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1. Einleitung 

1.1 Stammzellen  

Dem zentralen Nervensystem adulter Säuger fehlt weitgehend die Fähigkeit zur 

Neubildung von Nervenzellen. Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. Morbus 

Parkinson, Morbus Huntington und Morbus Alzheimer, oder Verletzungen des zentralen 

Nervensystems können daher die degenerierten oder lädierten Neurone nicht ersetzt 

werden. Diese stark limitierte Regenerationsfähigkeit des zentralen Nervensystems 

erklärt die äußerst begrenzten Therapiemöglichkeiten neurodegenerativer 

Erkrankungen. Bei fortgeschrittenen Stadien der Erkrankungen wäre der funktionelle 

Ersatz der degenerierten Zellen die einzig mögliche kausale therapeutische Option. Seit 

es möglich ist, Stammzellen zu isolieren und in vitro zu kultivieren und zu expandieren, 

wird der Einsatz dieser Zellen für solche Zellersatztherapien intensiv untersucht und 

diskutiert (Le Belle and Svendsen 2002; Burns et al. 2006; Chen et al. 2007; Wataya et 

al. 2008; Zhang and Pasumarthi 2008). Ein viel versprechender Behandlungsansatz für 

das erkrankte oder verletzte zentrale Nervensystem stellen Zellersatzstrategien dar, die 

auf Transplantationen von neuralen Strammzellen basieren. Da neurale Stammzellen in 

vitro effizient expandiert werden können und da diese Zellen in sämtliche neurale 

Zelltypen differenzieren können, stellen sie potentielle Kandidatenzellen dar, um 

abgestorbene oder funktionell defekte Zellen des Nervensystems zu ersetzen (Klassen et 

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

2008). Um einen solchen funktionellen Ersatz degenerierter neuraler Zelltypen zu 

erreichen, werden  zwei prinzipiell unterschiedliche experimentelle Therapieansätze 

verfolgt. Zum einen wird versucht, durch eine Transplantation von in vitro expandierten 

Stammzellen degenerierte oder pathologisch veränderte Zellen zu ersetzten (Ben-Hur 

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 erreichen (Emsley et al. 2005; Ohori et al. 

2006; Hagg 2007). Eine weitere Stammzell-basierte therapeutische Option zur 

Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen bietet die ex vivo Gentherapie. Im 

Rahmen einer ex vivo Gentherapie können in vitro expandierte Stammzellen 

gentechnisch manipuliert, und über eine Transplantation dieser Zellen therapeutisch 

wirksame Genprodukte wie beispielsweise anti-angiogene, neuroprotektive oder anti-

tumorigene Faktoren in das erkrankte Gewebe geschleust werden, um so den 

Krankheitsverlauf zu verlangsamen oder aufzuhalten. Tumorerkrankungen des zentralen 
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Nervensystems sind in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse. Genetisch 

modifizierte neurale Stammzellen, die anti-tumorigene Faktoren produzieren, sind in 

der Lage, das Tumorwachstum zu reduzieren (Dwain et al. 2006). Dabei wird die 

Fähigkeit transplantierter Stammzellen, gezielt zu den pathologisch veränderten 

Gewebeanteilen im Nervensystems des Empfängers zu migrieren, ausgenutzt, um 

solche therapeutisch wirksamen Genprodukte in die erkrankten Gewebe einzuschleusen 

(Chen et al. 2007; Mapara et al. 2007).  Stammzellen wurden auch erfolgreich 

eingesetzt, um neuroprotektive Faktoren, die eine Verlangsamung neurodegenerativer 

Erkrankungen bewirken, in das Nervensystem entsprechender Tiermodelle 

einzuschleusen. So führte beispielsweise die Transplantation genetisch manipulierter 

neurale Stammzellen mit einer ¦berexpression des neurotrophen Faktors Ăglial cell line-

derived neurotrophic factorñ (GDNF) zu einer verzºgerten Degeneration von 

Photorezeptoren in einem Tiermodell für eine retinale Dystrophie (Gregory-Evans et al. 

2009). Auch bei Verletzungen des zentralen Nervensystems konnte das therapeutische 

Potential genetisch modifizierter neuraler Stammzellen in Tiermodellen gezeigt werden. 

Durch eine Transplantation neuraler Stammzellen mit einer ¦berexpression des Ăbrain-

derived neurotrophic factorsñ (BDNF) in das lªdierte R¿ckenmark von Ratten konnte 

beispielsweise in Verhaltensexperimenten eine Verbesserung der Symptome erzielt 

werden (Li et al. 2006). 

Stammzellen sind allgemein über zwei wesentliche Kriterien definiert (McKay 1997; 

Doe et al. 1998; Gage 1998): 

- Zum einen weisen Stammzellen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung 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 multipotente Zellen mit der 

Fähigkeit, 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 

Umgebungsbedingungen differenzieren kann (Temple 2001b). 

 

Hierbei muss innerhalb der heterogenen Gruppe der Stammzellen, isoliert aus 

unterschiedlichsten Geweben und Spendern verschiedener Entwicklungsstadien, 

unterschieden werden (Temple 2001b): So handelt es sich bei der Zygote um eine 
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totipotente Stammzelle, aus der alle Zelltypen des entsprechenden Organismus 

einschließlich des Trophoblasten entstehen können. Embryonale Stammzellen, die aus 

der inneren Zellmasse der Blastozyste isoliert werden, sind pluripotente Stammzellen. 

Aus ihnen können sämtliche reife Zelltypen des Organismus, nicht aber die 

extraembryonalen Gewebe hervorgehen. Gewebespezifische Stammzellen schließlich 

sind multipotente Zellen, die sich in verschiedene Zelltypen differenzieren können, die 

für die jeweiligen Gewebe charakteristisch sind, aus denen sie entstammen (Stemple 

and Anderson 1992; Morrison et al. 1997). Stammzellen sind in  vielen sich 

entwickelnden Geweben des embryonalen Vertebraten zu finden und persistieren auch 

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

Epithelien der Haut, den Schleimhäuten oder den Drüsen. 

 

 

 

Abbildung 1: Pluripotente embryonale Stammzellen und multipotente gewebespezifische 

Stammzellen:  

Embryonale Stammzellen verfügen über das Potential, in sämtliche Zelltypen des Organismus zu 

differenzieren; gewebespezifische Stammzellen dagegen können nur in die jeweiligen 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 Zellen das Potential, alle drei Keimblätter - und damit alle 

Gewebetypen eines Organismus einschließlich der Keimbahn - zu generieren (Nagy et 

al. 1990; Nagy et al. 1993). Sie lassen sich in vitro massiv expandieren, ohne dass sie 

dabei ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Pluripotenz verlieren. Embryonale 

Stammzellen sind außerdem vergleichsweise einfach gentechnisch manipulierbar, und 

damit nicht nur für Zellersatzstrategien, sondern auch für ex vivo Gentherapieansätze 

interessante Kandidatenzellen.  

Embryonale Stammzellen konnten bisher in vitro über gerichtete 

Differenzierungsprotokolle und/oder genetische Manipulation in zahlreiche 

therapeutisch relevante Zelltypen differenzieren (Smith 1992; Desbaillets et al. 2000). 

In vitro kultivierte embryonale Stammzellen können zu Zellkolonien, sogenannten 

embryoid bodies, proliferieren. Diese enthalten u.a. verschiedene differenzierte 

hämatopoetische Zelltypen, deren Anzahl durch die Exposition der Kulturen mit 

verschiedenen Wachstumsfaktoren beeinflussbar ist (Wiles and Keller 1991). Andere 

Experimente zeigten, dass über gentechnische Manipulationen murine embryonale 

Stammzellen in hoch differenzierte, nahezu reine Kardiomyozyten-Kulturen 

differenziert werden können (Klug et al. 1996). Weiterhin wurden aus murinen 

embryonalen Stammzellen beispielsweise Zellen generiert, die Insulin und andere 

Hormone des endokrinen Pankreas exprimierten. Sie bildeten in vitro - und nach 

Transplantation in diabetische Mäuse in vivo - den pankreatischen Inseln ähnliche 

Zellkluster (Lumelsky et al. 2001).  

Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass aus murinen oder humanen embryonalen 

Stammzellen effizient neurale Zelltypen abgeleitet werden können. So wurde für murine 

embryonale Stammzellen beispielsweise gezeigt, dass sie in vitro effizient in 

Oligodendrozytenvorläuferzellen differenziert werden können. Diese 

Oligodendrozytenvorläuferzellen differenzierten in vivo nach Transplantation in ein 

Tiermodell für eine dysmyelinisierende Erkrankung in Oligodendrozyten, die wiederum 

die Axone der Empfängergewebe effizient myelinisieren konnten (Brustle et al. 1999). 

Nach Transplantationen in das zentrale Nervensystem können murine embryonale 

Stammzellen nicht nur in gliale sondern auch in neuronale Zelltypen differenzieren 

(Arnhold et al. 2000). Auch aus murinen embryonalen Stammzellen abgeleitete neurale 

Vorläuferzellen, die in Ratten mit subakuten Rückenmarksverletzungen transplantiert 
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wurden, differenzierten im Empfängergewebe sowohl in Gliazellen als auch in Neurone 

(McDonald et al. 1999).  

Speziell Transplantationen in embryonales Empfängergewebe zeigen die Möglichkeit 

zur Differenzierung embryonaler Stammzellen in neurale Zelltypen (Brustle et al. 

1997): So resultierten beispielsweise intraventrikuläre Transplantationen von aus 

embryonalen Stammzellen abgeleiteten neuralen Vorläuferzellen 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). Primäre embryonale Stammzellen scheinen aber auch 

über die Fähigkeit zu verfügen, in intakte adulte Gewebe zu integrieren (Hara et al. 

2004). So integrierten beispielsweise murine embryonale Stammzellen nach einer 

intravitrealen Transplantation in die Augen gesunder adulter Mäuse, und bildeten in der 

inneren plexiformen Schicht der Empfänger-Netzhäute neuronale Netzwerke aus (Hara 

et al. 2004).  

Auch für humane embryonale Stammzellen wurde gezeigt, dass sie in vitro effizient in 

Neurone differenziert werden können (Schuldiner et al. 2001; Lamba et al. 2006). Auch 

Zhang et al und Reubinoff et al konnten in vitro aus humanen embryonalen 

Stammzellen die drei prinzipiellen neuralen Zelltypen - Astrozyten, Oligodendrozyten 

und Neurone - ableiten. In beiden Untersuchungen konnten die humanen 

Vorläuferzellen erfolgreich in neonatale Mäuse transplantiert werden. Nach massiver 

Integration in verschiedene Bereiche der Empfängergewebe differenzierten sie sowohl 

in Oligodendrozyten als auch in retinale Pigmentepithelzellen und retinale 

Vorläuferzellen (Reubinoff et al. 2001; Zhang et al. 2001).  

Zudem können aus embryonalen Stammzellen auch spezialisierte retinale 

Nervenzelltypen abgeleitet  werden. In Kokulturen von aus embryonalen Stammzellen 

abgeleiteten neuralen Vorläuferzellen mit retinalen Zelltypen differenzierte ein Teil der 

neuralen Vorläuferzellen in Zellen, die für retinale Nervenzellen typische Antigene 

exprimierten (Zhao et al. 2002). Auch am Tiermodell konnte nach subretinalen 

Transplantationen von aus humanen embryonalen Stammzellen abgeleiteten neuralen 

Vorläuferzellen gezeigt werden, dass die Spenderzellen in die Empfänger-Netzhäute 

integrierten und dort in Zelltypen differenzierten, die für retinale Nervenzellen typische 

Antigene exprimierten (Banin et al. 2006). Embryonale Stammzellen konnten auch in 

vitro und nach Transplantation in vivo über geeignete Kultur- und 

Differenzierungsbedingungen in retinale Ganglionzellen differenziert werden, die 
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verschiedene Zelltyp-spezifische Markerproteine exprimierten (Jagatha 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 Kulturbedingungen und der gezielten Exposition mit bestimmten 

Wachstumsfaktoren in vitro bereits gelungen (Osakada et al. 2008). Es konnte nicht nur 

gezeigt werden, dass Photorezeptoren in vitro effizient aus humanen embryonalen 

Stammzellen abgeleitet werden können, sondern auch, dass sie nach Transplantation in 

funktionell intakte Photorezeptoren differenzieren können. Sie verbesserten nach 

Transplantation in ein Tiermodell für die congenitale Amaurose die nachweisbare 

Lichtreaktion der behandelten Tiere (Lamba et al. 2009).  

Retinale Pigmentepithelzellen stellen einen weiteren Zelltyp dar, der effizient aus 

embryonalen Stammzellen abgeleitet werden konnte. Hier konnte in Langzeitstudien an 

Tiermodellen für degenerative Makulaerkrankungen gezeigt werden, dass aus humanen 

embryonalen Stammzellen abgeleitete und subretinal transplantierte retinale 

Pigmentepithelzellen zu einer signifikanten Verbesserung der visuellen Funktion 

führten (Lu et al. 2009). Humane embryonale Stammzellen stellen so eine praktisch 

unendlich expandierbare zelluläre Quelle für retinale Vorläuferzellen und retinale 

Zelltypen dar (Lamba et al. 2006) und sind damit für den Aufbau zellbasierter 

Therapieansätze für degenerative Erkrankungen der Netzhaut besonders interessante 

Kandidatenzellen (Banin et al. 2006).  

Grundsätzlich bieten humane embryonale Stammzellen die Möglichkeit, gezielt 

bestimmte therapeutisch relevante neurale Zelltypen zu generieren (Tondeur et al. 2008; 

Zweigerdt 2009). Ein möglicher therapeutischer Einsatz von embryonalen Stammzellen 

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 Zelltypen betroffen sind (Yasuhara et al. 2006). Diese und zahlreiche 

ähnliche Studien mit humanen embryonalen Stammzellen deuten an, dass es sich bei 

diesen Zellen um besonders viel versprechende Kandidatenzellen handelt, um 

zellbasierte Therapieansätze für unterschiedlichste Erkrankungen zu etablieren: 

Embryonale Stammzellen sind unter geeigneten Kultivierungsbedingungen in vitro 

effizient expandierbar, können vergleichsweise einfach genetisch manipuliert werden 

und können unter kontrollierten Differenzierungsbedingungen in vitro in bestimmte 

Zelltypen differenziert werden (Tondeur et al. 2008; Jagatha et al. 2009). Auch in vivo 
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haben embryonale Stammzellen ein beachtliches Integrations- und - in Abhängigkeit 

von den Umgebungsbedingungen - Differenzierungspotential. So könnten embryonale 

Stammzellen eine nahezu unerschöpfliche Quelle für Transplantationstherapien 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 großes Potential für den Aufbau zellbasierter 

Therapien zur Behandlung verschiedenster degenerativer Erkrankungen aufweisen, 

bergen sie gerade aufgrund ihrer Fähigkeit zur unbegrenzten Selbsterneuerung und ihres 

großen Differenzierungspotentials auch mögliche Risiken in der therapeutischen 

Anwendung, die in der Zukunft weitere intensive Studien notwendig machen werden. 

So wurden beispielsweise nach subretinalen Transplantation von aus murinen 

embryonalen Stammzellen gewonnenen neuralen Vorläuferzellen in die Augen von 

Rhodopsin-Knockout-Mäusen acht Wochen nach Transplantation Neoplasien gefunden 

(Arnhold et al. 2004). Diese konnten als Teratome identifiziert werden, die nahezu alle 

Gewebe des transplantierten Auges befielen. Transplantationen von embryonalen 

Stammzellen bergen also das Risiko, daß die transplantierten Zellen in den 

Empfängergeweben Tumore ausbilden (Arnhold et al. 2004). Neben dem Risiko der 

Tumorbildung existieren gegen den Einsatz humaner embryonaler Stammzellen aber 

auch juristische und ethische Bedenken, da für die Gewinnung dieser Zellen humane 

Embryonen zerstört werden müssen. In Zukunft wird es nötig sein, zuverlässige 

Methoden zu etablieren, die es möglich machen, bestimmte gewünschte Zelltypen in 

ausreichender Anzahl aus embryonalen Stammzellen abzuleiten, ihre Funktionsfähigkeit 

nachzuweisen und ihr tumorigenes Potential auszuschließen, bevor ein therapeutischer 

Einsatz embryonaler Stammzellen bei verschiedensten Erkrankungen in Betracht 

gezogen werden kann. 
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1.1.2 Gewebespezifische 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 werden (Temple 2001b). Gewebespezifische Stammzellen sind als 

multipotente Zellen definiert, die in die verschiedenen für das jeweilige 

Ursprungsgewebe charakteristischen Zelltypen differenzieren können (Temple 2001b). 

Die multipotenten gewebespezifischen Stammzellen weisen damit im Vergleich zu den 

pluripotenten embryonalen Stammzellen ein eingeschränktes Differenzierungspotential 

auf. In den letzten Jahren haben jedoch mehrere Studien gezeigt, dass verschiedenste 

gewebespezifische Stammzellen unter bestimmten experimentellen Bedingungen 

scheinbar nicht nur Zelltypen ihres Ursprungsgewebes, sondern auch Zelltypen anderer 

Gewebe und sogar anderer Keimblätter generieren können (Bjornson et al. 1999; 

Gussoni et al. 1999). Allerdings ist diese ĂTransdifferenzierungñ gewebespezifischer 

Stammzellen Gegenstand intensiver kontroverser Diskussionen (Castro et al. 2002; 

Wagers et al. 2002; Cogle et al. 2004). In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, 

dass transplantierte gewebespezifische Stammzellen mit endogenen differenzierten 

Zelltypen der Empfängergewebe fusionieren können. Zumindest bei einem Teil der 

berichteten ĂTransdifferenzierungenñ gewebespezifischer Stammzellen kºnnte es sich 

damit lediglich um solche Fusionsereignisse, die fälschlicherweise als 

ĂTransdifferenzierungenñ interpretiert wurden, handeln ((Nygren et al. 2004); siehe 

auch 1.1.2.1 Knochenmarks-Stammzellen). Im Falle von Knochenmarks-Stammzellen 

wurden Fusionsereignisse sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen: In vitro 

fusionierten beispielsweise Knochenmarks-Stammzellen spontan mit embryonalen 

Stammzellen (Terada et al. 2002). Die aus solchen spontanen Fusionsereignissen 

entstandenen Zellen können phänotypisch und ohne detaillierte Analyse des Genotyps 

oft nicht von echten transdifferenzierten Zellen unterschieden werden und führen somit  

unter Umständen zu Fehlinterpretationen. So wurde berichtet, dass transplantierte 

Knochenmark-Stammzellen in Hepatozyten, Purkinjezellen des Kleinhirns oder kardiale 

Muskelzellen Ătransdifferenzierenñ kºnnen. Spªter wurde dann gezeigt, dass die 

transplantierten Knochenmark-Stammzellen nicht in die verschiedenen Zelltypen 

Ătransdifferenziertñ  waren, sondern vielmehr mit endogenen Hepatozyten, 

Purkinjezellen oder kardialen Muskelzellen fusioniert waren. Diese Fusionsprodukte 

wurden irrt¿mlich als Ătransdifferenzierteñ Zelltypen interpretiert, da sie die 
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Morphologie und das Antigenprofil von Hepatozyten, Purkinjezellen oder Muskelzellen 

aufwiesen und gleichzeitig das Reportergen der transplantierten Stammzellen 

exprimierten (Alvarez-Dolado et al. 2003). 

Gewebespezifische Stammzellen scheinen in ihrem Differenzierungspotential vielmehr 

spezialisiert als limitiert zu sein (Ostenfeld et al. 2002). Ihre phänotypische Plastizität in 

Abhängigkeit von verschiedenen Umgebungsfaktoren kann experimentell am besten in 

vivo durch Transplantationen in unterschiedlichste Empfängergewebe analysiert 

werden. 

  

1.1.2.1 Knochenmarks-Stammzellen 

Das Knochenmark gehört zu den wenigen sich lebenslang regenerierenden Geweben 

des Säugers. Eine wichtige Population gewebespezifischer Stammzellen entstammt dem 

Knochenmark, die sich in vielen Studien durch eine scheinbare besonders hohe 

phänotypische Plastizität auszeichnet (Wagers et al. 2002). So migrierten 

Knochenmarks-Stammzellen nach Transplantation in immundefiziente Mäuse in 

Regionen induzierter Muskeldegeneration, differenzierten dort in Muskelzellen und 

waren an der Regeneration der geschädigten Muskelfasern beteiligt (Ferrari et al. 1998). 

Am Tiermodell für die Muskeldystrophie Duchenne konnte gezeigt werden, dass auch 

hämatopoetische Stammzellen in vivo unter geeigneten Umgebungsbedingungen 

scheinbar über das Potential verfügen,  Muskelzellen zu generieren (Gussoni et al. 

1999): Hämatopoetische Stammzellen konnten ebenso wie gewebespezifische 

Stammzellen aus Muskelgewebe nach Transplantation in die geschädigte Muskulatur 

integrieren. Hieraus resultierte in beiden Fällen eine Zunahme der bei Muskeldystrophie 

insuffizienten Expression von Dystrophin (Gussoni et al. 1999).  

Darüber hinaus legen die Ergebnisse einiger Studien den Schluss nahe, dass 

Stammzellen des Knochenmarks sogar in Zelltypen anderer Keimblätter differenzieren 

können (Kopen et al. 1999). Angesichts der Tatsache, dass die Differenzierung der drei 

Keimblätter (Mesoderm, Entoderm und Ektoderm) und der aus ihnen entstehenden 

Gewebe eine der frühsten Entwicklungen in der Embryogenese darstellt, ist diese 

Beobachtung besonders bemerkenswert. So führte die intravenöse Injektion von 

Knochenmarks-Stammzellen in Tiermodellen verschiedener Lebererkrankungen zur 

Regeneration des entodermalen Lebergewebes durch proliferierende Hepatozyten 

(Petersen et al. 1999; Lagasse et al. 2000). Einige dieser Zellen konnten als von den 

transplantierten Knochenmark-Stammzellen abstammende Zellen identifiziert werden 
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(Petersen et al. 1999; Lagasse et al. 2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

Knochenmarks-Stammzellen unter geeigneten Umgebungsbedingungen auch in Zellen 

mit einem glialen oder neuronalen Phänotyp differenzieren können (Brazelton et al. 

2000). So integrierten intraventrikulär in neonatale Mäuse transplantierte 

Knochenmarkszellen in das Gehirn der Empfängertiere und differenzierten in 

verschiedenen Regionen der Empfängergehirne, wie beispielsweise dem Striatum oder 

dem Hippocampus, in reife Astrozyten. Zusätzlich wurden im Hirnstamm der 

Empfängergehirne Neurofilament-exprimierende Spenderzellen gefunden, die den 

Schluss nahe legen, dass die Knochenmarks-Stammzellen in vivo auch ein neuronales 

Differenzierungspotential aufweisen (Brazelton et al. 2000). Weiterhin wurde gezeigt, 

dass Knochenmarks-Stammzellen auch nach Transplantation in adultes 

Empfängergewebe Zellen mit einem neuronalen Phänotypen generieren konnten. In 

diesen Experimenten wurden aus adulten Mäusen isolierte Knochenmarks-Stammzellen 

in bestrahlte adulte Nervengewebe transplantiert. In den Empfängergehirnen konnten 

noch sechs Monate nach der Transplantation Spenderzellen nachgewiesen werden, die 

neuronale Proteine exprimierten (Brazelton et al. 2000). Allerdings werden gerade 

Studienergebnisse, die eine ĂTransdifferenzierungñ gewebespezifischer Stammzellen 

beobachtet haben, sehr kontrovers diskutiert (Terada et al. 2002; Nygren et al. 2004). 

Möglicherweise ist zumindest ein Teil der oben skizzierten Ergebnisse nicht auf eine 

tatsªchliche ĂTransdifferenzierungñ der transplantierten Stammzellen zur¿ckzuf¿hren, 

sondern lediglich auf eine Fusion der transplantierten Zellen mit endogenen Zellen der 

Empfängergewebe. Da die bei solchen Fusionen entstehenden Hybridzellen sowohl das 

Reportergen der transplantierten Stammzellen als auch die zelltypspezifischen Antigene 

der spezialisierten endogenen Zellen der Empfängergewebe ko-exprimieren, können 

solche Zellfusionen fälschlicherweise als ĂTransdifferenzierungenñ interpretiert werden 

(Nygren et al. 2004). Im Falle von Knochenmarks-Stammzellen wurden 

Fusionsereignisse sowohl in vitro (Terada et al. 2002) als auch in vivo (Alvarez-Dolado 

et al. 2003) nachgewiesen. Die aus solchen spontanen Fusionsereignissen entstandenen 

Zellen können phänotypisch 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 Vorläufer- und Stammzellen 

Auch aus dem Auge konnten Zellen isoliert werden, die Charakteristika von retinalen 

Vorläufer- bzw. Stammzellen 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 ließen. Einige dieser Zellen bildeten unter diesen 

Kultivierungsbedingungen als Neurosphären bezeichnete Zellaggregate und 

exprimierten Nestin, ein für neurale Vorläuferzellen 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 normalerweise in der Retina nicht 

zu finden ist. Darüber hinaus konnten auch retinale Nervenzelltypen wie 

Photorezeptoren und Amakrine in den differenzierten Kulturen identifiziert werden. Die 

Differenzierung der Zellen in Photorezeptoren konnte interessanterweise durch Ko-

Kultivierung mit retinalen Zellen aus postnatalen Netzhäuten noch gesteigert werden. 

Versuche, diese Neurosphären über mehrere Passagen in vitro zu expandieren 

scheiterten jedoch (Ahmad et al. 1999). Diese retinalen Zellen wiesen also in vitro eine 

beachtenswerte Fähigkeit zur Differenzierung in verschiedene retinale Zelltypen auf 

und können damit als multipotente Zellen bezeichnet werden. Sie verfügten jedoch nicht 

über die für Stammzellen charakteristische Eigenschaft zur Selbsterneuerung und 

müssen daher eher als determinerte retinale Vorläuferzellen denn als echte 

gewebespezifische Stammzellen angesehen werden. Auch nach subretinaler 

Transplantation ganzer oder dissoziierter Neurosphären aus primären Kulturen in 

juvenile Ratten konnte die Expression Photorezeptor-spezifischer Proteine durch diese 

Zellen in vivo nachgewiesen werden (Chacko et al. 2000). 

In weiteren Studien gelang die begrenzte Expansion retinaler Zellen in vitro über 

mehrere Passagen (Yang et al. 2002b; Yang et al. 2002a). Diese Zellen wurden aus 

Rattenembryonen oder humanen Feten isoliert und als adhärente Kulturen in 

Anwesenheit von basic fibroblast growth factor (FGF-2), Neurotrophin 3 und geringen 

Mengen von Serum kultiviert. Diese Expansionskulturen bestanden überwiegend aus 

Nestin-exprimierenden unreifen Zellen, enthielten aber auch einige differenzierte 

Astrozyten.  Nach Differenzierung fanden sich in den Kulturen einige Astrozyten und 

zahlreiche Neurone, unter denen bei beiden Spezies Photorezeptoren und verschiedene 

retinale Interneurone nachgewiesen werden konnten (Yang et al. 2002b; Yang et al. 

2002a). Die aus Rattenembryonen isolierten retinalen Vorläufer zeigten nach 
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Transplantation in den subretinalen Raum von Royal College of Surgeons (RCS) Ratten 

allerdings nur eine limitierte Integrationsfähigkeit, und verblieben im subretinalen 

Raum und integrierten kaum in die Retina. Im Gegensatz zur vorwiegend neuronalen 

Differenzierung der Zellen in vitro differenzierten die retinalen Vorläufer in vivo vor 

allem in Astrozyten und in einige wenige retinale Bipolarzellen (Yang et al. 2002a).   

Angenieux und Mitarbeiter konnten im Jahr 2006 zeigen, dass die Exposition von 

adhärent kultivierten und expandierten retinalen Stammzellen mit Ăepidermal growth 

factorñ (EGF) eine Differenzierung der Zellen in gliale und neuronale Zelltypen 

induziert. Unter den Neuronen konnten auch retinale Nervenzelltypen wie retinale 

Ganglionzellen, Photorezeptoren und Bipolarzellen identifiziert werden (Angenieux et 

al. 2006). Transplantationen dieser Zellen in den subretinalen Raum eines Mausmodells 

mit einer fortgeschrittenen Degeneration der Photorezeptoren resultierten in einer 

massiven Integration der Spenderzellen in die Ganglionzellschicht der 

Empfängernetzhaut und eine Differenzierung vor allem in gliale, aber auch neuronale 

Zelltypen (Canola et al. 2007). 

Die mögliche Anwendbarkeit retinaler Vorläuferzellen für zellbasierte Therapie 

retinaler Erkrankungen hängt von der Fähigkeit dieser Zellen ab, in vivo vornehmlich in 

Neurone und insbesondere in Photorezeptoren zu differenzieren. Die bisher 

vorliegenden Daten zeigten allerdings eine vornehmlich gliale Differenzierung von 

transplantierten retinalen Vorläuferzellen (Yang et al. 2002b; Yang et al. 2002a). Eine 

verstärkte neuronale Differenzierung retinaler Vorläuferzellen könnte durch eine 

Manipulation der Zellen vor der Transplantation erreicht werden, beispielsweise durch 

eine Vordifferenzierung in spezifische retinale Zelltypen durch gerichtete genetische 

oder epigenetische Differenzierungsprotokolle (Angenieux et al. 2006) 

Inzwischen konnten auch echte gewebespezifische Stammzellen, die über die Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung verfügen, im Auge adulter Säuger ï einschließlich des Menschen -

identifiziert werden (Ahmad et al. 2000; Tropepe et al. 2000). Die lebenslange 

Regenerationsfähigkeit retinaler Zellen bei Fischen und Amphibien, die auf der Präsenz 

von retinalen Stammzellen in der Peripherie der Netzhaut beruht, ist seit langem 

bekannt. Dagegen konnten erst im Jahr 2000 im Auge adulter Säugetiere ï 

einschließlich des Menschen ï Zellen identifiziert werden, die sich in vitro expandieren 

lassen. Diese Zellen, die aus dem pigmentierten Epithel des Ziliarkörpers isoliert 

werden konnten, bildeten in Anwesenheit von Ăfibroblast growth factor-2ñ (FGFï2) 

Neurosphären und konnten als retinale Vorläufer identifiziert werden (Ahmad et al. 
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2000; Tropepe et al. 2000). Nach Differenzierung fanden sich in diesen Kulturen 

Astrozyten und retinale Neurone, darunter auch Photorezeptoren, Amakrine und 

Bipolarzellen (Ahmad et al. 2000; Tropepe et al. 2000). Diese Untersuchungen zeigen, 

dass diese Zellen mit der Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Multipotenz über die 

beiden wesentlichen Eigenschaften von gewebespezifischen Stammzellen verfügen.  

Interessanterweise konnte nach intravitrealer Transplantation retinaler Stammzellen aus 

dem humanen Ziliarkörperepithel in junge Mäuse beobachtet werden, dass ein Teil der 

humanen Spenderzellen in die äußere nukleäre Schicht integrierte und dort in Zellen 

differenzierte, die Photorezeptor-spezifische Antigene exprimierten (Coles 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 

überhaupt erwartet werden kann, dass transplantierte Zellen in die äußere nukleäre 

Schicht der nicht-neurogenen Netzhaut adulter Säugetiere integrieren können und dort 

in morphologisch komplexe und funktionale Photorezeptoren differenzieren, haben 

zwei Arbeitsgruppen frisch isolierte primäre retinale Zellsuspensionen in den 

subretinalen Raum von Mäusen mit gesunden oder dystrophen Netzhäuten transplantiert 

(MacLaren et al. 2006; Bartsch et al. 2008). Interessanterweise konnte beobachtet 

werden, dass frisch isolierte Zellen aus jungen postnatalen Netzhäuten tatsächlich das 

Potential aufweisen, in die Photorezeptorenschicht der Empfängertiere zu integrieren. 

Dort differenzierten die transplantierten Zellen in offenbar vollkommen normale 

Photorezeptoren. Die Spenderzellen hatten (i) basale axonale Fortsätze, die synaptische 

Kontakte mit endogenen retinalen Zelltypen in der äußeren plexiformen Schicht 

ausbildeten; (ii) Zellkörper, die in der äußeren nukleären Schicht lagen und (iii) einen 

aufsteigenden Fortsatz, der oberhalb der Membrana limitans externa in einem 

Photorezeptor-typischen Außensegment endetet. Außerdem exprimierten die 

Spenderzellen verschiedene Photorezeptor-spezifische Antigen. Interessanterweise 

konnte außerdem gezeigt werden, dass die Spender-Photorezeptoren Licht-sensitiv 

waren und sich damit offenbar funktionell in die Empfänger-Netzhäute integriert hatten 

(MacLaren et al., 2006; Bartsch et al., 2008). Dabei konnte experimentell 

ausgeschlossen werden, dass die Spender-Photorezeptoren lediglich das Produkt eine 

Zellfusion zwischen den transplantierten frisch isolierten retinalen Zellen und 

endogenen Photorezeptoren waren. Schließlich konnte gezeigt werden, dass 

postmitotische Photorezeptor-Vorläuferzellen, nicht aber undifferenzierte retinale 

Vorläuferzellen, das Potential aufwiesen, in die äußere nukleäre Schicht zu integrieren 
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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 Therapieoptionen 

für bisher nicht behandelbare retinale Dystrophien zu entwickeln. Die Ergebnisse zeigen 

außerdem, dass nur postmitotische Photorezeptor-Vorläuferzellen das Potential 

aufweisen, in die äußere nukleäre Schicht von Empfänger-Netzhäuten zu integrieren 

und dort in Photorezeptoren zu differenzieren, und erklären somit die bisher nur 

eingeschränkten Erfolge, retinale Zelltypen durch Transplantation undifferenzierter 

Stammzellen oder Vorläuferzellen zu ersetzen. 
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1.1.3 Neurale Stammzellen 

Neurale Stammzellen sind für die Entwicklung zellbasierter Therapiestrategien zur 

Behandlung traumatischer oder degenerativer Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems von besonderem Interesse. Als gewebespezifische Stammzellen 

verfügen neurale Stammzellen über das Potential, in die verschiedenen prinzipiellen 

neuralen Zelltypen zu differenzieren (Reynolds and Weiss 1996). Neurale Stammzellen 

können aus verschiedenen Regionen des embryonalen und des adulten Nervensystems 

isoliert werden (Gage 2000). Im embryonalen Nervensystem wurden neurale 

Stammzellen bereits in verschiedensten Regionen des zentralen (Reynolds et al. 1992; 

Kilpatrick and Bartlett 1993) und peripheren (Stemple and Anderson 1992) 

Nervensystems nachgewiesen. Entgegen der früheren Annahme, dass das Nervensystem 

adulter Säuger über keinerlei Fähigkeit zur Neubildung von Nervenzellen verfügt, 

konnten auch aus dem adulten Gehirn neurale Stammzellen isoliert werden: Adulte 

neurale Stammzellen wurden vor allem im Gyrus dentatus des Hippokampus und der 

Subventrikularzone gefunden, zwei Regionen, in denen beim adulten Säuger 

einschließlich des Menschen eine kontinuierliche Neurogenese stattfindet (Reynolds 

and Weiss 1992; Lois and Alvarez-Buylla 1993; McKay 2000). Neurale Stammzellen 

konnten aber auch aus nicht-neurogenen Regionen des zentralen Nervensystems adulter 

Säugetiere isoliert werden (Weiss et al. 1996). 
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Abbildung 2: Stammzellen mit neuralem Potential, hierarchisch dargestellt von der Zygote als 

primitivster Zelle mit dem größten Differenzierungspotential bis zu reifen postmitotischen Zellen. 

Die kleinen aufwärts zeigenden Pfeile deuten mögliche Dedifferenzierungen an. Nach (Gage 2000). 
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1.1.3.1 Neurale Stammzellen in vitro 

Neurale Stammzellen können aus ihrem Ursprungsgewebe isoliert und in vitro in 

Gegenwart von Wachstumsfaktoren kultiviert und effizient expandiert werden. Eine 

bewährte Methode ist dabei die Expansion neuraler Stammzellen mit Hilfe des 

Wachstumsfaktors Ăepidermal growth factorñ (EGF). In Gegenwart dieses Mitogens 

können große Mengen von Tochterzellen generiert werden, die als Neurosphären 

bezeichnete Zellaggregate bilden und sich über mehrere Passagen expandieren lassen 

(Reynolds et al. 1992; Reynolds and Weiss 1996). Ein anderes Mitogen, das neurale 

Stammzellen zur effizienten Proliferation stimuliert, ist der Wachstumsfaktor 

Ăfibroblast growth factor-2ñ (FGF-2) (Gensburger et al. 1987; Richards et al. 1992). 

Dabei haben die für die Expansion der Zellen verwendeten Wachstumsfaktoren 

unterschiedliche Auswirkungen auf die Proliferationskapazität und das phänotypische 

Differenzierungspotential der Zellpopulationen (Vescovi et al. 1993; Caldwell et al. 

2001), wie eine Studie an adulten neuralen Stammzellen aus der Subventrikularzone 

zeigt (Whittemore et al. 1999). Nur in Gegenwart von EGF und FGF-2 oder FGF-2 und 

Heparin konnten die neuralen Stammzellen expandiert werden. Hierbei differenzierten 

sowohl die EGF/FGF-2 expandierten Zellen als auch die FGF-2/Heparin expandierten 

Zellen in die drei prinzipiellen neuralen Zelltypen des zentralen Nervensystems: in 

Neurone, in Oligodendrozyten und in Astrozyten. Jedoch schienen die EGF/FGF-2-

expandierten Zellen überwiegend in Astrozyten zu differenzieren, während die FGF-

2/Heparin-expandierten Zellen ein größeres Potential zur neuronalen Differenzierung 

aufwiesen (Whittemore et al. 1999). Durch Exposition der Zellkulturen mit bestimmten 

zusätzlichen Mitogenen konnte hierbei jeweils die Anzahl der Neurone, Astrozyten oder 

Oligodendrozyten in differenzierten Kulturen weiter moduliert werden (Whittemore et 

al. 1999). Durch Entzug der Wachstumsfaktoren oder Exposition mit bestimmten 

Differenzierungsfaktoren, die die Entwicklung der Zellen in bestimmte Zelltypen 

stimulieren, kann also eine Differenzierung der Zellen in vitro in reife Zelltypen erreicht 

werden. Auch neurale Stammzellen aus dem embryonalen Nervensystem zeigen unter 

dem Einfluss bestimmter Mitogene ein entsprechendes Verhalten in vitro (Maric et al. 

2003). Neurale Stammzellen aus dem Telencephalon der embryonalen Ratte 

proliferierten in FGF-2-haltigem Medium ohne dass dabei eine Differenzierung in reife 

neurale Zelltypen stattfand. Kultivierung der Zellen mit EGF und FGF-2 hatte eine 

Proliferation der Zellen und eine Differenzierung in Vorläufer neuronalen, astroglialen 

und oligodendroglialen Phänotyps zur Folge (Maric et al. 2003). Extrinsische Faktoren 
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haben in vitro also einen wesentlichen Einfluss auf die Differenzierung der 

multipotenten Zellen und können eine präferentielle Differenzierung in ganz bestimmte 

Zelltypen induzieren. So führt beispielsweise die Exposition embryonaler neuraler 

Stammzellen aus der Subventrikularzone mit Ăbone morphogenetic proteinñ (BMP) zur 

selektiven und dosisabhängigen Differenzierung der multipotenten Zellen in astrogliale 

Zelltypen (Gross et al. 1996).  

Interessanterweise konnte eine Veränderung der Ansprechbarkeit der Stammzellen für 

Mitogene in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium ihres Spenders festgestellt 

werden. Während der Embryonalentwicklung werden die verschiedenen neuralen 

Zelltypen eines Gewebes in einer charakteristischen präzisen zeitlichen Abfolge 

generiert. Generell beginnt die Neurogenese des zentralen und peripheren 

Nervensystems vor der Gliogenese. Entsprechend zeigte sich bei Stammzellen, die aus 

Spendern unterschiedlicher Entwicklungsstadien isoliert wurden, eine unterschiedliche 

Reaktion auf die Applikation derselben Wachstumsfaktoren. Dies lässt die Vermutung 

zu, dass Stammzellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien über unterschiedliche 

intrinsische Eigenschaften verfügen. So werden Veränderungen in der Anzahl und Art 

der Wachstumsfaktor-Rezeptoren in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium vermutet 

(Temple 2001a). Beispielsweise entstanden aus Kulturen neuraler Stammzellen, die aus 

frühen embryonalen Stadien isoliert wurden, unter dem Einfluss von BMP überwiegend 

Neurone. Zellen aus älteren Embryonen differenzierten dagegen in Gegenwart von 

BMP eher in gliale Zelltypen (Mehler et al. 2000). Möglicherweise nehmen also 

entwicklungsbedingte restriktive Eigenschaften neuraler Stammzellen Einfluss auf ihr 

späteres Differenzierungspotential. Während der Embryogenese entstehen aus 

undifferenzierten Vorläuferzell-Populationen die verschiedenen, für die 

unterschiedlichen Hirnregionen charakteristischen, Zelltypen. Diese Neurogenese wird 

durch intrinsische Eigenschaften der Zellen und lokale Umgebungsbedingungen des 

Gewebes bestimmt. Ähnliches lässt sich auch bei isolierten Zellen in vitro beobachten 

(Kalyani et al. 1998): So können aus neuralen Vorläuferzellen des embryonalen 

Rückenmarks in vitro reife Neurone mit unterschiedlichen Phänotypen generiert 

werden. Während ihrer Entwicklung in reife Zelltypen zeigen die Vorläuferzellen eine 

variierende Reaktivität auf Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren. Gleichzeitig 

exprimieren sie für das jeweilige Entwicklungsstadium spezifische Proteine. Durch 

kontrollierte Kulturbedingungen kann Einfluss auf diese Differenzierung genommen 

werden (Kalyani et al. 1998). Unter den aus neuralen Vorläufern generierten Zellen 
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finden sich auch Zellen, die für die Region, aus der die Vorläufer isoliert wurden, 

spezifisch sind. So konnten in Kulturen embryonaler Stammzellen aus der CA3-Region 

des Hippokampus der Ratte Regionen-spezifische CA3-pyramidale Neurone 

identifiziert werden (Shetty 2004). Neurale Stammzellen und die aus ihnen generierten 

Vorläufer können also vermutlich in vitro in Regionen-spezifische Phänotypen 

differenzieren (Hitoshi et al. 2002). Diese Eigenschaft scheint jedoch keine irreversible 

Determinierung zu sein, sondern kann durch definierte Umgebungsbedingungen 

modifiziert werden (Svendsen and Caldwell 2000). Inwieweit die Entwicklung neuraler 

Stammzellen von lokalen Umgebungsbedingungen und intrinsischen Eigenschaften der 

Zellen bestimmt wird, ist in vitro nicht eindeutig festzustellen. Zu vermuten ist jedoch, 

dass neurale Stammzellen über geeignete Kulturbedingungen ganz gezielt in bestimmte 

Zelltypen differenziert werden können (Vescovi et al. 1993). Entsprechend zeigen 

aktuelle Studien, dass neurale Stammzellen über eine Ko-Kultivierung mit sogenannten 

embryoid bodies aus embryonalen Stammzellen zu einer Expression immunologische 

Marker nicht-neuronaler Zellen induziert werden (Denham et al. 2006). 

 

1.1.3.2 Neurale Stammzellen in vivo 

Um das Integrations- und Differenzierungspotential neuraler Stammzellen unter 

normalen und pathologischen Bedingungen zu untersuchen, werden 

Transplantationsstudien an Tiermodellen durchgeführt. Dieser experimentelle Ansatz 

bietet die Möglichkeit, das Verhalten der Stammzellen in vivo unter verschiedensten 

Umgebungsbedingungen und in Abhängigkeit von unterschiedlichen epigenetischen 

Faktoren zu analysieren. Dazu können die in vitro unter unterschiedlichen 

Kulturbedingungen charakterisierten, expandierten und eventuell manipulierten Zellen 

in verschiedene Tiermodelle des sich entwickelnden, adulten oder pathologisch 

veränderten Nervensystems transplantiert werden.  

Um das mögliche therapeutische Potential neuraler Stammzellen für die Behandlung 

von Myelinerkrankungen zu untersuchen, wurden beispielsweise EGF- und FGF-2-

expandierte neurale Stammzellen aus dem embryonalen Nervensystem in das 

dysmyelinisierte zentrale Nervensystem junger und adulter Mäuse transplantiert (Ader 

et al. 2001; Ader et al. 2004). Dabei zeigte sich nach einer intrazerebroventrikulären 

Transplantation der Zellen in junge Mäuse eine ausgedehnte Integration der 

Spenderzellen (Ader et al., 2001). Dagegen zeigten die Zellen nach einer 

intrazerebroventrikulären Injektion in adulte Tiere eine nur begrenzte Integration, 
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während nach direkter intraparenchymaler Injektion der Zellen in die dysmyelinisierten 

Fasertrakte eine massive Integration der Zellen zu beobachten war (Ader et al., 2004). 

Die Mehrheit der Spenderzellen zeigte dabei sowohl in jungen als auch in adulten 

Empfängertieren eine Differenzierung in Oligodendrozyten, die die Axone des 

Empfängergewebes effizient myelinisierten (Ader et al. 2001; Ader et al. 2004). Auch 

an Tiermodellen mit dystrophen Erkrankungen der Netzhaut wurde das Integrations- 

und Differenzierungsverhalten EGF- und FGF-2-expandierter embryonaler neuraler 

Stammzellen untersucht (Pressmar et al. 2001). Dabei fanden sich in den dystrophen 

Netzhäuten adulter Empfängertiere bedeutend mehr integrierte Spenderzellen als in 

gesunden Netzhäuten adulter Empfängertiere. Sowohl in dystrophen als auch in 

gesunden Netzhäuten differenzieren die transplantierten Zellen aber ausschließlich in 

Astrozyten und Oligodendrozyten, nicht aber in Nervenzellen (Pressmar et al. 2001). 

Obwohl zahlreiche Studien beschreiben, dass transplantierte neurale Stammzellen 

besser in pathologisch verändertes als in gesundes Nervengewebe integrieren, sind die 

zellulären und molekularen Grundlagen dieser ausgeprägteren Integration in 

pathologisch veränderte Nervengewebe bisher noch ungeklärt. 

Verglichen mit der begrenzten Integration in adultes gesundes Nervengewebe zeigen 

transplantierte neurale Stammzellen in embryonalen Nervengeweben eine massive 

Integration, wodurch detaillierte Analysen des Integrations- und 

Differenzierungsverhaltens neuraler Stammzellen in vivo erleichtert werden. Nach 

Transplantation embryonaler neuraler Stammzellen aus unterschiedlichen Hirnregionen 

in embryonales murines Empfängergewebe, zeigte sich eine ausgedehnte Inkorporation 

der Zellen in die verschiedensten Regionen der Empfängergehirne (Winkler et al. 1998). 

Die integrierten Spenderzellen differenzierten dabei sowohl in gliale (Winkler et al. 

1998) als auch in verschiedene und der jeweiligen Hirnregion entsprechende neuronale 

Zelltypen (Brustle et al. 1995). Beim Integrationsmuster der Zellen konnte keine 

Präferenz zu den Regionen des Empfängergehirns festgestellt werden, aus denen die 

Zellen jeweils isoliert wurden. Neurale Stammzellen scheinen diesen Ergebnissen 

zufolge keine irreversible regionale Determinierung aufzuweisen, sondern in ihrem 

Migrations- und Differenzierungsverhalten durch lokale Einflussfaktoren des sie 

umgebenden Empfängergewebes beeinflusst zu werden. Diese Schlussfolgerung wird 

durch Transplantationsstudien gestützt, in denen eventuelle regionale Spezialisierungen 

früher Stammzellen aus der Subventrikularzone untersucht wurden. Während der 

Embryonalentwicklung des zentralen Nervensystems entsteht die Subventrikularzone, 
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die neurogene Region des embryonalen ZNS, die auch in adulten Säugern als neurogene 

Zone persistiert. Aus den basalen Anteilen der Subventrikularzone entsteht das 

Striatum, während 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 zurück in ihre ursprüngliche striatale Umgebung 

oder in die dorsal gelegene kortikale Subventrikularzone transplantiert (Fishell 1995). 

Die in das Striatum transplantierten Subventrikularzellen differenzierten in 

Nervenzellen mit einer striatalen Morphologie, während dieselben Zellen nach 

Transplantation in die kortikale Subventrikularzone phänotypische Eigenschaften 

kortikaler Nervenzellen aufwiesen. Auch in diesen Experimenten zeigt sich, dass die 

jeweilige Umgebung wesentlichen Einfluss auf die phänotypische Differenzierung 

unreifer Stammzellen nimmt (Fishell 1995). Dies zeigen auch Experimente von 

Eriksson und Mitarbeitern aus dem Jahr 2003, in denen in vitro expandierte neurale 

Stammzellen aus striatalen Regionen in verschiedene Hirnregionen neonataler Ratten 

transplantiert wurden. Die Zellen differenzierten hier überwiegend in gliale, aber auch 

neuronale Zelltypen und differenzierten in Regionen-spezifische reife Zellen mit für die 

verschiedenen Hirnregionen jeweils morphologischen Charakteristika (Eriksson et al. 

2003). Auch diese Experimente zeigen, dass die zellulären und molekularen 

Eigenschaften des Empfängergewebes einen stärkeren Einfluss auf die Integration und 

Differenzierung neuraler Stammzellen haben, als die charakteristischen Eigenschaften 

des Spendergewebes, aus dem die Zellen isoliert wurden (Cao et al. 2002).  

Welche zellulären und molekularen Faktoren des Empfängergewebes das Integrations- 

und Differenzierungspotential transplantierter Stammzellen beeinflussen, ist noch 

weitgehend unklar. Systematisch untersucht wurde diese Frage am Opossum (Van 

Hoffelen et al. 2003). Bei dieser Beuteltierart findet die retinale Entwicklung 

überwiegend postnatal statt, so dass eine Transplantation neuraler Stammzellen in eine 

noch extrem unreife und noch neurogene Netzhaut bei postnatalen Tieren möglich war. 

Auch hier konnte eine massive Integration der Spenderzellen nur in den Netzhäuten 

neonataler Empfängertiere beobachtet werden, nicht jedoch bei adulten Tieren. 

Interessanterweise differenzierten die transplantierten Zellen ausschließlich in 

Nervenzellen, unter anderem auch in Retina-spezifische Nervenzelltypen (Van Hoffelen 

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

untersuchen zu können, scheint folglich die Transplantation der Zellen in embryonale 
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Empfängertiere eine geeignete Methode zu sein, da im sich entwickelnden 

Nervensystem aktive Neuro- und Gliogenese stattfinden. Die zu untersuchenden Zellen 

sind so endogenen Faktoren ausgesetzt, die eine Differenzierung in verschiedenste 

Zelltypen stimulieren können. 

 

1.1.3.4 Adulte neurale Stammzellen 

Die bemerkenswerten plastischen Eigenschaften neuraler Stammzellen scheinen nicht 

nur auf Stammzellen aus dem embryonalen Gehirn beschränkt zu sein. Vielmehr 

scheinen auch neurale Stammzellen aus dem adulten Gehirn eine ähnlich große 

Plastizität aufzuweisen. Neurale Stammzellen aus dem Hippokampus der adulten Ratte 

können beispielsweise an verschiedenste Umgebungsfaktoren adaptieren und in 

Zelltypen mit entsprechenden Phänotypen differenzieren. Nach Transplantation neuraler 

Stammzellen aus dem adulten Hippokampus in den Glaskörper adulter oder 

neugeborener Ratten formierten sich die Zellen im adulten Auge zu einer festen Schicht, 

die der inneren Grenzmembran der Retina unmittelbar anlag (Takahashi et al. 1998). Im 

sich entwickelnden Auge zeigte sich dagegen eine intensive Integration der adulten 

Zellen in die Retina, wobei die Spenderzellen die spezifische Morphologie 

verschiedener retinaler Neurone und astroglialer Zellen aufwiesen (Takahashi et al. 

1998). Durch Transplantationen adulter neuraler Stammzellen konnte weiterhin eine 

Remyelinisierung und eine Verbesserung der motorischen Fähigkeiten von Ratten mit 

geschädigtem Rückenmark erreicht werden (Karimi-Abdolrezaee et al. 2006). Nach 

einer subakuten Rückenmarksläsion waren die transplantierten adulten neuralen 

Stammzellen vornehmlich in der weissen Substanz der Empfängertiere zu finden, wo 

sie in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen oder reife Oligodendrozyten differenzierten 

und einen engen Kontakt zu den Axonen und endogenen Oligodendrozyten des 

Empfängergewebes aufwiesen. Nach Transplantationen adulter neuraler Stammzellen in 

Empfängertiere mit chronischen Rückenmarks-Läsionen konnten dagegen kaum 

integrierte Spenderzellen identifiziert werden (Karimi-Abdolrezaee et al. 2006). Diese 

Daten deuten an, dass auch das Integrations- und Differenzierungspotential adulter 

neuraler Stammzellen durch die spezifischen Eigenschaften des pathologisch 

veränderten Empfängergewebes beeinflusst wird. 

Interessanterweise kann durch geeignete Manipulation der Zellen vor der 

Transplantation eine gezielte Differenzierung adulter neuraler Stammzellen in 

spezifische neurale Zelltypen erreicht werden. So können beispielsweise adulte neurale 



1. Einleitung 

 

28 

Stammzellen aus der Subventrikularzon durch die gezielte Überexpression des 

Transkriptionsfaktors Nurr1  in reife dopaminerge Neurone differenziert werden, die 

nach Transplantation in das Striatum eines Rattenmodells für Morbus Parkinson eine 

Verbesserung der Symptomatik bewirken (Shim et al. 2007). Darüber hinaus zeigt eine 

Studie von Clarke et al. aus dem Jahr 2000, dass mit neuralen Stammzellen der adulten 

Maus chimäre Hühnchen- und Mausembryonen generiert werden können. Chimäre 

Hühnchenembryonen wurden durch Injektion der Stammzellen in die Amnionhöhle 

generiert, chimäre Mausembryonen durch direkte Injektion der Zellen in die 

Blastozyste. Dabei resultierten aus der Injektion ganzer Neurosphären wesentlich mehr 

chimäre Embryonen als aus der Injektion dissoziierter Zellen. Die adulten Stammzellen 

integrierten in die sich entwickelnden Embryonen, differenzierten in verschiedenste 

Zellen und generierten zusammen mit den endogenen Zellen des Embryos Gewebe und 

Organe aller drei Keimblätter (Clarke et al. 2000). Von den adulten neuralen 

Stammzellen abstammende Zellen konnten also nicht nur im zentralen Nervensystem, 

sondern auch in mesodermalen oder entodermalen Geweben gefunden werden. Diese 

Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass adulte Stammzellen über ein 

Differenzierungspotential verfügen, das unter bestimmten experimentellen Bedingungen 

dem embryonaler Stammzellen ähnlich ist. Auch hier muss jedoch der Vorbehalt 

geltend gemacht werden, dass diese Beobachtungen möglicherweise durch 

Fusionsereignisse erklärbar sein könnten. Interessanterweise konnten im 

hämatopoetischen System der chimären Embryonen keine von den neuralen 

Stammzellen abstammende Zelltypen identifiziert werden (Clarke et al. 2000). Dagegen 

differenzierten adulte neurale Stammzellen nach Transplantation in bestrahlte Mäuse in 

verschiedene hämatopoetische Zellen, darunter Zellen des lymphatischen und 

myeloischen Systems sowie in frühe hämatopoetische Vorläuferzellen (Bjornson et al. 

1999). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass adulte Stammzellen über ein 

weitaus größeres Integrations- und Differenzierungspotential verfügen, als bisher 

angenommen wurde. Möglicherweise differenzieren neurale Stammzellen nicht nur in 

neurale Zelltypen, sondern unter adäquaten Umgebungsbedingungen durch 

Transdifferenzierung auch in Zelltypen anderer Gewebe oder sogar anderer Keimblätter 

(Galli et al. 2003). Ursächlich hierfür ist vermutlich eine Entdifferenzierung der 

determinierten adulten Stammzellen, gefolgt von einer erneuten durch das 

Umgebungsgewebe stimulierten Differenzierung.  
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Die funktionelle Bedeutung endogener adulter neuraler Stammzellen ist noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Die Subventrikularzone des lateralen Ventrikels enthält eine 

kontinuierlich proliferierende Zellpopulation, aus der über die gesamte Lebenszeit 

Neuroblasten hervorgehen. Diese wandern kontinuierlich innerhalb des sogenannten 

rostralen Migrationsstroms zum olfaktorischen Bulbus, um dort letztendlich zu 

Interneuronen zu differenzieren. Möglicherweise verfügen endogene Stammzellen des 

adulten Nervensystems unter physiologischen Bedingungen über ein limitiertes 

Potential zur Selbsterneuerung, das auch bei normalen Funktionen wie Lernen und 

Erinnerung ein Rolle spielt (Gage 2000). So befindet sich im Gyrus Dentatus, einer 

Struktur des Hippocampus, welcher maßgeblich an Lernprozessen beteiligt ist, eine 

weitere sich fortwährend teilende Zellpopulation, aus der Körnerzellen (Neurone) 

hervorgehen. Weiterhin konnte bei verschiedenen Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems eine Zunahme der Anzahl adulter Stammzellen im Gehirn festgestellt 

werden, die jedoch nicht ausreichend zu sein scheint, um die Progression einer 

Erkrankung zu verhindern. Bei einem Tiermodell für Morbus Huntington konnte nach 

Beginn der Symptomatik eine signifikante Expansion striataler neuraler Stammzellen 

festgestellt werden, die in großer Anzahl in die geschädigten Hirnareale migrierten 

(Batista et al. 2006). Trotz dieser Aktivierung endogener neuraler Stammzellen bei 

Erkrankungen des zentralen Nervensystems ist ihre regenerative Kapazität limitiert. Mit 

dem gezielten Einsatz von Wachstumsfaktoren und genetischer Manipulation könnten 

diese Einschränkungen jedoch teilweise überwunden werden. Möglicherweise können 

also endogene adulte neurale Stammzellen durch geeignete Manipulation so stimuliert 

werden, dass degenerierte Nerven- und Gliazellen in einem funktionell relevanten 

Ausmaß ersetzt werden.  
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1.1.4 Induzierte pluripotente Stammzellen 

Induzierte pluripotente Stammzellen stellen einen ganz neuen, interessanten und 

therapeutisch viel versprechenden Ansatz in der Stammzell-Forschung dar (Geoghegan 

and Byrnes 2008; Scholer et al. 2009; Shevchenko et al. 2009). Unter induzierten 

pluripotenten Stammzellen versteht man pluripotente Stammzellen, die durch 

Reprogrammierung aus nicht-pluripotenten somatischen Zellen abgeleitet wurden. 

Diese Reprogrammierung wird dabei durch die Expression bestimmter Transgene 

induziert. Die erstmalige Herstellung induzierter pluripotenter Stammzellen gelang 

Takahashi und Kollegen im Jahr 2006. Sie exprimierten über eine Transduktion mit 

einem Retrovirus verschiedene Transkriptionsfaktoren, die in embryonalen 

Stammzellen eine zentrale Rolle spielen, in murinen Fibroblasten. Insgesamt 24 

Transkriptionsfaktor-Gene wurden auf diese Weise untersucht. Die Ergebnisse der 

Experimente zeigten, dass die kombinierte Expression von 4 Transkriptionsfaktoren 

Sox-2, Oct-4, c-Myc, und Klf4 eine Reprogrammierung von einigen somatischen Zellen 

in pluripotente Zellen bewirkte (Takahashi and Yamanaka 2006). Interessanterweise 

zeigten die Experimente, dass das ĂNanogñ-Gen, welches für die Fähigkeit von 

Stammzellen zur Selbsterneuerung essentiell ist, für die Reprogrammierung zu 

pluripotenten Zellen nicht  notwendig war (Takahashi and Yamanaka 2006). In Folge-

Experimenten gelang auch der Nachweis, dass aus den erzeugten Zellen nach Injektion 

in murine Blastozysten lebensfähige Chimären entstehen konnten (Okita et al. 2007). 

Auch aus humanen somatischen fetalen, neonatalen und adulten Zellen wurden bereits 

induzierte pluripotenten Stammzellen erzeugt, aus denen dann Zelltypen aller drei 

Keimblätter abgeleitet werden konnten (Park et al. 2008). Dabei zeigten die erzeugten 

induzierten pluripotenten Stammzellen starke Ähnlichkeiten zu natürlichen 

embryonalen Stammzellen und waren selbst ultrastrukturell kaum von ihnen zu 

unterscheiden (Scholer et al. 2009). 

Ziel aller Forschungen an induzierten plurioptenten Stammzellen ist die mögliche 

therapeutische Anwendbarkeit an Menschen. Als wesentliches Hindernis hat sich bisher 

die Tatsache herausgestellt, dass über die Einschleusung der retroviralen Vektoren in 

die Zellen das Genom der Zellen verändert wird, was die Entstehung von Tumoren zur 

Folge haben kann. Verstärkt wird das Risiko der Tumorentstehung noch dadurch, dass 

ein verwendetes Transgen, c-Myc, ein Onkogen ist. Aus diesem Grund beschäftigen 

sich nun viele Experimente mit der Verringerung der notwendigen Faktoren zur 

Reprogrammierung von somatischen Zellen zu induzierten pluripotenten Stammzellen 
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(Kim et al. 2008). Alternativ werden Adenoviren statt Retroviren verwandt, die nicht in 

das Genom der Zielzelle integrieren und zu einer transienten Expression der 4 

Transkriptionsfaktoren Sox-2, Oct-4, c-Myc und Klf4 in der Zelle führen (Stadtfeld et 

al. 2008). Auch ohne die Verwendung viraler Vektoren ist bereits eine Herstellung 

induzierter pluripotenter Stammzellen gelungen. Hierbei wurden die für die 4 

Transkriptionsfaktoren Sox-2, Oct-4, c-Myc und Klf4 kodierenden Gene mit nicht-

viralen Expressionsvektoren transient in somatischen Zellen exprimiert (Okita et al. 

2008; Gonzalez et al. 2009). Eine alternative Methode zur Herstellung induzierter 

pluripotenter Stammzellen ohne das Genom der Zielzellen zu verändern stellt die 

Protein-Transduktion dar (Kim et al. 2009). 

Induzierte pluripotente Stammzellen haben nach aktuellen Erkenntnissen ein großes 

Potential zur medizinisch-therapeutischen Anwendung. Ausserdem bestehen im 

Gegensatz zu humanen embryonalen Stammzellen gegenüber dem Einsatz induzierter 

pluripotenter Stammzellen weder ethische noch juristische Bedenken. Dennoch weisen 

sie augenscheinlich die wichtigste Fähigkeit von Stammzellen, die diese für 

Zellersatzstrategien so interessant macht, auf: Sie verfügen dank der eingeschleusten 

Genprodukte über die Fähigkeit zur Pluripotenz. Mit ihrer Hilfe lassen sich prinzipiell 

aus den betroffenen Patienten selber pluripotente Stammzellen herstellen. Solche Zellen 

könnten dann in autologen Transplantationen eingesetzt werden, und auf diese Weise 

könnte 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 Stammzellen durch die 

Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Multipotenz aus. In der vorliegenden Arbeit wurden 

neurale Stammzellen aus dem zentralen Nervensystem EGFP-transgener 

Mausembryonen isoliert und in Gegenwart der Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 als 

frei schwimmende Neurosphären kultiviert. Unter diesen Kulturbedingungen 

expandierte neurale Stammzellen lassen sich in vitro sowohl in neuronale als auch gliale 

Zellen - die  prinzipiellen Zelltypen des zentralen Nervensystems - differenzieren 

(Reynolds and Weiss 1996; Maric et al. 2003). Anhand von Transplantationsstudien mit 

Empfängertieren unterschiedlicher Entwicklungsstadien oder verschiedener 

pathologischer Veränderungen des zentralen Nervensystems kann das 

Differenzierungspotential dieser Zellen in vivo untersucht werden. Dabei zeigen neurale 

Stammzellen in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium des Empfängergewebes ein 

stark variirendes Integrations- und Differenzierungspotential. Werden die in dieser 

Arbeit untersuchten EGF/FGF-2-expandierten neuralen Stammzellen in das 

Nervensystem adulter Empfängertiere transplantiert, zeigen sie ein nur begrenztes 

Integrations- und Differenzierungspotential. Die überwiegende Anzahl der 

transplantierten Zellen differenziert unter diesen Bedingungen in gliale Zelltypen 

(Pressmar et al. 2001; Ader et al. 2004). Transplantationsstudien an embryonalen 

Geweben bieten sich daher für eine Analyse des maximalen Differenzierungspotentials 

neuraler Stammzellen in vivo an (Van Hoffelen et al. 2003). 

Um den Einfluss epigenetischer Faktoren auf das Integrations- und 

Differenzierungspotential neuraler Stammzellen zu untersuchen, sollten in der 

vorliegenden Arbeit die in vitro expandierten neuralen Stammzellen in das embryonale, 

noch neurogene Gehirn von Hühnchenembryonen transplantiert werden. Dazu sollte 

zunächst eine Methode etabliert werden, die eine Transplantation dieser Zellen in ovo 

erlaubt. Eine routinemässig durchführbare Transplantationsmethode von Zellen in 

Hühnchenembryonen ermöglicht die schnelle und effektive Analyse des Integrations- 

und Differenzierungspotentials verschiedenster Stammzelltypen oder genetisch 

manipulierter Stammzellen in einem embryonalen und noch neurogenen Nervengewebe. 

Aufgrund des noch nicht entwickelten Immunsystems der Hühnchenembryonen bietet 

dieses Transplatationsparadigma ausserdem die Möglichkeit, das Integrations- und 

Differenzierungspotential von Stammzellen unterschiedlicher Spezies ï einschliesslich 

humaner Stammzellen ï zu analysieren. Zur Durchführung der Transplantationsstudien 
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sollten die neuralen Stammzellen in die Hirnbläschen der Hühnchenembryonen 

transplantiert werden. Nach einer Entwicklungszeit von 7 - 14 Tagen sollten Integration 

und Differenzierung der neuralen Stammzellen in dem embryonalen Empfängergewebe 

untersucht werden. Die Verwendung neuraler Stammzellen aus transgenen, das 

Reportergen EGFP exprimierenden Mäusen, sollte dabei der Identifizierung der 

Spenderzellen im Empfängergewebe dienen. Die Differenzierung der transplantierten 

Zellen in neuronale und gliale Zellen sollte mittels Immunhistochemie und nicht-

radioaktiver in situ Hybridisierung analysiert werden. Dabei sollte die Differenzierung 

der murinen Stammzellen im Nervengewebe der Hühnchenembryonen entweder über 

Spezies-spezifische Antikörper und cRNA Proben oder über Ko-Lokalisationsstudien 

des Reportergens EGFP mit zelltypspezifischen Antigenen analysiert werden. 

Zusätzlich sollte die Möglichkeit zur Transplantation der neuralen Stammzellen in die 

Augenanlagen der Hühnchenembryonen evaluiert werden. 
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1.3 Theoretische Grundlagen 

1.3.1 EGFP-exprimierende Zellen 

In der vorliegenden Arbeit wurden neurale Stammzellen aus dem Striatum und 

R¿ckenmark von transgenen Mªusen isoliert, die das Reportergen Ăenhanced green 

fluorescent proteinñ (EGFP) exprimieren. EGFP ist das Protein, das für die Fluoreszenz 

der Qualle Aequora victoria verantwortlich ist. Dieses Protein wird in den transgenen 

Mäusen unter der Kontrolle des ß-Aktin-Promotors des Hühnchens ubiquitär exprimiert 

(Okabe et al. 1997). Die stabile Expression des Reportergens EGFP in den hier 

verwendeten transgenen Zellen ermöglicht ihre Identifikation nach Transplantation im 

Empfängergewebe. Darüber hinaus ermöglicht die zytoplasmatische Lokalisation von 

EGFP eine Charakterisierung der Morphologie und Zytoarchitektur der transplantierten 

Zellen im Gewebeverband der Empfängertiere.  

 

1.3.2 Zelltypen des zentralen Nervensystems und zelltypspezifische Proteine 

Das Nervengewebe besteht aus Neuronen und Gliazellen. Neurone sind die eigentlichen 

Funktionseinheiten des Nervensystems. Für ihre Funktion sind die Gliazellen 

unentbehrlich. Die Gliazellen des zentralen Nervensystems können in Makro- und 

Mikroglia unterteilt werden. Die Makroglia ist ektodermaler Herkunft und entstammt 

dem Neuralrohr; während die Mikroglia mesenchymalen Ursprungs ist. Die wichtigsten 

Zelltypen der Makroglia sind Astrozyten (u.a. mechanische und metabolische 

Aufgaben), Oligodendroyzten (Myelinscheidenbildung) und Ependymzellen 

(Auskleidung der inneren Liquorräume). Die Mikrogliazellen dienen der Abwehr. In der 

vorliegenden Arbeit wurden Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten über ihre 

Expression charakteristischer, zelltypspezifischer Proteine identifiziert. 

 

1.3.2.1 Neurone 

ß-Tubulin Typ III:  

Mikrotubuli des Zytoskeletts bestehen aus den globulären Proteinmolekülen a- und ß-

Tubulin, die sich zu einem Dimer zusammenlagern. Sie dienen als mechanische 

Stützen, Transportschienen und bilden die Mitosespindel. ß-Tubulin existiert in 

verschiedenen Isotypen, die durch posttranslationale Modifikationen entstehen 

(Alexander et al. 1991). Einer dieser Isotypen, ß-Tubulin Typ III, wird im 

Nervensystem höherer Vertebraten ausschließlich von Neuronen exprimiert. Dabei ist 
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eine Expression von ß-Tubulin Typ III bereits in jungen postmitotischen Neuronen 

nachweisbar, die mit zunehmender Differenzierung ansteigt (Lee et al. 1990). 

 

1.3.2.2 Astrozyten 

ĂGlial fibrillary acidic proteinñ (GFAP): 

Das Ăglial fibrillary acidic proteinñ gehºrt zur heterogenen Gruppe der 

Intermediärfilamente. Intermediärfilamente, Mikrotubuli, Myosinfilamente und 

Aktinfilamente sind Protein-Filamente, die das Zytoskelett einer Zelle bilden und ihr 

Form und Beweglichkeit verleihen. Es gibt über 50 verschiedene Intermediärfilamente, 

von denen viele für ein bestimmtes Grundgewebe charakteristisch sind. Die 

Intermediärfilamente, die charakteristisch für Astrozyten des zentralen Nervensystems 

sind, bestehen aus GFAP (Uyeda et al. 1972; Eng et al. 2000). Sie werden hier als 

Gliafilamente bezeichnet. GFAP findet sich dabei sowohl in protoplasmatischen, als 

auch in fibrösen Astrozyten. Protoplasmatische Astrozyten exprimieren wenig GFAP, 

fibröse hingegen weisen im Zellkörper und in den Fortsätzen eine hohe GFAP 

Expression auf (Bignami et al. 1972). GFAP wird als spezifischer Marker für 

Astrozyten angesehen (Reske-Nielsen et al. 1987a; Reske-Nielsen et al. 1987b). 

 

1.3.2.3 Oligodendrozyten 

ĂPlatelet derived growth factor receptor a (PDGF a): 

ĂPlatelet derived growth factorñ (PDGF) stellt einen wichtigen Wachstumsfaktor für 

mesenchymale und gliale Zellen dar (Ross et al. 1986). Er besteht aus einer A- und B-

Untereinheit, die drei verschiedene Dimere des Wachstumsfaktors bilden können 

(PDGF-AA, -AB und ïBB). Diese binden mit unterschiedlicher Affinität an zwei 

Rezeptortypen (PDGFR-a und ïß) (Hart et al. 1988). Der Rezeptortyp PDGFR-a spielt 

bei der Entwicklung von Oligodendrozyten eine wichtige Rolle und dient als sehr 

spezifischer Marker für Oligodendrozyten-Vorläufer im embryonalen Nervensystem. 

Werden PDGFR-a-positive Zellen aus dem embryonalen ZNS isoliert und in vitro 

kultiviert, differenzieren sie ausnahmslos in Oligodendrozyten (Hall et al. 1996).  

 

ĂProteolipid proteinñ (PLP): 

ĂProteolipid proteinñ (PLP) macht mit ca. 50% den größten Anteil der Proteinfraktion 

des Myelins im zentralen Nervensystem aus. Es tritt in zwei Isoformen auf: Es existiert 

eine 25 kDa großen Isoform und eine Splicing-Variante DM-20 mit 20 kDa. Diese 
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macht im adulten ZNS 10 - 20% des PLP aus (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 ist PLP als integrales Membranprotein an der Membranstabilisierung 

beteiligt (Popot et al. 1991). So produzieren Mäuse mit einer Mutation des PLP-Gens 

Myelinscheiden, die eine deutlich reduzierte physikalische Stabilität aufweisen 

(Klugmann et al. 1997) 

 

ĂMyelin basic proteinñ (MBP): 

ĂMyelin basic proteinò ist eines der Hauptproteine des Myelins im zentralen 

Nervensystem. Es besteht aus verschiedenen Isoformen mit unterschiedlichem 

Molekulargewicht, die durch alternatives Splicing entstehen (de Ferra et al. 1985). Das 

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

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

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

der Myelinisierung befindet es sich auch im Zytoplasma der Zellfortsätze der 

Oligodendrozyten. Auch MBP dient der Membranstabilisierung in den Myelinscheiden 

(Pfeiffer et al. 1993). 

 

ĂMyelin associated glycoproteinñ (MAG): 

ĂMyelin associated glycoproteinñ (MAG) ist ein Adhªsionsmolek¿l der 

Immunglobulin-Superfamilie und macht mit nur 1% einen kleinen Anteil der 

Myelinproteine aus. Es tritt in zwei Isoformen auf: L (large) - und S (small) ïMAG. Es 

besteht als integrales Membranprotein der Oligodendrozyten aus einer 

membrandurchspannenden Domäne, sowie einer intra- und extrazellulären Domäne, die 

ausgeprägte Ähnlichkeiten mit verschiedenen Immunglobulinen aufweist (Salzer et al. 

1987). MAG spielt eine Rolle bei der Bildung der kompakten Myelinschicht (Bartsch et 

al. 1989; Li et al. 1994) und bei der Kontaktaufnahme von Oligodendrozyten mit 

Axonen der Nervenzellen (Meyer-Franke and Barres 1994). Dabei funktioniert MAG 

als neurales Adhäsionsmolekül (Poltorak et al. 1987) für bestimmte 

Zelloberflächenproteine. Als Liganden konnten verschiedene durch Neurone 

exprimierte Ganglioside identifiziert werden (Yang et al. 1996).  
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2. Material und Methoden 

2.1 Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Tabelle 1: Chemikalien 

Agar Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente Roche Diagnostics GmbH, Penzberg 

5-Bromo-4-chloro-3-indolylophosphat 

(BCIP) 

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg 

Blocking Reagens Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 

Ăbovine serum albuminñ (BSA) SAFC, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

Penzberg 

3,3`Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 

(DAB) Substrat 

Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA 

Denhards Reagens Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Dextransulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ditiotheitol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  

Dimethylsulphoxide Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  

Ethylendiamintetra-Essigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 

Essigsäureanhydrid Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Ethanol Walter CMP GmbH & Co. KG, Kiel 

Fast green Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Formamid Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Fungizid Biocidal ZF, WAK-Chemie Medical 

GmbH, Steinbach 

Salzsäure (HCl) Merck KG, Darmstadt 

ĂHankËs balanced salt solutionñ (HBSS) Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Hi Speed Plasmid Midi/Maxi Kit Qiagen GmbH, Hilden 

Levamisol DAKO A/S, Glostrup, Dänemark 

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, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Ăphosphate buffered salineò (PBS) steril Gibco Invitrogen life technologies, 

Carlsbad, CA, USA 

Poly-A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

QIA Quick PCR Purifikation Kit Qiagen GmbH, Hilden 

Triethanolamin Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Triton x 100 Fluka Chemika, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Transfer ribonuclein acid (tRNA) Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 

Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Vactastain ñavidin biotinylated enzyme 

complexò (ABC) Kit Elite PK 6100 

Standard 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA 

 

Tabelle 2: Medien, Supplemente, Wachstumsfaktoren 

B27 Supplement Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

DMEM/F12 1:1 ïL-Glutamine Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Ăepidermal growth factorò (EGF) Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Ăfibroblast growth factor-2ñ (FGF-2) Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Glucose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Glutamin Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Heparin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

4-(2-Hydroxyethyl-)piperazin-1- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
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ethansulfonsäure (HEPES) 

N2 Supplement Gibco Invitrogen Life Technologies, 

Karlsruhe 

Natriumbikarbonat Gibco Invitrogen Corporation, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching 

 

Tabelle 3: primäre Antikörper  

anti-Calbindin (polyklonal, Kaninchen) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

anti-Calbindin (monoklonal, Maus) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

anti-Calretinin (monoklonal, Ziege) Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñenhanced green fluorescent proteinò 

(EGFP) (polyklonal, Hühnchen) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñenhanced green fluorescent proteinò 

(EGFP) (polyklonal, Kaninchen) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñgrowth associated proteinò (GAP) 43 

(monoklonal, Maus) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñglial fibrillary acidic proteinò 

(GFAP) (polyklonal, Kaninchen) 

DAKO A/S, Glostrup, Dänemark 

anti-ñglial fibrillary acidic proteinò 

(GFAP) (monoklonal, Maus) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

anti-ñmicrotubule associated proteinò 

(MAP) 2 a/b (monoklonal, Maus) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñmyelin basic proteinò (MBP) 

(monoklonal, Ratte) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

anti-ñneuronal nuclear antigene (NeuN) 

(monoklonal, Maus) 

Chemicon International, Millipore, 

Billerica, MA, USA 

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

anti-Parvalbumin (monoklonal, Maus) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

anti-PGP 9.5 (polyklonal, Kaninchen) BIOTREND Chemikalien GmbH, Köln 

anti-RT 97 (monoklonal, Maus) DSHB, Developmental Studies Hybridoma 

Bank at the University of Iowa 

anti-Synaptophysin (monoklonal, Maus) Chemicon International, Millipore, 
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Billerica, MA, USA 

anti-Tubulin III (polyklonal, Kaninchen) Covance Research Produkts, Berkeley, CA, 

USA 

anti-Tubulin III (monoklonal, Maus) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

anti-Ămyelin associated glycoproteinñ 

(MAG) (monoklonal, Maus) 

R & D Systems, Minneapolis, MN, USA 

 

Tabelle 4: sekundäre Antikörper 

anti-Hühnchen-Cyanin (Cy 2) (polyklonal, 

Esel) 

Dianova, Hamburg 

anti-Hühnchen-Biotin (polyklonal, Ziege) Linaris Biologische Produkte GmbH, 

Wertheim-Bettingen 

anti-Kaninchen-Indocarbocyanin (Cy 3) 

(polyklonal, Ziege) 

Jackson Immuno Research Laboratories 

Inc., Dianova, Hamburg 

anti-Kaninchen-Biotin (polyklonal, Ziege) Linaris Biologische Produkte GmbH,  

Wertheim-Bettingen 

anti-Maus-Indocarbocyanin (Cy 3) 

(polykonal, Ziege) 

Jackson Immuno Research Laboratories 

Inc., Dianova, Hamburg 

anti-Ratte-Indocarbocyanin (Cy 3) 

(polyklonal, Ziege) 

Jackson Immuno Research Laboratories 

Inc., Dianova, Hamburg 

anti-Ziege-Indocarbocyanin (Cy 3) 

(polyklonal, Esel) 

Jackson Immuno Research Laboratories 

Inc., Dianova, Hamburg 

 

Tabelle 5: Geräte 

Binokular Möller-Wedel international, Wedel 

Brutschrank (Hühnereier) KB-53, WTW, Weilheim 

Brutschrank (Zellkultur) Hera Cell 240, Kendro Laboratory, Thermo 

electron corporation, Waltham, MA, USA 

Brutschrank (Zellkultur) CO2-Auto-Zero, Heraeus Products, Kendro 

Laboratory, Thermo electron corporation, 

Waltham, MA, USA 

Heizplatte Ikamag RCT, Ika Werke GmbH & Co, 

Staufen 
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Sterile Werkbank Steril Card Hood, the Baker Company Inc., 

Sanford, Maine 

Mikroskope Axiovert 25, Zeiss, Jena 

Olympus IX51, Olympus Deutschland, 

Hamburg 

pH-Meter inoLab, WTW, Weilheim 

Vibratom VT 1000S, Leica, Wetzlar 

Waage Explorer, OHAUS, Giessen 

Adventurer, OHAUS, Giessen 

Wasserbad Medingen, Firmengruppe Preiss-Daimler, 

Dresden 

Zentrifuge Multifuge 3 S-R, Heraeus Products, 

Thermo electron corporation, Waltham, 

MA, USA 

 

Tabelle 6: Gebrauchswaren 

Aquapolymount Polysciences, Inc. Warrington, PA, USA 

Deckgläschen Marienfeld Laboratory Glassware, Lauda-

Königshofen 

Eppendorf-Röhrchen 0,5 ï 2 ml Eppendorf References, Hamburg 

Falcon-Röhrchen 15 ml / 50 ml Sarstedt, Nümbrecht / greiner bio-one, 

Frickenhausen 

Gewebe-Klebeband Tesa AG, Hamburg 

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

Melsungen 

Kryoröhrchen Nunc Brand Products, Wiesbaden 

Objektträger Marienfeld Laboratory Glassware, Lauda-

Königshofen 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI, 

USA 

Pipetten Eppendorf References, Hamburg 

LabMate, Abimed 

Falcon GmbH, Düsseldorf 
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Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt 

Skalpelle Cutfix Surgical Disposable Scalpel, B. 

Braun Melsungen AG, Melsungen 

Spritzen  5 ml 

               50 ml 

Original Perfusor Spritze, B. Braun 

Melsungen AG, Melsungen 

Multi -Well-Platten TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturflaschen TPP, Trasadingen, Schweiz 

 

Tabelle 7: Versuchstiere 

Befruchtete Hühnereier Lohmann, Cuxhafen 

EGFP-transgene Mäuse Tierhaltung des Institutes 

 

Tabelle 8: Software 

Analysis  

Microsoft Office XP  

Adobe Photoshop CS2  
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2.2 Verwendete Lösungen 

Phosphate Buffered Saline (10 x PBS):

80 g/l NaCl 

17,99 g/l Na2HPO4 

2 g/l KCl 

2 g/l KH2PO4 in dd H20 (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 Natrium-Bikarbonat 

 

Expansionmedium:  

     Grundmedium 

2% B27-Supplement (primäre Kulturen) bzw. 1% 

N2-Supplement  

10 ng/ml EGF und 10 ng/ml FGF-2 bzw. 

10 ng/ml FGF-2 und 2 ng/ml Heparin 

 

Differenzierungsmedium: 

     Grundmedium 

     1% N2-Supplement bzw. 

     1% N2-Supplement und 1% FCS 

 

Hühnchen-Ringer-Lösung: 

7,2 g/l NaCl 

0,212 g/l CaCl x H2O 

0,37 g/l KCl (pH 7,2) 
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Blocking Puffer: 

     0,5% Triton und 

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

 

20 x SSC: 

3 M NaCl 

0,3 M C6H5Na3O7 x 2H2O (pH 7,4) 

 

1x P1 DIG: 

157,6 g/l Tris 

87,7 g/l NaCl (pH 7,5) 

 

P2 DIG: 

1% Blocking Reagens in P1 DIG 

für In-Situ-Hybridisierung mit 0,5% BSA Fraktion 

V 

 

P3 DIG: 

100 mM TrisHCl 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 (pH 9,5) 

 

P4 DIG: 

10 mM TrisHCl 

1 mM EDTA (pH 8,0) 

 

Prähybridisationslösung: 

50% deionisiertes Formamid 

2,5 x Denhards Reagens 

25 mM EDTA  

50 mM TrisCl (pH 7,6) 

20 mM NaCl 

0,25 mg/ml tRNA 

dd H2O 
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Grundmix für Hybridisationslösung: 

0,2 M TrisCl (pH 7,5) 

10 mM EDTA (pH 8,0) 

10x Denhards Reagens 

5 mg/ml tRNA 

1 mg/ml Poly-A in dd H20 

 

Hybridisationslösung: 

1 x Grundmix 

50% deionisiertes Formamid 

0,33 M NaCl 

0,1 M Ditiothreitol 

10% Dextransulfat in dd H2O 

 

NBT/BCIP Lösung: 

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 Plasmid-DNA: 

    15 mg Plasmid-DNA 

    3 ml Restriktionsenzym (Fermentas) 

    5 ml Puffer (Restriktionsenzym beiliegend) 

    ad 50 ml ddH2O 

 

in situ Hybridisierung: in vitro Transkription mit Digoxigenin-Labeling: 

     x ml Template DNA (1 mg Plasmid-DNA) 

     2 ml Digoxigenin RNA Labeling Mix 10x 

     2 ml Transkriptionspuffer 10x 

     2 ml RNA-Polymerase 

     ad 20 ml ddH2O 

 

Für alle pH-Kalibrierungen wurden HCL und NaOH benutzt. 
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2.3 Versuchstiere 

2.3.1 EGFP-transgene Mäuse 

Für die Transplantationsversuche wurden neurale Stammzellen aus transgenen 

Mausembryonen isoliert, in denen unter der Kontrolle des ß-Aktin Promotors des 

H¿hnchens ubiquitªr das Ăenhanced green fluorescent proteinñ (EGFP) exprimiert wird 

(Okabe et al. 1997). Die Zucht dieser transgenen Mauslinie erfolgte mittels eines 

terminierten Verpaarungsschemas, bei welchem ein heterozygot transgenes Tier mit 

einem Wildtyp-Tier verpaart wurde. Die Trächtigkeit der Weibchen wurde anhand des 

Vorhandenseins eines Vaginalpfropfs festgestellt und mit Hilfe von regelmäßigen 

Gewichtskontrollen überwacht. Die transgenen EGFP-exprimierenden Mäuse wurden in 

herkömmlichen Käfigen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten und von der 

Instituts-Tierhaltung gepflegt. Alle wissenschaftlichen Eingriffe an den Tieren wurden 

unter Beachtung und Einhaltung des deutschen Tierschutz-Gesetzes durchgeführt. 

 

2.3.2 Hühnchenembryonen 

Befruchtete Hühnereier wurden bis zum Beginn der Experimente über einen Zeitraum 

von maximal einer Woche in einem Kühlschrank bei 12°C gelagert. 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 Hühnereier wurden dann in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 

37,4 ï 37,8°C und einer Luftfeuchtigkeit von ca. 65% inkubiert. 
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2.3.3 Transplantationen von neuralen Stammzellen in das Gehirn von 

Hühnchenembryonen 

Zur Vorbereitung auf die nachfolgende Transplantation wurden die bebrüteten Eier nach 

einer der zwei folgenden Methoden behandelt: 

Methode 1: Am zweiten Tag nach Beginn der Inkubation (E 2) wurden die Eier für die 

später erfolgende in ovo Manipulation vorbereitet: Hierzu wurde zunächst die Schale 

mit 80% Ethanol desinfiziert. Um die Schale bruchsicher zu machen, wurde auf die 

Längsseite der Eier ein autoklavierter 4-5 cm langer Gewebeband-Klebestreifen geklebt. 

Mit einer in 80% Ethanol sterilisierten Mikroschere wurde dann durch das Klebeband 

am spitzen Ende des Eis ein Loch gebohrt und vorsichtig mit einer 5 ml Spritze und 

einer sterilen Kanüle ein Volumen von ca. 3 ml Albumin entnommen. Anschließend 

wurde mit der Mikroschere ausgehend von einem weiteren Loch am stumpfen Ende des 

Eis ein ovales Fenster von ca. 3 cm Länge und 1,5 cm Breite als Zugang zu den 

Embryonen geschnitten. Die Vitalität der Embryonen wurde anhand der Ausbildung des 

Gefäßnetzes der Chorio-Allantois-Membran beurteilt. Um konstante 

Versuchsbedingungen zu gewährleisten, wurden nur normal entwickelte Embryonen 

weiter verwendet. Eier mit normal entwickelten Embryonen wurden wieder sorgfältig 

mit Klebeband verschlossen und die Inkubation unter den oben beschriebenen 

Bedingungen fortgesetzt. 

Bei einigen der eröffneten Eier wurde mit einer sterilen Pipette 1 ml steriles 

Grundmedium bzw. 1 ml sterile Hühnchen-Ringer-Lösung (siehe 2.2 Verwendete 

Lösungen) auf den Embryo aufgetropft, um eine Austrocknung des Embryos zu 

verhindern. 

Zur Transplantation der EGFP-exprimierenden neuralen Stammzellen wurden die Eier 

am fünften (E 5) oder siebten Tag (E 7) der Inkubation im Brutschrank erneut eröffnet. 

Dazu wurde das mit Klebestreifen verschlossene Fenster in der Eierschale mit einem 

sterilen Skalpell geöffnet. Erneut wurde die Vitalität und Entwicklung der Embryonen 

beurteilt. Für die Transplantationsexperimente wurden ausschließlich Embryonen 

verwandt, die für die entsprechende Inkubationszeit ein normales Entwicklungsstadium 

aufwiesen (Hamburger and Hamilton 1951). Das 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 entnommen, um so die Anzahl der 

Manipulationen nach Beginn der Embryonalentwicklung möglichst 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 Mikroschere ein Loch in die 

Schale gebohrt und ein Albuminvolumen von ca. 2 ml entnommen. Das Ei wurde dann 

mit auf 70°C erhitztem flüssigem Parafin verschlossen. Die Fensterung der Eier erfolgte 

bei diesem Vorgehen erst zum Zeitpunkt der Transplantation. Die Inkubation wurde 

hier ebenfalls unter gleichbleibenden Bedingungen fortgesetzt. Bei dieser alternativ 

angewandten Methode wurde die Schale der über fünf Tage inkubierten Hühnereier mit 

autoklaviertem Gewebeband abgeklebt und wie oben beschrieben ein Fenster 

angebracht, welches nach erfolgter in-ovo-Manipulation mit einem Stück autoklavierten 

Parafilm und flüssigem Parafin verschlossen wurde. 

Die Transplantation der Stammzellen erfolgte unter Verwendung einer sterilen, fein 

ausgezogenen Glas-Mikropipette, die über einen Silikonschlauch mit einer luftgefüllten 

50 ml-Spritze verbunden war. Jeweils 2 µl der vorbereiteten Zellsuspension (50000 

Zellen/µl) wurden intrazerebroventrilulär injiziert. Zur visuellen Kontrolle der 

Injektionen wurde die Zellsuspension zuvor mit 5% steriler Fast Green Lösung versetzt. 

Die Zellsuspension wurde anschließend bei 4°C gelagert und vor jeder Injektion 

tituriert, um während des ganzen Transplantationsvorgangs eine Einzelzellsuspension 

zu gewährleisten. 

An einigen Empfängertieren wurden die Zellen intravitreal in das rechte Auge injiziert. 

Anschließend wurden die Eier wie oben beschrieben wieder verschlossen für die 

gewünschte Zeitspanne weiter inkubiert. 
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2.3.4 Präparation der Gewebe 

Nach einer Überlebenszeit von 7 - 14 Tagen nach der Transplantation (E 12 bis E 19) 

wurden die Embryonen durch Dekapituation getötet und die Schädeldecke zur schnellen 

Immersonsfixierung der Gehirne mit einer Mikroschere und einer Pinzette geöffnet. Die 

Fixierung erfolgte bei 4°C über mindestens 24 Stunden in PBS mit 4% 

Paraformaldehyd (pH 7,3; siehe 2.2 verwendete Lösungen). 

 

2.3.5 Herstellung der Gewebeschnitte 

Die in 4% PA fixierten Gehirne der transplantierten Hühnchenembryonen wurden 

freipräpariert. Dazu wurden zunächst mit Pinzette und Mikroschere die Schädel 

vollständig eröffnet und so die Gehirne freigelegt. Unterhalb des Cerebellums wurde die 

Medulla oblongata durchtrennt, so dass das Gehirn vorsichtig aus der Schädelkalotte 

gehoben werden konnte. Anschließend wurde das Gehirn in 6% Agar in PBS 

eingebettet, der 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 von 70 mm hergestellt und 

mit einer Pinzette in eine 24-well-Platte mit frischem 4% PA überführt. In den 

Multiwell -Platten wurden dann die einzelnen Schnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie 

auf erfolgte Integration der EGFP-exprimierenden Spenderzellen überprüft. Schnitte mit 

integrierten EGFP-transgenen Zellen wurden selektioniert und weiter mittels 

Immunhistochemie oder in situ Hybridisierung analysiert (siehe unten). 
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2.4 EGFP-exprimierende neurale Stammzellen 

2.4.1 Isolation der Zellen 

Die für die Transplantationsversuche verwendeten neuralen Stammzellen wurden aus 

dem Rückenmark und Striatum von 14 Tage alten transgenen Mausembryonen mit einer 

ubiquitären Expression von EGFP isoliert. 

Dazu wurden die trächtigen Weibchen durch Genickbruch getötet. Die zur Entnahme 

des graviden Uterus verwendeten Präparationsgeräte wurden mit 80% Ethanol 

sterilisiert. Die Tiere wurden in Rückenlage gebracht und die Bauchdecke mit 80% 

Ethanol desinfiziert. Mittels einer Mikroschere wurde der gravide Uterus freigelegt, 

entnommen, kurz in 70% Ethanol getaucht und unmittelbar danach 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 überführt. Zur Genotypisierung wurde den 

Embryonen eine Extremität abgetrennt und zur Überprüfung der EGFP-Expression mit 

dem Fluoreszenz-Mikroskop auf einen Objektträger überführt. Die auf diese Weise 

ermittelten EGFP-transgenen Embryonen wurden erneut in frisches PBS überführt. 

Nach Abtrennung des Kopfes wurden die Embryos zur Präparation des Rückenmarks in 

Bauchlage gebracht, die Haut über der Wirbelsäule mit einer Mikroschere 

aufgeschnitten und das Rückenmark aus der Wirbelsäule präpariert. Zur Präparation des 

Striatums wurde die Schädelkalotte mit einer Mikroschere eröffnet, das Gehirn aus dem 

Schädel entnommen und das Telencephalon horizontal aufgeschnitten. Das auf dem 

Boden der so eröffneten Ventrikel liegende Striatum wurde mit einer Mikroschere 

herausgeschnitten und in sterilem PBS gesammelt. 

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter einer sterilen Zellkultur-Werkbank. Nach 

kurzer Zentrifugation bei 900 rpm für 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 Neubauer-Zählkammer wurde die 

Zellzahl ermittelt. Hierzu wurden 10 ml der Zellsuspension mit 5ml einer 0,4% 

Trypanblau-Lösung versetzt und 10 ml dieser Mischung in die Zählkammer überführt. 

Trypanblau kann nur die Membranen toter Zellen passieren, die daher dunkelblau 

angefärbt werden, während sich lebende Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop 

rund und leuchtend weiß darstellen. Die primären Zellsuspensionen wurden mit einer 

Zelldichte von 200.000 Zellen pro ml Medium in unbeschichtete Zellkulturflaschen in 

DMEM/F12-Grundmedium (siehe 2.2 verwendete Lösungen) ausgesät und in 
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Gegenwart von B27-Supplement (2%), Ăepidermal growth factorñ (EGF, 10 ng/ml) und 

Ăfibroblast growth factor ï2ñ(FGF-2, 10 ng/ml) (Ciccolini and Svendsen 1998) oder 

Ăfibroblast growth factor-2ñ (20 ng/ml) und Heparin (2 ng/ml) kultiviert 

(Expansionsmedium; siehe 2.2 Verwendete Lösungen). 

 

2.4.2 Kultivierung der Zellen 

2.4.2.1 Neurosphärenkulturen 

Nach ca. 5 bis 7 Tagen bilden sich aus den Einzelzellen sogenannte Neurosphären, frei 

schwimmende runde Zellaggregate. Diese sogenannten Neurosphären bestehen aus 

Stammzellen und einer großen Zahl determinierter Vorläuferzellen (Reynolds et al. 

1992; Reynolds and Weiss 1996). Sie zeigen unter dem Fluoreszenzmikroskop eine 

starke und ubiquitäre EGFP-Fluoreszenz. Zum Passagieren wurden die Kulturen bei 900 

rpm für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand mit einer sterilen Pasteurpipette 

abgesaugt. Die Neurosphären wurden dann in 1 ml sterilem Grundmedium 

aufgenommen und mechanisch zu einer Einzelzellsuspension tituriert. Alternativ 

wurden die Neurosphären mit dem Enzym Accutase für ca. 5 Minuten bei 37°C 

inkubiert und anschließend durch Titurieren in Einzelzellen dissoziiert. Mit einer Dichte 

von 70.000 Zellen pro ml Medium wurden die Zellen in frischem Medium ausgesät und 

in Gegenwart von N2-Supplement (1%), EGF und FGF-2 (je 10 ng/ml) bzw. FGF-2 (20 

ng/ml) und Heparin (2 ng/ml) kultiviert. Weitere Passagen der Neurospärenkulturen 

wurden wie oben beschrieben in Abhängigkeit der Größe der Neurosphären alle 4 bis 7 

Tage vorgenommen. 

 

2.4.2.2 In vitro  Differenzierung von adhärent wachsenden Kulturen 

Die zu Neurosphären gewachsenen Kulturen wurden zentrifugiert und in einer 12-well-

Platte auf Poly-L-Ornithin-beschichteten Deckgläschen (15 mm Durchmesser) in einer 

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 Lösungen) 

für 7 Tage kultiviert. Nach ca. 4 Tagen wurde das Medium gewechselt. Dazu wurden je 

500 ml pro well des alten Mediums entfernt und durch 500 ml frischen 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 Neurosphärenkulturen wurden 4 Tage nach der letzten Passage zentrifugiert, die 

Neurosphären 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 Zellen/ml Medium hergestellt (Ader et al. 2000). Diese 

wurde zur besseren Sichtbarkeit bei der Transplantation in den Hühnchenembryonen 

mit 5% steriler fast green Lösung angefärbt. 

 

2.4.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Zum Einfrieren wurden die Kulturen zentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes 

in 1 ml Grundmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 1,8 ml Kryoröhrchen 

überführt, mit 10% DMSO versetzt und sofort bei ï80°C eingefroren. Zur 

Rekultivierung wurden die bei ï80°C eingefrorenen Zellen unmittelbar nach dem 

Auftauen der Zellsuspension in ca. 10 ml steriles Grundmedium überführt und bei 900 

rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Das DMSO-haltige Medium wurde unverzüglich 

entfernt und die Zellen in entsprechendem Expansionsmedium aufgenommen.  

 



2. Material und Methoden 

 

53 

2.5 Färbungsmethoden 

2.5.1 Immunhistochemie 

2.5.1.1 Immunzytochemie an in vitro differenzierten Zellen 

Zur Analyse des Differenzierungspotentials  der neuralen Stammzellen in vitro wurden 

immunzytochemische Färbungen durchgeführt. Dabei wurden zur Identifikation von 

neuronalen Zelltypen anti-b-Tubulin Typ III-spezifische Antikörper (Lee et al. 1990; 

Alexander et al. 1991) eingesetzt. Zur Detektion von Astrozyten wurden anti-GFAP-

Antikörper (Reske-Nielsen et al. 1987a; Reske-Nielsen et al. 1987b), zur Detektion von 

Oligodendrozyten anti-MBP- (Pfeiffer et al. 1993), O1- (Bansal et al. 1989) und anti-

MAG-spezifische Antikörper (Poltorak et al. 1987; Bartsch et al. 1989; Ader et al. 

2000) eingesetzt ( 

Tabelle 9, Tabelle 10). 

Die Deckgläschen mit den darauf für 7 Tage in Differenzierungsmedium adhärent 

kultivierten Zellen wurden für 30 Minuten in 4% PA fixiert und anschließend für 10 

Minuten mit 100% Methanol bei ï20°C inkubiert. Anschliessend folgte eine Inkubation 

über 30 Minuten in Blocking Puffer (0,5% Triton und 0,1% BSA in PBS; pH 7,4). Die 

Inkubation mit den Antikörpern erfolgte in mit Parafilm ausgekleideten eckigen 

Petrischalen; zunächst wurde auf jedes Coverslip 80 ml des primären Antikörpers 

gegeben. Dazu wurden die primären Antikörper wie in  

Tabelle 9 spezifiziert in PBS verdünnt. Nach zweistündiger Inkubation erfolgten 3 

Waschschritte  mit frischem PBS, gefolgt von einer Inkubation mit je 80 ml des 

sekundären Fluorochrom-konjugierten Antikörpers über 60 Minuten. Die verwendeten 

sekundären Antikörper wurden in einer Verdünnung von 1:200 in PBS eingesetzt 

(Tabelle 10). Abschließend wurden 3 bis 5 weitere Waschschritte mit PBS durchgeführt 

und schließlich die Deckgläschen mit Aqua Polymount auf Objektträgern eingedeckelt. 

 

Tabelle 9: für immunzytochemische Färbungen verwendete primäre Antikörper 

Antikörper mono-/ polyklonal Spezies Verdünnung 

anti-MBP monoklonal Ratte 1:500 

anti-Tubulin III polyklonal Kaninchen 1 :2000 

anti-GFAP polyklonal Kaninchen 1:2000 

anti-513 monoklonal Maus unverdünnt 

anti-O1 monoklonal Maus 1:100 
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Tabelle 10: Für immunzytochemische Färbungen verwendete sekundäre Antikörper  

Antikörper mono-/ 

polyklonl 

Spezies Verdünnung  Konjugat 

anti-Ratte polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Kaninchen polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Maus polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

 

 

2.5.1.2 Immunhistochemie an Gewebeschnitten 

Zunächst wurden alle verwendeten primären und sekundären Antikörper (Tabelle 11, 

Tabelle 12) sowohl auf Gehirnschnitten der Maus als auch des embryonalen Hühnchens 

angewendet. Hiermit sollte zum einen die erwartete spezifische Reaktion der Antikörper 

mit Mausgewebe nachgewiesen und zum anderen eine eventuelle Kreuzreaktion der 

Antikörper mit den homologen endogenen Hühnchen-Proteinen überprüft werden. An 

Gewebeschnitten erfolgreich transplantierter Hühnchenembryonen wurden 

immunhistochemische Färbungen mit anti-EGFP Antikörpern vorgenommen, die mit 

Cy2-konjugierten sekundären Antikörpern visualisiert wurden, um so die 

transplantierten EGFP exprimierenden neuralen Stammzellen deutlicher sichtbar und 

das EGFP-Signal haltbarer zu machen. Hierdurch wurde die quantitative Einschätzung 

erfolgreich integrierter transplantierter Zellen vereinfacht. Weitere 

immunhistochemische Färbungen dienten der qualitativen Analyse der transplantierten 

neuralen Stammzellen. Hierzu wurden Doppelfärbungen mit EGFP-spezifischen und 

verschiedenen Zelltyp-spezifischen Antikörpern durchgeführt, die eine Identifizierung 

der verschiedenen neuralen Zelltypen ermöglichten.  

Zur Durchführung der immunhistochemischen Färbungen wurden in 4% PA fixierte 

Gewebeschnitte für 30 ï 60 Minuten in Blocking Puffer (0,1% BSA und 0,5% Triton in 

PBS; pH 7,4; siehe 2.2 Verwendete Lösungen) inkubiert. Anschließend erfolgte über 

Nacht die Inkubation mit dem primären Antikörper in PBS, gefolgt von drei 5-

minütigen Waschschritten in PBS. Für 2 ï 3 Stunden wurden dann die Gewebeschnitte 

mit den entsprechenden sekundären Antikörpern (1:200 in PBS) inkubiert und im 
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Anschluss 3 x für 20 Minuten in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden anschließend  

auf Objektträger aufgebracht, mit Aqua Polymount eingedeckelt und bei 4°C gelagert. 

Tabelle 11: für immunhistochemische Färbungen verwendete primäre Antikörper 

Antikörper mono-/ polyklonal Spezies   Verdünnung 

anti-EGFP polyklonal Hühnchen 1:500 

anti-Tubulin III polyklonal Kaninchen 1:1000/1:2000 

anti-Tubulin III monoklonal Maus 1:200/1:400 

anti-GFAP polyklonal Kaninchen 1:1000 

anti-GFAP monoklonal Ratte 1:500 

anti-MBP Monoklonal Maus 1:200/1:500 

anti-RT 97 monoklonal Maus 1:1000/1:2000 

anti-PGP 9.5 polyklonal Kaninchen 1:1000/1:2000 

anti-NeuN monoklonal Maus 1:1000/1:2000 

anti-GAP 43 monoklonal Maus 1:1000/1:2000 

anti-Calbindin polyklonal Kaninchen 1:500/1:2000 

anti-Calbindin monoklonal Maus 1:1000/1:2000 

anti-MAP 2a/b monoklonal Maus 1:100/1:500 

anti-Calretinin monoklonal Ziege 1:1000/1:2000 

anti-Parvalbumin monoklonal Maus 1:500/1:2000 

anti-Synaptophysin monoklonal Maus 11000/1:2000 

 

Tabelle 12: für immunhistochemische Färbungen verwendete sekundäre Antikörper 

Antikörper mono-/ 

polyklonal 

Spezies Verdünnung Konjugat 

anti-Maus polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Ratte polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Kaninchen polyklonal Ziege 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Ziege polyklonal Esel 1:200 Indocarbocyanin 

(Cy3) 

anti-Hühnchen polyklonal Esel 1:200 Cyanin (Cy2) 
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2.5.1.3 HRP-Färbungen auf Gewebeschnitten 

Mit der Ăhorse radish peroxidaseñ (HRP) -Färbung wurde eine weitere 

immunhistochemische Methode zur Detektierung des Ăenhanced green fluorescent 

proteinñ der transplantierten 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 

Peroxidaseakivität für 30 Minuten in 0,3% H2O2 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 Lösungen) inkubiert. Anschließend wurden 

die Schnitte 3 x für 10 Minuten in PBS gewaschen und schließlich über Nacht mit 

einem polyklonalen Kaninchen-anti-EGFP- oder Hühnchen-anti-EGFP-Antikörper in 

PBS inkubiert (Tabelle 13). Vor der Inkubation mit dem sekundären Biotin-gekoppelten 

Antikörper (biotinylierter anti-Kaninchen-Antikörper bzw. biotinylierter anti-

Hühnchen-Antikörper, Tabelle 14) in PBS über Nacht erfolgten 3 Waschschritte für je 

10 Minuten in PBS. Diese wurden nach der Inkubation mit den sekundären Antikörpern 

wiederholt und die Schnitte dann 1,5 bis 3 Stunden in ABC Elite Reagenz 

(Avidin/Biotinylated Enzyme Complex) inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten für 

jeweils 10 Minuten in PBS erfolgte die Farbreaktion mit dem DAB Enzym-Substrat 

(3,3´Diamnobenzidin-Tetrahydrochlorid). Die Farbreaktion wurde unter dem 

Binokularmikroskop kontrolliert und nach ca. 2 bis 10 Minuten in PBS gestoppt. 

Abschließend erfolgten 3 weitere Waschgänge mit PBS. Die Schnitte wurden mit Aqua 

Polymount auf Objektträger aufgezogen. 

Tabelle 13: für HRP -Färbungen verwendete primäre Antikörper  

Antikörper mono-/ polyklonal Spezies Verdünnung 

anti-EGFP polyklonal Kaninchen 1:4000 

anti-EGFP polyklonal Hühnchen 1:4000 

 

Tabelle 14: für HRP -Färbungen verwendete sekundäre Antikörper 

Antikörper mono-/ 

polyklonal 

Spezies Verdünnung Konjugat 

anti-Kaninchen polyklonal Ziege 1:800 Biotin 

anti-Hühnchen polyklonal Ziege 1:8000 Biotin 
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2.5.2 nicht-radioaktive in situ Hybridisierung  

Herstellung der Digoxigenin-markierten cRNA Proben: 

Die RNA-in situ Hybridisierung erlaubt die spezifische, histologische Lokalisation von 

mRNA-Transkripten innerhalb eines komplexen Gewebeverbundes (Bartsch et al. 1992; 

Dorries et al. 1993). Für die Detektion der verschiedenen Zelltyp-spezifisch 

exprimierten Transkripte wurden Digoxigenin-markierte anti-sense cRNA Sonden 

(Riboproben) hergestellt, die die entsprechenden mRNAs spezifisch erkennen. Als 

Negativkontrolle dienten jeweils entsprechende sense cRNA Proben. Die für die 

Herstellung der Sonden notwendige Menge an entsprechender cDNA wurde durch die 

Amplifikation von entsprechenden DNA-Plasmid-Konstrukten in DHa5 kompetenten 

Zellen (Gibco Invitrogen Life Technologies) erreicht. Nach Amplifikation wurden die 

Plasmide über ein Plasmid-Isolationskit (HiSpeed Plasmid Midi/Maxi Kit, Qiagen 

GmbH) gemäß Herstelleranleitung aus den Zellen isoliert. Anschließend wurde der 

cDNA-Gehalt im entstandenen Isolat mit einem Photometer bestimmt und die cDNA 

durch Restriktionsverdau linearisiert. Bei der anschließend durchgeführten in vitro 

Transkription mit Digoxigenin-Labeling generierte eine RNA-Polymerase cRNA 

Transkripte der  eingesetzten cDNA, die mit Digoxigenin markiert sind. Digoxigenin 

kann schließlich durch einen Antikörper nachgewiesen werden und in einer 

Farbreaktion immunhistochemisch lokalisiert werden. Die entstandenen Riboproben 

wurden nach einer Aufreinigung getestet und in den durchgeführten in situ 

Hybridisierungen in entsprechenden  Verdünnungen verwendet (Tabelle 15).  
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Tabelle 15: für in situ Hybridisierung verwendete cRNA Proben 

cRNA-Probe Verdünnung 

Calbindin 1:1000 1:2000 

Calretinin 1:2000 

CHL 1 1:500 

CRX 1:1000 

GFAP 1:1000 

GLAST 1:1000 bzw. 1:2000 

KCC2 1:1000 

L 1 1:500 

MBP 1:1000 

Nestin 1:500 bzw. 1:1000 

NF 1:1000 

Olig 2 1:1000 

PDGF Ra 1:1000 

PLP 1:1000 bzw. 1:2000 

Prominin 1:1000 

Recoverin 1:1000 bzw. 1:2000 

Rhodopsin 1:1000 bzw. 1:2000 

Sox 2 1:1000 

Sox 10 1:1000 

Syntaxin 1:500 

Tubulin Typ III 1:1000 

Vimentin 1:2000 

 

Waschen und Permeabilisieren: 

Die in 4 % PA fixierten Schnitte wurden zunächst 3x 5 ï 10 Minuten in RNAse freiem 

PBS , dann 10 Minuten in 70% Ethanol und schließlich 2x für 5 ï 10 Minuten mit H2O 

gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte für 5 Minuten zum Ansäuern in 0,1M 

HCl gegeben. Vor der Permeabilisierung erfolgten 2 weitere Waschschritte in RNAse 

freiem PBS. Die Permeabilisierung erfolgte in 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) mit 

Essigsäureanhydrid. Nach zweimaligem Waschen für 5 Minuten in RNAse freiem PBS 

wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 100% Ethanol für je 

5 Minuten) dehydriert.  

 

Prähybridisierung: 

Vor der Hybridisierung mit den  Sonden wurden durch eine Prähybridisierung 

unspezifische RNA-Bindungsstellen im Gewebe mit tRNA gesättigt. Die 

Prähybridisierungslösung (siehe 2.2 Verwendete Lösungen) wurde vor Gebrauch auf 

37°C gebracht und die Schnitte in der Lösung für mindestens 4 Stunden oder über 

Nacht bei 37°C inkubiert. 
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Hybridisierung: 

Zur Hybridisierung wurden die jeweiligen Digoxigenin-markierten cRNA Sonden 

(Tabelle 15) in geeigneter Verdünnung der Hybridisierungslösung (siehe 2.2 

Verwendete Lösungen) beigesetzt (Tabelle 15) und die Lösung auf 65°C vorgewärmt. 

Die Schnitte wurden in der Hybridisierungslösung über Nacht bei 65°C inkubiert. 

Nach der Hybridisierung wurden die Schnitte 3x für 30 Minuten in 0,2 x SSC (siehe 2.2 

Verwendete Lösungen) bei 65°C, anschließend 4x für 60 Minuten in 0,2 x SSC/50% 

Formamid bei 65°C gewaschen. Die folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur 

durchgeführt: 10 Minuten Inkubation in 0,2 x SSC, 10 Minuten Äquilibration in 1 x 

P1DIG (siehe 2.2 Verwendete Lösungen), anschließend 60 Minuten Blockierung in P2 

DIG mit 0,5% BSA-V Fraktion. Anschließend erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 

anti-Digoxigenin Fab- Fragmenten (1:2000 verdünnt in P2DIG; siehe 2.2 Verwendete 

Lösungen) über Nacht bei Raumtemperatur auf einem Schüttler. 

 

Farbreaktion: 

Nach der Antikörperinkubation wurden die  Schnitte 3 x für 60 Minuten in P1DIG 

gewaschen und anschließend 2 Minuten in P3 DIG (siehe 2.2 Verwendete Lösungen) 

äquilibriert. Schließlich wurden die Schnitte zur Farbreaktion in der NBT/BCIP Lösung 

(siehe 2.2 Verwendete Lösungen) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Farbreaktion wurde über eine Inkubation der Schnitte in P4DIG (siehe 2.2 Verwendete 

Lösungen) gestoppt. Zuletzt wurden die Schnitte in PBS überführt und anschließend mit 

Aqua Polymount auf Objektträgern eingedeckelt. 
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2.6 Mikroskopie und Bilddokumentation 

Die Vibratomschnitte transplantierter Empfängergehirne wurden in eine 12-well-Platte 

in 4 % PA überführt und mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskops auf integrierte EGFP-

exprimierende Spenderzellen untersucht. Gewebsschnitte mit integrierten EGFP-

positiven Spenderzellen wurden der weiteren Analyse mittels Immunohistochemie und 

in-situ-Hybridisierung zugeführt. 

Die mittels Immunohistochemie mit Fluorochrom-markierten sekundären Antikörpern 

gefärbten Gewebsschnitte wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops ausgewertet.  

Mit dem Phasenkontrastmikroskop erfolgte die Auswertung von Gewebsschnitten, an 

denen eine HRP-Immunhistochemie oder in situ Hybridisierungen durchgeführt 

wurden. 

Die Photografien und 3D-Dekonvolutionsaufnahmen der Präparate wurden unter 

Verwendung der Software Analysis durchgeführt. Mit Hilfe der 3D-Dekonvolution 

konnten Aufnahmen einzelner immunhistochemisch markierter transplantierter Zellen 

erstellt werden, die es im Gegensatz zu einfachen Photografien ermöglichten, die Zelle 

fokussiert in ihrer gesamten Ausdehnung mit allen Zellfortsätzen im Gewebeverband 

darzustellen. Hierbei konnten die Zellen in der Z-Achse über eine maximale Strecke 

von bis zu 60µm rekonstruiert werden. Zusätzlich ermöglichte die Errechnung des 

dreidimensionalen Bildes eine Darstellung ohne störende Hintergrund-Signale des 

umgebenden Gewebes.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Murine neurale Stammzellen 

3.1.1 Neurosphärenkulturen 

Die neuralen Stammzellen wurden aus dem Striatum und Rückenmark von 14 Tage 

alten transgenen, ubiquitär EGFP exprimierenden, Mausembryonen isoliert und konnten 

in Gegenwart von EGF und FGF-2 effizient expandiert werden: Innerhalb von ca. 5 bis 

7 Tagen entstanden dabei aus den Einzelzellkulturen frei schwimmende Neurosphären, 

Aggregate aus Stammzellen, neuralen Vorläuferzellen und einigen differenzierten 

neuralen Zelltypen (Reynolds et al. 1992). Sämtliche Einzelzellen in diesen 

Neurosphären wiesen eine ausgeprägte EGFP-Fluoreszenz auf (Abbildung 3). Diese 

primären Neurosphären wurden nach einer Kulturdauer von 5 bis 7 Tagen dissoziiert 

und die Einzelzellen erneut in Expansionsmedium ausgesät. Dabei zeigte sich, dass 

einige der Einzelzellen starben, viele Zellen jedoch zu neuen, sekundären Neurosphären 

heran wuchsen. Dieser Vorgang war bis zu hohen Passagezahlen möglich und zeigte, 

dass zumindest ein Teil der Zellen in diesen Kulturen die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung aufwiesen, eine wichtige Eigenschaft von Stammzellen (McKay 1997; 

Gage 1998). 

Die expandierten Neurosphären-Kulturen konnten in einem mit 10% DMSO versetzten 

Zellkulturmedium über einen Zeitraum von mindestens 12 Monaten bei -80°C gelagert 

werden, ohne dass sich bei der Rekultivierung der Zellen ein Verlust der Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung zeigte. Die rekultivierten Einzelzellen wuchsen in Gegenwart von 

EGF und FGF-2 innerhalb von ca. 5 Tagen erneut zu Neurosphären heran und konnten 

über 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 Zellen im 

Vergleich zu nicht kryokonservierten Kulturen (siehe unten). 
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Abbildung 3: Neurale Stammzellen wurden aus dem Striatum und Rückenmark EGFP-transgener 

Mausembryonen isoliert und in vitro kultiviert. Nach ca. 5-7 Tagen entstanden frei schwimmende 

Neurosphären mit einer intensiven EGFP-Fluoreszenz in allen Einzelzellen (a, c). Die Abbildungen 

a) und b) zeigen Neurosphären aus dem embryonalen Striatum nach der 10. Passage; die 

Abbildungen c) und d) neurale Stammzellen aus dem embryonalen Rückenmark nach der 7. 

Passage. a) und c) sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, b) und d) die entsprechenden 

Phasenkontrastaufnahmen. Vergrößerung: (a ï d) x20. 
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3.1.2 Immunzytochemische Analyse zur Differenzierung der Zellen in vitro 

Um das Differenzierungspotential der striatalen Neurosphärenkulturen zu analysieren, 

wurden Neurosphären der 2. bis 4. Passage auf PLO-beschichteten coverslips in einem 

Medium kultiviert, dass keine Wachstumsfaktoren, aber N2 und FCS enthielt. Nach 

einer Kultivierungsdauer von 7 Tagen wurden die Kulturen mit Zelltyp-spezifischen 

Antikörpern zur Identifikation neuronaler und glialer Zelltypen immunzytochemisch 

untersucht. Zur Identifikation von Nervenzellen wurden Antikörper gegen das 

Neuronen-spezifische Protein ß-Tubulin Typ III verwandt. Gliale Zelltypen wurden mit 

anti-Ăglial fibrillary acidic proteinñ (GFAP) Antikörpern (Astrozyten) und anti-Ămyelin 

basic proteinñ (MBP) Antikºrpern oder anti-Ămyelin associated glycoproteinñ (MAG) 

Antikörpern (Oligodendrozyten) identifiziert. Dabei zeigte sich, dass unter den 

spezifischen Kultivierungsbedingungen die Mehrzahl der Zellen in GFAP-positive 

Astrozyten (Reske-Nielsen et al. 1987a; Reske-Nielsen et al. 1987b) differenziert war 

(Abbildung 4 a ï c). Darüber hinaus enthielten die Kulturen viele ß-Tubulin Typ III- 

positive (Lee et al. 1990; Alexander et al. 1991) Neurone (Abbildung 4 d - f). Ebenso 

konnten einige ausgereifte Oligodendrozyten über ihre MAG-Expression (Poltorak et al. 

1987; Bartsch et al. 1989; Ader et al. 2000) und ihre MBP-Expression (Pfeiffer et al. 

1993) identifiziert werden. Die in dieser Arbeit zur Transplantation verwendeten 

neuralen Stammzellen ließen sich also in vitro nicht nur effizient expandieren, sondern 

auch in Nerven- und Gliazellen differenzieren. Sie verfügen damit über die für 

Stammzellen typischen Eigenschaften der Selbsterneuerung und Multipotenz (McKay 

1997; Gage 1998).  
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Abbildung 4: Immunzytochemische Analyse von in vitro differenzierten striatalen neuralen 

Stammzellen aus EGFP-transgenen Mäusen. Die Mehrzahl der Zellen entwickelte sich zu GFAP-

positiven Astrozyten (a, b, und c). In den Kulturen waren ausserdem einige ß-Tubulin III -

exprimierende Neurone nachweisbar (Abbildungen d, e und f). Vergrößerungen: (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 über ihre Expression von MAG (a- c) und MBP (d- f). 

Vergrößerungen: (a, d): x10;  (b, e): x20; Abbildungen (c, f): x40. 
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3.2 Intrazerebroventrikuläre Transplantation von murinen neuralen Stammzellen 

in das Gehirn von Hühnchenembryonen 

Die EGFP-exprimierenden neuralen Stammzellen wurden in ovo in die Hirnbläschen 

von 5 bis 7 Tage alten Hühnerembryonen transplantiert (Abbildung 6). Zur visuellen 

Kontrolle der Zelltransplantation wurden die Zellsuspensionen mit Fast Green versetzt 

(Abbildung 6 b, siehe auch 2.4.3, Vorbereitung der Zellen zur Transplantation). Nach 7 

bis 14 Tagen wurde das Empfängergewebe präpariert, fixiert und in 70 mm dicke 

Vibratomschnitte geschnitten. Anschließend wurden die Gewebeschnitte auf das 

Vorhandensein integrierter Spenderzellen überprüft. Die Identifizierung der 

transplantierten Stammzellen erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops über den 

Nachweis ihrer Expression des Reportergens Ăenhanced green fluorescent proteinñ. 

 

 

Abbildung 6: Hühnchenembryonen zum Zeitpunkt der Transplantation. Die murinen neuralen 

Stammzellen wurden intraventrikulär in die Hirnbläschen von 5 Tage alten Embryonen injiziert. 

Zur visuellen Kontrolle der Injektion wurde die Zellsuspension zuvor mit steriler Fast Green 

Lösung angefärbt (Pfeilspitze in b).  

 

Insgesamt wurde an 512 Hühnchenembryonen eine in ovo Transplantation muriner 

neuraler Stammzellen in die Hirnbläschen und/oder Augenanlagen vorgenommen. 53 

Empfängerembryonen überlebten die in ovo Transplantation der Stammzellen bis zum 

Zeitpunkt der Gewebepräparation und Fixierung. An insgesamt 48 dieser überlebenden 

Embryonen war eine intrazerebroventrikuläre Injektion der Spenderzellen durchgeführt 

worden, 7 Embryonen erhielten sowohl eine intrazerebroventrikuläre als auch eine  

intravitreale Transplantation. 5 Hühnchenembryonen wurden ausschließlich in die 
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Augenanlagen transplantiert. In den Gehirnen von insgesamt 16 der 

intrazerebroventrikulär transplantierten Hühnchenembryonen konnte eine positive 

Integration der murinen striatalen und spinalen Spenderzellen festgestellt werden 

(Tabelle 16). Die Transplantation der murinen neuralen Stammzellen wurde an 

Hühnchenembryonen unterschiedlichen Alters (5, 6 und 7 Tage alte Embryonen) 

durchgeführt und die Empfängertiere wurden nach unterschiedlichen Überlebenszeiten 

(8 bis 14 Tage nach der Transplantation) auf das Vorhandensein integrierter 

Spenderzellen analysiert (Tabelle 16). Bei diesen Experimenten zeigte sich kein 

deutlicher Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der Integration von Spenderzellen 

und dem Alter der Versuchstiere bei Zeitpunkt der Transplantation oder der 

Überlebensdauer der Hühnchenembryonen nach der Transplantation (Tabelle 16). 

Tabelle 16: Hühnchenembryonen mit integrierten EGFP-transgenen neuralen Stammzellen 

Nr. Zeitpunkt der 

Transplantation 

Überlebenszeit nach 

Transplantation (Tage) 

Integration (siehe 

Legende) 

Neurale 

Spenderzellen 

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) 5 12 +++ spinal 

7 Embryonaltag (E) 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)  

++   : ausgeprägte 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 intrazerebroventrikulär transplantierten murinen 

neuralen Stammzellen in den Gehirnen der Hühnchenembryonen zu analysieren, 

wurden die Gehirne der Empfängertiere seriell geschnitten. Die Spenderzellen konnten 

in diesen Gewebeschnitten aufgrund ihrer Expression des Reportergens Ăenhanced 

green fluorescent proteinñ identifiziert werden. Um das EGFP-Fluoreszenezsignal zu 

verstärken, wurden die Schnitte der Empfängertiere zusätzlich immunhistochemisch mit 

anti-EGFP Antikörpern angefärbt. Die Anzahl der integrierten Zellen variierte sehr stark 

zwischen den individuellen Empfängertieren. In einigen Empfängergehirnen konnten 

nur einzelne EGFP exprimierende Zellen nachgewiesen werden, in anderen 

Empfängergehirnen konnte dagegen eine massive Integration der transplantierten Zellen 

beobachtet werden. Zur Analyse des Integrationspotentials der Spenderzellen wurden 

alle Empfängertiere mit positiver Integration der transplantierten murinen Stammzellen 

herangezogen. Einige Empfängerembryonen wiesen nur eine begrenzte Integration von 

Spenderzellen im Hirnparenchym auf. Hier fanden sich nur wenige Zellen in 

unmittelbarer Umgebung des Ventrikelsystems. Ausserdem konnten im Ventrikellumen 

Spenderzell-Aggregate mit morphologischer Ähnlichkeit zu Neurosphären gefunden 

werden (Abbildung 7). Diese Zellaggregate hafteten häufig den Ventrikelwänden an 

und in vielen Fällen konnte eine von den Zellaggregaten ausgehende Integration von 

EGFP-transgenen Spenderzellen in das umgebende Hirnparenchym beobachtet werden 

(Abbildung 7). In den meisten Empfängergehirnen befanden sich jedoch massive 

Ansammlungen von transplantierten Zellen in der periventrikulären Region, von der aus 

eine Integration zahlreicher Spenderzellen in das umgebende Gehirnparenchym zu 

beobachten war (Abbildung 8). 

Um zu analysieren, wann die Integration der transplantierten Zellen aus dem 

Ventrikellumen in das Gehirnparenchym beginnt, und wie die transplantierten Zellen 

aus dem Ventrikellumen in das Hirnparenchym gelangen, wurde bei einigen 

Transplantationsexperimenten die Überlebenszeit der Hühnchenembryonen nach der 

Transplantation auf  7 Tage verkürzt. Anschließend wurden die Hirnbläschen der 12 

Tage alten Embryonen 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 radiale Morphologie unreifer Zellen auf (Abbildung 9). Eine 
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immunhistochemische Untersuchung dieser Spenderzellen ergab, dass diese Zellen noch 

keine Antigene exprimierten, die für ausdifferenzierte neurale Zelltypen charakteristisch 

sind. Innerhalb des tieferen Hirnparenchyms fanden sich 7 Tage nach Transplantation 

noch keine Spenderzellen. 

 

 

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

Stammzellen aus dem Striatum in der Ventrikelwand des embryonalen Empfängergewebes (Pfeil in 

a und b). Einzelne EGFP-transgene Spenderzellen mit komplexen Zellfortsätzen sind im 

Hirnparenchym nachweisbar (Pfeilspitzen in a). Die Inkubationszeit nach erfolgter 

Transplantation am 5. Embryonaltag betrug 10 Tage.  Abbildung b) ist die entsprechende 

Phasenkontrastaufnahme von a). Vergrößerung: (a, b): x20. 
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Abbildung 8: Integrationsverhalten intraventrikulär transplantierter muriner neuraler 

Stammzellen aus dem Striatum im Gehirn von Hühnchenembryonen. Die Abbildungen zeigen eine 

massive periventrikuläre Integration der transplantierten Zellen, von der die weitere Migration der 

Spenderzellen ins umliegende Hirnparenchym ausgeht. Die Transplantationen wurde am 5. a) bzw. 

am 7. b-d) Embryonaltag vorgenommen; die Überlebenszeit der Embryonen nach erfolgter 

Transplantation betrug jeweils 10 Tage. Das Fluoreszenz-Signal der transgenen Spenderzellen 

wurde durch immunhistochemische Färbung mit EGFP-spezifischem Antikörper verstärkt. Das 

Ventrikellumen in (a -d) ist mit einem Stern gekennzeichnet. Vergrößerungen: a, b): x10;  c, d): x4 

 

An den Empfängergehirnen mit massiv erfolgter Integration transplantierter Zellen 

konnte die Verteilung und Dichte der Spenderzellen im Empfängergewebe genauer 

untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass die murinen Spenderzellen in weiten 

Bereichen und verschiedenen Hirnregionen der Empfängerembryonen zu finden waren. 

Dabei waren die EGFP exprimierenden Zellen gleichmäßig im Gehirn des 

Empfängertieres verteilt (Abbildung 10). Einige Gehirne wiesen eine Migration der 

Spenderzellen ausgehend vom Ventrikelrand bis an die äußeren Grenzen auf 

(Abbildung 10), eine Distanz von mehreren Millimetern. Hier differenzierten sie sich in 

morphologisch komplexe Zelltypen (Abbildung 10; siehe unten). Die Empfängergehirne 

zeigten auch in Bereichen mit einer massiven Integration von Spenderzellen eine 

normale Histoarchitektur. Hinweise für die Ausbildung von Tumoren konnten in 


























































































































