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1. Einleitung

1.1 Stammzellen

Dem zentralen Nervensystem adulter Sauger fehlt weitgehend die Fahigkeit zur
Neubildung von Nervenzellen. Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. Morbus
Parkinson, Morbus Huntington und Morbus Alzheimer, oder Verletzungen des zentralen
Nervensystem&onnen daher die degenerierten oder ladierten Neurone nicht ersetzt
werden. Diese stark limitierte Regenerationsfahigkeit des zentralen Nervensystems
erklart die &uRerst begrenzten Therapiemoglichkeiten  neurodegenerativer
Erkrankungen. Bei fortgeschrittemeStadien der Erkrankungen ware der funktionelle
Ersatz der degenerierten Zellen die einzig mogliche kausale therapeutische Option. Seit
es mdaglich ist, Stammzellen zu isolieren umditro zu kultivieren und zu expandieren,

wird der Einsatz dieser Zellefir solche Zellersatztherapien intensiv untersucht und
diskutiert(Le Belle and Svendsen 2002; Burns et al. 2@l&en et al. 2007; Wataya et

al. 2008; Zhang and Pasumarthi 208 viel versprechender Behandlungsansatz fur
das erkrankte oder verletzte zentrale Nervensystem stellen Zellersatzstrategien dar, die
auf Transplantationen von neuralen Strammzellesieben. Da neurale Stammzellien

vitro effizient expandiert werden kodnnen und da diese Zellen in samtliche neurale
Zelltypen differenzieren konnen, stellen gmtentielle Kandidatenzellen dar, um
abgestorbene oder funktionell defekte Zellen des Nervemgsziersetzer{(Klassen et

al. 2004; Taylor and Minger 2005; Lim et al. 2007; Sher et al. 2008; Watagh

2008) Um einen solchen funktionellen Ersatz degenerierter neuraler Zelltypen zu
erreichen, werden zwei prinzipiell unterschiedliche experimentelle Therapieansatze
verfolgt. Zum einen wird versucht, durch eine Transplantationiveitro expandierten
Stammzellen degenerierte oder pathologisch verénderte Zellen zu er¢Beatethur

and Goldman 2008; Conti et al. 2008; Suter and Krause 2008; Baker and Brown 2009)
Zum anderen wird versucht, einen Zellersatz durch die Aktivierung endogener
Stammzellen des erkrankten Gewebes zu errei¢Bersley et al. 2005; Ohori et al.
2006; Hagg 2007) Eine weitere Stammzellasierte therapeutische Option zur
Behandlung neurodegenerativer Eritangen bietet dieex vivo Gentherapie. Im
Rahmen einerex vivo Gentherapie konnenin vitro expandierte Stammzellen
gentechnisch manipuliert, und Uber eine Transplantation dieser Zellen therapeutisch
wirksame Genprodukte wie beispielsweise -amiiogene heuroprotektive oder anti
tumorigene Faktoren in das erkrankte Gewebe geschleust werden, um so den

Krankheitsverlauf zu verlangsamen oder aufzuhaltemorerkrankungen des zentralen
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Nervensystems sind in diesem Zusammenhang von besonderem InteresssclGenet
modifizierte neurale Stammzellen, die amtmorigene Faktoren produzieren, sind in
der Lage, das Tumorwachstum zu reduzief@wain et al 2006) Dabei wird die
Fahigkeit transplantierter Stammzellen, gezielt zu den pathologisch veranderten
Gewebeanteilen im Nervensystems des Empfangers zu migrieren, ausgenutzt, um
solche therapeutisch wirksamen Genprodukte in die erkrankten Gewebschlamgen
(Chen et al. 2007; Mapara et al. 2007)Stammzellen wurderauch erfolgreich
eingesetzt, um neuroprotektive Faktoren, die eine Verlangsamung neurodegenerativer
Erkrankungen bewirken, in das Nervensystem entsprechender Tiermodelle
einzuschleusen. So fuhrte beispielsweise die Transplantation genetisch manipulierter
neurale Stammzellen mit einer | berexpressio
derived neurotrophic factorh ( GDNF) zu e
Photorezeptoren in einem Tiermodell fur eine retinale Dystrdi@riegoryEvans et al.
2009) Auch bei \erletzungen des zentralen Nervensystems konnte das therapeutische
Potential genetisch modifizierter neuraler Stammzellen in Tiermodellen gezeigt werden.
Durch eine Transplantation neuraler- Stammze
derived neurotropi f act or sin ( BDNF) i n das | 2dierte
beispielsweise in Verhaltensexperimenten eine Verbesserung der Symptome erzielt
werden(Li et al. 2006)
Stammzellen sind allgemeiiber zwei wesentliche Kriteen definiert(McKay 1997;
Doe et al. 1998; Gage 1998)
Zum einen weisen Stammzellen die Fahigkeit zdbsSerneuerung auf, wobei
entweder durch symmetrische Zellteilungen zwei neue Stammzellen entstehen
oder durch asymmetrische Zellteilungen eine neue Stammzelle und eine
differenzierte Zelle hervorgehen.
Zum anderen handelt es sich bei Stammzellen um potdite Zellen mit der
Fahigkeit, in verschiedene spezialisierte Zelltypen zu differenzieren. Das
Differenzierungspotential einer Stammzelle ist dabei als die Gesamtheit aller
Zelltypen definiert, in die sich die Zelle unter entsprechenden

Umgebungsbedingugen differenzieren kanfTemple 2001h)

Hierbei muss innerhalb der heterogenen Gruppe der Stammzellen, isoliert aus
unterschiedlichsten Geweben und Spendern verschiedener Entwicklungsstadien,

unterschieden werde(Temple 2001h) So handelt es sich bei der Zygote um eine
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totipotente Stammzelle, aus der alle Zelltypen des entsprechenden Organismus
einschlie3lich des Trophoblasten entstehen kénnen. Embryonale Stammzellen, die aus
der inneren Zellmasse der Blastozyste isoliert werder pluripotente Stammzellen.

Aus ihnen konnen samtliche reife Zelltypen des Organismus, nicht aber die
extraembryonalen Gewebe hervorgehen. Gewebespezifische Stammzellen schlief3lich
sind multipotente Zellen, die sich in verschiedene Zelltypen diffesz konnen, die

fur die jeweiligen Gewebe charakteristisch sind, aus denen sie entstaj@tample

and Anderson 1992; Morrison et al. 199783tammzellen sind in vielen sich
entwickelnden Geweben des embrglem Vertebraten zu finden und persistieren auch

in adulten, sich lebenslang regenerierenden Geweben, wie dem Knochenmark, den

Epithelien der Haut, den Schleimhauten oder den Drusen.

pluripotente embryonale Stammzellen multipotente gewebespezifische Stammzellen

Zygote /(k%i&l

q

»

QY. |
s

Abbildung 1. Pluripotente embryonale Stammzellen und multipotente gewebespezifische
Stammzellen:

Embryonale Stammzellen verfiigen tber das Potential, in samtliche Zelltypen des Organismus zu
differenzieren; gewebespezifische Stammzellen dagegen kénnen nur in die jédigen Zelltypen des
Gewebes differenzieren, aus dem sie isoliert wurden.

Nach: http://www.stemcellresearchfoundation.org
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1.1.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen stammen aus der inneren Zellmasse von Blastozyten und
haben als pluripotente Hen das Potential, alle drei Keimblatterund damit alle
Gewebetypen eines Organismus einschlie3lich der KeimbabhrgeneriererfNagy et

al. 1990; Nagy et al. 1993pie lassen sicin vitro massiv expandieren, ohne dass sie
dabei ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Pluripotenz verlieren. Embryonale
Stammzellen sind auRenth vergleichsweise einfach gentechnisch manipulierbar, und
damit nicht nur fur Zellersatzstrategien, sondern auchefivivoGentherapieansatze
interessante Kandidatenzellen.

Embryonale  Stammzellen  konnten  bisherin  vitro  Uber  gerichtete
Differenzierungprotokolle und/oder genetische Manipulation in zahlreiche
therapeutisch relevante Zelltypen differenzie(8mith 1992; Desbaillets et al. 2000)

In vitro kultivierte embryonale Stammzellen kénnen zu Zellkolonien, sogenannten
embryoid bodies, proldrieren. Diese enthalten u.a. verschiedene differenzierte
hamatopoetische Zelltypen, deren Anzahl durch die Exposition der Kulturen mit
verschiedenen Wachstumsfaktoren beeinflussbaiWédes and Keller 1991)Andere
Experimente zeigten, dass uber gentechnische Manipulationen murine embryonale
Stammzellen in hoch differenzierte, nahezu reine Kardiomyoz§tdiuren
differenziert werden koénneriKlug et al. 1996) Weiterhin wurden aus murinen
embryonalen Stammzellen beispielsweise Zellen generiert, die Insulin und andere
Hormone des endokrinen Pankreas exprimierten. Sie bildatentro - und nach
Transplantation in diabetische Mause vivo - den pankreatischen Inseln &hnliche
Zellkluster(Lumelsky et al. 2001)

Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass aus murinen odenahen embryonalen
Stammzellen effizient neurale Zelltypen abgeleitet werdemédnSo wurde flr murine
embryonale Stammzellen Dbeispielsweise gezeigt, dassinsi®itro effizient in
Oligodendrozytenvorlauferzellen differenziert werden konnen. Diese
Oligodendrozytenvorlauferzellen differenziertém vivo nach Transplantation in ein
Tiermodell fur eine dysmyelinisierende Erkrankung in Oligodendrozyten, die wiederum
die Axone der Empfangergewebe effizient myelinisieren kon(Bemstle et al. 1999)

Nach Transplantationen in das zai# Nervensystem konnen murine embryonale
Stammzellen nicht nur in gliale sondern auch in neuronale Zelltypen differenzieren
(Arnhold et al. 200Q)Auch aus murinen embryonalen Stammzellen abgeleitete neurale

Vorlauferzelen, die in Ratten mit subakuten Rickenmarksverletzungen transplantiert
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wurden, differenzierten im Empfangergewebe sowohl in Gliazellen als auch in Neurone
(McDonald et al. 1999)

Speziell Transplantationen iméryonales Empfangergewebe zeigen die Mdglichkeit
zur Differenzierung embryonaler Stammzellen in neurale Zelltyfignstle et al.
1997) So resultierten beispielsweise intraventrikulare Transplantationen von aus
embryonalen Stammzellen abgeleiteten neuralen Vorigelfen in die Gehirne
embryonaler Ratten in einer Integration der Zellen in verschiedenste Regionen des sich
entwickelnden Gehirns. Die Zellen differenzierten dabei sowohl in Gliazellen als auch
in Neurone(Brustle et al. 1997)Primare embryonale Stammzellen scleeimber auch

Uber die Fahigkeit zu verflugen, in intakte adulte Gewebe zu integrieliaa et al.

2004) So integrierten beispielsweise murine embryonale Stammzellen nach eine
intravitrealen Transplantation in die Augen gesunder adulter Mause, und bildeten in der
inneren plexiformen Schicht der Empfandétzhaute neuronale Netzwerke gHsira

et al.2004)

Auch fir humane embryonale Stammzellen wurde gezeigt, dass\sieo effizient in
Neurone differenziert werden kénngchuldiner et al. 2001; Lamba et al. 2Q08)ch

Zhang et al und Reubinoff et al konnten vitro aus humanen embryonalen
Stammzellen die drei prinzipiellen neuralen Zelltypefsstrozyten, Oligodendrozyten

und Neurone - ableiten. In beiden Untersuchungen konnten die humanen
Vorlauferzellen erfolgreich in neonatale Mause transplantiert werden. Nas$ivera
Integration in verschiedene Bereiche der Empfangergewebe differenzierten sie sowohl
in Oligodendrozyten als auch in retinale Pigmentepithelzellen und retinale
Vorlauferzellen(Reubinoff et al. 2001; Zhang et al. 2001)

Zudem konnen aus embrymen Stammzellen auch spezialisierte retinale
Nervenzelltypen abgeleitet werden. In Kokulturen von aus embryonalen Stammzellen
abgeleiteten neuralen Vorlauferzellen mit retinalen Zelltypen differenzierte ein Teil der
neuralen Vorlauferzellen in Zellen, eiftir retinale Nervenzellen typische Antigene
exprimierten (Zhao et al. 2002) Auch am Tiermodell konnte nach subretinalen
Transplantationen von aus humanen embryonalen Stammzellen abgeleiteten neuralen
Vorlauferzellen gezetgwerden, dass die Spenderzellen in die EmpfaNgézhaute
integrierten und dort in Zelltypen differenzierten, die fur retinale Nervenzellen typische
Antigene exprimierter{fBanin et al. 2006)Embryonale Stammzellen konnten augh

vitro und nach Transplantationin vivo Uber geeignete Kultur und

Differenzierungsbedingungen in retinale Ganglionzellaffe@nziert werden, die
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verschiedene Zelltyspezifische Markerproteine exprimiertédagatha et al. 2009)

Auch die Generierung von Photorezeptoren aus embryonalen Stammzellen
verschiedener Spezies wie der Maus, aber auch dem Affen und des Menschen, ist unter
definierten Kulturbedinguren und der gezielten Exposition mit bestimmten
Wachstumsfaktoreim vitro bereits gelunge(Osakada et al. 2008ts konnte nicht nur
gezeigt werden, dass Photorezeptonmenvitro effizient aus humanen embryonalen
Stammzellen abgeleitet werden kénnen, sondern auch, dass sie nach Transplantation in
funktionell intakte Photoreptéoren differenzieren kénnen. Sie verbesserten nach
Transplantation in ein Tiermodell fur die congenitale Amaurose die nachweisbare
Lichtreaktion der behandelten Tigiteamba et al. 2009)

Retinale Pigmentepithelzellen stellen einen weiteren Zelltyp dar, der effizient aus
embryonalen Stammzellen abgeleitet werden konnte. Hier konnte in Langzeitstudien an
Tiermodellen fir degenerative Makulaerkrankungen gezeigt werden, dass aus humanen
embryonalen Stammzellen abgeleitete und subretinal transplantierte retinale
Pigmentepitheldéen zu einer signifikanten Verbesserung der visuellen Funktion
fuhrten (Lu et al. 2009) Humane embryonale Stammzellen stellen so eine praktisch
unendlich expandierbare zelltdd Quelle fir retinale Vorlauferzellen und retinale
Zelltypen dar (Lamba et al. 2006und sind damit fur den Aufbau zellbasierter
Therapi@ansatze fur degenerative Erkrankungen der Netzhaut besonders interessante
KandidatenzelleiiBanin et & 2006)

Grundsatzlich bieten humane embryonale Stammzellen die Moglichkeit, gezielt
bestimmte therapeutisch relevante neurale Zelltypen zu gengfTenedeur et al. 2008;
Zweigerdt 2009) Ein moglicher therapeutischer Einsatz von embryonalen Stallemze

wird dabei nicht nur im Zusammenhang mit degenerativen retinalen Erkrankungen
diskutiert, sondern auch im Zusammenhang von degenerativen neurologischen
Erkrankungen, bei denen in eng umgrenzten Bereichen ein bestimmter oder nur wenige
verschiedene Zkypen betroffen sindYasuhara et al. 2006Diese und zahlreiche
ahnliche Studien mit humanen embryonalen Stammzellatedean, dass es sich bei
diesen Zellen um besonders viel versprechende Kandidatenzellen handelt, um
zellbasierte Therapieansatze fir unterschiedlichste Erkrankungen zu etablieren:
Embryonale Stammzellen sind unter geeigneten Kultivierungsbedingungeitro
effizient expandierbar, kdnnen vergleichsweise einfach genetisch manipuliert werden
und kénnen unter kontrollierten Differenzierungsbedingunigeritro in bestimmte

Zelltypen differenziert werde(Tondeur et al. 2008; Jagatha et2009) Auch in vivo
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haben embryonale Stammzellen ein beachtliches Integratims- in Abhangigkeit

von den UmgebungsbedingungeDifferenzierungspotential. So konnten embryonale
Stammzellen eine nahezu unerschopfliche Quelle fur Transplantaéoag@tn vor

allem bei solchen neurodegenerativen Erkrankungen darstellen, bei denen nur eine
bestimmte Zellart in begrenzten Arealen des zentralen Nervensystems betroffen ist
(Osakada et al. 2008; Lamba et al. 2009; Lu et al. 2009)

Obwohl embryonale Stammzellen ein groRes Potential fir den Aufbau zellbasierter
Therapien zur Behandlung vebhsedenster degenerativer Erkrankungen aufweisen,
bergen sie gerade aufgrund ihrer Fahigkeit zur unbegrenzten Selbsterneuerung und ihres
gro3en Differenzierungspotentials auch mogliche Risiken in der therapeutischen
Anwendung, die in der Zukunft weiteret@émsive Studien notwendig machen werden.

So wurden beispielsweise nach subretinalen Transplantation von aus murinen
embryonalen Stammzellen gewonnenen neuralen Vorlauferzellen in die Augen von
RhodopsirKnockoutMausen acht Wochen nach Transplantation Nesign gefunden
(Arnhold et al. 2004)Diese konnten als Teratome identifiziert waarddie nahezu alle
Gewebe des transplantierten Auges befiel€ransplantationen von ngbryonalen
Stammzellen bergen also das Risiko, daf} die transplantierten Zellen in den
Empfangergeweben Tumore ausbildgwnhold et al. 2004)Neben dem Risiko der
Tumorbildung existieren gegen den Einsatz humaner embryonaler Stammzellen aber
auch juistische und ethische Bedenken, da fur die Gewinnung dieser Zellen humane
Embryonen zerstort werden missen. In Zukunft wird es nétig sein, zuverlassige
Methoden zu etablieren, die es moglich machen, bestimmte gewlinschte Zelltypen in
ausreichender Anzahuia embryonalen Stammzellen abzuleiten, ihre Funktionsfahigkeit
nachzuweisen und ihr tumorigenes Potential auszuschlie3en, bevor ein therapeutischer
Einsatz embryonaler Stammzellen bei verschiedensten Erkrankungen in Betracht

gezogen werden kann.
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1.1.2 Gevebespezifische Stammzellen

Gewebespezifische Stammzellen konnten sowohl aus sich lebenslang regenerierenden
Geweben wie dem Knochenmark und den Epithelien der Haut, als auch aus
verschiedenen Regionen des zentralen Nervensystems, der Herzmuskulatur und der
Neuroretina isoliert werdae(Temple 2001h) Gewebespezifische Stammzellen sind als
multipotente Zellen definiert, die in die verschiedenen fiur das jeweilige
Ursprungsgewebe charakteristischen Zelltypen differenzieren kdiiieemple 20Qb).

Die multipotenten gewebespezifischen Stammzellen weisen damit im Vergleich zu den
pluripotenten embryonalen Stammzellen ein eingeschranktes Differenzierungspotential

auf. In den letzten Jahren haben jedoch mehrere Studien gezeigt, dass versehiedens
gewebespezifische Stammzellen unter bestimmten experimentellen Bedingungen
scheinbar nicht nur Zelltypen ihres Ursprungsgewebes, sondern auch Zelltypen anderer
Gewebe und sogar anderer Keimblatter generieren ko(Bgmnson et al. 1999;
Gussoni et al. 199971 | erdings ist diese ATransdiffer
Stammzellen Gegenstand intensiver kontroverser Diskussi(astro et al. 2002;

Wagers et al. 2002; Cogle et al. 200kh) zahlreichen Studien konnte gezeigt werden,

dass transplantierte gewebespezifische Stammzellen mit endogenen differenzierten
Zelltypen cer Empfangergewebe fusionieren kdnnen. Zumindest bei einem Teil der
berichteten ATransdifferenzierungenfi geweb:
damit lediglich um solche Fusionsereignisse, die falschlicherweise als
ATransdi ffer en zeit avurdem dandel(ygrent e¢ al.p2004)siehe

auch 1.1.2.1 Knochenmar&ammzellen)lm Falle von KnochenmarkStammzellen

wurden Fusionsereignisse sowdhl vitro als auchin vivo nachgewiesenin vitro

fusionierten beispielsweise KnochenmaBtammzellen spontan mit enyonalen
Stammzellen(Terada et al. 2002)Die aus solchen sptanen Fusionsereignissen
entstandenen Zellen kénnen phénotypisch und ohne detaillierte Analyse des Genotyps

oft nicht von echten transdifferenzierten Zellen untaestdn werden und fihren somit

unter Umstanden zu Fehlintermagonen. So wurde berichtetlass transplantierte
KnochenmarkStammzellen in Hepatozyten, Purkinjezellen des Kleinhirns oder kardiale
Muskel zel |l en Atransdifferenzierenht k°nnen.
transplantierten KnochenmaBtammzellen nicht in die verschiedenenlltgpen
Atransdifferenziertih war en, sondern Vi €
Purkinjezellen oder kardialen Muskelzellen fusioniert waren. Diese Fusionsprodukte

wur den irrteéemlich al s Atransdi fferenziert
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Morphologieund das Antigenprofil von Hepatozyten, Purkinjezellen oder Muskelzellen
aufwiesen und gleichzeitig das Reportergen der transplantierten Stammzellen
exprimierten(AlvarezDolado et al. 2003)

Gewebespezifische Stammzellen scheinen in ihrem Differenzierungspotential vielmehr
spezialisiert als initiert zu sein(Ostenfeld et al. 2002)hre phanotypische Plastizitat in
Abhangigkeit von verschiedenen Umgebungsfaktoren kann experimentell amihesten
vivo durch Transplantationen in unterschiedlichstenpangergewebe analysiert

werden.

1.1.2.1 KnochenmarksStammzellen

Das Knochenmark gehort zu den wenigen sich lebenslang regenerierenden Geweben
des Saugers. Eine wichtige Population gewebespezifischer Stammzellen entstammt dem
Knochenmark, die sich inielen Studien durch eine scheinbare besonders hohe
phanotypische Plastizitdit auszeichné¥Wagers et al. 2002) So migrierten
KnochenmarksStammzellen nach Transplantation imnmundefiziente Mause in
Regionen induzierter Muskeldegeneration, differenzierten dort in Muskelzellen und
waren an der Regeneration der geschadigten Muskelfasern béFastigtri et al. 1998)

Am Tiermodell fur die Muskeldystrophie Duchenne konnte gézgegden, dass auch
hamatopoetische Stammzellen vivo unter geeigneten Umgebungsbedingungen
scheinbar Uber das Potential verfligen, Muskelzellen zu genefi@rssoni et al.

1999) Hamatopoetische Stammzellen konnten ebense wgewebespezifische
Stammzellen aus Muskelgewebe nach Transplantation in die geschadigte Muskulatur
integrieren. Hieraus resultierte in beiden Féllen eine Zunahme der bei Muskeldystrophie
insuffizienten Expression von Dystrophii@ussoni et al. 1999)

Darlber hinaus legen die Ergebnisse einiger Studien den Schluss nahe, dass
Stammzellen des Knochenmarks sogar in Zelltypen anderer Keimblatter differenzieren
konnen(Kopen et al. 1999)Angesichts der Tatsache, dass die Differenzierung der drei
Keimblatter (Mesoderm, Entoderm und te#term) und der aus ihnen entstehenden
Gewebe eine der frihsten Entwicklungen in der Embryogenese darstellt, ist diese
Beobachtung besonders bemerkenswert. So fihrte die intravendse Injektion von
KnochenmarksStammezellen in Tiermodellen verschiedener Leldeankungen zur
Regeneration des entodermalen Lebergewebes durch proliferierende Hepatozyten
(Petersen et al. 1999; Lagasse et al. 20BD)ige dieser Zellen konnten als von den

transplantierten KnochenmaB8tammzellen abstammende Zellen identifiziert werden
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(Petersen et al. 1999; Lagasse et al. 20@0iterhin konnte gezeigt werden, dass
KnochenmarksStammezellen unter geeigneten Umgebungsbedingungen auch in Zellen
mit einem glialen oder neuronalen Phanotyp differenzieren ko(Beazelton et al.

2000) So integrierten intraventrikular in  neonatale Mause transplantierte
Knochenmarkszellen in das Gehirn der Empfangertiere und differenzierten in
verschiedenen Regionen der Empfangergehirne, wie beispielsweise dem Striatum oder
dem Hippocampus, in reife Astrozyten. Zusatzlich wurden im Hirnstamm der
Empfangergehirne Neurofilameakprimierende Spenderzellen gefunden, die den
Schluss nahe legen, dadi®e Knochenmark&tammezellenn vivo auch ein neuronage
Differenzierungspotential aufweisg¢Brazelton et al. 2000Weiterhin wurde gezeigt,

dass KnochenmarkStammzellen auch nach Transplantation in adultes
Empfangergewebe Zellen mit einem neuronalen Phanotypen generieren konnten. In
diesen Experimenten wurden aus adulten Mausen isoliertehkEnoarksStammzellen

in bestrahlte adulte Nervengewebe transplantiert. In den Empfangergehirnen konnten
noch sechs Monate nach der Transplantation Spenderzellen nachgewiesen werden, die
neuronale Proteine exprimiertgBrazelton et al. 2000)Allerdings werden gerade
Studi energebnisse, die eine ATransdifferen
beobachtet haben, sehr kontrovers disku(iterada et al. 2002; Nygren et al. 2004)
Moglicherweise ist zumindest eifeil der oben skizzierten Ergebnisse nicht auf eine
tats2chliche ATransdifferenzierungd der tr
sondern lediglich auf eine Fusion der transplantierten Zellen mit endogenen Zellen der
Empfangergewebe. Da die beidwn Fusionen entstehenden Hybridzellen sowohl das
Reportergen der transplantierten Stammzellen als auch die zelltypspezifischen Antigene
der spezialisierten endogenen Zellen der Empfangergewelgspkionieren, kdnnen
solche Zellfusionen falschlicherweisel s ATr ansdi fferenzierungen
(Nygren et al. 2004) Im Falle von KnochenmarkStammzellen wurden
Fusionsereignisse sowainl vitro (Terada et al. 2002ls auchn vivo (AlvarezDolado

et al. 2003nachgewiesen. Die aus solchen spontanen Fusionsereignissen entstandenen
Zellen kénnen phanotypisch und ohne detaillierte Analyse des Genotyps oft nicht von
echten transdifferenzierten Zellen unterschieden werden (siehe auch 1.1.2
Gewebespezifische Stammzellen).
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1.1.2.2 Retinale Vorlaufer und Stammzellen

Auch aus dem Auge konnten Zellen isoliert werden, die Charakteristika von retinalen
Vorlaufer bzw. Stammziken aufweisen. Ahmand et al. gelang es aus der Retina
embryonaler Ratten Zellen zu isolieren, die sich in Anwesenheit von epidermal growth
factor (EGF)in vitro kultivieren lieRen. Einige dieser Zellen bildeten unter diesen
Kultivierungsbedingungen als MNespharen bezeichnete Zellaggregate und
exprimierten Nestin, ein fur neurale Vorlauferzellen typisches Protein. Nach Entzug des
Wachstumsfaktors und Zugabe von Serum differenzierten die Zellen in Neurone und
Gliazellen (Ahmad et al. 1999) Unter den glialen Zellypen fanden sich neben
Astrozyten auch Oligodendrozyten, ein Zelltyp, der noemvadise in der Retina nicht

zu finden ist. Dartber hinaus konnten auch retinale Nervenzelltypen wie
Photorezeptoren und Amakrine in den differenzierten Kulturen identifiziert werden. Die
Differenzierung der Zellen in Photorezeptoren konnte interessanservdeirch Ke
Kultivierung mit retinalen Zellen aus postnatalen Netzhduten noch gesteigert werden.
Versuche, diese Neurosphdren Uber mehrere Pasdsagesitro zu expandieren
scheiterten jedocfAhmad et al. 1999Diese retinalen Zellen wiesen alsovitro eine
beachtenswerte Fahigkeit zur Differenzierung in verschiedene retinale Zelltypen au
und kénnen damit als multipotente Zellen bezeichnet werden. Sie verfugten jedoch nicht
Uber die fur Stammzellen charakteristische Eigenschaft zur Selbsterneuerung und
mussen daher eher als determinerte retinale Vorlauferzellen denn als echte
gewebespezgche Stammzellen angesehen werden. Auch nach subretinaler
Transplantation ganzer oder dissoziierter Neurosphéren aus primaren Kulturen in
juvenile Ratten konnte die Expression Photorezegperifischer Proteine durch diese
Zellenin vivonachgewiesen ween(Chacko et al. 2000)

In weiteren Studien gelang die begrenzte Expansion retinaler Zellefitro Gber
mehrere PassagdiYyang et al. 2002b; Yang et al. 20028)jese Zellen wurden aus
Rattenembryonen oder humanen Feten isoliert und als adharente Kulturen in
Anwesenheit von basiitbroblast growth factor (FGR), Neurotrophin 3 und geringen
Mengen von Serum Kkultiviert. Diese Expansionskulturen bestanden Uberwiegend aus
Nestinexprimierenden unreifen Zellen, enthielten aber auch einige differenzierte
Astrozyten. Nach Differenzieng fanden sich in den Kulturen einige Astrozyten und
zahlreiche Neurone, unter denen bei beiden Spezies Photorezeptoren und verschiedene
retinale Interneurone nachgewiesen werden kon(itamg et al. 2002b; Yang et al.

2002a) Die aus Rattenembryonen isolierten retinalen Vorlaufer zeigten nach
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Transplantation in den subretinalen Raum von Royal Collegergesns (RCS) Ratten
allerdings nur eine limitierte Integrationsfahigkeit, und verblieben im subretinalen
Raum und integrierten kaum in die Retina. Im Gegensatz zur vorwiegend neuronalen
Differenzierung der Zellein vitro differenzierten die retinalen Vidufer in vivo vor

allem in Astrozyten und in einige wenige retinale Bipolarzgléang et al. 2002a)
Angenieux und Mitarbeiter konnten im Jahr 2006 zeigen, dass die Exposition von
adharent kultivisr en und expandierten retinalen
factorin ( EGF) ei ne Differenzierung der
induziert. Unter den Neuronen konnten auch retinale Nervenzelltypen wie retinale
Ganglionzellen, Photorezeptoreind Bipolarzellen identifiziert werdgi\ngenieux et

al. 2006) Transplantationen dieser Zellen in den subretinalen Raum eines Mausmodells
mit einer brtgeschrittenen Degeneration der Photorezeptoren resultierten in einer
massiven Integration der Spenderzellen in die Ganglionzellschicht der
Empféangernetzhaut und eine Differenzierung vor allem in gliale, aber auch neuronale
Zelltypen(Canola et al. 2007)

Die mogliche Anwendérkeit retinaler Vorlauferzellen fir zellbasierte Therapie
retinaler Erkrankungen hangt von der Fahigkeit dieser Zelleim abjo vornehmlich in
Neurone und insbesondere in Photorezeptoren zu differenzieren. Die bisher
vorliegenden Daten zeigten allerdm eine vornehmlich gliale Differenzierung von
transplantierten retinalen Vorlauferzellfviang et al. 202b; Yang et al. 2002akine
verstarkte neuronale Differenzierung retinaler Vorlauferzellen kdnnte durch eine
Manipulation der Zellen vor der Transplantation erreicht werden, beispielsweise durch
eine Vordifferenzierung in spezifische retinale Zelltypen durch gerichtete gemetisch
oder epigenetische Differenzierungsprotok@fa@genieux et al. 2006)

Inzwischen konnten auch echte gewebespezifische Stammzellen, die Uber dieiFahigk
zur Selbsterneuerung verfuigen, im Auge adulter Saugerschliel3lich des Menschen
identifiziert werden(Ahmad et al. 2000; Tropepe et al. 200@ie lebenslange
Regenerationsfahigkeit retinaler Zellen bei Fischen und Amphibien, die auf der Prasenz
von retinalen Stammzellen in der Peripherie der Netzhaut beruht, ist seitmlange
bekannt. Dagegen konnten erst im Jahr 2000 im Auge adulter Sauggtiere
einschiel3lich des MenscheinZellen dentifiziert werden, die sicim vitro expandieren
lassen Diese Zellen, die aus dem megntierten Epithel des Ziliarkdrpers isoliert
werden kont e n bil deten in Anwesen-Béi ti®HG6En

Neurospharen und konnten als retinale Vorlaufer identifiziert we(démad et al.

St an
Ze
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2000; Tropepe et al. 2000Nach Differenzierung fanden sich in diesen Kulturen
Astrozyten und retinale Neurone, darunter auch Photorezeptoren, Amakrine und
Bipolarzellen(Ahmad et al. 2000; Tropepe et al. 200Djese Untersuchungen zeigen,
dass diese Zelle mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Multipotenz Uber die
beiden wesentlichen Eigenschaften von gewebespezifischen Stammzellen verfiigen.
Interessanterweise konnte nach intravitrealer Transplantation retinaler Stammzellen aus
dem humanen Ziliarkogrepithel in junge Mause beobachtet werden, dass ein Teil der
humanen Spenderzellen in die aul3ere nukledre Schicht integrierte und dort in Zellen
differenzierte, die Photorezeptspezifische Antigene exprimierté@oles et al. 2004)

Die Spenderzellen wiesen allerdings nicht die typische Morphologie differenzierter
Photorezeptoren auf (Coles et al., 2004). Um die prinzipielle Frage zu beantworten, ob
Uberhaupt erwartet werden kantlass transplantierte Zellen in die &auf3ere nukleare
Schicht der nichheurogenen Netzhaut adulter Saugetiere integrieren kbnnen und dort
in morphologisch komplexe und funktionale Photorezeptoren differenzieren, haben
zwei Arbeitsgruppen frisch isolierte rimare retinale Zellsuspensionen in den
subretinalen Raum von Mausen mit gesunden oder dystrophen Netzhauten transplantiert
(MacLaren et al. 2006; Bartsch et al. 20Q08)teressanterweise konnte beobachtet
werden, dass frisch isolierte Zellen aus jungen postnatalen Netzh&uten tatséachlich das
Potential aufwisen, in die Photorezeptorenschicht der Empfangertiere zu integrieren.
Dort differenzierten die transplantierten Zellen in offenbar vollkommen normale
Photorezeptoren. Die Spenderzellen hatten (i) basale axonale Fortsatze, die synaptische
Kontakte mit endgenen retinalen Zelltypen in der &auf3eren plexiformen Schicht
ausbildeten; (ii) Zellkorper, die in der aul3eren nuklearen Schicht lagen und (iii) einen
aufsteigenden Fortsatz, der oberhalb der Membrana limitans externa in einem
Photorezeptotypischen AulBesegment endetet. AufRRerdem exprimierten die
Spenderzellen verschiedene Photorezegperifische Antigen. Interessanterweise
konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Spé&tHu#orezeptoren Lickdensitiv

waren und sich damit offenbar funktionell in die HémmgerNetzhaute integriert hatten
(MacLaren et al.,, 2006; Bartsch et al., 2008). Dabei konnte experimentell
ausgeschlossen werden, dass die Spdpldetorezeptoren lediglich das Produkt eine
Zellfusion zwischen den transplantierten frisch isolierten aktim Zellen und
endogenen Photorezeptoren waren. Schlie3lich konnte gezeigt werden, dass
postmitotische Photorezept@orlauferzellen, nicht aber undifferenzierte retinale

Vorlauferzellen, das Potential aufwiesen, in die aul3ere nukleéare Schicht zu iategrie
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und dort in offenbar normale und voll ausgereifte Photorezeptoren zu differenzieren.
Insgesamt zeigen diese Daten, dass ein zellbasierter Ersatz von dysfunktionalen oder
degenerierten Photorezeptoren ein viel versprechender Ansatz ist, um Therampaeoptio

fur bisher nicht behandelbare retinale Dystrophien zu entwickeln. Die Ergebnisse zeigen
aullerdem, dass nur postmitotische Photorez&fuidéuferzellen das Potential
aufweisen, in die aulRere nukledre Schicht von EmpfaNgezhauten zu integrieren

und dort in Photorezeptoren zu differenzieren, und erklaren somit die bisher nur
eingeschrankten Erfolge, retinale Zelltypen durch Transplantation undifferenzierter

Stammzellen oder Vorlauferzellen zu ersetzen.
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1.1.3 Neurale Stammzellen

Neurale Stammzellersind fir die Entwicklung zellbasierter Therapiestrategien zur
Behandlung traumatischer oder degenerativer Erkrankungen des zentralen
Nervensystems von besonderem Interesse. Als gewebespezifische Stammzellen
verfigen neurale Stammzellen Uber das Potentiatlie verschiedenen prinzipiellen
neuralen Zelltypen zu differenzieréReynolds and Weiss 199@Jeurale Stammzellen
kénnen aus verschiedenen Regionen des embryonalen und des adulten Nervensystems
isoliert werden (Gage 200Q) Im embryonalen Nervensystem wurden neurale
Stammzellen bereits in verschiedensten RegiaemnzentraleiiReynolds et al. 1992;
Kilpatrick and Bartlett 1993)und peripheren(Stemple and Anderson 1992)
Nervensystems nachgewiesen. Entgedmmfriheren Annahme, dass das Nervensystem
adulter Sauger Uber keinerlei Fahigkeit zur Neubildung von Nervenzellen verfligt,
konnten auch aus dem adulten Gehirn neurale Stammzellen isoliert werden: Adulte
neurale Stammzellen wurden vor allem im Gyrus akeist des Hippokampus und der
Subventrikularzone gefunden, zwei Regionen, in denen beim adulten Sauger
einschliellich des Menschen eine kontinuierliche Neurogenese statifiRelgtolds

and Weis 1992; Lois and AlvareBuylla 1993; McKay 2000)Neurale Stammzellen
konnten aber auch aus niglgurogenen Regionen des zentralen Nervensystems adulter

Saugetiere isoliert werddlVeiss et al. 1996)
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Abbildung 2: Stammzellen mit neuralem Potential, hierarchisch dargestellt von deZygote als
primitivster Zelle mit dem grof3ten Differenzierungspotential bis zu reifen postmitotischen Zellen.
Die kleinen aufwarts zeigenden Pfeile deuten mdgliche Dedifferenzierungen an. Ng&age 2000)
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1.1.3.1 Neurale Stammzellem vitro

Neurale Stammzellen kdnnen aus ihrem Ursprungsgewebe isoliertnuwitro in
Gegenwart von Wachstumsfaktoren kultiviemd effizient expandiert werden. Eine
bewahrte Methode ist dabei die Expansion neuraler Stammzellen mit Hilfe des
Wachstumsfaktors Aepidermal growth factori
konnen grol3e Mengen von Tochterzellen generiert werden, dieNalirospharen
bezeichnete Zellaggregate bilden und sich Uber mehrere Passagen expandieren lassen
(Reynolds et al. 1992; Reynolds and Weiss 198&) anderes Mitogen, das neurale
Stammzellen zur effizienten Proliferation stimuliert, ist der Wachstumsfaktor
Af i brobl ast2fig r(eh&BEnsburgarcet a. r1987; Richards et al. 1992)
Dabei haben die fur die Expansion der Zellenwerdeten Wachstumsfaktoren
unterschiedliche Auswirkungen auf die Proliferationskapazitat und das phanotypische
Differenzierungspotential der Zellpopulationéviescovi et al. 1993; Caldwell et al.
2001) wie eine Studie an adulten neuralen Stammzellen aus der Subventrikularzone
zeigt (Whittemore et al. 1999Nur in Gegenwart von EGF und F&Foder FGF2 und
Heparin konnten die neuralen Stammzellen expandiert werden. Hiergzed#ierten
sowohl die EGF/FGR expandierten Zellen als auch die F&Heparin expandierten
Zellen in die drei prinzipiellen neuralen Zelltypen des zentralen Nervensystems: in
Neurone, in Oligodendrozyten und in Astrozyten. Jedoch schienen die EGE/FGF
expandierten Zellen Uberwiegend in Astrozyten zu differenzieren, wahrend die FGF
2/Heparinexpandierten Zellen ein groReres Potential zur neuronalen Differenzierung
aufwiesen(Whittemore et al. 1999Durch Exposition der Zellkulturen mit bestimmten
zusatzlichen Mitogenen konnte hierbei jeweils die Anzahl der Neurone, Astrozyten oder
Oligodendrozyten in differenzierten Kulturen weiteodnliert werden(Whittemore et

al. 1999) Durch Entzug der Wachstumsfaktoren oder Exposition mit bestimmten
Differenzierungsfaktorengdie die Entwicklung der Zellen in bestimmte Zelltypen
stimulieren, kann also eine Differenzierung der Zeitewitro in reife Zelltypen erreicht
werden. Auch neurale Stammzellen aus dem embryonalen Nervensystem zeigen unter
dem Einfluss bestimmter Mitoge ein entsprechendes Verhaltervitro (Maric et al.

2003) Neurale Stammzellen aus dem Telencephalon der embryonalen Ratte
proliferierten in FGF2-haltigem Medium ohne dass dabei eine Differenzigrn reife
neurale Zelltypen stattfand. Kultivierung der Zellen mit EGF und B2Gtatte eine
Proliferation der Zellen und eine Differenzierung in Vorlaufer neuronalen, astroglialen

und oligodendroglialen Phénotyps zur Fo(iyaric et al. 2003)Extrinsische Faktoren
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haben in vitro also einen wesentlichen Einfluss auf die Differenzierung der
multipotenten Zellen und kdnnen eine praferentielle Differenzierung in ganz bestimmte
Zelltypen induzieren. So fuhrbeispielsweise die Exposition embryonaler neuraler
Stammzell en aus der Subventrikularzone mit¢t
selektiven und dosisabhangigen Differenzierung der multipotenten Zellen in astrogliale
Zelltypen(Gross et al. 1996)

Interessanterweise konnte eine Veranderung der Ansprechbarkeit der Stammzellen fir
Mitogene in Abhéangigkeit vom Entwicklungsstadium ihres Spenders festgestellt
werden. Wahrend der Embryonalentwicklung werden die verschiedenen neuralen
Zelltypen eines Gewas in einer charakteristischen préazisen zeitlichen Abfolge
generiert. Generell beginnt die Neurogenese des zentralen und peripheren
Nervensystems vor der Gliogenese. Entsprechend zeigte sich bei Stammzellen, die aus
Spendern unterschiedlicher Entwicklurigsien isoliert wurden, eine unterschiedliche
Reaktion auf die Applikation derselben Wachstumsfaktoren. Dies l&asst die Vermutung
zu, dass Stammzellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien Uber unterschiedliche
intrinsische Eigenschaften verfiigen. So werffenanderungen in der Anzahl und Art

der WachstumsfaktelRezeptoren in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium vermutet
(Temple 2001a)Beispielsweise entstanden aus Kulturen neuraler Stammzellen, die aus
frihen embryonalen Stadieroigert wurden, unter dem Einfluss von BMP lberwiegend
Neurone. Zellen aus alteren Embryonen differenzierten dagegen in Gegenwart von
BMP eher in gliale ZelltypenMehler et al. 2000) Moglicherweise nehmen also
entwicklungsbedingte restriktive Eigenschaften neuraler Stammzellen Einfluss auf ihr
spateres Differenzierungspotential. Wahrend der Embryogenese entstehen aus
undifferenzierten  VorlauferzePopulationen  die  verschiedenen, fir die
unterschiedlichen Hirnregionen charakteristischen, Zelltypen. Diese Neurogenese wird
durch intrinsische Eigenschaften der Zellen und lokale Umgebungsbedingungen des
Gewebes bestimmt. Ahnliches lasst sich auch béeisen Zellenin vitro beobachten
(Kalyani et al. 1998) So kdénnen aus neuralen Vorlauferzellen des embryonalen
Ruckenmarksin vitro reife Neurone mit untersailichen Phanotypen generiert
werden. Wéhrend ihrer Entwicklung in reife Zelltypen zeigen die Vorlauferzellen eine
varilerende Reaktivitat auf Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren. Gleichzeitig
exprimieren sie fur das jeweilige Entwicklungsstadium spetieé Proteine. Durch
kontrollierte Kulturbedingungen kann Einfluss auf diese Differenzierung genommen

werden (Kalyani et al. 1998)Unter den aus neuralen Vauférn generierten Zellen
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finden sich auch Zellen, die fur die Region, aus der die Vorlaufer isoliert wurden,
spezifisch sind. So konnten in Kulturen embryonaler Stammzellen aus deRE€@

des Hippokampus der Ratte Regiospezifische CAdyramidale Narone
identifiziert werden(Shetty 2004) Neurale Stammzellen und die aus ihnen generierten
Vorlaufer kénnen also vermutlichn vitro in Region@-spezifische Phanotypen
differenzieren(Hitoshi et al. 2002)Diese Eigenschaft sainé jedoch keine irreversible
Determinierung zu sein, sondern kann durch definierte Umgebungsbedingungen
modifiziert werden(Svendsen and Caldwell 2000wieweit die Entwicklung neuraler
Stammzellen von lokalen Umgebungsbedingungen und intrinsischen Eigenschaften der
Zellen bestimmt wird, isin vitro nicht eindeutig fegtustellen. Zu vermuten ist jedoch,

dass neurale Stammzellen Uber geeignete Kulturbedingungen ganz gezielt in bestimmte
Zelltypen differenziert werden konnen (Vescovi et al. 1993). Entsprechend zeigen
aktuelle Studien, dass neur&@&mmzellen Uber eine Kiultivierung mit sogenannten
embryoid bodies aus embryonalen Stammzellen zu einer Expression immunologische

Marker nichtneuronaler Zellen induziert werdébenham et al. 2006)

1.1.3.2 Neurale Stammzellem vivo

Um das Integrations und Differenzierungspotential neuraler Stammzellen unter
normalen und pathologischen  Bedingungen zu  untersuchen, werden
Transplantationsstudien afiermodellen durchgefiihrt. Dieser experimentelle Ansatz
bietet die Mdglichkeit, das Verhalten der Stammzellervivo unter verschiedensten
Umgebungsbedingungen und in Abh&ngigkeit von unterschiedlichen epigenetischen
Faktoren zu analysieren. Dazu konnahie in vitro unter unterschiedlichen
Kulturbedingungen charakterisierten, expandierten und eventuell manipulierten Zellen
in verschiedene Tiermodelle des sich entwickelnden, adulten oder pathologisch
veranderten Nervensystems transplantiert werden.

Um dasmdgliche therapeutische Potential neuraler Stammzellen fur die Behandlung
von Myelinerkrankungen zu untersuchen, wurden beispielsweise H@EF FGF2-
expandierte neurale Stammzellen aus dem embryonalen Nervensystem in das
dysmyelinisierte zentrale Nerverstem junger und adulter Mause transplantjader

et al. 2001; Ader et al. 20Q4babei zeigte sich nach einer intrazerebroventrikularen
Transplantation der Zellen in junge Mause eine ausgedehnte Integration der
Spenderzellen (Ader et al., 2001). Dagegen zeigtém Zdellen nach einer

intrazerebroventrikularen Injektion in adulte Tiere eine nur begrenzte Integration,
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wahrend nach direkter intraparenchymaler Injektion der Zellen in die dysmyelinisierten
Fasertrakte eine massive Integration der Zellen zu beobachtefaex et al., 2004).

Die Mehrheit der Spenderzellen zeigte dabei sowohl in jungen als auch in adulten
Empfangertieren eine Differenzierung in Oligodendrozyten, die die Axone des
Empfangergewebes effizient myelinisiert@kder et al. 2001; Ader et al. 2004Auch

an Tiermodellen mit dystrophen Erkrankungen der Netzhaut wurde das Integrations
und Differenzierungsverhalten EGRind FGF2-expandierter embryonaler neuraler
Stammzellen untersucliPressmar et al. 20Q1pabei fanden sich in den dystrophen
Netzhauten adulter Empfangertiere bedeutend mehr integGpeaderzellen als in
gesunden Netzhauten adulter Empféangertiere. Sowohl in dystrophen als auch in
gesunden Netzhauten differenzieren die transplantierten Zellen aber ausschlieflich in
Astrozyten und Oligodendrozyten, nicht aber in NervenzdlRnessmar et al. 20Q1)
Obwohl zahlreiche Studien bescitven, dass transplantierte neurale Stammzellen
besser in pathologisch veréndertes als in gesundes Nervengewebe integrieren, sind die
zellularen und molekularen Grundlagen dieser ausgepragteren Integration in
pathologisch veranderte Nervengewebe bisher nageklart.

Verglichen mit der begrenzten Integration in adultes gesundes Nervengewebe zeigen
transplantierte neurale Stammzellen in embryonalen Nervengeweben eine massive
Integration, wodurch detaillierte Analysen des Integrationsund
Differenzierungsvdraltens neuraler Stammzellén vivo erleichtert werden. Nach
Transplantation embryonaler neuraler Stammzellen aus unterschiedlichen Hirnregionen
in embryonales murines Empfangergewebe, zeigte sich eine ausgedehnte Inkorporation
der Zellen in die verschiedsten Regionen der Empfangergehiitvnkler et al. 1998)

Die integrierten Spenderzellen differenzierten dabei sowohl in ¢l&lekler et al.
1998)als auch in verschiedene und der jeweiligen Hirnregion entsprechende neuronale
Zelltypen (Brustle et al. 1995)Beim Integrationsmuster der Zellen konnte keine
Praferenz zu den Regionen des Empfangergehirns festgestellt werden, aus denen die
Zellen jeweils isoliert wurden. Neurale Stammzellen scheinen diesen Ergebnissen
zufolge keine irreversible regionale Determinierungzaweisen, sondern in ihrem
Migrations und Differenzierungsverhalten durch lokale Einflussfaktoren des sie
umgebenden Empfangergewebes beeinflusst zu werden. Diese Schlussfolgerung wird
durch Transplantationsstudien gestitzt, in denen eventuelle reggi®patialisierungen
friher Stammzellen aus der Subventrikularzone untersucht wurden. Wéhrend der

Embryonalentwicklung des zentralen Nervensystems entsteht die Subventrikularzone,
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die neurogene Region des embryonalen ZNS, die auch in adulten Saugermagjemesu
Zone persistiert. Aus den basalen Anteilen der Subventrikularzone entsteht das
Striatum, wahrend der Cortex cerebri aus den dorsalen Anteilen gebildet wird. Um zu
untersuchen, ob Stammzellen aus diesen Bereichen der Subventrikularzone bereits eine
regionale Spezialisierung aufweisen, wurden frisch isolierte Stammzellen der basalen
striatalen Subventrikularzone entweder zurtick in ihre urspringliche striatale Umgebung
oder in die dorsal gelegene kortikale Subventrikularzone transplafiiishiell 1995)

Die in das Striatum transplantierten Subventrikularzellen differenzierten in
Nervenzellen mit einer striatalen Morphologiahrend dieselben Zellen nach
Transplantation in die kortikale Subventrikularzone phé&notypische Eigenschaften
kortikaler Nervenzellen aufwiesen. Auch in diesen Experimenten zeigt sich, dass die
jeweilige Umgebung wesentlichen Einfluss auf die phanotypidotiferenzierung
unreifer Stammzellen nimm{Fishell 1995) Dies zeigen auch Experimente von
Eriksson und Mitarbeitern aus dedahr 2003, in deneim vitro expandierte neurale
Stammzellen aus striatalen Regionen in verschiedene Hirnregionen neonataler Ratten
transplantiert wurden. Die Zellen differenzierten hier Gberwiegend in gliale, aber auch
neuronale Zelltypen und differenzien in Regionerspezifische reife Zellen mit fur die
verschiedenen Hirnregionen jeweils morphologischen Charakteri&iiesson et al.

2003) Auch diese Experimente zeigen, dass die zellularen und molekularen
Eigenschaften des Empfangergewebes estérkeren Einfluss auf die Integration und
Differenzierung neuraler Stammzellen haben, als die charakteristischen Eigenschaften
des Spendergewebes, aus dem die Zellen isoliert w(@#enet al. 2002)

Welche zellularen und molekularen Faktoren des Empfangergewdds Integrations

und Differenzierungspotential transplantierter Stammzellen beeinflussen, ist noch
weitgehend unklar. Systematisch untersucht wurde diese Frage am Op@d&sum
Hoffelen et al. 2003) Bei dieser Beuteltierart findet die retinale Entwicklung
Uberwiegend postnatal statt, so dass eine Transplantation neuraler Stammzellen in eine
noch extrem unreife und noch neurogene Netzhaut bei postnatalen Tieren mdglich war.
Auch hier konnte eine madse Integration der Spenderzellen nur in den Netzhauten
neonataler Empfangertiere beobachtet werden, nicht jedoch bei adulten Tieren.
Interessanterweise differenzierten die transplantierten Zellen ausschliefilich in
Nervenzellen, unter anderem auch in Resipezifische Nervenzelltypgivan Hoffelen

et al. 2003) Um das maximale Diffenzierungspotential von neuralen Stammzellen

untersuchen zu kdnnen, scheint folglich die Transplantation der Zellen in embryonale
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Empfangertiere eine geeignete Methode zu sein, da im sich entwickelnden
Nervensystem aktive Newrand Gliogenese stattfindeBie zu untersuchenden Zellen
sind so endogenen Faktoren ausgesetzt, die eine Differenzierung in verschiedenste

Zelltypen stimulieren kénnen.

1.1.3.4 Adulte neurale Stammzellen

Die bemerkenswerten plastischen Eigenschaften neuraler Stammzellen scheien ni
nur auf Stammzellen aus dem embryonalen Gehirn beschrankt zu sein. Vielmehr
scheinen auch neurale Stammzellen aus dem adulten Gehirn eine &hnlich grol3e
Plastizitdt aufzuweisen. Neurale Stammzellen aus dem Hippokampus der adulten Ratte
konnen beispielseise an verschiedenste Umgebungsfaktoren adaptieren und in
Zelltypen mit entsprechenden Phanotypen differenzieren. Nach Transplantation neuraler
Stammzellen aus dem adulten Hippokampus in den Glaskérper adulter oder
neugeborener Ratten formierten sichdelen im adulten Auge zu einer festen Schicht,

die der inneren Grenzmembran der Retina unmittelbar &hkdghashi et al. 1998)m

sich entwickelnden Auge zeigte sich dagegen eine intensive Integration der adulten
Zellen in die Retina, wobei die Spenderzellen die spezifische Morphologie
verschiedener retinaldleurone und astroglialer Zellen aufwies@rakahashi et al.

1998) Durch Transplantationen adulter neuraler Stammzellen konnte weiterhin eine
Remyelinisierung und eine Verbesserung der motorischen Fahigkeiten von Ratten mit
geschadigtem Ruckenmark erreicht werd&arimi-Abdolrezaee et al2006) Nach

einer subakuten Ruckenmarkslasion waren die transplantierten adulten neuralen
Stammzellen vornehmlich in der weissen Substanz der Empfangertiere zu finden, wo
sie in Oligodendrozyteiworlauferzellen oder reife Oligodendrozyten differenzierte

und einen engen Kontakt zu den Axonen und endogenen Oligodendrozyten des
Empfangergewebes aufwiesen. Nach Transplantationen adulter neuraler Stammzellen in
Empféangertiere mit chronischen Rickenmaltksionen konnten dagegen kaum
integrierte Spenderzelledentifiziert werden(Karimi-Abdolrezaee et al. 2006Diese

Daten deuten an, dass auch das Integratiand Differenzierungspotential adulter
neuraler Stammzellen durch die spezifischen Eigenschaften des pathologisch
verandertefempfangergewebes beeinflusst wird.

Interessanterweise kann durch geeignete Manipulation der Zellen vor der
Transplantation eine gezielte Differenzierung adulter neuraler Stammzellen in

spezifische neurale Zelltypen erreicht werd8n kdnnen beispielsweisadulte neurale
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Stammzellen aus der Subventrikularzon durch die gezielte Uberexpression des
Transkriptionsfaktors Nurrl in reife dopaminerge Neurone differenziert werden, die
nach Transplantation in das Striatum eines Rattenmodells fir Morbus Parkinson e
Verbesserung der Symptomatik bewirK&@him et al. 2007)Dartber hinaus zeigt eine
Studievon Clarke et al. aus dem J&@00, dass mit neuralen Stammzellen der adulten
Maus chimare Huhncherund Mausembryonen generiert werden konnen. Chimare
Huhnchenembryonen wurden durch Injektion der Stammzellen in die Amnionhéhle
generiert, chimare Mausemyonen durch direkte Injektion der Zellen in die
BlastozysteDabei resultierten aus der Injektion ganzer Neurospharen wesentlich mehr
chimare Embryonen als aus der Injektion dissoziierter ZdDenadulten Stammzellen
integrierten in die sich entwickelen Embryonen, differenzierten in verschiedenste
Zellen und generierten zusammen mit den endogenen Zellen des Embryos Gewebe und
Organe aller drei Keimblatte(Clarke et al. 2000) Von den adulten neuralen
Stammzellen abstammende Zellen konnten also nicht nur im zentralen Nervensystem,
sondern auch in mesauealen oder entodermalen Geweben gefunden werden. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass adulte Stammzellen Gber ein
Differenzierungspotential verfiigen, das unter bestimmten experimentellen Bedingungen
dem embryonaler Stammzellen &hnlich ist. Auclkrhnuss jedoch der Vorbehalt
geltend gemacht werden, dass diese Beobachtungen mdglicherweise durch
Fusionsereignisse erklarbar sein konnten. Interessanterweise konnten im
hamatopoetischen System der chimaren Embryonen keine von den neuralen
Stammzellen altammende Zelltypen identifiziert werdé@larke et al. Q00) Dagegen
differenzierten adulte neurale Stammzellen nach Transplantation in bestrahlte Mause in
verschiedene hamatopoetische Zellen, darunter Zellen des Ilymphatischen und
myeloischen Systems sowie in friihe hamatopoetische Vorlaufer{Bilemson et al.

1999) Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass adulte Stammzellen Uber ein
weitaus grofRReres Integrationsind Differenzierungspotential verfigen, als bisher
angenommenvurde. Mdglicherweise differenzieren neurale Stammzellen nicht nur in
neurale Zelltypen, sondern unter adaquaten Umgebungsbedingungen durch
Transdifferenzierung auch in Zelltypen anderer Gewebe oder sogar anderer Keimblatter
(Galli et al. 2003) Ursachlich hierfur ist vermutlich eine Entdifferenzierung der
determinierten adulten Stamntie@, gefolgt von einer erneuten durch das

Umgebungsgewebe stimulierten Differenzierung.
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Die funktionelle Bedeutung endogener adulter neuraler Stammzellen ist noch nicht
vollstandig aufgeklartDie Subventrikularzone des lateralen Ventrikels enthalt eine
kontinuierlich proliferierende Zellpopulation, aus der Uber die gesamte Lebenszeit
Neuroblasten hervorgehen. Diese wandern kontinuierhiderhalb des sogenannten
rostralen Migrationsstromszum olfaktorischen Bulbus, um dort letztendlich zu
Interneuronerzu differenzierenMoglicherweise verfigen endogene Stammzellen des
adulten Nervensystems unter physiologischen Bedingungen Uber ein limitiertes
Potential zur Selbsterneuerung, das auch bei normalen Funktionen wie Lernen und
Erinnerung ein Rolle spielfGage 2000Q) So befindet sich im Gyrus Dentatus, einer
Struktur des Hippocampus, welcher mal3geblich an Lernmerzebketeiligt ist, eine
weitere sich fortwahrend teilende Zellpopulation, aus der Koérnerzellen (Neurone)
hervorgehen. Weiterhin konnte bei verschiedenen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems eine Zunahme der Anzahl adulter Stammzellen im Gehirn &tgest
werden, die jedoch nicht ausreichend zu sein scheint, um die Progression einer
Erkrankung zu verhindern. Bei einem Tiermodell fir Morbus Huntington konnte nach
Beginn der Symptomatik eine signifikante Expansion striataler neuraler Stammzellen
festgestllt werden, die in grofRer Anzahl in die gesch&adigten Hirnareale migrierten
(Batista et al. 2006)Trotz dieser Aktivierung endogener neuraBtammzellen bei
Erkrankungen des zentralen Nervensystems ist ihre regenerative Kapazitat limitiert. Mit
dem gezielten Einsatz von Wachstumsfaktoren und genetischer Manipulation kénnten
diese Einschrankungen jedoch teilweise Uberwunden werden. Mdglickerkdnen

also endogene adulte neurale Stammzellen durch geeignete Manipulation so stimuliert
werden, dass degenerierte Nervemd Gliazellen in einem funktionell relevanten

Ausmal} ersetzt werden.
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1.1.4 Induzierte pluripotente Stammzellen

Induzierte puripotente Stammzellen stellen einen ganz neuen, interessanten und
therapeutisch viel versprechenden Ansatz in der StamyRaedthung da¢(Geoghegan

and Byrnes 2008; Scholest al. 2009; Shevchenko et al. 2008@nter induzierten
pluripotenten Stammzellen versteht man pluripotente Stammzellen, die durch
Reprogrammierung aus niepluripotenten somatischen Zellen abgeleitet wurden.
Diese Reprogrammierung wird dabei durcke d&Expression bestimmter Transgene
induziert. Die erstmalige Herstellung induzierter pluripotenter Stammzellen gelang
Takahashi und Kollegen im Jahr 2006. Sie exprimierten Uber eine Transduktion mit
einem Retrovirus verschiedene Transkriptionsfaktoren, die embryonalen
Stammzellen eine zentrale Rolle spielen, in murinen Fibroblasten. Insgesamt 24
TranskriptionsfaktoiGene wurden auf diese Weise untersucht. Die Ergebnisse der
Experimente zeigten, dass die kombinierte Expression von 4 Transkriptionsfaktoren
Sox2, Oct4, cMyc, und Klf4 eine Reprogrammierung von einigen somatischen Zellen

in pluripotente Zellen bewirkt¢Takahashi and Yamanaka 200&)teressanterweise
zeigten di e Ex per i m@en,tveelchesdfizr die Fatligkeit vdhNa n o g fi
Stammzellen zur Selbsterneuerung essknist, flir die Reprogrammierung zu
pluripotenten Zellen nicht notwendig wérakahashi and Yamanaka 2008) Folge
Experimenten gelang auch der Nachweis, dass aus den erzeugten Zellen nach Injektion
in murine Blastozysten lebensfahige Chimaren entstehen ko(@iéta et al. 2007)

Auch aus humanen somatischen fetalen, neonatalen und adulten Zellen beneitn
induzierte pluripotenten Stammzellen erzeugt, aus denen dann Zelltypen aller drei
Keimblatter abgeleitet werden konnt@Park et al. 2008)Dabei zeigten die erzeugten
induzierten pluripoteten Stammzellen starke Ahnlichkeiten zu natiirlichen
embryonalen Stammzellen und waren selbst ultrastrukturell kaum von ihnen zu
unterscheideScholer et al. 2009)

Ziel aller Forschungen an induzierten plurioptenten Stammzellen ist die mogliche
therapeutische Anwendlkeit an Menschen. Als wesentliches Hindernis hat sich bisher
die Tatsache herausgestellt, dass Uber die Einschleusung der retroviralen Vektoren in
die Zellen das Genom der Zellen verandert wird, was die Entstehung von Tumoren zur
Folge haben kann. Verskd wird das Risiko der Tumorentstehung noch dadurch, dass
ein verwendetes TransgenMyc, ein Onkogen ist. Aus diesem Grund beschéftigen
sich nun viele Experimente mit der Verringerung der notwendigen Faktoren zur

Reprogrammierung von somatischen Zelieninduzierten pluripotenten Stammzellen
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(Kim et al. 2008) Alternativ werden Adenoviren statt Retroviren verwandt, die nicht in
das Genom der Zielzelle integrieramd zu einer transienten Expression der 4
Transkriptionsfaktoren Se&, Oct4, cMyc und Klf4 in der Zelle fuhrer§Stadtfeld et

al. 2008) Auch ohne die Verwendung viraler Vektoren ist bereits eine Herstellung
induzierter pluripotenter Stammzellen gelungen. Hierbei wurden die fur die 4
Transkriptionsfaktoren SeR, Oct4, cMyc und KIf4 kodierenden Gene mit nieht
viralen Expressionsvektoretnansient in somatischen Zellen exprimié@kita et al.

2008; Gonzalez et al. 2009Eine alternative Methode zur Herstellung induzierter
pluripotenter Stammzellen ohn#gas Genom der Zielzellen zu verandern stellt die
ProteinrTransduktion da(Kim et al. 2009)

Induzierte pluripotente Stammzellen haben nach aktuellen Erkenntnissen ein grof3es
Potential zur medizinisetherapeutischen Anwendung. Ausserdem bestehen im
Gegensatz zu humanen embryonalen Stammzellen gegenlbéfingatr induzierter
pluripotenter Stammzellen weder ethische noch juristische Bedenken. Dennoch weisen
sie augenscheinlich die wichtigste Fahigkeit von Stammzellen, die diese flr
Zellersatzstrategien so interessant macht, auf: Sie verfligen dank decldiegsen
Genprodukte uber die Fahigkeit zur Pluripotenz. Mit ihrer Hilfe lassen sich prinzipiell
aus den betroffenen Patienten selber pluripotente Stammzellen herstellen. Solche Zellen
konnten dann in autologen Transplantationen eingesetzt werden, udieseif\Weise
konnte das bei Zellersatztherapien mit allogenen Stammzellen vorhandene Problem der

Immunabwehr umgangen werden kann.
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1.2 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Neurale Stammzellen zeichnen sich als gewebespezifische Stammzellendaurch
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Multipotenz aus. In der vorliegenden Arbeit wurden
neurale Stammzellen aus dem zentralen Nervensystem -E@igener
Mausembryonen isoliert und in Gegenwart der Wachstumsfaktoren EGF un@ &6F

frei schwimmende N&ospharen kultiviert. Unter diesen Kulturbedingungen
expandierte neurale Stammzellen lassenisiefitro sowohl in neuronale als auch gliale
Zellen - die prinzipiellen Zelltypen des zentralen Nervensystendifferenzieren
(Reynolds and Weiss 1996; Maric et al. 20@8)hand von Transplantationsstudien mit
Empfangertieren  unterschiedlicher  Entwicklungsstadien  oder  verschiedener
pathologischer  Verdnderungen des zentralen Nervensystems kann das
Differenzierungspotential dieser Zellanvivo untersucht werden. Dabei zeigen neurale
Stammzellen in Abh&ngigkeit vom Entwicklungsstadium des Empfangergewebes ein
stark variirendes Integrationsind Differenzierungspotential. Werden die in dieser
Arbeit untersuchten EGF/FGEexpandierten neuralen Stammzellen in das
Nervensystem adulter Empfangertiere transplantiert, zeigen sie ein nur begrenztes
Integrations und Differenzierungspotential. Die Uberwiegende Anzahl der
transplantierten Zellen differenzieunter diesen Bedingungen in gliale Zelltypen
(Pressmar et al. 2001; Ader et al. 200%Fyansplantationsstudien an embryonalen
Geweben bieten sich daher fur eine Analyse des maximalen Differenzierungspotentials
neuraler Stammzellein vivoan (Van Hoffelen et al. 2003)

Um den Einfluss epigenetischer Faktoren auf das Integrationsd
Differenzierungspotential neuraler Stammzellen zu untersuchen, sollten in der
vorliegenden Arbeit dién vitro expandierten neuralen Stammzellen in das embryonale,
noch neurogene Gehirn vdatihnchenembryonen transplantiert werden. Dazu sollte
zunachst eine Methode etabliert werden, die eine Transplantation dieseriZ ellen
erlaubt. Eine routineméassig durchfuhrbare Transplantationsmethode von Zellen in
Huhnchenembryonen ermdéglicht die sete und effektive Analyse des Integratiens

und Differenzierungspotentials verschiedenster Stammzelltypen oder genetisch
manipulierter Stammzellen in einem embryonalen und noch neurogenen Nervengewebe.
Aufgrund des noch nicht entwickelten ImmunsystemsHi@nnchenembryonen bietet
dieses Transplatationsparadigma ausserdem die Mdglichkeit, das Integratohs
Differenzierungspotential von Stammzellen unterschiedlicher Spezasschliesslich

humaner Stammzelléinzu analysieren. Zur Durchfihrung der Tsplantationsstudien
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sollten die neuralen Stammzellen in die Hirnblaschen der Huhnchenembryonen
transplantiert werden. Nach einer Entwicklungszeit veriZ Tagen sollten Integration

und Differenzierung der neuralen Stammzellen in dem embryonalen Empuféwgbe
untersucht werden. Die Verwendung neuraler Stammzellen aus transgenen, das
Reportergen EGFP exprimierenden Mausen, sollte dabei der Identifizierung der
Spenderzellen im Empfangergewebe dienen. Die Differenzierung der transplantierten
Zellen in neuroale und gliale Zellen sollte mittels Immunhistochemie und nicht
radioaktiverin situ Hybridisierung analysiert werden. Dabei sollte die Differenzierung
der murinen Stammzellen im Nervengewebe der Hihnchenembryonen entweder tber
Speziesspezifische Antikgoser und cRNA Proben oder tber Kokalisationsstudien

des Reportergens EGFP mit zelltypspezifischen Antigenen analysiert werden.
Zusatzlich sollte die Mdglichkeit zur Transplantation der neuralen Stammzellen in die

Augenanlagen der Hihnchenembryonen eealwverden.
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1.3 Theoretische Grundlagen

1.3.1 EGFRexprimierende Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden neurale Stammzellen aus dem Striatum und
R¢ckenmark von transgenen M2usen isoliert,
fluorescent pprinideren. EGHP is( dasGFoRe)n, das fur die Fluoreszenz
der QualleAequora victoriaverantwortlich ist. Dieses Protein wird in den transgenen
Mausen unter der Kontrolle desAktin-Promotors des Hihnchens ubiquitar exprimiert
(Okabe et al. 1997)Die stabile Expression des ReportergeEGFP in den hier
verwendeten transgenen Zellen ermadglicht ihre Identifikation nach Transplantation im
Empfangergewebe. Dartber hinaus ermdglicht die zytoplasmatische Lokalisation von
EGFP eine Charakterisierung der Morphologie und Zytoarchitektur alespiantierten

Zellen im Gewebeverband der Empfangertiere.

1.3.2 Zelltypen des zentralen Nervensystems und zelltypspezifische Proteine

Das Nervengewebe besteht aus Neuronen und Gliazellen. Neurone sind die eigentlichen
Funktionseinheiten des Nervensysgentir ihre Funktion sind die Gliazellen
unentbehrlich. Die Gliazellen des zentralen Nervensystems kdnnen in -Makdo
Mikroglia unterteilt werden. Die Makroglia ist ektodermaler Herkunft und entstammt
dem Neuralrohr; wahrend die Mikroglia mesenchymalesptiings ist. Die wichtigsten
Zelltypen der Makroglia sind Astrozyten (u.a. mechanische und metabolische
Aufgaben), Oligodendroyzten (Myelinscheidenbildung) und Ependymzellen
(Auskleidung der inneren Liquorrdume). Die Mikrogliazellen dienen der Abwekerin
vorliegenden Arbeit wurden Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten Uber ihre

Expression charakteristischer, zelltypspezifischer Proteine identifiziert.

1.3.2.1 Neurone

3-Tubulin Typ Il

Mikrotubuli des Zytoskeletts bestehen aus den globularen Rmodékilena- und 3
Tubulin, die sich zu einem Dimer zusammenlagern. Sie dienen als mechanische
Stutzen, Transportschienen und bilden die Mitosespinddiub®lin existiert in
verschiedenen Isotypen, die durch posttranslationale Modifikationen entstehen
(Alexander et al. 1991) Einer dieser Isotypen, -Tubulin Typ [, wird im

Nervensystem hoherer Vertebraten ausschliel3lich von Neuronen exprimiert. Dabei ist
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eine Expression von-Bubulin Typ Il bereits in jungen postmitotischen Neuronen
nachweisbar, die mit zunehmender Differenzierung anglesgt et al. 1990)

1.3.2.2 Astrozyten

AGlial fibrillary acidic proteini (GFAP):
Das Agli al fibrillary acidic proteini g
Intermediarfilamente. Intermediarfilamente, Mikrotubuli, Myosinfilateen und
Aktinfilamente sind Protenfrilamente, die das Zytoskelett einer Zelle bilden und ihr

Form und Beweglichkeit verleihen. Es gibt tGber 50 verschiedene Intermediarfilamente,
von denen viele fir ein bestimmtes Grundgewebe charakteristisch sind. Die
Intermediarfilamente, die charakteristisch fur Astrozyten des zentralen Nervensystems
sind, bestehen aus GFARyeda et al. 1972; Eng et al. 200@jie werden hiegrls
Gliafilamente bezeichnet. GFAP findet sich dabei sowohl in protoplasmatischen, als
auch in fibrdsen Astrozyten. Protoplasmatische Astrozyten exprimieren wenig GFAP,
fibrése hingegen weisen im Zellkérper und in den Fortsatzen eine hohe GFAP
Expressionauf (Bignami et al. 1972) GFAP wird als spezifischer Marker fir
Astrozyten angesehéReskeNielsen et al. 1987a; Reskéelsen et al. 1987b)

1.3.2.3 Oligodendrozyten

APl atel et derived aJRDGRa):h f actor receptor
APl at el et der i POGH) stglit @nsnt \michtijes dMaahstuinsfaktor fir
mesenchymale und gliale Zellen d&oss et al. 1986Fr besteht aus einer-And B
Untereinheit, die drei verschiedene Dimere des Wachstumsfaktors bilden kdnnen
(PDGFAA, -AB und iBB). Diese bidlen mit unterschiedlicher Affinitat an zwei
Rezeptortypen (PDGFR undi 3) (Hart et al. 1988)Der Rezeptortyp PDGFR spielt

bei der Entwicklung von Oligodendrozyten eine wichtige Roliel dient als sehr
spezifischer Marker fiur Oligodendrozyt®torlaufer im embryonalen Nervensystem.
Werden PDGFRa-positive Zellen aus dem embryonalen ZNS isoliert umdsitro

kultiviert, differenzieren sie ausnahmslos in Oligodendroz{itail et al. 1996)

AProteolipid proteinfi (PLP):

APr dpieblproteinf ( PLP) roftancAnteil denProteinfraktion 50 % d «
des Myelins im zentralen Nervensystem aus. Es tritt in zwei Isoformen auf: Es existiert

eine 25 kDa grof3en Isoform und eine Splievvayiante DM20 mit 20 kDa. Diese
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macht im adulten ZNS 1020% des PLP au@Nave et al. 1987; Peyron et al. 1997)
PLP ist sowohl im Zytoplasma reifer Oligodendrozyten als auch in den Membranen der
Myelinscheiden lokalisiert. Nach Abschluss der aktiven Myelinproduktion nimmt die
zytoplasmatische Lokalisation von PLP allerdings stark ab. Im Bereich der
Myelinscheiden isPLP als integrales Membranprotein an der Membranstabilisierung
beteiligt (Popot et al. 1991)So produzieren Mause mit einer Mutation des fdns
Myelinscheiden, die eine deutlich reduzierte physikalische Stabilitat aufweisen
(Klugmann et al. 1997)

AMyelin basic proteinfi (MBP):

AMy el in basic proteino i st ei nes der Hau
Nervensystem. Es besteht aus verschiedenen Isoformen mit unterschiedlichem
Molekulargewicht, die durch alternatives Splicing entstelaenFerra et al. 1985pas

MBP-Gen ist Bestandteil einer gro3eren Transkriptionseinheit, dem sogenannten Golli

(gene expressed in the oligodendrocyte lineaylP-Gen (Campagnoni et al. 1993)

MBP ist in unreifen Oligodendrozyten im gesamten Zellkérper zu finden. Nach Beginn

der Mpyelinisierung befindet es sich auch im Zytoplasma der Zellfortsatze der
Oligodendrozyten. Auch MBP dient der Membranstal@hung in den Myelinscheiden

(Pfeiffer et al. 1993)

AMyelin associated glycoproteinn (MAG):
AMyel in associated gl ycoproteinhi ( MAG)
ImmunglobulinSuperfamilie und macht mit nur 1% einen kleinen Anteil der
Myelinproteine aus. Es tritt in zwei Isoformen auf: L (largend S (smally MAG. Es
bestent als integrales Menalmprotein der Oligodendrozyten aus einer
membrandurchspannenden Doméane, sowie einer imichextrazellularen Doméne, die
ausgepragte Ahnlichkeiten mit verschiedenen Immunglobulinen auf(zikter et al.
1987) MAG spielt eine Rolle bei der Bildurder kompakten MyelinschicliBartsch et

al. 1989; Li et al. 1994und bei der Kontaktaufnahme von Oligodendrozyten mit
Axonen der Nervenzelle(MeyerFranke and Barres 1994pabei funktioniert MAG

als neurales Adhasionsmolekil(Poltorak et al. 1987) fur bestimmte
Zelloberflachenproteine. Als Liganden konnten verschiedene durch Neurone

exprimierte Ganglioside identifiziert werdé€viang et al. 1996)
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2. Material und Methoden
2.1 Verbrauchsmateridien und Geréate

Tabelle 1: Chemikalien

Agar

Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Anti-DigoxigeninFabFragmente

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

5-Bromo-4-chloro-3-indolylophosphat
(BCIP)

Roche Diagnostics GmbHgRzberg

Blocking Reagens

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheir

Abovine serum al

bu

SAFC, SigmaAldrich Chemie GmbH,

Penzberg

3,3 Diaminobenzidifiretrahydrochlorid
(DAB) Substrat

Vector Laboratories, Burlingame, Ca, U

Denhards Reagens

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dextransulfat

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ditiotheitol

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylsulphoxide

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

EthylendiamintetreEssigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH &Co, Karlsruhe

Essigsaureanhydrid

Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Ethanol Walter CMP GmbH & CoKG, Kiel

Fast green SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Formamid Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Fungizid Biocidal ZF, WAK-Chemie Medical

GmbH, Steinbach

Salzsaure (HCI)

Merck KG, Darmstadt

AHankEs balanced

S

Gibco Invitrogen Life Technologies,

Karlsruhe

Hi Speed Plasmid Midi/Maxi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Levamisol

DAKO A/S, Glostrup, Danemark

Methanol

J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA

Kochsalz (NaCl)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsuhe
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Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

Parafin

Histologie Labor des Institutes

Paraformaldehyd

Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Aphosphate buffere

Gibco Invitrogen life technologies,
Carlsbad, CA, USA

Poly-A

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Poly-L-Ornithin

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

QIA Quick PCR Purifikation Kit

Qiagen GmbHHilden

Triethanolamin

Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Triton x 100

Fluka Chemika, Sigmaldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Transfer ribonuclein acid (tRNA)

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheir

Trypanblau

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinima

favi din
Ki t

Vactastain
compl exo (ABC)

Standard

Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA

Tabelle 2: Medien, Supplemente, Wachstumsfaktoren

B27 Supplement

Gibco Invitrogen Life Technologies,

Karlsruhe

DMEM/F12 1:1i L-Glutamine

Gibco Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe

Aepider mal growth

Gibco Invitrogen Life Technologies,

Karlsruhe

Af i brobl as#2fg r(-BJvGtFh

Gibco Invitrogen Life Technologies,

Karlsruhe
Glucose SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glutamin Gibco Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe
Heparin SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

4-(2-Hydroxyethy})piperazinl-

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
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ethansulfonsaure (HEPES)

N2 Supplement Gibcolnvitrogen Life Technologies,
Karlsruhe

Natriumbikarbonat Gibco Invitrogen Corporation, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching

Tabelle 3: primére Antikorper

anti-Calbindin (polyklonal, Kaninchen) |SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

antrCalbindin (monoklonal, Maus) SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

anti-Calretinin (monoklonal, Ziege) Chemicon International, Millipore,
Billerica, MA, USA

antrtenhanced gr een |Chemicon International, Millipore,

(EGFP)(polyklonal, Hihnchen) Billerica, MA, USA
antrfenhanced gr een |Chemicon International, Millipore,
(EGFP) (polyklonal, Kaninchen) Billerica, MA, USA

antti gr owt h as s oci at|Chemicon International, Millipore,
(monoklmal, Maus) Billerica, MA, USA

antrin gl i al f i bri | | ar|DAKO A/S, Glostrup, Danemark

(GFAP) (polyklonal, Kaninchen)

antti gl i al f i bri | | ar|SigmaAldrich ChemieGmbH, Steinheim
(GFAP) (monoklonal, Maus)

antti mi cr ot ubul e as s|Chemicon International, Millipore,

(MAP) 2 a/b (monoklonal, Maus) Billerica, MA, USA

antri my el i n basi c pr|Chemicon International, Millipore,
(monoklonal, Ratte) Billerica, MA, USA

antifineuronal nuclear antigene (NeuN) | Chemicon International, Millipore,
(monoklonal, Maus) Billerica, MA, USA

ant-O1 (monoklonal, Maus) R & D Systems, Minneapolis, MN, USA

anti-Parvalbumin (monoklonal, Maus) |SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

ant-PGP9.5 (polyklonal, Kaninchen) BIOTREND Chemikalien GmbH, Kdln

antrRT 97 (monoklonal, Maus) DSHB, Developmental Studies Hybridom
Bank at the University of lowa

antiSynaptophysin (monoklonal, Maus)| Chemicon International, Millipore,
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Billerica, MA, USA

arti-Tubulin 111 (polyklonal, Kaninchen)

Covance Research Produkts, Berkeley, (
USA

ant-Tubulin 11l (monoklonal, Maus)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

antktAmy el i n associ at

(MAG) (monoklonal, Maus)

R & D Systems, Minneapolis, MN, US

Tabelle 4: sekundére Antikorper

ant-HihncherCyanin (Cy 2) (polyklonal,
Esel)

Dianova, Hamburg

antrHuhnchenrBiotin (polyklonal, Ziege)

Linaris Biologische Produkte GmbH,
WertheimBettingen

anti-Kaninchenlndocarbocyanif{Cy 3)

(polyklonal, Ziege)

Jackson Immuno Research Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

anti-KaninchenBiotin (polyklonal, Ziege)

Linaris Biologische Produkte GmbH,
WertheimBettingen

ant-MausIndocarbocyanin (Cy 3)

(polykonal, Ziege)

Jackson Immun®&esearch Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

anti-Rattelndocarbocyanin (Cy 3)
(polyklonal, Ziege)

Jackson Immuno Research Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

antiZiege Indocarbocyanin (Cy 3)
(polyklonal, Esel)

Jackson Immuno Research Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

Tabelle 5: Gerate

Binokular

Moller-Wedel international, Wedel

Brutschrank (HUhnereier)

KB-53, WTW, Weilheim

Brutschrank (Zellkultur)

Hera Cell 240, Kendro Laboratory, Thern
electron corporation, Waltham, MAISA

Brutschrank (Zellkultur)

CO2-Auto-Zero, Heraeus Products, Kend
Laboratory, Thermo electron corporation
Waltham, MA, USA

Heizplatte

Ikamag RCT, lka Werke GmbH & Co,

Staufen
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Sterile Werkbank

Steril Card Hood, the Baker Company In
Sanford, Maine

Mikroskope Axiovert 25, Zeiss, Jena
Olympus 1X51, Olympus Deutschland,
Hamburg

pH-Meter inoLab, WTW, Weilheim

Vibratom VT 1000S, Leica, Wetzlar

Waage Explorer, OHAUS, Giessen
Adventurer, OHAUS, Giessen

Wasserbad Medingen, Firmengruppe PreiBaimler,
Dresden

Zentrifuge Multifuge 3 SR, Heraeus Products,

Thermo electron corporation, Waltham,
MA, USA

Tabelle 6: Gebrauchswaren

Aquapolymount

Polysciences, Inc. Warrington, PA, USA

Deckglaschen

Marienfeld Laboratory Glasswareauda

Konigshofen

EppendordRohrchen 0,5 2 ml

Eppendorf References, Hamburg

FalconRohrchen 15 ml / 50 ml

Sarstedt, NUmbrecht / greiner knoe,

Frickenhausen

GewebeKlebeband Tesa AG, Hamburg

Kandlen Gr.1 0,9 x 40 mm Sterican, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen

Kryordhrchen Nunc Brand Products, Wiesbaden

Objekttrager Marienfeld Laboratory Glassware, Laudg
Kdnigshofen

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
USA

Pipetten Eppendorf References, Hamburg

LabMate, Abimed

Falcon GmbH, Dlsseldorf
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PipetusAkku, Hirschmann Laborgeréate,
Eberstadt

Skalpelle Cutfix Surgical Disposable Scalpel, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen
Spritzen 5 ml Original Perfusor Spritze, B. Braun
50 ml Melsungen AG, Melsungen

Multi-Well-Platten

TPP,Trasadingen, Schweiz

Zellkulturflaschen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Tabelle 7: Versuchstiere

Befruchtete Hilhnereier

Lohmann, Cuxhafen

EGFRtransgene Mause

Tierhaltung des Institutes

Tabelle 8: Software

Analysis

Microsoft Office XP

Adobe Photoshop CS2
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2.2 Verwendete LOsungen
Phosphate Buffered Saline (10 x PBS):
80 g/l NaCl
17,99 g/l NgHPO,
2 g/l KCI
2 g/l KHoPOyin dd H0 (pH 7,4

PBS mit 4% Paraformaldehyd (PA):
4% Paraformaldehyd in PBS (pH 7,3)

Grundmedium:

DMEM/F12 (Konz 1:1)

10 ml/l Glucose

10 ml/l Glutamin

5 ml/l HEPES (1M)

10 ml/l Pen/Strep

3,34 ml/l NatriumBikarbonat

Expansionmedim:

Grundmedium

2% B27Supplement (primare Kulturen) bzw. 1%
N2-Supplement

10 ng/ml EGF und 10 ng/ml FGEbzw.

10 ng/ml FGF2 und 2 ng/ml Heparin

Differenzierungsmedium:

Grundmedium
1% N2Supplement bzw.
1% N2Supplement und 1% FCS

HihncherRingerLHsung:

7,2 g/l NaCl
0,212 g/l CaCl x KO
0,37 g/l KCI (pH 7,2)
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Blocking Puffer:

20 x SSC:

1x P1 DIG:

Prahybridisationslésung:

0,5% Triton und
0,1% BSA in PBS (pH 7,4)

3 M NacCl
0,3 M GHsNazO7 x 2H,0 (pH 7,4)

157,6 g/l Tris
87,7 g/l NaCl (pH 7,5)

1% Blocking Reagens in P1 DIG
fur In-Sitw-Hybridisierung mit 0,5% BSA Fraktion

100 mM TrisHCI
100 mM NacCl
50 mM MgCh (pH 9,5)

10 mM TrisHCI
1 mM EDTA (pH 8,0)

50% deionisiertes Formamid
2,5 x Denhard®eagens

25 mM EDTA

50 mM TrisCl (pH 7,6)

20 mM NacCl

0,25 mg/ml tRNA

dd H20
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Grundmix fur Hybridisationslésung:
0,2 M TrisCl (pH 7,5)
10 mM EDTA (pH 8,0)
10x Denhards Reagens
5 mg/ml tRNA
1 mg/ml PolyA in dd H,0

Hybridisationsldésung:

1 x Grundmix
50%deionisiertes Formamid
0,33 M NaCl

0,1 M Ditiothreitol

10% Dextransulfat in dd O

NBT/BCIP Lésung:

10 mg/ml NBT in 70% DMF
50 mg/ml BCIP in 70% DMF
250 mg/ml Levamisol in P3DIG

in situ Hybridisierung: Linearisierung der amplifizierten PlastBNA:
15 ng PlasmidDNA

3 m Restriktionsenzym (Fermentas)
5 m Puffer (Restriktionsenzym beiliegend)
ad 50n ddH,O

in situ Hybridisierung:in vitro Transkription mit DigoxigenifLabeling:
x M Template DNA (Ing PlasmidDNA)
2 m Digoxigenin RNA Labeling Mix 10x

2 ml Transkriptionspuffer 10x
2 m RNA-Polymerase
ad 20m ddH,O

Fur alle pHKalibrierungen wurden HCL und NaOH benutzt.
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2.3 Versuchstiere

2.3.1 EGFRtransgene Mause

Fur die Transplantationsversuche wurden neurale Stammzellen aus transgenen
Mausembryonen isoliert, in denen unter der Kontrolle désktlhh Promotors des
Hehnechens ubiquit2ar das Aenhanced green
(Okabe et al. 1997)Die Zucht dieser transgenévlauslinie erfolgte mittels eines
terminierten Verpaarungsschemas, bei welchem ein heterozygot transgenes Tier mit
einem WildtypTier verpaart wurde. Die Trachtigkeit der Weibchen wurde anhand des
Vorhandenseins eines Vaginalpfropfs festgestellt und mite Hion regelmafigen
Gewichtskontrollen tberwacht. Die transgenen E@Kprimierenden Mause wurden in
herkdbmmlichen Kafigen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten und von der
Instituts Tierhaltung gepflegt. Alle wissenschaftlichen Eingriffe an deren wurden

unter Beachtung und Einhaltung des deutschen TiersG@egetzes durchgefihrt.

2.3.2 Huhnchenembryonen

Befruchtete Huhnereier wurden bis zum Beginn der Experimente Uber einen Zeitraum
von maximal einer Woche in einem Kuhlschrank bei 12°@gget. Vor Beginn der
Inkubation in einem Brutschrank wurden die Eier zweimalig mit einem Fungizid
(Biocidal ZF) sterilisiert und 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur gelagert. Die
befruchteten Huhnereier wurden dann in einem Brutschrank bei einer Temperatu
37,41 37,8°C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 65% inkubiert.

f
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2.3.3 Transplantationen von neuralen Stammzellen in das Gehirn von
Huhnchenembryonen

Zur Vorbereitung auf die nachfolgende Transplantation wurden die bebriteten Eier nach
einer der zwefolgenden Methoden behandelt:

Methode 1: Am zweiten Tag nach Beginn der Inkubation (E 2) wurden die Eier fur die
spater erfolgenden ovo Manipulation vorbereitet: Hierzu wurde zunachst die Schale
mit 80% Ethanol desinfiziert. Um die Schale bruchsichemmachen, wurde auf die
Langsseite der Eier ein autoklavierteb 4m langer Gewebebatdebestreifen geklebt.

Mit einer in 80% Ethanol sterilisierten Mikroschere wurde dann durch das Klebeband
am spitzen Ende des Eis ein Loch gebohrt und vorsichtig met & ml Spritze und

einer sterilen Kanule ein Volumen von ca. 3 ml Albumin enthommen. AnschlieRend
wurde mit der Mikroschere ausgehend von einem weiteren Loch am stumpfen Ende des
Eis ein ovales Fenster von ca. 3 cm Lé&nge und 1,5 cm Breite als Zugaren zu d
Embryonen geschnitten. Die Vitalitat der Embryonen wurde anhand der Ausbildung des
Gefal3netzes der Chorfdlantois-Membran beurteilt. Um konstante
Versuchsbedingungen zu gewabhrleisten, wurden nur normal entwickelte Embryonen
weiter verwendet. Eier mitormal entwickelten Embryonen wurden wieder sorgfaltig
mit Klebeband verschlossen und die Inkubation unter den oben beschriebenen
Bedingungen fortgesetzt.

Bei einigen der eroffneten Eier wurde mit einer sterilen Pipette 1 ml steriles
Grundmedium bzw. 1 mbterile HuhncherRingerLosung (siehe 2.2 Verwendete
Losungen) auf den Embryo aufgetropft, um eine Austrocknung des Embryos zu
verhindern.

Zur Transplantation der EGF&primierenden neuralen Stammzellen wurden die Eier
am funften (E 5) oder siebten Tag TEder Inkubation im Brutschrank erneut eroffnet.
Dazu wurde das mit Klebestreifen verschlossene Fenster in der Eierschale mit einem
sterilen Skalpell gedffnet. Erneut wurde die Vitalitat und Entwicklung der Embryonen
beurteilt. Fur die Transplantationgeximente wurden ausschlielich Embryonen
verwandt, die fur die entsprechende Inkubationszeit ein normales Entwicklungsstadium
aufwiesen(Hamburger and Hamilton 1951pas Fenster im manipulierten Ei wurde
nach erfolgter Transplantation wieder mit Klebebandstreifen verschlossen.

Methode 2: Alternativ wurden den zur Transplantation vorgesehenen Bruteiern bereits
vor Beginn der Inkubation im Brutschrank Albumin enthommen,so die Anzahl der

Manipulationen nach Beginn der Embryonalentwicklung méglichst gering zu halten.
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Hierzu wurde nach der oben beschriebenen Sterilisation und Lagerung der Eier bei
Raumtemperatur am spitzen Ende des Eis mit einer sterilen Mikroschermeciimldie
Schale gebohrt und ein Albuminvolumen von ca. 2 ml entnommen. Das Ei wurde dann
mit auf 70°C erhitztem flissigem Parafin verschlossen. Die Fensterung der Eier erfolgte
bei diesem Vorgehen erst zum Zeitpunkt der Transplantation. Die Inkubatiae wu
hier ebenfalls unter gleichbleibenden Bedingungen fortgesetzt. Bei dieser alternativ
angewandten Methode wurde die Schale der tber finf Tage inkubierten Hihnereier mit
autoklaviertem Gewebeband abgeklebt und wie oben beschrieben ein Fenster
angebrachtwelches nach erfolgten-ovo-Manipulation mit einem Stiick autoklavierten
Parafilm und flissigem Parafin verschlossen wurde.

Die Transplantation der Stammzellen erfolgte unter Verwendung einer sterilen, fein
ausgezogenen Gldikropipette, die Uber eine8ilikonschlauch mit einer luftgefillten

50 mtSpritze verbunden war. Jeweils 2 pl der vorbereiteten Zellsuspension (50000
Zellen/pl) wurden intrazerebroventrilular injiziert. Zur visuellen Kontrolle der
Injektionen wurde die Zellsuspension zuvor mit 5%ikeFast Green Losung versetzt.

Die Zellsuspension wurde anschlieBend bei 4°C gelagert und vor jeder Injektion
tituriert, um wahrend des ganzen Transplantationsvorgangs eine Einzelzellsuspension
zu gewahrleisten.

An einigen Empfangertieren wurden die [2alintravitreal in das rechte Auge injiziert.
AnschlieRend wurden die Eier wie oben beschrieben wieder verschlossen fur die

gewilnschte Zeitspanne weiter inkubiert.
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2.3.4 Praparation der Gewebe

Nach einer Uberlebenszeit von- 14 Tagen nach der Transptation (E 12 bis E 19)
wurden die Embryonen durch Dekapituation getotet und die Schadeldecke zur schnellen
Immersonsfixierung der Gehirne mit einer Mikroschere und einer Pinzette getffnet. Die
Fixierung erfolgte bei 4°C Uber mindestens 24 Stunden in PBS 4%
Paraformaldehyd (pH 7,3; siehe 2.2 verwendete Losungen).

2.3.5 Herstellung der Gewebeschnitte

Die in 4% PA fixierten Gehirne der transplantierten Hihnchenembryonen wurden
freiprapariert. Dazu wurden zundchst mit Pinzette und Mikroschere die Schadel
vollstandig eroffnet und so die Gehirne freigelegt. Unterhalb des Cerebellums wurde die
Medulla oblongata durchtrennt, so dass das Gehirn vorsichtig aus der Schadelkalotte
gehoben werden konnte. Anschlielend wurde das Gehirn in 6% Agar in PBS
eingebettetder Gewebeblock mit einer Rasierklinge in eine Pyramidenform gebracht
und mit Acrylatsekundenkleber auf dem Objekttisch des Vibratoms befestigt. Mit dem
Vibratom wurden frontale Gehirnschnitte mit einer Dicke vom#® hergestellt und

mit einer Pinzetten eine 24well-Platte mit frischem 4% PA Uberfuhrt. In den
Multiwell-Platten wurden dann die einzelnen Schnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie
auf erfolgte Integration der EGF#Xprimierenden Spenderzellen tGberprift. Schnitte mit
integrierten EGFRransgeen Zdlen wurden selektioniert und weiter mittels

Immunhistochemie odeén situ Hybridisierung analysiert (siehe unten).
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2.4 EGFRexprimierende neurale Stammzellen

2.4.1 Isolation der Zellen

Die fur die Transplantationsversuche verwendeten neuralen Selemzurden aus

dem Ruckenmark und Striatum von 14 Tage alten transgenen Mausembryonen mit einer
ubiquitaren Expression von EGFP isoliert.

Dazu wurden die trachtigen Weibchen durch Genickbruch getotet. Die zur Entnahme
des graviden Uterus verwendeten Rwragionsgerate wurden mit 80% Ethanol
sterilisiert. Die Tiere wurden in Rickenlage gebracht und die Bauchdecke mit 80%
Ethanol desinfiziert. Mittels einer Mikroschere wurde der gravide Uterus freigelegt,
entnommen, kurz in 70% Ethanol getaucht und unrbdteldanach mehrfach mit
sterilem PBS mit 0,6% Glucose, Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 mg/ml)
gewaschen. Die Embryonen wurden dem Uterus entnommen, dekapitiert und in eine
weitere Petrischale mit sterilem PBS Uberfuhrt. Zur Genotypisierung wdete
Embryonen eine Extremitat abgetrennt und zur Uberpriifung der HERpRession mit

dem Fluoreszenklikroskop auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Die auf diese Weise
ermittelten EGFRransgenen Embryonen wurden erneut in frisches PBS Uberfihrt.
Nach Abtremung des Kopfes wurden die Embryos zur Praparation des Ruckenmarks in
Bauchlage gebracht, die Haut Uber der Wirbelsaule mit einer Mikroschere
aufgeschnitten und das Ruckenmark aus der Wirbelsaule prapariert. Zur Praparation des
Striatums wurde die Schadalktte mit einer Mikroschere erdffnet, das Gehirn aus dem
Schéadel entnommen und das Telencephalon horizontal aufgeschnitten. Das auf dem
Boden der so erdffneten Ventrikel liegende Striatum wurde mit einer Mikroschere
herausgeschnitten und in sterilem PESammelt.

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter einer sterilen Zellkiterkbank. Nach
kurzer Zentrifugation bei 900 rpm fir 5 Minuten wurde das PBS abgesaugt. Die
Gewebe wurden in 1 ml sterilem DMEM/F12 aufgenommen und durch vorsichtige
Tituration in Einzelzellen dissoziiert. Mittels einer Neubadé&hlkammer wurde die
Zellzahl ermittelt. Hierzu wurden 1@ der Zellsuspension mitd einer 0,4%
TrypanblauLdsung versetzt und 18 dieser Mischung in die Z&dhlkammer Uberfuhrt.
Trypanblau kann nuried Membranen toter Zellen passieren, die daher dunkelblau
angefarbt werden, wahrend sich lebende Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop
rund und leuchtend weil3 darstellen. Die primaren Zellsuspensionen wurden mit einer
Zelldichte von 200.000 Zellen prolrviedium in unbeschichtete Zellkulturflaschen in

DMEM/F12-Grundmedium (siehe 2.2 verwendete Ldsungen) ausgesat und in
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GegenwartvonB2Buppl ement (2%), Aepider mal gr owt h
Af i brobl asti2§( 628I mg/nil)éCucdolmirand Svendsen 1998der
Afibroblast -28r ow2 H@/cmlo) und Heparin (

(Expansionsmaium; siehe 2.2 Verwendete Losungen).

2.4.2 Kultivierung der Zellen

2.4.2.1 Neurospharenkulturen

Nach ca. 5 bis 7 Tagen bilden sich aus den Einzelzellen sogenannte Neurosphéren, frei
schwimmende runde Zellaggregate. Diese sogenannten Neurospharen bestehen aus
Stammzellen und einer gro3en Zahl determinierter VorlauferzéRelynolds et al.

1992; Reynolds and Weiss 199@ie zeigen unter dem Fluoreszenzmikroskop eine
starke und ubiquitdre E®H-luoreszenz. Zum Passagieren wurden die Kulturen bei 900
rom fur 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt. Die Neurospharen wurden dann in 1 ml sterilem Grundmedium
aufgenommen und mechanisch zu einer Ein#slmpension tituriert. Alternativ
wurden die Neurospharen mit dem Enzym Accutase fur ca. 5 Minuten bei 37°C
inkubiert und anschliel3end durch Titurieren in Einzelzellen dissoziiert. Mit einer Dichte
von 70.000 Zellen pro ml Medium wurden die Zellen indinsm Medium ausgesét und

in Gegenwart von N&Supplement (1%), EGF und F&Hje 10 ng/ml) bzw. FGR (20

ng/ml) und Heparin (2 ng/ml) kultiviert. Weitere Passagen der Neurosparenkulturen
wurden wie oben beschrieben in Abhéngigkeit der Grol3e der Neurog@iiérd bis 7

Tage vorgenommen.

2.4.2.2In vitro Differenzierung von adharent wachsenden Kulturen

Die zu Neurospharen gewachsenen Kulturen wurden zentrifugiert und in einetl12
Platte auf PolL-Ornithin-beschichteten Deckglaschen (15 mm Durchmesseziner
Dichte von 60.000 Zellen/well ausplattiert und in 1ml Differenzierungsmedium pro well
(DMEM/F12 mit 1% N2 bzw. 1% N2 und 1% FCS; siehe 2.2 Verwendete Lésungen)
fur 7 Tage kultiviert. Nach ca. 4 Tagen wurde das Medium gewechselt. Dazu wurden je
500 m pro well des alten Mediums entfernt und durch &0@rischen mit 1% N2 bzw.

1% N2 und 1% FCS versetztem Medium ersetzt.
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2.4.3 Vorbereitung der Zellen zur Transplantation

Die Neurospharenkulturen wurden 4 Tage nach der letzten Passatgéugiert, die
Neurospharen mit 1ml Accutase dissoziiert und erneut zentrifugiert. Mittels steriler
Hank’s balanced salt solution oder sterilem Grundmedium wurde eine Zellsuspension
mit einer Dichte von ca. 50000 ZellehMedium hergestell{Ader et al. 2000)Diese

wurde zur besseren Sichtbarkeit ber dransplantation in den Huhnchenembryonen
mit 5% steriler fast green Losung angefarbt.

2.4.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Kulturen zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes
in 1 ml Grundmedium resuspendiert. Die lgespension wurde in 1,8 ml Kryoréhrchen
uberfihrt, mit 10% DMSO versetzt und sofort b&B0°C eingefroren. Zur
Rekultivierung wurden die bei80°C eingefrorenen Zellen unmittelbar nach dem
Auftauen der Zellsuspension in ca. 10 ml steriles Grundmediunflitibeund bei 900

rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Das DMShKaltige Medium wurde unverziglich

entfernt und die Zellen in entsprechendem Expansionsmedium aufgenommen.
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2.5 Farbungsmethoden

2.5.1 Immunhistochemie

2.5.1.1 Immunzytochemie arnn vitro differenzierten Zellen

Zur Analyse des Differenzierungspotentials der neuralen StammaeNeno wurden
immunzytochemische Farbungen durchgefuhrt. Dabei wurden zur ldentifikation von
neuronalen Zelltypen anli-Tubulin Typ lll-spezifische AntikorpefLee et al. 1990;
Alexander et al. 1991¢ingesetztZur Detektion von Astrozyten wurden a@GFAP-
Antikorper (ReskeNielsen et al. 1987a; Reskéelsen et al. 1987byur Detektion von
Oligodendrozyten antiBP- (Pfeiffer et al. 1993)O1- (Bansal et al. 1989)nd anti
MAG-spezifische Antikorpe(Poltorak et al. 1987; Bartsch et al. 1989; Ader et al.
2000)eingesettz(

Tabelle9, Tabelle10).

Die Deckglaschermit den darauf fir 7 Tage in Differenzierungsmedium adharent
kultivierten Zellen wurden fur 30 Minuten in 4% PA fixiert und anschlieend fur 10
Minuten mit 100% Methanol bé&i20°C inkubiert. Anschliessend folgte eine Inkubation
Uber 30 Minuten in Blockinguffer (0,5% Triton und 0,1% BSA in PBS; pH 7,4). Die
Inkubation mit den Antikorpern erfolgte in mit Parafilm ausgekleideten eckigen
Petrischalen; zunachst wurde auf jedes CoverslipmB@es primaren Antikorpers
gegeben. Dazu wurden die primaren Antikdnwee in

Tabelle 9 spezifiziert in PBS verdinnt. Nach zweisttindiger Inkubation erfolgten 3

Waschschritte mit frischem PBS, gefolgt von einer Inkubation mit jeni8des
sekundaren Fluorochrokonjugierten Antikérpers tber 60 Minuten. Die verwendeten
sekundéaren Antikérper wvden in einer Verdinnung von 1:200 in PBS eingesetzt
(Tabelle10). AbschlieRend wurden 3 bis 5 weitere Waschschritte mit PBS durchgefuhrt

und schlief3th die Deckglaschen mit Aqua Polymount auf Objekttragern eingedeckelt.

Tabelle 9: fir immunzytochemische Farbungen verwendete primare Antikdrper

Antikorper monao/ polyklonal | Spezies Verdinnung
ant-MBP monoklonal Ratte 1:500
ant:Tubulin 111 polyklonal Kaninchen 1:2000
antr-GFAP polyklonal Kaninchen 1:2000
antr513 monoklonal Maus unverdinnt
antrO1 monoklonal Maus 1:100
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Tabelle 10: Fir immunzytochemische Farbungen verwendete sekundar&ntikorper

Antikorper mono/ Spezies Verdiinnung| Konjugat
polyklonl

ant-Ratte polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

anti-Kaninchen | polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

ant-Maus polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

2.5.1.2lImmunhistochemie an Gewebeschnitten

Zunachst wurden alle verwendeten priméren und sekundéren Antikdigiezlle 11,
Tabelle12) sowohl auf Gehirnschnitten der Maus als auch des embryonalen Hihnchens
angewendet. Hiermit sollte zum einen die erwartete spezifische Reaktion der Antikdrper
mit Mausgewebenachgewiesen und zum anderen eine eventuelle Kreuzreaktion der
Antikorper mit den homologen endogenen HuhneResteinen Uberpriuft werden. An
Gewebeschnitten  erfolgreich  transplantierter ~ Hihnchenembryonen — wurden
immunhistochemische Farbungen mit eée@FP Antikbrpern vorgenommen, die mit
Cy2-konjugierten sekundaren Antikorpern visualisiert wurden, um so die
transplantierten EGFP exprimierenden neuralen Stammzellen deutlicher sichtbar und
das EGFPSignal haltbarer zu machen. Hierdurch wurde die quantit&inechatzung
erfolgreich integrierter transplantierter Zellen vereinfacht. Weitere
immunhistochemische Farbungen dienten der qualitativen Analyse der transplantierten
neuralen Stammzellen. Hierzu wurden Doppelfarbungen mit ESpERifischen und
verschiedeen Zelltypspezifischen Antikérpern durchgefihrt, die eine Identifizierung
der verschiedenen neuralen Zelltypen ermdglichten.

Zur Durchfihrung der immunhistochemischen Farbungen wurden in 4% PA fixierte
Gewebeschnitte fir 3060 Minuten in Blocking Pu#r (0,1% BSA und 0,5% Triton in

PBS; pH 7,4; siehe 2.2 Verwendete Losungen) inkubiert. Anschlie3end erfolgte tber
Nacht die Inkubation mit dem priméren Antikdrper in PBS, gefolgt von drei 5
mindtigen Waschschritten in PBS. Fii 3 Stunden wurden dann digewebeschnitte

mit den entsprechenden sekundaren Antikorpern (1:200 in PBS) inkubiert und im
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Anschluss 3 x fur 20 Minuten in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden anschlie3end
auf Objekttrager aufgebracht, mit Aqua Polymount eingedeckelt und bei 4°C gelager

Tabelle 11: fur immunhistochemische Farbungen verwendete priméare Antikdrper

Antikorper monao/ polyklonal |Spezies Verdinnung
antrEGFP polyklonal Huhnchen 1:500
ant:Tubulin 111 polyklonal Kaninchen 1:1000/1:2000
antir Tubulin Il monoklonal Maus 1:200/1:400
ant-rGFAP polyklonal Kaninchen 1:1000
anttGFAP monoklonal Ratte 1:500
antr-MBP Monoklonal Maus 1:200/1:500
antrRT 97 monoklonal Maus 1:1000/1:2000
anttPGP 9.5 polyklonal Kaninchen 1:1000/1:2000
antrFNeuN monoklonal Maus 1:1000/1:2000
antrGAP 43 monoklonal Maus 1:1000/1:2000
ant-Calbindin polyklonal Kaninchen 1:500/1:2000
anti-Calbindin monoklonal Maus 1:1000/1:2000
antr-MAP 2a/b monoklonal Maus 1:100/1:500
anti-Calretinin monoklonal Ziege 1:1000/1:2000
antrParvalbumin | monoklonal Maus 1:500/1:2000
anti-Synaptophysin | monoklonal Maus 11000/1:2000

Tabelle 12: fir immunhistochemische Farbungen verwendete sekundére Antikdrper

Antikorper monac/ Spezies Verdinnung| Konjugat
polyklonal

ant-rMaus polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

ant-Ratte polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

anti-Kaninchen | polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

antrZiege polyklonal Esel 1:200 Indocarbocyanin
(Cy3)

antrHuhnchen | polyklonal Esel 1:200 Cyanin (Cy2)
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2.5.1.3 HRRFarbungen auf Gewebeschnitten

Mi t der Ahor se r adi sFhrbung emurdex ieidea sveitre ( HRP)
i mmunhi stochemische Met hode zur Detektieru
pr ot e itmar$plamdtierten Zellen angewendet. Diese Methode wurde angewendet,
weil sie eine besonders detaillierte Visualisierung der Zytoarchitektur der Spenderzellen
erlaubt.

Die in 4% PA gelagerten Gewebeschnitte wurden zur Blockierung der endogenen
Peroxidaseakitat fur 30 Minuten in 0,3% kD, in PBS inkubiert, dann 5 Minuten in
PBS gewaschen und 1 Stunde bei Raumtemperatur in Blocking Puffer (1% BSA und
0,5% Triton in PBS; siehe 2.2 Verwendete Losungen) inkubiert. AnschlieRend wurden
die Schnitte 3 x fur 10 Muten in PBS gewaschen und schlie3lich tGber Nacht mit
einem polyklonalen KanincheantrEGFR oder HihnchemmntrtEGFRANtikorper in

PBS inkubiert Tabelle13). Vor der Inkubation mit dem sekundaren Bieg@ekoppelten
Antikorper (biotinylierter antKanincherAntikdrper bzw. biotinylierter anti
HuhncherAntikorper, Tabelle14) in PBS Uber Nacht erfolgten 3 Waschschritte fir je

10 Minuten in PBS. Diese wurden nach der Inkubation mit den sekundaren Antikérpern
wiederholt und die Schnitte dann 1,5 bis 3 Stunden in ABlEe Reagenz
(Avidin/Biotinylated Enzyme Complex) inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten fur
jeweils 10 Minuten in PBS erfolgte die Farbreaktion mit dem DAB EnR3yistrat

(3,3’ DiamnobenzidifT etrahydrochlorid). Die Farbreaktion wurde unter dem
Binokularmikroskop kontrolliert und nach ca. 2 bis 10 Minuten in PBS gestoppt.
Abschlief3end erfolgten 3 weitere Waschgénge mit PBS. Die Schnitte wurden mit Aqua

Polymount auf Objekttrager aufgezogen.

Tabelle 13: fur HRP -Farbungen verwendete piméare Antikdrper

Antikorper monao/ polyklonal |Spezies Verdinnung
antrtEGFP polyklonal Kaninchen 1:4000
antrtEGFP polyklonal Huhnchen 1:4000

Tabelle 14: fur HRP -Farbungen verwendete sekundare Antikorper

Antikorper mona/ Spezies Verdlinnung Konjugat
polyklonal

antrKaninchen | polyklonal Ziege 1:800 Biotin

antrHuhnchen | polyklonal Ziege 1:8000 Biotin
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2.5.2 nichtradioaktive in situ Hybridisierung

Herstellung der Digoxigenimarkierten cRNA Proben:

Die RNA-in situ Hybridisierung erlaubt die spezifische, histologische Lokalisation von
MRNA-Transkripten innerhalb eines komplexen Gewebeverbuii#etsch et al. 1992;
Dorries et al. 1993) Fur die Detektion der verschiedenen Zeliggezifisch
exprimierten Transkripte wurden Digoeiginmarkierte antsense cRNA Sonden
(Riboproben) hergestellt, die die entsprechenden mRNAs spezifisch erkennen. Als
Negativkontrolle dienten jeweils entsprechende sense cRNA Proben. Die fur die
Herstellung der Sonden notwendige Menge an entsprechentlig wirde durch die
Amplifikation von entsprechenden DNRlasmidKonstrukten in D5 kompetenten
Zellen (Gibco Invitrogen Life Technologies) erreicht. Nach Amplifikation wurden die
Plasmide Uber ein Plasmidolationskit (HiSpeed Plasmid Midi/Maxi Kit, Qieg
GmbH) gemald Herstelleranleitung aus den Zellen isoliert. Anschlieend wurde der
cDNA-Gehalt im entstandenen Isolat mit einem Photometer bestimmt und die cDNA
durch Restriktionsverdau linearisiert. Bei der anschlieRend durchgefiinrteitro
Transkripton mit DigoxigeninLabeling generierte eine RNRolymerase cRNA
Transkripte der eingesetzten cDNA, die mit Digoxigenin markiert sind. Digoxigenin
kann schlieBBlich durch einen Antikdrper nachgewiesen werden und in einer
Farbreaktion immunhistochemisch |dikgert werden. Die entstandenen Riboproben
wurden nach einer Aufreinigung getestet und in den durchgefuhriersitu

Hybridisierungen in entsprechenden Verdinnungen verwendeellel5).
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Tabelle 15: fur in situ Hybridisierung verwendete cRNA Proben

cRNA-Probe Verdinnung Olig 2 1:1000

Calbindin 1:1000 1:2000 PDGF Ra 1:1000

Calretinin 1:2000 PLP 1:1000 bzw1:2000
CHL1 1:500 Prominin 1:1000

CRX 1:1000 Recoverin 1:1000 bzw. 1:200
GFAP 1:1000 Rhodopsin 1:1000 bzw. 1:200
GLAST 1:1000 bzw. 1:200 Sox 2 1:1000

KCC2 1:1000 Sox 10 1:1000

L1 1:500 Syntaxin 1:500

MBP 1:1000 Tubulin Typ 1 1:1000

Nestin 1:500 bzw. 1:1000 Vimentin 1:2000

NF 1:1000

Waschen und Permeabilisieren:

Die in 4 % PAfixierten Schnitte wurden zunéchst 3x 30 Minuten in RNAse freiem

PBS , dann 10 Minuten in 70% Ethanol und schlief3lich 2x fid8 Minuten mit HO
gewaschen. AnschlieRend wurden die Schnitte fir 5 Minuten zum Ansauern in 0,1M
HCI gegeben. Vor der Pegabilisierung erfolgten 2 weitere Waschschritte in RNAse
freiem PBS. Die Permeabilisierung erfolgte in 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) mit
Essigsaureanhydrid. Nach zweimaligem Waschen fir 5 Minuten in RNAse freiem PBS
wurde das Gewebe in einer aufsteigenB#ranolreihe (70%, 80%, 100% Ethanol fur je

5 Minuten) dehydriert.

Prahybridisierung:
Vor der Hybridisierung mit den Sonden wurden durch eine Prahybridisierung

unspezifische RNAAindungsstellen im Gewebe mit tRNA gesattigt. Die
Prahybridisierungslosunfsiehe 2.2 Verwendete Losungen) wurde vor Gebrauch auf
37°C gebracht und die Schnitte in der Losung fur mindestens 4 Stunden oder Uber

Nacht bei 37°C inkubiert.



2. Material und Methoden 59

Hybridisierung:

Zur Hybridisierung wurden die jeweiligen Digoxigermmarkierten cRNA Sonden
(Tabelle 15 in geeigneter Verdinnung der Hybridisierungslésung (siehe 2.2
Verwendete Losungen) beigesettalfelle15) und die Losung auf 65°C vorgewarmt.

Die Schnitte wurden in der Hybridisierungslosung tber Nacht bei 65°C inkubiert.

Nach der Hybridierung wurden die Schnitte 3ir 30 Minuten in 0,2 x SSC (siehe 2.2
Verwendete Losungen) bei 65°C, anschlieRend 4x fur 60 Minuten in 0,2 x SSC/50%
Formamid bei 65°C gewaschen. Die folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt: 10 Minuten Inkubation in 0,2 x SSC, 10 Minufeuilibration in 1 x
P1DIG (siehe 2.2 Verwendete Losungen), anschlieRend 60 Minuten Blockierung in P2
DIG mit 0,5% BSAV Fraktion. Anschlie3end erfolgte die Inkubation der Schnitte mit
antiDigoxigenin Fab Fragmenten (1:2000 verdinnt in P2DIG; siehe \2ePwendete
Lésungen) Uber Nacht bei Raumtemperatur auf einem Schiittler.

Farbreaktion:

Nach der Antikorperinkubation wurden die Schnitte 3 x fir 60 Minuten in P1DIG
gewaschen und anschlieBend 2 Minuten in P3 DIG (siehe 2.2 Verwendete Losungen)
aquilibriert. Schlie3lich wurden die Schnitte zur Farbreaktion in der NBT/BCIP Losung
(siehe 2.2 Verwendete Losungen) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Farbreaktion wurde Uber eine Inkubation der Schnitte in P4DIG (siehe 2.2 Verwendete
Lésungen) gestoppZuletzt wurden die Schnitte in PBS Uberfiuihrt und anschlie3end mit
Aqua Polymount auf Objekttragern eingedeckelt.
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2.6 Mikroskopie und Bilddokumentation

Die Vibratomschnitte transplantierter Empfangergehirne wurden in eiveell-Platte

in 4 % PA Uberfuhrt und mit Hilfe des FluoreszeéMikroskops auf integrierte EGFP
exprimierende Spenderzellen untersucht. Gewebsschnitte mit integrierten- EGFP
positiven Spnderzellen wurden der weiteren Analyse mittels Immunohistochemie und
in-siti-Hybridisierung zugefuhrt.

Die mittels Immunohistochemie mit Fluorochramarkierten sekundaren Antikérpern
gefarbten Gewebsschnitte wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopesneantsj.

Mit dem Phasenkontrastmikroskop erfolgte die Auswertung von Gewebsschnitten, an
denen eine HRMmmunhistochemie odenin situ Hybridisierungen durchgefihrt
wurden.

Die Photografien und 3iDekonvolutionsaufnahmen der Praparate wurden unter
Verwendung der Software Analysis durchgefiihrt. Mit Hilfe der -B@konvolution
konnten Aufnahmen einzelner immunhistochemisch markierter transplantierter Zellen
erstellt werden, die es im Gegensatz zu einfachen Photografien ermdglichten, die Zelle
fokussiert in iher gesamten Ausdehnung mit allen Zellfortsatzen im Gewebeverband
darzustellen. Hierbei konnten die Zellen in deA&hse Uber eine maximale Strecke
von bis zu 60um rekonstruiert werden. Zusatzlich erméglichte die Errechnung des
dreidimensionalen Bildes anDarstellung ohne stdérende HintergriBignale des

umgebenden Gewebes.
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3. Ergebnisse

3.1 Murine neurale Stammzellen

3.1.1 Neurospharenkulturen

Die neuralen Stammzellen wurden aus dem Striatum und Rickenmark von 14 Tage
alten transgenen, ubiquitar EBExprimierenden, Mausembryonen isoliert und konnten

in Gegenwart von EGF und FG&Feffizient expandiert werden: Innerhalb von ca. 5 bis

7 Tagen entstanden dabei aus den Einzelzellkulturen frei schwimmende Neurosphéaren,
Aggregate aus Stammzellen, neuralorlauferzellen und einigen differenzierten
neuralen Zelltypen(Reynolds et al. 1992) Samtliche Einzekllen in diesen
Neurospharen wiesen eine ausgepragte EEHE&reszenz aufAbbildung 3). Diese
primaren Neurospharen wurden nach einer Kulturdauer von 5 bis 7 Tagen dissoziiert
und die Einzelzellen erneut in Expansoredium ausgesat. Dabei zeigte sich, dass
einige der Einzelzellen starben, viele Zellen jedoch zu neuen, sekundaren Neurosphéren
heran wuchsen. Dieser Vorgang war bis zu hohen Passagezahlen moglich und zeigte,
dass zumindest ein Teil der Zellen in dieserultbten die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung aufwiesen, eine wichtige Eigenschaft von Stamnikétiéay 197;

Gage 1998)

Die expandierten Neurosphar&mlturen konnten in einem mit 10% DMSO versetzten
Zellkulturmedium Uber einen Zeitraum von mindestens 12 Monater808C gelagert
werden, ohne dass sich bei der Rekultivierung der Zellen ein Verlust ligk&i zur
Selbsterneuerung zeigte. Die rekultivierten Einzelzellen wuchsen in Gegenwart von
EGF und FGR2 innerhalb von ca. 5 Tagen erneut zu Neurospharen heran und konnten
Uber einen Zeitraum von mindestens 10 Passagen weiter expandiert werden (weitere
Passagen wurden nicht versucht). Auch die immunzytochemische Analyse dieser
Zellkulturen zeigte keine Unterschiede im Differenzierungsverhalten der Zeflen

Vergleichzu nicht kryokonservierten Kulturen (siehe unten).
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Abbildung 3: Neurale Stammzellen wurden aus dem Striatum und Rickenmark EGRRransgener
Mausembryonen isoliert undin vitro kultiviert. Nach ca. 5-7 Tagen entstanden frei schwimmende
Neurosphéaren mit einer intensiven EGFPFluoreszenz in allen Einzelzellen (a, cPie Abbildungen

a) und b) zeigen Neurosphdren aus dem embryonalen Striatum nach der 10. Passage; die
Abbildungen ¢) und d) neurale Stammzellen aus dem embryonalen Rickenmark nach der 7.
Passage. a) und c) sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen) bnd d) die entsprechenden
Phasenkontrastaufnahmen. VergroRerung: (a d) x20.
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3.1.2 Immunzytochemische Analyse zur Differenzierung der Zelleim vitro

Um das Differenzierungspotential der striatalen Neurospharenkulturen zu analysieren,
wurden Neurosphéren dr bis 4. Passage auf PH§@schichteten coverslips in einem
Medium kultiviert, dass keine Wachstumsfaktoren, aber N2 und FCS enthielt. Nach
einer Kultivierungsdauer von 7 Tagen wurden die Kulturen mit Ze#pgrifischen
Antikorpern zur Identifikation newvnaler und glialer Zelltypen immunzytochemisch
untersucht. Zur Identifikation von Nervenzellen wurden Antikdrper gegen das
Neuronenspezifische Protein-Bubulin Typ Il verwandt. Gliale Zelltypen wurden mit
anttAg | i al fibrill ar yntikbperd(Astrozyen)undamimiy e( GRAP)
basic proteinfi (MBRAMyRAhiink%aspe®rcn acedr gaytcio
Antikdrpern (Oligodendrozyten) identifiziert. Dabei zeigte sich, dass unter den
spezifischen Kultivierungsbedingungen die Mehrzaht dellen in GFAPpositive
Astrozyten(ReskeNielsen et al. 1987a; Reskéelsen et al. 1987hjifferenziert war
(Abbildung 4 a1 c). Dartber hinaus enthielten die Kulturen viel@ubulin Typ Il
positive (Lee et al. 1990; Alexander et al. 19%é&urone Abbildung 4 d - f). Ebenso
konnten einige ausgereifte Oligodendrozyten Uber ihre M&@ressior(Poltorak et al.

1987; Bartsch et al. B9; Ader et al. 2000ind ihre MBREXxpression(Pfeiffer et al.

1993) identifiziert werden. Die in dieser Arbeit zur Transplantation verwendeten
neuralen Stammzellen lie3en sich alswitro nicht nur effizient expandieren, sondern
auch in Nerven und Gliazellen differenziere Sie verfugen damit Uber die fur
Stammzellen typischen Eigenschaften der Selbsterneuerung und Multifstelkay

1997; Gage 1998)
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Abbildung 4: Immunzytochemische Analyse vonin vitro differenzierten striatalen neuralen
Stammzellen aus EGFRransgenen Mausen. Die Mehrzahl der Zellen entwickelte sich zu GFAP
positiven Astrozyten (a, b, und c). In den Kulturen waren ausserdem einige-Tubulin 1l -
exprimierende Neurone nachweisbar (Abbildingen d, e und f). Vergro3erungen: (a, d): x10; (b, e):
x20; Abbildungen (c, f): x40.
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Abbildung 5: Immunzytochemische Identizierung reifer,in vitro differenzierter Oligodendrozyten
in Kulturen striataler neuraler Stammzellen Uber ihre Expression von MAG (a c) und MBP (d- f).
VergréRerungen: (a, d): x10; (b, e): x20; Abbildungen (c, f): x40.
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3.2 Intrazerebroventrikulare Transplantation von murinen neuralen Stammzellen

in das Gehirn von Hihnchenembryonen

Die EGFRexprimieren@n neuralen Stammzellen wurdeanovo in die Hirnblaschen

von 5 bis 7 Tage alten Hihnerembryonen transplantidabi(dung 6). Zur visuellen
Kontrolle der Zelltransplantation wurden die Zellsuspensionen mit Fast Geeseizt
(Abbildung 6 b, siehe auch 2.4.3, Vorbereitung der Zellen zur Transplantation). Nach 7
bis 14 Tagen wurde das Empfangergewebe prapariergrtfiind in 70mm dicke
Vibratomschnitte geschnitten. Anschlieend wurden die Gewebeschnitte auf das
Vorhandensein integrierter Spenderzellen Gberpruft. Die Identifizierung der

transplantierten Stammzellen erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopsiéiber

Nachweis ihrer Expression des Reporterg&m hanced green fluoresce

Abbildung 6: Hihnchenembryonen zum Zeitpunkt der Transplantation. Die murinen neuralen
Stammzellen wurden intraventrikular in die Hirnblaschen von 5 Tage alten Embryonen injiziert.
Zur visuellen Kontrolle der Injektion wurde die Zellsuspension zuvor mit steriler Fast Green
Lésung angefarbt (Pfeilspitze in b).

Insgesamt wurde an 512 Huhnchenembryonen ginevo Transplantation muriner
neuraér Stammzellen in die Hirnblaschen und/oder Augenanlagegenommen. 53
Empfangerembryonen Uberlebten @heovo Transplantation der Stammzellen bis zum
Zeitpunkt der Gewebepréaparationd Fixierung. An insgesamt 4i8eser Uberlebenden
Embryonen war einetrazerebroventrikulare Injektion der Spenderzellerchigefiihrt
worden, 7Embryonen erhielten sowohl eine intrazerebrovedlile als auch eine

intravitreale Transplantation. Buhnchenembryonen wurden ausschlie3lich in die
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Augenanlagen transplantiert.In den Gehirnen von insgesamt 16 der
intrazerebroventrikular transplantierten Huhnchenembryonen konnte eine positive
Integration der murinen striatalen und spinalen Spenderzellen festgestellt werden
(Tabelle 16). Die Transplantation der murinen neuralen Stammzellen wurde an
Huhnchenembryonen unterschiedlichen Alters (5, 6 und 7 Tage alte Embryonen)
durchgefiihrt und die Empfangertiere wurden nach unterschiedlichen Uberlebenszeiten
(8 bis 14 Tage nach der Transplantatioauf das Vorhandensein integrierter
Spenderzellen analysierfTdbelle 16). Bei diesen Experimenten zeigte sich kein
deutlicher Zusammenhang zwischeend Ausmald der Integration von Spenderzellen
und dem Alter der Versuchstiere bei Zeitpunkt der Tramggi@n oder der

Uberlebensdauer der Hithnchenembryonen nach der Transplantaiiimti€16).

Tabelle 16: Hihnchenembryonen mit integrierten EGFP-transgenen neuralen Stammzellen

Nr. | Zeitpunkt der Uberlebenszeit nach Integration (sieh{ Neurale
Transplantation Transplantation (Tage) |Legende) Spenderzellel

1 |Embryonaltag (E) 7|8 + spinal
2 |Embryonaltag (E) 7|8 + spinal
3 |Embryonaltag (E) 7|8 +++ spinal
4 |Embryonaltag (E) 6|13 ++ spinal
5 |Embryonaltag (E) 6/ 13 ++ spinal
6 |Embryonaltag (E) 512 +++ spinal
7 |EmbryonaltagdE) 5 |13 ++ striatal
8 |Embryonaltag (E) 5 14 ++ striatal
9 |Embryonaltag (E) 5 14 (+) striatal
10 |Embryonaltag (E) 5/ 14 (+) striatal
11 |Embryonaltag (E) 5/ 14 (+) striatal
12 |Embryonaltag (E) 5/ 14 ++ striatal
13 |Embryonaltag (E) 5/ 14 (+) striatal
14 |Embryonaltag (E) 5/ 7 +* striatal
15 |Embryonaltag (E) 5/ 10 +++ striatal
16 |Embryonaltag (E) 5/ 13 +++ striatal
Integration: (+) : minimale Integration (weniger als 10 Einzelzellen)

+ : geringe Integration (mehr als 10 Einzelzellen)

++ : ausgepragte Integration

+++ : massive Integration

* : initiale Zellintegration vom Ventrikelrand ausgehend (siehe auch

Abbildung 7)
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3.2.1 Immunhistochemische Analyse des Integrationspotentials muriner neuraler
Stammzellen

Um das Integrationspotential der intrazerebroventrikular transplantierten murinen
neuralen Stammzeh in den Gehirnen der Hiuhnchenembryonen zu analysieren,
wurden die Gehirne der Empféangertiere seriell geschnitten. Die Spenderzellen konnten
i n di esen Gewebeschnitten aufgrund i hrer
green f |l uor es ciegeanttwerden. & das E@HHUoszandzsighal zu
verstarken, wurden die Schnitte der Empfangertiere zusatzlich immunhistochemisch mit
anttEGFP Antikorpern angefarbt. Die Anzahl der integrierten Zellen variierte sehr stark
zwischen den individuellen Empfgertieren. In einigen Empfangergehirnen konnten
nur einzelne EGFP exprimierende Zellen nachgewiesen werden, in anderen
Empfangergehirnen konnte dagegen eine massive Integration der transplantierten Zellen
beobachtet werden. Zur Analyse des Integrationgpiate der Spenderzellen wurden

alle Empfangertiere mit positiver Integration der transplantierten murinen Stammzellen
herangezogen. Einige Empfangerembryonen wiesen nur eine begrenzte Integration von
Spenderzellen im Hirnparenchym auf. Hier fanden siclm wenige Zellen in
unmittelbarer Umgebung des Ventrikelsystems. Ausserdem konnten im Ventrikellumen
SpenderzelAggregate mit morphologischer Ahnlichkeit zu Neurosphéren gefunden
werden Abbildung 7). Diese Zellaggreda hafteten haufig den Ventrikelwanden an

und in vielen Fallen konnte eine von den Zellaggregaten ausgehende Integration von
EGFRtransgenen Spenderzellen in das umgebende Hirnparenchym beobachtet werden
(Abbildung 7). In den meisten Empfaegehirnen befanden sich jedoch massive
Ansammlungen von transplantierten Zellen in der periventrikularen Region, von der aus
eine Integration zahlreicher Spendelael in das umgebend&ehirnparenchym zu
beobachten wapbildung8).

Um zu analysieren, wann die Integration der transplantierten Zellen aus dem
Ventrikellumen in das Gehirnparenchym beginnt, und wie die transplentiZellen

aus dem Ventrikellumen in das Hirnparenchym gelangen, wurde bei einigen
Transplantationsexperimenten die Uberlebenszeit der Hihnchenembryonen nach der
Transplantation auf 7 Tage verkurzt. AnschlieBend wurden die Hirnblaschen der 12
Tage alten Ebryonen auf die Integration EGFP exprimierender Zellen untersucht.
Hierbei konnte eine initiale Integration einzelner Zellen aus dem Ventrikellumen durch
die Ependymschicht des Ventrikelrandes beobachtet werden (Abbildung 9). Diese
Zellen wiesen eine raale Morphologie unreifer Zellen auf (Abbildung 9). Eine
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immunhistochemische Untersuchung dieser Spenderzellen ergab, dass diese Zellen noch
keine Antigene exprimierten, die fur ausdifferenzierte neurale Zelltypen charakteristisch
sind. Innerhalb des tiefen Hirnparenchyms fanden sich 7 Tage nach Transplantation
noch keine Spenderzellen.

Abbildung 7: Zellaggregat nach intraventrikularer Injektion von EGFP -transgenen neuralen

Stammzellen aus dem Striatum in der Ventrikelwand de embryonalen Empfangergewebes (Pfeil in
a und b). Einzelne EGFRtransgene Spenderzellen mit komplexen Zellfortsatzen sind im
Hirnparenchym nachweisbar (Pfeilspitzen in a). Die Inkubationszeit nach erfolgter
Transplantation am 5. Embryonaltag betrug 10 Tag@. Abbildung b) ist die entsprechende
Phasenkontrastaufnahme von a). VergréfRerung: (a, b): x20.
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Abbildung 8: Integrationsverhalten intraventrikuldar transplantierter muriner neuraler
Stammzellen aus dem Striatum im Gehirrvon Hihnchenembryonen. Die Abbildungen zeigen eine
massiveperiventrikulare Integration der transplantierten Zellen, von der die weitere Migration der
Spenderzellen ins umliegende Hirnparenchym ausgeht. Die Transplantationen wurde am 5. a) bzw.
am 7. bd) Embryonaltag vorgenommen; die Uberlebenszeit der Embryonen nach erfolgter
Transplantation betrug jeweils 10 Tage. Das Fluoreszer3ignal der transgenen Spenderzellen
wurde durch immunhistochemische Farbung mit EGFPRspezifischem Antikdrper verstarkt. Das
Ventrikellumen in (a-d) ist mit einem Stern gekennzeichnet. VergroRerungen: a, b): x10; c, d): x4

An den Empfangergehirnen mit massiv erfolgter Integration transplantierter Zellen
konnte die Verteilung und Dichte der Spenderzellen im Empfangergewebe igenaue
untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass die murinen Spenderzellen in weiten
Bereichen und verschiedenen Hirnregionen der Empfangerembryonen zu finden waren.
Dabei waren die EGFP exprimierenden Zellen gleichmaRig im Gehirn des
Empfangertieres verteil(Abbildung 10). Einige Gehirne wiesen eine Migration der
Spenderzellen ausgehend vom Ventrikelrand bis an die aulBeren Grenzen auf
(Abbildung 10), eine Distanz von mehreren Millimetern. Hier differenzierten sie sich in
morphologisch komplexe Zelltypen (Blddung 10; siehe unten). Die Empfangergehirne
zeigten auch in Bereichen mit einer massiven Integration von Spenderzellen eine

normale Histoarchitektur. Hinweise fur die Ausbildung von Tumoren konnten in























































































































































































