mit spezifischen GABA-Rezeptor-Antagonisten und -Agonisten inku-

biert und die Veränderungen in der Migration der Neurone bestimmt.  

Die Zugabe von 100 µM PTX, ein unspezifischer Antagonist für ionotrope GABA-

Rezeptoren, reduzierte die Migration (Abb.21A). Dies zeigte sich dadurch, dass im 

Vergleich zu unbehandelten Schnitten in den Regionen II und III signifikant 

(p < 0,0001 in Region II, p = 0,0287 in Region III) weniger (-32,8% in Region II,      

-28,7% in Region III) BrdU-positive Neurone vorhanden waren (n = 25 Schnitte). 

Die Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war dementsprechend in der Region I 

signifikant (p < 0,0001) erhöht (+32,4%, Abb.21B).  

Um zwischen der Rolle von GABAA- und GABAC-Rezeptoren bei der radialen 

Migration unterscheiden zu können, wurden spezifische Antagonisten für jeden 

Rezeptor verwendet. Die Zugabe des spezifischen GABAA- Rezeptor-Antagonisten 

BMI führte zu einer Verstärkung der Migration (Abb.21A). In der Region III 

befanden sich signifikant (p = 0,0044) mehr BrdU-positive Neurone (+44,2%) als bei 

den unbehandelten Schnitten (n = 33 Schnitte, Abb.21C).  
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Abb.21: Effekt von PTX und BMI auf die radiale Migr ation. A Repräsentatives Bild der 

Verteilung BrdU-positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links), bei Zugabe von 100 µM PTX 

(Mitte) und bei Zugabe von 100 µM BMI (rechts). Zur Analyse der Migrationsrate wurde der Kortex 

in drei Regionen geteilt und die relative Anzahl der BrdU-positiven Neurone innerhalb der Regionen 

gezählt (Maßstab = 100 µm). B PTX inhibierte die Migration kortikaler Neurone in organotypischen 

Schnittkulturen. Die Anzahl der BrdU-positiven Neurone war in den Regionen II und III signifikant 

reduziert, während in der Region I mehr Neurone verblieben. C BMI förderte die Migration. 

Signifikant mehr BrdU-positive Zellen waren in der Region III zu sehen. Die Balkendiagramme geben 

den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, 

* = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05. 

 

In einem weiteren Experiment wurde gezielt die Rolle der GABAC-Rezeptoren 

während der radialen Migration unter Verwendung des spezifischen GABAC-

Rezeptor-Antagonisten TPMPA untersucht. Die Applikation von TPMPA reduzierte 

die radiale Migration (Abb.22A). Die relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen 

war in den Regionen II und III signifikant (p = 0,0053 in Region II, p = 0,0206 in 

Region III) reduziert (-16,7% in Region II, -28,2% in Region III). Dementsprechend 

verblieben signifikant (p = 0,0003) mehr Neurone (+19,6%) in Region I (n = 

33 Schnitte, Abb.22B).  

Da PTX in der eingesetzten Konzentration auch Glyzinrezeptoren, die homomer aus 

α-Untereinheiten aufgebaut sind (Pribilla et al., 1992; Bormann et al., 1993), 

inaktiviert, wurde in einem nächsten Experiment untersucht, ob die Co-Applikation 
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von 100 µM BMI und 50 µM TPMPA zu dem gleichen Ergebnis wie die PTX-

Applikation führt (Abb.22C). Bei der Zugabe von BMI und TPMPA war die Anzahl 

der BrdU-positiven Neurone in der Region III signifikant (p = 0,006) reduziert         

(-35,6%). Signifikant (p = 0,024) mehr Neurone (+10,7%) blieben in der Region I 

(n = 35 behandelte Schnitte, 46 Kontrollschnitte). Die Co-Applikation von BMI und 

TPMPA hatte also einen vergleichbaren Effekt wie die Applikation von PTX.  

 

Abb.22: Effekt von TPMPA und TPMPA plus BMI auf die radiale Migration.  A Repräsentatives 

Bild der Verteilung BrdU-positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links), bei Zugabe von 

50 µM TPMPA (Mitte) und bei Co-Applikation von 50 µM TPMPA plus 100 µM BMI 

(TPMPA+BMI, rechts) (Maßstab = 100 µm). B Durch die Zugabe von 50 µM TPMPA war die 

relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen in den Regionen II und III signifikant reduziert und in 

der Region I erhöht. C Die Co-Applikation von 50 µM TPMPA und 100 µM BMI verringerte die 

Migration. Die Anzahl der BrdU-positiven Neurone in der Region III war signifikant reduziert und in 

der Region I erhöht. Die Balkendiagramme geben den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse 

erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05. 

 

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, welchen Effekt die Aktivierung von 

GABAC-Rezeptoren durch den spezifischen Agonisten CACA auf die radiale 

Migration hat. Die Applikation von 100 µM CACA inhibierte die radiale Migration 

(Abb.23A). Die relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war in den Regionen II 

und III signifikant (p = 0,0274 in Region II, p = 0,0167 in Region III) verringert             

(-7,8% in Region II, -41% Region III). Dafür befanden sich signifikant (p = 0,0068) 
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mehr BrdU-positive Neurone (+14,1%) in der Region I (n = 15 behandelte Schnitte, 

25 Kontrollschnitte, Abb.23B).  

 

Abb.23: Effekt von CACA auf die radiale Migration. A Repräsentatives Bild der Verteilung BrdU-

positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links) und bei Zugabe von 100 µM CACA (rechts) 

(Maßstab = 100 µm). B 100 µM CACA reduzierte die Anzahl an BrdU-positiven Neuronen in den 

beiden Regionen II und III, wohingegen die Anzahl in der Region I erhöht war. Das Balkendiagramm 

gibt den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test,          

* = p < 0,05, ** = p < 0,01 

 

Mit dieser Migrationsstudie konnte gezeigt werden, dass GABAC-Rezeptoren die 

radiale Migration fördern. Dass PTX oder die Kombination aus BMI und TPMPA 

den gleichen Effekt wie der GABAC-Rezeptor-Antagonist TPMPA hatte, deutete 

darauf hin, dass der fördernde Effekt der GABAC-Rezeptoren über die inhibitorische 

Wirkung der GABAA-Rezeptoren dominiert.  
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5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des ersten Teils 

Das Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war, die Expression von GABAC-

Rezeptoren im unreifen Kortex nachzuweisen und ihre Rolle bei der radialen 

Migration zu untersuchen. Anhand von RT-PCR- und Westernblot-Experimenten 

konnte die Expression der GABAC-Rezeptor-mRNA und des GABAC-Rezeptor-

Proteins nachgewiesen werden. Die in situ-Hybridisierungs-Experimente zeigten, 

dass die GABAC-Rezeptoren ausschließlich in unteren Regionen des Kortex 

exprimiert werden, wobei keine Expression oberhalb der IZ zu erkennen ist. Durch 

die Analyse von GABA-induzierten Ca2+-Transienten in der IZ und CP konnte 

bewiesen werden, dass die GABAC-Rezeptoren auch funktionell in wenigen 

Neuronen der IZ exprimiert werden, wohingegen GABAA-Rezeptoren in Neuronen 

der IZ und CP vorkommen. Die Migrationsanalysen zeigten, dass GABAC-

Rezeptoren die Migration fördern und dass dieser Effekt über den GABAA-Rezeptor-

vermittelten Migrationsstop dominiert. 
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5.2 Einfluss der Glyzinrezeptoren auf die radiale Migration 

und ihre Aktivierung durch einen endogenen Liganden 

 

Glyzinrezeptoren sind bereits während der frühen Kortexentwicklung in Ratten und 

Mäusen vorhanden und induzieren ebenfalls eine Membran-Depolarisation in 

Neuronen des unreifen Kortex (Malosio et al., 1991; Flint et al., 1998; Okabe et al., 

2004; Kilb et al., 2008). Obwohl die funktionelle Expression von Glyzinrezeptoren 

in migrierenden Neuronen nachgewiesen wurde (Flint et al., 1998), wurde die 

Beteiligung der Glyzinrezeptoren an der radialen Migration bislang nicht untersucht. 

Ziel dieses zweiten Teils der vorliegenden Arbeit beinhaltete, die Rolle der 

Glyzinrezeptoren während der radialen Migration zu analysieren und die Auswir-

kung potentieller Glyzinrezeptor-Agonisten auf die Migration zu testen. 

 

5.2.1 Förderung der radialen Migration durch Glyzinrezeptoren  

Zur Untersuchung der Rolle von Glyzinrezeptoren während der radialen Migration 

im präfrontalen Kortex wurden in vitro Migrationsanalysen an organotypischen 

Schnittkulturen von E16-Mausembryonen durchgeführt. 

In einem ersten Experiment wurde 1 µM Strychnin, welches in dieser Konzentration 

überwiegend Glyzinrezeptoren inhibiert (Sergeeva, 1998) hinzugefügt. Die 

Strychnin-Applikation führte zu einer Reduktion der radialen Migration (Abb.24A). 

Die relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war im Vergleich zu den 

Kontrollschnitten in der Region III signifikant (p = 0,0002) reduziert (-53,8%), 

wohingegen die Anzahl der Neurone in der Region I signifikant (p = 0,006) höher 

(+13,3%) war (n = 31 Kontrollschnitte, 30 behandelte Schnitte, Abb.24B).  
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Abb.24: Effekt von Strychnin auf die radiale Migration. A Repräsentatives Bild der Verteilung 

BrdU-positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links) und bei Zugabe von 1 µM Strychnin 

(rechts) (Maßstab = 100 µm). B Strychnin inhibierte die radiale Migration. Die Anzahl der BrdU-

positiven Neurone war in der Region III signifikant reduziert, wohingegen in der Region I signifikant 

mehr Neurone verblieben. Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert + SEM an. Die statistische 

Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05 

 

Diese Migrationsstudie zeigte, dass Glyzinrezeptoren an der Kontrolle der radialen 

Migration kortikaler Neurone beteiligt sind. Die Inhibition der Migration durch 

Strychnin legte die Vermutung nahe, dass die Glyzinrezeptoren die Migration 

fördern.  

 

In einem weiteren Experiment wurde die Auswirkung des Glyzinrezeptor-Agonisten 

Glyzin auf die radiale Migration untersucht (Abb.25A+B). Die Zugabe von 500 µM 

Glyzin führte zu keiner signifikanten Veränderung der Migration (n = 

77 Kontrollschnitte, 56 behandelte Schnitte). Die fehlende Wirkung des 

Neurotransmitters in diesen Experimenten könnte auf die Aktivität der Glyzin-

Transporter I und II und auf die schnelle Aufnahme des extrazellulären Glyzins 

zurückzuführen sein. Um die extrazelluläre Glyzinkonzentration durchgehend zu 

erhöhen, wurden in den nächsten Experimenten entweder der Glyzin-Transporter I 

oder der Glyzin-Transporter II durch die spezifischen Inhibitoren ALX 5407 (Aubrey 

und Vandenberg, 2001; Mallorga et al., 2003) oder ALX 1393 (Lechner, 2000) 
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blockiert. Die Applikation von 0,1 µM ALX 5407 führte zu keiner signifikanten 

Veränderung der Migration (n = 28 behandelte Schnitte, 36 Kontrollschnitte, 

Abb.25C). Auch die Applikation von 0,5 µM ALX 1393 hatte keinen signifikanten 

Effekt auf die Migration (n = 36 Kontrollschnitte, 28 behandelte Schnitte, Abb.25D). 

Die Applikation von 500 µM Glyzin mit gleichzeitiger Blockade der Glyzin-

Transporter I und II hingegen führte zu einer Hemmung der Migration (Abb.25E). In 

der Region I war die relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen signifikant 

(p = 0,0050) erhöht (+10,1%), während in der Region III signifikant (p = 0,0016) 

weniger Neurone vorhanden waren (-40,5%, n = 36 Schnitte, 76 Kontrollschnitte). 

 

Abb.25: Effekt von Glyzin und von Glyzintransporter-Inhibitoren auf die radiale Migration.          

A Repräsentatives Bild der Verteilung BrdU-positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links) und 

bei Zugabe von 500 µM Glyzin plus 0,1 µM ALX 5407 und 0,5 µM ALX 1393 (rechts, Maßstab = 

100 µm). B Die Zugabe von 500 µM Glyzin hatte keinen Einfluss auf die Migration. Die relative 

Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war in keiner Region signifikant verschieden. C+D Weder die 

Inhibition des Glyzin-Transporters I durch ALX 5407 (C) noch die des Glyzin-Transporters II durch 

ALX 1393 (D) veränderte signifikant die radiale Migration. E Die Co-Applikation von Glyzin mit den 

beiden Transporter-Inhibitoren verringerte die Migration. Signifikant mehr Neurone befanden sich in 

der Region I und signifikant weniger in der Region III. Die Balkendiagramme geben den Mittelwert + 

SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, ** = p < 0,01, ns = p < 0,05 

 

Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass die Inhibition, aber auch die 

Aktivierung von Glyzinrezeptoren die radiale Migration kortikaler Neuronen 

reduziert.  
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5.2.2 Die Rolle von Taurin als endogener Ligand der Glyzinrezeptoren  

Es wird angenommen, dass während der frühen Kortexentwicklung nicht Glyzin, 

sondern Taurin der endogene Ligand von Glyzinrezeptoren ist (Flint et al., 1998). 

Die Applikation von 2 mM Taurin führte zu einer verringerten Migration (Abb.26A). 

In der Region III waren signifikant (p = 0,0108) weniger BrdU-gefärbte Neurone zu 

finden (-39,1%), wohingegen sich in der Region I signifikant (p = 0,0068) mehr 

(+13,9%) Neurone befanden (n = 32 behandelte Schnitte, 25 Kontrollschnitte, 

Abb.26B).  

Da Taurin nicht ausschließlich Glyzinrezeptoren, sondern auch GABA-Rezeptoren 

aktiviert, wurden in einem nächsten Experiment alle bekannten GABA-Rezeptoren 

spezifisch inhibiert, um einen Glyzinrezeptor-vermittelten Effekt von Taurin auf die 

Migration erkennen zu können. Zu diesem Zweck wurden die Kontrollschnitte mit 

5 µM Gabazin (ein spezifischer GABAA-Rezeptor-Antagonist), 100 µM CPG 3534 

(ein spezifischer GABAB-Rezeptor-Antagonist) und 50 µM TPMPA (ein spezifischer 

GABAC-Rezeptor-Antagonist) inkubiert. Dies führte zu einer signifikanten Abnahme 

der Migration (Abb.26C). In den Regionen II und III war die Anzahl der BrdU-

positiven Neuronen signifikant (p = 0,0091 in Region II, p = 0,0258 in Region III) 

reduziert (-18,9% in Region II, -49,3% in Region III). Dementsprechend befanden 

sich in der Region I signifikant (p = 0,0009) mehr BrdU-positive Neurone (+23,94, 

n = 18 Schnitte, Kontrollschnitte aus vorausgegangenen Experimenten). In einer an-

schließenden Versuchsreihe wurden 2 mM Taurin zu den GABA-Rezeptor-

Antagonisten gegeben (Abb.26C+D). Die Taurinapplikation führte unter diesen 

Bedingungen zu einer Verstärkung der Migration. In der Region I befanden sich 

signifikant (p = 0,0017) weniger (-14,6%) BrdU-gefärbte Neurone (Abb.26D). In der 

Region II waren signifikant (p = 0,0147) mehr BrdU-positive Neurone (+32,8%) 

erkennbar (n = 18 Schnitte ohne Taurin, 20 Schnitte mit Taurin). Die Migration war 

trotz Taurinzugabe leicht reduziert. Verglichen mit unbehandelten Kontrollschnitten 

befanden sich signifikant (p = 0,0283) mehr Neurone in der Region I (+10,6%, 

n = 20 Schnitte mit GABA-Rezeptor-Antagonisten plus 2 mM Taurin, 

52 Kontrollschnitte aus vorausgegangenen Experimenten).  
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Abb.26: Effekt von Taurin auf die radiale Migration . A Repräsentatives Bild der Verteilung BrdU-

positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links) und in Anwesenheit von 2 mM Taurin (rechts) 

(Maßstab = 100 µm). B Die Applikation von 2 mM Taurin hemmte die Migration. Die Anzahl BrdU-

positiver Neurone war in der Region I signifikant erhöht und in Region III signifikant verringert.               

C Repräsentatives Bild der Verteilung BrdU-positiver Neurone bei Blockade aller GABA-Rezeptoren 

(links) und bei Zugabe von Taurin zu den GABA-Rezeptor-Antagonisten (rechts). D Nach Inhibition 

der GABA-Rezeptoren verstärkte Taurin die Migration. Die Anzahl der BrdU-gefärbten Neurone war 

in der Region I signifikant reduziert und in Region II signifikant erhöht. Die Balkendiagramme geben 

den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, 

* = p < 0,05, ** = p < 0,01, ns = p > 0,05. 

 

Diese Experimente wiesen darauf hin, dass Taurin durch Aktivierung von GABA-

Rezeptoren die Migration inhibiert und durch Aktivierung von Glyzinrezeptoren die 

Migration fördert. 

 

Die Blockade des Taurin-Transportes durch Guanidino-Ethansulfonat (GES) führte 

zu einer Reduktion der intrazellulären Taurinkonzentration (Maar et al., 1995) und zu 

einer erhöhten extrazellulären Taurinkonzentration (Flint et al., 1998). Um zu unter-
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suchen, welche Folgen diese Veränderungen der Taurinkonzentration auf die radiale 

Migration haben, wurden die kortikalen Schnittkulturen mit 300 µM GES inkubiert 

(Abb.27A). Dies führte zu einer starken Reduktion der Migration. Es verblieben 

signifikant (p = 0,0001) mehr BrdU-gefärbte Neurone in der Region I (+17,9%). 

Auch waren signifikant (p = 0,0061) weniger Neurone (-43,9%) in der Region III zu 

finden (n = 42 behandelte Schnitte, 52 Kontrollschnitte). Der Effekt von GES auf die 

Migration konnte vollständig durch die Zugabe von 2 mM Taurin aufgehoben 

werden. In Anwesenheit von GES und 2 mM Taurin migrierten die Neurone nicht 

signifikant verschieden zu den Neuronen der Kontrollschnitte (n = 36 Schnitte, 

Abb.27B).  

 

Abb.27: Effekt von GES auf die radiale Migration. A Repräsentative Bilder der Verteilung BrdU-

positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links), bei Zugabe von 300 µM GES (Mitte) und Co-

Applikation von 300 µM GES und 2 mM Taurin (rechts). B GES führte zu einer starken Reduktion 

der Migration. Signifikant mehr Neurone befanden sich in der Region I und signifikant weniger in der 

Region III. Taurin in Anwesenheit von GES verstärkte die Migration. In keiner Region unterschied 

sich die Migration signifikant von den Kontrollen. Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SEM 

an. Die statistische Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, 

ns = p > 0,05 
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Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dass die Zugabe von GES die Migration 

hemmt und dieser Effekt durch Zugabe von Taurin aufgehoben wird. 

 

5.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse des zweiten Teils 

In diesem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 

radiale Migration kortikaler Neurone durch Zugabe des Glyzinrezeptor-Antagonisten 

Strychnin und durch Zugabe von Glyzin, bei gleichzeitiger Blockade zellulärer 

Aufnahme-Mechanismen, inhibiert wird. Im Gegensatz dazu fördert der endogene 

Glyzinrezeptor-Agonist Taurin die radiale Migration, wenn alle GABA-Rezeptoren 

inhibiert werden. Insgesamt zeigten diese Experimente, dass Glyzinrezeptoren 

fördernd auf die radiale Migration wirken und weisen darauf hin, dass die 

Glyzinrezeptoren durch Taurin aktiviert werden können. 
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6. Diskussion 

 

6.1 Expression von GABAC-Rezeptoren im immaturen 

Kortex und ihre Rolle während der radialen Migration  

 

6.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Der erste Teil der vorliegenden Dissertation behandelte die Expression von GABAC-

Rezeptoren im immaturen Kortex und ihre Rolle während der radialen Migration von 

kortikalen Neuronen.  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass (i) GABAC-Rezeptoren im 

Kortex von E17-Mausembryonen auf mRNA- und Proteinebene exprimiert werden 

und dass sich die mRNA-Expression auf die VZ/SVZ und IZ des Kortex beschränkt, 

dass (ii) die GABAC-Rezeptoren funktionell in der IZ und nicht im oberen Bereich 

der CP exprimiert werden, wohingegen GABAA-Rezeptoren in beiden Regionen 

funktionell sind, dass (iii) GABAC-Rezeptoren unter physiologischen Bedingungen 

die radiale Migration fördern und damit eine entgegengesetzte Wirkung zu GABAA-

Rezeptoren haben und dass (iv) der migrationsfördernde Effekt von GABAC-

Rezeptoren über den migrationshemmenden Effekt der GABAA-Rezeptoren 

dominiert. 

 

6.1.2 Expression der GABAC-Rezeptoren auf mRNA- und Proteinebene im 

pränatalen Kortex 

Die Expression von GABAC-Rezeptoren wurde bereits in einigen Arealen des frühen 

postnatalen Gehirns (Rozzo et al., 2002) und in der Proliferationszone des immaturen 

Kortex nachgewiesen (Fukui et al., 2008). Entsprechend konnte in der vorliegenden 

Arbeit die mRNA- und Protein-Expression von ρ1- und ρ2-Untereinheiten im Kortex 
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von E17-Mausembryonen nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die 

mRNA der ρ2-Rezeptor-Untereinheit ausschließlich in der unteren Hälfte des Kortex 

exprimiert wird. Die Expression ist vor allem in der VZ und SVZ besonders stark. In 

der IZ exprimieren nur wenige Zellen die mRNA der ρ2-Rezeptor-Untereinheit und 

oberhalb der IZ ist keine Expression mehr zu erkennen. Die Expression von GABAC-

Rezeptoren scheint sich im Kortex also auf die proliferierenden und migrierenden 

Neuronen in der VZ/SVZ und IZ zu beschränken.  

 

6.1.3 Funktionelle Expression von GABAC-Rezeptoren in der IZ 

Die funktionelle Expression von GABAA- und GABAC-Rezeptoren wurde mit Ca2+-

mikrofluorimetrischen Messungen analysiert. In unreifen Neuronen bewirkt GABA 

eine Depolarisation der Zellmembran (Luhmann und Prince, 1991; Owens et al., 

1996; Achilles et al., 2007). Diese ist ausreichend, um spannungsaktivierte Ca2+-

Kanäle zu öffnen und die intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu erhöhen (Owens et al., 

1996). Ca2+-Transienten sind für die Regulation der neuronalen Migration essentiell 

(Komuro und Rakic, 1998; Komuro und Kumada, 2005). 

Mit der Methode der kalziumabhängigen Fluoreszenzmessung konnten die GABA-

induzierten Ca2+-Transienten durch einen Ca2+-bindenden Fluoreszenzfarbstoff 

sichtbar gemacht werden. Es konnte gezeigt werden, dass in der IZ sowohl GABA 

als auch CACA einen Ca2+-Einstrom induzieren. In der CP hingegen kann CACA 

keinen Ca2+-Einstrom auslösen. Der spezifische GABAC-Rezeptor-Antagonist 

TPMPA inhibiert ebenfalls nur in der IZ die GABA-induzierten Ca2+-Transienten. In 

den meisten Neuronen der IZ und in allen Neuronen der CP wurden die GABA-

induzierten Ca2+-Transienten durch den GABAA-Rezeptor-Antagonisten BMI 

inhibiert. Allerdings konnten in wenigen Neuronen der IZ ein BMI-insensitiver Ca2+-

Einstrom gemessen werden. Zusammenfassend wurden in der IZ größtenteils 

Neurone nachgewiesen, die GABAA- und GABAC-Rezeptoren besitzen, aber auch 

einige wenige Neurone, die entweder nur GABAA-Rezeptoren oder nur GABAC-

Rezeptoren zu haben scheinen. Im Gegensatz dazu wurde in der CP keine 

funktionelle GABAC-Rezeptor-Expression entdeckt. In dieser kortikalen Schicht 

zeigten in allen untersuchten Zellen CACA und TPMPA keine Wirkung, während 
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alle GABAergen Ca2+-Transienten durch BMI vollständig blockiert wurden. Damit 

untermauert die Fluoreszenzmessung das Ergebnis der in situ-Hybridisierung.  

Dennoch weist die kalziumabhängige Fluoreszenzmessung in der IZ einige 

Unstimmigkeiten auf. Die Anzahl an Neuronen, deren GABA-induzierte Ca2+-

Transienten durch TPMPA beeinflusst wurden (etwa 80%), war deutlich höher als 

die Anzahl der Neuronen, in denen die GABA-induzierten Ca2+-Transienten nicht 

durch BMI inhibiert wurden (etwa 10%). Zusätzlich wurden nur etwa 10% der 

Neurone der IZ komplett durch TPMPA blockiert, obwohl etwa 70% der Neurone 

auf CACA reagierten. Ein unspezifischer Effekt von CACA auf GABAA-Rezeptoren 

kann in diesen Experimenten ausgeschlossen werden, da sie in Gegenwart von 

100 µM BMI durchgeführt wurden. Diese Diskrepanz könnte jedoch durch GABA-

Rezeptoren hervorgerufen werden, die aus einer Kombination von GABAA- und 

GABAC-Rezeptor-Untereinheiten bestehen (Hartmann et al., 2004; Milligan et al., 

2004). Solche GABA-Rezeptoren, in denen die ρ1-Untereinheiten mit α1- und γ2-

Untereinheiten Komplexe bilden (Milligan et al., 2004), weisen eine gemischte 

Pharmakologie auf. Sie reagieren auf CACA, können jedoch sowohl durch BMI als 

auch durch TPMPA blockiert werden (Hartmann et al., 2004).  

Ob die Zugabe von 100 µM BMI zu einer vollständigen oder teilweisen Hemmung 

der GABAergen Ca2+-Transienten führt, kann anhand der kalziumabhängigen 

Fluoreszenzmessung nicht geklärt werden. Mit dieser Methode können, im 

Gegensatz zur Patch-Clamp-Methode, keine unterschwelligen Depolarisationen 

festgestellt werden. Darüber hinaus wurde in dieser Studie aufgrund der großen Stan-

dardabweichung eine relativ hohe Schwelle festgelegt, ab der Fluoreszenz-

änderungen als GABA-induzierte Ca2+-Transienten klassifiziert werden.  
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6.1.4 Die Rolle von GABAC-Rezeptoren während der radialen Migration  

Dass GABA-Rezeptoren die neuronale Migration beeinflussen können, wurde bereits 

für viele Zelltypen gezeigt, wie für Interneurone (Lopez-Bendito et al., 2003; Cuzon 

et al., 2006), für Neurone des olfaktorischen Systems (Bolteus und Bordey, 2004; 

Gascon et al., 2006) und Neurone des Hippokampus (Manent et al., 2005). Auch ein 

konzentrationsabhängiger Effekt von GABA und die spezifische Rolle von GABA-

Rezeptoren mit unterschiedlicher GABA-Affinität wurden im pränatalen Kortex 

nachgewiesen (Behar et al., 1996; Owens et al., 1999). In den in vitro und in vivo 

Migrationsstudien an Ratten wurde bereits gezeigt, dass die Blockade von GABAA-

Rezeptoren durch BMI die radiale Migration verstärkt (Behar et al., 2000; Heck et 

al., 2007). Die Studien zeigten, dass GABAA-Rezeptoren für die Beendigung der 

Migration verantwortlich sind (Behar et al., 2000; Heck et al., 2007). Diese Ergeb-

nisse konnten in der vorliegenden Arbeit mit kortikalen Schnittkulturen von Mäusen 

bestätigt werden. Auch in Mäusen führt BMI zu einer verstärkten Migration. 

Ebenfalls konnte verifiziert werden, dass PTX, ein unspezifischer Antagonist für 

ionotrope GABA-Rezeptoren, die radiale Migration massiv hemmt. Dass BMI eine 

andere Wirkung auf die Migration zeigt als PTX, weist darauf hin, dass mindestens 

ein weiterer Faktor neben den GABAA-Rezeptoren eine Rolle bei der Modulation der 

Migration spielt.  

Um zu untersuchen, welche Rolle GABAC-Rezeptoren während der radialen 

Migration spielen, wurden in der vorliegenden Studie Migrationsanalysen mit dem 

spezifischen GABAC-Rezeptor-Antagonisten TPMPA und dem GABAC-Rezeptor-

Agonisten CACA durchgeführt. Die Zugabe von TPMPA führte zu einer 

verringerten Migration, ähnlich wie bei PTX. Daraus lässt sich schließen, dass 

GABAC-Rezeptoren eine migrationsfördernde Rolle während der radialen Migration 

einnehmen. Da die Applikation von PTX und die Co-Applikation von TPMPA und 

BMI ebenfalls die Migration hemmen, scheint die migrationsfördernde Rolle der 

GABAC-Rezeptoren über die migrationshemmende Rolle der GABAA-Rezeptoren zu 

dominieren.  

Die Zugabe des spezifischen GABAC-Rezeptor-Agonisten CACA führte ebenfalls zu 

einer verringerten Migration. Dieses Ergebnis scheint zuerst widersprüchlich, da bei 
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Applikation von Agonisten und Antagonisten im Prinzip gegensätzliche Resultate 

erwartet werden. Es wurde jedoch bereits im Kortex von Ratten gezeigt, dass der 

GABAA-Rezeptor-Agonist Muscimol die gleiche Wirkung auf die Migration hat wie 

der GABAA-Rezeptor-Antagonist BMI. Dies wurde mit einer Desensitivierung der 

GABAA-Rezeptoren durch die lang anhaltende Applikation des Agonisten und durch 

einen daraus resultierenden funktionellen Verlust der GABA-Rezeptor-vermittelten 

Antworten begründet (Heck et al., 2007). Auch wenn GABAC-Rezeptoren weniger 

schnell desensitivieren als GABAA-Rezeptoren (Bormann und Feigenspan, 1995), 

könnte die massive und lang anhaltende Applikation von CACA zu einer 

Desensitivierung von GABAC-Rezeptoren führen. Ebenso könnte es sein, dass die 

CACA-induzierte Aktivierung der ionotropen GABAC-Rezeptoren die intrazelluläre 

Cl--Konzentration so stark senkt, dass keine spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle mehr 

aktiviert werden können. Dazu könnte insbesondere beitragen, dass der Cl--

Transporter NKCC1 in unreifen Neuronen nur zu einer relativ langsamen Wieder-

auffüllung der intrazellulären Cl--Konzentration führt (Achilles et al., 2007). Ein 

letzter Grund für die gleiche Wirkung der Agonisten und Antagonisten könnte darin 

liegen, dass die Rezeptoren durch den Überfluss an extrazellulären Botenstoffen das 

relevante Migrationssignal nicht erkennen. Dass CACA auf Rezeptoren mit 

gemischter Pharmakologie in migrierenden Neuronen wirken könnte (Hartmann et 

al., 2004), kann nicht ausgeschlossen werden. Da diese Rezeptoren jedoch von BMI 

und TPMPA inhibiert werden, diese beiden Antagonisten aber unterschiedliche 

Wirkungen auf die Migration aufweisen, ist davon auszugehen, dass diese 

„gemischten“ Rezeptoren die radiale Migration nicht entscheidend beeinflussen. 

Dass CACA über Depolarisation durch GABAA-Rezeptoren einen frühzeitigen Stop 

der Migration auslöst, kann hingegen ausgeschlossen werden, da CACA in dieser 

Konzentration nicht oder nur minimal GABAA-Rezeptoren aktiviert (Kusama et al., 

1993; Bormann und Feigenspan, 1995).  
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6.1.5 Potentielle Funktionen und Interaktionen der GABAC-Rezeptoren  

Die Expression der ρ2-Untereinheit in der VZ und SVZ unterstützt die Theorie, dass 

PTX-sensitive Rezeptoren die Migration von der VZ/SVZ in die IZ fördern (Behar et 

al., 2000). Dies könnte darüber hinaus auch auf eine Rolle von GABA-Rezeptoren 

mit ρ-Untereinheiten während der Proliferation hinweisen. Aus früheren Studien ist 

bekannt, dass GABA die Proliferation von Vorläuferzellen der VZ verstärkt und von 

Vorläuferzellen der SVZ verringert (Owens et al., 1999). Der GABA-induzierte 

Effekt auf die Proliferation in der VZ wird jedoch nicht durch BMI inhibiert (Owens 

et al., 1999), was darauf schließen lässt, dass andere GABA-Rezeptoren, wie zum 

Beispiel GABAC-Rezeptoren, an der Kontrolle der Proliferation in der VZ beteiligt 

sind. 

Die funktionelle Expression der GABAC-Rezeptoren in der IZ weist darauf hin, dass 

die migrationsfördernde Wirkung der GABAC-Rezeptoren auch in der IZ vermittelt 

wird. Die IZ ist für die radiale und tangentiale Migration von besonderer Bedeutung. 

Die Mehrheit der tangential migrierenden Neuronen ist sowohl in der SVZ als auch 

in der IZ zu finden (O'Rourke et al., 1995; Jimenez et al., 2002; Marín und 

Rubenstein, 2003). Die IZ ist auch eine Schlüsselregion für radial migrierende 

Neurone, die dort in die sogenannte multipolare Phase übergehen (Tabata und 

Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004), um anschließend entweder radial oder 

tangential weiterzuwandern (Tabata und Nakajima, 2003). Die multipolare Phase der 

Migration ist ein kritischer Punkt während der radialen Migration. Verschiedene 

Missbildungen des Kortex basieren auf einer Störung dieses Stadiums (LoTurco und 

Bai, 2006). Für die morphologischen Veränderungen während der multipolaren 

Phase werden unter anderem Modifikationen im Zytoskelett benötigt, woran ver-

schiedene MAPs und Aktin-bindende Proteine beteiligt sind (Jimenez-Mateos et al., 

2005). Von dem Mikrotubuli-assoziierten Protein MAP1B wurde gezeigt, dass es die 

radiale Migration moduliert, indem es das Neuritenwachstum, die Stabilität der 

Mikrotubuli und die Interaktion zwischen Mikrotubuli- und Aktinfilamenten 

beeinflusst (Gonzalez-Billault et al., 2005). In retinalen Synapsen interagieren die 

GABAC-Rezeptor-Untereinheiten ρ1 und ρ2 direkt mit dem MAP1B-Protein (Hanley 
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et al., 1999; Billups et al., 2000), wobei die Verbindung mit dem Zytoskelett die 

Affinität von GABAC-Rezeptoren verringert (Billups et al., 2000).  

Dass die GABAC-Rezeptoren in der IZ exprimiert werden, könnte darauf hinweisen, 

dass GABAC-Rezeptoren eine Rolle während des multipolaren Migrationsstadiums 

und bei der Orientierung der Neurone spielen. Dies könnte durch Interaktionen mit 

dem Zytoskelett vermittelt werden, wie beispielsweise über das Protein MAP1B. Ob 

die direkte Interaktion von GABAC-Rezeptoren mit dem Zytoskelett einen Einfluss 

auf die radiale Migration kortikaler Neurone ausübt, konnte im Rahmen dieser 

Dissertation jedoch nicht geklärt werden. Wahrscheinlich ist, dass die Migration 

durch die GABAC-Rezeptor-induzierten Ca2+-Transienten und durch intrazelluläre, 

Ca2+-abhängige Signalwege gefördert wird (Komuro und Rakic, 1998). 

 

6.1.6 Wie kann die Aktivierung der GABAA- und GABAC-Rezeptoren 

gegensätzliche Migrationssignale induzieren?  

Während der frühen kortikalen Entwicklung führt die Aktivierung von ionotropen 

GABA-Rezeptoren zu einem Cl--Einstrom in das Neuron, welches dadurch 

depolarisiert wird und spannungsabhängige Ca2+-Kanäle öffnet (Ben-Ari et al., 1989; 

Luhmann und Prince, 1991; Owens et al., 1996; Achilles et al., 2007; Dresbach et al., 

2008). Dass die intrazelluläre Ca2+-Konzentration eine große Rolle während der 

neuronalen Migration spielt, wurde bereits in einigen Studien belegt (Behar et al., 

1997; Lee et al., 1999; Owens et al., 2000) und ist bei der Migration zerebellarer 

Granularzellen besonders deutlich (Komuro und Rakic, 1998). In der vorliegenden 

Arbeit wurde gezeigt, dass GABA-induzierte Ca2+-Signale in der CP ausschließlich 

von GABAA-Rezeptoren vermittelt werden, wohingegen in der IZ auch die 

Aktivierung von GABAC-Rezeptoren einen Ca2+-Einstrom auslösen kann. Obwohl 

die Aktivierung von GABAA- und von GABAC-Rezeptoren zu einem Ca2+-Einstrom 

in ein Neuron führt, haben diese Rezeptoren gegensätzliche Wirkungen auf die 

Migration. Die durch GABAA-Rezeptoren induzierten Ca2+-Transienten führen zu 

einem Migrationsstop, wohingegen die GABAC-Rezeptoren-vermittelten Ca2+-Tran-

sienten die Migration fördern.  
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Es ist insgesamt wenig über die intrazellulären Mechanismen bekannt, über die das 

intrazelluläre Ca2+ die Migration unreifer Neurone kontrolliert (Komuro und 

Kumada, 2005). Dass Ca2+ unterschiedliche Wirkungen haben kann, je nachdem 

welchen Weg es in die Zelle nimmt, wurde im Zusammenhang mit synaptischen und 

extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren beschrieben (Hardingham et al., 2002). Der 

Ca2+-Einstrom durch synaptische NMDA-Rezeptoren induziert das Überleben des 

Neurons, wohingegen der Ca2+-Einstrom durch extrasynaptische NMDA-Rezeptoren 

zu einer Abschaltung von CREB und zu Apoptose führt (Hardingham et al., 2002). 

Es wäre denkbar, dass der Ca2+-Einstrom, abhängig von der Position der GABA-

Rezeptoren, unterschiedliche intrazelluläre Signale auslöst. Die unterschiedlichen 

kinetischen Eigenschaften (Bormann, 2000) der beiden GABA-Rezeptoren könnten 

ebenfalls dazu beitragen. Die dem Ca2+-Einstrom folgenden intrazellulären 

Signalwege könnten auch von der Position und vom Entwicklungsstadium des 

Neurons abhängig sein. Der Grund, warum die Ca2+-Signale, die durch GABAA-

Rezeptoren und durch GABAC-Rezeptoren induziert werden, eine unterschiedliche 

Wirkung auf die Migration haben, konnte im Rahmen dieser Studie nicht geklärt 

werden. 

 

6.1.7 Modifikation des Gradienten-Modells von Behar 

Behar entwickelte anhand früherer Studien (Behar et al., 1994; Behar et al., 1996; 

Behar et al., 1998; Owens et al., 1999) ein Modell zur Erklärung des GABAergen 

Einflusses auf die radiale Migration kortikaler Neurone (Behar et al., 2000). Nach 

diesem Modell ist GABA während der späten Embryonalentwicklung gradienten-

förmig verteilt, wobei GABA nahe der pialen Oberfläche am höchsten konzentriert 

auftritt und in der VZ/SVZ kaum noch vorhanden ist (Behar et al., 2000). Nach 

diesem Modell werden GABAA-Rezeptoren im gesamten Kortex exprimiert, aber 

aufgrund ihrer niedrigen Affinität zu GABA (EC50= 10-100 µM) (Bormann und 

Feigenspan, 1995) erst in den oberen kortikalen Schichten aktiviert. Dort wirkt die 

GABAA-Rezeptor-vermittelte Depolarisation als Stop-Signal und ist für die korrekte 

Beendigung der Migration verantwortlich (Behar et al., 2000; Heck et al., 2007). 

GABAB-Rezeptoren besitzen eine höhere GABA-Affinität (EC50 = 1,6 µM) 
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(Sodickson und Bean, 1996) und werden bereits in tieferen Kortex-Regionen 

aktiviert, wo sie die neuronale Migration von der IZ in die CP fördern (Behar et al., 

2000). Die Aktivierung PTX-sensitiver-Rezeptoren ist für die Migration kortikaler 

Neurone von der VZ/SVZ in die IZ verantwortlich (Behar et al., 2000).  

Anhand der Ergebnisse des ersten Teils der vorliegenden Dissertation können dem 

Modell von Behar einige wichtige Punkte hinzugefügt werden: Bei den PTX-

sensitiven Rezeptoren handelt es sich um GABAC-Rezeptoren, die im unteren 

Bereich des immaturen Kortex, also in der VZ/SVZ und in der IZ exprimiert werden. 

Da GABAC-Rezeptoren mit einem EC50 von 1-4 µM zehnmal sensitiver als GABAA-

Rezeptoren sind (Bormann und Feigenspan, 1995; Bormann, 2000), können sie 

bereits durch die geringen GABA-Konzentrationen in diesen Bereichen aktiviert 

werden. Die GABAC-Rezeptoren fördern die radiale Migration sowohl von der 

VS/SVZ in die IZ als auch wahrscheinlich von der IZ in höhere Regionen, wobei ihre 

migrationsfördernde Wirkung über den migrationshemmenden Effekt der GABAA-

Rezeptoren dominiert.  

Anhand dieser Ergebnisse kann das Migrationsmodell von Behar um die GABAC-

Rezeptoren in der VZ/SVZ und in der IZ erweitert werden (Abb.28).  
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Abb.28: Position der GABAC-Rezeptoren im embryonalen Kortex und ihre Rolle während der 

radialen Migration. GABAC-Rezeptoren werden in den Proliferationszonen und in der IZ exprimiert. 

Dort werden sie bereits durch eine geringe GABA-Konzentration (grauer Farbverlauf = 

Konzentrationsgradient) aktiviert und fördern die Migration (grüne LOS-Schilder). Die GABAA-

Rezeptoren werden erst in den oberen Bereichen der CP exprimiert, wo sie die kortikale Migration 

beenden (rotes STOP-Schild, verändert nach Behar et al., 2000).  
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6.2 Einfluss der Glyzinrezeptoren auf die radiale Migration 

und ihre Aktivierung durch einen endogenen Liganden 

 

6.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit behandelte den Einfluss der Glyzin-

rezeptoren auf die radiale Migration kortikaler Neurone. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass (i) die Hemmung der Glyzinrezeptoren die radiale Migration blockiert, 

dass (ii) die Aktivierung von Glyzinrezeptoren durch Glyzin ebenfalls zu einer 

Hemmung der Migration führt und dass (iii) Taurin durch Aktivierung von GABA-

Rezeptoren die Migration hemmt und durch Aktivierung von Glyzinrezeptoren die 

Migration fördert.  

 

6.2.2 Die Rolle von Glyzinrezeptoren während der radialen Migration 

Die Expression von Glyzinrezeptoren und eine Glyzinrezeptoren-vermittelte Depo-

larisation von immaturen Neuronen wurden bereits in den Cajal-Retzius-Zellen 

(Okabe et al., 2004), in Zellen der SP (Kilb et al., 2008), der CP und in migrierenden 

Neuronen der IZ (Flint et al., 1998) beschrieben. Die Funktion der Glyzinrezeptoren 

während der radialen Migration kortikaler Neurone wurde jedoch bislang nicht 

untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die 

Inhibition der Glyzinrezeptoren durch Strychnin die Migration der Neurone hemmt. 

Daraus lässt sich schließen, dass Glyzinrezeptoren eine fördernde Wirkung auf die 

Migration ausüben. Vermutlich wird diese migrationsfördernde Wirkung durch eine 

Glyzinrezeptoren-vermittelte Membrandepolarisation und den nachfolgenden Ca2+-

Einstrom vermittelt, wie es auch für die migrationsfördernde Wirkung von GABA- 

und NMDA-Rezeptoren angenommen wird (Behar et al., 1999; Lee et al., 1999; 

Owens et al., 2000). Durch den Glyzinrezeptor-induzierten Ca2+-Einstrom wird bei-

spielsweise auch das Neuritenwachstum bei Rückenmarksneuronen beeinflusst 

(Tapia et al., 2000; Tapia et al., 2001).  
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6.2.3 Die Rolle von Glyzin als endogener Ligand 

Die Zugabe des Glyzinrezeptor-Agonisten Glyzin hatte keine Wirkung auf die 

Migration in den kortikalen Schnittkulturen. Da die extrazelluläre Glyzinkonzen-

tration unter präziser Kontrolle durch Glyzin-Aufnahmemechamismen steht (Betz et 

al., 2006), wurden die beiden Na+/Cl--abhängigen Glyzintransporter I und II durch 

spezifische Inhibitoren (Lechner, 2000; Aubrey und Vandenberg, 2001; Mallorga et 

al., 2003) gehemmt, um dadurch die extrazelluläre Glyzinkonzentration zu erhöhen 

(Chen et al., 2003).  

Die Inhibition eines einzelnen Glyzintransporters hatte ebenfalls keinen signifikanten 

Effekt auf die Migration. Allerdings führte Glyzin in Gegenwart dieser beiden 

Transportblocker zu einer signifikanten Reduktion der Migration, was darauf 

hindeutet, dass mindestens einer dieser Transporter im unreifen Kortex funktionell 

ist. Die Expression der Glyzintransporter I und II wurde in dem verwendeten 

Embryonalstadium bislang nicht nachgewiesen. Der überwiegend in Gliazellen 

exprimierte Glyzintransporter I ist im embryonalen Kortex von Mäusen nicht 

nachweisbar und auch der in Neuronen exprimierte Glyzintransporter II ist 

embryonal nur im Rückenmark, Thalamus, Zerebellum und in den Colliculi zu 

finden (Zafra et al., 1995; Jursky und Nelson, 1996). Dass die beiden Transporter mit 

histologischen Methoden im embryonalen E16-Kortex nicht nachgewiesen werden 

konnten, lässt den Schluss zu, dass ihre Expression nur gering ist.  

Dass der Glyzinrezeptor-Agonist Glyzin (bei gleichzeitiger Blockade der zellulären 

Aufnahme-Mechanismen) die gleiche Wirkung auf die Migration hat wie der 

Antagonist Strychnin, kann durch die starke Desensitivierung der Glyzinrezeptoren 

durch Glyzin erklärt werden (Flint et al., 1998; Kilb et al., 2002). Darüber hinaus 

kann anhand dieses Ergebnisses ausgeschlossen werden, dass der Effekt von Glyzin 

auf die Migration durch die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren vermittelt wird. 

Glyzin bindet zwar als Co-Agonist von Glutamat an NMDA-Rezeptoren und ist für 

deren Aktivierung notwendig (Thomson, 1989; Yamakura und Shimoji, 1999), die 

Aktivierung von NMDA-Rezeptoren führt jedoch zu einer Verstärkung der radialen 

Migration (Komuro und Rakic, 1993; Behar et al., 1999).  
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Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass Glyzinrezeptoren die Migration 

fördern und mindestens ein Glyzintransporter im pränatalen Kortex exprimiert wird. 

Glyzin scheint als Glyzinrezeptor-Agonist keine große Rolle während der Migration 

zu spielen, da die Hemmung der Glyzin-Transporter keinen Effekt auf die Migration 

hatte. Möglicherweise könnte Glyzin durch die schnelle Desensitivierung der Glyzin-

rezeptoren kontraproduktiv auf die Migration wirken.  

 

6.2.4 Die Rolle von Taurin als endogener Ligand  

Einige Studien legen nahe, dass Taurin im unreifen Nervensystem der wichtigste 

endogene Agonist von Glyzinrezeptoren ist (Sturman et al., 1977; Flint et al., 1998). 

Taurin ist im pränatalen Kortex in hoher Konzentration vorhanden (Sturman et al., 

1977) und aktiviert sowohl Glyzin- als auch GABA-Rezeptoren (Schmieden et al., 

1992; Hussy et al., 1997; Jia et al., 2008).  

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Applikation von Taurin zu einer 

Reduktion der Migration in kortikalen Schnittkulturen führt. Taurin desensitiviert die 

Glyzinrezeptoren nicht in dem Maße wie Glyzin, weshalb eine Desensitivierung der 

Rezeptoren nicht Ursache für die verringerte Migration sein dürfte. Die ektopische 

Aktivierung von GABAA-Rezeptoren in tieferen kortikalen Schichten durch Taurin, 

könnte jedoch zu einem verfrühten Migrationsstop führen, wie er beispielsweise auch 

bei Anstieg der extrazellulären GABA-Konzentration nach Blockade von GABA-

Transportern durch Tiagabin zu sehen ist (unveröffentlichte Ergebnisse von Dr. 

Nicolas Heck). Um den Glyzinrezeptor-vermittelten Effekt von Taurin auf die 

Migration zu isolieren, wurden die GABAA-, GABAB- und GABAC-Rezeptoren 

spezifisch inhibiert. Die Hemmung von GABA-Rezeptoren führt zu einer starken 

Reduktion der Migration, vergleichbar mit dem Ergebnis der PTX-Applikation. 

Wurde jedoch zusätzlich zu den GABA-Rezeptor-Antagonisten Taurin appliziert, 

verstärkte sich die Migration wieder. Die Aktivierung von Glyzinrezeptoren durch 

Taurin ist also höchstwahrscheinlich ein migrationsfördernder Stimulus. In 

Anbetracht dieses Befundes, dass Taurin ein endogener und tonisch wirkender 

Agonist von Glyzinrezeptoren im unreifen Gehirn ist (Flint et al., 1998), können 

auch Glyzinrezeptoren eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der radialen Migration 
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spielen. Allerdings konnte Taurin die, durch Blockade aller GABA-Rezeptoren, 

induzierte Hemmung der Migration nicht vollständig aufheben. Dies deutet darauf 

hin, dass GABA-Rezeptoren ebenfalls eine bedeutsame Rolle während der Migration 

spielen. Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass Taurin durch Aktivie-

rung der GABAA-Rezeptoren die radiale Migration hemmt, aber durch Aktivierung 

von Glyzinrezeptoren die Migration positiv beeinflusst. Hierbei kann jedoch keine 

Aussage darüber gemacht werden, ob ein Tauringradient im unreifen Kortex eine 

Rolle spielt. 

Durch die Zugabe des Taurintransport-Inhibitors GES wird die extrazelluläre 

Taurinkonzentration erhöht (Flint et al., 1998) und die intrazelluläre erniedrigt (Maar 

et al., 1995). GES ist ein Taurin-Analogon, welches den Natrium-Taurin Co-

Transport inhibiert (Flint et al., 1998). In der dazu durchgeführten Versuchsreihe 

führte die Applikation von GES zu einer verminderten Migration. Dieser Effekt 

könnte direkt auf eine Erhöhung der extrazellulären Taurinkonzentration nach 

Blockade des Taurin-Transports zurückzuführen sein. Da GES außerdem als 

schwacher GABAA-Rezeptor-Agonist und als kompetitiver Glyzinrezeptor-

Antagonist wirkt (Sergeeva et al., 2002), ist auch eine direkte Wirkung auf diese 

beiden Rezeptoren mit einem entsprechenden Effekt auf die Migration nicht 

auszuschließen. Allerdings konnte der migrationshemmende Effekt von GES durch 

Zugabe von Taurin aufgehoben werden. Das Ergebnis dieses Experimentes lässt sich 

nur schwer erklären. Die Wiederherstellung der Migration durch dieses Co-

Applikations-Protokoll wurde zwar bereits in der Literatur beschrieben (Maar et al., 

1995), jedoch keine Begründung geliefert, wie die Applikation von Taurin in den 

extrazellulären Raum die erhöhte extrazelluläre Taurinkonzentration aufheben kann, 

wenn der Taurin-Transport inhibiert ist. Eine mögliche Erklärung des Phänomens 

wäre, dass der kompetitive Transportblocker GES vielleicht nicht zu einer solch 

hohen Taurin-Konzentration führt, so dass der Agonist mit dem Transportblocker 

konkurrieren könnte. Durch die zusätzliche Taurinzugabe wäre so viel Taurin im 

extrazellulären Raum vorhanden, dass GES nicht mehr an die Taurin-Transporter 

binden kann und somit der normale Taurin-Transport in die Zelle wieder 

aufgenommen wird. Damit ist jedoch nicht geklärt, warum die Applikation von 

Taurin ohne GES die Migration inhibiert und nach GES-Zugabe dann fördert. Über 

die genauen Mechanismen der Taurin-Aufnahme und ihre Blockade durch das 



 
Diskussion 

 

 93

Taurin-Strukturanalogon GES ist jedoch noch sehr wenig bekannt (Dominy et al., 

2004). Darüber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung Taurins 

auf die Migration auch über andere Mechanismen als die Aktivierung von 

Glyzinrezeptoren vermittelt wird.  

 

6.2.5 Potentielle weitere Funktionen von Taurin 

Dass Taurin eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung und der neuronalen 

Migration der Granularzellen inne hat, wurde durch Experimente mit Taurin-freier 

Nahrung an schwangeren Katzen gezeigt (Sturman et al., 1985a; Sturman et al., 

1985b). In diesem Zusammenhang wurde die Interaktion Taurins mit den neuronalen 

Zelladhäsionsmolekülen NCAM und L1 als einer der möglichen Gründe diskutiert 

(Maar et al., 1995). Eine andere Möglichkeit wäre, dass Taurin als Osmolyt, also 

durch Regulation des Zellvolumens in Neuronen und Gliazellen (Pasantes und 

Schousboe, 1988; Saransaari und Oja, 1992; Moran et al., 1994; Pasantes-Morales et 

al., 2002) die radiale Migration beeinflusst. Auch durch die Regulation der Ca2+-

Bindung an die Zellmembran und des Ca2+-Transports könnte Taurin auf die 

Migration Einfluss nehmen (Huxtable et al., 1979; Foos und Wu, 2002).  
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6.3 Ist Taurin oder GABA der endogene Modulator der 

Migration? 

Die chemotrope Wirkung von GABA wurde zuerst in Chemotaxis-Kammern 

untersucht, in denen die konzentrationsabhängige Migration dissoziierter Neurone 

analysiert wurde (Behar et al., 1996; Behar et al., 1998). In neokortikalen Schnitten 

konnte gezeigt werden, dass GABA-Rezeptoren die Migration unterschiedlich 

beeinflussen (Behar et al., 2000). Die Aktivierung von GABAC-Rezeptoren fördert 

die Migration in der VZ/SVZ und der IZ, und die Aktivierung von GABAB-

Rezeptoren fördert die Migration in die CP; wohingegen die Aktivierung von 

GABAA-Rezeptoren als Stop-Signal wirkt (Behar et al., 2000; Heck et al., 2007). In 

knockout-Mäusen, denen beide Isoformen der Glutamat-Decarboxylase (GAD65 und 

GAD67) fehlen und die dementsprechend kein GABA bilden können, sind jedoch 

keine kortikalen Fehlentwicklungen zu erkennen (Ji et al., 1999). Der frappierende 

Unterschied zwischen den in vitro- und in vivo Daten, ist nicht durch unterschied-

liche Spezies zu erklären, wie in der Literatur spekuliert wird, da in der vorliegenden 

Dissertation alle vorher in Ratten erworbenen in vitro Daten auch an C57BL/6-

Mäusen gezeigt werden konnten und die knockout-Mäuse auch aus C57BL/6-Mäusen 

stammten (Asada et al., 1996; Asada et al., 1997; Ji et al., 1999). Wahrscheinlicher 

ist, dass andere Mediatoren die fehlende GABA-Funktion in vivo kompensieren 

können.  

Die Aminosulfonsäure Taurin ist in hoher Konzentration im pränatalen Kortex 

vorhanden und aktiviert sowohl Glyzin- als auch GABA-Rezeptoren (Horikoshi et 

al., 1988; Flint et al., 1998; Jia et al., 2008). Taurin kann nach Depolarisation, 

tetanischer elektrischer Stimulation und nach einem hypoosmotischen Schock aus-

geschüttet werden (Flint et al., 1998). Ebenso wie GABA stimuliert Taurin die 

kortikale Zellbewegung (Behar et al., 2001) und ein Taurinentzug führt in vivo zu 

Migrationsdefekten im Zerebellum (Sturman et al., 1985a; Sturman et al., 1985b). 

Immunhistochemische Färbungen mit einem Taurin-spezifischen Antikörper zeigten, 

dass Taurin im gesamten Kortex mit Ausnahme der VZ in E19-Rattenembryonen 

vorhanden ist (Flint et al., 1998).  
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Während GABAC-Rezeptoren eine sehr hohe Affinität für GABA besitzen, kann nur 

eine sehr hohe Taurin-Konzentration die GABAC-Rezeptoren aktivieren (EC50 = 

5 mM) (Ochoa-de la Paz et al., 2008). Taurin ist zwar in hoher Konzentration in der 

IZ vorhanden, aber eventuell nicht ausreichend, um über die Aktivierung von 

GABAC-Rezeptoren die Migration zu kontrollieren. Jedoch wurde bereits viel über 

die Interaktionen zwischen Taurin und GABA-Rezeptoren publiziert. Beispielsweise 

werden die ρ1-Untereinheiten von GABAC-Rezeptoren in der humanen Retina 

abhängig von der Taurinkonzentration modifiziert (Ochoa-de la Paz et al., 2008). In 

hippokampalen Schnitten wiederum wird die Taurin-Ausschüttung konzentrations-

abhängig durch Aktivierung von GABAB- und GABAC-Rezeptoren moduliert 

(Saransaari und Oja, 2000).  

Da weder der Phänotyp der GAD65/67-knockout-Mäuse (Ji et al., 1999), noch der 

Phänotyp der Glyzinrezeptor-α2-knockout-Mäuse (Young-Pearse et al., 2006) eine 

Migrationsstörung zeigt, jedoch die Kombination aus beiden Mutationen zu einem 

starken Migrationsdefekt führt (Information von Professor Fukuda, Hamamatsu 

University School of Medicine, Hamamatsu, Japan), ist es wahrscheinlich, dass die 

fehlende Aktivierung eines Faktors durch Aktivierung des anderen kompensiert 

werden kann. Auch das Zusammenspiel von GABA und Taurin weist darauf hin, 

dass ein endogener Agonist den anderen ersetzen könnte. Zusammen mit den 

NMDA-Rezeptoren bilden GABAA-, GABAB-, GABAC- und Glyzinrezeptoren ein 

raffiniertes Netzwerk zur aktivitätsabhängigen Regulation der radialen Migration.  
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7. Zusammenfassung 

 

Für die Entwicklung des zerebralen Kortex ist die radiale Migration von Neuronen 

von elementarer Bedeutung. Bei der Kontrolle der radialen Migration spielen 

extrazelluläre Signale, die mit den Neuronen interagieren und über intrazelluläre 

Signalwege eine Umgestaltung des Zytoskeletts vermitteln, eine wichtige Rolle 

(Ayala et al., 2007). Zu diesen extrazellulären Signalen gehört auch der 

Neurotransmitter GABA, der über Depolarisation der Neurone einen Ca2+-Einstrom 

vermittelt und über Ca2+-abhängige Signalwege die Migration beeinflusst (Behar et 

al., 2000; Heck et al., 2007). Wenngleich die Rolle von GABAA- und GABAB-

Rezeptoren während der radialen Migration durch eine Reihe von Publikationen 

belegt wurde (Behar et al., 2000; Behar et al., 2001; Heck et al., 2007), gab es nur 

indirekte Hinweise auf eine Beteiligung von GABAC-Rezeptoren an der Regulation 

der Migration. Auch die Fragestellung, ob die im unreifen Kortex exprimierten 

Glyzinrezeptoren eine Rolle bei der radialen Migration spielen, wurde bislang noch 

nicht untersucht. Aus diesem Grund wurden im ersten Teil der vorliegenden 

Dissertation die Expression von GABAC-Rezeptoren im immaturen zerebralen 

Kortex und ihre Rolle während der radialen Migration analysiert. In einem zweiten 

Teil wurden die Rolle von Glyzinrezeptoren und der Einfluss der potentiellen 

endogenen Liganden während der radialen Migration überprüft. Dazu wurden in 

vitro Migrationsanalysen, Ca2+-mikrofluorimetrische Messungen sowie molekular-

biologische und histologische Methoden verwendet.  

Die in der vorliegenden Dissertation dargestellten Ergebnisse zeigen, dass GABAC-

Rezeptoren in den unteren Schichten des zerebralen Kortex auf mRNA- und 

Proteinebene exprimiert werden. GABAC-Rezeptoren tragen nur in der IZ zu GABA-

induzierten Ca2+-Transienten bei, wohingegen GABAA-Rezeptoren in der IZ und in 

der oberen CP Ca2+-Transienten auslösen. Unter physiologischen Bedingungen 

wirken GABAC-Rezeptoren fördernd auf die radiale Migration.  
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Ferner konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass Glyzin-

rezeptoren ebenfalls eine wichtige Rolle während der radialen Migration spielen. 

Unter physiologischen Bedingungen wirkt die Aktivierung dieser Rezeptoren 

fördernd auf die Migration. Zudem zeigten die Experimente, dass der endogene 

Neurotransmitter Taurin über eine Aktivierung von GABA- und Glyzinrezeptoren 

eine wichtige Funktion bei der Regulation der radialen Migration einnimmt. 

Insgesamt bestätigen die Experimente der vorliegenden Arbeit, dass GABAC-

Rezeptoren tatsächlich eine wichtige migrationsfördernde Wirkung vermitteln und 

offenbaren, dass Glyzinrezeptoren ebenfalls an der Regulation der radialen Migration 

beteiligt sind. Diese Ergebnisse zeigen erneut auf, welche wichtige Rolle den 

klassischen Neurotransmittern bereits während der frühen Phasen der neuronalen 

Entwicklung zukommt.  
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