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Thematische Übersicht

Embryonale Stammzellen (ES Zellen) besitzen drei einzigartige Fähigkeiten, die sie als Spenderquelle für

Zellersatzstrategien im Zentralnervensystem sehr attraktiv erscheinen lassen: sie sind pluripotent, sie

zeichnen sich durch unbegrenzte Vermehrbarkeit aus und sie sind einfach genetisch zu

manipulieren. Die Einsatzmöglichkeit von ES Zellen muss an der Möglichkeit gemessen werden,

neurale Zellpopulationen von hoher Reinheit zu bilden. Es muss weiter gewährleistet sein, dass die ES

Zell-abgeleiteten Neurone oder Gliazellen mit dem Wirtsgewebe interagieren und funktionelle Einheiten

bilden können. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten diese beiden Aspekte exemplarisch untersucht

werden. Zunächst sollte ein Lineage-Selektions-Verfahren zur Herstellung reiner neuronaler Kulturen

etabliert werden. Dazu sollten murine ES Zellen mit einem T 1-Tubulin-EGFP (T 1-EGFP) Konstrukt

stabil transfiziert werden. Dieses Konstrukt erlaubt die Identifizierung junger Neurone durch EGFP-

Fluoreszenz. Nach in vitro Differenzierung in neurale Vorläuferzellen sollten die EGFP-positive

Population charakterisiert und T 1-EGFP-positive Zellen durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

(Fluorescence-activated cell sorting; FACS-Sortierung) isoliert werden. Für die Gewinnung hoch

aufgereinigter glialer Kulturen sollte ein kontrolliertes in vitro Differenzierungsverfahren eingesetzt

werden. Die so gewonnenen glialen Vorläuferzellen sollten mit einem CMV-EGFP Konstrukt stabil

transfiziert und in organotypischen Schnittkulturen des Ratten-Hippocampus hinsichtlich ihrer Migrations-,

Differenzierungs- und Integrations-Fähigkeit analysiert werden. In einem weiteren Schritt sollten die

Differenzierung und Plastizität ES Zell-abgeleiteter glialer Vorläuferzellen nach in vivo Transplantation in

den Hippocampus der Ratte untersucht werden.

1. Einleitung

Die Entwicklung von Zellersatzstrategien für das Zentralnervensystem (ZNS) stellt eine der größten

medizinischen Herausforderungen dar. Kaum ein anderes Organsystem zeigt ein so geringes

Regenerationspotential wie das ZNS des Menschen. Mit den Entwicklungen in der Stammzelltechnologie

wurden Voraussetzungen geschaffen, Spenderzellen für neurale Transplantationen in vitro zu erzeugen

und zu vermehren (Brüstle 1999b; Brüstle und McKay 1996; Franklin und Blakemore 1995).

Grundvoraussetzungen für die Verwendung dieser Zellen sind eine hohe Reinheit der Zellpopulationen
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und deren Fähigkeit, funktionell in das Empfängergewebe zu integrieren. Unter den verschiedenen

Strategien haben insbesondere die Isolierung und Expansion neuraler Stammzellen, die Gewinnung

neuraler Zellen aus gewebefremden Stammzellen (Transdifferenzierung) und die in vitro Differenzierung

von ES Zellen besondere Bedeutung erlangt. Im Folgenden sollen diese drei Ansätze vorgestellt werden.

1.1 Neurale Stammzellen

1.1.1 Primäre neurale Stammzellen

Die enorme Komplexität des ZNS stellt für jeden zelltherapeutischen Ansatz eine große Herausforderung

dar. Aufgrund der Vielzahl der neuronalen und glialen Zelltypen und ihrer mannigfachen Verbindungen ist

die Transplantation bereits ausgereifter Zellen unmöglich. Vielmehr müssen unreife, noch

migrationsfähige Vorläuferzellen in eine geschädigte Architektur transplantiert und zur Ausreifung

gebracht werden. Bislang musste fetales Spendergewebe eingesetzt werden, um neurale Vorläuferzellen

in ausreichender Zahl für Transplantationsstrategien zu erhalten. Bei Erkrankungen wie Morbus

Parkinson und Chorea Huntington befindet sich diese Strategie bereits im klinischen Einsatz. Dabei

konnte nachgewiesen werden, dass Vorläuferzellen, die aus dem ventralen Mesencephalon

menschlicher Feten gewonnen wurden, in dopaminerge Neurone ausreifen, mehrere Jahre überleben

und zu einer Reduzierung der Bewegungsstörungen führen (Lindvall 1994). Jedoch bestehen bezüglich

der Verfügbarkeit des Spendergewebes Limitationsprobleme; für die Transplantation eines Parkinson-

Patienten wurde z.T. Gewebe von sechs und mehr menschlichen Feten eingesetzt (Kordower et al.

1996). Der Transplantation von Astrozyten wurde hingegen bisher nur geringe Aufmerksamkeit gewidmet

(Gates et al. 1998; Zhou und Lund 1993). Dies ist erstaunlich, wenn man die wichtige Rolle von

Astrozyten beim Erhalt der neuronalen Integrität und der Stabilisierung des extrazellulären Milieus

bedenkt. Erst kürzlich konnte eine Astrozyten-induzierte Neurogenese von adulten neuralen Stammzellen

nachgewiesen werden, die die Sichtweise untermauert, dass Astrozyten beim Erhalt der neuronalen

Population viel eher eine aktive als eine passive Rolle spielen (Song et al. 2002).

In den letzten Jahren hat sich das Konzept einer gemeinsamen neuralen Stammzelle für Neurone,

Astrozyten und Oligodendrozyten etabliert. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass aus dem

embryonalen Gehirn isolierte Stammzellen in diese drei Zelltypen differenzieren können (Johe et al.

1996; Davis und Temple 1994; Kilpatrick und Bartlett 1993; Reynolds et al. 1992; Temple 1989).

Verschiedene Arbeitsgruppen isolierten neurale Vorläuferzellen aus dem embryonalen ZNS und
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propagierten sie in vitro in der Anwesenheit von Fibroblastenwachstumsfaktor (Fibroblast Growth Factor;

FGF2), epidermalem Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor; EGF) und anderen Faktoren. Unter

diesen Bedingungen können die Zellen als multipotente Stammzellen vermehrt werden. Werden die

Wachstumsfaktoren entzogen, reifen diese Stammzellen spontan in Neurone und Gliazellen aus

(Goldman et al. 1996; Johe et al. 1996; Ghosh und Greenberg 1995; Kirschenbaum et al. 1994; Richards

et al. 1992; Cattaneo und McKay 1990). Multipotente neurale Vorläuferzellen wurden inzwischen auch

aus dem erwachsenen Gehirn und Rückenmark isoliert (Gritti et al. 1996; Johe et al. 1996; Weiss et al.

1996; Gage et al. 1995; Reynolds und Weiss 1992). Einige Arbeitsgruppen konnten diese an Nagetieren

erzielten Ergebnisse auch auf aus dem fetalen und adulten menschlichen Gehirn isolierte Zellen

übertragen (Palmer et al. 2001; Brüstle et al. 1998; Flax et al. 1998, Kirschenbaum et al. 1994).

Neben multipotenten konnten auch Stammzellen mit eingeschränktem glialen oder neuronalen

Differenzierungspotential aus dem Neuralrohr und dem embryonalen Rückenmark gewonnen werden

(Alvarez-Buylla et al. 2001; Mujtaba et al. 1999; Mayer-Proschel et al. 1997; Rao und Mayer-Proschel

1997). Aktuelle Befunde weisen darauf hin, dass auch Gliazellen als multipotente Vorläuferzellen

fungieren können. Doetsch et al. (1999) konnten zeigen, dass Astrozyten der Subventrikularzone (SVZ)

unter nicht-regenerativen Bedingungen als neuronale Vorläuferzellen fungieren. Diese ursprünglich

GFAP-positiven Zellen wandern entlang des ‚rostral migratory streams’ in den Bulbus olfactorius, wo sie

zu Interneuronen differenzieren. Malatesta et al. (2003, 2000) beschrieben, dass sowohl radiäre

Gliazellen als auch Astrozyten im neonatalen Gehirn in Neurone differenzieren können. Eine wichtige

Rolle hierbei spielt der Transkriptionsfaktor Pax6. Heins et al. (2002) konnten zeigen, dass Pax6-

defiziente Mäuse ein reduziertes Neurogenese-Potential aufweisen. Weiterhin wurde in Astrozyten, die

aus dem postnatalen Cortex gewonnen wurden, in vitro durch retroviral vermittelte Pax6-Expression eine

Differenzierung zu Neuronen induziert. Die Überführung astrozytär differenzierter Zellen in einen

neuronalen Phänotyp bietet interessante Ansatzpunkte für die neuronale Regeneration.

1.1.1.1 Persistenz neuraler Stammzellen im adulten Gehirn

Im erwachsenen Säugergehirn konzentriert sich die Neubildung von Nervenzellen vor allem auf zwei

Regionen. Innerhalb des Hippocampus findet im Bereich des Gyrus dentatus eine ständige Neubildung

statt (Kuhn et al. 1996; Altman und Das 1965). Auch in der Subventrikularzone von Nagetieren werden

Neurone neu gebildet (Doetsch et al. 1999; Altman 1969). Dieses Phänomen der adulten Neurogenese

konnte vor kurzer Zeit auch beim Menschen nachgewiesen werden (Eriksson et al. 1998). Langfristig
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könnte dieses Phänomen Perspektiven eröffnen, neu gebildete endogene Neurone in defekte

Gehirnregionen zu rekrutieren.

1.1.2 Neurale Stammzelllinien

Allen Stammzellpopulationen ist die Fähigkeit zur

Wachstumsfaktor-abhängigen Expansion in vitro

gemeinsam. Dies macht sie zu einer attraktiven

Alternative zu den bislang klinisch eingesetzten

fetalen Primärzellpopulationen (Abb. 1A; Svendsen

und Smith 1999; McKay 1997). Jedoch sind diese

Zellen nur begrenzt expansionsfähig. Eine

Möglichkeit, um große Zellzahlen generieren zu

können, ist die Herstellung immortalisierter Stamm-

zelllinien. Dazu werden aktivierte Onkogene

eingeschleust, die Vorläuferzellen permanent

vermehrungsfähig halten (Abb. 1B). Ein Beispiel ist

die aus dem Kleinhirn gewonnene, durch das v-myc-

Gen immortalisierte Linie C17.2 (Snyder et al. 1997).

Bei einer weiteren immortalisierten Zelllinie (RN33B)

konnten durch Transplantation in verschiedene

Areale des neonatalen und adulten Gehirns regional-

spezifische Phänotypen induziert werden

(Shihabuddin et al. 1995). Kürzlich gelang es,

immortalisierte neurale Vorläuferzelllinien mit glialem

und neuronalem Differenzierungspotential ebenfalls

aus fetalem humanem Gehirngewebe zu etablieren.

Auch diese Zellen reifen nach Transplantation in das

Nagetiergehirn in regionalspezifische Phänotypen aus (Flax et al. 1998). Trotz dieser viel

versprechenden Befunde scheint ein klinischer Einsatz Onkogen-immortalisierter Stammzellen

momentan wenig wahrscheinlich, denn in der Spenderzellpopulation verbleibt ein potenziell tumorigenes

Gen.
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1.1.3 Xenogene neurale Stammzellen

Die Xenotransplantation ist eine weitere Möglichkeit, die limitierte Verfügbarkeit von humanem

Spendergewebe zu umgehen (Abb. 1C). Gewebe tierischen Ursprungs wird bereits seit längerer Zeit für

die Organteilrekonstruktion eingesetzt. Für diesen Ansatz hat sich insbesondere porcines Gewebe

bewährt, da die Größe und die Funktion von Organen des Schweins denen menschlicher Organe sehr

nahe kommen. Die Xenotransplantation birgt ein besonderes Abstoßungsrisiko, jedoch besteht für

Zelltransplantate im ZNS eine Sondersituation. Da die intakte Blut-Hirn-Schranke den Zugriff des

Immunsystems auf das ZNS einschränkt, wird die Problematik der Histoinkompatibilität relativiert. Einige

Gruppen konnten zeigen, dass neurale Vorläuferzellen, die aus unterschiedlichen Spezies isoliert

wurden, die Fähigkeit haben, das adulte Nagergehirn zu innervieren (Isacson et al. 1995; Davies et al.

1994; Wictorin et al. 1990). Die ersten klinischen Studien zur Transplantation porciner Neurone in

Parkinson- und Huntington-Patienten wurden bereits durchgeführt (Fink et al. 2000, Schumacher et al.

2000). Neuere Überlegungen gehen dahin, transgene Tiere mit ‚humanisierten’ Oberflächenantigenen als

Spender einzusetzen. Auf diese Art wäre es möglich, tierische Zellen mit humanen MHC-Antigenen zu

erhalten und so Abstoßungsreaktionen zu mildern (Lee et al. 2002). Ein Risiko der Xenotransplantation

bleibt jedoch die mögliche Übertragung tierischer Pathogene auf den Menschen (Blusch et al. 2002; Van

der Laan et al. 2000).

1.1.4 Plastizität, Migrationsfähigkeit und regeneratives Potential neuraler Stammzellen

Neurale Stammzellen müssen über die notwendige Plastizität verfügen, am Zielort in den gewünschten

Phänotyp auszureifen, um sie für den Zellersatz nutzen zu können. Die Ergebnisse mehrerer Arbeiten

weisen darauf hin, dass aus dem embryonalen Gehirn gewonnene Vorläuferzellen eine große Plastizität

besitzen und – unabhängig von ihrem Herkunftsort – an der Neurogenese zahlreicher anderer Regionen

teilnehmen können (Brüstle et al. 1995; Campbell et al. 1995; Fishell 1995). Da die überwiegende Zahl

der mit einem Zellverlust verbundenen neurologischen Erkrankungen große Teile von Gehirn und

Rückenmark mit einbezieht, wäre für eine effiziente Rekonstruktion die Einschleusung von Spenderzellen

in eine Vielzahl von Gehirnregionen nötig. Dieses Problem ist am erwachsenen Gehirn heute selbst im

Tierversuch noch nicht lösbar. Anders verhält es sich mit der Behandlung von Defekten in früheren

Entwicklungsstadien. Sowohl im embryonalen Gehirn als auch kurz nach der Geburt ist es noch möglich,

größere Zellmengen über das Ventrikelsystem zu applizieren. Auf diese Art ließen sich beispielsweise

Myelin-bildende gliale Spenderzellen in das Gehirn Myelin-defizienter Ratten und Mäuse einschleusen.

Dies führt in verschiedenen Regionen zum Aufbau neuer Myelinscheiden (Brüstle et al. 1999a; Learish et
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al. 1999; Yandava et al. 1999). Die Behandlung generalisierter Defekte im adulten ZNS wird

entscheidend davon abhängen, ob die Migrationeigenschaften transplantierter neuraler Vorläuferzellen

weiter optimiert und diese Zellen von den Defekten selbst rekrutiert werden können.

Die Transplantation neuraler Stamm- und Vorläuferzellen eröffnet auch interessante Perspektiven für den

Zell-vermittelten Gentransfer. Dies gilt insbesondere für die Verwendung von Astrozyten. Bei diesem

Ansatz werden in den Empfänger Zellen eingeschleust, die genetisch verändert wurden und

therapeutisch wirksame Faktoren exprimieren. Insbesondere in schwer zugänglichen und besonders

vulnerablen Geweben böten migratorisch aktive Vorläuferzellen eine attraktive Möglichkeit, systemisch

nicht applizierbare Substanzen in größere Areale einzubringen. Ein am Tiermodell bereits umgesetztes

Beispiel hierfür ist die Substitution von Enzymen bei Speichererkrankungen (Lacorazza et al. 1996;

Snyder et al. 1995). Auch der Zell-vermittelte Gentransfer von Wachstumsfaktoren und Neurotrophinen

hat in verschiedenen Modellen neurologischer Erkrankungen positive Effekte erbracht. So konnten z.B.

durch die Transplantation von ‚nerve growth factor’ (NGF)-produzierenden neuralen Vorläuferzellen in

das Septum axotomierte cholinerge Neurone vor dem Untergang bewahrt werden (Martinez-Serrano et

al. 1995).

1.2 Transdifferenzierung somatischer Stammzellen

Die klassische Anschauung, dass adulte, gewebespezifische Stammzellen lediglich innerhalb ihres

Organsystems ausdifferenzieren können, ist in den letzten Jahren durch zahlreiche experimentelle

Befunde in Frage gestellt worden. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass zumindest bestimmte

adulte Stammzellpopulationen ein weitaus breiteres Differenzierungspotential besitzen als bisher

angenommen wurde. So  konnte gezeigt werden, dass neurale Stammzellen aus dem embryonalen und

adulten Gehirn nach Injektion in bestrahlte Mäuse in verschiedene hämatopoetische Zelllinien ausreifen

(Bjornson et al. 1999). Auch nach Injektion von neuralen Stammzellen aus dem erwachsenen

Mäusegehirn in Blastozysten, die daraufhin in die Gebärmutter implantiert und zu Embryonen

weiterentwickelt wurden, fanden sich Abkömmlinge der neuralen Stammzellen in zahlreichen Organen

wie  z.B. Darm, Herzmuskel, Haut und Gehirn (Clarke et al. 2000).

Eine derartige ‚Transdifferenzierung’ adulter Stammzellen wäre medizinisch vor allem dann interessant,

wenn es gelänge, aus Stammzellen regenerativer Gewebe wie dem Knochenmark und der Haut

Spenderzellen für Zellersatzstrategien in nicht oder wenig regenerativen Organen wie dem Gehirn zu
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entwickeln (Abb. 1D). Aus Knochenmarks-Transplantaten ergaben sich Hinweise darauf, dass

Knochenmarkszellen in das Gehirn von Tier und Mensch einwandern und dort zu einem geringen

Prozentsatz neuronale Marker exprimieren können (Weimann et al. 2003; Priller et al. 2001; Brazelton et

al. 2000; Mezey et al. 2000). Ob es sich bei diesen Zellen tatsächlich um funktionell aktive Neurone

handelt, ist zurzeit noch unklar. Eine weitere als sehr plastisch beschriebene Zellpopulation stellen die

aus adultem Knochenmark gewonnenen, so genannten ‚multipotent adult progenitor cells’ (MAPCs) dar.

MAPCs sind über zahlreiche Passagen vermehrbar und exprimieren in vitro neben Merkmalen

mesenchymaler Zellen auch neuroektodermale und endodermale Antigene (Jiang et al. 2002).

Andere Befunde mahnen zu einer vorsichtigen Interpretation von Transdifferenzierungsstudien. Nach

Kokultur von adulten Knochenmarkzellen bzw. adulten neuralen Stammzellen mit embryonalen

Stammzellen fand sich eine geringe Anzahl von Zellen, welche die Eigenschaften sowohl von adulten als

auch von ES Zellen aufwiesen. In weiteren Experimenten stellte sich jedoch heraus, dass dem nicht eine

Transdifferenzierung, sondern eine Fusion adulter und embryonaler Stammzellen zugrunde lag (Terada

et al. 2002; Ying et al. 2002). Derzeit ist unklar, welche Wertigkeit den Fusionsphänomenen bei der

Interpretation von Transdifferenzierungsstudien zukommt. Condorelli et al. (2001), De Angelis et al.

(1999) und Steffel et al. (2003) fanden heraus, dass heterotop transplantierte Zellen zusätzliche

ortspezifische Charakteristika annehmen konnten, ohne ihre ursprünglichen Merkmale zu verlieren.

Diese Befunde deuten weniger auf eine bona fide Transdifferenzierung als vielmehr auf ein Mimikry-

Phänomen hin.

1.3 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen werden aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen, die zu diesem

Zeitpunkt aus dem Trophektoderm und der inneren Zellmasse aufgebaut ist (Abb. 1E). Aus dem

Trophektoderm entsteht das Chorion, das den embryonalen Teil der Plazenta bildet (Gilbert 2000). Aus

den ES Zellen entwickeln sich alle Zelltypen des Embryos. Erstmals wurden ES Zellen aus der Maus

isoliert, aber in der Zwischenzeit konnten sie aus unterschiedlichen Spezies gewonnen werden (Pain et

al. 1996; Thomson et al. 1995; Iannaccone et al. 1994; Wheeler 1994; Doetschman et al. 1985; Evans

und Kaufman 1981; Martin 1981). Ein erster Schritt in Richtung therapeutischer Anwendung von ES

Zellen ist sicherlich die Herstellung von embryonalen Stammzellen des Menschen (Thomson et al. 1998).

Ihre nahezu uneingeschränkte Vermehrbarkeit (Smith et al. 1988) und ihre Pluripotenz machen

embryonale Stammzellen zu einer viel versprechenden Donorquelle für Transplantationsstrategien, denn
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diese Zellen bilden eine unerschöpfliche Spenderquelle für gewebsspezifische Vorläuferzellen (Abb. 1E).

Eine eindrückliche Bestätigung der Pluripotenz von ES Zellen spiegelt sich in Befunden der letzten

Monate wieder. Hubner et al. (2003) konnten zeigen, dass ES Zellen der Maus in der Zellkultur Oozyten

bilden können, die in die Meiose eintreten, benachbarte Zellen zur Bildung einer Follikel-ähnlichen

Struktur rekrutieren und sich parthenogenetisch zu einer Blastozyste weiter entwickeln können. Toyooka

et al. (2003) demonstrierten die Bildung männlicher Keimzellen aus ES Zellen in vitro. Nach

Transplantation in rekonstituierte Tubuli testiculares beteiligten sich diese ES Zell-abgeleiteten

Keimzellen an der Spermatogenese.

Ein weiterer entscheidender Vorteil von ES Zellen ist die Möglichkeit, an ihnen komplexe genetische

Veränderungen durchführen zu können. Diese Eigenschaft findet vor allem bei der Herstellung

transgener Mäuse Anwendung. Über homologe Rekombination werden einzelne Gene in ES Zellen

ersetzt, inaktiviert oder modifiziert. Nach Keimbahntransfer und Gewinnung homozygoter Nachkommen

kann an solchen Tieren die Bedeutung einzelner Gene während der Entwicklung oder im

Krankheitsverlauf studiert werden (Brinster 1993; Zimmer 1992). Die Transfektion von ES Zellen erlaubt

es ebenfalls, selektierbare Marker für bestimmte Zelltypen einzubringen und aus ES Zellen somatische

Zelltypen in hoher Reinheit zu generieren.

1.3.1 ES Zellen als Donorquelle für den Zellersatz

In den letzten Jahren wurde intensiv daran geforscht, aus ES Zellen für die Transplantation relevante

Zellpopulationen wie Herzmuskelzellen (Wobus et al. 2002, 1997; Hescheler et al. 1997; Klug et al. 1996;

Maltsev et al. 1994), Insulin-produzierende Zellen (Lumelsky et al. 2001; Soria et al. 2000),

hämatopoetische Zellen (Palacios et al. 1995; Gutierrez-Ramos und Palacios 1992; Wiles und Keller

1991) und Zellen des Zentralnervensystems (Wernig et al. 2002; Benninger et al. 2000; Fuchs und Serge

2000; Lee et al. 2000; Brüstle et al. 1999a; McDonald et al. 1999; Li et al. 1998; Finley et al. 1996; Okabe

et al. 1996; Bain et al. 1995; Fraichard et al. 1995; Strübing et al. 1995) herzustellen. Bei den

ursprünglich eingesetzten Protokollen wurde die neurale Differenzierung von ES Zellen durch Zugabe

von Retinsäure induziert. Neuere Protokolle generieren neurale Vorläuferzellen in definierten serumfreien

Medien ohne Zugabe von Retinsäure (Okabe et al. 1996). Ähnlich wie Primärzellen können diese Zellen

mit Wachstumsfaktoren wie FGF2 expandiert werden und reifen nach Wachstumsfaktorentzug in

Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone aus. Brüstle et al. (1997) konnten zeigen, dass ES Zell-

abgeleitete neurale Vorläuferzellen nach Injektion in embryonale Rattengehirne in unterschiedliche

Wirtsregionen inkorporieren und in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone differenzieren. Ein ernst
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zu nehmendes Risiko transplantierter ES Zell-abgeleiteter Zellen ist die Tumorbildung. Es ist seit langem

bekannt, dass ES Zellen nach Transplantation Teratome bilden können. In der Tat wurde dies sowohl für

Retinsäure-behandelte ES Zellen als auch für nach dem Okabe-Protokoll hergestellte Zellen nach

Transplantation beschrieben (Wernig et al. 2004; Deacon et al. 1998; Brüstle et al. 1997; Dinsmore et al.

1996; Damjanov 1993). Dies verdeutlicht, dass die Herstellung reiner Zellpopulationen für den

therapeutischen Einsatz dieser Zellen unentbehrlich ist.

1.3.2 Strategien für die Herstellung reiner somatischer Vorläuferzellen aus ES Zellen

Die Aussicht, ES Zell-abgeleitete somatische Vorläuferzellen für Transplantationszwecke nutzen zu

können, rief eine intensive Suche nach Aufreinigungs-Strategien hervor. Im Prinzip gibt es zwei Wege für

die Herstellung hoch aufgereinigter Populationen:

1.3.2.1 Gerichtete Differenzierung

Die Strategie der gerichteten Differenzierung zielt

darauf ab, die gesamte Zellpopulation in Richtung

eines bestimmten Phänotyps zu dirigieren (Abb. 2).

Dieses Konzept basiert auf der Zugabe von definierten

Medien und extrinsischen Faktoren zu verschiedenen

Stadien der in vitro  Differenzierung (Schuldiner et al.

2000). Bei der neuralen Differenzierung von ES Zellen

häufig verwendete Faktoren umfassen unter anderem

FGF2, EGF, PDGF (platelet derived growth factor),

Retinsäure und LIF (leukemia inhibitory factor). In den

letzten Jahren ist es gelungen, unter Verwendung der

gerichteten Differenzierung aus ES Zellen vermehrbare

neurale Vorläuferzellen zu generieren (Abb. 3). Okabe

et al. (1996) beschrieben ein Protokoll, mit dem über die Zugabe von FGF2, Laminin und definiertem

Medium neurale Vorläuferzellen angereichert werden können. Hierzu werden die ES Zellen in

Anwesenheit von LIF proliferiert und dann zu Embryoidkörpern (EBs) aggregiert. Nach vier Tagen

werden die EBs plattiert und in einem Medium kultiviert, welches das Überleben neuraler Vorläuferzellen

begünstigt. Die neuralen Vorläuferzellen werden dann in einem definierten Medium unter Zugabe von

FGF2 proliferiert. Nach Wachstumsfaktorentzug differenzieren die neuralen Vorläuferzellen zu Neuronen,

Astrozyten und Oligodendrozyten aus. Werden diese Zellen während der Gehirnentwicklung in das
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Ventrikelsystem embryonaler Empfängertiere transplantiert, wandern sie in zahlreiche Gehirnregionen

ein und bilden reife Neurone und Gliazellen aus. Allerdings weisen die Transplantat-Empfänger auch

Teratome auf (Brüstle et al. 1997; 1.3.1).

Brüstle et al. (1999a) konnten ein Protokoll etablieren, mit dem es erstmals möglich wurde, aus

embryonalen Stammzellen der Maus hoch aufgereinigte gliale Vorläuferzellen zu generieren (Abb. 3).

Die nach dem Protokoll von Okabe et al. (1996) gewonnenen neuralen Vorläuferzellen werden unter

FGF2 proliferiert und fünf Tage später

geerntet und in definiertem Medium unter

Zugabe von FGF2 und EGF replattiert.

Erlangen die ES Zell-abgeleiteten neuralen

Vorläuferzellen Subkonfluenz, werden die

Zellen erneut geerntet und in einem

Medium, das FGF2 und PDGF-AA enthält,

replattiert. Diese Kombination von

Wachstumsfaktoren fördert die Proliferation

von glialen Vorläuferzellen (Bogler et al.

1990). Die Zellen lassen sich mit dem

Antikörper A2B5 markieren, der ein für gliale

Vorläuferzellen typisches Epitop erkennt.

Der Entzug von Wachstumsfaktoren erlaubt

die Differenzierung in Astrozyten und

Oligodendrozyten. Werden diese Zellen in

das Ventrikelsystem myelindefizienter

Ratten transplantiert, wandern sie in viele

Gehirnregionen e in und b i lden

Myelinscheiden (Brüstle et al. 1999a).

1.3.2.2 Lineage-Selektion

Bei der Lineage-Selektion werden aus einem Pool an weit gehend ungerichtet differenzierten ES Zellen

über ein Selektionsverfahren die Zellen mit dem gewünschten Phänotyp isoliert (Abb. 2). Exprimiert die

zu isolierende Zellpopulation einen spezifischen Oberflächen-Marker, können diese Zellen über

immunologische Methoden, wie z.B. Immunopanning, magnetische oder Fluoreszenz-aktivierte
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Zellsortierung (FACS-Sortierung) angereichert werden (Cassidy und Frisen 2001; Kawaguchi et al. 2001;

Keyoung et al. 2001; Rietze et al. 2001; Sawamoto  et  al.  2001a, 2001b ; Malatesta et  al.  2000;  Roy et

al. 2000a, 2000b, 1999; Uchida et al. 2000; Wang et al. 2000, 1998). Im Übrigen bietet sich die

Möglichkeit, einen selektierbaren genetischen Marker in die ES Zellen einzuschleusen, der während der

in vitro Differenzierung nur von der Zielpopulation exprimiert wird. Handelt es sich hierbei um ein

Antibiotikaresistenzgen, kann der gewünschte Zelltyp durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums

auf einfache Weise selektioniert werden (Pasumarthi und Field 2002; Li et al. 1998; Klug et al. 1996).

Auch durch Transfektion mit fluoreszierenden Transgenen, die unter der Kontrolle Zelltyp-spezifischer

Promotoren stehen, ist es in der Vergangenheit gelungen, etwa neurale Vorläuferzellen aus gemischten

Zellpopulationen durch FACS-Sortierung zu isolieren (Rietze et al. 2001; Roy et al. 2000a, 2000b, 1999;

Wang et al. 2000, 1998). Da aus ES Zellen unbegrenzte Mengen an Gewebe-spezifischen

Vorläuferzellen generiert werden können, lassen sich mit Hilfe der Lineage-Selektion auch prozentual

seltene Phänotypen effizient anreichern.

1.4 Humane embryonale Stammzellen

Erstmals wurden humane embryonale Stammzellen 1998 im Labor von James Thomson etabliert

(Thomson et al. 1998). Weitere humane ES Zelllinien folgten (Amit et al. 2000; Jones und Thomson

2000; Pera et al. 2000). Die isolierten ES Zellen zeigen wesentliche, schon für murine ES Zellen

beschriebene Merkmale: Sie lassen sich über lange Zeiträume vermehren und differenzieren in eine

Vielzahl verschiedener Zelltypen aus (Odorico et al. 2001). Die Etablierung der ersten humanen ES

Zelllinien führte zu einer Expansion der medizinisch orientierten Stammzellforschung (Itskovitz-Eldor et

al. 2000; Reubinoff et al. 2000). Durch Aggregation zu EBs und anschließender Differenzierung werden

wie bei Mauszellen somatische Zellen verschiedener Gewebe gebildet. Kehat et al. (2001) beschrieben

spontan kontrahierende Zellen, die morphologische und immuncytochemische Eigenschaften von

Kardiomyozyten aufweisen. Auf ähnliche Weise behandelte ES Zellen bilden Insulin-produzierende

Zellen, die nach Glukosestimulation Insulin ins Zellkulturmedium abgaben (Assady et al. 2001). Jedoch

machen diese beschriebenen Zellpopulationen nur einen kleinen Anteil der Gesamtzellpopulation aus.

Hingegen konnten neurale Zellen bereits in einer Reinheit gewonnen werden, die erste

Transplantationsexperimente am Tiermodell ermöglichten (Reubinoff et al. 2001; Zhang et al. 2001).

Nach der Transplantation ins Ventrikelsystem neugeborener Mäuse zeigen diese Zellen ein

ausgeprägtes Migrationspotential und wandern in zahlreiche Gehirnregionen ein (Zhang et al. 2001). Dort

differenzieren sie in Zellen, die morphologisch reifen Neuronen und Gliazellen entsprechen. Vor einer
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klinischen Anwendung müssen jedoch tierexperimentelle Studien belegen, dass humane ES Zellen zu

einer funktionellen Verbesserung entsprechender Krankheitsbilder führen können.

1.5 Risiken und Chancen

Aus dem genannten wird deutlich, dass ein medizinischer Einsatz von ES Zellen nicht nur Vorteile bietet,

sondern auch Risiken birgt. So ist die Verwendung von ES Zellen zu therapeutischen Zwecken ohne die

Überwindung des Tumorrisikos (1.3.1) nicht denkbar. Hierzu müssen Aufreinigungsverfahren etabliert

werden, die potentiell tumorigene undifferenzierte ES Zellen sicher eliminieren. Wie bei anderen nicht-

autologen Spenderquellen besteht auch bei der Transplantation ES Zell-abgeleiteter Zellpopulationen

das Risiko der Transplantatabstoßung. Hier könnten Kerntransfer-Verfahren langfristig Perspektiven

eröffnen, autologe Ersatzzellen zu gewinnen. Bei diesem Verfahren wird der adulte Zellkern, z.B. eines

Patienten, mit einer entkernten Eizelle fusioniert. Die so gewonnene Zelle lässt sich zur Blastozyste

weiterentwickeln, aus der pluripotente ES Zellen isoliert werden können, deren Kerngenom identisch mit

dem des Patienten ist. Dadurch würde eine Transplantation dieser Zellen ohne Abstoßungsreaktionen

ermöglicht werden. Bei diesem Verfahren müssten jedoch menschliche Embryonen bis zum

Blastozystenstadium kultiviert werden. Weiter wäre eine Vielzahl von Eizellen erforderlich, um für jeden

Patienten eine eigene Zelllinie etablieren zu können. Zudem verläuft die Reprogrammierung des

Zellkerns meist fehlerhaft und unvollständig, was durch die zahlreichen Fehlbildungen an geklonten

Säugetieren dokumentiert wird (Young et al. 1998). Diese Aspekte lassen es nicht realistisch erscheinen,

dass Kerntransfer-Verfahren in absehbarer Zeit klinisch eingesetzt werden können.

Allerdings stellen Kerntransferstudien eine interessante Möglichkeit dar, die an der Kernrepro-

grammierung beteiligten Faktoren und Mechanismen zu identifizieren. Das Zytoplasma von Eizellen und

pluripotenten Stammzellen könnte Faktoren beinhalten, die eine direkte Reprogrammierung von

Zellkernen in frühere Entwinklungsstadien zulassen. Die Identifikation derartiger Faktoren könnte es in

Zukunft ermöglichen, adulte Zellen auf direktem Weg in ein pluripotentes, ES Zell-ähnliches Stadium zu

überführen, aus dem sich dann autologe somatische Zellen für Zellersatzstrategien entwickeln ließen –

ohne Verwendung von Eizellen und ohne Erzeugung von Blastozysten. In diesem Zusammenhang wird

die Forschung an embryonalen Stammzellen einen wichtigen Beitrag zur Weiterentwicklung von

Verfahren zur Transdifferenzierung adulter Stammzellen leisten. Die Erkenntnisse von Hubner et al.

(2003), wonach aus ES Zellen Oozyten entwickelt werden können, könnte bei Übertragung auf den

Menschen neue Perspektiven zur Generierung von Empfängerzellen für den Kerntransfer darstellen.
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Der Einsatz von ES Zellen geht jedoch weit über den Zellersatz hinaus. Die Stammzellforschung eröffnet

der modernen Medizin weitere faszinierende Perspektiven. Die grundlegenden Arbeiten zur

Differenzierung embryonaler und gewebespezifischer Stammzellen werden dazu beitragen, die

Mechanismen der Entstehung verschiedener Gewebe und Zelltypen besser zu verstehen. So können

diese Arbeiten neue Einblicke in die Entwicklungsbiologie des menschlichen Organismus gewähren.

Durch ihre einfache genetische Manipulierbarkeit kann der klassische Zell-vermittelte Gentransfer

ausgeweitet werden. Nicht nur ein bestimmter Zelltyp kann so ersetzt werden, sondern durch gezielte

Modifikation einzelner Gene können Zellen geschaffen werden, die gezielt mit den pathologischen

Prozessen im Wirtsgewebe interagieren und funktionelle Defekte kompensieren. Auch für

pharmakologische und toxikologische Studien können die aus humanen Stammzellen gewonnenen

somatischen Zelltypen herangezogen werden. Die gezielte Modifizierung von Genen in humanen ES

Zellen wird es weiterhin ermöglichen, die molekularen Mechanismen vieler Erkrankungen an transgenen

zellulären Modellen zu untersuchen.

1.6 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten zwei Grundvoraussetzungen für den Einsatz von ES Zellen zu

Transplantationszwecken erarbeitet werden. Zum einen sollte ein Verfahren zur Gewinnung hoch

aufgereinigter neuronaler Zellen aus murinen ES Zellen entwickelt und charakterisiert werden. Hierzu

sollte geprüft werden, ob und in wie weit T 1-Tubulin als selektierbarer Marker für die Gewinnung von

neuronalen Zellen eingesetzt werden kann. So ist aus früheren Arbeiten bekannt, dass T 1-Tubulin

spezifisch in sich entwickelnden Neuronen exprimiert wird (Gloster et al. 1999, 1994; Miller et al. 1989;

Hieber et al. 1998; Przyborski und Cambray-Deakin 1996). Zum anderen sollten hoch aufgereinigte gliale

Vorläuferzellen über eine gerichtete Differenzierung gewonnen und deren Integration nach

Transplantation in das Gehirngewebe charakterisiert werden.

1.6.1 Gewinnung hoch aufgereinigter ES Zell-abgeleiteter Neurone durch Lineage-Selektion

Zunächst sollten durch die Kombination von gerichteter Differenzierung und Lineage-Selektion hoch

aufgereinigte ES Zell-abgeleitete Neurone generiert werden. Dabei sollte insbesondere die Wertigkeit

des T 1-Tubulin Promotors für die Lineage-Selektion von Neuronen untersucht werden. Dazu war

vorgesehen, murine ES Zellen mit einem Konstrukt stabil zu transfizieren, das EGFP unter der Kontrolle

des T 1-Tubulin Promotors enthält. Nach Selektion sollten ES Zellen, die das T 1-EGFP-Transgen
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stabil exprimierten, in neurale Vorläuferzellen differenziert werden. Die T 1-EGFP-positiven Zellen

sollten in einem weiteren Schritt anhand der Expression verschiedener neuronaler Marker näher

charakterisiert werden. Zur Herstellung einer reinen neuronalen Population sollten die T 1-EGFP-

positiven Zellen durch FACS-Sortierung isoliert und charakterisiert werden.

1.6.2 Gewinnung hoch aufgereinigter glialer Vorläuferzellen und deren Integration in

Gehirngewebe

Für diesen Teil der Arbeit sollten hoch aufgereinigte gliale Vorläuferzellen aus ES Zellen hergestellt und

stabil mit einem EGFP-Konstrukt markiert werden. Migration, Differenzierung und Integration dieser

Zellen in ZNS-Gewebe sollten an organotypischen Schnittkulturen des Hippocampus untersucht werden.

Dieses reduktionistische Modell erlaubt eine detaillierte Analyse dieser Vorgänge in einem Echtzeit-

Szenario, was nach in vivo Transplantation nicht gewährleistet ist. In einem letzten Schritt sollte die

Differenzierung und Plastizität der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen nach Transplantation in

vivo untersucht werden. Hier sollte insbesondere analysiert werden, ob transplantierte ES Zell-

abgeleitete gliale Vorläuferzellen in morphologisch und funktionell distinkte Subpopulationen segregieren.

Sowohl in der Schnittkultur als auch nach in vivo Transplantation sollte die Fähigkeit der ES Zell-

abgeleiteten glialen Vorläuferzellen nachgeprüft werden, funktionelle Gap Junctions mit residenten

Gliazellen auszubilden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien wie Pipetten, Gewebekulturschalen, 96- und 24-well Platten, Falcon-Röhrchen

und Elektroporationsküvetten wurden von den Firmen BioRad Laboratories GmbH (München), Corning

(New York, USA), Falcon/Becton Dickinson (Heidelberg), Greiner (Nürtingen) und Nunc (Wiesbaden)

bezogen.

2.1.2 Chemikalien

Die Chemikalien für die Pufferlösungen und Medien wurden von folgenden Firmen bezogen: Biochrom

AG Seromed (Berlin), BioRad Laboratories GmbH (München), Biozym (Hessisch Oldendorf), Cellsystems

(St. Katharinen), Chemicon (Hofheim), Intergene (Purchase, USA), Invitrogen/Life Technologies

(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt), Sigma (München), VWR

(Lohmar) und Vector Laboratories (Burlingame, USA).

2.1.3 Kits

Endofree Maxi Plasmid Purification Kit Qiagen (Düsseldorf)

FuGENE TM 6 Roche Diagnostics (Mannheim)

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Düsseldorf)

2.1.4 Plasmide
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2.1.5 Antikörper

2.1.5.1 Primäre Antikörper

Antigen Antigen-Beschreibung Verdünnung Art Vorbehandlung Hersteller

A2B5 Epitop von Silaogangliosiden und Sulfatiden auf der Plasmamembran
von Neuronen, Neuroendokrinen und Gliazellen

1:200 Maus IgM Chemicon (Hofheim)

-III Tubulin Neuron-spezifischer Zytoskelett-Bestandteil; früher neuronaler Marker 1:500 Maus IgG Triton-X BabCo (Covance, USA)

CNPase
2’,3’-Cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase; wird von  Zellen der
Oligodendrozyten-Linie (Precursor, Progenitor, Preoligodendrozyten,
myelinisierende, reife Oligodendrozyten) exprimiert

1:200 Maus IgG Triton-X Sigma (München)

Cx43 Connexin43; typischer Bestanteil von Gap Junctions in Astrozyten 1:300 Kaninchen IgG Zymed (Berlin)

Doublecortin Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das exklusiv in migratorisch aktiven
und differenzierenden Neuronen exprimiert wird

1:100 Ziege IgG NDS, Triton-X Santa Cruz (Santa Cruz,
USA)

GABA Gamma amino butyric acid; inhibitorischer Neurotransmitter im ZNS 1:300 Kaninchen IgG Triton-X Sigma (München)

GFAP Glial fibrillary acidic protein; Intermediärfilament in reifen Astrozyten 1:500 Maus IgG
Kaninchen IgG

Triton-X ICN (Costa Mesa, USA)
DAKO (Hamburg)

EGFP Enhanced green fluorescent protein 1:4000 Kaninchen IgG Triton-X Abcam (Cambridge, USA)

Glutamat Glutamaterge Neurone; exitatorischer Neurotransmitter 1:300 Kaninchen IgG Triton-X Sigma (München)

M2 Wird von Astrozyten der Maus exprimiert 1:10 Ratte IgG Geschenk von C. Lagenaur

MAP2ab Mikrotubuli-assoziiertes Protein; Isoformen a und b werden in Dendriten
reifer Neurone gefunden

1:200 Maus IgG Triton-X Sigma (München)

MAP2abc Mikrotubuli-assoziiertes Protein; Isoform c wird in sich entwickelnden
Neuronen und anderen Zellen gefunden (Isoform ab siehe MAP2ab)

1:200 Maus IgG Triton-X Sigma (München)

MBP Myelin basic protein; Myelinisierungsmarker 1:500 Maus IgG EtOH Chemicon (Hofheim)

Nestin Zytoskelett-Bestandteil u.a. neuraler Vorläuferzellen 1:50 Maus IgG
Kaninchen IgG

Triton-X Chemicon (Hofheim)
Geschenk R. McKay

NeuN
Ist in den meisten neuronalen Zelltypen des ZNS und des peripheren
Nervensystems zu finden; es wird in gerade postmitotischen Neuronen
exprimiert

1:200 Maus IgG Triton-X Chemicon (Hofheim)

Neurofilament Axonales Polypeptid; Intermediärfilament reifer Neurone 1:100 Maus IgG Triton-X Sigma (München)

NG2
Chondroitin-Sulfat-Proteoglykan (NG2), das auf der Oberfläche von sich
entwickelnden und reifen Gliazellen zu finden ist, die die Eigenschaften
von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen haben

1:500 Kaninchen IgG EtOH Chemicon (Hofheim)

O4 Sulfatide und Glykolipide, die in Preoligodendrozyten und reifen
Oligodendrozyten zu finden sind

1:5 Maus IgM Chemicon (Hofheim)

S100 Calcium-bindendes Protein (S100ß), das von Gliazellen des ZNS und
peripheren Nervensystems produziert und sekretiert wird

1:2000 Kaninchen IgG Triton-X Swant (Bellinzona,
Schweiz)

Serotonin Neurotransmitter 1:2000 Kaninchen IgG Triton-X Biogenesis (Poole, UK)

Tyrosin
Hydroxylase

Wichtiges Enzym bei der Dopaminsynthese 1:200 Kaninchen IgG Triton-X Affiniti Research Products
(Golden, USA)
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2.1.5.2 Sekundäre Antikörper

Konjugat Verdünnung Art Hersteller

Biotin 1:500 Esel anti-Ziege IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Biotin 1:200 Ziege anti-Maus IgG DAKO (Hamburg)

Biotin 1:100 Ziege anti-Maus IgM Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Biotin 1:200 Ziege anti-Kaninchen IgG DAKO (Hamburg)

Biotin 1:50 Ziege anti-Ratte IgG Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Cy3 1:250 Ziege anti-Maus IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Cy3 1:250 Ziege anti-Kaninchen IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Cy3 1:125 oder 1:200 Streptavidin D Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Cy5 1:250 Ziege anti-Maus IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Cy5 1:250 Ziege anti-Kaninchen IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Cy5 1:125 oder 1:200 Streptavidin D Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

FITC 1:100 Ziege anti-Maus IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

FITC 1:100 Ziege anti-Kaninchen IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

FITC 1:125 oder 1:200 Avidin D Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Hoechst 1:1000 Kernfärbung Sigma (München)

Lucifer Yellow 1:200 Farbstoff Moleculare Probes (Eugene, USA)

Peroxidase 1:200 Ziege anti-Maus IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Peroxidase 1:200 Ziege anti-Kaninchen IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Rhodamin 1:500 Schaf anti-Digoxigenin IgG Roche Diagnostics (Mannheim)

Rhodamin 1:100 Ziege anti-Maus IgG Jackson Immuno Research (West Grove, USA)

Rhodamin 1:100 Ziege anti-Kaninchen IgG ICN (Costa Mesa, USA)

Texas Red 1:125 oder 1:200 Avidin D Vector Laboratories (Burlingame, USA)

Tyramid-FITC 1:50 Peroxidase Substrat Perkin Elmer Life Science (Wellesley, USA)

2.1.6 Zelllinien

Für die Koelektropration der pT 1-EGFP und pGEM7-KJ1 Plasmide wurde die ES Zelllinie CJ7, für die

Lipofektion des pEGFP-N1 Plasmids die ES Zelllinie J1 verwendet. Für die Selektion wurden -bestrahlte

Neomycin-resistente embryonale Fibroblasten (EFs) eingesetzt.
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2.2 Geräte

Bühler Schüttler EB KS-15 Control, Johanna Otto GmbH (Hechingen)

Cryostat HM 560, Microm Laborgeräte GmbH (Walldorf)

Elektroprationsgerät Gene-Pulser® II, BioRad Laboratories GmbH (München)

Heizblock UNITEK HB-130/E (Jepson Bolton & Co., Watford, UK)

Hybridisierungsofen OV3, Biometra (Göttingen)

Inkubator Heracell, Heraeus Instruments (Hanau)

Mikroskope Axiovert 25, Zeiss (Göttingen)

Axiovert 135, Zeiss (Göttingen)

Axioskop 2, Zeiss (Göttingen)

Leica (Wetzlar)

LSM-510, Zeiss (Göttingen)

Neubauer Zählkammer Roth (Karlsruhe)

pH-Meter CG840, Schott (Mainz)

Photometer Opti-max tunable, Molecular Devices, Beckmann DU-600

Pipette-Boy Vacu-Petus, Faust (Schaffhausen, Schweiz)

Sterile Werkbank Herasafe, Heraeus Instruments (Hanau)

Thermostat MW-26, Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach)

Waagen LA310S, Sartorius (Göttingen)

BL610, Sartorius (Göttingen)

Wärmeplatten OTS40, Medite (Burgdorf)

Wasserbäder 1008, GFL (Burgwedel)

Vakuumpumpe BVC21 + BVC01, Vacuubrand GmbH und Co (Wertheim)

Vibratom VT1000S, Leica (Wetzlar)

Zentrifugen Megafuge 1.OR, Heraeus Instruments (Hanau)

Eppendorf Centrifuge 5415 C, Eppendorf (Hamburg)

RC5B Plus, Sorvall Heraeus Instruments (Hanau)
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2.3 Lösungen

2.3.1 Bakterien

LB-Agar
• 10 g Trypton

• 5 g Hefeextrakt

• 5 g NaCl

• 7 g Agar

mit ddH20 auf 1 l auffüllen, 20 min bei 120°C autoklavieren und bei +4°C lagern

LB-Medium
• 10 g Trypton

• 5 g Hefeextrakt

• 5 g NaCl

• 1 ml 1 N NaOH

mit ddH20 auf 1 l auffüllen, 20 min bei 120°C autoklavieren und bei +4°C lagern

Tris-Acetat-Puffer 50x (TAE)
• 242 g Tris-Base

• 57,1 ml Essigsäure (100%)

mit 5,0 M EDTA auf 100 ml auffüllen und pH auf  8,0 einstellen

Agarosegel (1%)
• 0,5 g Agarosegel

• 1 ml 50x TAE

in 49 ml ddH2O lösen und erhitzen

• 2 µl Ethidiumbromid

nach Abkühlung hinzufügen und auf Agarosegelkammer blasenfrei ausgießen

2.3.2 Zellkultur

2.3.2.1 Puffer

HANKS 1x
• 1,9 g Natrium-Bicarbonat

in 450 ml ddH2O + 50 ml 10xHBSS (Hanks balanced salt solution) lösen, pH auf 7,2 einstellen, steril

filtrieren (0,2 µm) und bei +4°C lagern

HANKS 1x + Hepes
• 1,9 g Natrium-Bicarbonat

• 1,9 g Hepes

in 450 ml ddH2O + 50 ml HBSS lösen, pH auf 7,2 einstellen, steril filtrieren (0,2 µm) und bei +4°C

lagern
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HANKS/EDTA (0,04%)
• 200 mg EDTA

in 450 ml ddH2O + 50 ml HBSS lösen, pH auf 7,2 einstellen, steril filtrieren (0,2 µm) und bei +4°C

lagern

Hepespuffer (1M)
• 26 g Hepes Natrium Salz

mit ddH2O auf 100 ml auffüllen, pH auf 7,4 einstellen und bei +4°C lagern

2.3.2.2 Supplemente

DMSO-Einfriermedium 2x
• 5 ml FKS

• 3,6 ml DMSO
in 22,8 ml DMEM-ES lösen, aliquotieren und bei –20°C lagern

DNase I (1%)
• 100 mg DNase I

in 10 ml 1x HANKS lösen, steril filtrieren (0,2 µm), aliquotieren und bei –80°C lagern

Fibronectin (Fn; 1 µg/µl)

• 1 mg Fibronectin

in 1 ml ddH2O lösen, steril filtrieren (0,2 µm), aliquotieren und bei –80°C lagern

Gelatine (0,1%)
• 0,5 g Gelatine

mit ddH20 auf 500 ml auffüllen, 20 min bei 120°C autoklavieren und bei +4°C lagern

Glutamin Stocklösung
• 1,46 g Glutamin

mit ddH20 auf 100 ml auffüllen, steril filtrieren (0,2 µm), aliquotieren und bei –20°C lagern

Insulin Stocklösung (5 mg/ml)
• 1 g Insulin

in 200 ml 10 mM NaOH lösen, aliquotieren und bei –80°C lagern

Natrium-Selenit Stocklösung (500 µM)

• 0,0865 g Natrium-Selenit

in 10 ml ddH2O lösen und bei –20°C lagern (100x)

150 µl Stammlösung in 15 ml ddH2O lösen, aliquotieren und bei +4°C lagern
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Nucleosid Stocklösung
• 40 mg Adenosin

• 42,5 mg Guanosin

• 36,5 mg Cytosin

• 36,5 mg Uridin

• 12 mg Thymidin

in 50 ml vorgewärmten ddH2O lösen, aliquotieren und bei –20°C lagern

Paraformaldehyd/PBS (4%)
• 40 g Paraformaldehyd

in 1000 ml vorgewärmten 1x PBS lösen, auf Eis abkühlen, mit 0,4 µm Filter filtrieren, aliquotieren und

bei –20°C lagern

Polyornithin (PO; 1,5 mg/ml)
• 100 mg PO

in 67 ml ddH2O lösen, aliquotieren und bei –20°C lagern (100x)

5 ml 100x PO in 495 ml in ddH2O lösen, steril filtrieren, aliquotieren und bei +4°C lagern

Progesteron Stocklösung (20 µM)

• 0,032 g Progesteron

in 50 ml EtOH abs. lösen und bei –80°C lagern (100x)

30 µl auf 3 ml EtOH abs. geben, aliquotieren und bei –80°C lagern

Putrescin Stocklösung (0,1 M)
• 0,16 g Putrescin

in 10 ml ddH2O lösen, aliquotieren und bei –80°C lagern

Transferrin Stocklösung (10 mg/ml)
• 1 g Transferrin

in 100 ml ddH2O lösen, steril filtrieren (0,2 µm), aliquotieren und bei –80°C lagern

Trypsin/EDTA 1x (0,125%)
• 1 ml 10x Trypsin/EDTA

in 9 ml 1x HANKS lösen, aliquotieren und bei –20°C lagern

Trypsin-Inhibitor (25 mg/ml)
• 500 mg Trypsin-Inhibitor

in 20 ml PBS lösen und bei –20°C lagern (100x)

1 ml 100x Trypsin-Inhibitor in 100 ml PBS, steril filtrieren, aliquotieren und bei -20°C lagern

2.3.2.3 Medien

DMEM
• 2,25 g Glucose

• 0,06 g Pyruvat

in 18 ml DMEM lösen, steril filtrieren (0,2 µm), auf 500 ml DMEM auffüllen und bei +4°C lagern
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DMEM + 10% FKS
• 5,5 ml FKS (Fötales Kälber Serum)

zu 500 ml DMEM dazugeben und bei +4°C lagern

DMEM-ES
• 5 ml Non-essential Amino Acids

• 5 ml Nucleosid Stocklösung

• 13 ml 1 M Hepespuffer

• 3,5 µl -Mercaptoethanol

in 18 ml DMEM lösen, steril filtrieren (0,2 µm), auf 500 ml DMEM auffüllen und bei +4°C lagern

DMEM-ES-PROL
• 10 ml FKS

• 5 µl LIF

zu 40 ml DMEM-ES dazugeben und bei +4°C lagern

DMEM-ES-DIFF
• 55 ml FKS

• 5,5 ml Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

zu 500 ml DMEM-ES dazugeben und bei +4°C lagern

ITS Medium
• 500 µl Insulin Stocklösung

• 30 µl Natrium-Selenit Stocklösung

in 15 ml DMEM/F12 lösen, steril filtrieren (0,2 µm) und auf 500 ml DMEM auffüllen; 2,5 ml Transferrin

Stocklösung und 5 ml Pen/Strep dazugeben und bei +4°C lagern

N3 Medium
• 2,5 ml Insulin Stocklösung

• 30 µl Natrium-Selenit Stocklösung

• 500 µl Progesteron Stocklösung

• 500 µl Putrescin Stocklösung

in 15 ml DMEM/F12 lösen, steril filtrieren (0,2 µm) und auf 500 ml DMEM/F12 auffüllen; 2,5 ml

Transferrin Stocklösung und 5 ml Pen/Strep dazugeben und bei +4°C lagern

N2 Medium
• 36 mg Glutamin

• 0,77 g Glucose

• 2,5 ml Insulin Stocklösung

• 30 µl Natrium-Selenit Stocklösung

• 500 µl Progesteron Stocklösung

• 500 µl Putrescin Stocklösung

in 15 ml DMEM/F12 lösen, steril filtrieren (0,2 µm) und auf 500 ml DMEM/F12 auffüllen; 5 ml

Transferrin Stocklösung und 5 ml Pen/Strep dazugeben und bei +4°C lagern
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2.3.3 Immunhistochemie und in situ Hybridisierung

2.3.3.1 Immuncytochemie

Antikörper-Verdünnungs-Lösung (AKV)
• 1% NGS (Normal Goat Serum) oder NDS (Normal Donkey Serum) in PBS

• 0,1% Natrium-Azid

• 0,1% Triton-X (optional)

Blocker-Lösung
• 5% NGS oder NDS in PBS

• 0,1% Triton-X (optional)

Hepes
• 10 mM Hepes

• 0,15 M NaCl

in ddH2O lösen und pH auf 7,5 einstellen

Hoechstpuffer
• 10 mM NaHCO3

in ddH2O lösen und pH auf 8,2 einstellen

2.3.3.2 Immunhistochemie

AKV für primäre Antikörper
• 5% NGS in PBS

• 0,1% Natrium-Azid

• 0,1% Triton-X

AKV für sekundäre Antikörper
• 5% NGS und 3% NRS (Normal Rat Serum) in PBS

• 0,1% Triton-X

Blocker-Lösung
• 10% NGS in PBS

• 0,1% Triton-X

2.3.3.3 In situ Hybridisierung

AKV
• 1% NGS in Puffer I

• 3% NRS

• 0,1% Triton-X
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Blocker-Lösung
• 2% NGS in Puffer I

• 0,2% Triton-X

Formamidlösung I
• 5 ml 20x SSC

• 10 ml ddH2O

• 35 ml deionisiertes Formamid

zusammengeben und pH auf 7,0 einstellen

Formamidlösung II
• 5 ml 20x SSC

• 20 ml ddH2O

• 25 ml Formamid

zusammengeben und pH auf 7,0 einstellen

Hybridisierungspuffer
• 1 ml Salmon sperm DNA (250 µg/ml)

• 3,8 ml 20x SSC

• 24,7 ml Formamid

mit ddH20 auf 38 ml auffüllen und pH auf 7,0 einstellen

Puffer I
• 100 ml 0,5M Tris pH 7,5

• 15 ml 5M NaCl

mit ddH2O auf 500 ml auffüllen und 20 min bei 120°C autoklavieren

SSC Puffer (20x)
• 175,3 g NaCl

• 88,2 g Sodiumcitrat

mit ddH2O auf 1000 ml auffüllen, pH auf 7,0 einstellen und 20 min bei 120°C autoklavieren

SSC Puffer (0,5x)
• 1,25 ml 20x SSC

mit ddH2O auf 50 ml auffüllen

SSC Puffer (2x)
• 5 ml 20x SSC

mit ddH2O auf 50 ml auffüllen

SSC Puffer (2x) + EDTA
• 5 ml 20x SSC

• 0,5 ml 0,5 M EDTA

mit ddH2O auf 50 ml auffüllen
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2.4 Plasmidpräparation

Bakterien (‚Subcloning EfficiencyTM DH5 TM Competent Cells’; Invitrogene/Life Technologies) wurden mit

den jeweiligen Konstrukten transformiert, um ausreichende Mengen an Plasmid-DNA zur Verfügung zu

haben. Die Bakterien wurden auf Ampicillin-haltigen Agarplatten selektioniert und einzelne Klone

kultiviert. Zur Kontrolle wurden eine Minipräparation durchgeführt und positive Klone über

Gelelektrophorese identifiziert. Diese positiven Bakterienklone wurden erneut kultiviert und einer

Endotoxin-freien Maxipräparation zugeführt.

Die Bakterien wurden vor Beginn der Transformation auf Eis aufgetaut. Für die Transformation wurden je

50 µl der kompetenten DH5  Bakterien in sterile Eppendorf-Röhrchen pipettiert. Es wurden 1-2 µg der

jeweiligen Plasmid-DNA hinzugefügt, vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien

wurden 20 s bei 37°C Hitze inkubiert und sofort 2 min auf Eis gestellt. Dieser Hitzeschock bewirkt, dass

die Bakterienmembran permeabel wird und die DNA aufgenommen werden kann. In jeden

Transformationsansatz wurden 0,95 ml vorgewärmtes LB-Medium (37°C) pipettiert und die Bakterien 1 h

bei 37°C und 225 rpm geschüttelt. Zur Selektion transformierter Bakterien wurden 100 µ l des

Transformationsgemisches 1:10 verdünnt auf Ampicillin-haltige (50 µg/ml; Sigma) LB Agarplatten

ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden einzelne Kolonien mit einer

sterilen Öse in jeweils 8 ml LB-Medium überführt. Diese Vorkultur wurde über Nacht bei 37°C und 225

rpm geschüttelt. Zur Überprüfung der Plasmid-Aufnahme wurden 6 ml dieser Vorkultur für eine

Minipräparation verwendet. Die restlichen 2 ml wurden bei 4°C aufbewahrt und konnten bei Bedarf weiter

kultiviert werden. Handelte es sich bei der untersuchten Kolonie um Plasmid-haltige Bakterien, so wurden

1 ml der aufbewahrten Kultur in 8 ml einer weiteren Vorkultur überführt, über Tag bei 37°C und 225 rpm

inkubiert, in 250 ml LB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 225 rpm geschüttelt. Diese

Hauptkultur konnte für die Präparation größerer DNA-Mengen, einer Maxipräparation, verwendet werden.

Die Mini- und die Maxipräparation wurden unter Verwendung der entsprechenden Kits von Qiagen

(Hilden) nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Positive Klone wurden durch

Agarosegelelektrophorese und Verwendung der pUC19 DNA-Leiter (MBI) auf einem 1%igem Agarosegel

(Biozyme) identifiziert. Die Konzentration und der Reinheitsgrad der isolierten DNA wurden pho-

tometrisch bestimmt. Die Konzentration an DNA wird unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors

wie folgt berechnet:

µg DNA/ml = OD260 x 50 µg/ml x Verdünnungsfaktor
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2.5 ES Zellkultur

2.5.1 Auftauen von EF

Die mitotisch inaktivierten embryonalen Fibroblasten ( EF; auch die Neomycin-resistenten) werden zwei

Tage vor den ES Zellen aufgetaut, um eine konfluente Verteilung der Zellen zu erreichen. Kokultur mit

Feederzellen ist für die Aufrechterhaltung des pluripotenten Stadiums der verwendeten ES Zelllinien

notwendig.

Ein Kryoröhrchen mit EFs wurde zügig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein 15 ml Falcon-

Röhrchen mit 6 ml DMEM + 10% FKS überführt. Das Kryoröhrchen wurde mit 1 ml Medium gespült. Die

Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das Pellet in 6 ml

DMEM + 10% FKS resuspendiert. Je 3 ml dieser Suspension wurden auf eine 6 cm Schale überführt.

Alle Zellen wurden, wenn nicht anders beschrieben, bei 37°C, 5% CO2 und bei gesättigter

Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

2.5.2 Auftauen von ES Zellen

Ein Kryoröhrchen mit ES Zellen (CJ7 oderJ1) wurde zügig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein

15 ml Falcon-Röhrchen mit 6 ml DMEM-ES-PROL überführt. Das Kryoröhrchen wurde mit 1 ml Medium

gespült. Die Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das

Pellet in 6 ml DMEM-ES resuspendiert und die Suspension auf zwei 6 cm Schalen mit EFs überführt.

2.5.3 Passage auf Gelatine

Die Zellen wurden auf Gelatine-beschichtete Zellkulturschalen überführt, um die Differenzierung zu

starten und die EFs aus der Kultur zu entfernen. Die Passage erfolgte zwei bis drei Tage nach Auftauen

der ES Zellen. Hierbei ist es wichtig, nur undifferenzierte  ES Zellen zu überführen. Undifferenzierte ES

Zellen sind hell, klein und die Zellcluster sind abgerundet und stark abgegrenzt (Abb. 5A).

Kulturschalen (6 cm) wurden für 20 min bei Raumtemperatur (RT) mit 0,1% Gelatine inkubiert. Die ES

Zellkulturen wurden dreimal mit HANKS/EDTA gewaschen und trypsiniert (1,5 ml pro Schale). Sobald

sich die Zellen vom Untergrund lösten, wurden die Zellen mit einer geflämmten Pasteurpipette vereinzelt

und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen mit DMEM + 10% FKS überführt. Die Schalen wurden mit DMEM +
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10% FKS dreimal gewaschen und die Zellen bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Die Zellzahl wurde mit

einer Neubauer Zählkammer unter Verwendung von Trypan Blau bestimmt. 2-2,5 Mio. Zellen wurden in 3

ml DMEM-ES-PROL resuspendiert und auf einer mit Gelatine beschichteten 6 cm Schale plattiert.

Überzählige Zellen wurden in einer Konzentration von 1,25 Mio. Zellen/ml in 1:2 verdünntem DMSO-

Einfriermedium (2x) zuerst bei –80°C in einer Styroporkammer eingefroren und am nächsten Tag in

Flüssig-Stickstoff-Tanks überführt.

2.5.4 Herstellung von Embryoidkörpern

Die Differenzierungsinduktion erfolgt durch Entzug von LIF und der Bildung von Embryoidkörpern (EBs).

EBs sind durch Aggregation von ES Zellen entstandene Sphäroide, in denen die Zellen spontan in

Derivate aller drei Keimblätter differenzieren (Abb. 5B). Die Differenzierung ist ungerichtet. Für die

Aggregation zu EBs sollten die ES Zellen subkonfluent sein.
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Nach ein bis zwei Tagen auf Gelatine wurden aus den ES Zellen EBs gebildet. Es wurden pro ES Zell-

Schale jeweils 3 ml DMEM-ES-DIFF in acht unbeschichtete 6 cm Bakterienschalen (Nunc) vorgelegt. Die

ES Zellen wurden dreimal mit HANKS/EDTA gewaschen und mit 1,5 ml Trypsin/EDTA von der Schale

gelöst. Zur Bildung der EBs dürfen die Zellen nicht vereinzelt werden, sondern sie müssen als

Zellaggregate von der Schale gespült werden. Dazu wurden 6,5 ml DMEM-ES-DIFF in eine 10 ml Pipette

aufgezogen, die Zellen in einem Fluss abgespült, das Medium vorsichtig wieder aufgenommen und je 1

ml auf die acht Schalen verteilt. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um tote Zellen entfernen

zu können. Dazu wurden die EBs mit einer 10 ml Pipette in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und zur

Sedimentation gebracht. Das Medium wurde bis auf 5 ml abgesaugt und 27 ml frisches DMEM-ES-DIFF

hinzugefügt. Die EBs wurden vorsichtig resuspendiert und je 4 ml auf eine EB-Schale gegeben.

2.5.5 Plattieren der EBs und Transfer zu ITSFn

Durch Plattieren der EBs können Zellen aus den Zellaggregaten auswandern. Auf diese Weise sind sie

leichter zu selektionieren. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich bereits neurale Vorläuferzellen unter den

Zellen. Durch die Verwendung eines speziellen serumfreien Mediums wird das Überleben der neuralen

Vorläuferzellen gefördert und das Wachstum anderer Zellen inhibiert. Dadurch kommt es zur Selektion

neuraler Vorläuferzellen (Abb. 5C).

Für diesen Schritt wurden drei Tage alte EBs verwendet. Die Zellaggregate wurden wie beim

Mediumwechsel (2.5.4) in einem 50 ml Falcon-Röhrchen aufgefangen und zur Sedimentation gebracht.

Der Überstand wurde bis auf 5 ml abgesaugt. Die EBs wurden vorsichtig in 15 ml DMEM-ES-DIFF

resuspendiert. Insgesamt wurden EBs aus acht Schalen auf ein bis zwei 10 cm Zellkulturschalen

gleichmäßig verteilt. Am nächsten Tag wurden die plattierten Zellen dreimal mit HANKS gewaschen, um

das FKS zu entfernen. Die neurale Selektion wurden durch die Überführung der Zellen zu ITSFn Medium

gestartet (EndkonzentrationFn = 2,5 µg/ml). Aufgrund des starken Zelltodes erfolgte ein Mediumwechsel

alle zwei Tage.

2.5.6 Transfer in N3FL Medium

Die neurale Zellpopulation soll in diesem Stadium zur Proliferation angeregt werden. Dazu werden die

Zellen in N3 Medium überführt und in Anwesenheit von FGF2 inkubiert (Abb. 5D). FGF2 fördert das

Wachstum der multipotenten neuralen Vorläuferzellen. Für diesen Schritt ist ein Vereinzeln der Zellen

unerlässlich. Als Ausgangspunkt dienen vier Tage in ITSFn kultivierte Zellen.
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Zwei Stunden vor dem Ernten der Zellen wurden 6 cm Schalen mit Polyornithin (PO) beschichtet. Kurz

vor Gebrauch wurden diese Schalen dreimal mit HANKS gewaschen. Vier Tage alte ITSFn Kulturen

wurden ebenfalls dreimal mit HANKS gewaschen, die Zellen mit 3 ml Trypsin/EDTA enzymatisch von der

Schale abgelöst und das Trypsin mit 5 ml DMEM + 10% FKS neutralisiert. Die Zellen wurden in ein 50 ml

Falcon-Röhrchen überführt und nach einem weiteren Spülen der Schale bei 1000 rpm für 5 min

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 3 ml einer 0,1%igen DNase-Lösung (in

HANKS) resuspendiert. Die DNase-Lösung soll ein Verklumpen der Zellen durch die freigesetzte DNA

verhindern. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und vorsichtig unter

Verwendung von drei geflämmten Pasteurpipetten, deren Öffnungen graduell verkleinert wurden, zu

einer Einzelzellsuspension trituriert. Unter dem Mikroskop wurde der Prozess des Vereinzelns

kontrolliert. Die Zellsuspension wurde dann durch ein 40 µm Zellsieb in ein neues 50 ml Falcon-

Röhrchen überführt und das Sieb mit 7 ml HANKS gespült. Der Filtrationsschritt entfernte alle

verbliebenen Zellklümpchen. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Die Zellen

wurden anschließend bei 1000 rpm für 7 min zentrifugiert. Dann wurde der Überstand abgesaugt und die

Zellen in N3 Medium resuspendiert. Es wurden 3-4x106 Zellen pro PO-beschichtete 10 cm Schale

plattiert. Zellen des T 1-EGFP Klons mussten jedoch aufgrund einer schlechten Plattiereffizienz in einer

Dichte von 4-5x106 Zellen auf eine PO-beschichtete 6 cm Schale ausgesät werden. Zu dem Medium

wurden FGF2 in einer Konzentration von 10 ng/ml und Laminin in einer Konzentration von 1 ng/ml

dazugegeben. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Jeden Tag wurde FGF2 hinzugefügt und

alle zwei Tage das Medium gewechselt. Nach vier Tagen Proliferation in FGF2 wurde durch

Wachstumsfaktorentzug die Differenzierung eingeleitet (Abb. 5E, F). Nach zwei Tagen

Wachstumsfaktorentzug wurden die Zellen, wie in 2.6.1 beschrieben, mit HANKS/EDTA von der Schale

abgelöst, neu plattiert und einen Tag später in 4% Paraformaldehyd/PBS für 10 min fixiert.

2.5.7 Transfer in N3EFL Medium

Durch Überführung in ein FGF2/EGF-haltiges Medium können aus den multipotenten Vorläuferzellen

gliale Vorläufer angereichert werden (Abb. 5G, H). Dieser Schritt erfolgt vier Tage nach Proliferation in

N3FL Medium.

80-90% konfluente N3FL Kulturen wurden dreimal mit HANKS gewaschen. Es wurden 3 ml einer

0,1%igen DNase-Lösung zu der Schale hinzugefügt. Unter Verwendung eines Zellschabers wurden die

Zellen mechanisch von der Schale gelöst und mit einer geflämmten Pasteurpipette vereinzelt. Die

Zellsuspension wurde durch ein 40 µm Zellsieb gegeben, um Zellklümpchen zu entfernen. Die Schale
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und das Sieb wurden mit 7 ml HANKS gespült und die Zellen bei 1000 rpm für 7 min zentrifugiert. Das

Pellet wurde in N3 Medium unter Zugabe von 10 ng/ml FGF2, 20 ng/ml EGF und 1 ng/ml Laminin

resuspendiert und die Zellsuspension auf einer PO-beschichteten Schale replattiert. Die Wachstums-

faktoren wurden alle 24 h erneut hinzugefügt und das Medium alle zwei Tage gewechselt.

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80-90% erreichten, wurden sie 1:3 passagiert. Dazu wurden die

Zellen dreimal mit HANKS gewaschen und in einer 0,1%igen DNase-Lösung von der Schale abgeschabt.

Die Zellen wurden mit einer geflämmten Pasteurpipette vereinzelt und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen

überführt. Die Schale wurde mit 5 ml HANKS gewaschen. Die Zellsuspension wurde bei 1000 rpm für 7

min zentrifugiert und das Pellet in N3 Medium resuspendiert. Unter Zugabe von FGF2 (10 ng/ml), EGF

(20 ng/ml) und Laminin (1 ng/ml) wurden die Zellen erneut auf PO-beschichtete Schalen plattiert.

Überzählige Zellen wurden in 1x Gefriermedium (Sigma) kryokonserviert. Nach ca. zwei Wochen in

Kultur wurde die in vitro Differenzierung zu Astrozyten und Oligodendrozyten durch

Wachstumsfaktorentzug eingeleitet (Abb. 5K, L). Für weitergehende Untersuchungen wurden Zellen

sowohl im proliferierenden Zustand als auch vier und acht Tage nach Wachstumsfaktorentzug in 4%

Paraformaldehyd/PBS für 10 min fixiert.

2.5.8 Transfer in N2FP Medium

In diesem Stadium werden die Zellen in ein FGF2/PDGF-abhängiges, bipotentes, gliales

Vorläuferzellstadium überführt. Wie Zellen des N3EFL-Stadiums können Zellen des N2FP-Stadiums in

Astrozyten und Oligodendrozyten ausdifferenzieren, besitzen aber im Vergleich zu N3EFL Kulturen die

Fähigkeit, einen größeren Prozentsatz an Oligodendrozyten hervorzubringen. Der Transfer in N2

Medium, das die Wachstumsfaktoren FGF2 und PDGF enthält, erfolgt nach ca. zwei Wochen

Kultivierung in N3EFL Medium (Abb. 5I, J).

Die Zellen im N3EFL Medium wurden 1:3 passagiert und neu ausplattiert. Am nächsten Tag erfolgte die

Konvertierung zu N2FP. Die Zellen wurden dreimal mit HANKS gewaschen und in N2 Medium überführt.

Den Zellen wurde 10 ng/ml FGF2 und 10 ng/ml PDGF hinzugefügt. Die Wachstumsfaktoren wurden

jeden Tag dazugegeben. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die in vitro Differenzierung wurde

durch Wachstumsfaktorentzug eingeleitet (Abb. 5K, L).
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2.5.9 Transfektion

2.5.9.1 Elektroporation

Die ES Zelllinie CJ7 wurde mit den Konstrukten pGEM7-KJ1 und pT 1-EGFP kotransfiziert. pGEM7-KJ1

enthält als Resistenzgen Neomycin, daher wurde die Selektion mit 0,4 mg/ml Neomycin (G418; Sigma)

durchgeführt. Die Transfektion erfolgte mittels Elektroporation. Die Elektroporation permeabilisiert durch

einen elektrischen Impuls kurzfristig die Zellmembran und ermöglicht eine Diffusion der DNA in die

Zellen.

ES Zellen wurden auf -bestrahlten Fibroblasten in DMEM-ES-PROL kultiviert (2.5.1 und 2.5.2). Hierbei

wurden ca. 80% dichte ES Zell-Kulturen verwendet, die einen morphologisch undifferenzierten Phänotyp

besaßen. Eine Stunde vor der Elektroporation wurde das Medium gewechselt. Die ES Zellen wurden mit

Trypsin/EDTA von der Schale abgelöst, mit einer geflämmten Pasteurpipette vereinzelt, mit DMEM +

10% FKS neutralisiert und bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert (2.5.3). Nach Bestimmung der Zellzahl

(s.o.) wurden die Zellen in kaltem PBS in einer Konzentration von 1x107 Zellen/ml resuspendiert. Es

wurden 800 µl dieser Suspension in eine Elektroporationsküvette überführt. Zu jedem Ansatz wurde

zirkuläre Plasmid-DNA (cpT 1-GFP = 100 µg; cpGEM7-KJ1 = 10 µg) hinzugefügt. Die Zellen wurden 5 min bei

RT inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 230 V und 490 µF mit dem Gene Pulser II® (BioRad

Laboratories GmbH). Danach wurden die Zellen weitere 5 min auf Eis inkubiert und anschließend in 2 ml

frisches DMEM-ES-PROL transferiert. Die elektroporierten Zellen wurden auf zwei mit -bestrahlten

Neomycin-resistenten Fibroblasten ( neoEF) beschichteten 10 cm Gewebekulturschalen verteilt und in

DMEM-ES-PROL kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte am nächsten Tag. Zwei Tage nach der

Elektroporation wurde die Selektion durch Zugabe von 0,4 mg/ml gestartet. Jeden zweiten Tag wurde

das Medium gewechselt. Nach neun bis 15 Tagen wurden einzelne Zellcluster isoliert und getrennt weiter

kultiviert (klonale Selektion; 2.5.10.1). Die auf diese Weise erhaltenen, stabil transfizierten Zelllinien

wurden zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks einige Wochen weiterhin mit 0,4 mg/ml G418 in

DMEM-ES-PROL expandiert.

2.5.9.2 Lipofektion

Die Lipofektion basiert auf kationischen Lipiden (FuGENETM6, Roche), die durch ionische

Wechselwirkungen mit der DNA kondensieren. Die entstehenden Lipid-DNA-Komplexe werden durch

Endozytose in die Zelle aufgenommen. Mit dieser Methode wurde das EGFP-Expressionsplasmid

pEGFP-N1 (Clontech) in aus J1 ES Zellen hergestellte gliale Vorläuferzellen transfiziert (2.5.7).
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Für diese Transfektion wurden 80% dichte ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen aus den N3EFL-

Stadien eingesetzt. Zunächst wurden 6 µ l FuGENETM und 94 µ l N3 für 5 min bei RT inkubiert. Das

Medium einer 6 cm Schale mit Zellen wurde abgesaugt und durch neues Medium und

Wachstumsfaktoren ersetzt. In ein Eppendorf-Röhrchen wurden 4 µg des pEGFP-N1 Plasmids vorgelegt

und das verdünnte FuGENETM Transfektionsreagenz tropfenweise zur Bildung eines Komplexes

hinzugefügt. Das Röhrchen wurde  angetippt und 15 min bei RT inkubiert (Verhältnis FuGENETM:DNA =

3:2). Der Komplex wurde dann tropfenweise über eine zuvor mit 2,9 ml neuem Medium bestückte 6 cm

Schale gleichmäßig verteilt. Die Schale wurde nach vorsichtigem Schwenken im Inkubator propagiert.

Am zweiten Tag nach Lipofektion begann die Selektion mit 0,5 mg/ml G418 in konditioniertem N3

Medium. Für die Herstellung von konditioniertem Medium wurden gliale Vorläuferkulturen mit hoher

Zelldichte verwendet. Die Zellen wurden in N3 Medium unter Zugabe von FGF2 und EGF kultiviert.

Erfolgte ein Mediumwechsel, wurde das Medium der dichten Kulturen aufgefangen und steril filtriert.

Dieses konditionierte Medium wurde mit frischem N3 Medium 1:3 verdünnt.

2.5.10 Klonale Selektion

2.5.10.1 T 1-EGFP Klone

Neun bis 15 Tage nach Transfektion der ES Zellen wurden einzelne Klone isoliert. Hierzu wurden die

Zellkulturschalen zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden an einem inversen

Zellkulturmikroskop einzelne Klone unter PBS mit Hilfe einer Mikropipette isoliert und jeweils in einem

Volumen von ca. 10 µl PBS in eine Kammer einer 96-well Platte überführt. Dabei wurde darauf geachtet,

dass nur einzeln liegende, morphologisch undifferenzierte Zellcluster isoliert wurden. Zu jedem Klon

wurden 25 µl Trypsin/EDTA gegeben und die Platte für 5 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen

wurden mit 25 µl DMEM-ES-PROL versetzt. Die Zellsuspension wurde trituriert und in eine mit neoEF

beschichtete 96-well Platte überführt, deren Kammern bereits mit je 150 µl DMEM-ES-PROL und 0,4

mg/ml G418 bestückt worden waren. Ein Mediumwechsel erfolgte am nächsten Tag. Die Klone wurden

separat expandiert und auf eine 24-well Platte transferiert. Während dieser Expansionsphase wurden bei

jeder Passage Zellaliquots tiefgefroren. Nur morphologisch undifferenzierte ES Zell-Klone wurden weiter

expandiert.

2.5.10.2 CMV-EGFP Klone

24 Tage nach Lipofektion wurden einzelne Klone isoliert, von denen mindestens 50% der Zellen EGFP-

Expression zeigten. Dazu wurde die Schale zweimal mit HANKS gewaschen und anschließend mit 3 ml
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HANKS bedeckt. Unter einem inversen Zellkulturmikroskop wurden einzelne Klone unter PBS mit Hilfe

einer Mikropipette isoliert und jeweils in einem Volumen von ca. 10 µl PBS in eine PO-beschichtete

Kammer einer 24-well Platte überführt. Die Zellen wurden in konditioniertem Medium expandiert, das mit

frischem N3 Medium 1:3 verdünnt (s.o.) und mit 0,5 mg/ml G418, 10ng/ml FGF2, 20 ng/ml EGF und 1

ng/ml Laminin versetzt wurde. Einzelne Klone wurden aufgrund ihrer Morphologie und EGFP-

Fluoreszenz ausgewählt und weiter expandiert. Zur weitergehenden Charakterisierung wurden die Zellen

sowohl im proliferierenden Zustand als auch vier und acht Tage nach Wachstumsfaktorentzug in 4%

Paraformaldehyd/PBS für 10 min fixiert.

2.5.11 Untersuchung der T 1-EGFP Klone

Da sich das EGFP-Gen unter transkriptioneller Kontrolle des Promotors des neuronal exprimierten T 1-

Tubulin-Gens befand, ist eine Expression von EGFP erst nach erfolgter neuronaler Differenzierung der

ES Zellen zu erwarten. Zur raschen Identifizierung positiver Klone wurde das Protokoll von Strübing et al.

(1995) verwendet. Dies erlaubt durch die Zugabe von all-trans Retinsäure zu EBs – auf Kosten der

Reinheit – eine schnelle Differenzierung zu neuronalen Zellen. Die EBs wurden nach vier Tagen auf

Gelatine plattiert und nach weiteren neun Tagen fixiert.

Erreichten die Klone eine Dichte von ca. 80%, wurden die Zellen mit HANKS/EDTA abgelöst und in eine

Einzelzellsuspension überführt. Die Zellen wurden zwei Tage auf Gelatine in Anwesenheit von 0,4 mg/ml

G418 kultiviert (2.5.3) und anschließend zu EBs aggregiert (2.5.4). Während der ersten beiden Tage des

EB-Stadiums wurde 1x10-7 M all-trans Retinsäure (Sigma) dazugegeben. Nach weiteren zwei Tagen

wurden die EBs auf mit 0,1% Gelatine beschichteten Zellkulturschalen plattiert. Ein Mediumwechsel

erfolgte wegen der starken Proliferation jeden Tag. Nach neun Tagen wurden die Zellen mit 4%

Paraformaldehyd/PBS fixiert. Die Zellen wurden mit einem Antikörper gegen -III Tubulin, einem Marker

für Neurone, immuncytochemisch gefärbt und an einem Zeiss Axioskop 2 analysiert (2.11.1).

2.5.12 Präparation der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellkulturen für die Transplantation

Etwa 90% dichte N3EFL Kulturen wurden dreimal mit HANKS gewaschen. Die Zellen wurden in einer

0,1%igen DNase/HANKS-Lösung von der Schale abgeschabt. Mit einer geflämmten Pasteurpipette

wurden die Zellen vereinzelt und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt. Die Schale wurde mit 5 ml

HANKS gewaschen und die Lösung ebenfalls in das Röhrchen überführt. Nach Bestimmung der Zellzahl

wurden die Zellen bei 1000 rpm für 7 min zentrifugiert. Für die Transplantation auf die hippocampalen



Material und Methoden 34

Schnittkulturen wurden die Zellen in Form einer dichten Suspension auf die Schnitte aufgebracht.

Danach wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet resuspendiert. Für die in vitro Transplantation in

hippocampale Schnittkulturen wurden die Zellen in DMEM/F12 Medium auf 1-2,5x104 konzentriert. Für

die Transplantation in den Ratten-Hippocampus wurde eine Konzentration von 100.000 Zellen/µl

verwendet. Die Zellen wurden für die in vivo Transplantation in einer 0,1%igen DNase/HANKS + Hepes

Lösung bis zur Transplantation auf Eis gelagert.

2.6 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

2.6.1 Präparation der ES Zell-abgeleiteten neuralen Vorläuferzellkulturen für die FACS-

Sortierung

Für die FACS-Sortierung ist es unerlässlich, dass die Zellen vereinzelt vorliegen. N3FL Kulturen des

T 1-EGFP Klons wurden nach einem zweitägigen Wachstumsfaktorentzug von der Schale abgelöst und

in eine Einzelzellsuspension überführt.

Nach Abnahme des Mediums wurden 2 ml HANKS/EDTA zu den Zellen hinzugegeben, was ein

klümpchenfreies Ablösen der Zellen ermöglichte. Die Zellen wurden mit einer geflämmten Pasteurpipette

von der Schale abgespült und in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt. In dieses Röhrchen wurden 2 ml

HANKS vorgelegt. Die Zellen wurden leicht trituriert und durch ein 40 µm Sieb gegeben. Nach

Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen bei 1200 rpm für 7 min zentrifugiert. Der Überstand wurde

abgesaugt und das Pellet in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml in HANKS + Hepes resuspendiert.

Der Suspension wurde 0,1% DNase zugesetzt, um ein Verklumpen der Zellen zu vermeiden. Die Zellen

wurden auf Eis gelagert.

2.6.2 Zellsortierung

Die präparative FACS-Sortierung wurde in Kooperation mit Herrn Volker Gornik (Institut für Hygiene und

Öffentliche Gesundheit, Universität Bonn) durchgeführt. Es wurde der FACStar Plus von Becton

Dickinson verwendet. Die Zellen wurden anhand des ’light forward’ und des ‘side scatter’ mit einem 488

nm Laserstrahl analysiert. Das Sortierverfahren basierte nur auf der Fluoreszenzintensität und wurde bei

einer Flussrate von 1.500 Ereignissen/Sekunde durchgeführt. Die aufgefangenen Zellen wurden bis zum

Ende der FACS-Sortierung auf Eis gehalten und dann auf PO-beschichtete 24-well Platten in N3L
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Medium (KonzentrationLaminin = 1 ng/ml) replattiert. Nach 17 h wurden die Zellen mit 4% Para-

formaldehyd/PBS fixiert.

2.7 Herstellung hippocampaler Schnittkulturen

Die Schnittkulturen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Björn Scheffler angefertigt (Institut für

Neuropathologie, Universität Bonn). Mit einem Vibroslicer (VSLM1; Campden Instruments; Sileby; GB)

wurden von postnatalen Wistar Ratten (P9; Charles River, Sulzfeld) 400 µm Schnitte unter Erhalt des

Gyrus dentatus, des entorhinalen und temporalen Cortex hergestellt (Abb. 6A). Durch diese Prozedur

wurden mindestens sechs Schnitte pro Tier erhalten. Die Schnittkulturen wurden als ‚interface’ Kulturen

auf Polyestermembranen (Transwell-Clear, Corning; Bodenheim) bei 35°C und 5% CO2 propagiert

(Stoppini et al. 1991). Das Medium wurde an Tag 1 nach Explantation und danach jeden zweiten Tag

gewechselt. Die Schnittkulturen wurden in Pferdeserum-haltigem Medium kultiviert, das graduell bis zum
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Tag 5 nach Explantation durch serumfreies Medium ersetzt wurde (DMEM/F12 + N2 und B27

Supplemente; Cytogen, Sinn). Die Mehrheit der Schnittkulturen (>75%) zeigte einen beeindruckenden

Erhalt der Histoarchitektur bis zu fünf Wochen nach Explantation (Abb. 6B). Elektrophysiologische

Untersuchungen, die von Dr. Heinz Beck (Experimentelle Epileptologie, Klinik für Epileptologie,

Universität Bonn) durchgeführt wurden, bestätigten einen Erhalt der in dieser Präparation vorhandenen

Fasertrakte (Tractus perforans, Moosfasern und Schaffer-Kollateralen) bis zu 33 Tagen nach

Explantation (Einschub in Abb. 6B). Anterogrades vitales Tracing mit Rhodamin-konjugiertem Dextran

(Micro-Ruby®; Moleculare Probes, Eugene, USA; nach Kluge et al. 1998) bestätigte die Integrität des

Tractus perforans (Abb. 6C). Eine durchgeführte TIMM Färbung zeigte eine gut erhaltene Organisation

des Moosfaser-Systems (Abb. 6D) bis zum Ende der Kulturzeit.

2.8 In vitro Transplantation und Aufarbeitung der hippocampalen Schnitt-

kulturen

Die in vitro Transplantation wurde in Kooperation mit Dr. Björn Scheffler an Tag 10±2 in Kultur

durchgeführt. Es wurden 1-2,5x104 proliferierende ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen zu einem

Volumen von 0,2 µl konzentriert. Mit Hilfe einer Glas-Mikropipette, die an einen stereotaktischen Rahmen

(Stoelting, Wood Dale, USA) angeschlossen war, wurden die Zellen auf die Oberfläche der

Schnittkulturen aufgebracht. Transplantationen erfolgten auf den Hilus des Gyrus dentatus (GD), den

entorhinalen Cortex (EC) und den temporalen Cortex (TC). Zwei Tage nach Transplantation wurde das

Medium gewechselt. Alle weiteren zwei Tage wurden die Schnitte unter dem Fluoreszenz-Mikroskop

evaluiert, um die Verteilung und Morphologie der transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen zu verfolgen und zu dokumentieren. Für die morphologische Analyse wurden die

Schnittkulturen in 4% Paraformaldehyd/PBS, 15% Picrinsäure und 0,1% Glutaraldehyd (GA) für 15 min

fixiert und in 4% Paraformaldehyd/PBS und 15% Picrinsäure über Nacht bei 4°C postfixiert. Die

Schnittkulturen wurden in PBS gewaschen und in einer 30%igen Sucrose-Lösung in PBS über Nacht bei

4°C inkubiert. Von jeder fixierten Schnittkultur wurden serielle, horizontale Cryostat-Schnitte angefertigt,

die auf Gelatine- oder Polylysin-beschichtete Objektträger aufgezogen wurden. Die Schnitte wurden

luftgetrocknet und bis zur Durchführung der immunhistochemischen Untersuchung bei 4°C gelagert.
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2.9 In vivo Transplantate in den Hippocampus der Ratte und deren Aufarbeitung

Die in vivo Transplantation wurde an weiblichen Sprague-Dawley Ratten (P28; Charles River, Sulzfeld) in

Zusammenarbeit mit Dr. Alberto Perez-Bouza durchgeführt. Die Ratten wurden durch eine

intraperitoneale Injektion mit Ketamin-HCl (Ketanest®, 80 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (Rompum®,

10 mg/kg Körpergewicht) anästhesiert. 2 µ l der Zellsuspension, die 200.000 ES Zell-abgeleitete

Vorläuferzellen enthielt, wurden langsam durch eine Glas-Mikropipette mit einem inneren Durchmesser

von 75 µm stereotaktisch in den Hippocampus beider Hemisphären injiziert. Als Koordinaten wurden

verwendet: Bregma –2,8 mm, 2,8 mm lateral und 2,8 mm unterhalb der Dura (Frontzahnfixierung bei -2,5

mm). Die Pipette wurde 5 min an Ort und Stelle gelassen, damit sich die Suspension gut verteilen konnte

und ein Rückfluss verhindert wurde. Postoperativ erhielten die Tiere täglich intraperitoneale Injektionen

von Cyclosporin (10mg/kg Körpergewicht; Sandimmun, Novartis; beginnend 24 h vor Transplantation).

Die Empfängertiere wurden sieben, 14 und 21 Tage nach Transplantation elektrophysiologischen und

morphologischen Untersuchungen zugeführt. Für morphologische Untersuchungen wurden die Tiere

anästhetisiert und mit 4% Paraformaldehyd/PBS intracardial perfusionsfixiert. Die Gehirne wurden

isoliert, in 4% Paraformaldehyd/PBS über Nacht postfixiert, in PBS gewaschen und in PBS + 0,1%

Natrium-Azid bei 4°C gelagert. Am Vibratom wurden 50 µm dicke coronale Serienschnitte angefertigt.

Für die Immunhistochemie wurden frei schwimmende Schnitte bevorzugt, die in PBS + 0,1% Natrium-

Azid bei 4°C gelagert wurden. Schnitte, die einer in situ Hybridisierung zugeführt werden sollten, wurden

auf SuperFrost®Plus Objektträger (Meinzel-Glaeser) aufgezogen. Die Schnitte wurden luftgetrocknet und

bei -20°C gelagert.

2.10 Dye Coupling an hippocampalen Schnittkulturen

Diese Daten wurden in Kooperation mit Dr. Björn Scheffler erhoben. Die Schnitte wurden in eine

Perfusions-Kammer überführt (Luigs&Neumann, Neuss) und begast (95% O2, 5% CO2, 35°C). Unter

Verwendung einer Mikroelektrode (Widerstand 10-25 M ) wurde 0,1% LY iontophoretisch über einen

Zeitraum von 30 min in die Zelle injiziert (Konietzko und Müller 1994). Die Ausbreitung des Farbstoffs

wurde nach einer Sekunde und dann weiter nach 1, 5, 7, 10, 15, 20, 25 und 30 min dokumentiert. Die

Auswertung der Verbreitung von LY, deren dreidimensionalen Rekonstruktion und weitere

Immunfluoreszenzanalysen wurden am konfokalen Mikroskop (Leica, Pulheim) an fixierten Zellen

vorgenommen.
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2.11 Immunhistochemie und in situ Hybridisierung

2.11.1 Immuncyto- und Immunhistochemie

Schnitte, die mit Antikörpern gegen NG2 und MBP gefärbt werden sollten, wurden zuerst mit 100%

Ethanol für 10 min vorbehandelt und anschließend dreimal mit PBS gewaschen. Fixierte Zellen wurden

15 min, Gehirnschnitte 30 min bei RT in Blockierungslösung (2.3.3) geblockt. Die Vibratomschnitte

wurden, wenn sie nicht zuvor einer in situ Hybridisierung zugeführt wurden, frei flottierend gefärbt.

Primäre Antikörper wurden in der Antikörper-Verdünnungs-Lösung (AKV; 2.3.3) entsprechend der

Tabelle in 2.1.5.1 verdünnt und ein bis zwei Stunden (Zellen) oder über Nacht (Schnitte) inkubiert. Nach

drei Waschschritten mit PBS wurden die primären Antikörper mit den entsprechenden sekundären

Antikörpern in AKV detektiert (2.1.5.2). Nach 1 h wurden unspezifisch gebundene Antikörper durch

dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Bei der Verwendung eines biotinylierten Antikörpers (2.1.5.2),

erfolgte eine dritte Inkubation für eine Stunde mit einem Avidin-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff in

Hepespuffer. Die Kernfärbung wurde mit Hoechst (1:1000 in NaHCO3) durchgeführt. Die Schnitte wurden

auf Objektträger aufgezogen. Die Präparate wurden mit Vectashield (Vector Laboratories) bedeckt und

mit einem Deckgläschen versehen. Eine Auflistung der primären Antikörper, ihre Beschreibung und

Verdünnung sowie Besonderheit der Färbungen (z.B. für die Blockierung verwendete Seren) sind in

2.1.5.1 erläutert.

2.11.2 Tyramid

Einige Antigene werden durch den Verdauschritt bei der in situ Hybridisierung zerstört und müssen daher

vor der in situ Hybridisierung belegt werden. Dies erfolgt durch das TSATM Plus Fluoreszenz System

(Tyramide Signal Amplification). Dieses System benötigt die Anwesenheit einer Peroxidase. Die Schnitte

wurden zuerst mit den primären Antikörpern (GFP, NeuN, -III Tubulin oder Nestin) und anschließend

mit Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörpern inkubiert. Die Enzymaktivität der Peroxidase

ermöglichte die Spaltung des Substrates Tyramid, was zur Ablagerung von unlöslichen, fluoreszierenden

FITC-Derivaten führt.

Frei flottierende Schnitte wurden 30 min in einer Peroxidase-Lösung (0,3% H2O2 in PBS) inkubiert und

dann gründlich fünfmal in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden 20 min  (2.3.3.2) geblockt und über

Nacht mit dem jeweiligen Antikörper in der primären AKV inkubiert. Am nächsten Tag wurden die

Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und zwei bis drei Stunden bei RT mit einem Peroxidase-
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gekoppelten sekundären Antikörper (2.1.5.2) inkubiert. Die Schnitte wurden anschließend dreimal mit

PBS gewaschen und 10 min mit Tyramid-FITC 1:50 in 0,003% H2O2 entwickelt. Die Schnitte wurden

wiederum dreimal in PBS + 0,1% Triton-X und zweimal mit PBS gewaschen. Auf SuperFrost®Plus

Objektträger aufgezogen, mussten die Schnitte mindestens zwei Stunden trocknen, bevor sie einer in situ

Hybridisierung zugeführt werden konnten.

2.11.3 Kopplungsuntersuchungen in vivo

Die in den Ratten-Hippocampus transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen wurden von

Kerstin Hüttmann und Dr. Claudia Krebs (Experimentelle Neurobiologie, Neurochirurgie, Universität

Bonn) elektrophysiologisch untersucht. Während der Patch-clamp Aufzeichnung wurde in die Zelle eine

Lösung injiziert, die Dextran und Biocytin enthielt. Dieses Dextran (3.000 kDa) kann nicht durch die Gap

Junctions diffundieren, wodurch die Texas-Red Markierung auf die untersuchte Zelle beschränkt bleibt.

Das Biocytin kann hingegen durch die Gap Junctions diffundieren und wird so von gekoppelten Zellen

aufgenommen. Biocytin kann durch ein Cy5-gekoppeltes Streptavidin D nachgewiesen werden.

Gewebeschnitte, die elektrophysiologisch untersucht wurden und Texas Red-injizierte Zellen enthielten,

wurden an einem Zeiss Axioskop 2 dokumentiert. Die Schnitte wurden drei Tage bei 4°C mit einer

Lösung inkubiert, die aus 3% NGS, 3% NRS, 0,5% Triton-X und 1:200 Cy5 Avidin D bestand und

anschließend dreimal mit PBS + 0,5% Triton-X gewaschen. Sie wurden dann auf SuperFrost®Plus

Objektträger aufgezogen, mit Vectashield bedeckt und mit einem Deckgläschen versehen. Die

mikroskopische Analyse der gekoppelten Zellcluster erfolgte an einem Zeiss LSM-510.

2.11.4 In situ Hybridisierung

Zur EGFP-unabhängigen Detektion der transplantierten Zellen wurde die Methode der in situ

Hybridisierung verwendet. Da es sich bei den transplantierten Zellen um Maus-Zellen handelt, die in

Rattengewebe transplantiert wurden, konnten die Zellen mit einer Probe für Maus-Satelliten DNA

nachgewiesen werden (Brüstle et al. 1995). Hierbei handelt es sich um hoch repetitive Tandem

Sequenzen, die im centromerischen Heterochromatin lokalisiert sind (Hörz und Altenburger 1981).

Die aufgetauten und getrockneten (gegebenenfalls Tyramid-gefärbten) Schnitte wurden in eine Küvette

mit 50 ml 2x SSC + EDTA gegeben und für 5 min bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden in die Pronase-

Lösung überführt und bei 37°C für 20 min verdaut. Als nächstes wurden die Schnitte 3 min bei RT in 2x
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SSC inkubiert und anschließend je 4 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (70%, 80%, 90%

und 100%). Danach wurden die Schnitte ca. 20 min luftgetrocknet. Zur DNA-Denaturierung wurden die

Schnitte 12 min in Formamidlösung I bei 90°C inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte erneut je 4

min in einer aufsteigenden Alkoholreihe auf Eis dehydriert. Nach dem letzten Alkoholschritt wurden die

Schnitte sofort auf die 37°C warme Heizplatte überführt. Der Alkohol wurde abgesaugt, und pro

Objektträger wurden 30-60 µl Hybridisierungslösung auf den Objektträger gegeben. Die Schnitte wurden

mit einem Deckgläschen versehen, mit Fixogumm versiegelt und 3 min bei 90°C und anschließend in

einer Feuchtkammer über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag folgte eine zweimalige Inkubation

für je 10 min bei 37°C  in Formamidlösung II. Anschließend wurden die Schnitte 15 min in 0,5x SSC bei

37°C und dann 5 min bei RT in Puffer I inkubiert. Die Schnitte wurden danach 15 min in der

Blockierungslösung inkubiert. Währenddessen wurde der Rhodamin-konjugierte anti-Digoxigenin

Antikörper 1:500 in AKV verdünnt. Nach Block wurden je 300 µ l Antikörper-Lösung auf jeden

Objektträger pipettiert, die Schnitte mit Deckgläschen versehen und über Nacht bei RT inkubiert. Die

Schnitte wurden am nächsten Tag dreimal in PBS gewaschen. Nun konnten die Schnitte mit Vectashield

und einem Deckgläschen versehen oder weiteren Färbungen zugeführt werden. (Lösungen siehe

2.3.3.3)

2.12 Statistische Analyse

Für die Charakterisierung der T 1-EGFP und CMV-EGFP Zelllinien und ihrer Derivate wurden in jedem

Experiment 20 Gesichtsfelder ausgezählt. Die Daten wurden als Mittelwert±SEM (standard error of the

mean, Standardfehler) ausgedrückt und resultierten aus einem Minimum von 3 unabhängigen

Experimenten für jeden Marker.

Für den Vergleich zwischen der T 1-EGFP-positiven und T 1-EGFP-negativen Population wurde zur

statistischen Analyse eine Vier-Feldertafel unter Verwendung des Chi2-Test verwendet. Zur Korrektur

wurde gegebenenfalls ein Two-Tailed Fisher Test verwendet. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch

signifikant gewertet und erhielten ein Sternchen (*). p-Werte < 0,01 erhielten zwei Sternchen (**).

Zur statistischen Analyse der hippocampalen Schnittkultur-Experimente wurde der Student-t-Test

verwendet. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet und erhielten ein Sternchen (*). Zur

Bestimmung der Zelltyp-spezifischen Antigen-Expression wurden 19 hippocampale Schnittkulturen 11±4
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Tage nach Transplantation aus vier unabhängigen Experimenten ausgewertet. Für jedes Antigen erfolgte

die Immunfluoreszenzanalyse der EGFP-positiven Zellen aus sieben bis neun zufällig ausgewählten

Cryostatschnitten. Alle Daten wurden hier als Mittelwert±Standardabweichung ausgedrückt. Die

Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Björn Scheffler.
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3. Ergebnisse

3.1 Selektion von ES Zell-abgeleiteten Neuronen

3.1.1 Charakterisierung T 1-EGFP ES Zell-abgeleiteter neuraler Vorläuferzellkulturen

Mittels Elektroporation wurden murine ES

Zellen stabil mit einem T 1-EGFP

Konstrukt transfiziert (Abb. 7). Es wurden

234 Klone aus 12 Elektroporationen isoliert.

Zur Expressionsanalyse wurden die ES

Zellen zu EBs aggregiert und mit all-trans

Retinsäure behandelt. Die plattierten EBs

wurden für weitere neun Tage kultiviert und

die differenzierten Zellen auf EGFP-

Expression untersucht. Von der Gesamtzahl

waren neun Klone T 1-EGFP-positiv. Die in

vitro Differenzierung der ES Zellen zu

neuralen Vorläuferzellen wurde ebenfalls

durch Aggregation zu EBs induziert. Vier

Tage alte EBs wurden plattiert und in einem

chemisch definierten Medium kultiviert,

welches das Überleben neuraler

Vorläuferzellen favorisiert (Okabe et al.

1996; Abb. 3). Die weitere Proliferation der neuralen Vorläuferzellen erfolgte in der Anwesenheit von

FGF2 (N3FL Medium). Eine Differenzierung zu Neuronen wurde durch Wachstumsfaktorentzug induziert.

Eine an Klon 65 durchgeführte Quantifizierung ergab, dass 82,7±4,4% der Zellen nach drei Tagen

Wachstumsfaktorentzug den neuronalen Marker -III Tubulin (Abb. 8; Abb. 9A, B) exprimierte. Die

weiteren Experimente wurden an diesem Klon durchgeführt. Zur Charakterisierung der N3FL Kulturen

und insbesondere der T 1-EGFP-positiven Neurone wurden die Zellen zwei Tage nach

Wachstumsfaktorentzug vereinzelt und neu auf Polyornithin-beschichteten Schalen plattiert (2.6.1). Die
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Zellen wurden am darauf folgenden Tag mit 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert und analysiert. Das

Vereinzeln der Zellen erfolgte aus mehreren Gründen:

1) Es sollten ähnliche Kulturbedingungen wie bei den FACS-sortierten Zellen geschaffen werden.

2) Schwierig zu analysierende Zellcluster, die bei der Proliferation neuronaler Vorläuferzellen entstehen,

sollten einer einfacheren Analyse zugänglich gemacht werden.

3) Das Vereinzeln und Replattieren neuraler Vorläufer begünstigt die neuronale Differenzierung.

In nach Wachstumsfaktorentzug nicht mehr passagierten Kulturen waren 44,3±9,3% (Abb. 10) der

Zellen -III Tubulin-positiv, wohingegen in passagierten Kulturen bereits 82,7±4,4% der Zellen -III

Tubulin exprimierten (Abb. 8). Um eine Aussage über die tatsächliche Anreicherung der Neurone

machen zu können, muss daher ein Differenzierungseffekt durch das Vereinzeln der Zellen mit

einbezogen werden. Die nachfolgend aufgelisteten Werte beziehen sich auf passagierte Zellen. Drei

Tage nach Wachstumsfaktorenzug (Abb. 8) exprimierten 46,5±3,6% der Zellen den frühen neuralen

Marker Nestin und 73,6±6,3% wiesen Immunreaktivität für den neuronalen Marker MAP2abc auf.

Ebenfalls konnten die für differenzierte Neurone typischen Marker NeuN (51,3±6,5%) und MAP2ab

(18,5±5,9%) in diesen Zellen nachgewiesen werden. Die Markierung der Zellen mit Antikörpern gegen
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Neurotransmitter zeigte, dass 17,9±6,7% der Zellen GABAerge (Abb. 9C) und 27,8±3,7% glutamaterge

(Abb. 9D) Phänotypen annahmen.

3.1.2 Charakterisierung der ES Zell-abgeleiteten T 1-EGFP-positiven Neurone

Zur Charakterisierung der T 1-Expression wurde die EGFP-Fluoreszenz auf verschiedenen Stufen der

in vitro Differenzierung untersucht. Es wurde keine EGFP-Fluoreszenz in undifferenzierten ES Zellen, in

EBs oder im ITSFn-Stadium gefunden. Die ersten EGFP-positiven Zellen konnten zwei Tage nach FGF2-

induzierter Proliferation im N3FL-Stadium beobachtet werden. Die Anzahl EGFP-positiver Zellen nahm

nach Wachstumsfaktorentzug-induzierter Differenzierung deutlich zu.

3.1.2.1 Zeitverlauf der T 1-EGFP-Expression

N3FL Kulturen wurden ein bis sieben Tage nach Wachstumsfaktorentzug untersucht, um den Zeitverlauf

der T 1-EGFP-Expression und der neuronalen Differenzierung EGFP-positiver Zellen zu bestimmen. Die

Untersuchungen, die an nicht passagierten Zellen vorgenommen wurden, zeigten, dass die Zahl der
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EGFP-positiven Zellen sowie die -III Tubulin mit der Zeit zunahmen. Die maximale Expression von

EGFP lag an Tag 5 nach Wachstumsfaktorentzug (Abb. 10). Zwei Tage nach Wachstumsfaktorentzug

zeigten 3,6±2,4% der in N3FL kultivierten Zellen EGFP-Fluoreszenz. Die überwiegende Mehrheit der

EGFP-positiven Zellen (91,1%) koexprimierte -III Tubulin. Demgegenüber waren bezogen auf die

Gesamtpopulation nur 40,5±0,1% der Zellen -III Tubulin-positiv. Dies weist darauf hin, dass nur ein

kleiner Anteil (8,1%) der Neurone das Transgen exprimierte. Fünf Tage nach Wachstumsfaktorentzug

stieg der Prozentsatz an EGFP-positiven Zellen auf 13,8±1,5%. Dies kam einem Anteil von 26,0% der -

III Tubulin-positiven Neurone gleich. Sieben Tage nach Wachstumsfaktorentzug sank diese Fraktion auf

5,5±0,7% der Gesamtpopulation bzw. 9,1% der -III Tubulin-positiven Subpopulation ab. Zu diesem

Zeitpunkt waren 60,1±4,0% der Gesamtpopulation -III Tubulin-positiv (Abb. 10).

3.1.2.2 Phänotypische Charakterisierung der T 1-EGFP-positiven Neurone

Während der in vitro Differenzierung prägten die T 1-EGFP-positiven Zellen komplexe Morphologien mit

großen, runden Somata und langen Fortsätzen aus (Abb. 9A, B). Die Immunfluoreszenzanalyse der

N3FL Kulturen drei Tage nach Wachstumsfaktorentzug zeigte, dass 93,6±2,2% der EGFP-positiven

Zellen -III Tubulin (Abb. 9A, Abb. 11) exprimierten. 65,8±1,3% der EGFP-positiven Zellen waren

doppelmarkiert mit Nestin; 86,0±2,7% zeigten Immunreaktivität für MAP2abc. 68,3±4,4% der EGFP-
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positiven Zellen waren positiv für NeuN, 24,9±3,7% für MAP2ab und nahezu alle Zellen zeigten

Immunreaktivität für Doublecortin (93,4±5,7%). Doublecortin ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das

während der neuronalen Migration exprimiert wird und dessen Expression in reifen Neuronen abnimmt

(Francis et al. 1999; Gleeson et al. 1999). Die Expression des 68 kDa und 200 kDa Neurofilament-

Proteins, welches in terminal-differenzierten Neuronen zu finden ist, lag unter 40%. T 1-EGFP-positive

Zellen zeigten ebenfalls Immunreaktivität für GABA (33,9±6,6%; Abb. 9C) und Glutamat (43,4±7,0%;

Abb. 9D). Nur gelegentlich konnte eine Serotonin-positive Zelle gefunden werden. Tyrosin Hxdroxylase-

positive Zellen konnten nicht nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dokumentieren, dass T 1-EGFP-exprimierende Zellen eine heterogene neuronale

Population bilden. Verglichen mit der EGFP-negativen Population weist die EGFP-positive Population

eine signifikant erhöhte Expression von neuronalen Antigenen auf (Abb. 11).

3.1.2.3 Neuronale Spezifität der T 1-EGFP-Expression

T 1-Tubulin ist als neuronal-spezifisches Antigen bekannt (Gloster et al. 1999, 1994; Hieber et al. 1998;

Przyborski und Cambray-Deakin 1996; Miller et al. 1989, 1987; Lewis et al. 1985). Dennoch wurden die

EGFP-positiven Zellen auf eine mögliche Koexpression von glialen Markern untersucht. Dazu wurde aus



Ergebnisse 47

N3FL Kulturen durch zusätzliche mitogene Stimulation mit FGF2 und EGF eine hoch aufgereinigte gliale

Vorläuferkultur hergestellt (N3EFL Kultur; Brüstle et al. 1999a; Abb. 3). Vier Tage nach

Wachstumsfaktorentzug wurde die Anwesenheit glialer Vorläuferzellen mit einem Antikörper gegen A2B5

untersucht. Die Präsenz von Astrozyten und Oligodendrozyten wurde durch den Astrozyten-spezifischen

Marker GFAP beziehungsweise die Oligodendrozyten-spezifischen Marker O4 oder CNPase bestätigt.

Dieses Protokoll brachte eine Population hervor, die zu 17,4±1,5% A2B5, zu 46,9±2,5% GFAP, zu

11,2±1% CNPase und zu 5,5±0,5% O4 exprimierte. Es konnte keine Kolokalisation von EGFP mit

GFAP, O4 oder CNPase nachgewiesen werden. In weniger als 1% der Fälle konnte eine

Doppelmarkierung mit A2B5 gefunden werden.

3.1.3 Lineage-Selektion der T 1-EGFP-positiven Neurone

Eine Voraussetzung ES Zell-abgeleiteter Neurone für die Verwendung für Transplantations-Strategien ist

die Generierung hoch aufgereinigter Zellpopulationen. Nachdem die Daten aus den in vitro

Differenzierungsexperimenten auf eine spezifische Expression von T 1-EGFP in Neuronen hinweisen

(3.1.2 und 3.1.2.3), sollte unter Verwendung der FACS-Technik aus den T 1-EGFP ES Zell-abgeleiteten

neuralen Vorläuferzellen eine hoch aufgereinigte neuronale Population isoliert werden (Abb. 7). Die

Zellen wurden nach zwei Tagen Wachstumsfaktorentzug sortiert. Dies hat den Nachteil eines geringen

prozentualen Anteils an EGFP-positiven Zellen (3,6±2,4%). Der Vorteil ist jedoch, eine neuronale

Population für die Selektion zur Verfügung zu haben, die noch nicht zu differenziert ist und noch keine

komplexen Fortsätze aufweist. Die Durchflußcytometrie zeigte eine gut detektierbare EGFP-positive

Zellpopulation (Abb. 12A; markiert mit Kreis). Zur Anreicherung der EGFP-positiven Zellen wurde eine

präparative Sortierung in Zusammenarbeit mit Volker Gornik durchgeführt. Die Fluoreszenz stellte dabei

das einzige Sortierkriterium dar. FACS-sortierte und nicht sortierte Zellen aus derselben Präparation

wurden separat auf Polyornithin/Laminin-beschichteten Schalen in N3 Medium plattiert und nach 17 h mit

4% Paraformaldehyd/PBS fixiert. Bei der Kontrolle handelte es sich um Zellen, welche vereinzelt, aber

nicht sortiert wurden. Die FACS-sortierten und anschließend plattierten Zellen zeigten eine deutliche

EGFP-Fluoreszenz und bildeten innerhalb der ersten Stunden in der Zellkulturschale kleine Fortsätze aus

(Abb. 12C). Die Quantifizierung der -III Tubulin-immunreaktiven Zellen ergab eine sehr hohe

Anreicherung von neuronalen Zellen in der sortierten Fraktion (Abb. 12B). 98,5±0,5% der FACS-

Population exprimierte -III Tubulin (Abb. 12B). Im Vergleich dazu waren in der Kontrolle 82,7±4,4% der

Zellen –III Tubulin-positiv. Gegenüber nicht passagierten Kulturen (mit einem Anteil von 44,3±9,3% -III

Tubulin-positiver Neurone) stellt diese eine 2,2-fach Zunahme dar. 17 h nach Plattieren waren 4,5±2,0%
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der nicht passagierten Zellen EGFP-positiv, wohingegen 85,7±1,3% in der sortierten Fraktion EGFP

exprimierten. Dies kommt einer 19-fachen Anreicherung der EGFP-positiven Zellen gleich.

3.2 Gewinnung und Charakterisierung EGFP-transgener ES Zell-abgeleitete

glialer Vorläuferzellkulturen

Mittels Lipofektion wurden in Anwesenheit von FGF2 und EGF proliferierende ES Zell-abgeleitete gliale

Vorläuferzellen stabil mit einem CMV-EGFP Konstrukt transfiziert. Es wurden 20 Klone isoliert und

augrund ihrer Morphologie und EGFP-Expression ausgewählt. Alle nachfolgenden Experimente wurden

mit Klon 20 durchgeführt, der sich durch eine besonders prominente EGFP-Expression auszeichnete und

eine gliale Differenzierungsfähigkeit aufwies. Die Zellen wurden während der Proliferation sowie vier und
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acht Tage nach Wachstumsfaktorentzug und der dadurch induzierten Differenzierung einer

immuncytochemischen Charakterisierung unterzogen.
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Während der Proliferation zeigten die Zellen eine unreife, spindelförmige Morphologie und exprimierten

A2B5 (Abb. 13A) und Nestin (Abb. 13B). Vier Tage nach Wachstumsfaktorentzug differenzierten die

Zellen in GFAP-exprimierende Astrozyten (Abb. 13C) und O4-positive Oligodendrozyten (Einschub in

Abb. 13C). Astrozyten zeigten irreguläre Somata und sternförmige Fortsätze, wohingegen

Oligodendrozyten große Somata und dünne multipolare Fortsätze besaßen. Eine Quantifizierung der

Zellen ergab, dass die Zahl der Nestin-positiven Zellen während des Wachstumsfaktorentzuges kaum

abnahm (von 96,9±1,4% auf 91,5±0,6%; Abb. 13D). Hingegen fiel die Fraktion A2B5-positiver Zellen von

63,6±9,2% (proliferierend) auf 25,5±6,3% (Tag 8 nach Wachstumsfaktorentzug) ab. Die Expression von

reifen glialen Markern stieg während des Wachstumsfaktorentzuges langsam an. Acht Tage nach

Wachstumsfaktorentzug war die Zahl GFAP-positiver Astrozyten von 4,5±2,3% auf 61,8±5,5%

gestiegen. Der Anteil CNP-positiver Oligodendrozyten nahm von 0,3±0,2% auf 16,6±1,5% zu (Abb.

13D). Die Anzahl S100 -positiver Zellen blieb hingegen auch nach Differenzierung unter 5%.

3.3 Untersuchung der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen in hippo-

campalen Schnittkulturen

3.3.1 Inkorporation und Differenzierung ES Zell-abgeleiteter glialer Vorläuferzellen nach in vitro

Transplantation

Um ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen im Gewebekontext zu untersuchen, wurden EGFP-positive,

in FGF2 und EGF proliferierende Zellen auf der Schnittkultur deponiert. Nach Transplantation der ES

Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen auf die Schnittkulturen konnten drei Stadien der Integration

beobachtet werden:

1) eine vertikale Invasion in den Gewebeschnitt,

2) eine horizontale Migration innerhalb des Wirtsgewebes und

3) eine Ausdifferenzierung der Zellen in unterschiedlichen anatomischen Regionen.

Die Spenderzell-Invasion wurde an den Tagen 1-2, 5-7, und 14-18 nach Deposition der Zellen

dokumentiert (n=9 transplantierte Schnittkulturen pro Zeitpunkt). Diese Spenderzell-Invasion schien

unabhängig von der Transplantationsstelle zu sein. Die Inkorporation in unterschiedliche Tiefen wurde in

horizontalen und vertikalen Serienschnitten untersucht und bestätigt (Abb. 14C). 48 Stunden nach
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Transplantation der Zellen waren EGFP-positive Zellen bis zu einer Tiefe von 90 µm (71,1±16,9 µm) in

den Schnitt eingedrungen. Danach ließ die Migrationsaktivität der Zellen stufenweise nach. Zwei Wochen

nach Transplantation wurden die Spenderzellen bis zu 130 µm von der Oberfläche entfernt gefunden

(90,0±0,0 µm bzw. 96,7±15,8 µm). Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Invasionstiefe

zwischen Tag 5-7 und 14-18 festgestellt.
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Weiter konnte eine extensive horizontale Verteilung der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

innerhalb der Schnittkultur beobachtet werden. Während der ersten Woche nach Transplantation

migrierten die Spenderzellen bis zu mehreren 100 µm (Abb. 14A, B). Die Migration erfolgte bevorzugt

entlang vorhandener Fasertrakte. Besonders häufig wurde dies nach Transplantation der Zellen auf den

entorhinalen Cortex (EC; n=25) beobachtet. Von hier aus verteilten sich die transplantierten Zellen

entlang des Tractus perforans und der Schaffer-Kollateralen. Zellen, die über dem Gyrus dentatus (GD,

n=16) deponiert wurden, verteilten sich über den gesamten Hilusbereich, assoziierten sich mit der

Molekularzellschicht und verbreiteten sich entlang des Pyramidenzellbandes. Im Gegensatz dazu blieben

Zellen, die über dem temporalen Cortex (TC; n=13) deponiert wurden, zum größten Teil an der

Transplantationsstelle liegen.

Innerhalb der ersten Woche nach Transplantation zeigte die Mehrheit der EGFP-positiven Zellen einen

bipolaren, migratorischen Phänotyp. In der zweiten Woche bildeten die Zellen vielfach multipolare,

astrozytäre und oligodendrogliale Morphologien aus. Am Tag 11±4 nach Transplantation exprimierten

9,4±5,6% (n=212) der EGFP-markierten Zellen NG2 (Abb. 14D). NG2 wird insbesondere in glialen

Vorläuferzellen gefunden (Diers-Fenger et al. 2001). 30,4±9,3% der Zellen waren weiterhin Nestin

immunreaktiv (n=280). ES Zell-abgeleitete Astrozyten exprimierten GFAP (27,5±6,2%; n=251) und/oder

S100  (40,5±7,7%) und besaßen eine nicht-polare Morphologie mit runden bis ovalen Zellkörpern, die

zahlreiche prominente Fortsätze aufwiesen (Abb. 14C, F). Diese zweigten strahlenförmig vom Zellkörper

in alle Richtungen ab. Auffallend war, dass Zellen mit astrozytärer Morphologie häufig weiterhin Nestin

exprimierten (Abb. 14E). Spenderzell-abgeleitete CNP-positive Oligodendrozyten (30,3±9,8%; n=238)

besaßen in der Mehrzahl schmale und runde Zellkörper mit fein verästelten Fortsätzen (Abb. 14G). Es

konnte keine Korrelation zwischen der Differenzierung der Spenderzellen und der Assoziation

hippocampaler Subregionen festgestellt werden. EGFP-positive Oligodendrozyten, die charakteristische

röhrenförmige Fortsätze zeigten, wurden jedoch bevorzugt innerhalb von Faserbündeln des

Wirtsgewebes gefunden. Auch MBP-exprimierende waren mit zunehmender Verweildauer der Zellen in

der Schnittkultur vermehrt nachweisbar (Abb. 14H, konfokale Rekonstruktion). Die röhrenförmige

Struktur der Zellfortsätze und die Expression von CNP und MBP lassen die Vermutung zu, dass einige

Spenderzellen in myelinisierende Oligodendrozyten differenziert waren.

Zusammengefasst zeigen diese in Zusammenarbeit mit Dr. Björn Scheffler erhobenen morphologischen

und immunhistologischen Daten, dass die Mehrzahl der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen zwei

Wochen nach hippocampaler Transplantation in Astrozyten und Oligodendrozyten differenziert waren.
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3.3.2 Kopplungsnachweis in hippocampalen Schnittkulturen

Im weiteren Verlauf wurde

untersucht, ob und in wie weit

transplant ierte ES Zel l-

abgeleitete gliale Vorläufer-

zellen über Gap Junctions

Kontakt mit endogenen Glia-

zellen aufnehmen können.

Dazu wurden einzelne EGFP-

positive Zellen mit Lucifer

Yellow gefüllt und die Diffusion

beobachtet .  Diese Dye-

Coupling Analysen wurden

ebenfalls in Kooperation mit Dr.

Björn Scheffler durchgeführt.

Ein einschneidendes Ereignis in

der Astrozyten-Entwicklung in

vivo ist die Bildung von Gap

Junctions. Gap Junctions sind

Zell-Zell-Verbindungen, die den

Austausch von k le inen

Molekülen und Ionen zwischen

den Cytosolen benachbarter

Zellen ermöglichen (Lodish et

al. 2001; Giaume und McCarthy 1996; Wall 1992). Astrozyten sind an der Ionenpufferung und der

funktionellen Synchronisation des glialen Netzwerkes maßgeblich beteiligt. Individuelle Astrozyten sind

zu Dutzend mit benachbarten Zellen gekoppelt und bilden quasi ein Syncytium von miteinander

verbundener Glia (Giaume und McCarthy 1996).

Zur Untersuchung der Integration wurden Spenderzellen über eine Dauer von 30 min iontophoretisch mit

Lucifer Yellow (LY) gefüllt. Die analysierten Zellen wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewählt. Dabei

wurde darauf geachtet, dass sich keine weitere EGFP-positive Zelle in der Nähe der injizierten Zelle
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befand. LY breitete sich typischerweise von dem inkorporierten ES Zell-abgeleiteten Astrozyten in ein

oder zwei benachbarte wirtseigene Gliazellen aus (Abb. 15A). Von dort aus diffundierte LY in alle drei

Dimensionen und markierte weitere Astrozyten des wirtseigenen glialen Netzwerkes. Das resultierende

LY-gefüllte Zellcluster ähnelte dem astroglialen Syncytium, das im nativen Nager-Hippocampus zu finden

ist (Theis et al. 2003; Konietzko und Müller 1994). Die LY-gefüllten Zellcluster wurden nach Fixierung

mittels konfokaler Mikroskopie und digitaler 3D Rekonstruktion quantifiziert (Abb. 15B). Drei Wochen

nach Transplantation waren einzelne Spenderzellen mit bis zu 50 endogenen Astrozyten gekoppelt

(Mittelwert=34±8). Seriencryostatschnitte des Hippocampus und Immunfluoreszenzanalysen mit dem

Maus-spezifischen Antikörper M2 (Lagenaur und Schachner 1981) bestätigten die Anwesenheit eines

einzelnen Spenderzell-abgeleiteten Astrozyten innerhalb eines jeden LY-gefüllten Zellclusters (Abb. 15C,

D). Die benachbarten Zellen waren endogene Astrozyten, die entweder S100 , GFAP oder beide Marker

exprimierten. Innerhalb des gekoppelten Zellclusters wurden keine LY-gefüllten Neurone gefunden.

Eine Schlüssel-Komponente astrozytärer Gap Junctions ist Connexin43 (Cx43; Theis et al. 2003; Rash et

al. 2001). Daher wurde geprüft, ob die LY-gefüllten Zellen Cx43 exprimierten. Die Doppelmarkierung von

M2-positiven und LY-gefüllten Zellen mit einem Antikörper gegen Cx43 zeigte tatsächlich Punkte von

Immunreaktivität an Kontaktzonen zwischen Spenderzell- und Wirtszell-Fortsätzen (Abb. 15E). Auch an

Kontaktstellen benachbarter wirtseigener LY-markierter Zellen wurde Immunreaktivität von Cx43

gefunden (Abb. 15F).

3.3.3 Zeitverlauf und Komplexität der Zell-Zell-Kopplung

Als nächstes wurde untersucht, ob und in wie weit das Ausmaß der Gap Junction-vermittelten Kopplung

regionale Unterschiede zeigt (Kooperation mit Dr. Björn Scheffler). Weiter wurde analysiert, ob sich die

Komplexität der Kopplung zwischen Wirtszellen von Donor-Wirtszellclustern unterschied. Es wurden

transplantierte Zellen untersucht, die im temporalen Cortex (TC), im entorhinalen Cortex (EC) oder im

Gyrus dentatus (GD) lokalisiert waren. Alle Spenderzellen, die zwischen Tag 22 und 25 nach

Transplantation (n=6) untersucht wurden, zeigten eine extensive Kopplung mit der angrenzenden Wirts-

Glia (Abb. 16A-D). An Tag 12 nach Transplantation zeigten nur drei der vier untersuchten Zellen

Kopplung (Abb. 16A, E). Die Ausbreitung von LY von diesen drei Zellen aus beschränkte sich im

temporalen Cortex auf jeweils drei, im entorhinalen Cortex auf 21 und im Gyrus dentatus auf 24

gekoppelte Wirtszellen. Im temporalen Cortex zeigte eine Zelle keinen Kontakt zum endogenen

Netzwerk. Diese Befunde zeigen, dass die Kopplungsfähigkeit innerhalb des Hippocampus keine

regionalen Unterschiede aufweist. Jedoch fanden sich regionale Differenzen in der Anzahl der an der
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Kopplung beteiligten Zellen. Um diese Beobachtung zu bestätigen, bedarf es allerdings einer

detaillierteren Analyse von mehr Zellclustern. Aufgrund der bislang vorliegenden Daten kann nicht

ausgeschlossen werden, dass diese Differenzen einfach die dynamische Natur der Gap Junction-

vermittelten Kopplung reflektieren, die für Astrozyten beschrieben wurde (Giaume und McCarthy 1996).
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In einem nächsten Schritt wurde der zeitliche Verlauf der endogenen glialen Netzwerk-Bildung

untersucht. Dabei lag ein Hauptaugenmerk auf der Fragestellung, ob die Gap Junction-vermittelte

Kopplung zwischen Wirtszellen durch inkorporierte ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen beeinflusst

wurde. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden an den Kulturtagen 0-1, 9-12 und 31-34 zunächst

Dye Coupling Analysen an Schnitten durchgeführt, die keine transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen enthielten (neun Zellen pro Zeitpunkt in neun unterschiedlichen Schnitten; Abb. 16A). In

Übereinstimmung mit den in vivo Studien im Nager-ZNS (Kressin et al. 1995; Binmöller und Müller 1992),

stieg die Komplexität der Gap Junction-vermittelten Kopplung zwischen Wirts-Astrozyten während der

Kulturzeit und Reifung des Gewebes. So waren an Kulturtag 0-1 weniger als fünf Zellen miteinander

gekoppelt. Am Ende der Kulturzeit hingegen konnten Zellcluster von über 50 miteinander gekoppelten

Zellen gefunden werden. Ein ähnliches Resultat zeigte sich bei der Untersuchung von transplantierten

EGFP-positiven Zellen (Abb. 16E). Die Transplantation von ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

schien somit keinen Effekt auf die Entwicklung von Gap Junctions unter den Wirtszellen zu haben.

Weiterhin konnten keine morphologischen Unterschiede zwischen reinen Wirtszellclustern und Spender-

Wirtszellclustern beobachtet werden, die eine Spenderzelle enthielten. Zusammengefasst konnte in neun

von zehn injizierten Spenderzell-abgeleiteten Astrozyten Kopplung mit Wirtszellen nachgewiesen

werden. Dies belegt die Integration der Mehrzahl der transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen in das endogene Netzwerk. Der Anstieg der Komplexität der Kopplung während der

Kulturzeit spricht dafür, dass die Rekrutierung der transplantierten Zellen in das endogene Netzwerk vom

Differenzierungsgrad des Wirtsgewebes abhängt.

3.4 Inkorporation und Differenzierung transplantierter ES Zell-abgeleiteter glialer

Vorläuferzellen in vivo

3.4.1 Verteilung und morphologische Integration der ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen

Zur Untersuchung der Differenzierung und Plastizität ES Zell-abgeleiteter glialer Vorläuferzellen in vivo

wurden die Zellen in den Hippocampus adulter Ratten transplantiert. Die Empfängertiere wurden 7, 14

und 21 Tage nach Transplantation perfusionsfixiert, die Gehirne isoliert und 50 µm Vibratom-Schnitte

angefertigt. Schnitte, die EGFP-positive Zellen enthielten, wurden gesammelt. Die hippocampale

Formation wurde von den übrigen Bereichen abgetrennt. Da sich eine Doppelmarkierung der EGFP-

positiven Zellen an Vibratomschnitten aufgrund einer geringen Penetrationstiefe der Antikörper als
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schwierig erwies, wurden die transplantierten Maus-Zellen über eine in situ Hybridisierung mit einer

Probe für Maus-spezifische Satelliten-DNA nachgewiesen. Da einige Antigene durch den Pronase-

Verdau zerstört werden, wurden diese über ein stabiles Tyramid-Signal vor der in situ Hybridisierung

detektiert. Das Tyramid-System wurde zur Detektion von -III Tubulin, NeuN und Nestin verwendet. Auch

das EGFP-Signal konnte nach in situ Hybridisierung nicht mehr detektiert werden. Daher wurde in

einigen Versuchen EGFP mit einem Antikörper in Verbindung mit dem Tyramid-System nachgewiesen.

Die schematische Darstellung der hippocampalen Region zeigt die Inkorporationsstellen der

Spenderzellen (grüne Sterne; Abb. 17A). EGFP-positive Zellen inkorporierten bevorzugt in die

hippocampale Fissur (HF; Abb. 17B) und in die Körnerzellschicht des Gyrus dentatus (KZS). Darüber

hinaus wurden einige wenige EGFP-positive Zellen in der Pyramidalzellschicht gefunden. Eine konfokale

Analyse der Zellen sieben Tage nach Transplantation zeigte ein Netzwerk von EGFP-positiven Zellen mit

komplexen glialen Morphologien und verzweigten Fortsätzen (Einschub in Abb. 17B). Die Spenderzellen
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wurden auch EGFP-unabhängig durch in situ Hybridisierung nachgewiesen. Eine Doppelmarkierung mit

einem Antikörper gegen NeuN zeigte, dass die ortsansässigen Körnerzellen im Gyrus dentatus zum

Großteil durch die inkorporierten Zellen verdrängt wurden (Abb. 17C). Sieben Tage nach Transplantation

waren vitale Zellen mit langen Fortsätzen zu finden (Einschub in Abb. 17B, Abb. 17D), die im Zeitverlauf

jedoch zurückgebildet wurden. 21 Tage nach Transplantation zeigten nur noch wenige Zellen

ausgeprägte Fortsätze. Viele Zellen wiesen große und blasige Somata und andere degenerative

Veränderungen auf.

3.4.2 Differenzierung der transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

Nach Transplantation in den Hippocampus bildeten die ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

sowohl astrozytäre als auch oligodendrogliale Phänotypen aus. Die Mehrheit der Zellen exprimierte

GFAP (Abb. 18A), eine große Zahl war S100 -positiv (Abb. 18B). In geringerem Ausmaß konnten auch

CNPase-positive Zellen detektiert werden (Abb. 18C). Nur wenige Zellen zeigten Nestin Immunreaktivität

(Abb. 18D). In keiner der inkorporierten Spenderzellen wurde eine Expression neuronaler Marker wie -

III Tubulin (Abb. 18E) oder NeuN (Abb. 18F) gefunden. Eine detaillierte Quantifizierung der
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Markerverteilung war jedoch nicht möglich, da in den wenigsten Fällen eine eindeutige Zuordnung von

Zellfortsätzen zu hybridisierten Zellkernen möglich war. Aufgrund der unterschiedlichen Penetration der

Antikörper und der für die in situ Hybridisierung eingesetzten DNA-Probe wurden zudem nicht alle

Schichten der 50 µm dicken Vibratomschnitte gleichmäßig markiert.

3.4.3 Morphologische und elektrophysiologische Heterogenität der transplantierten ES Zell-

abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

In einem weiteren Schritt sollte geprüft werden, ob ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen auch nach in

vivo Transplantation die Fähigkeit besitzen, wie native Gliazellen in distinkte Subpopulationen zu

segregieren. Mittels Patch-clamp Analysen sollten dabei auch die funktionellen Eigenschaften der

transplantierten EGFP-positiven Zellen untersucht werden.

Eine Gesamtzahl von 29 EGFP-positiven Zellen wurden 7, 14 und 21 Tagen nach Transplantation

untersucht und aufgrund ihrer Morphologie in drei Gruppen eingeteilt. Die Mehrheit der astrozytären

Zellen besaß irreguläre Somata und Fortsätze, die sich entlang einer virtuellen Achse orientierten (Abb.

19A, B). Andere astrozytäre Zellen zeigten eine eher sternförmige Ausbreitung der Fortsätze (Abb. 19C).

Oligodendrozyten-ähnliche Zellen wiesen hingegen große Somata auf und hatten stark verzweigte

Fortsätze (Abb. 19D). Parallel an diesen Zellen von Kerstin Hüttmann und Dr. Claudia Krebs

durchgeführte Patch-clamp Analysen zeigten, dass sich den drei unterschiedlichen Morphologien

distinkte Strommuster zuordnen lassen. So zeigten die Zellen, deren Fortsätze sich entlang einer

virtuellen Achse orientierten, zwei Arten von Strommustern. Ein Anteil zeigte ‚komplexe’ Strommuster mit

transienten und verzögert auswärts-gleichrichtenden (IK(A) und IK(D)) sowie einwärts-gleichrichtenden K+-

Strömen (IKir; Abb. 19A). Andere Zellen zeigten ein Strommuster, das diesem so genannten ‚komplexen’

Typ ähnelte (Abb. 19B). Sternförmige Astrozyten zeigten prominente Zeit- und Spannungs-unabhängige

‚passive’ Strommuster (I(P); Abb. 19C). Oligodendrozyten-ähnliche Zellen zeigten fast symmetrische

auswärts- und einwärts-K+-Ströme, die langsam mit den Spannungssprüngen abnahmen (Abb. 19D). Die

Anzahl der Astrozyten mit ‚passiven’ Strommustern nahm mit der Verweildauer im Gewebe zu. Es

wurden in der gesamten Versuchsserie keine neuronalen Strommuster in EGFP-positiven Zellen

gefunden. Diese Daten zeigen, dass transplantierte ES Zell-abgeleitete Gliazellen in distinkte

morphologische und funktionelle Phänotypen segregieren.
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3.4.4 Kopplungsuntersuchungen in vivo

In den Schnittkulturen konnte nachgewiesen werden, dass transplantierte ES Zell-abgeleitete gliale

Vorläuferzellen über Gap Junctions mit dem endogenen glialen Netzwerk gekoppelt waren. Nun sollte

untersucht werden, ob die in den Ratten-Hippocampus transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen in vivo ebenfalls Gap Junctions mit endogenen Astrozyten bilden. Dazu wurden die Zellen

während der elektrophysiologischen Untersuchung mit einer Texas-red-Dextran/Biocytin-Lösung gefüllt

(Kooperation mit Kerstin Hüttmann und Dr. Claudia Krebs). Texas-red-Dextran kann aufgrund seiner

Größe nicht durch die Gap Junctions gelangen und markiert lediglich die untersuchte Zelle. Biocytin ist

ein kleines Molekül, das durch die Gap Junctions diffundieren kann und im Fall einer Kopplung von

benachbarten Zellen aufgenommen wird. Das Biocytin wurde nach Fixierung der Schnitte mit Cy5-

gekoppeltem Streptavidin D nachgewiesen (2.11.3 ). In keiner der 7, 14 und 21 Tage nach

Transplantation durchgeführten Untersuchungen (n=29) konnte eine Kopplung zwischen Donor- und
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Empfängerzellen nachgewiesen werden. Sehr vereinzelt konnten EGFP-positive Zellen gefunden

werden, die mit einer ebenfalls EGFP-positiven Zelle gekoppelt waren (Abb. 20).
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4. Diskussion

4.1 Selektion von ES Zell-abgeleiteten Neuronen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die kontrollierte Differenzierung von ES Zellen zu neuronalen

Vorläuferzellen, kombiniert mit einem Lineage-Selektions-Verfahren, zu einer hoch aufgereinigten

neuronalen Population führt. Als selektierbarer Marker wurde ein über den Promotor des T 1-Tubulin-

Gens exprimiertes EGFP-Gen gewählt.

4.1.1 Wertigkeit des T 1-EGFP-Transgens als selektierbarer Marker für die neuronale Lineage-

Selektion

T 1-Tubulin ist ein Baustein von Mikrotubuli, die ein integraler Bestandteil von auswachsenden Neuriten

während der Entwicklung und Regeneration sind. Lewis et al. (1985) konnten zeigen, dass in der Maus

die Expression der T 1-Tubulin mRNA (messenger ribunucleic acid) sprunghaft zwischen Embryonaltag

(E) 8 und E10 ansteigt. So ist in Northern Blots an E8 keine T 1-Tubulin-Expression zu finden,

wohingegen an E10 eine maximale Expression von T 1-Tubulin zu verzeichnen ist. Zwischen dem

postnatalen Tag (P) 3 und P32 sinkt die Expression dann wieder drastisch ab. Ein ähnliches

Expressionsprofil kann in der Ratte gefunden werden. Dort finden sich die höchsten Level der T 1-

Tubulin-Expression in späten Entwicklungsstadien des Embryos. Innerhalb von drei Wochen nach Geburt

vermindert sich die Expression dann deutlich (Przyborski und Cambray-Deakin 1996; Miller et al. 1987).

Auch Studien an Fischen konnten zeigen, dass es während der Embryonalentwicklung zu einer hohen

T 1-Tubulin mRNA-Expression kommt, die nach neuronaler Differenzierung wieder abnimmt (Hieber et

al. 1998). Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass in adulten Tieren unterschiedlicher Spezies

nach einem axonalen Schaden eine Induktion der T 1-Tubulin-Expression erfolgt (Hieber et al. 1998;

Miller et al. 1989). Nach Reinnervation sinkt die T 1-Tubulin-Expression dann wieder auf basale Level

ab (Miller et al. 1989). In der adulten Ratte kann durch NGF die Expression von T 1-Tubulin mRNA in

intakten sympathischen Neuronen induziert werden (Mathew und Miller 1990). Eine erhöhte T 1-

Tubulin-Expression ist auch als Antwort auf einen gesteigerten exzitatorischen Input in Körnerzellen des

Gyrus dentatus zu finden (Causing et al. 1996).
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Transgene Mäuse, die LacZ unter der Kontrolle des T 1-Tubulin Promoters exprimieren, konnten

zusätzlich Einblick in die Dynamik der T 1-Expression liefern (Gloster et al. 1994). Diese Daten

bestätigen die selektive Expression von T 1-Tubulin in Neuronen. Das Transgen wird in diesen Tieren

vermehrt im sich entwickelnden ZNS exprimiert. Die Expression beginnt an Tag E9.5 im Vorder- und

Mittelhirn sowie im Rhombencephalon (Gloster et al. 1994). Innerhalb des sich entwickelnden Neocortex

erscheint die erste -Galactosidase-Expression nach E12.5 (Gloster et al. 1999). Am Tag E13.5 kann

das Transgen in allen Bereichen des sich entwickelnden ZNS (Gehirn, Rückenmark und Retina)

detektiert werden. Innerhalb des PNS wird das Transgen von sympathischen, parasympathischen und

sensorischen Ganglienzellen exprimiert (Gloster et al. 1994). Im Gehirn von adulten Tieren wird die T 1-

LacZ-Expression herunter reguliert und kann nur noch an wenigen Stellen, wie z.B. im Hippocampus,

gefunden werden (Gloster et al. 1994). Dieses Expressionsmuster ähnelt stark dem T 1-Tubulin mRNA-

Expressionsprofil, das in Wildtyp-Mäusen zu finden ist. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass

T 1-Tubulin in sich entwickelnden Neuronen stark exprimiert und nach neuronaler Differenzierung und

Zielkontakt wieder herunter reguliert wird. Im Rahmen reaktiver Veränderungen kommt es zu einer

erneuten Induktion der T 1-Tubulin-Expression.

Wie in den vorangegangenen Studien an Primärzellen konnte in der vorliegenden Arbeit eine exklusive

Expression von T 1-EGFP in ES Zell-abgeleiteten Neuronen nachgewiesen werden. So wurden in

undifferenzierten, T 1-EGFP-transfizierten ES Zellen, EBs oder während der Anreicherung von neuralen

Vorläuferzellen im ITSFn-Stadium keine EGFP-positiven Zellen gefunden. Multipotente neurale

Vorläuferzellen, die in FGF2 proliferierten, waren ebenfalls zum größten Teil EGFP-negativ. Erst nach in

vitro Differenzierung, die durch Wachstumsfaktorentzug induziert wurde, stieg die Anzahl an T 1-EGFP-

exprimierenden Zellen stark an. Eine maximale Expression von T 1-EGFP war an Tag 5 nach

Wachstumsfaktorentzug zu verzeichnen. In Langzeitkulturen nahm die T 1-EGFP-Expression hingegen

wieder ab (Abb. 10). Die hier gefundene Dynamik der T 1-EGFP-Expression differenzierender ES

Zellen rekapituliert somit das Expressionsmuster von T 1-Tubulin in vivo (Gloster et al. 1999, 1994;

Miller et al. 1989; Hieber et al. 1998; Przyborski und Cambray-Deakin 1996).

Zur weiteren Überprüfung der neuronal-spezifischen Expression und zum Ausschluss der Expression des

Transgens in glialen Zellen wurden die T 1-EGFP-positiven ES Zellen in ein gliales Vorläuferzell-

Stadium überführt. Dazu wurden die neuralen Vorläuferzellen (N3FL Kulturen) weiter in einem Medium

mit FGF2 und EGF propagiert (N3EFL Kulturen) und durch anschließenden Wachstumsfaktorentzug zu

Astrozyten und Oligodendrozyten differenziert. Es konnte keine Immunreaktivität gegen GFAP oder O4 in
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EGFP-positiven Zellen gefunden werden. Selten konnte eine Doppelmarkierung T 1-EGFP-positiver

Zellen mit A2B5, einem Marker der typischerweise in glialen Vorläuferzellen vorkommt, detektiert werden.

Eisenbarth et al. (1979) haben jedoch beschrieben, dass A2B5 nicht nur in glialen Vorläuferzellen zu

finden ist. In der Maus ist A2B5 ein Epitop, das ebenfalls auf neuronalen Vorläuferzellen exprimiert wird.

So isolierten Mujtaba et al. (1999) A2B5-immunreaktive Mauszellen durch Immunopanning und konnten

zeigen, dass eine kleine Fraktion dieser Zellen -III Tubulin exprimiert. Die hier generierten Daten

bestätigen daher insgesamt die im Vorfeld an Primärzellen erhobenen Befunde zur exklusiven

Expression von T 1-Tubulin in Neuronen.

4.1.2 Charakterisierung der T 1-EGFP-positiven Neurone

Die T 1-EGFP-positiven Neurone wurden unter Verwendung verschiedener neuronaler Marker näher

charakterisiert. Das hohe Maß an Doppelmarkierung T 1-EGFP-positiver Zellen mit Antikörpern gegen

Doublecortin, -III Tubulin, MAP2abc und NeuN unterstützt die These, dass T 1-EGFP auch junge

Neurone zuverlässig markiert. Es handelt sich bei Doublecortin, -III Tubulin, MAP2abc und NeuN um

Marker, die bereits früh während der neuronalen Differenzierung exprimiert werden (Gleeson et al. 1999;

Francis et al. 1999; Przyborski und Cambray-Deakin 1995; Mullen et al. 1992; Lee et al. 1990; Matus

1990; Izant und McIntosh 1980). Der Vergleich der T 1-EGFP-negativen mit der T 1-EGFP-positiven

Population zeigt, dass in der T 1-EGFP-positiven Population eine signifikant erhöhte Expression aller

neuronalen Marker zu verzeichnen war (Abb. 11), was ebenfalls auf die neuronale Identität der T 1-

EGFP-positiven Zellen zurückzuführen ist. Eine selektive Anreicherung unreifer Doublecortin-positiver

Neurone wurde jedoch nicht beobachtet.

Überraschenderweise zeigte auch an Tag 5 nach Wachstumsfaktorentzug, d.h. zum Zeitpunkt der

maximalen T 1-EGFP-Expression, nur eine kleine Fraktion der ES Zell-abgeleiteten Neurone EGFP-

Fluoreszenz. Hierbei stellte sich die Frage, ob T 1-EGFP nur von Neuronen eines bestimmten

Entwicklungsstadiums exprimiert wird. Eine mögliche Erklärung für den geringen Prozentsatz der T 1-

EGFP-positiven Zellen wäre ein sehr kurzes Zeitfenster der Genexpression. Diese Erklärung würde auch

von den in vivo Daten unterstützt werden, in denen es zur Abnahme der T 1-Tubulin-Expression nach

neuronaler Differenzierung kommt. In diesem Fall wäre T 1-EGFP nur in Neuronen zu finden, die frühe

neuronale Marker wie -III Tubulin oder MAP2abc exprimieren. Jedoch zeigten die T 1-EGFP-positiven

Neurone ebenfalls die Expression von reiferen neuronalen Markern, wie z.B. MAP2ab (Abb. 11).
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Eine andere Erklärung für die geringe Zahl EGFP-markierter Neurone könnte sein, dass T 1-EGFP nur

von einer Subpopulation von Neuronen exprimiert wird. So könnte T 1-EGFP bevorzugt in migratorisch

aktiven Zellen oder Zellen eines bestimmten Neurotransmitter-Phänotyps, wie z. B. exzitatorischen oder

inhibitorischen Neuronen, zu finden sein. Der Vergleich der T 1-EGFP-negativen mit der T 1-EGFP-

positiven Population konnte diese Vermutung jedoch nicht bestätigen. Wie bereits oben erwähnt,

beinhaltete die T 1-EGFP-positive Population insgesamt vermehrt Neurone. Ihr war jedoch keine

spezifische Subpopulation zuzuordnen. Die EGFP-markierte Population umfasste sowohl inhibitorische

als auch exitatorische Neurone, die im gleichen Verhältnis zueinander exprimiert wurden, wie dies in der

EGFP-negativen Population der Fall war (Abb. 11). Auch für eine bevorzugte Expression von EGFP in

Doublecortin-positiven Neuronen, welche einen unreifen, migratorischen Phänotyp repräsentierten, ergab

sich kein Anhalt (Abb. 11). Zusammenfassend repräsentiert die T 1-EGFP-positive Population ein

breites Spektrum neuronaler Phänotypen. Eine Anreicherung spezifischer neuronaler Subtypen etwa im

Hinblick auf Neurotransmitter-Expression oder bestimmte Reifungsstadien war nicht zu verzeichnen.

Prinzipiell könnte die geringe T 1-EGFP-Expression innerhalb der neuronalen Population auch damit

zusammenhängen, dass die hier verwendete T 1-Tubulin Sequenz nicht alle regulatorischen Abschnitte

enthält, die für die Expression von T 1-Tubulin während der normalen Entwicklung notwendig und

wichtig sind. Es könnten zusätzliche Enhancer-Regionen erforderlich sein, die ober- und unterhalb der

verwendeten T 1-Tubulin Sequenz liegen, um ein Wildtyp-ähnliches Expressionsmuster zu erhalten. Da

die Integration ungerichtet erfolgte, könnte die Plasmid-DNA auch unter die Kontrolle eines stärkeren

Promotors gelangt sein, der die Expression des T 1-EGFP-Transgens negativ beeinflusst. Da die

Anzahl T 1-EGFP-positiver Zellen in mehreren Klonen nur einen Bruchteil der neuronalen Population

darstellte, scheint diese Beobachtung nicht Klon-spezifisch und damit diese Interpretation eher

unwahrscheinlich zu sein.

4.1.3 Effizienz der T 1-EGFP-basierten Lineage-Selektion

Obwohl das T 1-EGFP-Transgen nur in einem kleinen Teil der ES Zell-abgeleiteten Neurone exprimiert

wurde, war auf Grundlage der EGFP-Fluoreszenz eine effiziente Selektion von Neuronen möglich. Die

hier vorgelegten Daten zeigen, dass durch die Kombination von gerichteter Differenzierung und Lineage-

Selektion neuronale Populationen in hoher Reinheit gewonnen werden können. Immunfluoreszenz-

Analysen EGFP-positiver Zellen ergaben, dass 98,5±0,5% der FACS-sortierten Zellen den neuronalen

Marker -III Tubulin exprimierten (Abb. 12B). Parallel präparierte, aber nicht der FACS-Sortierung
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unterworfene Zellpopulationen wiesen hingegen nur 82,7±4,4% -III Tubulin-positive Zellen auf. Dies

bedeutet einen Anstieg von 15,8%. Zuvor nicht passagierte und in eine Einzelzellsuspension überführte

Kulturen wiesen sogar nur 44,3±9,3% -III Tubulin-positive Zellen auf. Letztere Beobachtung spricht

dafür, dass das Vereinzeln in Clustern wachsender, noch unreifer Nestin-positiver Zellen einen starken

Differenzierungsstimulus darstellt. Die Analyse der FACS-sortierten Zellen zeigte, dass bereits 17 h nach

Plattieren die ersten kleinen Fortsätze ausgebildet wurden (Abb. 12C). Diese sortierten Zellen lassen

sich somit für weitere Zellkulturexperimente einsetzen.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass T 1-EGFP einen robusten und

vielseitigen Marker darstellt, um Neurone aus differenzierenden ES Zellkulturen zu isolieren. Die

Selektion von T 1-EGFP-positiven Zellen bringt eine reine neuronale Population hervor, die noch unreif

genug erscheint, um mit ihr weiterführende Zellkulturexperimente durchführen zu können.

Eine effiziente neuronale Anreicherung, basierend auf der Selektion T 1-EGFP-positiver Zellen, konnte

in der Vergangenheit schon am Gehirngewebe demonstriert werden. Sawamoto et al. (2001) generierten

transgene Mäuse, die EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) unter dem T 1-Tubulin Promotor

exprimierten. Aus E12,5 transgenen Mäusen wurden Gehirnkulturen hergestellt. Nach Fluoreszenz-

basierter Lineage-Selektion konnten neuronale Populationen in einer Reinheit von 94,2% gewonnen

werden. Wang et al. (1998) transfizierten Zellen, die aus dem Vorderhirn von E14 Ratten gewonnen

wurden, mit einem T 1-EGFP Konstrukt. Über 65% der Zellen exprimierten 16 h nach FACS-Sortierung

den neuronalen Marker -III Tubulin. Zellen, die aus der Subventrikularzone adulter Ratten gewonnen

wurden, konnten nach FACS-Sortierung zu neuronalen Populationen in einer Reinheit von 69,9±3,5%

angereichert werden (Wang et al. 2000). Auch aus Zellpopulationen, die aus adulten humanen

Gehirngeweben wie dem Hippocampus und der Ventrikularzone hergestellt wurden, konnten neuronale

Populationen mit hohen Reinheitsgraden isoliert werden (Roy et al. 2000a, 2000b). So exprimierten

73,2±6,6% der aus dem Hippocampus gewonnenen Zellen nach Transfektion mit einem T 1-EGFP-

Expressionskonstrukt und anschließender FACS-Sortierung -III Tubulin. Die hier vorgestellten Daten

weiten die an Primärzellen erzielten Ergebnisse auf ES Zell-abgeleitete neuronale Vorläuferzellen aus.

Wie an den mit Primärzellen durchgeführten Studien zeigte auch bei den ES Zell-abgeleiteten Neuronen

nur eine kleine Fraktion eine EGFP-Fluoreszenz. Da die mit dem beschriebenen Verfahren gewonnenen

neuronalen Populationen EGFP-markiert sind, stellen sie eine geeignete Spenderquelle dar, um die

Integration von Neuronen nach Transplantation zu untersuchen.
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4.1.4 Vergleich mit anderen Lineage-Selektions-Verfahren zur Gewinnung ES Zell-abgeleiteter

Neurone

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Lineage-Selektions-Strategien vorgestellt, die die

Anreicherung ES Zell-abgeleiteter Neurone mit unterschiedlichen selektierbaren Markern ermöglichten.

Oberflächenmarker wie die polysialysierte Form des neuralen Zelladhäsionsmoleküls NCAM (polysialic

acid - neural cell adhesion molecule; PSA-NCAM) wurden in der Vergangenheit benutzt, um Neurone

aus gemischten neuralen Populationen zu isolieren. Mujtaba et al. (1999) konnten neuronale

Populationen über PSA-NCAM-Immunopanning aus ES Zellen der Maus gewinnen. Dazu wurden EBs

zur Induktion der neuronalen Differenzierung mit Retinsäure behandelt. Carpenter et al. (2001) isolierten

PSA-NCAM-positive Zellen über Immunopanning oder MACS (Magnetic-activated cell sorting) aus

humanen ES Zellen. Dies resultierte in einer Anreicherung von neuralen Vorläuferzellen. In der sortierten

Fraktion zeigten 86±6% der Zellen PSA-NCAM-Immunoreaktivität. Eine Subpopulation der PSA-NCAM-

positiven Zellen ließ sich mit Antikörpern gegen -III Tubulin oder MAP2 doppelmarkieren. Eine

Zellzählung ergab, dass 25±4% der Zellen MAP2-positiv waren.

Eigene in dieser Schrift nicht aufgeführte und in Zusammenarbeit mit Eybe Meents durchgeführte

Arbeiten belegen, dass die Lineage-Selektion mit PSA-NCAM-Antikörpern ebenfalls eine Anreicherung

ES Zell-abgeleiteter Neurone erlaubt. Hierbei wurden über Immunopanning-Verfahren neuronale

Populationen in einer Reinheit von 95,3±0,9% erzielt (Schmandt et al. 2004a, Manuskript in

Vorbereitung). Zieht man das weite Expressionsspektrum von PSA-NCAM in Betracht, ist es

verwunderlich, dass PSA-NCAM-Immunopanning zu einer hoch aufgereinigten neuronalen Population

führt. Bekanntermaßen ist PSA-NCAM ein Antigen, das nicht nur in neuralen Zellen zu finden ist (Muller-

Rover et al. 1998; Gerety und Watanabe 1997; Husmann et al. 1989). Innerhalb des ZNS ist PSA-NCAM

auf neuronalen wie auch glialen Zelltypen und deren Vorläuferzellen zu finden (Minana et al. 1998; Seki

und Arai 1993). Die effiziente PSA-NCAM-basierte Aufreinigung beruhte auf der Verwendung eines

spezifischen neuralen Differenzierungsprotokolls und der Tatsache, dass in der frühen Phase der ES

Zell-Differenzierung die PSA-NCAM-Expression fast ausschließlich auf neuronale Zellen beschränkt ist.

In späteren Stadien der in vitro Differenzierung konnte eine PSA-NCAM-Expression in oligodendroglialen

Vorläuferzellen gefunden werden (Glaser et al. 2004, Manuskript in Vorbereitung).

Ein Vergleich beider Lineage-Selektions-Strategien weist Vorteile für beide Methoden auf. So führt die

Fluoreszenz-basierte Lineage-Selektion von T 1-EGFP-positiven Zellen zu höheren Reinheitsgraden als

das PSA-NCAM-Immunopanning (98,5±0,5% versus 95,3±0,9%; Schmandt et al. 2004a, Manuskript in
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Vorbereitung). Zudem sind die selektionierten T 1-EGFP-positiven Zellen noch unreif genug, um mit

ihnen weiterführende Zellkulturexperimente durchführen zu können. Auch bietet die Markierung mit

EGFP die Möglichkeit, die Integration und elektrophysiologischen Eigenschaften der ES Zell-abgeleiteten

Neurone nach Transplantation zu untersuchen. Hingegen werden durch das PSA-NCAM-

Immunopanning Neurone eines geringfügig früheren Entwicklungsstadiums isoliert (Abb. 21; Schmandt

et al. 2004a, Manuskript in Vorbereitung). Des Weiteren müssen durch den hohen Anteil an PSA-NCAM-

positiven Zellen zwei Tage nach Wachstumsfaktorentzug (70,2±2,0%; Schmandt et al. 2004a,

Manuskript in Vorbereitung) weniger Zellen eingesetzt werden, um ausreichend Zellen nach Selektion zur

Verfügung zu haben. Da beim PSA-NCAM-Immunopanning die Zellen nur epigenetisch markiert werden,

bergen sie ein geringeres Risiko in Bezug auf eine neoplastische Transformation. Dies ist besonders

bedeutend, sollten die Zellen für weiterführende Transplantationen benutzt werden.

Wernig et al. (2002) wählten für die Lineage-Selektion von Neuronen Tau-EGFP Knock-in ES Zellen.

Diese ES Zellen zeigten eine neuronal-spezifische Expression des EGFP-Proteins (Wernig et al. 2002;

Tucker et al. 2001). Die Tau-EGFP Knock-in ES Zellen wurden zu multipotenten neuralen Vorläuferzellen

angereichert und durch Wachstumsfaktorentzug zu Neuronen differenziert. Anders als T 1-EGFP wird

Tau-EGFP erst spät während der neuronalen Differenzierung exprimiert. So stieg die Tau-EGFP-

Expression bis acht Tage nach Wachstumsfaktorentzug kontinuierlich an. Acht Tage nach

Wachstumsfaktorentzug exprimierten 95% der Neurone das Tau-EGFP-Transgen. Ein BrdU-Assay, der
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zu diesem Zeitpunkt durchgeführt wurde, zeigte, dass es sich bei den EGFP-markierten Zellen

ausschließlich um postmitotische Neurone handelte. Über FACS-Sortierung war eine Selektion dieser

postmitotischen Neurone möglich. Dies führte zu einer Reinheit von 93,7±2,3% -III Tubulin-positiver

Zellen. Verglichen mit T 1-EGFP werden durch die Wahl dieses Markers reifere Neurone isoliert. Auch

ist die Effizienz dieser Methode niedriger als die Selektion über T 1-EGFP.

Li et al. (1998) benutzten eine bifunktionale Selektionsstrategie, um neurale Vorläuferzellen zu isolieren.

Sie integrierten durch homologe Rekombination das Marker/Reporter Gen -geo ( -Galactosidase-

Neomycin-Phosphotransferase) den Sox2 Lokus. Sox2 ist vorwiegend in unreifen, undifferenzierten

Zellen des Neuroepithels des gesamten ZNS exprimiert (Collignon et al. 1996; Uwanogho et al. 1995).

Nach Retinsäure-induzierter Differenzierung der ES Zellen konnten Sox2-exprimierende neurale

Vorläuferzellen effizient durch die Selektion mit G418 isoliert werden (Li et al. 1998). Nach Selektion

zeigten 91,0±2,6% der Zellen -Galactosidase-Aktivität und 95,5±1,1% Expression von Sox2. Nach 96 h

ohne mitogene Stimulation hatten die selektionierten Zellen ein Netzwerk von Neuronen gebildet. Die

Markierung dieser Zellen mit Antikörpern gegen Neurofilament, Synaptophysin, MAP2, Tau und -III

Tubulin ergab, dass 90% der isolierten Zellen Neurone waren. Gleichzeitig war eine Abnahme der Sox2-

Expression zu verzeichnen. Anders als bei der Lineage-Selektion durch T 1-EGFP wurden mit dieser

Methode nicht gezielt Neurone, sondern neurale Vorläuferzellen isoliert, die anschließend zu einem

gewissen Prozentsatz in Neurone differenzierten.

Zusammengefasst stellt die in dieser Arbeit beschriebene T 1-EGFP-basierte Lineage-Selektion im

Vergleich zu anderen Strategien eine sehr effiziente Methode dar, um Neurone aus differenzierenden ES

Zellkulturen zu isolieren.

4.2 Untersuchung von ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen in hippo-

campalen Schnittkulturen

4.2.1 Organotypische Schnittkulturen als in vitro Modell für die neurale Transplantation

Organotypische, hippocampale Schnittkulturen stellen ein dreidimensionales Modellsystem des ZNS

Gewebes dar, das in den letzten Jahren vermehrt zur Untersuchung einer Vielzahl von

entwicklungsbiologischer und Krankheits-assoziierter Fragestellungen herangezogen wurde (Ullrich et al.
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2001; Gähwiler et al. 1997; McKinney et al. 1997). Mittlerweile erlaubt diese Methode die Kultivierung von

vitalen und funktionell aktiven hippocampalen Schnittkulturen unter serumfreien Bedingungen (Scheffler,

Schmandt et al. 2003). Auch nach fünf Wochen bleiben die Histologie des Gewebes und insbesondere

die darin enthaltenen neuronalen Zellverbände erhalten (Scheffler, Schmandt et al. 2003; Abb. 6B;

Einschub in Abb. 6B; Abb. 6C, D). Eingesetzt als Empfängergewebe, erlaubt dieses Kultursystem die

genaue Untersuchung der Inkorporation, Differenzierung und Funktionalität von transplantierten neuralen

Vorläuferzellen. ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen, die auf die Oberfläche der Schnittkultur

deponiert wurden, wanderten schnell in die Präparation ein und migrierten horizontal im Gewebe (Abb.

14A, B). Zwei Wochen nach Transplantation ließ die Migrationsaktivität nach und postmitotische

Spenderzellen mit komplexen dreidimensionalen Morphologien konnten in unterschiedlichen Tiefen der

Schnittpräparation gefunden werden (Einschub Abb. 14B; Abb. 14C). Die immunhistochemische

Analyse zeigte, dass die inkorporierten bipotenten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen in

astrogliale und oligodendrogliale Phänotypen ausreiften (Abb. 14C-G). Somit lieferte dieses Modell die

optimalen Vorraussetzungen für die funktionelle Analyse von transplantierten Vorläuferzellen.

4.2.2 Funktionelle Ausreifung der transplantierten ES Zell-abgeleiteten Gliazellen

Brüstle et al. (1999a) konnten bipotente gliale Vorläuferzellen mit hoher Effizienz aus murinen ES Zellen

gewinnen. Diese Zellen proliferieren in der Gegenwart von FGF2 und EGF und differenzieren nach

Wachstumsfaktorentzug in Astrozyten und Oligodendrozyten aus. Dies konnte auch für die mit dem

CMV-EGFP Konstrukt stabil transfizierten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen dokumentiert

werden (Abb. 13). Für ES Zell-abgeleitete Oligodendrozyten wurde im Vorfeld gezeigt, dass sie nach

Transplantation in Myelin-defiziente Ratten morphologisch Myelin bilden können (Brüstle et al. 1999a).

Hingegen blieben die funktionellen Eigenschaften von transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen

Vorläuferzellen ungeklärt. Während der normalen Entwicklung machen differenzierende Astrozyten eine

charakteristische Wandlung in der Expression von Ionenkanälen durch (Kressin et al. 1995). In unreifen

Astrozyten sind vorwiegend spannungsabhängige K+-Ströme zu finden, wohingegen einwärts-

gleichrichtende K+-Ströme (IKir) und Hintergrund Ströme (I(P)) in reiferer Glia exprimiert werden (Bordey et

al. 2001; Verkhratsky und Steinhäuser 2000). Daten von Dr. Wolfgang Schröder belegen, dass ES Zell-

abgeleitete gliale Vorläuferzellen aus Monolayer-Kulturen nur spannungsabhängige K+-Ströme

aufweisen. Auch nach in vitro Differenzierung durch Wachstumsfaktorentzug konnten keine IKir und I(P)

hervorgerufen werden. Erst nach Inkorporation in die hippocampale Schnittkultur exprimierte die Mehrheit

der EGFP-markierten Spenderzell-abgeleiteten Astrozyten prominente IKir oder I(P) (Scheffler, Schmandt

et al. 2003). Diese Daten weisen auf eine funktionelle Reifung von transplantierten glialen Vorläuferzellen
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im Empfängergewebe hin. Sie zeigen, dass ES Zell-abgeleitete Astrozyten sequentiell verschiedene

funktionelle Phänotypen annehmen, wie sie auch in vivo existieren (Matthias et al. 2003). Die

Abwesenheit von IKir und I(P) während der in vitro Kultivierung verdeutlicht, dass eine volle funktionelle

Ausreifung der ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen von zusätzlichen Umgebungsfaktoren

innerhalb des Empfängergewebes abhängt. Diese Hypothese wird auch durch Befunde zur Expression

oligodendroglialer Marker gestützt. So fanden sich in Monolayer-Kulturen acht Tage nach

Wachstumsfaktorentzug 16,6±1,5% CNPase-positive Zellen. Dahingegen exprimierten zwei Wochen

nach Transplantation in die Schnittkultur 30,3±9,8% der transplantierten Zellen CNPase.

4.2.3 Integration der transplantierten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen in das

endogene Gliazellnetzwerk

In vivo sind Astrozyten durch Gap Junctions miteinander verbunden und bilden so ein ausgedehntes

Netzwerk (Giaume und McCarthy 1996). Die Gap Junction-vermittelte Kopplung zwischen

hippocampalen Astrozyten wird graduell während der postnatalen Entwicklung angelegt (Konietzko und

Müller 1994; Binmöller und Müller 1992). Dieses Phänomen ist auch in der hippocampalen Schnittkultur

zu finden, in der endogene Astrozyten während der Kulturzeit mit einer größeren Anzahl weiterer

Astrozyten Gap Junctions ausbilden. Überraschend ist, dass in verschiedene Regionen des

hippocampalen Gewebes eingebrachte ES Zell-abgeleitete gliale Vorläuferzellen eine erstaunliche

Kapazität besaßen, in diese Netzwerkstruktur zu integrieren (Scheffler, Schmandt et al. 2003). Die

funktionelle Kopplung zwischen Spender- und Wirtszellen wurde durch Injektion von LY in einzelne

Spenderzell-abgeleitete Astrozyten nachgewiesen (Scheffler, Schmandt et al. 2003; Abb. 15A, B)

Während der Injektion einer einzelnen Spenderzelle verteilte sich LY üblicherweise zuerst in ein bis zwei

benachbarte Wirtszellen, bevor es in räumlich weiter entfernte Glia vordrang. Dies legt den Schluss nahe,

dass die Kopplung mit ein oder zwei Wirtszellen ausreicht, um die Spenderzelle in das bereits

bestehende Wirts-Glia Netzwerk zu integrieren. Die Komplexität der Kopplung zwischen Spenderzellen

und Wirtsgewebe war vergleichbar mit der zwischen endogenen Zellen beobachteten (Scheffler,

Schmandt et al. 2003). Ein wesentlicher Bestandteil von astrozytären Gap Junctions ist Connexin43

(Cx43; Theis et al. 2003; Rash et al. 2001). In der Tat konnte Cx43 Immunreaktivität an Kontaktzonen

zwischen inkorporierten Spenderzell- und benachbarten Wirtszell-Fortsätzen detektiert werden (Abb.

15C-F; Scheffler, Schmandt et al. 2003). Eine Kopplung zwischen ES Zell-abgeleiteten Astrozyten und

Neuronen des Wirtsgewebes, wie bei Rash et al. (2001) und Alvarez-Maubecin et al. (2000) beschrieben,

ließ sich hingegen nicht nachweisen. Dennoch ist die Spekulation berechtigt, dass die transplantierten

Glia-Vorläuferzellen auch mit ortsständigen Neuronen kommunizieren. Diese Kommunikation erfolgt aber
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womöglich auf anderen Wegen als über Gap Junctions. Es ist zurzeit noch völlig unklar, ob und in

welchem Ausmaß die integrierten ES Zell-abgeleiteten Astrozyten funktionelle Veränderungen in den

endogenen Gliazellen induzieren und ob sie die Funktion von Wirts-Neuronen beeinflussen.

Die Gap Junction-vermittelte Kopplung zwischen Spenderzelle und Wirts-Glia eröffnet neue

Möglichkeiten für die Entwicklung Transplantations-basierter Therapiestrategien. Die Einführung von

transgenen Astrozyten in das Netzwerk des Wirtsgewebes könnte es erlauben, kleine, fremde Moleküle

in große Areale des ZNS einzuschleusen. Durch die Manipulation des glialen Netzwerkes könnten damit

langfristig auch neuronale Funktionen modifiziert werden.

4.2.4 Vor- und Nachteile der organotypischen Schnittkultur

Der Einsatz von organotypischen Schnittkulturen als ‚in vitro Transplantationsmodell’ eröffnet eine Reihe

von Vorteilen. Im Gegensatz zu in vivo Transplantationen erlauben organotypische Schnittkulturen

Beobachtungen und den direkten experimentellen Zugriff auf Migration und Integration der

Spenderzellen. Auch kleine Zellzahlen können präzise unter dem Mikroskop in die gewünschte Region

platziert werden. Durch den ex vivo Ansatz ist es möglich, immunologische Probleme zu umgehen.

Dadurch wird die Analyse von allogenen und xenogenen Spenderzellen erleichtert. Des Weiteren können

in diesem Modell Spenderzellen und Wirtsgewebe aus verschiedenen genetischen Hintergründen

konfrontiert werden. Als reduktionistisches Modell hat dieses Paradigma jedoch auch Grenzen. Da die

Spenderzellen lediglich auf der Oberfläche der Schnittkultur deponiert werden, reduziert sich die Analyse

auf die Zellen, die innerhalb von 48 h in die Schnittkultur einwandern. Daher könnten unter Umständen

mehr differenzierte Zellen mit reduziertem Migrationspotential der Analyse entgehen.

In den durchgeführten Schnittkultur-Versuchen wurden vorwiegend die Eigenschaften von ES Zell-

abgeleiteten Astrozyten untersucht. Die morphologischen Daten und die Expression von MBP durch

inkorporierte Spenderzellen weisen jedoch darauf hin, dass dieses Modell prinzipiell auch für

Untersuchungen von Oligodendrozyten-Axon-Interaktionen sowie für die funktionelle Analyse von durch

Spenderzellen myelinisierten Axonen herangezogen werden kann. Da der postnatale Hippocampus

jedoch nur spärlich myelinisierte Faserbahnen enthält (die auch unter diesen Kulturbedingungen zu

finden sind; siehe auch Berger und Frotscher 1994), wären Schnittkulturen aus anderen Gehirnregionen

wie dem Cerebellum eher geeignet, diese Fragestellungen zu beantworten (Dusart et al. 1997; Seil

1989).
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Trotz des guten Gewebeerhalts und der funktionellen Integrität des Schnittkulturgewebes können die an

diesem Modell gewonnenen Daten nicht auf in vivo Bedingungen übertragen werden. So können z.B.

Faktoren, die von reaktiven oder proliferierenden Astro- oder Mikrogliazellen gebildet werden, die

Interpretation der in Schnittkulturen gewonnenen Daten erschweren. Eine weitere Variable stellt die

Reorganisation neuronaler Subpopulationen dar (Hailer et al. 1996; Derouiche et al. 1993; Caesar und

Aertsen 1991; Del Rio et al. 1991). Aus diesen Gründen können an Schnittkulturen gewonnene Befunde

nur als Annäherung an die in vivo Situation interpretiert werden.

4.3 Untersuchung von ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläufern nach in vivo

Transplantation

Die morphologischen und funktionellen Eigenschaften von ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen

wurden nach Transplantation in den Hippocampus von vier Wochen alten Ratten untersucht. Die ES Zell-

abgeleiteten glialen Vorläuferzellen inkorporierten bevorzugt im Bereich der hippocampalen Fissur und

der Körnerzellschicht des Gyrus dentatus, in der sie ortsansässige Neurone verdrängten (Abb. 17A-C).

Die Zellen überlebten bis zu drei Wochen nach Transplantation (Abb. 17D) und differenzierten in

Astrozyten und Oligodendrozyten aus (Abb. 18A-C). Nur wenige Zellen blieben Nestin-positiv (Abb.

18D). Obwohl die Zellen bevorzugt in die Körnerzellschicht des Gyrus dentatus einwanderten, einem Ort,

an dem adulte Neurogenese stattfindet, konnte keine Induktion neuronaler Marker gefunden werden

(Abb. 18E, F). Eine wichtige Beobachtung ist, dass in den Transplantaten keine Tumorinduktion

beobachtet werden konnte. Dies und die ausschließliche gliale Differenzierung bestätigen den hohen

Reinheitsgrad dieser Population.

In Kooperation mit Kerstin Hüttmann und Dr. Claudia Krebs durchgeführte elektrophysiologische

Ableitungen ergaben, dass die inkorporierten ES Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen in distinkte

funktionelle Phänotypen segregierten, wie sie auch zum Teil in nativer Glia zu finden sind (Matthias et al.

2003). So konnten Astrozyten mit transienten und verzögerten auswärts-gleichrichtenden wie einwärts-

gleichrichtenden K+-Strömen (‚komplexen’ Strommustern) gefunden werden (Abb. 19A); darüber hinaus

Strommuster, die diesen ‚komplexen’ Strommustern ähnelten (Abb. 19B). Bei den Zellen, die diese

‚komplex-ähnlichen’ Strommuster aufwiesen, könnte es sich um Zellen eines geringeren Reifestadiums

handeln. Allerdings waren diese Strommuster auch am Ende des Untersuchungszeitraums zu finden.

Prominente Zeit- und Spannungs-unabhängige ‚passive’ Strommuster konnten vermehrt zu späteren
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Untersuchungszeitpunkten gefunden werden (Abb. 19C). Oligodendrozyten-ähnliche Zellen mit fast

symmetrischen auswärts- und einwärts-K+-Strömen waren zu frühen und späten

Untersuchungszeitpunkten (7 bis 21 Tage nach Transplantation) nachweisbar (Abb. 19D).

Zum Nachweis der Kopplung wurden die Zellen bei der Patch-clamp Analyse mit einem Texas-red-

Dextran/Biocytin-Cocktail gefüllt. Dabei fiel auf, dass die überwiegende Zahl der Spenderzellen keine

Kopplung zeigte. Um einen methodischen Fehler bei den Kopplungsuntersuchungen auszuschließen,

wurde Gehirngewebe von GFAP-EGFP-transgenen Mäusen isoliert (Nolte et al. 2001; Brenner und

Messing 1996) und EGFP-positive Astrozyten elektrophysiologisch untersucht und Texas-red-

Dextran/Biocytin gefüllt. Nach Detektion des Biocytins mit einem an Cy5-gekoppelten Streptavidin D

wurden diese Zellen konfokal analysiert und dreidimensional rekonstruiert. In Abb. 22 ist deutlich die

Kopplung der Texas-red-Dextran-gefüllten Zelle mit mehreren endogenen Zellen des Gehirngewebes zu

erkennen. Diese Befunde zeigen die Validität dieser Methode. Eine immunhistologische Analyse mit

einem Antikörper gegen Cx43 ergab ferner, dass transplantierte Zellen eine prominente Cx43-Expression

aufweisen (Daten nicht gezeigt). Dies schließt auch die Möglichkeit aus, dass die fehlende Kopplung

Folge einer mangelnden Cx43-Expression war. Die fehlende Kopplung könnte auch auf die

eingeschränkte Inkorporation der Zellen zurückzuführen sein. So war die überwiegende Anzahl der
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Zellen in der hippocampalen Fissur oder der Körnerzellschicht des Gyrus dentatus zu finden. Eine

limitierte Fähigkeit des ausgereiften nicht-läsionierten Hippocampus, transplantierte Zellen zu

inkorporieren, könnte auch degenerative Veränderungen der Spenderzellen und die Retraktion deren

Fortsätze erklären.

Eine andere Möglichkeit wäre, dass die gekoppelten Zellen nicht mehr detektierbar sind. In vivo sind

vorwiegend Astrozyten mit ‚passiven’ Strommustern an der Kopplung beteiligt. Untersuchungen an

Monolayer-Kulturen haben ergeben, dass acht Tage nach Wachstumsfaktorenzug nur noch 7,8±0,8%

der Zellen EGFP exprimierten (Daten nicht gezeigt). Daher ist anzunehmen, dass die EGFP-Expression

in reifen Astrozyten mit ‚passiven’ Strommustern herunter reguliert wird und diese Zellen somit einer

Analyse entgehen. Da die Zellen durch klonale Selektion generiert und über hohe Passagezahlen in

Kultur gehalten wurden, ist es darüber hinaus möglich, dass genetische Aberrationen die Eigenschaften

dieser Zellen verändert haben.

Im Gegensatz zu den in vivo Beobachtungen war die Kopplung zwischen Spender- und Empfängerzellen

in der Schnittkultur sehr effizient. Ein Grund hierfür kann das frühere Entwicklungsstadium der

Schnittkultur darstellen, das eine bessere Integration der transplantierten Zellen erlaubt. Zum anderen

sind Schnittkulturen reaktiv verändert und daher unter Umständen eher geeignet, neue Zellen in den

Verband zu integrieren.

Zukünftige Studien werden prüfen müssen, ob die Transplantation in den sich entwickelnden

Hippocampus von neonatalen Ratten oder in ein Läsionsmodell bessere Voraussetzungen für die

Integration ES Zell-abgeleiteter Vorläuferzellen bietet.



Zusammenfassung und Ausblick 76

5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurde aus pluripotenten ES Zellen durch die Kombination von gerichteter

Differenzierung und anschließender FACS-basierter Lineage-Selektion T 1-EGFP-positiver Zellen hoch

aufgereinigte neuronale Zellen gewonnen. Hierzu wurden ES Zellen stabil mit einem neuronal-

spezifischen T 1-EGFP Selektionskonstrukt transfiziert. Die ES Zellen wurden dann mit Hilfe eines

speziellen Differenzierungsprotokolls in neurale Vorläuferzellen überführt. Zwei Tage nach Proliferation in

einem Medium mit FGF2 konnten die ersten T 1-EGFP-positiven Zellen identifiziert werden.

Doppelmarkierungen mit neuronalen Markern drei Tage nach Wachstumsfaktorentzug ergaben, dass

T 1-EGFP-positive Zellen eine breite Palette an neuronalen Phänotypen bilden. So exprimierten T 1-

EGFP-positive Zellen reife und unreife neuronale Marker und zeigten eine Expression sowohl

inhibitorischer als auch exitatorischer Neurotransmitter. Die in vitro Differenzierung zu glialen

Vorläuferzellen machte deutlich, dass EGFP weder von Oligodendrozyten noch von Astrozyten exprimiert

wurde. Mit Hilfe der FACS-Sortierung gelang es, EGFP- und -III Tubulin-positive Neurone bis zu einer

Reinheit von 98,5±0,5% anzureichern. Diese Daten zeigen, dass T 1-EGFP ein geeigneter Marker ist,

um Neurone aus differenzierenden ES Zellkulturen zu isolieren. Die Selektion von T 1-EGFP-positiven

Zellen bringt eine reine neuronale Population hervor, die noch unreif genug ist, um weiterführende

Zellkulturexperimente anschließen zu können. Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde weiten die an

Primärzellen erzielten Ergebnisse zur T 1-EGFP-basierten neuronalen Lineage-Selektion auf ES Zellen

aus. Die Markierung derart selektionierter Neurone mit EGFP bietet interessante Perspektiven, die

Integration und die elektrophysiologischen Eigenschaften von ES Zell-abgeleiteten Neuronen nach

Transplantation im Vitalzustand zu untersuchen.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurden Migration, Differenzierung und Integration von proliferierenden

glialen Vorläuferzellen im ZNS-Gewebe untersucht. Hierzu wurden hoch aufgereinigte gliale

Vorläuferzellen aus ES Zellen hergestellt und zur Visualisierung nach Transplantation mit einem CMV-

EGFP Konstrukt stabil transfiziert. Nach Verifizierung des astroglialen und oligodendroglialen

Differenzierungspotentials wurden die Zellen auf hippocampalen Schnittkulturen deponiert. Dieses

reduktionistische Modell erlaubt eine Echtzeit-Beobachtung und Manipulation der inkorporierten

Gliazellen.
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Nach Transplantation in hippocampale Schnittkulturen wanderten die auf die Oberfläche deponierten ES

Zell-abgeleiteten glialen Vorläuferzellen zunächst vertikal in das Gewebe ein und verteilten sich danach

horizontal über weite Abschnitte der Schnittpräparation. Ein Großteil der Zellen war 14 Tage nach

Transplantation in Astrozyten und Oligodendrozyten differenziert. Dye Coupling Analysen ergaben, dass

die Zellen in großem Umfang Gap Junctions zu benachbarten Astrozyten aufbauten und so in das

endogene Netzwerk integrierten. Gekoppelte Zellcluster, die aus endogenen und transplantierten Zellen

bestanden, wiesen die gleiche Komplexität auf wie Zellcluster, die nur aus endogenen Zellen bestanden

(Scheffler, Schmandt et al. 2003). In Zusammenarbeit mit dem Institut für Experimentelle Neurobiologie

(Prof. Steinhäuser) durchgeführte funktionelle Analysen ergaben, dass anders als in Monolayerkulturen

die transplantierten ES Zell-abgeleiteten Astrozyten in der Schnittkultur ‚passive’ und ‚komplexe’

Strommuster aufwiesen, wie sie auch in nativen Gliazellen zu finden sind.

Die Ausreifung transplantierter ES Zell-abgeleiteter glialer Vorläuferzellen in Astrozyten und

Oligodendrozyten wurde im weiteren im adulten Hippocampus der Ratte in vivo bestätigt. Hierzu wurden

die Zellen stereotaktisch in den Hippocampus adulter Ratten transplantiert. Die Zellen bildeten ein

komplexes Netzwerk und überlebten mindestens 21 Tage. Sie reiften in Astrozyten und

Oligodendrozyten aus, wobei die Astrozyten wie in den Schnittkulturen Subpopulationen mit distinkten

morphologischen und elektrophysiologischen Merkmalen ausprägten. Allerdings konnte unter diesen

Transplantationsbedingungen keine Gap Junction-vermittelte Kopplung der transplantierten ES Zell-

abgeleiteten Astrozyten mit endogenen Gliazellen nachgewiesen werden. Trotz der Integration in das

Körnerzellband des Gyrus dentatus, wo auch im adulten Organismus noch Neurogenese beobachtet

wird, differenzierten die transplantierten Zellen ausschließlich in Gliazellen aus. Dies und die Tatsache,

dass in keinem Transplantat eine Tumorbildung zu verzeichnen war, sprechen für die hohe Reinheit der

verwendeten glialen Population.

Insgesamt demonstriert diese Arbeit, dass durch die Kombination einer gerichteten neuralen

Differenzierung mit einer T 1-EGFP-basierten Lineage-Selektion eine Anreicherung von ES Zell-

abgeleiteten Neuronen bis zu einer Reinheit von 98,5±0,5% möglich ist. ES Zell-abgeleitete gliale

Vorläuferzellen können durch gezielte Differenzierung gewonnen werden und integrieren nach

Transplantation in das endogene Netzwerk.

Für zukünftige Untersuchungen stellen die T 1-EGFP-positiven Zellen eine attraktives Instrument für die

funktionelle Untersuchung von Neuronen nach Transplantation dar. Durch die EGFP-Markierung sollte es

möglich sein, transplantierte Zellen im Empfängergewebe zu lokalisieren und sie einer intravitalen
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Untersuchung zuzuführen. Die an hippocampalen Schnittkulturen durch Dye Coupling nachgewiesene

Fähigkeit zur Integration in das endogene Gliazellnetzwerk könnte dazu genutzt werden, ES Zell-

abgeleitete Gliazellen für den Zell-vermittelten Gentransfer heranzuziehen. Niedermolekulare

Substanzen, die von wenigen transplantierten Zellen produziert werden, könnten über Gap Junctions

über weite Abschnitte des endogenen Gliazellnetzwerkes verteilt werden. Dies könnte es langfristig

ermöglichen, wichtige Funktionen des glialen Netzwerkes, wie z.B. die Ionenpufferung, zu modulieren

und damit auch neuronale Funktionen zu beeinflussen.
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