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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Arten von Stammzellen

Der menschliche Organismus ist wie bei allen hoheren Lebewesen durch das komplexe
Zusammenspiel von einzelnen Zellen gekennzeichnet. Dabei bilden Zellen mit dhnlicher
Morphologie und struktureller Ausstattung Zellverbdnde, die als Gewebe zeitlich und
raumlich abgestimmt agieren. Verschiedene Gewebsverbidnde wiederum bilden einzelne
Organe wie Leber, Niere, Herz, Blut oder Gehirn. Letztlich stammt aber jede noch so
spezialisierte Zelle von einer einzigen befruchteten Eizelle ab und die vollstindige
Ausbildung eines mehrzelligen Organismus ist die genetisch gesteuerte und von der
Umwelt modifizierte Generierung immer neuer und weiter spezialisierter Tochterzellen.
Nach Abschluss der ontogenetischen Wachstumsphase wird Zellteilung nicht mehr zum
Ausbau und zur Verfeinerung von Geweben, sondern hauptsichlich zum Ersatz von alten
und abgestorbenen Zellen verwendet. Dabei ist die Haufigkeit, mit der Zellen regeneriert
werden, zwischen den einzelnen Organen stark unterschiedlich. Wahrend im Knochenmark
taglich ca. 4x10"" neue Blutzellen gebildet werden, sind es im Gehirn gerade mal einige
Tausend Neurone, die pro Tag neu entstehen. Die Neubildung von Zellen erfolgt liber die
Zellteilung von Stammzellen, deren Tochterzellen zu spezialisierten Gewebszellen
ausreifen. Mit zunehmendem Alter l4sst die Regenerationsfahigkeit der Gewebe nach bzw.
die neugebildeten Zellen weisen fehlerhafte Funktionen auf. Entstehende Krankheiten sind
somit fast immer auf Fehlfunktionen bestimmter Zellen zuriickzufithren. Diese
Fehlfunktionen hat man bisher fast ausschlie8lich medikamentds behandelt. Stammzellen
bieten nun die Moglichkeit, diese medikamentdse Behandlung durch eine
Zellersatztherapie zu erginzen und Reparaturmechanismen gezielter zu steuern. Aus
diesem Grund sind Stammzellen in den letzten Jahren in wachsendem Malle einer der

groBBten Hoffnungstréger in der Medizin geworden. In der Hamatologie und Onkologie
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werden Stammzellen bereits seit 25 Jahren bei autologen und allogenen Transplantationen
eingesetzt. Ferner ist es mit ihrer Hilfe moglich, Herzmuskelgewebe nach einem Infarkt
wieder aufzubauen (Kocher et al., 2001; Orlic et al., 2001) oder geschidigte Leberzellen
bei Leberversagen (Oertel et al., 2006), Hautzellen bei Brandverletzungen (Bianco und
Robey 2001; Kinner und Daly 1992) und Knorpelzellen bei Arthrosen zu ersetzen (Cedar,
2006; Adachi et al., 2005). Per Definition sind Stammzellen unreife Vorlauferzellen eines
Gewebes, die durch zwei besondere Eigenschaften charakterisiert sind: die Fahigkeit, in
reife Stadien und gegebenenfalls in Zellen verschiedener Gewebe differenzieren zu
konnen, und dem Vermdgen, sich praktisch unbegrenzt selbst zu erneuern ohne dabei an
Differenzierungspotential einzubiien. Unter dem Einfluss verschiedener Faktoren des
Umgebungsmilieus (z.B. Wachstumsfaktoren, genetische Faktoren, Néhrstoffe) konnen
Stammzellen in Zellen verschiedenster Gewebe differenzieren.

Je nach Entwicklungsperspektive werden totipotente, pluripotente und multipotente
Stammzellen unterschieden. Als totipotente Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die in
der Lage sind, zu einem vollstindigen Lebewesen heranzureifen. Fiir Zellen eines
menschlichen Embryos gilt dies bis zum 8-Zellstadium. Im Gegensatz dazu konnen sich
pluripotente Stammzellen in jedes der etwa 200 Gewebe des Korpers entwickeln, inklusive
Trophoblast bzw. Plazenta. Sie sind jedoch nicht mehr fahig ein vollstdndiges Individuum
zu bilden. Ein typisches Beispiel fiir pluripotente Stammzellen sind embryonale
Stammzellen (ES-Zellen), die erstmalig 1981 an der Universitdt Cambridge erfolgreich aus
Blastozysten der Maus isoliert wurden (Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981). ES-
Zellen stammen aus der frithen Entwicklungsphase eines Embryos, dem sogenannten
Embryoblasten der Blastozyste. Sie sind unreif, nahezu beliebig vermehrbar und in der
Lage, unter dem Einfluss geeigneter extrinsischer und intrinsischer Faktoren, in alle
Zelltypen der drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm) zu differenzieren.

Im Jahr 1998 gelang es Thomson et al. (1998) erstmals humane ES-Zelllinien zu
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etablieren, die aus befruchteten Eizellen gewonnen wurden. Ebenso wie murine ES-Zellen
waren sie langfristig vermehrbar und differenzierten in viele verschiedene Zelltypen aus.
Nach Injektion in immundefiziente Miuse bildeten die humanen ES-Zellen gutartige
Tumore (Teratome), in denen Gewebe aller drei Keimblétter enthalten waren (Thomson et
al., 1998). Die uneingeschrinkte Teilungsfahigkeit humaner ES-Zellen in vitro wird durch
ihre Kultivierung auf einer Schicht mitotisch inaktiver embryonaler Mausfibroblasten
(MEF, Abb. 1) aufrechterhalten. Im Gegensatz zu humanen ES-Zellen werden bei der
Kultivierung muriner ES-Zellen zusitzlich noch hohe Konzentrationen des Leukédmischen

Inhibitorischen Faktors (LIF) benotigt.

a¥ S8
ICM") il
/ S
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Abb. 1: Schema zur Gewinnung von ES-Zellen und ihrer Differenzierbarkeit in
spezifische Zelltypen aller drei Keimblitter - Ektoderm, Mesoderm und Endoderm (aus

Doss et al., 2004). ES-Zellen werden experimentell aus der inneren Zellmasse (ICM) gewonnen.
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Zu den multipotenten Stammzellen werden adulte Stammzellen gezdhlt, die postnatalen
Ursprungs sind. Nach heutigen Erkenntnissen entstehen sie aus Zellen, die auf einem
bestimmten Stiick des Entwicklungsweges von der Blastozyste zum ausgereiften
Organismus auf Vor- oder Zwischenstufen stehen bleiben (Fleischmann und Hescheler,
2004). Adulte Stammzellen wurden in einer Vielzahl von Organen (z.B. im Muskel, Fett
oder Knochenmark) nachgewiesen und stehen als eine Art ,,Reparatur-Pool* fiir die
Regeneration des jeweiligen Organs zur Verfligung. Die himatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks sind die am besten charakterisierten adulten Stammzellen. Sie sorgen
fiir eine stindige Erneuerung der verschiedenen Blutbestandteile und des Immunsystems.
Es werden drei Stammzellpopulationen unterschieden:

1. LT-HSZ (long term haematopoietic stem cells)

2. ST-HSZ (short term haematopoietic stem cells)

3. multipotente Progenitorzellen ohne die Féhigkeit zur Selbsterneuerung
Die drei Stammzellpopulationen stammen geradlinig voneinander ab, das bedeutet LT-
HSZ entwickeln sich zu ST-HSZ und diese wiederum entwickeln sich zu multipotenten
Progenitorzellen. Wahrend LT-HSZ lebenslang in der Lage sind, ausgereifte Blutzellen zu
generieren, sind ST-HSZ nur etwa acht Wochen dazu fahig. Aus den multipotenten
Progenitorzellen gehen lymphoide und myeloide Vorlduferzellen hervor, die sich iiber
mehrere Differenzierungsstufen zu ausgereiften Blutzellen wie Erythrozyten, Monozyten,
Granulozyten oder Lymphozyten entwickeln. Pro Tag werden ca. 4x10'" neue Blutzellen
gebildet, eine ungeheure Anzahl, die einen Grofteil unseres Energie- und Stoffwechsels
beansprucht. Die Erhaltung, Proliferation und Differenzierung der hdmatopoetischen
Stammzellen wird durch ihre Interaktion mit Knochenmarkstromazellen reguliert, die das
Geriist des Knochenmarks bilden. Knochenmarkstromazellen (bone marrow stromal cells,
BMSC) enthalten auBBerdem Stammzellen, die in vitro (Pittenger et al., 1999) und in vivo

(Jiang et al., 2003; Mankani et al., 2001; Cui et al., 2000; Kon et al., 2000) in
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mesenchymale Zelltypen wie Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten differenzieren,
weshalb fiir sie in der heutigen Zeit auch der Begriff mesenchymale Stammzellen
verwendet wird.

Neuerdings hat man sogar pluripotente Stammzellen im Fettgewebe identifiziert. Sie
werden in einer Primérkultur, bestehend aus Fettzellen, iiber mehrere Passagen
angereichert und besitzen dann, ebenso wie die mesenchymalen Stammzellen des
Knochenmarks, ein breites Differenzierungsspektrum. Aufgrund ihres mesodermalen
Ursprungs konnen sie ebenfalls in mesenchymales Gewebe, wie z.B. Chondrozyten,
Adipozyten, Osteoblasten und Myozyten differenzieren (Zuk et al., 2001).

Nabelschnurblut enthdlt definitionsgemil3 die jlingsten adulten Stammzellen. Diese
autologen Stammzellen sind frei von bakterieller und viraler Kontamination und lassen
sich ohne Risiko fiir Mutter und Kind durch Punktion der Nabelschnurvene gewinnen. Als
Alternative zu den adulten Stammzellen des Knochenmarks kdnnen Nabelschnurblutzellen
auch bei allogenen Transplantationen in der ndheren Verwandtschaft eingesetzt werden.
Sie besitzen den Vorteil immunologisch ,unreif zu sein, wodurch die Gefahr der
AbstoBung vermindert wird (Laughlin et al.,, 2001). In Anbetracht der positiven
Erfahrungen bei der allogenen Transplantation von Nabelschnurblutzellen gewinnt der
Aspekt der autologen Transplantation und der damit verbundenen Moglichkeit einer
Stammzelltherapie bei bislang unheilbaren Erkrankungen mehr und mehr an Bedeutung
(Sanchez-Ramos et al., 2002). So werden seit einigen Jahren zunehmend Nabelschnur-
blutbanken (z.B. VITA 34) aufgebaut, in denen die Zellen fiir mehrere Jahre

kryokonserviert autbewahrt werden konnen.
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1.1.1 Adulte endogene Stammzellen im Zentralen Nervensystem

Uber lange Zeit wurde angenommen, dass alle Zellen im Hirn adulter Siuger
postmitotisch wiren und keine neuen Nervenzellen gebildet werden. Erste
autoradiographische Studien von J. Altman um 1960 zeigten jedoch, dass teilungsfahige
Zellen auch im adulten zentralen Nervensystem (ZNS) von Sdugern vorkommen
(Altman und Das, 1967; Altman, 1966; Altman und Das, 1965). Diese Zellen erwiesen
sich als Stammzellen und werden deshalb als neurale Stammzellen des ZNS bezeichnet.
Sie sind zeitlebens teilungsfihig, selbst erneuerbar und entwickeln sich oftmals iiber die
Zwischenstufe der neuralen bzw. glialen Progenitorzelle in alle drei Zelltypen des ZNS:

Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten (Abb. 2).

o,

Neural Stem Cell

C-e, D

Neural Progenitor Cell (NP) Glial Prbgenlior Cell (GP)

/
Al

Neuron Astrocyte Oligodendrocyte

Abb. 2: Neurale Stammzellen und ihre Differenzierung. Neurale Stammzellen entwickeln
sich oftmals, aber nicht immer iiber die Stufe der neuralen (NP) bzw. glialen Progenitorzelle

(GP) in Neurone, Astrozyten oder Oligodendrozyten (aus Okano et al., 2002).

Eine charakteristische Eigenschaft neuraler Stammzellen ist ihre Féhigkeit, in vitro
freischwimmende Neurospheren zu bilden (Reynolds und Weiss, 1992). Des Weiteren
konnen sie auch durch die Expression typischer Markerproteine wie Nestin (Lendahl et
al., 1990), musashi (Kaneko et al., 2000) und einigen Vertretern der Sox-Familie
(Transkriptionsfaktoren; Pevny et al., 1998) in vitro und in vivo detektiert werden.

Ontogenetisch konnen neurale Stammzellen erstmals mit Ausbildung der Neuralplatte
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nachgewiesen werden. Im adulten Organismus findet man neurale Stammzellen sowohl

in neurogenen als auch nicht-neurogenen Zonen (Gage, 2000). Zu den nicht-neurogenen
Zonen zéhlt beispielsweise das Riickenmark, dessen neugebildete Zellen glialer Natur
sind (Horner et al., 2000).

Die Studien der letzten Jahre belegen, dass das adulte Hirn in der Lage ist, neue
Neurone zu generieren. Bisher wurden 2 Regionen identifiziert, in denen Neurogenese
stattfindet. Dazu gehoren die Subventrikularzone (SVZ) der lateralen Ventrikel (Pencea

et al., 2001; Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Corotto et al., 1993; Altman und Das,
1969) und der Gyrus dentatus (DG) im Hippokampus (Abb. 3A, Kornack und Rakic,
1999; Eriksson et al., 1998; Gould et al., 1998; Kuhn et al., 1996; Cameron et al., 1993;
Kaplan und Hinds, 1977; Altman und Das, 1965). Die sich in der SVZ teilenden
Progenitorzellen entwickeln sich zu Neuroblasten, die tangential mit dem rostralen
migratorischen Strom (RMS) in den Bulbus olfactorius wandern und dort zu Neuronen
differenzieren (Doetsch et al., 1999; Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Corotto et al.,
1993; Altman, 1969).

In der Subgranularzellschicht des DG kommt es wie auch in der SVZ wiéhrend des
gesamten Lebens zur Bildung neuer Progenitorzellen. Sie migrieren iiber eine kurze
Distanz in die Granularzellschicht, in der sie zu Kornerzellen differenzieren und sich in das
bestehende Netzwerk integrieren (Kuhn et al., 1996; Cameron et al., 1993). Die
neugebildeten Kornerzellen erhalten einen synaptischen Eingang, senden axonale
Projektionen in die CA3-Region des Hippokampus und entwickeln typische
elektrophysiologische Eigenschaften reifer Neurone. In jungen Ratten konnen sich tiglich
bis zu 9.000 neue Kdornerzellen bilden (Cameron und McKay, 2001), mit zunehmendem
Alter nimmt ihre Zahl jedoch ab (Kuhn et al., 1996).

Uber die Funktion der neugebildeten Nervenzellen ist bislang noch wenig bekannt. Von

den neugebildeten Neuronen im Bulbus olfactorius (OB) nimmt man an, dass sie eine
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wichtige Rolle bei der Erinnerung und Geruchssdiskriminierung spielen (Rochefort et al.,
2002). Die neugebildeten Kornerzellen im Hippokampus fungieren vermutlich bei der

Bildung und Konsolidierung des Langzeitgedédchtnisses (Shors et al., 2001).

Abb. 3: Sagittalschnitte zur Darstellung der neurogenen Zonen im ungeschidigten (A)
und geschidigten adulten Nagerhirn (B). In der Subventrikularzone (SVZ) und im Gyrus
dentatus (DG) des Hippocampus kommt es zeitlebens zur Bildung neuer adulter Stammzellen.
Aus den sich teilenden Progenitorzellen in der SVZ entwickeln sich Neuroblasten, die mit dem
rostralen migratorischen Strom (RMS) in den Bulbus olfactorius (OB) wandern und dort zu
reifen Neuronen differenzieren. In der Granularzellschicht des DG entstehen ebenfalls stindig
neue Progenitorzellen (A). In Abb. B sind die Regionen aufgezeigt, in denen es nach Verletzung
verstarkt zur Zellproliferation und Neurogenese kommt. Nach fokaler Ischdmie werden
Progenitorzellen der SVZ zur Bildung neuer Neurone ins geschéddigte Striatum (STM)
rekrutiert. Durch diese Ereignisse wird ebenfalls die Proliferation im DG angeregt. Nach einer
globalen Ischédmie kommt es zur Bildung neuer CA1-Pyramidenneurone, wobei ein Teil dieser
Zellen vermutlich aus dem benachbarten Posterioren Periventrikel (PPV) stammt (aus

Lichtenwalner und Parent, 2006).

Beinahe alle Formen von Hirnverletzungen steigern die Neurogenese im DG und der SVZ.
So zeigen Jin et al. (2001) nach transienter und Zhang et al. (2001) nach permanenter
fokaler Ischdmie (embolisch) eine gesteigerte Neurogenese in der SVZ, die nach sieben
Tagen ihr Maximum erreicht. In der ipsilateral zum Infarkt gelegenen SVZ scheint die
Bildung neuer Zellen sogar noch erhdht (Arvidsson et al., 2002; Parent et al. 2002). Es
wurde auflerdem eine starke Assoziation zwischen erhohter Neurogenese und dem

Zellersatz im verletzten Striatum beobachtet. Die neugebildeten DCX+ Neuroblasten
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wandern dabei kettenartig, d.h. in Gruppen aus mehreren Zellen ins Schadigungsgebiet ein
und reifen dort zu striatalen Neuronen aus (DARPP32+; Arvidsson et al., 2002; Parent et
al. 2002). Obwohl einige der neugebildeten striatalen Neurone bis zu 6 Wochen nach
tMCAO ftiberleben, sterben 80 % von ihnen im Zeitraum von 2 bis 6 Wochen nach
Ischimie wieder ab. Der Anteil an toten striatalen Neuronen, die durch neugebildete
Neurone ersetzt werden, ist somit verschwindend gering und betridgt nur etwa 0,2 %
(Arvidsson et al., 2002).

Auch bei der globalen Ischimie konnten Nakatomi et al. (2002) und Schmidt und
Reymann (2002) zeigen, dass endogene Stammzellen in der Lage sind, die geschidigte
Pyramidenzellschicht in der CA1-Region des Hippokampus teilweise zu regenerieren. Die
intraventrikuldre Verabreichung von FGF-2 und EGF innerhalb der ersten Tage nach
globaler Ischidmie fiihrte zu einer 40 %igen Regeneration der CA1-Pyramidenzellen nach 4
Wochen. Nakatomi et al. (2002) beschreiben weiterhin den Posterioren Periventrikel als
Herkunftsort der neugebildeten Pyramidenzellen, die nach Schiadigung in die CA1-Region
migrieren und sich dort zu elektrophysiologisch reifen Neuronen entwickeln.

Die bisherigen Untersuchungen zeigen in jedem Fall, dass endogene Vorlauferzellen fihig
sind, einige geschidigte Neurone im adulten Organismus zu ersetzen. Jedoch ist die Zahl
neugebildeter Zellen duBlerst gering, und eine gezielte Anreicherung der Zellen mittels
Wachstumsfaktoren erscheint bislang nicht ausreichend fiir eine vollstandige Reparatur des

lasionierten Gebiets (Scharfman et al., 2000; Parent et al., 1997).



EINLEITUNG

10

1.1.2 Verwendung exogener Stammzellen bei neurodegenerativen Erkrankungen
Kaum ein anderes Organsystem zeigt ein so geringes Regenerationspotential wie das ZNS.
Von den wenigen Regionen mit nachgewiesener adulter Neurogenese (SVZ und DQG)
abgesehen, scheinen Gehirn und Riickenmark im Lauf der Evolution die Féhigkeit zur
Neurogenese und Geweberegeneration weitgehend verloren zu haben. Die Neuroplastizitit
als Fahigkeit des ZNS, Funktionen geschéddigter Hirnbereiche durch andere Regionen zu
tibernehmen, ist unter bestimmten Bedingungen nachgewiesen worden. Sie reicht
allerdings nicht aus, um die bei einem Schlaganfall geschédigten Zentren funktionell zu
ersetzen.

Die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen erfolgt bisher nur symptomatisch. Dies
konnte sich jedoch in Zukunft durch den Einsatz von Stammzellen dndern. Im folgenden
Abschnitt soll nun ein kurzer Abriss iiber den Einsatz von Stammzellen an drei
ausgewdihlten Beispielen fiir neurodegenerative Erkrankungen des ZNS gegeben werden.
Seit einigen Jahren wird die Transplantation von Stammzellen zur Behandlung von
Morbus Parkinson, Chorea Huntington oder Amyotropher Lateralsklerose (ALS)
durchgefiihrt. Morbus Parkinson ist eine progressive Erkrankung, die zur Degeneration
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra fiihrt. Die derzeitig angewandten
Medikamente bewirken nur eine Linderung der typischen Symptome der Krankheit
(Tremor, Rigor), bekdmpfen aber nicht ihre eigentliche Ursache. Der Zellersatz mittels
Stammzellen wird schon seit vielen Jahren am Tiermodell untersucht und wurde auch
schon am Patienten getestet. Bereits gegen Ende der 70er Jahre berichteten Bjorklund und
Stenevi (1979) sowie Perlow et al. (1979) erstmals von einer funktionellen Erholung im
Tiermodell der Ratte, nachdem sie solide Gewebsstiickchen aus dem fGtalen ventralen
Mesencephalon (VM) von Rattenembryonen ins geschidigte Striatum applizierten. Die
dopaminergen Zellen {iberlebten, reinnervierten das Striatum und verbesserten die

motorischen Fihigkeiten der Tiere. Einige Zeit spater beschrieben Bjorklund et al. (1983)
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eine modifizierte Transplantationstechnik bei der Implantate von Zellsuspensionen des VM
stereotaktisch in tiefer gelegene, intraparenchymale Zellgebiete (z.B. Corpus striatum)
injiziert wurden. Auf diese Weise wurde das Risiko eines durch die Transplantations-
prozedur entstehenden Traumas wesentlich reduziert.

In den folgenden Jahren wurden solche Transplantationen auch an Parkinson-Patienten
durchgefiihrt. Insgesamt wurden weltweit bislang mehr als 350 Parkinson-Patienten mit
fotalen dopaminergen Stammzellen transplantiert (Barker und Widner, 2004). Mit Hilfe
bildgebender Verfahren wie der Positronenemissionstomografie (PET) zeigte sich
innerhalb eines Jahres nach Transplantation eine gesteigerte Aufnahme des Dopamin-
Vorldufers Fluorodopa im Striatum sowie eine vom Transplantat induzierte
Dopaminausschiittung (Piccini et al., 1999; Freeman et al., 1995; Kordower et al., 1995;
Sawle et al., 1992). Trotz fortschreitender Erkrankung waren die transplantierten Neurone
in der Lage, das degenerierte Striatum flir mehr als zehn Jahre zu reinnervieren (Piccini et
al., 1999; Kordower et al., 1995) und Beeintrachtigungen wie z.B. auftretende Akinesien
zu lindern (Piccini et al., 2000). Fiir die Transplantation eines Parkinson-Patienten bendtigt
man allerdings Gewebe von sechs und mehr menschlichen Foten (Kordower et al., 1996).
Nachteilig ist des Weiteren die Heterogenitét der transplantierten fotalen Gehirnabschnitte,
die neben der gewiinschten Zellpopulation eine Vielzahl anderer neuronaler Subtypen
enthalten. Im Gegensatz zu vorangegangenen Untersuchungen zeigte eine im Jahr 2003
verdffentlichte Studie keinerlei Verbesserungen nach Transplantation fotaler VM-Zellen.
AuBerdem traten die typischen Symptome der Krankheit nach Absetzen der
Immunsuppressiva erneut auf, ein Effekt, der vermutlich auf AbstoBungsreaktionen des
Empfangergewebes zuriickzufiihren war (Olanow et al., 2003). Weitere Erkenntnisse
belegen, dass nur etwa 5 % der fotalen dopaminergen Neurone nach Transplantation

tiberlebensfahig sind (Lindvall, 1994). Patienten, die dlter als 60 Jahre waren, trugen
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keinen Nutzen von dieser Art der Therapie. Einige entwickelten sogar schwere
Dyskinesien und Dystonien (Freed et al., 2001).

Chorea Huntington, auch ,,Veitstanz* genannt, ist eine seltene erbliche Erkrankung, die zu
motorischen, kognitiven und psychischen Schidigungen bei den Betroffenen fiihrt.
Ursache der Krankheit ist ein fortschreitender Zellverlust bzw. eine Atrophie GABAerger
Projektionsneurone im Striatum und Neocortex (Leegwater-Kim und Cha, 2004; Bates et
al., 2002). Auch hier kann die momentane Behandlung die Symptome nur vermindern.
Deshalb wird seit einigen Jahren der Zellersatz durch Transplantation verschiedener
Stammezelltypen erprobt. Fdotale Stammzellen wurden bereits im Tiermodell ins
geschidigte Striatum von Maiusen, Ratten und Primaten transplantiert. Sie iiberlebten,
differenzierten sich regionsspezifisch und verbesserten motorische oder kognitive
Verhaltensdefizite (Dunnett et al., 2000; Kaemmerer und Low, 1999; Kendall et al., 1998;
Palfi et al., 1998). Die striatalen Transplantate bildeten aulerdem afferente und efferente
Verbindungen mit dem Empfiangergewebe, die sowohl elektrophysiologisch (Nakao et al.,
1999; Xu et al., 1991) als auch neurochemisch (Campbell et al., 1993; Sirinathsinghji et al.,
1988) aktiv waren.

Die Erfolge im Tiermodell bildeten fortan die Basis fiir klinische Transplantationen am
Patienten. In einer umfangreichen Untersuchung demonstrierten Kopyov und Mitarbeiter
motorische und psychologische Verbesserungen bei drei Patienten, die mit humanen
fotalen Zellen aus dem Striatum transplantiert wurden (Kopyov et al., 1998; Philpott et al.,
1997). In der Magnetresonanztomographie zeigten sich die Zellen iiberlebensfahig und
differenzierten zu reifen Nervenzellen (Ross et al., 1999). In einer weiteren Studie zeigte
sich ein Jahr nach Behandlung mit fotalen Zellen eine erhohte metabolische Aktivitdt im
Striatum, die ebenfalls mit motorischen und kognitiven Verhaltensverbesserungen
einherging (Bachoud-Levi et al., 2000). Trotz der klinischen Erfolge sind die kiirzlich

verOffentlichten Ergebnisse eher erniichternd. Ergidnzend zur Studie von 2000 berichteten



EINLEITUNG

13

Bachoud-Levi et al. (2006) von einer klinischen Verbesserung, die nur fiir zwei Jahre nach
Transplantation anhédlt und im Zeitraum von vier bis sechs Jahren nach Transplantation
wieder verschwindet. Die Behandlung mit Xenotransplantaten aus striatalem
Schweinegewebe brachte nicht den gewiinschten Erfolg, da die Zellen bei allen zwolf
getesteten Patienten nicht {iberlebten und auch keine funktionellen Verbesserungen
hervorriefen (Fink et al., 2000). Bis heute gibt es noch keine effektive Therapie fiir
Reparatur, Ersatz und Protektion geschiadigter Nervenzellen bei Chorea Huntington.

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine chronische Erkrankung, die anfangs
Muskelldhmungen und Muskelschwund hervorruft und schlieBlich zum Tode durch
Ateminsuffizienz fiihrt. Bei der ALS degenerieren zunehmend das obere (erste) und untere
(zweite) Motoneuron im Gehirn und Riickenmark bzw. in peripheren Nerven. Die
Behandlung mit Medikamenten kann das Leben der Patienten nur verldngern, die
Krankheit aber nicht aufhalten. Die Stammzelltherapie stellt daher eine attraktive Strategie
fiir den Zellersatz bei ALS dar und wird bereits priklinisch und klinisch untersucht. Erste
préklinische Daten belegen einen positiven Einfluss intraspinal verabreichter humaner
NT2-Zellen auf die Lebenserwartung und gestorte Motorik bei der transgenen SOD1G93
Maus, einem Tiermodell der ALS (Garbuzova-Davis et al., 2002). Garbuzova-Davis et al.
(2003) berichten weiterhin von der Migration intravends verabreichter humaner
Nabelschnurblutzellen ins degenerierte Gehirn und Riickenmark und ihrer dortigen
Differenzierung in neurale Vorlduferzellen, Neurone und Astrozyten. Zudem wurde der
progressive Verlauf der Krankheit in Abhdngigkeit von der Anzahl der transplantierten
Zellen verzdgert und dadurch die Lebensdauer der Tiere erhoht (Chen und Ende, 2000).
Die ersten und bis jetzt einzigen klinischen Transplantationen an Patienten mit ALS
wurden von Janson et al. (2001) und Mazzini et al. (2003) durchgefiihrt. Wahrend Janson
et al. nach intrazerebroventrikuldrer Transplantation himatopoetischer Stammzellen in drei

ALS-Patienten keinerlei funktionelle Verbesserungen beobachten konnten, berichten
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Mazzini et al. von einer verlangsamten Abnahme der Muskelkraft in den unteren
Extremitidten bei vier von sieben Patienten nach Transplantation von mesenchymalen
Stammzellen. Bei zwei Patienten liel sich sogar eine geringfiigige Zunahme der
Muskelkraft beobachten.

Der kurze zusammenfassende Uberblick demonstriert deutlich, dass die Transplantation
exogener Stammzellen als Zellersatzstrategie, in den letzten Jahren enorme Fortschritte
gemacht hat. Die Forschung an Stammzellen gibt neue Hoffnungen fiir bislang unheilbare
neurodegenerative Erkrankungen. So ist die Besserung der Krankheitssymptomatik des
Morbus Parkinson durch Transplantation dopaminerger Zellen experimentell wie klinisch
belegt. Auf den derzeitigen Stand bei der Transplantation nach Schlaganfall wird im

nichsten Abschnitt ndher eingegangen.
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1.2 Schlaganfall

1.2.1 Ursachen

In den westlichen Industrieldndern ist der Schlaganfall die dritthdufigste Todesursache und
haufigster Grund fiir schwere Behinderungen. In Deutschland erleiden ihn jéhrlich 250.000
Menschen; davon versterben 75.000 innerhalb des ersten Monats, etwa ein Drittel der
Patienten bleibt auf lange Sicht pflegebediirftig und schwerbehindert.

Der Schlaganfall auch Apoplexie, Gehirnschlag, apoplektischer Insult oder Hirninfarkt
genannt, ist eine akute Durchblutungsstérung des Gehirns, die zu einem akuten
Sauerstoffmangel fiihrt und ,,schlagartig” unterschiedlichste Funktionsstérungen und
vielfach auch Funktionsverluste zur Folge hat. Ausloser ist bei etwa 80 % der Patienten ein
GefaBverschluss (thrombotischer Insult) aufgrund einer Arteriosklerose oder ein vom
Herzen bzw. der Halsschlagader eingeschwemmtes Blutgerinnsel (Embolie). Etwa 20 %
der Schlaganfille entstehen durch spontane intrazerebrale Blutungen, die durch Ruptur
eines GefdBles ausgelost werden und zur Einblutung und Kompression des Hirngewebes
fiihren (hdmorrhagischer Insult). Die Auswirkungen eines hadmorrhagischen Insults
unterscheiden sich letztendlich nicht von einem thrombotischen Insult, da sie ebenfalls
zum Ausfall der Blutversorgung in einem definierten Hirnareal fiihren. Gelingt es nicht,
den Sauerstoffmangel rasch zu beheben, stirbt das von der Blutversorgung abgeschnittene
Gewebe nach einem Thrombus, Embolus oder einer geplatzten Hirnarterie innerhalb von

wenigen Minuten ab.

1.2.2 Auswirkungen
Ein Schlaganfall fiihrt zu ausgepridgten und anhaltenden neurologischen Ausfalls-
erscheinungen wie z.B. einer Halbseitenlihmung in Form einer Hemiplegie oder

Hemiparese. Unter Hemiplegie versteht man die vollstindige Lahmung einer Korperseite,
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unter Hemiparese eine unvollstindige Ldhmung mit Erhalt von Teilfunktionen. Meist sind
Rumpf, Arm, Bein und Gesicht betroffen. Motorische Defizite sind die mit Abstand
hiufigsten Symptome und kommen bei etwa 90 % der Schlaganfallpatienten vor.

Sensomotorische Stérungen zeigen sich darin, dass die gestorte Korperseite Beriihrungen,
Temperaturunterschiede oder Schmerz nicht empfinden kann; sie ist taub. Gleichgewichts-,
Sprach- (Aphasie) und Bewusstseinsstorungen bis hin zu Bewusstlosigkeit (Koma) sind

ebenfalls typische Folgen eines Schlaganfalls.

1.2.3 Pathophysiologie

Der neuronale Zelltod nach zerebraler Ischdmie wird durch vier zeitlich
aufeinanderfolgende, teilweise Tiberlappende zerstorerische Ereignisse induziert, die
zusammenfassend als ischdmische Kaskade bezeichnet werden. Zu diesen Ereignissen
zihlen Exzitotoxizitit, Peri-Infarkt Depolarisation, Inflammation und Apoptose (Ubersicht
in Dirnagl et al., 1999). Durch die Abnahme der zerebralen Durchblutung nach einem
ischdmischen Schlaganfall kommt es zur Unterversorgung der Zellen mit Glucose und
Sauerstoff. Der Sauerstoffmangel fiihrt zum Zusammenbruch der Atmungskette, woraus
ein Energiemangel in Form von ATP resultiert. Als Folge des ATP-Mangels sind die
energieabhingigen Ionentransporter, wie die Na'-K -Pumpe und die Ca*"-H"-Pumpe nicht
mehr in der Lage, die lonengradienten der Zelle aufrechtzuerhalten. Das Membranpotential
bricht zusammen und Nerven- und Gliazellen werden depolarisiert (Katsura et al., 1994).
Im ersten Schritt der ischdmischen Kaskade, der Exzitotoxizitdt, werden durch die
Depolarisierung, somatodendritische und prasynaptische spannungsabhingige Kalzium-
kanéle aktiviert, die eine Sekretion exzitatorischer Aminosiuren, wie z.B. Glutamat, in den
Extrazellulirraum induzieren. Die infolge Energiemangels gestorte Wiederaufnahme
exzitatorischer Aminosduren an den Prdsynapsen und Gliazellen fiihrt zusétzlich zur

Anreicherung von  Glutamat im  synaptischen Spalt. Durch die hohen
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Glutamatkonzentrationen werden NMDA-Rezeptoren und metabotrope Glutamat-
rezeptoren aktiviert, die eine verstiarkte intrazellulire Anreicherung von Kalzium bewirken
(Nehls et al., 1989). Aufgrund der hohen Glutamatspiegel sind die Neurone iiberaktiviert
und Natrium- und Chloridionen strdmen unaufhaltsam ins Zellinnere. Da der Einstrom von
Natrium und Chloridionen stdrker als der Ausstrom von Kalium ist, folgt Wasser passiv
nach und es kommt zur Odembildung. Kalzium, das zusitzlich aus den intrazelluliren
Speichern ins Cytosol freigesetzt wird, kann aufgrund des Energiemangels nicht aus den
Zellen heraustransportiert werden (Siesjo et al., 1992). Es reichert sich verstiarkt in den
Neuronen an und aktiviert eine Reihe von Enzymen, wie z.B. Kinasen, Phospholipasen,
Endonucleasen und Calpain. Die Aktivierung von Calpain, einer intrazelluldren Protease,
fiihrt zur Zerstorung des Strukturproteins Spektrin und des Zytoskeletts. Zusétzlich erzeugt
Calpain neben Phospholipase A, und Cyclooxygenase freie Radikale, die Membran-
schiaden induzieren und spétere Prozesse wie Inflammation und Apoptose triggern. So wird
u.a. die innere Mitochondrienmembran durch freie Radikale geschédigt und Proteine, die
den Elektronentransport, den H'-Ausstrom sowie die ATP-Produktion steuern, werden
oxidiert (Dugan und Choi, 1994). Die Mitochondrien schwellen an und sezernieren
Cytochrom C, worauthin eine apoptotische Kaskade der Zelle eingeleitet wird (Fujimura et
al., 1998).

Die Peri-Infarkt Depolarisierung beschreibt den Prozess der sich stindig wiederholenden
Depolarisation ischdmisch geschiadigter Zellen in der Penumbra. Aufgrund des
Energiemangels depolarisieren Nerven- und Gliazellen und Kalium und Glutamat werden
in den Extrazellulirraum abgegeben. Im Gegensatz zum nicht mehr durchbluteten
Infarktkern, in dem die Zellen nur einmal anoxisch depolarisieren und dann absterben,
konnen die Nervenzellen in der minderdurchbluteten Penumbra unter zusétzlichem
Energicaufwand repolarisieren. Durch steigende Kalium- und Glutamatkonzentrationen im

Extrazelluldirraum depolarisieren sie erneut, ein Prozess der sich mehrmals stiindlich
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wiederholt und bis zu acht Stunden nach Ischdmie zu beobachten ist. Die Frequenz, mit der
die Depolarisation auftritt, korreliert dabei mit der Infarktgrée (Mies et al., 1993).

Im weiteren Verlauf der ischdmischen Kaskade reagiert das Gehirn auf die Ischdmie mit
einer Entzlindungsreaktion (Inflammation). Diese hélt {iber Tage bis Wochen an und ist
gekennzeichnet durch das Einwandern von Leukozyten aus dem Blut ins geschidigte
Hirngewebe, durch die Aktivierung von Mikroglia, Makrophagen und Astrozyten sowie
durch die Sekretion zytotoxischer Substanzen durch diese Entziindungszellen (Arvin et al.,
1996). Zu Beginn der Entziindungsreaktion akkumulieren Leukozyten verstirkt in den
KapillargefaBBen (Hallenbeck et al., 1986) und treten mit Hilfe von Adhésionsmolekiilen
ins Hirngewebe iiber (Granger und Kvietys, 1993). Die verstirkte Ansammlung von
Leukozyten in kleineren Blutgefilen wird als mogliche Ursache fiir einen verminderten
Blutfluss bei einer Reperfusion angesehen (Grogaard et al., 1989). Des Weiteren wandern
Makrophagen aus dem zirkulierenden Blut in das geschiadigte Hirnareal ein und beseitigen
zusammen mit aktivierter Mikroglia geschadigte Neurone. Infiltrierende Leukozyten wie
auch aktivierte Mikrogliazellen und Astrozyten konnen Zytokine synthetisieren und
freisetzen. Vor allem proinflammatorische Zytokine, wie IL-1pB, IL-6 und TNF-a, werden
wenige Stunden nach Ischdmiebeginn in hoher Konzentration sezerniert (Saito et al., 1996)
und tragen zur weiteren Aktivierung von Entziindungszellen, zu einer erhdhten
Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und zur verstdrkten Produktion freier Radikale bei
(Quagliarello et al., 1991; Sullivan et al., 1989; Lachmann et al., 1987). Alle diese
inflammatorischen Prozesse sowie die Expression der iNO-Synthase (iNOS) und die damit
verbundene Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) verstirken den ischdmischen
Zellschaden (Nathan und Xie, 1994).

Die Apoptose stellt eine Form des programmierten Zelltods im ZNS dar, die sowohl unter
physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen von Bedeutung ist. In

verschiedenen Tiermodellen der globalen und fokalen Ischdmie konnte gezeigt werden,
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dass Apoptose fiir den Zelluntergang nach zerebraler Ischdmie verantwortlich ist.
Besonders in der Penumbra, in der die Zellen noch einen Restmetabolismus aufweisen,
scheint Apoptose verstirkt aufzutreten. Das durch ATP-Mangel verdnderte
Membranpotential der Mitochondrien induziert die Freisetzung von Cytochrom C ins
Cytosol. Cytochrom C aktiviert proteinspaltende Enzyme, sogenannte Caspasen, die in der
Lage sind, zellulire Reparaturproteine wie z.B. Poly-ADP-Ribose Polymerase durch
Spaltung zu inaktivieren und damit den Zelltod einzuleiten. Unter den 12 bislang
identifizierten Caspasen haben Caspase 1 und 3 eine entscheidende Rolle bei der

ischdmisch bedingten Apoptose (Dirnagl et al., 1999).

1.2.4 Therapie

Die Behandlung des Schlaganfalls ist abhdngig davon, ob ein Gefdflverschluss oder eine
Hirnblutung vorliegt. Bei der Therapierung des thrombotischen Schlaganfalls, der durch
einen Gefalverschluss ausgelost wird, werden zur Zeit hauptsichlich zwei Ziele verfolgt:
1. die Auflosung des Blutgerinnsels (Thrombolyse) und 2. der Schutz des Randbereiches,
der zwar geschidigt, aber noch nicht abgestorben ist (Neuroprotektion). Nach einem
GefilBverschluss lassen sich in der Akutphase zwei Hirnregionen aufgrund ihres
Perfusionsgrades unterscheiden: der Infarktkern, der nicht mehr durchblutet ist (totale
Ischdmie) und einen diesen Kern umgebenden Randbereich mit Restdurchblutung
(Penumbra). Wéhrend die fehlende Durchblutung im Infarktkern zur irreversiblen
Schadigung der Nervenzellen und damit zu deren Absterben fiihrt, werden die in der
Penumbra befindlichen Nervenzellen durch Kollateralgefale versorgt und bleiben damit
zwar nicht funktionell, aber strukturell erhalten. Die Nervenzellen in der Penumbra konnen
ihre Funktion wiedererlangen, wenn die Perfusion dieses Randbereiches innerhalb eines

bestimmten Zeitraumes wiederhergestellt wird.
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Die Behandlung des Schlaganfalls mittels Thrombolyse kommt vor allem fiir Patienten in
Frage, die innerhalb der ersten drei Stunden nach Auftreten der Symptome in die Klinik
aufgenommen werden konnen. Sie ist die einzige bisher klinisch anwendbare Therapie und
kann Hirnschdden nur in begrenztem Umfang verhindern. Bei der Thrombolyse versucht
man das Blutgerinnsel (Thrombus) durch Verabreichung eines durchblutungsfordernden
Medikaments (Thrombolytikum) aufzulosen, so dass das mangelhaft durchblutete
Hirngewebe wieder mit Sauerstoff versorgt wird. Als Thrombolytikum wird derzeitig der
Plasminogenaktivator rt-PA (recombinant tissue plasminogen activator) eingesetzt. Die
Lyse-Therapie ermoglicht es, den Randbereich der Schidigung zu stabilisieren, eine
Riickbildung im Infarktkern kann jedoch nicht erwirkt werden. Da rt-PA die Blutgerinnung
fiir Stunden hemmt, ist diese Behandlung nicht ganz ungefahrlich. Es kdnnen sekundére
Blutungen auftreten, die den neurologischen Zustand des Patienten weiterhin
verschlechtern. Aufgrund des engen Zeitfensters von drei Stunden und vieler
Ausschlusskriterien wie z.B. hohes Alter, schwerwiegende Vorerkrankungen, hoher
Blutdruck oder Diabetes ldsst sich die Thrombolysetherapie nur bei 1-6 % aller
Schlaganfallpatienten anwenden (Chiu et al., 1998).

Neuroprotektion ist dagegegen der Versuch mangeldurchblutete Hirnareale, wie die
Penumbra vor dem Zelltod zu bewahren. Hierbei wird versucht, die nach einem
Schlaganfall einsetzende ischdmische Kaskade durch geeignete Pharmaka zu inhibieren. Es
sind bereits zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen zur Neuroprotektion
durchgefiihrt worden, die zum groBen Teil eine Verminderung des ischdmischen
Zellschadens nachweisen konnten. Des Weiteren wurde von der neuroprotektiven Wirkung
verschiedener Wachstumsfaktoren, wie z.B. des Nerve Growth Factor (NGF), des Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF), und des Neurotrophin 3 (NT-3) berichtet.

Im Gegensatz zu den im Tierversuch erzielten Ergebnissen haben bislang sdamtliche

neuroprotektive Therapieansdtze in klinischen Studien versagt. In iiber 80 klinischen
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Studien mit tiber 30 Substanzen konnte bislang kein liberzeugender neuroprotektiver Effekt
nachgewiesen werden (Block und Schwarz, 1999). Ursachen fiir die kontrdren Ergebnisse
zwischen experimentellen und klinischen Studien gibt es viele. So ist die Ubertragung
tierexperimenteller Daten auf den Menschen schwierig, da die verwendeten Tiermodelle
nur eine grobe Anndherung an die Verhéltnisse im menschlichen Organismus darstellen.
Ferner lassen sich in den klinischen Studien im Gegensatz zu tierexperimentellen
Untersuchungen weder die Dosis noch das enge Zeitfenster einhalten. So sind hiufig die
hohen Dosierungen aufgrund der auftretenden Nebenwirkungen klinisch nicht umsetzbar.
Die Abweichungen zwischen Mensch und Tier kdnnten aber auch daher riithren, dass fiir
experimentelle Studien hédufig junge und gesunde Tiere gleichen Geschlechts verwendet
wurden, wihrend es der Kliniker mit multimorbiden, meist dlteren Patienten zu tun hat.
Die langanhaltende Wirkung von Pharmaka wird vermutlich zusétzlich durch spezielle
Transportproteine erschwert, die auch Pharmakaresistenzen bei Tumorzellen induzieren.
So konnten kiirzlich Spudich et al. (2006) einen Riicktransport verabreichter Pharmaka aus
der Penumbra in die Blutbahn durch das Mdr-1 Protein nachweisen. Gegenwiértig
konzentrieren sich die Hoffnungen der Neuroprotektionsforschung auf die Ergebnisse einer
klinischen Phase III-Studie mit dem Radikalfinger Cerovive (NXY-059) der Firma

AstraZeneca.

1.2.5 Exogene Stammzellen beim Schlaganfall

Aufgrund der =zahlreichen fehlgeschlagenen Therapieversuche mit neuroprotektiven
Substanzen am Menschen und der begrenzten Regenerationsfihigkeit endogener
Stammzellen, werden derzeit groBe Hoffnungen auf exogene Stammzellen gesetzt. Von
den ersten Erfolgen bei der Transplantation exogener Stammzellen im Tiermodell von
Morbus Parkinson, Chorea Huntington und ALS wurde bereits berichtet. Im Gegensatz zu

Morbus Parkinson und Chorea Huntington, bei denen eine relativ homogene Population an
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Neuronen geschiadigt wird, fiihrt ein Schlaganfall zum Absterben einer Vielzahl
verschiedener neuronaler Phianotypen, Oligodendrozyten, Astrozyten und Endothelzellen
in unterschiedlichen Hirnregionen. Auf der Suche nach einer geeigneten Zellart, die in der
Lage ist ein geschadigtes Netzwerk zu rekonstruieren und ldsionsbedingte
Verhaltensdefizite zu mindern, wurden bis dato eine Reihe verschiedenster
Stammzelltypen getestet, so u.a. fotale Rattenzellen (Kelly et al., 2004; Mattsson et al.,
1997; Grabowski et al., 1992), Precursorzellen aus der SVZ der Ratte (Zhang et al., 2003),
neurale Stammzellen der Maus (MHP36; Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001), NT2-
Zellen (Saporta et al., 1999; Borlongan et al., 1998), immortalisierte Zellen des Kleinhirns
(Snyder et al., 1997), Knochenmarkszellen der Ratte (Chen et al., 2001a; Li et al., 2001)
sowie humane Nabelschnurblutzellen (Boltze et al., 2005; Vendrame et al., 2004; Chen et
al., 2001b). NT2-Zellen wurden bereits in klinischen Versuchen am Menschen getestet und
induzierten motorische Verhaltensverbesserungen (Kondziolka et al., 2000). Eine 1998
durchgefiihrte Pilotstudie, bei der fotale Schweinezellen aus der Lateralen Ganglionischen
Eminenz (LGE) ins Striatum transplantiert worden, wurde frithzeitig abgebrochen (Savitz
et al., 2004). In der iiber zwei Jahre laufenden Untersuchung zeigten sich weder klare
neurologische Verbesserungen, noch schwere Nebenwirkungen bei den Patienten.

Die Behandlung des Schlaganfalls erfordert die Rekonstruktion eines komplexen,
neuronalen-glialen-endothelialen Netzwerks. Eine regenerative Zelltherapie sollte daher
auf Zellen zuriickgreifen, die ein Mindestmal3 an Differenzierungsplastizitit aufweisen und
sowohl in Neurone und Gliazellen als auch Endothelzellen differenzieren — eine

Voraussetzung, die von ES-Zellen erfiillt wird.
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1.3  Einsatz von ES-Zellen bei neurodegenerativen Erkrankungen

Die Attraktivitit von ES-Zellen ergibt sich aus ihrer unbegrenzten Kultivierbarkeit und
ithrer Potenz, in Zellen jeden Gewebetyps auszudifferenzieren. Die Ausdifferenzierbarkeit
in neuronale Subtypen konnte in vitro und in vivo mehrfach belegt werden (Perrier et al.,
2004; Bjorklund et al., 2002). McKay et al. berichten sogar von einer vollstindigen
funktionellen Wiederherstellung im Parkinsonmodell der Ratte, nach Applikation
Dopamin-produzierender Neurone, die sie aus ES-Zellen vordifferenzierten (Kim et al.,
2002). Auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen gibt es Hinweise auf eine
funktionelle Reparatur nach Behandlung mit ES-Zellen. So berichteten Briistle et al.
(1999) von der erfolgreichen Applikation vordifferenzierter ES-Zellen der Maus in das
Ratten-Tiermodell der Pelizius-Merzbacher-Krankheit, eine Erkrankung, die auf einer
defekten Myelinbildung beruht. Nach Transplantation in das Riickenmark betroffener
Empfiangertiere entwickelten sich die Zellen zu reifen Oligodendrozyten, wanderten ins
erkrankte Gewebe ein und remyelinisierten die Axone des Empfingergewebes. MRI-
Untersuchungen an Schlaganfall geschddigten Ratten, denen undifferenzierte ES-Zellen
der Maus in die ungeschéddigte Hemisphére transplantiert wurden, wanderten iiber einen
Zeitraum von zwei Wochen gezielt in Richtung Lésion, wo sie in der Randzone
akkumulierten und sich vorwiegend zu Neuronen entwickelten (Hoehn et al., 2002).
Kiirzlich konnten nach Transplantation von bcl-2 {iberexprimierenden murinen ES-Zellen
in die ischdmisch geschéddigte Zone von Rattenhirnen sogar Verbesserungen im Verhalten
beobachtet werden. (Wei et al., 2005).

Bereits erwahnt wurde die Fahigkeit von ES-Zellen, in vitro und in vivo in Zellen aller drei
Keimblitter zu differenzieren. Diese Eigenschaft, die charakteristisch fiir ES-Zellen ist,
fiihrt bei immundefizienten Mausen zur Bildung von gutartigen Tumoren (Teratomen,;

Thomson et al., 1998). Damit stellt die enorme Differenzierungsplastizitit von ES-Zellen
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gleichzeitig auch die groffte Herausforderung bei der kiinftigen Anwendung fiir
Zellersatztherapien dar (Erdo et al., 2003; Reubinoff et al., 2000). Trotz dieser Probleme
lassen sich an ES-Zellen samtliche grundlegende Fragestellungen einer transplantations-
basierten Zelltherapie wie Uberleben, Proliferation, Migration, Differenzierung und
Abstofung besser als mit jedem anderen Typ von Stammzellen untersuchen. Die daraus

gewonnenen Erkenntnisse sollten sich auch auf andere Stammzellen iibertragen lassen.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéiftigte sich mit der Transplantation muriner ES-Zellen in
Ratten nach einem kiinstlich induzierten Schlaganfall. Die verwendeten EGFP+ ES-Zellen
wurden in vitro in Nestint neurale Vorlduferzellen vordifferenziert und anschlieend
intrazerebral implantiert. Mit Hilfe immunhistochemischer Férbungen wurde die
Uberlebensfihigkeit und Differenzierbarkeit der transplantierten Zellen untersucht. Dabei
wurde der Anteil von Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten im Transplantat nach
unterschiedlichen Uberlebenszeiten quantitativ bestimmt. Durch die Wahl verschiedener
intrazerebraler Applikationsorte sollte der Einfluss des Empfingergewebes auf das
Uberleben und Differenzieren der transplantierten ES-Zellen aufgezeigt werden. Das
Migrationspotential der Zellen wurde durch Transplantation in die ungeschadigte,
kontralaterale Hemisphére iiberpriift. Letztlich wurde mit Hilfe von Patch-Clamp-
Ableitungen untersucht, ob die transplantierten ES-Zellen in funktionsfdhige Neurone und

Astrozyten ausdifferenzieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Versuchstiere wurden in einem klimatisierten Tierlabor bei einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12 Stunden und einer Raumtemperatur (RT) von 17-21°C gehalten. Die
relative Luftfeuchte betrug zwischen 45 und 65 %. Futter, in Form von Pellets (,,Altromin
Zuchtdidt — Ratten und Méuse*, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und Wasser stand
den Tieren ad [libitum zur Verfiigung. Die fokale Ischimie sowie die
Transplantationsversuche wurden an ménnlichen Fischer-Ratten (F344) mit einer

Korpermasse von 250 — 270 g durchgefiihrt.

2.1.2 Fokale zerebrale Ischimie

Zur Durchflihrung einer transienten fokalen Ischdmie (eMCAOQO) wurden die Tiere durch
eine Inhalationsnarkose bestehend aus Halothan, Distickstoffmonoxid und Sauerstoff
betdubt und in einer Stereotaxie eingespannt. Nach dem Freipraparieren und Sdubern der
Schideldecke wurde nach Einstellung folgender Koordinaten zu Bregma AP + 0,09; L
(rechts) + 0,48 mit dem Zahnbohrer ein Loch gebohrt, ohne die Dura mater zu verletzen
(Abb. 4 und 6). In eine Hamiltonspritze wurden 375 pmol des Vasokonstriktors
Endothelin-1 aufgenommen und iiber einen Zeitraum von 5 Minuten oberhalb der mittleren
Zerebralarterie (MCA; V - 0,75) injiziert (Pringle et al., 2003; Sharkey und Butcher, 1995).
Nach einer Wartezeit von 5 Minuten, in der sich die Substanz weiter verteilen sollte, wurde
die Wunde gesdubert und die Haut oberhalb des Schideldaches verndht. Wahrend der

gesamten Prozedur wurde die Korpertemperatur des Tieres rektal tiberwacht.
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Abb. 4: Darstellung der Schidelndhte. Anhand vom Bregma wurden die Koordinaten zur
Applikation von Endothelin (blauer Punkt) sowie zur Transplantation der neuralen
Vorlduferzellen bestimmt. Bei der ipsilateralen Transplantation wurden die Zellen direkt ins
nekrotische Schadensgebiet (blauer Punkt) und in die Nahe des lateralen Ventrikels appliziert
(griiner Punkt). Die rote Markierung kennzeichnet den Ort der kontralateralen Transplantation

(Abb. aus G. Paxinos und C.Watson, 1998)

2.1.3 Differenzierung neuraler Vorlauferzellen aus ES-Zellen der Maus

2.1.3.1 Herstellung einer EGFP-exprimierenden ES-Zelllinie

Fir die Transplantationsversuche wurden ES-Zellen der Maus verwendet, die aus
C57BL/6J Méusen isoliert wurden und das griin fluoreszierende Protein (EGFP) unter
Kontrolle des B-Actin Promotors exprimeren (Dihn¢ et al., 2006; Okabe et al., 1997). Die
Kultivierung und Vordifferenzierung der Zellen erfolgte im Labor von Frau Prof.
Schachner in Hamburg. Die Zellen wurden adhdrend wachsend in Kulturschalen nach

Magdeburg transportiert und dann transplantiert.

2.1.3.2 Kultivierung der Feeder-Zellen

Die murinen ES-Zellen wurden auf einer Schicht mitotisch inaktiver, Neomycin
resistenter, embryonaler Fibroblasten geziichtet. Die Fibroblasten wurden aus E13.5-E14.5
alten Embryonen von transgenen Maiusen gewonnen, welche die Neomycin-

Phosphotransferase exprimieren (die Fibroblasten wurden freundlicherweise von Dr.
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Michael Boesl, ZMNH, Hamburg, zur Verfiigung gestellt). Nach Behandlung mit 10 g/ |
Mitomycin C (2,5-3 h) zur mitotischen Inaktivierung und dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die konfluenten Kulturen der Neomycin-resistenten Fibroblasten trypsinisiert
(0,05 % Trypsin — EDTA; 0.05 % (w/v) Trypsin, | mM EDTA, Invitrogen) und als
Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren. Im Zeitraum von 16 — 24 h vor Kultivierung
der ES-Zellen wurden 50.000 Fibroblasten/ cm? auf gelatinierten Zellkulturschalen (0,1 %

w/v) ausgesit und in MEF-Medium bei 37 °C und 7,5 % CO; kultiviert.

2.1.3.3 Kultivierung der ES-Zellen

EGFP+ ES-Zellen wurden in ES-Zellmedium bei 37 °C und 7,5 % CO, auf einer Feeder-
Schicht mitotisch inaktivierter embryonaler Maus-Fibroblasten kultiviert. Die EGFP+ ES-
Zellen wuchsen in scharf voneinander abgegrenzten Sphiaren und wurden subkultiviert,
bevor sich einzelne Sphiren beriihrten. Das Medium wurde tdglich gewechselt. Fiir die
Subkultivierung wurden die Zellen in PBS gewaschen und fiir 3 Minuten bei 37 °C
trypsinisiert (Trypsin-EDTA; 0.25 % (w/v) Trypsin, | mM EDTA). Anschlieend wurden
die ES-Zellen dissoziiert und 1:2 bis 1:5 ausgesit. Zur Kryokonservierung wurden die ES-
Zellen in 20 % DMSO-haltigen ES-Zellmedium aufgenommen, langsam auf —80 °C

herabgekiihlt und dann in fliissigem Stickstoff gelagert.
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2.1.3.4 Neurale Differenzierung der ES-Zellen

Als ES-Zelllinie wurde die EGFP+ ES-Zelllinie aus dem Labor von Prof. Schachner
(ZMNH, Hamburg) verwendet. Die Differenzierung der ES-Zellen in neurale
Vorlauferzellen erfolgte {iber ein 5 Stadien umfassendes, leicht modifiziertes

Differenzierungsprotokoll nach Okabe et al. (1996) bzw. Lee et al. (2000).

Stadium 1: Expansion der undifferenzierten ES-Zellen in ES-Zellmedium auf
Gelatine-beschichteten Kulturplatten ohne Feeder-Zellen
Stadium 2: Erzeugung frei-schwimmender Embryoid bodies in einer

Suspensionskultur in ES-Zellmedium U LIF (4 d)

Stadium 3: Selektion der neuralen Vorlduferzellen in ITSFn-Medium
Stadium 4: Expansion der neuralen Vorlduferzellen in mN3-FGF-2-Medium
Stadium 5: Induktion der Differenzierung durch Wachstumsfaktorentzug

Zu Beginn wurden die undifferenzierten ES-Zellen (Stadium 1) auf einer Schicht
Mitomycin-behandelter Fibroblasten in Gelatine-beschichteten Kulturschalen kultiviert.
Als Kultivierungsmedium diente ES-Zellmedium, das 1.000 U/ ml des leukemia inhibitory
factors (LIF) enthielt. Zum Passagieren wurden die ES-Zellen abgeldst und mit Trypsin-
Losung (0,25 % Trypsin/ 0,04 % EDTA in HBSS') vereinzelt. In Suspensionskultur in
einer Konzentration von 2,5 X 10* Zellen/ cm? auf nicht-adhirenten Bakterienschalen und
in Abwesenheit von LIF (ES U LIF) bildeten die ES-Zellen spontan Embryoid bodies
(Stadium 2). Nach 4 d wurden neurale Vorlduferzellen (Nestin+) in ITSFn-Medium {iber
einen Zeitraum von 8 d selektiert (Stadium 3). Die selektierten neuralen Vorlauferzellen
wurden in Kulturschalen fiir 4 — 7 d unter folgenden Bedingungen expandiert (Stadium 4):
die Zellen wurden auf mit 15 pg/ ml Poly-L-ornithin (PLO) und 1 pg/ ml Laminin

vorbeschichteten Platten in einer Dichte von 2 % 10° Zellen/ cm” in DMEM/ F12-Medium
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mit 2 % B-27, 2 mM L-Glutamin, Penicillin 50 U/ ml, Streptomycin 50 pg/ ml und
20 ng/ ml FGF-2 (mN3-FGF-2) ausgesit. Dieses Medium unterscheidet sich vom Stadium
4-Medium (mN3FL), welches von Lee et al. (2000) beschrieben wurde, durch das Fehlen
von PDGF und Laminin und durch den Ersatz von Insulin, Transferrin, Selenium,
Progesteron und Putrescin durch B-27. Zur Induktion der Differenzierung (Stadium 5)
wurde FGF-2 nach 4 — 7 d aus der Kultur entfernt und die Zellen iiber einen Zeitraum von

3 — 14 d weiterkultiviert.

Abb. 5: Phasenkontrastaufnahmen der vordifferenzierten ES-Zellen. Die Abb. A-D zeigen
die neuralen Vorlduferzellen kurz vor dem Abldsen durch Trypsinisierung und anschlieBender
Transplantation. Die Bilder stammen von 4 unterschiedlichen Kulturschalen (Maf3stab 100 pm).

2.1.4 Transplantation von Nestin+ ES-Zellen aus der Maus

Am Tag der Transplantation wurden die Nestint/ EGFP+ ES-Zellen (Abb. 5) dissoziiert
und in einer Dichte von 50.000 Zellen/ pul in HBSS™ Medium resuspendiert. Sieben Tage
nach der fokalen Ischdmie wurden je 100.000 Zellen an unterschiedlichen Orten des

Rattenhirns stereotaktisch appliziert (Abb. 4 und 6A, B). Bei der ipsilateralen
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Transplantation wurden die ES-Zellen einerseits direkt ins nekrotische Schadensgebiet (AP
+ 0,09; L + 0,48; V - 0,55) transplantiert und andererseits in die Ndhe des Schadens
oberhalb (AP + 0,09; L + 0,20; V - 0,21) und unterhalb (AP + 0,09; L + 0,20; V - 0,38) des
Corpus Callosums (Abb. 6D). Bei der kontralateralen Transplantation wurden die ES-
Zellen stereotaktisch ins Striatum der ungeschadigten Hemisphére (AP + 0,09; L - 0,3; V -
0,4) appliziert (Abb. 6C). Um eine AbstoBung der transplantierten Zellen zu verhindern,
wurden die Tiere mit Cyclosporin A (CsA, Novartis, 10 mg/ ml, i.p.) immunsupprimiert,
wobei CsA erstmalig einen Tag vor Transplantation verabreicht wurde. Vier Wochen nach
der Transplantation zu einem Zeitpunkt, bei dem die wesentlichen Immunreaktionen

grofBtenteils abgeklungen sind, erhielten die Tiere CsA nur noch jeden 2. Tag.

Abb. 6: Darstellung der stereotaktischen Applikation des Vasokonstriktors Endothelin
und der neural vordifferenzierten ES-Zellen. Zur Auslésung einer transienten Okklusion der
mittleren Zerebralarterie (MCA) wurden die Ratten in eine Stereotaxie eingespannt (A) und der
Vasokonstriktor Endothelin in die Ndhe der MCA (B) appliziert. Auf die gleiche Weise wurden
auch die ES-Zellen transplantiert, die entweder kontralateral (C) in die ungeschidigte
Hemisphire oder direkt in das Schadigungsgebiet bzw. ins anliegende Striatum (D) appliziert

wurden.
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2.1.5 Entnahme und Fixierung der Gehirne

Die Versuchstiere wurden 1, 4 und 12 Wochen nach der Transplantation mit 4 %
Paraformaldehyd in 0,1 M PBS perfundiert. Dazu wurden die Tiere vorher mit
Chloralhydrat tief narkotisiert. Der Brustraum wurde unterhalb des Sternums gedffnet und
das Herz freigelegt (Abb. 7A). Nach einem Schnitt in die linke Herzkammer wurde eine
Kaniile bis in die Aorta vorgeschoben und festgeklemmt (Abb. 7B). Anschliefend wurde
ein kleiner Schnitt durch die Wand des rechten Vorhofes gesetzt, so dass das Blut wiahrend
der Systole deutlich sichtbar herausspritzte. Mit Hilfe einer Pumpe wurde eine 0,1 M PBS-
Losung durch das Gefal3system der Ratte gepumpt. Nachdem das Blut vollstindig aus den
Gefillen gespiilt war, wurde mit 200 ml PFA fixiert. Die Versuchstiere wurden dekapitiert
und die Haut vorsichtig bis zu den Augen vom Schideldach abgeldst. Mit einer kleinen
Schere wurden die Schédelknochen vorsichtig vom Hinterhaupt ausgehend gedffnet und
mit einer Pinzette vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurde die Dura mater durchtrennt, das
freiliegende Gehirn aus dem Schédel herauspripariert (Abb. 7C) und fiir 24 Stunden in

PFA nachfixiert.

Abb. 7: Fixierung der Rattenhirne durch Perfusion mit Paraformaldehyd. Nach Offnung
des Brustraumes wurde das Herz freigelegt (A) und eine Kaniile bis in die Aorta vorgeschoben
(B). Nachdem die Gefilie des Tieres mit PBS durchspiilt und das Hirn anschlieBend mit 4 %

PFA fixiert wurde, konnte es freigelegt und herausprépariert werden (C).
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2.1.6 Nachbehandlung der Gehirne

Nach der Fixierung wurden die Gehirne zum Gefrierschutz und zur besseren
Strukturerhaltung in 30 %ige Saccharose eingelegt. Nach dem Absinken wurden sie bei
-80 °C tber Methylbutan eingefroren. Am Kryotom (Fa. Leica) wurden 20 pum dicke
Schnitte angefertigt und jeder 6. Schnitt zur Bestimmung der Grofle des Transplantats
ausgemessen. Die restlichen Hirnschnitte wurden bis zur immunhistochemischen

Aufarbeitung in einer Kryoprotektionslosung (CPS-Losung) bei 4 °C autbewahrt.

2.1.7 Firbung der Kryoschnitte mit Toluidinblau

Hirnschnitte, die fiir die weitere Auswertung interessant erschienen, wurden fiir eine
Ubersichtsfirbung mit Toluidinblau gefirbt (Nissl-Firbung). AnschlieBend wurden sie in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 % - 100 %), Optal und Xylol entwissert und fixiert.
Die Eindeckelung erfolgte mit Histomount. Sowohl geschéddigte Neurone als auch
transplantierte Zellen werden bei einer Nissl-Farbung intensiv blau gefirbt. Letztere
unterscheiden sich jedoch deutlich durch ihre ZellgroBe von geschidigten Neuronen.
Ungeschadigte Neurone erscheinen dagegen in einem helleren Blauton mit abgesetztem

Zellkern.

Tab. 1: Toluidinblau Fiarbung

Aqua dest. 1 min
Toluidinblau 10 min
Aqua dest. kurz spiilen
Ethanol 50 % 5 min
Ethanol 70 % 5 min
Ethanol 90 % 5 min
Ethanol 100 % 5 min
Optal (2-Propanol) 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
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2.1.8 Immunhistochemie

Um die Differenzierung der transplantierten Zellen zu verfolgen, wurden sie mit
spezifischen  Antikérpern angefdrbt. Die immunhistochemische Farbung der
Coronalschnitte erfolgte mit der indirekten Methode (Abb. 8). Dafiir wurden die frei
flottierenden Schnitte zu Beginn fiinfmal fiir je 3 Minuten in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden sie mit 10 % Eselserum in PBS/ Triton X 100 0,5 % geblockt. Die
Inkubation des Primédrantikorpers erfolgte {iber Nacht bei 4 °C in PBS mit 3 % Eselserum.
Zum Nachweis proliferierender Zellen mit einem Antikorper gegen Ki-67 war vor
Inkubation des Primirantikorpers eine Vorbehandlung der Schnitte notwendig. Hierzu
wurden die Antigene in 70 °C heilem Natriumcitratpuffer (pH 6.0) fir 30 Minuten
demaskiert (,retrieval®). Zum Nachweis von Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten,
neuralen Vorlduferzellen, proliferierenden Zellen, FGF-2-exprimierenden Zellen (FGF-2+)

und Makrophagen wurden die in der Tabelle 2 aufgefiihrten Antikorper eingesetzt.

Cy3-konjugierter Sekundérantikorper

Primérantikdrper

Ny

Antigen

Abb.8: Detektion der zellspezifischen Antigene mit konjugierten Sekundirantikorpern
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Tab. 2: Ubersicht verwendeter Primirantikorper

Zelltyp Antikorper Verdiinnung
Neurone Maus anti-Neuronaler Nucleus (NeuN) 1:200
Maus anti-BIII-Tubulin 1:1000
Ziege anti-Doublecortin (DCX) 1:300
Kaninchen anti-Neurofilament 200 (NF-200) 1:200
Maus anti-Synaptisches Vesikelprotein (SV2) 1:200
Ziege anti-Cholin-Azetyltransferase (ChAT) 1:100
Kaninchen anti-Glutamat-Decarboxylase (GAD65/67) 1:500
Kaninchen anti-Serotonin 1:160
Kaninchen anti-Substanz P 1:200
Kaninchen anti-Dopamin regulierendes Phosphoprotein 1:50
(DARPP32) '
Maus anti-Parvalbumin 1:1000
Kaninchen anti-Na, 1.1 und Na, 1.2
. 1:500
(2 Natriumkanal-Typen)
Astrozyten Maus anti-GFAP (saures Gliafaserprotein) 1:200
Ziege anti-S10083 1:5000
Maus anti-Cyclische Nucleotid-Phosphodiesterase
Oligodendrozyten 1:1000
(CNPase)
neurale
Maus anti-Nestin 1:200
Vorliuferzellen
Kaninchen anti-NG2 1:200
proliferierende _
Kaninchen anti-Ki-67 1:40
Zellen
FGF-2+ Zellen |Maus anti-FGF-2 1:200
Makrophagen |Maus anti-ED1 1:200

Im Anschluss daran wurden die Schnitte fiinfmal fiir je 3 Minuten in PBS gewaschen und
mit verschiedenen Cy3-konjugierten Sekunddrantikbrpern fiir 2 h bei RT inkubiert

(Tab. 3).
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Tab. 3: Ubersicht verwendeter Sekundirantikorper

Antikorper Verdiinnung
Esel anti-Maus Cy3 1:500
Esel anti-Ziege Cy3 1:500
Esel anti-Kaninchen Cy3 1:500

Um iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurden die Schnitte abschlieBend nochmals
dreimal fiir je 3 Minuten gewaschen und die Zellkerne mit DAPI (1:15.000) gegengefarbt.
Die gefarbten Schnitte wurden auf Objekttrager (Super Frost) aufgezogen und iiber Nacht
bei RT getrocknet. Am darauffolgenden Tag wurden sie in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90 %, 100 %) dehydriert und das Gewebe mit einem
Deckglischen und dem Eindeckmedium DPX versiegelt. Zur Uberpriifung der Spezifitit
der Antikorperbindung wurden Negativkontrollen mitgefiihrt, bei denen der
Primérantikdrper nicht appliziert wurde. Durch die fehlende Inkubation des
Primérantikorpers konnte der Sekundérantikorper nicht gebunden werden, wodurch keine

Anféarbung stattfand.

2.1.9 Transplantatgrofle und Quantifizierung doppelmarkierter Zellen

Zur Bestimmung der Transplantatgrofle 1, 4 und 12 Wochen nach Transplantation wurde
jeder 6. coronale Hirnschnitt pro Tier am Mikroskop bei Sfacher VergroBerung mittels
Axiovision-Software (Fa. Zeiss) ausgemessen und dokumentiert. Das Volumen des
Transplantats wurde anhand der Formel fiir 2 abgestumpfte Kegel bestimmt: V = A; + 2A,
+ 2A3+ ... Ay) /2 x h, wobei Aj, Ay, A; ... der Fldche des Transplantats pro Hirnschnitt

entspricht und h der Abstand zwischen 2 ausgemessenen Schnitten, also 120 pm ist.
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[

Abb. 9: Berechnung der Transplantatgrofle anhand des Volumens fiir 2 abgestumpfte

Kegel. Jeder 6. Hirnschnitt mit einer Schnittdicke von 20 pum wurde mikroskopisch

ausgemessen. Der Abstand h zwischen 2 Hirnschnitten betrug 120 pm.

Die Anzahl der vom Transplantat gebildeten Neurone und Astrozyten wurde 1, 4 und 12
Wochen nach der Transplantation mit Hilfe des neuronalen Markers NeuN und des
Astrozyten-Markers GFAP bestimmt. Auf einer Fliche von 0,04 mm” (200 pm x 200 pm)
wurden alle doppelmarkierten Zellen (NeuN+/ EGFP+ bzw. GFAP+/ EGFP+)
quantifiziert. Dafiir wurden pro Tier Coronalschnitte mit je 3 unterschiedlichen Regionen
sowohl im Zentrum des Transplantats als auch in der Peripherie ausgezihlt. Am Schluss
wurde der Prozentsatz doppelmarkierter Zellen im Verhdltnis zur Gesamtzahl EGFP+
Zellen bestimmt. Zusitzlich wurde der Anteil an Neurotransmitter bildenden EGFP+
Zellen 4 Wochen nach Transplantation quantifiziert. Ausgezdhlt wurden EGFP+ Zellen,
die Cholin-Azetyltransferase (ChAT), Serotonin, Substanz P und DARPP32 exprimierten.
Da Transmitter bildende EGFP+ Zellen nicht im gesamten Transplantat vorhanden waren,
wurde nur in Bereichen quantifiziert, in denen die doppelmarkierten Zellen in hoherer
Dichte auftraten. Die Quantifizierung GABAerger Neurone (GAD65/67+) war aufgrund

der starken Signalverteilung in den transplantierten Zellen nicht moglich (Abb. 19A).
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2.1.10 Elektrophysiologische Ableitung

Um die Zellen des Transplantats elektrophysiologisch zu charakterisieren, wurden die
transplantierten Ratten in das Physiologische Institut der Justus Liebig Universitdt Giellen
gebracht und im Labor von Dr. Andreas Scholz untersucht. Zum Nachweis der
elektrophysiologischen Aktivitdt transplantierter neuraler Vorlduferzellen wurde eine
hochauflosende Form der Patch-Clamp-Technik (Scholz und Vogel, 2000; Hamill et al.,
1981) angewandt. Mit der von Neher und Sakmann (1976) entwickelten Patch-Clamp-
Technik wird an eine sehr kleine Membranfliche (patch) eine vorgegebene Spannung
(Voltage-Clamp) angelegt. Der Strom, der dann durch diese Membranflache flie3t, wird
gemessen. Durchgefiihrt wird diese Messung, indem man eine Glaspipette mit einer Spitze
von weniger als einem tausendstel Millimeter (wenige pm?) auf die Zellmembran aufsetzt.
Uber einen Unterdruck wird ein dichter, mechanisch stabiler und elektrisch hochohmiger
Kontakt zwischen der Glaspipette und der Zellmembran geschaffen. Das Ergebnis ist eine
Abdichtung (Seal) mit einem sehr hohen Widerstand (Gigaseal) zwischen dem
Pipetteninneren und dem AuBenmedium. In dieser sogenannten Cell-attached-
Konfiguration kann jeder Strom, der nun durch einen innerhalb des Membranstiicks
gelegenen Ionenkanal flieBt, detektiert werden. Der hohe Abdichtwiderstand verringert
zudem das elektrische Rauschen.

Die Experimente dieser Arbeit wurden in der Whole-cell-Konfiguration durchgefiihrt, die
durch das Anlegen eines weiteren Unterdrucks am Pipettenende bzw. durch kurze Pulse
elektrischer Spannung an der Pipetten-Elektrode zu einem Offnen der Zellmembran und zu
einem ZusammenflieBen von Cytosol und Pipettenldsung fiihrt (Abb. 10). Der Patch wird
darauthin zwar geoffnet, das Gigaseal bleibt jedoch intakt. In der Whole-cell-Konfiguration
konnen Strome der gesamten Zellmembran abgeleitet werden. Sowohl die Cell-attached-
als auch die Whole-cell-Konfiguration sind zellgebundene Patchformen, die sich von den

zellfreien Techniken Inside-out und Outside-out darin unterscheiden, dass bei letzteren das
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Membranstiick durch leichtes Zuriickziehen der Pipette von der Zellmembran abgeldst

wird.

Interne CsF-Lésung

Pipettenspitze

inal lienzalle
Spinalganglienzel Strom-
messung

l ansaugen

sliirkeres Abltsung
Ansaugen durch Zug
Einzelkanal "
Whole-cell Celattactad Einzelkanal

Inside-out

Abb. 10: Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik. Durch Anlegen eines Unterdrucks wird
ein Teil der Zellmembran in die Pipettenspitze eingesaugt (Cell-attached) und eine
undurchldssige Verbindung zwischen Glaswand und Membran erzeugt. Der hohe
Abdichtwiderstand zwischen Patch-Elektrode und Badlésung in der Grofenordnung von
mehreren Gigaohm wird als Gigaseal bezeichnet. Die lonenkandle erzeugen stindig einen
Strom, der nun messbar wird. In der Whole-cell-Konfiguration wird der Membranbereich unter
der Pipette durch stirkeres Ansaugen durchbrochen und eine direkte Verbindung zwischen der
Elektrolytlosung der Pipette und dem Cytosol hergestellt. Bei dieser Methode wird der Strom
iiber der ganzen Zellmembran erfasst. Bei der /nside-out Methode wird das Membranstiick von

der Zellmembran abgelost. Auf diese Weise lassen sich Kanaleigenschaften gut untersuchen.
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Im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach Transplantation wurden die Tiere mit Halothan
narkotisiert und darauthin dekapitiert. Die Hirnentnahme erfolgte wie bereits unter Punkt
2.1.5 beschrieben. Mit Hilfe eines Vibroslicers (Leica VT 1000S) wurden 150 — 200 pm
dicke Hirnschnitte angefertigt, die wihrend der Prédparation in eiskalter extrazelluldrer
Losung (2 — 6 °C; Scholz, et al., 1998; Takahashi, 1990) aufbewahrt und anschlieend in
2 % (w/v) Agar (ca. 40 °C) eingebettet wurden. Auf diese Weise war es moglich, die
Coronalschnitte fiir mehr als 12 h bei RT vital zu halten. Unter Zuhilfenahme eines
inversen Mikroskops (Axopatch, Zeiss) wurden die Hirnschnitte auf transplantierte Zellen
hin durchmustert und die Patch-Pipette vor der Zellmembran genaustens positioniert.
Dabei diente das vom Transplantat exprimierte griin fluoreszierende Protein (EGFP) zur
Identifizierung der transplantierten Zellen im Empfangergewebe.

Die extrazellulire Losung (Badlosung), ein Bicarbonatpuffer-System, wurde in der in
Tabelle 4 aufgelisteten Zusammensetzung verwendet. Durch die fortlaufende Begasung der
extrazelluliren Losung mit 5 % CO, / 95 % O, wurde ein neutraler pH-Wert von 7,3 — 7,4
eingestellt, wobei die Endkonzentration von Natrium [Na'] 141 mM betrug. Die
Zusammensetzung der Kalzium-armen Losung entsprach bis auf MgCl, mit 5 mM und

dem Fehlen von 2,2 mM CacCl, der extrazelluldren Losung.

Tab. 4: Zusammensetzung der extrazelluliren Losung

Substanz | Konz. in mM

NaCl 115

KCl1 5,6
MgCl, 1
Glucose 11
NaH,PO4 1
NaHCO; 25
CaCl, 2,2
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Als Pipettenlosung wurde eine dem intrazelluliren Ionenniveau entsprechende Losung

verwendet, deren Zusammensetzung in Tabelle 5 aufgezeigt ist.

Tab. 5: Zusammensetzung der intrazelluliren Losung (pH 7.3)

Substanz Konz. in mM

KCl 18
K-Aspartat 100
CaCl, 1

MgCl, 3

Na,-adenosin 5’-triphosphat 2

Nas-guanosin 5’-triphosphat 0.1 0,1
EGTA (Ethylenglycol-bis(B-aminoethyl dther) N,N,N’,N’ -tetra-Essigsiure) 10
HEPES 10
NaOH (zur pH-Wert Einstellung) 10
KOH (zur pH-Wert Einstellung) 27

Der pH-Wert der intrazelluldren Losung wurde durch Zugabe von NaOH (10 mM) und
KOH (27 mM) auf 7.3 eingestellt. Zur pharmakologischen Charakterisierung der Natrium-
bzw. Kaliumstrome wurden -elektrophysiologische Untersuchungen mit Tetrodotoxin
(TTX, Latoxan, 0,1 uM), einem Natriumkanalblocker, und Tetraethylammonium (TEA,
10 mM), einem Kaliumkanalblocker, durchgefiihrt. Beide Kanalblocker wurden iiber die
extrazelluldre Losung appliziert.

Die Patch-Clamp-Pipetten, mit einem Widerstand von 2,5 — 5,5 MQ wurden aus
Borosilikatglas (GC 150, Clark Electromedical Instruments) mit einem AuBBendurchmesser
von 1,5 mm an einem Horizontal-Ziehgerdt (P-97, Sutter Instrument Company, USA)
gezogen. Die Patch-Clamp-Untersuchungen wurden mit dem Verstdarker Axopatch 200A
(Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA; Scholz und Vogel, 2000; Scholz et al., 1998;

Hamill et al., 1981) bei 22-24 °C aufgezeichnet. Die Einzeldaten der Aktivierungs- und
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Inaktivierungskurven wurden mit der Boltzmann Verteilung angepasst (Scholz et al.,
1998). Die statistische Signifikanz der Daten (definiert als p < 0.05) wurde mit dem
Students-t Test iiberpriift. Alle Daten sind Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte

(S.EM.).
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2.2 Materialien

2.2.1 Laborinstrumente und Gerite

C. Gerhardt GmbH & Co. KG: Laborschiittler ,, Thermoshake*

(Konigswinter, Deutschland)

Carl Zeiss: Zeiss LSM 5 Pascal Konfokales Laserscanmikroskop
(Jena, Deutschland) Zeiss Axiovert 200 Inverses Fluoreszenzmikroskop
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG: Magnetrithrer MR3000 mit Heizung

(Schwabach, Deutschland)

Heraeus Instruments GmbH: Biofuge 13

(Hanau, Deutschland) Biofuge Stratos
Brutschrank Typ B6

Knick GmbH & Co. KG: Labor-pH-Meter 766

(Berlin, Deutschland)

Leica Instruments: Leica CM3050-Kryostat

(Nussloch, Deutschland)

Sartorius AG: Analysewaage PT 310

(Géttingen, Deutschland) Analysewaage BR 211 D
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2.2.2 Chemikalien

Carl Roth GmbH & Co. KG: D-(+)-Saccharose

(Karlsruhe, Deutschland) 2-Methylbutan
Glycerin
Ethylenglykol
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Triton X 100
Rotisol
Optal (2-Propanol)

Xylol

Eurim-Pharma Arzneimittel GmbH: Halothan

(Piding, Deutschland)

Fluka Chemie GmbH: Natriumchlorid

(Buchs, Schweiz) DPX Mountant for histology (Einbettmedium)

Linde Gas Therapeutics GmbH & Co. KG: Medizinisches Distickstoffmonoxid

(Unterschleissheim, Deutschland) Medizinischer Sauerstoff

Merck KG: Salzsdure (HCI)

(Darmstadt, Deutschland) Paraformaldehyd (PFA)
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Novabiochem AG: Endothelin-1

(San Diego, CA, USA)

Novartis Pharma GmbH: Sandimmun Optoral Losung (Cyclosporin A)

(Niirnberg, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH:  Natriumcitrat

(Steinheim, Deutschland)

Shandon: Histomount

(Pittsburgh, PA, USA)

2.2.3 Antikorper

Abcam: Polyklonaler Antikdrper (IgG) Kaninchen anti-Ki-67
(Cambridge, UK) Monoklonaler Antikorper (IgG) Maus anti-CNPase
Acris: Polyklonaler Antikdrper (IgG) Kaninchen anti-DARPP32

(Hiddenhausen, Deutschland)

Alomone Laboratories: Polyklonaler Antikorper (IgG) Kaninchen anti-Na, 1.1

(Jerusalem, Israel) Polyklonaler Antikorper (IgG) Kaninchen anti-Na,1.2
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BD Transduction Laboratories: Monoklonaler Antikorper (IgG) Maus anti-Nestin

(San Jose, CA, USA)

Biomol:

(Hamburg, Deutschland)

Chemicon International:

(Temecula, CA, USA)

Monoklonaler Antikérper (IgG) Maus anti-FGF-2

Monoklonaler Antikdrper (IgG) Maus anti-GFAP
Monoklonaler Antikorper (IgG) Maus anti-NeuN
Monoklonaler Antikdrper (IgG) Maus anti-ED1
Monoklonaler Antikorper (IgG) Maus anti-Parvalbumin
Polyklonaler Antikdrper (IgG) Ziege anti-ChAT

Polyklonaler Antikorper (IgG) Kaninchen anti-NG2

Developmental Hybridoma Bank: Monoklonaler Antikorper (IgG) Maus anti-SV2

(Iowa, USA)

Dianova:

(Hamburg, Deutschland)

Mo Bi Tec:

(Gottingen, Deutschland)

Promega:

(Mannheim, Deutschland)

Cy3 konjugierter Antikdrper (IgG) Esel anti-Maus
Cy3 konjugierter Antikorper (IgG) Esel anti-Ziege

Cy3 konjugierter Antikdrper (IgG) Esel anti-Kaninchen

DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol,dihydrochlorid)

Monoklonaler Antikdrper (IgG) Maus anti-BIII-Tubulin
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Santa Cruz Biotechnology: Polyklonaler Antikorper (IgG) Ziege anti-DCX

(Santa Cruz, CA, USA)

Sigma: Polyklonaler Antikorper (IgG) Kaninchen anti-NF-200

(Deisenhofen, Deutschland) Polyklonaler Antikorper (IgG) Ziege anti-GAD65/67

Swant: Polyklonaler Antikdrper (IgG) Kaninchen anti-S1003

(Bellinzona, Schweiz)

Zymed: Polyklonaler Antikdrper (IgG) Kaninchen anti-Serotonin

(Berlin, Deutschland) Polyklonaler Antikorper (IgG) Kaninchen anti-Substanz P

2.2.4 Losungen

PBS 137 mM NacCl; 8,1 mM Na,HPOy; 1,4 mM NaH,PO4 (pH 7.4)

30 % Saccharose 30 %ige Losung mit D-(+)-Saccharose in PBS

4 % PFA 4 %ige Losung mit Paraformaldehyd in PBS

CPS-Losung Glycerin, Ethylenglykol, PBS
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2.2.5 Zellkulturmedien

Die aufgefiihrten Medien wurden fiir die Kultivierung der ES-Zellen benutzt. Die Medien

wurden von Invitrogen bezogen und wie folgt angereichert:

CHO-Zellmedium: Dulbecco’s MEM (DMEM)
angereichert mit: 10 % (v/v) Fotalem Kélberserum (FKS)
50 U/ ml Penicillin/ Streptomycin
1 mM Natriumpyruvat

2 mM L-Glutamin

ES-Zellmedium: Dulbecco's MEM (DMEM, 4.5 g/ 1 D-Glucose, 25 mM HEPES,
0,58 g/ 1 L-Glutamin, kein Natriumpyruvat)
angereichert mit: 15 % (v/v) FKS (Perbio, Erembodegem, Belgien)
2 mM L-Glutamin
1 x MEM nicht essentielle Aminosduren
1 mM Natriumpyruvat
1 X Nucleosidmix (bestehend aus je 3 mM Adenosin, Cytidin,
Guanosin, Uridin und Thymidin in PBS)
0,1 mM 2-Mercaptoethanol
1.000 U/ ml LIF (ESGRO™ LIF)
(Chemicon, Temecula, CA, USA)
50 U/ ml Penicillin

50 pg/ ml Streptomycin

ES-Zellmedium O LIF: ES-Zellmedium ohne ESGRO™ LIF
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ES-Selektionsmedium:

angereichert mit:

ITSFn-Medium:

angereichert mit:

MEF-Medium:

angereichert mit:

mN3:

angereichert mit:

ES-Zellmedium

250 ug/ ml G418 (Geneticin; Invitrogen)

DMEM/ Ham’s F12 (DMEM/ F12; 1:1)
5 pg/ ml Insulin

50 pg/ ml Transferrin

30 nM Natriumselenit

5 pg/ ml Fibronectin

2 mM L-Glutamin

50 U/ ml Penicillin

50 pg/ ml Streptomycin

DMEM (4,5 g/ | D-Glucose, mit Glutamax™ I, kein Pyruvat;
Invitrogen)

9 % FKS

1 x MEM nicht-essentielle Aminosiuren

50 U/ ml Penicillin

50 pg/ ml Streptomycin

DMEM/ F12

1 x B27 (Invitrogen)
2 mM L-Glutamin
50 U/ ml Penicillin

50 pg/ ml Streptomycin
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mN3-FGF-2:

angereichert mit:

mN3

20 ng/ ml FGF-2 (PreproTech, Rocky Hill, NY, USA)
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3. Ergebnisse

3.1 Uberleben und Volumen der Transplantate 1, 4 und 12 Wochen nach

Transplantation

3.1.1 Uberleben der Transplantate

Die in vitro vordifferenzierten Nestin+ neuralen Vorlduferzellen exprimierten in ihrem
Cytoplasma das grin fluoreszierende Protein (EGFP), wodurch sie nach der
Transplantation im Empfangergewebe detektiert werden konnten. Bei der ipsilateralen
Transplantation wurden die Nestint/ EGFP+ neuralen Vorlduferzellen 1 Woche nach
eMCAO direkt ins Infarktgebiet (laterales Transplantat) und in die Néhe des lateralen
Ventrikels oberhalb und unterhalb des Corpus Callosums transplantiert (Abb. 6D). Da sich
letztere 4 Wochen nach Transplantation miteinander vermischt hatten, war eine
Abgrenzung der oberhalb bzw. unterhalb des Corpus Callosums transplantierten EGFP+
Zellen nicht mehr moglich, so dass im Folgenden nur vom medialen Transplantat
gesprochen wird. Bei der kontralateralen Transplantation wurden die neuralen
Vorlauferzellen ebenfalls 1 Woche nach eMCAO in die ungeschiddigte kontralaterale
Hemisphire unterhalb des Corpus Callosums transplantiert (Abb. 6C).

Pro Injektionsort wurden jeweils 100.000 Zellen verabreicht, so dass in die geschidigte
ipsilaterale Hemisphére insgesamt 300.000 Zellen (laterales Transplantat: 100.000 Zellen,
mediales Transplantat: 200.000 Zellen) und in die ungeschidigte, kontralaterale
Hemisphire insgesamt 100.000 Zellen transplantiert wurden.

Vier Wochen nach der ipsilateralen Transplantation wurden die EGFP+ Zellen in 10 von
insgesamt 11 transplantierten Tieren nachgewiesen. Bei allen 10 Tieren waren die Zellen
des medialen Transplantats angewachsen. Von den 10 Tieren mit medialem Transplantat

konnte bei 8 Tieren noch ein laterales Transplantat detektiert werden (Abb. 11B, E).
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Im Gegensatz zu 4 Wochen wurden 12 Wochen nach Transplantation nur in 4 von 10
Tieren Transplantate gefunden. Bei 2 der 10 transplantierten Tiere war das mediale
Transplantat angewachsen, bei 2 anderen Tieren konnte ein laterales Transplantat
nachgewiesen werden (Abb. 11F).

Nestint/ EGFP+ neurale Vorlduferzellen, die kontralateral zum Schaden in die
ungeschidigte Hemisphére transplantiert wurden, wurden 1 Woche nach Transplantation in

allen 6 transplantierten Tieren nachgewiesen (Abb. 11D).

ﬁ Uberlebenszeit

. -7d Td 4 Wo
o
&4 4

eMCAO Transplantation

Abb. 11: Ubersichtsaufnahmen der Transplantate 1, 4 und 12 Wochen nach
Transplantation. In den Abb. A und B sind mit Toluidinblau gefdrbte Hirnschnitte (Nissl-
Féarbung) 4 Wochen nach eMCAQO ohne Transplantation (A, Kontrolle) und 4 Wochen nach
Transplantation (B) dargestellt. In Abb. C ist das experimentelle Design der Versuche in
Kurzform dargestellt. Die Abb. D-F zeigen die EGFP+ Transplantate 1 (D), 4 (E) und 12
Wochen (F) nach Transplantation. Sowohl in der Nissl-Farbung (B) als auch in der Fluoreszenz
(E, F) lassen sich die transplantierten Zellen, die im Schadensgebiet angewachsen sind, gut
erkennen (Maf3stab 100 um).
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3.1.2 Volumina der Transplantate

Das durchschnittliche Volumen der kontralateralen Transplantate betrug 1 Woche nach
Transplantation 0,86 mm’® (n = 6, Abb. 12). Im Gegensatz dazu zeigte sich nach 4 Wochen
eine drastische Zunahme des Volumens der ipsilateralen Transplantate. So betrug das
durchschnittliche Volumen des lateralen Transplantats 7 mm® (n = 8, Abb. 12) und das des
medialen Transplantats 12 mm® (n = 10, Abb. 12). Zwdlf Wochen nach Transplantation
waren die Volumina der Transplantate deutlich geschrumpft. Das Volumen des lateralen
Transplantats betrug nur noch zwischen 0,18 und 0,56 mm® (n =2, Abb.12) und das des

medialen Transplantats nur noch zwischen 0,05 und 0,08 mm® (n=2, Abb.12).

30

mmmm mediales Transplantat
1 laterales Transplantat

25 A

20 A

15

10 A

Grofe des Transplantats in mm?®

0 ’_-r_‘ ==

1 Woche 4 Wochen 12 Wochen

Zeitpunkt nach Transplantation

Abb. 12: Transplantatvolumina 1, 4 und 12 Wochen nach Transplantation. Eine Woche
nach Transplantation betrug das durchschnittliche Volumen der kontralateralen Transplantate
0,9 mm’ (100.000 Zellen appliziert). Das Volumen der Transplantate vergroBerte sich 4
Wochen nach Transplantation um das 7-12 fache auf durchschnittlich 7 mm’ (laterales
Transplantat, 100.000 Zellen appliziert) bzw. 12 mm® (mediales Transplantat, 200.000 Zellen
appliziert). Nach 12 Wochen wurden nur noch in 4 von 10 Empfangertieren Transplantate
detektiert. Im Gegensatz zur Zunahme des Transplantatvolumens zwischen 1 und 4 Wochen,
zeigte sich zwischen 4 und 12 Wochen eine deutliche Abnahme des Volumens auf
durchschnittlich 0,37 mm® (laterales Transplantat) bzw. 0,065 mm® (mediales Transplantat).
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3.2  Entwicklung der neuralen Vorliuferzellen 1 Woche nach

kontralateraler Transplantation

3.2.1 Migration

Um zu priifen, ob die vordifferenzierten Nestint/ EGFP+ neuralen Vorlduferzellen in der
Lage sind, in das durch den Schlaganfall geschéddigte Gebiet einzuwandern, wurden sie 1
Woche nach eMCAO in die kontralaterale, ungeschiadigte Hemisphére transplantiert.

Eine Woche nach Transplantation zeigte sich keine Migration der kontralateral applizierten
neuralen Vorlduferzellen in Richtung Lésion. Die transplantierten Zellen verblieben im
Einstichbereich der Applikationsnadel, nur wenige Zellen migrierten bis zu 300 pm vom
Rand des Transplantats ins umliegende Gewebe. Der Grofteil dieser migrierenden
Vorlauferzellen war positiv mit DCX markiert, einem Marker fiir junge, migrierende
Neurone (Abb. 14A, B). Es zeigte sich keine bevorzugte Richtung der Migration, die

Zellen migrierten vielmehr in alle Richtungen.

3.2.2 Differenzierung

Zum Zeitpunkt der kontralateralen Transplantation exprimierten die Vorlduferzellen den
neuralen epithelialen Stammzellmarker Nestin. Bereits 1 Woche nach Transplantation war
keine Doppelmarkierung mehr zwischen den griin fluoreszierenden Zellen und einem
Antikorper gegen Nestin nachweisbar (Abb. 13A, B). Die Nestin-Expression in den
neuralen Vorlduferzellen war demnach nach 1 Woche deutlich herunterreguliert. Mit NG2,
einem weiteren Marker fiir neurale Vorlduferzellen, war ebenfalls keine Kolokalisierung
festzustellen (Abb. 13G). Auch die immunhistochemischen Férbungen mit
Astrozytenmarkern wie GFAP (Abb. 13C, D) und S100B (Abb. 14E, F) konnten keine
doppelmarkierten EGFP+ Zellen detektieren. Einige am Transplantatrand lokalisierte

Vorlduferzellen waren DCX+ und somit auf dem Weg der neuronalen Differenzierung
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(Abb. 14A, B). Eine Woche nach Transplantation war keine Doppelmarkierung der EGFP+
Zellen mit NeuN zu beobachten (Abb. 14C, D). Das bedeutet, dass die transplantierten
Zellen zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu reifen Neuronen ausdifferenziert waren.

Der Hilfte der Tiere zu jedem untersuchten Zeitpunkt (n = 3 nach 1 Woche, n = 5 nach 4
Wochen und n = 5 nach 12 Wochen) wurden vordifferenzierte ES-Zellen appliziert, die das
Zelladhédsionsmolekiil L1 iiberexprimierten. L1 erwies sich in der ontogenetischen
Entwicklung als wichtig fiir die Migration und neuronale Differenzierung neuraler
Vorlauferzellen (Dihné et al., 2003; Moos et al., 1988). In unseren Untersuchungen zeigten
sich allerdings weder in der Migration noch in der Differenzierung der Zellen Unterschiede
zu untransfizierten ES-Zellen. Aus diesem Grund wurden Ll-transfizierte und
untransfizierte vordifferenzierte ES-Zellen in der zukiinftigen Auswertung nicht

voneinander unterschieden.
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Abb. 13: Ausbildung einer Glianarbe 1 Woche nach kontralateraler Transplantation.
Bereits nach 1 Woche war die Nestin-Expression der vordifferenzierten ES-Zellen
herunterreguliert, weshalb keine Doppelmarkierung der EGFP+ Zellen mit Nestin nachweisbar
war (A, B). Im Einstichbereich der Applikationsnadel zeigten jedoch endogene Astrozyten des
Empfiangergewebes eine sehr starke Nestin-Expression (A, B). Zusitzlich exprimierten diese
Astrozyten sehr stark GFAP (C, D). Viele GFAP+ Astrozyten wiesen eine Re-Expression von
Nestin auf (E, F). Im Transplantat selber konnten nach 1 Woche keine Astrozyten detektiert
werden (C, D). Mit NG2, einem weiteren Marker fiir neurale Vorlauferzellen, war ebenfalls
keine Doppelmarkierung feststellbar. Dennoch war eine starke Akkumulation endogener NG2+
Zellen um das Transplantat zu beobachten (G, H; Maf3stab in A-F 100 pum, in G und H 200 um).
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Abb. 14: Differenzierung der kontralateral applizierten EGFP+ neuralen Vorlauferzellen
1 Woche nach Transplantation. Einige der vordifferenzierten EGFP+ ES-Zellen exprimierten
DCX. DCX+/ EGFP+ Zellen befanden sich entweder am Transplantatrand (A) oder in einiger
Entfernung vom Transplantat (B). Zum gleichen Zeitpunkt wurden jedoch keine reifen Neurone

mit NeuN (C, D) und keine S100p+ Astrozyten detektiert (E, F; Malistab in A, B 50 um; in C-F
100 pm).
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3.2.3 Proliferation

Die immunhistochemische Farbung mit Ki-67, einem Marker fiir proliferierende Zellen,
zeigte, dass der Grofteil der transplantierten EGFP+ neuralen Vorlduferzellen noch 1
Woche nach Transplantation teilungsaktiv ist (15A, B). Die in Abbildung 15B
eingekreisten Gebiete markieren die wenigen Bereiche im Transplantat, in denen keine

Proliferation stattfand. Infolgedessen waren die EGFP+ neuralen Vorlduferzellen Ki-67-.

3.2.4 Expression von Nestin und GFAP in endogenen Zellen

Im Gegensatz zu den transplantierten neuralen Vorlauferzellen, die nach 1 Woche weder
Nestin noch GFAP exprimierten, wiesen die endogenen Zellen des Empfingergewebes im
Stichkanal der Applikationskaniile eine starke Expression beider Marker auf (13A-D).

Viele der GFAP+ Zellen waren sogar doppelmarkiert mit Nestin (13E-F).

EGFP

Abb. 15: Proliferation der kontralateral applizierten Zellen 1 Woche nach
Transplantation. Inmunhistochemische Farbungen mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (A, B)
verdeutlichen die starke Teilungsaktivitdt der transplantierten EGFP+ Zellen zu diesem
Zeitpunkt. Die wenigen eingekreisten Gebiete (B) markieren EGFP+ Zellen, die Ki-67 waren
(MafBstab in A 100 um; in B 50 pm).
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3.3  Entwicklung der neuralen Vorliuferzellen 4 Wochen nach

ipsilateraler Transplantation

3.3.1 Differenzierung in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten

Vier Wochen nach Transplantation wurde die Differenzierung der neuralen
Vorléduferzellen mit Hilfe zelltypspezifischer Antikorperfarbungen tiberpriift. Wie bereits
nach 1 Woche war auch nach 4 Wochen keine Nestin-Expression in den transplantierten
Zellen detektierbar. Etwa 32 % der Zellen des medialen Transplantats und 31 % der Zellen
des lateralen Transplantats hatten sich zu reifen Neuronen entwickelt, die mit dem
neuronalen Marker NeuN doppelmarkiert waren (Abb. 17A; 18A). Die Auswertung der
immunhistochemischen Fiarbung mit dem Astrozytenmarker GFAP zeigte, dass sich 6,7 %
der Zellen des medialen Transplantats und 7,4 % der Zellen des lateralen Transplantats zu
Astrozyten entwickelt hatten (Abb. 17B; 18B). Weniger als 1 % der Zellen in beiden
Transplantaten differenzierten zu reifen Oligodendrozyten (Abb. 17C). Im Gegensatz zur
starken Proliferationsaktivitit der Zellen 1 Woche nach Transplantation war 4 Wochen
nach Transplantation nur ein geringer Teil der Zellen (unter 5 %) Ki-67+ und damit
teilungsaktiv (Abb. 17E). Der Grofiteil an Ki-67+ Zellen im Bereich des Transplantats war
im Bereich von Blutgefilen (Abb. 17D) und an der Grenze zwischen Empfiangergewebe
und Transplantat lokalisiert (Abb. 17F). Es handelte sich hierbei hochstwahrscheinlich um
infiltrierende Lymphozyten und Makrophagen.

Die starke Expression von DCX und BIII-Tubulin (Abb. 16B, C), beides Marker fiir junge,
noch in der Entwicklung befindliche Neurone innerhalb des Transplantats verdeutlicht,
dass sich der GroBteil der transplantierten Zellen noch in der Differenzierung befand.
Hingegen waren einige der Zellen bereits zu reifen NF-200+ Neuronen ausdifferenziert
(Abb. 16D). Vereinzelt liel sich bei einigen wenigen Zellen eine Doppelmarkierung mit

NG2 feststellen (Abb. 16A).
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Abb. 16: Nachweis verschiedener neuronaler Stadien im Transplantat 4 Wochen nach
Transplantation. Immunhistochemische Farbungen mit typischen Markern fiir junge Neurone
wie NG2 (A), DCX (B) und BIII-Tubulin (C) sind ein Hinweis darauf, dass sich viele Neurone
noch in der Differenzierung befanden. Einige der vordifferenzierten EGFP+ ES-Zellen hatten
sich nach 4 Wochen zu reifen NF-200+ Neuronen entwickelt (D; MaBstab 25 pum). Es ist
unklar, ob sich die NG2+ Zellen (A) zu Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten
entwickeln.
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Abb. 17: Differenzierung der ipsilateral transplantierten EGFP+ neuralen Vorlauferzellen
4 Wochen nach Transplantation. Die medial bzw. lateral applizierten Zellen differenzierten in
alle drei Zelltypen des zentralen Nervensystems. Neurone (A) wurden mit NeuN, Astrozyten (B)
mit GFAP und Oligodendrozyten (C) mit dem Marker CNPase detektiert. Zeitgleich exprimierte
nur noch ein geringer Teil der transplantierten Zellen den Proliferationsmarker Ki-67 (E).
Endogene Ki-67+ Zellen waren vor allem um Blutgefile (D) und am Transplantatrand
lokalisiert (F; Malistab in A und C 25 pm; in B 50 pm; in D - F 100 um).
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Abb. 18: Prozentsatz, der in Neurone (NeuN+/ EGFP+; A) und Astrozyten (GFAP+/
EGFP+; B) differenzierten EGFP+ Zellen im medialen und lateralen Transplantat 4 und 12
Wochen nach Transplantation. Das Diagramm A verdeutlicht, dass sich 4 Wochen nach
Transplantation mehr als 30 % der EGFP+ Zellen (medial: 32 %, lateral: 31 %) zu Neuronen
entwickelt hatten. Zwolf Wochen nach Transplantation blieb der Prozentsatz mit 25,5 % fir das
mediale Transplantat bzw. 26,3 % fiir das laterale Transplantat anndhernd gleich. Der Prozentsatz
an Astrozyten lag nach 4 Wochen zwischen 6,7 (mediales Transplantat) und 7,4 % (laterales
Transplantat). Nach lingerer Uberlebenszeit der Zellen von 12 Wochen zeigte sich mit 7 %
Astrozyten im medialen Transplantat und 8,8 % im lateralen Transplantat kein wesentlicher
Unterschied zum 4 Wochen-Wert.

3.3.2 Differenzierung in neuronale Subtypen

Anhand weiterer immunhistochemischer Firbungen zur Detektion verschiedener
Neurotransmitter sollte geklért werden, welche neuronalen Subtypen sich im Transplantat
herausgebildet hatten. Den grofiten Anteil nahmen GABAerge Neurone ein, die
immunhistochemisch mit dem Antikorper Anti-GAD65/67 nachgewiesen wurden (Abb.
19A, B). Anti-GADG65/57 erkennt das Enzym Glutamat-Decarboxylase, welches die
Umwandlung von Glutaminsdure in y-Aminobuttersdure katalysiert. Zwei molekulare
Formen von GAD sind bekannt. Wahrend GADG65 in der Zellmembran gebildet wird,
verteilt sich GAD67 im gesamten Zellplasma. Aufgrund dieser grobflichigen Verteilung
von GADG65/67 in den Zellkorpern und Membranen der Neurone, war eine exakte
Zuordnung des Markers zu einzelnen Zellen nicht moglich und folglich die Zahl
GABAerger Neurone nicht quantifizierbar (Ubersichtsaufnahme der Expression von

GADG65/67 in Abb. 19A). Etwa 6 % der Neurone exprimierten DARPP32+, ein Dopamin-
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D1-Rezeptor assoziiertes Signalprotein, das von Projektionsneuronen des Striatums
gebildet wird und somit charakteristisch fiir striatale Neurone ist (Abb. 20A, 21). Des
Weiteren konnten Neurone nachgewiesen werden, die den Monoamintransmitter Serotonin
exprimierten (Abb. 20B). Der Anteil serotonerger Neurone betrug 1,8 % (Abb. 21).
Substanz P, ein aus elf Aminosduren bestehendes Neuropeptid, wurde ebenfalls von
einigen transplantierten Zellen gebildet (Abb. 20C). Der Anteil Substanz P exprimierender
Zellen an der Gesamtpopulation der EGFP+ Zellen betrug 1,4 % (Abb. 21). Der
immunhistochemische Nachweis cholinerger Neurone erfolgte mit einem, gegen das
Enzym Cholin-Azetyltransferase gerichteten, Antikorper. Cholin-Azetyltransferase
katalysiert die Synthese von Azetylcholin aus Cholin und dem Azetyl-Coenzym. Der
Anteil cholinerger Neurone an der Gesamtzahl der transplantierten Zellen lag auch hier bei
1,4 % (Abb. 19C, 21). Das Kalzium-bindende Protein Parvalbumin, das von einer
Subpopulation GABAerger Neurone gebildet wird, wurde nur in duflerst geringer Zahl in
wenigen Transplantaten gefunden (Abb. 19D). Eine Quantifizierung Parvalbumin+/
EGFP+ Zellen war deshalb nicht moglich. Aufgrund des wenigen zur Verfligung stehenden
Materials, wurde bei der Quantifizierung der einzelnen Transmitter-Marker nicht zwischen

medialem und lateralem Transplantat unterschieden.
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Abb. 19: Differenzierung der ipsilateral transplantierten EGFP+ neuralen Vorliuferzellen
in verschiedene neuronale Subtypen 4 Wochen nach Transplantation. Wéhrend sich ein
grofler Teil der EGFP+ Zellen zu GABAergen Neuronen (GAD65/67; A, B) entwickelte,
differenzierte nur ein geringer Prozentsatz zu cholinergen Neuronen (ChAT; C). Parvalbumin,
ein Kalzium-bindendes Protein, das von einer Subpopulation GABAerger Neurone gebildet
wird, wurde ebenfalls in einer sehr geringen Zahl der transplantierten EGFP+ Zellen exprimiert
(D; MaBstab in B 10 um; in A, C und D 25 pum).
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Abb. 20: Differenzierung der ipsilateral transplantierten EGFP+ neuralen Vorliuferzellen
in verschiedene Neuronentypen 4 Wochen nach Transplantation. Etwa 6 % der
transplantierten Zellen exprimierten DARPP32, einen typischen Marker fiir striatale Neurone
(A). Daneben differenzierten etwa 1-2 % der EGFP+ vordifferenzierten ES-Zellen in Serotonin
(B) bzw. Substanz P (C) exprimierende Neurone. Der prasynaptische Vesikelmarker SV2 wurde
sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen (D) im gesamten Transplantat nachgewiesen (Maf3stab
in A, B, C 25 um, in D 50 um).
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Abb. 21: Differenzierung der EGFP+ neuralen Vorliuferzellen in verschiedene neuronale
Subtypen 4 Wochen nach Transplantation. Zirca 6,4 % der transplantierten Zellen hatte sich
zu typischen striatalen Projektionsneuronen (DARPP32+) entwickelt. Substanz P, ebenfalls ein
striataler Transmitter, wurde in 1,4 % der transplantierten Zellen detektiert. Des Weiteren
exprimierten 1,8 % der Zellen Serotonin und 1,4 % Cholin-Azetyltransferase (ChAT).

3.3.3 Expression des Wachstumsfaktors FGF-2

Wiéhrend 1 Woche nach Transplantation keine der transplantierten Zellen den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF-2) exprimierten (Abb. 22B), wurden nach 4 Wochen

wenige FGF-2+/ EGFP+ Zellen im Transplantat detektiert (Abb. 22A).

Abb. 22: Expression des Wachstumsfaktors FGF-2 in den EGFP+ Zellen 4 Wochen nach
Transplantation. FGF-2 wurde 4 Wochen nach Transplantation in den transplantierten EGFP+
Zellen nachgewiesen (A). Im Vergleich dazu konnte nach 1 Woche noch keine FGF-2-
Expression festgestellt werden (B; MaBstab 50 um).
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3.4  Entwicklung der neuralen Vorliuferzellen 12 Wochen nach

ipsilateraler Transplantation

3.4.1 Differenzierung in Neurone und Astrozyten

Obwohl nach 12 Wochen die Anzahl EGFP+ Zellen stark reduziert war, erwies sich der
Anteil an NeuN+/ EGFP+ Neuronen und GFAP+/ EGFP+ Astrozyten beinahe unveridndert.
Der Prozentsatz NeuN+ Neurone in den medialen Transplantaten von 2 Tieren zeigte mit
25,5 % einen leichten Riickgang um 6,5 % im Vergleich zum 4 Wochen-Wert. Der Gehalt
an NeuN+ Neuronen in den lateralen Transplantaten von 2 Tieren lag mit 26,3 % nach 12
Wochen um 4,6 % niedriger als nach 4 Wochen (Abb. 23A; 18A).

Im Vergleich dazu zeigte die Quantifizierung der Astrozyten im medialen Transplantat von
2 Tieren mit 7 % keine Verdnderung im Vergleich zum Wert nach 4 Wochen. Etwa 8,8 %
der Zellen des lateralen Transplantats hatten sich zu GFAP+ Astrozyten entwickelt, das
entsprach einer Zunahme um 1,8 % im Vergleich zum 4 Wochen-Wert (Abb. 23B; 18B).
Zu allen Zeitpunkten nach Transplantation konnte eine starke Ansammlung EDI1+
Makrophagen innerhalb und um das gesamte Transplantat beobachtet werden. Sogar nach
12 Wochen infiltrierten vom Empféngergewebe abstammende Makrophagen, die aus dem
angrenzenden lateralen Ventrikel, aus BlutgefdBBen oder aus der Peripherie einwanderten,

das Transplantat (Abb. 23C-E).
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Abb. 23: Differenzierung der ipsilateral transplantierten EGFP+ neuralen Vorliuferzellen
12 Wochen nach Transplantation. Wie schon nach 4 Wochen waren auch nach 12 Wochen etwa
26 % der transplantierten ES-Zellen mit NeuN (A) und etwa 7 % mit GFAP (B) doppelmarkiert.
Viele ED1+ Makrophagen (C-E) waren um das Transplantat herum lokalisiert (Abbildungen D
und E sind VergroBerungen der in C markierten Regionen). Sie traten entweder aus Blutgefdf3en
oder dem angrenzenden lateralen Ventrikel in das Gewebe iiber (E; Malistab 100 pm).

3.4.2 Differenzierung in Neurone und Astrozyten nach
intraventrikulirer Transplantation

Abweichende Schiddelmalle bei einigen Tieren bzw. eine fehlerhafte stereotaktische
Platzierung des medialen Transplantats fiihrten dazu, dass einige Zellen in den lateralen
Ventrikel appliziert wurden (Abb. 24A). Aus diesem Grund wurden 4 und 12 Wochen
nach Transplantation bei 2 Tieren EGFP+ Zellen gefunden, die an der Wand des Ventrikels
angewachsen waren. Die ventrikuldr applizierten Zellen zeigten sich nicht nur

iberlebensfihig sondern differenzierten ebenso in Neurone (Abb. 24C) und Astrozyten



ERGEBNISSE

69

(Abb. 24D), wie die ins Schadensgebiet bzw. angrenzende Striatum transplantierten Zellen.
Eine starke Nestin-Expression durch endogene Zellen war 12 Wochen nach

Transplantation an der Ventrikelwand sichtbar (Abb. 24B).

Ventrikelwand

Ventrikellumen

Abb. 24: Differenzierung der intraventrikulir applizierten neuralen Vorliuferzellen 12
Wochen nach Transplantation. Versehentlich in den Ventrikel transplantierte EGFP+ Zellen
(A) wuchsen an der Ventrikelwand an und differenzierten ebenso wie im Gewebe in Neurone
(C) und Astrozyten (D). Am Ventrikelrand zeigte sich noch nach 12 Wochen eine starke
Ansammlung endogener Nestin+ Zellen (B; Mafstab 100 pm).

3.4.3 Interaktion der transplantierten Zellen mit dem Empfingergewebe

Anhand der durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen gab es Hinweise auf eine
mogliche Interaktion zwischen Transplantat und Empfiangergewebe. So konnte z.B. die
Expression von SV2, einem Protein, das in prasynaptischen Vesikeln gebildet wird, 4 und
12 Wochen (Abb. 20D) nach Implantation auf den transplantierten EGFP+ Zellen
detektiert werden. Durch die geringe mikroskopische Auflésung konnte nicht geklart
werden, ob es sich um priasynaptische Vesikel des Transplantats selbst oder um

prasynaptische Vesikel des Empfangergewebes handelt, die in das Transplantat
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einwuchsen. Ein weiterer Hinweis fiir eine mogliche Interaktion waren NF-200+/ EGFP+
Fasern, die aus dem Transplantat in Richtung Empfiangergewebe projizierten (Abb. 25).
Eine funktionelle Ausreifung der aus dem Transplantat entstandenen Neurone konnte
durch die alleinige immunhistologische Analyse nicht bewiesen werden. Hierzu bedurfte

es elektrophysiologischer Untersuchungen.

Abb. 25: Maégliche Interaktion der transplantierten EGFP+ Zellen mit dem
Empfingergewebe 12 Wochen nach Transplantation. NF-200+/ EGFP+ Fasern des
Transplantats (Pfeile), die in Richtung Empfangergewebe wuchsen, konnten ein Indiz fiir eine
mogliche Interaktion zwischen dem Empfangergewebe und den transplantierten Zellen sein
(Mafstab 50 um).
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3.5 Elektrophysiologische Eigenschaften der Neurone und Astrozyten des

Transplantats 3 bis 7 Wochen nach ipsilateraler Transplantation

3.5.1 Ausbildung spannungsabhingiger Natrium- und Kaliumstrome

Zur Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften der transplantierten Zellen
wurden im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach ipsilateraler Transplantation Patch-Clamp-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die elektrophysiologischen Ableitungen wurden an EGFP+
Zellen durchgefiihrt, die sich sowohl im Zentrum als auch in der Peripherie des
Transplantats befanden.

In 38 von 137 abgeleiteten Zellen (27,7 % aller gepatchten Zellen; Abb. 26A) konnten im
Voltage-Clamp-Modus Natriumstrome nachgewiesen werden. In 16 dieser 38 Zellen zeigte
die abgeleitete Strom-Spannungskurve einen Schwellenwert von etwa -50 mV und ein
Umkehrpotential von  +61 mV, welches anndhernd dem  Nernst'schen
Gleichgewichtspotential fiir Natrium von 58.7 mV entspricht (Abb. 26B). Die
Aktivierungskurve wurde mit Hilfe der Boltzmann-Gleichung errechnet und ergab eine
halbmaximale Aktivierung von -33,2 + 0,6 mV (n = 16) mit einer Steigung von
5.1 £ 0,6 mV/ e (Abb. 26C). Fiir die Inaktivierungskurve wurden die Amplituden der
Einwértsstrome bei einem Testpotential von 20 mV gemessen, denen je ein 50 ms langer
Vorpuls mit Potentialen von -110 bis -10 mV vorausging. Die gemessenen Strome wurden
auf den Maximalstrom normiert. Die halbmaximale Inaktivierung lag bei -33,6 mV + 0,5
mV (n = 7) mit einer Steigung von 5,1 mV £ 0,5 mV/ e (Abb. 26C). Des Weiteren fiihrte
die Applikation von Tetrodotoxin (TTX, 100 nM), einem hochtoxischen Nervengift, zur
Blockierung der spannungsaktivierten Natriumkandle, wodurch der Natriumstrom von
1,2 £ 0,2 pA auf 0,2 + 0,1 nA (n = 8§, Abb. 27A) sank. Das Vorhandensein von
Natriumkanalproteinen, die den Einwértsstrom von Natrium regulieren, wurde durch

immunhistochemische Analysen bestitigt. Schon 4 Wochen nach Transplantation wurde
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im Zellsoma der transplantierten Zellen der Natriumkanaltyp Na,1.1 nachgewiesen (Abb.
28A). Zwolf Wochen nach Transplantation konnte neben Nayl.1 (Abb. 28B) auch der
Natriumkanaltyp Na, 1.2 immunhistochemisch detektiert werden (Abb. 28C).

Die Auswirtsstrome der EGFP+ Neurone zeigten Charakteristika einer langsamen
Inaktivierung mit variierenden Zeitkonstanten von > 200 ms (Abb. 26A). Ihr
Schwellenwert lag bei -40 mV (Abb. 26D). Nach Applikation von Tetraethylammonium
(TEA, 10 mM) kam es zur Reduktion der Kalium-Auswirtsstrome von 2,3 * 0,8 nA auf
0,4 £ 0,2 nA (n =5, Abb. 27B). Die Blockade der Kaliumkanéle fiihrte zu einer starken
Depolarisation des Ruhepotentials (E,, Abb. 27C), mit der Folge, dass sich keine

Aktionspotentiale mehr ausbilden konnten (n =5, Abb. 27C).

A
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Abb. 26: Voltage-Clamp-Ableitungen der Neurone des Transplantats. In A ist die Ableitung
der abgebildeten EGFP+ Zelle bei Potentialen von —70 bis +70 mV (in 10 mV-Schritten, 150
ms, 3 s Intervall) zu sehen. Die Strome wurden jeweils um die Leck- und Kapazitétsstrome
korrigiert. Der Pipetten-Widerstand betrug 3,4 MQ. Abb. B zeigt die Strom-Spannungskurve
der normierten maximalen Einwértsstrome von 16 Neuronen mit einem Umkehrpotential von
+61 mV. Die Aktivierungs- und Inaktivierungskurven der Einwirtsstrome ergaben eine
halbmaximale Aktivierung von -33,2 £ 0,6 mV (n = 16) und eine halbmaximale Inaktivierung
von -33,6 mV £+ 0,5 mV (n = 7; C). In D ist die normierte Strom-Spannungskurve der
Auswirtsstrome (bei 150 ms, n = 38) der transplantierten Zellen gezeigt.
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Abb. 27: Blockierung der neuronenspezifischen Natrium- und Kaliumkanile von
transplantierten Zellen durch TTX und TEA. Abb. A zeigt einen Ausschnitt einer Whole-
cell-Ableitung an einem Neuron des Transplantats, dessen Einwértsstrdéme durch Applikation
von 100 nM TTX auf 11,7 % blockiert wurden (n = 8). Durch Gabe von 10 mM TEA wurden
die Auswirtsstrome um 80,9 % reduziert (n = 5; B). TEA bewirkte zudem eine Anhebung des
Ruhepotentials auf 22.5 mV (n = 6). Als Folge davon waren die Neurone des Transplantats
nicht mehr in der Lage, Aktionspotentiale auszubilden (C).
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Abb. 28: Expression verschiedener Natriumkanaltypen in den transplantierten Zellen 4
und 12 Wochen nach Transplantation. Der Natriumkanaltyp Nay1.1 wurde sowohl nach 4
Wochen (A) als auch nach 12 Wochen (B) im Transplantat detektiert und war vorrangig im
Soma der EGFP+ Neurone lokalisiert. Der Natriumkanaltyp Na,1.2, der nach 4 Wochen nur
sehr diffus im Transplantat exprimiert wurde, konnte nach 12 Wochen in den Auslaufern der
EGFP+ Zellen nachgewiesen werden (C; Malistab 25 um).

3.5.2 Ausbildung von Aktionspotentialen und Entwicklung des Ruhepotentials

Aktionspotentiale konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten in transplantierten Zellen mit
neuronaler Charakteristik gemessen werden. Interessanterweise nahm die Dauer der
Aktionspotentiale im Zeitraum von 3 bis 6 Wochen nach Transplantation ab, ein klares
Indiz fiir die neuronale Reifung der transplantierten Zellen nach lingerem Uberleben (Abb.
29A). Dauerreize durch Strominjektionen von 1 s, die bei natiirlichem Ruhepotential
verabreicht wurden, animierten die transplantierten Zellen zum repetitiven Feuern (Abb.
29B). Wihrend 4 Wochen nach Transplantation nur 2 von 13 untersuchten Zellen in der
Lage waren, repetitiv zu feuern, waren es nach 7 Wochen schon 6 von 8 untersuchten
Zellen. Die Fiahigkeit zum repetitiven Feuern entwickelten die transplantierten Zellen

sowohl beim natiirlichen als auch beim fixierten Ruhepotential von -80 mV. Die Dauer der
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Aktionspotentiale, die bei halbmaximaler Amplitude gemessen wurde, war mit 6,5 + 0,8
ms (n = 7) nach 4 Wochen verhéltnisméBig lang und verkiirzte sich nach 7 Wochen auf 2,2
ms £ 0,2 ms (n = 6, Abb. 29C). Zudem war eine Zunahme der Amplitude der
Aktionspotentiale von 68,2 + 9,6 mV (n = 7) nach 4 Wochen auf 95,9 £ 13,7 mV (n = 6)
nach 7 Wochen zu beobachten (Abb. 29C). Die Werte fiir Dauer und Amplitude der
Aktionspotentiale wurden beim natiirlichen Ruhepotential (E;) der Zellen gemessen.
Wurde das Ruhepotential bei -80 mV fixiert, so kam es bis zum Zeitpunkt von 5 Wochen
nach Transplantation ebenfalls zu einer verkiirzten Dauer der Aktionspotentiale. Nach
lingerer Uberlebenszeit von 6 bzw. 7 Wochen zeigten sich dann jedoch keine Unterschiede
mehr in der Dauer der Aktionspotentiale, egal, ob die Messungen beim natiirlichen
Ruhepotential oder bei einem fixierten Ruhepotential von -80 mV durchgefiihrt wurden.
Die Amplitude der Aktionspotentiale zeigte sich bei fixiertem Ruhepotential mit Werten
von 118 bis 125 mV im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach Transplantation unverdndert
(Abb. 29C). Die Entwicklung der Aktionspotentiale mit lingerer Uberlebenszeit der Tiere
nach Transplantation, sind ein klares Indiz fiir die funktionelle Reifung der transplantierten
Zellen.

Eine Reifung des Ruhepotentials von -25,8 = 9,0 mV nach 3 Wochen auf -54,5 + 4,3 mV

nach 7 Wochen konnte ebenfalls beobachtet werden (Abb. 29C).

3.5.3 Entwicklung Kalzium-abhingiger Kaliumstrome

Das Einspillen einer externen, Kalzium (Ca’")-armen Lsung resultierte in einer
reversiblen Reduktion des gesamten Auswirtsstromes. Dies war ein Hinweis auf das
Vorhandensein Ca®’-abhingiger Kaliumstrome. Die Reduktion der Ca®'-abhingigen

Kaliumstrome resultierte letztendlich in einer verldngerten Aktionspotential-Dauer.
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3.5.4 Entwicklung von EPSPs und EPSCs

Im Zeitraum von 5 bis 7 Wochen nach Transplantation konnten spontane Einwértsstrome
in den Neuronen des Transplantats detektiert werden. Die Kanéle fiir diese Einwértsstrome
inaktivierten sich spontan innerhalb von 2 bis 4 ms bei einem fixierten Haltepotential von
-60 mV. Mit einer Template-basierenden Ereignissuche mit Hilfe von pClamp 9.2 wurden
kontinuierlich spannungsunabhéngige Ableitungen analysiert, um den Hochstwert der
Amplitude eines jeden Ereignisses bestimmen zu konnen, das eine minimale Amplitude
von 11,6 = 0,6 pA zeigte. In der Konfiguration der Stromklemme wurden schnelle und
spontane Depolarisationen unterschiedlicher Amplitude beobachtet, was flir exzitatorische
postsynaptische Potentiale (EPSPs) spricht, die aus Neuronen des Transplantats abgeleitet
werden konnten. Das Vorhandensein von EPSPs resultierte bei 7 von 13 Zellen in der
Bildung von Aktionspotentialen. Umgekehrt zeigten alle 7 untersuchten EGFP+ Neurone,
die spontan in der Lage waren Aktionspotentiale zu generieren, bei Frequenzen von 1 bis
18,5 Hz, auch spontane EPSPs. Bei niedrigem Ca’’-Gehalt der Losung konnte eine
reduzierte Frequenz hinsichtlich Anzahl und Grofe der EPSC-Amplituden gemessen
werden. AuBerdem war eine Verringerung der EPSPs und der Aktionspotentiale zu

beobachten.
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Abb. 29: Aktionspotentiale und Ruhepotentiale der transplantierten Zellen. A zeigt
Aktionspotentiale (APs), die bei einer 40 ms dauernden Strominjektion beim natiirlichen
Ruhepotential der Zellen (obere Abb.) oder beim fixierten Ruhepotential von -80 mV (unteres
Diagramm) gemessen wurden. Die Neurone des Transplantats waren 5 Wochen nach
Transplantation auflerdem in der Lage repetitiv zu feuern (1 s; B). (C) Verdnderung des
Ruhepotentials (E;) im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach Transplantation (n = 3-10; linke
Abb.). Die mittlere Abb. zeigt die Dauer der APs bei E = 0 mV (schwarze Sédulen) und beim
fixierten Ruhepotential von E = -80 mV (weiBle Sdulen). In der rechten Abb. sind die
Amplituden der APs bei natiirlichem E, (schwarze Sdulen) und fixiertem E, (-80 mV; weille
Sdulen; n = 7-9) im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach Transplantation dargestellt.
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3.5.5 Elektrophysiologische Eigenschaften der Gliazellen

Neben typischen elektrophysiologischen Eigenschaften von Neuronen konnten in 72,3 %
aller untersuchten Zellen des Transplantats typische elektrophysiologische Eigenschaften
von Gliazellen nachgewiesen werden (n = 99). Da diese Zellen allerdings nicht primérer
Gegenstand dieser Arbeit waren, wurden nur wenige eingehend elektrophysiologisch
untersucht. Die Gliazellen unterschieden sich von den Neuronen durch ihre verzweigte
Morphologie und durch das Fehlen von Einwértsstromen (Abb. 30A, B). Der
Schwellenwert der Aktivierung der Auswértsstrome lag bei -30 mV (Abb. 30B). Die
halbmaximale Aktivierung (Eso) lag bei 2,1 £ 0,7 mV mit einer Steigung von 18,1 + 0,7
mV/ e (Abb. 30C). Im Vergleich zu den Neuronen des Transplantats wiesen die
Auswirtsstrome der Gliazellen eine dreimal kleinere Amplitude auf (Abb. 30D). Ihr

Eingangswiderstand lag bei 2,7 £ 1,2 GQ und ihr Ruhepotential war mit -38 + 5,1 mV

positiver als das der untersuchten Neurone mit -43,1 £ 2,8 mV (Abb. 30E).
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Abb. 30: Charakterisierung der Strome in den Gliazellen des Transplantats. Abb. A zeigt
die Fluoreszenzaufnahme einer untersuchten EGFP+ Gliazelle (Mafstab 10 pum). In A ist
weiterhin eine Ableitung derselben Gliazelle in der Voltage-clamp-Konfiguration dargestellt. Zu
erkennen ist das Fehlen von einwirtsgerichteten Natriumstromen sowie das Auftreten von
auswiértsgerichteten, schnell inaktivierenden Kaliumstromen. (B) Normierte Strom-
Spannungskurve der auswirtsgerichteten Kaliumstrome (n = 5). (C) Die Aktivierungskurve der
Auswirtsstrome mit einer halbmaximalen Aktivierung von 2,1 £ 0,7 mV (n = 5). Abb. D und E
vergleichen die mittleren Kaliumauswértsstrome (D) und die mittleren Ruhepotentiale (E) von
EGFP+ Gliazellen (n = 5) und EGFP+ Neuronen (n = 37).
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4. Diskussion

Experimentelle Schlaganfallstudien haben gezeigt, dass eine unterbrochene bzw.
verminderte Blutzufuhr Gewebeschddigungen verursacht, die trotz multimodaler
therapeutischer Interventionen oft irreversibel sind. Der Gewebeersatz durch
Transplantation exogener Stammzellen bietet eine Alternative, geschiddigte Hirnareale
nach einem Schlaganfall zu regenerieren (Martinez-Vila und Irimia, 2005). Die
transplantationsbasierte Zelltherapie neurodegenerativer Erkrankungen hat den Anspruch,
untergegangene Zellen des ZNS zu ersetzen. Allerdings wird aus den zahlreichen
praklinischen Studien der letzten Jahre zunehmend ersichtlich, dass die eingesetzten
Stammzelltypen eher als ,neurotrophe” Pumpen agieren und auf diese Weise
Verhaltensverbesserungen erzielen (Mahmood et al., 2004; Chen et al., 2002). Bis auf die
Untersuchungen an neuralen Stammzellen (Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001;
Saporta et al., 1999; Borlongan et al., 1998) geht aus keiner der Studien hervor, dass
transplantierte Zellen zu Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten ausreifen. Hinzu
kommt, dass die Funktionalitdt der Neurone und Astrozyten in keiner der bisherigen
Studien tliberpriift wurde.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war daher die Beantwortung der Frage, ob ES-Zellen
der Maus im Infarktgebiet eines ischdmiegeschddigten Rattenhirns iiberleben und zu
funktionsfdhigen = Neuronen ausdifferenzieren. Da uns von Ratten keine
fluoreszenzmarkierten ES-Zellen zur Verfiigung standen, wurden EGFP+ ES-Zellen der
Maus verwendet. Diese wurden in Nestin+ neurale Vorlduferzellen vordifferenziert und 1
Woche nach Schlaganfall intrazerebral appliziert. Die vorliegenden Resultate belegen, dass
die transplantierten Zellen selbst im nekrotischen Gewebe liberleben und in Neurone,

Astrozyten und Oligodendrozyten ausdifferenzieren. Die funktionelle Ausreifung der vom
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Transplantat gebildeten Neurone und Astrozyten konnte elektrophysiologisch durch Patch-

Clamp-Analysen bestétigt werden.

4.1  Volumen und Uberleben der Transplantate 1, 4 und 12 Wochen
nach Transplantation

Zu allen Zeitpunkten nach Transplantation konnten EGFP+ Zellen im Empfiangergewebe
nachgewiesen werden (Abb.11; S. 52). Sogar im Schadensgebiet wurden 4 und 12 Wochen
nach Transplantation EGFP+ Zellen detektiert (Abb. 11B, E, F; S. 52). Die EGFP-
Fluoreszenz der transplantierten Zellen reichte zwar aus, um sie nach 12 Wochen
wiederzufinden, allerdings lieB sich feststellen, dass die Fluoreszenzstirke bei Zellen mit
neuronaler Differenzierung schwicher war, als bei Zellen die zu Astrozyten
differenzierten. Offensichtlich wird der B-Actin Promotor des verwendeten EGFP-
Konstruktes wihrend der neuronalen Differenzierung herunterreguliert. AuBlerdem ist das
EGFP-Protein hauptsichlich perinukledr konzentriert. Dies erschwerte die Identifikation
moglicher axonaler Ausldufer von EGFP+ Zellen. Eine Woche nach kontralateraler
Transplantation wurden in allen Tieren Transplantate gefunden. In den ipsilateral
transplantierten Tieren wurden 4 Wochen nach Transplantation in 10 von 11 Tieren
EGFP+ Zellen identifiziert, wobei alle 10 Tiere mediale Transplantate besaen und 8 der
10 Tiere laterale Transplantate aufwiesen (Transplantationsschema siche Abb. 6; S. 31)
Bei der Transplantatgro3e fiel auf, dass es im Zeitraum zwischen der 1. bis 4. Woche zu
einer drastischen Zunahme des Transplantatvolumens kam. Vergleicht man den Wert des
kontralateralen Transplantats nach 1 Woche (0,86 mm’) mit dem des lateralen
Transplantats nach 4 Wochen (7 mm’), so ldsst sich ein siecbenfacher Anstieg des
Volumens ersehen (wobei jeweils 100.000 Zellen transplantiert wurden). Der
Volumenunterschied von 5 mm® zwischen medialem (12 mm®) und lateralem Transplantat

(7 mm®) nach 4 Wochen, erklirt sich durch die doppelte Zellzahl von 200.000 Zellen, die
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medial appliziert wurden (Abb. 12; S. 53). Auch Hayashi et al. (2006) beobachten eine
Zunahme des Transplantatvolumens von 11,5 auf 19,1 mm’ im Zeitraum von 2 bis 4
Wochen nach Transplantation. Die hoheren Transplantatvolumina im Vergleich zu unserer
Studie resultieren aus der hoheren Zahl von 100.000 bis 400.000 transplantierten Zellen
(Hayashi et al., 2006).

Proliferation und Reifung der Zellen erachten wir als hauptsdchliche Ursachen fiir den
Volumenanstieg des Transplantats zwischen 1 und 4 Wochen. Der groe Anteil Ki-67+
Zellen nach einer Woche belegt die hohe Zellteilungsrate des Transplantats zu diesem
Zeitpunkt (Abb. 15; S. 58). Neben der zunehmenden Zellzahl ist die Ausreifung der
transplantierten Zellen in Astrozyten und Neurone mit einer Volumenzunahme verbunden.
Beide Zelltypen bilden Zellfortsédtze aus, wodurch sich der interzellulire Raum vergroBert.
Wiéhrend Neurone iiber Axone und Dendriten Kontakt zu entfernter gelegenen Zellen
aufnehmen, bilden Astrozyten Fortsdtze aus, mit deren Oberfliche sie den neuronalen
Zellkorper sowie gro3e Teile der Dendriten bedecken.

Durch den Untergang verschiedener Zelltypen nach einer Ischdmie bilden sich Hohlrdume
aus, in denen zunichst Odeme entstehen. Spiter bauen reaktive Astrozyten Glianarben auf,
durch die das verbleibende Gewebe strukturell erhalten wird. Die neuralen Vorlduferzellen
finden somit nach ihrer Transplantation ein strukturelles Netzwerk vor, in welches sie sich
integrieren konnen. Durch den Zellverlust im Gewebe haben sie zudem geniigend Platz um
sich zu entwickeln und miteinander zu vernetzen. Sowohl die Nissl-Farbungen als auch die
EGFP-Fluoreszenz verdeutlichen einen physischen Kontakt zwischen Empfiangergewebe
und Transplantat (Abb. 11B, E; S. 52). Ob Blutgefafe direkt aus dem Empfangergewebe in
das Transplantat gewachsen sind, ldsst sich mit den vorliegenden Daten nicht genau
belegen. Zumindest lieBen sich im Transplantat selbst kleinere gefaBBahnliche Strukturen
erkennen. In Ubereinstimmung mit unseren Daten stehen die Ergebnisse von Duan et al.

(1998), die neurale Stammzellen direkt ins Quinolinséure-geschiadigte Striatum
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applizierten. Nach der Transplantation lieBen sich im Entziindungsgebiet genauso viele
Zellen nachweisen wie nach Transplantation ins ungeschiddigte Gewebe. AuBerdem
bildeten sich im Bereich der Entziindung gréere Transplantate, deren Dichte geringer war
als bei den Transplantaten im ungeschiddigten Striatum. Zwei kiirzlich publizierte
Transplantationsstudien an experimentellen Schlaganfallmodellen demonstrierten, dass aus
ES-Zellen abgeleitete neuronale Vorlduferzellen nach Transplantation ins geschidigte
Hirnareal tiberleben und in verschiedene Neuronentypen und Gliazellen ausdifferenzieren
(Hayashi et al., 2006; Takagi et al., 2005). Das Anwachsen der transplantierten Zellen in
der geschiadigten Hemisphidre wird vermutlich durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren unterstiitzt. So ist belegt, dass durch Schadigung aktivierte Astrozyten
und Mikrogliazellen Wachstumsfaktoren wie BDNF, NGF, NT-3 und NT-4/5 sezernieren
(Lee et al., 2002; Miwa et al., 1997; Elkabes et al., 1996). Durch GFAP-Farbungen
konnten wir eine hohe Ansammlung endogener Astrozyten nachweisen, die das
Transplantat vollstindig umschlossen. Charakteristisch fiir diese Astrozyten war eine
starke GFAP- sowie Nestin-Expression, deren funktionelle Bedeutung unklar ist (Abb.
13A-F; S. 56). Eine solche Ansammlung spezifischer Astrozyten, die bereits von Deacon
et al. (1998) beschriecben wurde, wird gemeinhin als Astrozytennarbe bezeichnet.
AuszuschlieBen ist aber auch nicht, dass die starke und langanhaltende Nestin-Expression
in endogenen Astrozyten durch sekretierte Faktoren des Transplantats ausgeldst wurde. Es
ist auBerdem bekannt, dass Astrozyten des Empfiangergewebes immunsuppressive
Faktoren wie TGF-B oder IL-10 sezernieren, die das Einwandern immunkompetenter
Zellen ins Transplantat verhindern (Frei et al., 1994; Devaiyothi et al., 1993). Dieser
Aspekt konnte erkldren, weshalb bis zu 4 Wochen nach Transplantation auerordentlich
viele Zellen iiberlebten.

Im Zeitraum von 4 bis 12 Wochen nach Transplantation war eine drastische Abnahme des

Transplantatvolumens bzw. das vollstindige Verschwinden der transplantierten Zellen in
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mehr als der Halfte der Tiere zu beobachten. Von 10 transplantierten Tieren wiesen 4
Transplantate auf, von denen 2 medial und 2 lateral lokalisiert waren. Das
durchschnittliche Volumen der Transplantate (lateral: 0,37 mm®’, medial: 0,065 mm®) war
im Vergleich zu 4 Wochen auf 0,5 bis 2 % geschrumpft (Abb. 12; S. 53). Der Verlust an
transplantierten Zellen ist vermutlich auf AbstoBungsprozesse des Empfangergewebes
zuriickzufiihren. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Uberlebensfihigkeit und
Differenzierbarkeit transplantierter ES-Zellen im ischdmischen Hirngebiet von
Schlaganfall geschiddigten Ratten. Ein mdglicher AbstoBungsprozess sollte deshalb
dokumentiert, der zugrunde liegende Mechanismus jedoch nicht im Detail untersucht
werden. Bereits dltere Studien zeigten, dass Mikrogliazellen und infiltrierende T-Zellen die
zelluliren Hauptakteure bei dieser auch als Host versus Graft genannten
TransplantatabstoBung sind (Finsen et al. 1991; Poltorak und Freed 1989). Finsen et al.
zeigten dabei, dass die Expression von MHC II Molekiilen auf diesen Zellen hochreguliert
wird und dies moglicherweise von einer verstirkten Expression von MHC I Molekiilen auf
den Donorzellen begleitet wird. Beides fiihrt zu einer Stimulierung von T-Killerzellen des
Empfangers und zur TransplantatabstoBung. Die Tatsache, dass 10 von 11 Tieren nach 4
Wochen noch ein Transplantat besallen, wihrenddessen nach 12 Wochen nur in 4 von 10
Tieren Transplantate nachweisbar waren, die zudem noch sehr klein waren, belegt einen
fortschreitenden AbstoBungsprozess. Dieser ging einher mit einer langandauernden
Infiltration EDI1+ Zellen (Abb. 23C, D; S. 68), die das Transplantat infiltrierten, es
umsdumten und zahlreich in angrenzenden Blutgefidlen akkumulierten. Medial lokalisierte
Transplantate wurden verstirkt von ED1+ Zellen anvisiert, die aus dem lateralen Ventrikel
ins Gewebe {ibertraten. Da der EDI-Antikorper lysosomale Proteine sowohl von
Makrophagen als auch von aktivierten Mikrogliazellen erkennt, ist eine genaue
Identifikation diese Zelltyps nicht moglich. Die abgerundete amoboide Morphologie und

die starke Eigenfluoreszenz deuten allerdings stark auf Makrophagen hin. Es befanden sich
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auBlerdem viele mitotisch aktive endogene Zellen innerhalb des Transplantats sowie im
angrenzenden Empfangergewebe und in den BlutgefiBBen. Mit keinem der untersuchten
neuronalen und glialen Marker konnte eine Kolokalisation dieser Zellen beobachtet
werden. Morphologisch betrachtet konnte es sich hierbei um Leukozyten handeln. Die
Transplantation von ES-Zellen der Maus in Ratten, eine sogenannte Xenotransplantation,
war vermutlich ein zusétzlicher Stimulus fiir die AbstoBBungsreaktionen.

An Ratten durchgefiihrte Transplantationsstudien mit Mauszellen belegen, dass die
Fremdzellen in erster Linie durch aktivierte Lymphozyten und Mikrogliazellen erkannt
werden (Brevig et al., 2000). Nach Aktivierung der T-Lymphozyten setzen diese Mitogene
wie z.B. Interleukine frei, die eine verstirkte Proliferation der T-Zellen induzieren. Die
Mikrogliazellen reifen auflerdem zu Makrophagen und dendritischen Zellen heran und
entwickeln sich zu Antigen-prisentierenden Zellen (APCs; Santambrogio et al., 2001;
Banchereau und Steinmann, 1998). Ursdchlich fiir die verspitete AbstoBung des
Transplantats nach 12 Wochen koénnte eine zu geringe Dosierung des
Immunsuppressivums Cyclosporin A sein. Wir verwendeten eine allgemein iibliche
Konzentration von 10 mg/ kg (Thinyane et al., 2005; Kim et al., 2002; Borlongan et al.,
1998). Cyclosporin A hemmt hochselektiv die Proliferation von T-Lymphozyten (CD8+-
Zellen, CD4+-Zellen) und indirekt die der B- Lymphozyten. Bis zu 4 Wochen nach
Transplantation wurden die Tiere tdglich mit Cyclosporin A behandelt. Von diesem
Zeitpunkt an wurde Cyclosporin A nur noch jeden 2. Tag appliziert. Es ist daher mdglich,
dass die geringere Dosierung innerhalb der letzten 8 Wochen den AbstoBungsprozess
durch T-Lymphozyten begiinstigt hat. Dennoch wurde oftmals gezeigt, dass es trotz
Unterdriickung des Immunsystems mit Cyclosporin A zu einer Abstoung im
Empfangergewebe kam (Wennberg et al., 2001; Larsson et al., 2000). Dass die alleinige
Gabe des Immunsuppressivums die AbstoBBungsreaktionen nicht vollstdndig unterbinden

kann, belegen auch experimentelle und klinische Befunde, wonach eine Tripplemedikation
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aus Prednisolon, Azathioprin und Cyclosporin A das Uberleben der Transplantate um
einiges verbesserten (Pedersen et al., 1995). Hinzu kommt, dass Cyclosporin A spezifisch
gegen T-Lymphozyten wirkt, wihrend die von Mikrogliazellen induzierte Abstoflung nicht
medikamentds supprimiert wurde. Dafiir eignen konnte sich der Makrophagen / Mikroglia
inhibierende Faktor MIF, der die Aktivierung von Mikrogliazellen hemmt (Wang und
Tsirka, 2005). Auf lange Sicht diirfte jedoch die Immunsuppression der Mikrogliazellen
das Uberleben des Transplantats nicht verbessern, da die neuroprotektive Wirkung der
Mikrogliazellen durch Freisetzung von Neurotrophinen unterdriickt wird (Lee et al., 2000;

Miwa et al., 1997; Elkabes et al., 1996).

4.2  Differenzierung und Migration der kontralateral applizierten
neuralen Vorliduferzellen 1 Woche nach Transplantation

Wihrend die applizierten Zellen zum Zeitpunkt der Transplantation Nestin+ waren, hatten
sie nach einer Woche das Entwicklungsstadium der Nestin+ neuralen Vorlduferzelle
verlassen und begannen sich in junge DCX+ Neurone zu differenzieren (Abb. 14 A, B; S.
57). Hierbei fallt auf, dass ausschlieflich randstdindige EGFP+ Zellen DCX exprimierten,
wohingegen im Kern des Transplantats keine neuronale Differenzierung zu beobachten
war. Dieses Resultat legt die Vermutung nahe, dass der Zell-Zellkontakt zwischen
Empfangergewebe und Transplantat induzierend auf die neuronale Differenzierung wirkte.
Allerdings befanden sich zu diesem Zeitpunkt weder NeuN+ Neurone (Abb. 14C, D; S. 57)
noch GFAP+ Astrozyten (13C, D; S. 56) im Transplantat. Ursache dafiir konnte sein, dass
sich 80 bis 90 % der transplantierten Zellen in der Zellteilung befanden.

Vorangegangene Transplantationsstudien berichten von einem starken Migrationspotential
muriner ES-Zellen in Richtung Schédigung, wenn diese nach einem Schlaganfall in die
ungeschidigte kontralaterale Hemisphire transplantiert wurden (Hoehn et al., 2002). Im

Gegensatz dazu zeigten die murinen vordifferenzierten ES-Zellen in unserer Studie nur
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eine geringfiigige Tendenz zur Migration. Zwar lieBen sich vereinzelt EGFP+ Zellen
beobachten, die bis zu 300 um ins umliegende Empfiangergewebe wanderten und hédufig
mit DCX kolokalisiert waren (Abb. 14A; S. 57), im Schidigungsgebiet selbst konnten
jedoch nach 1 Woche keine EGFP+ Zellen nachgewiesen werden. Eine Ursache fiir das
geringe Migrationsvermogen konnte sein, dass die transplantierten Zellen im Unterschied
zu den von Hoehn et al. verwendeten Zellen bereits vordifferenziert waren. Gegen diese
Annahme spricht jedoch, dass auch neurale Stammzellen (Modo et al., 2002; Veizovic et
al., 2001) und humane aus ES-Zellen abgeleitete neurale Vorlduferzellen (Tabar et al.,
2005) in der Lage waren zu migrieren. Von endogenen neuralen Stammzellen ist bekannt,
dass ihre Migration von Faktoren gesteuert wird, die von Zellen im Schadensgebiet
freigesetzt werden. So sezernieren Astrozyten in der ischdmischen Randzone SDF-1a und
induzieren die Migration neuraler Stammzellen durch Bindung an deren Chemokin-
Rezeptor CXCR4 (Imitola et al., 2005). Es ist also moglich, dass die Konzentration von
SDF-1a 1 Woche nach eMCAO nicht mehr ausreichend war um eine Migration der
transplantierten Zellen in Richtung Schaden zu induzieren. Moglicherweise wirkt auch die
Expression des Zelladhdsionsmolekiils NCAM inhibitorisch auf die Migration. NCAM ist
ein Glykoprotein, dass auf den Nestint+ Vorlduferzellen zum Zeitpunkt der Transplantation
exprimiert wurde. Es induziert Bindungsreaktionen mit Adhésionsmolekiilen benachbarter
Zellen und fordert so deren interzelluliren Zusammenhalt. Gerade dies konnte jedoch das
Migrieren der transplantierten Zellen ins umliegende Empfingergewebe erschwert haben.
Bereits erwdhnt wurde die Glianarbe, die sich um das Transplantat und den Einstichkanal
der Applikationsnadel bildete. Diese Ansammlung endogener Astrozyten, die stark Nestin
und GFAP exprimierten, war mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Migrationsbarriere fiir die
transplantierten Zellen (Abb. 13C-F; S. 56). Es ist aulerdem bekannt, dass NG2+
Oligodendrozytenvorldufer verstirkt in Glianarben akkumulieren. NG2 ist ein

Matrixmolekiil, das unter in vitro Bedingungen die Migration von Neurospheren hemmt
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(Kearns et al., 2003). Interessanterweise konnte in dieser Studie nach 1 Woche eine starke
Anreicherung NG2+ Zellen um das Transplantat beobachtet werden (Abb. 13G, H; S. 56).
Es ist daher moglich, dass aktivierte endogene Oligodendrozytenvorldaufer neben der von
Astrozyten gebildeten Glianarbe, die Migration der transplantierten Zellen verhindert
haben. Die fehlende Migration filihrte letztendlich dazu, dass das Transplantat als
kompakter Zellhaufen angeordnet blieb, was sich besonders eindrucksvoll in der Ki-67-

Féarbung erkennen lief (Abb. 15; S. 58).

4.3  Differenzierung der ipsilateral applizierten Vorlauferzellen
4 und 12 Wochen nach Transplantation

Erste Transplantationsexperimente an den Tiermodellen des Morbus Parkinson und der
Chorea Huntington erbrachten den Befund, dass neurale Vorlduferzellen nicht nur in der
Lage sind, in den geschéddigten Hirnregionen zu iiberleben. Sie bilden auch dopaminerge
bzw. GABAerge Neurone aus, die motorische Verhaltensverbesserungen induzieren
(Isacson et al., 1986; Redmond et al., 1986; Perlow und Freed, 1979). Der Schlaganfall
unterscheidet sich von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und
Chorea Huntington darin, dass nicht nur ein neuronaler Subtyp betroffen ist, sondern
verschiedenste Neuronentypen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Endothelzellen als
Gewebeverband absterben. Dass ES-Zellen in vitro unter bestimmten Kulturbedingungen
in neuronale und gliale Zellen ausreifen, ist schon oft beschrieben worden (Reubinoff et
al., 2001; Lee et al., 2000; Briistle et al., 1999; Li et al., 1998; Finley et al., 1996; Okabe et
al., 1996; Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Striibing et al., 1995). Diese Arbeit
demonstriert, dass sich ES-Zellen abgeleitete neurale Vorlduferzellen nach Transplantation
in das ischdmische Infarktgebiet in Neurone, Astrozyten und zu einem geringen
Prozentsatz in Oligodendrozyten entwickeln (Abb. 17A-C; S. 61 und 23A-B; S. 68). Sogar

unterschiedliche Neuronentypen, die anhand ihrer Transmitter-Expression unterschieden



DISKUSSION

wurden, konnten nach 4 Wochen im Transplantat detektiert werden. Neben GABAergen,
cholinergen und serotonergen Neuronen wurden striatale Neurone nachgewiesen, die
DARPP32 und Substanz P exprimierten (Abb. 19A-D; S. 64 und 20A-C; S. 65). Die
Neurone und Astrozyten konnten bis zu 12 Wochen nach Transplantation detektiert
werden. Der immunhistochemische Nachweis von NeuN zeigte, dass sich sowohl nach 4
als auch nach 12 Wochen zwischen 25 und 30 % der EGFP+ Zellen zu reifen Neuronen
entwickelt hatten (Abb. 18A; S. 62). Beziiglich des Gehalts an Neuronen konnten zwischen
dem medialen und lateralen Transplantat keine Unterschiede festgestellt werden. Der
Anteil an Neuronen ist vergleichbar mit den Daten von Wei et al. (2005), die bereits zwei
Wochen nach Transplantation neural vordifferenzierter ES-Zellen der Maus in ein
Schlaganfallmodell der Ratte 34 % Neurone quantifizierten. Der hohe Gehalt an Neuronen
zu diesem frilhen Zeitpunkt nach Transplantation, kann durch Unterschiede im
Differenzierungsprotokoll der ES-Zellen erkldrt werden. Wéhrend Wei et al. Retinolsdure
zur Vordifferenzierung der ES-Zellen nutzten, erfolgte die Vordifferenzierung der in dieser
Arbeit verwendeten ES-Zellen nach einem leicht modifizierten, fiinf Stadien umfassenden
Differenzierungsprotokoll (Lee et al., 2000; Okabe et al., 1996). Neben NeuN war in
unseren Transplantaten eine starke Expression frither neuronaler Marker zu beobachten.
Beide Marker, DCX und BIII-Tubulin, wurden jedoch so reichlich gebildet, dass sie
einzelnen Zellen nicht zugeordnet werden konnten und eine Quantifizierung unmoglich
war (Abb. 16B-C; S. 60). Es lasst sich dennoch aus diesen Beobachtungen schlieen, dass
sich viele transplantierte Zellen in der Entwicklung zu reifen Neuronen befanden. Hayashi
et al. (2006) quantifizierten 4 Wochen nach Transplantation 20 % GABAerge Neurone,
12,9 %, cholinerge und 5,7 % Parvalbumint+ Neurone. Weiterhin hatten sich 4,8 % der
Zellen zu DARPP32+ Neuronen und 0,9 % zu serotonergen Neuronen entwickelt. Die
beiden letzten Werte sind gut mit den Daten dieser Arbeit vergleichbar, da 4 Wochen nach

Transplantation 6,4 % der Zellen DARPP32 und 1,3 % der Zellen Serotonin exprimierten.
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Im Gegensatz dazu war der Gehalt an cholinergen Neuronen mit 1,3 % und Parvalbumin+
Neuronen, deren Anteil aufgrund des geringen Vorkommens nicht quantifizierbar war,
deutlich unter den Werten der japanischen Gruppe (Abb. 21; S. 66). Der Prozentsatz
GABAerger Neurone, der in unseren Transplantaten schitzungsweise zwischen 80 und
90% betrug, lag interessanterweise um ein Vierfaches hoher als bei Hayashi et al.
Erklarbar wiren diese Unterschiede damit, dass Hayashi et al. ES-Zellen aus Primaten
verwendet haben, wihrend die ES-Zellen in unserer Studie aus der Maus stammten.
Weiterhin konnte zu den Unterschieden beigetragen haben, dass die ES-Zellen aus
Primaten bereits BIII-Tubulin, einen frithen neuronalen Marker, zum Zeitpunkt der
Transplantation exprimierten und damit weiter vordifferenziert waren als die murinen ES-
Zellen. Wihrend Hayashi et al. die Zellen schon 24 Stunden nach Schédigung
transplantierten, wurden die ES-Zellen in dieser Studie erst nach 7 Tagen appliziert.
Hayashi et al. benutzten zudem Maéuse als Rezipienten, die einer transienten Schédigung
durch das ,Fadenmodell unterlagen. In unserer Studie wurden Ratten nach einem
Endothelin-induzierten Verschlu3 der mittleren Zerebralarterie (eMCAQ) verwendet.

Recht auffillig in unserer Studie war der hohe Anteil GABAerger Neurone innerhalb des
Transplantats (Abb.19A-B; S. 64). In der neuronalen Entwicklung wird y—Amino-
buttersdure (GABA) noch vor Ausbildung der Synapsen am axonalen Wachstumskegel
sekretiert und hat groBen Einfluss auf die Proliferation, Migration und Dendritenreifung
(Represa und Ben-Ari, 2005; Gao und van den Pol, 2000). AuBerdem bewirkt GABA die
Freisetzung des neuronalen Wachstumsfaktors BDNF und fungiert als exzitatorischer
Transmitter, der Membran-Depolarisationen auslosen kann und damit die Ausbildung von
Aktionspotentialen und die Offnung von Kalziumkanilen steuert (Obrietan et al., 2002).
Geht man davon aus, dass die Entwicklung der transplantierten Zellen im
Empfangergewebe &hnlich verlduft wie in der ontogenetischen Entwicklung, dann

sprechen die immunhistochemischen Daten iiberzeugend dafiir, dass sich die Zellen
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morphologisch in das teils bestehende und teils geschddigte Nervengewebe integrieren.
Die transplantierten Zellen sind damit nicht nur in der Lage zu differenzieren, sie
produzieren auch trophische Faktoren wie z.B. GABA, die ihre Entwicklung positiv
beeinflussen. Ein weiterer Wachstumsfaktor, der 4 Wochen nach Transplantation
vereinzelt in den EGFP+ Zellen nachgewiesen werden konnte, ist der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF-2, Abb. 22; S. 66). FGF-2 wird in Gliazellen und distinkten
Neuronenpopulationen gebildet. Er agiert einerseits als Mitogen, das die Proliferation
neuraler Vorlduferzellen anregt (Ford-Perriss et al., 2001), andererseits stimuliert er die
Differenzierung von neuronalen Vorldufern und Gliazellen (Dono et al., 1998; Speliotes et
al., 1996). Nach ischdmischer Verletzung wird FGF-2 verstirkt von Neuronen und
Gliazellen der geschiddigten Hemisphire gebildet und auflerdem von Makrophagen und
Endothelzellen sezerniert (Issa et al., 2005). In diesem Zusammenhang ldsst sich
schlussfolgern, dass FGF-2 die Entwicklung der transplantierten Zellen beeinflusst. Seine
Expression im Transplantat konnte u.a. durch die Schadigung im Empfingergewebe
induziert worden sein. Andererseits zeugt die FGF-2-Expression von einer mdglichen
gerichteten Selbstorganisation des Transplantats.

Aus ES-Zellen abgeleitete gliale Vorlduferzellen differenzierten erfolgreich zu Astrozyten
und Oligodendrozyten (Scheffler et al., 2003; Briistle et al., 1999). Im Gegensatz zu
Oligodendrozyten, die schon erfolgreich in Tiere mit Myelindefekt transplantiert wurden
(Briistle et al., 1999), schenkte man jedoch der Transplantation von Astrozyten bislang
wenig Aufmerksamkeit (Gates et al., 1998; Zhou und Lund, 1993). Dies iiberrascht
insofern, da Astrozyten bei der Versorgung von Neuronen mit Nihrstoffen und Sauerstoff
fungieren, den Abtransport neuronaler Stoffwechselprodukte (CO,) und iiberschiissiger
TIonen (K', Ca®") iibernechmen und freigesetzte Neurotransmitter wie Glutamat und
Dopamin abbauen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Gehalt an Astrozyten im

medialen und lateralen Transplantat mit Hilfe des fiir Astrozyten typischen
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Intermedidrfilaments GFAP bestimmt. Nach 4 Wochen hatten sich 6 bis 8 % und nach 12
Wochen 7 bis 9 % der transplantierten Zellen zu GFAP+ Zellen entwickelt (Abb. 18 B; S.
62). Die Daten verdeutlichen, dass der Anteil an Astrozyten zu beiden untersuchten
Zeitpunkten anndhernd gleich war. Auch zwischen medialem und lateralem Transplantat
konnten beziiglich des Anteils an Astrozyten keine Unterschiede festgestellt werden. Noch
heute ist wenig bekannt iiber die funktionelle Integration exogen applizierter Gliazellen im
Empfangergewebe. Lediglich eine Arbeit demonstrierte, dass sich gliale Vorlduferzellen
nach Transplantation auf hippokampale Schnittkulturen funktionell in das Netzwerk
integrieren und tber Gap Junctions mit Astrozyten des Empfingergewebes interagieren
(Scheffler et al., 2003). Trotzallem ist der Zellersatz von Gliazellen nach einem
Schlaganfall ebenso wichtig wie der Ersatz von Nervenzellen. Nur das Zusammenspiel
zwischen Neuronen und Astrozyten bzw. Oligodendrozyten unterstiitzt die funktionelle
Integration der transplantierten Zellen im Empfangergewebe und ermdglicht ein

langfristiges Uberleben der Zellen.

4.4  Elektrophysiologische Eigenschaften der Neurone und Astrozyten
des Transplantats

Die vorliegende Arbeit zeigt als eine der ersten Studien die Entwicklung von reifen und
funktionstiichtigen Neuronen aus ES-Zellen abgeleiteten Vorlduferzellen nach
Transplantation in Ratten mit einem experimentellen Schlaganfall. In einem Drittel der
transplantierten Zellen wurden im Zeitraum von 3 bis 7 Wochen nach Transplantation
Aktionspotentiale und spannungsabhingige Natrium- und Kaliumstroéme gemessen (Abb.
26; S. 72). Nach externer Applikation von 100 nM Tetrodotoxin (TTX) konnten die
Einwértsstrome blockiert werden, eine Eigenschaft, die typisch fiir spannungsabhingige
TTX-sensitive Natriumkanile ist (Scholz und Vogel, 2000; Abb. 27A; S. 73). TTX, ein

Nervengift aus dem Kugelfisch, induziert eine reversible Blockade spannungsabhingiger
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Natriumkanéle. Neun verschiedene Subtypen spannungsabhingiger Natriumkanédle sind
derzeit bekannt (Nayl.1 bis Na,1.9; Goldin et al., 2000). Aufgrund unterschiedlicher
Affinititen fiir TTX unterscheidet man zwischen TTX-sensitiven und TTX-resistenten
Isoformen von spannungsabhingigen Natriumkandlen. Wahrend TTX bei sensitiven
Natriumkanélen bereits in nanomolarer Konzentration wirkt, wird bei TTX-resistenten
Natriumkanélen eine Blockade der Natriumpermeabilitit erst im mikromolaren Bereich
erreicht (Marban et al., 1998). Die im ZNS vorherrschenden Natriumkanaltypen Na,l1.1,
Na,1.2, Nay1.3 und Na,1.6 sind alle TTX-sensitiv. Die kinetischen Parameter der
Natriumstréme in den transplantierten Zellen waren charakteristisch fiir den
Natriumkanaltyp Nay1.1, der im ZNS am hiufigsten zu finden ist (Goldin et al., 2000). Die
Existenz von Nayl1.1 in den EGFP+ Zellen wurde mit spezifischen Antikorpern 4 und 12
Wochen nach Transplantation immunhistochemisch bestitigt (Abb. 28A-B; S. 74). Neben
Nayl.1 wurde nach 12 Wochen auch der Natriumkanaltyp Na,l.2 im Transplantat
nachgewiesen (Abb. 28C; S. 74). Wihrend Na, 1.1 vorwiegend im Soma exprimiert wurde,
konnte Na,1.2 in den Fortsdtzen der Neurone detektiert werden. Diese Daten stimmen gut
mit den beschriebenen Verteilungsmustern liberein. Demnach wird Na,1.1 verstirkt im
Soma von Neuronen gebildet, wohingegen Na,1.2 in unmyelinisierten Axonen dominiert
(Gong et al., 1999; Westenbroek et al., 1989).

Elektrophysiologische Untersuchungen an Neuronen, die sich aus ES-Zellen entwickelt
hatten, wurden erstmals vor 10 Jahren an einschichtig wachsenden Kulturen durchgefiihrt
(Finley et al., 1996; Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Striibing et al., 1995). Die
damaligen Studien hatten gezeigt, dass aus ES-Zellen abgeleitete Neurone in vitro
spannungsabhingige lonenstrome, Aktionspotentiale sowie inhibitorische und
exzitatorische Synapsen bilden. Erst in den letzten Jahren wurden vordifferenzierte ES-
Zellen unter in vivo Bedingungen auf ihre neuronale Funktionalitdt gepriift, nachdem sie in

Mausembryonen (Wernig et al., 2004), Parkinson- (Kim et al., 2002) und Epilepsie-Ratten
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(Riischenschmidt et al., 2005) sowie auf hippokampale Schnittkulturen (Benninger et al.,
2003) transplantiert wurden. Ahnlich zu unseren Ergebnissen entwickelten sich in diesen
Arbeiten die vordifferenzierten ES-Zellen nach ihrer Transplantation ebenfalls in reife
Neurone, die  spannungsabhingige  einwirtsgerichtete  Natriumstrome  und
auswiértsgerichtete Kaliumstrome aufwiesen und in der Lage waren, Aktionspotentiale
auszubilden. In der vorliegenden Arbeit konnten wir jedoch die funktionelle Reifung im
Kontext einer Transplantation nach Schlaganfall zeigen.

Neben spannungsabhingigen Natriumkandlen gehoren Kaliumkandle zu den
entscheidenden molekularen Grundbausteinen fiir die Ausbildung von Aktionspotentialen
in Neuronen. Der Nachweis von auswirtsgerichteten Kaliumstromen in den
transplantierten EGFP+ Zellen war somit ein weiteres Indiz fiir die neuronale
Funktionalitit dieser Zellen. Mit der langsamen Inaktivierungskinetik und der Blockade
der auswirtsgerichteten Kaliumstrome durch Tetracthylammonium (TEA) konnten zwei
charakteristische Merkmale neuronaler Kaliumkanile gefunden werden (Abb. 26B; S. 72).
Die aus ES-Zellen abgeleiteten Neurone besaflen damit die molekularen Voraussetzungen
fiir die Ausbildung von Aktionspotentialen. Tatsdchlich konnten in den EGFP+ Zellen
Aktionspotentiale gemessen werden. Mit lingerer Uberlebenszeit der transplantierten
Zellen im Empfingergewebe war sogar eine Verdnderung der Aktionspotentiale zu
beobachten (Abb. 29A; S. 77). Diese war gekennzeichnet durch steigende Amplituden und
eine verkiirzte Aktionspotentialdauer (Abb. 29C; S. 77). Beides sind klare Indizien fiir die
neuronale Reifung der transplantierten Zellen im Zeitraum von 3 bis 6 Wochen nach
Transplantation. AuBlerdem waren die Zellen zunehmend in der Lage, repetitiv zu feuern,
was bedeutet, dass sie mehrere Aktionspotentiale hintereinander ausbildeten (Abb. 29B; S.
77). Die Fixierung des Ruhepotentials bei —80 mV fiihrte zu hoheren Amplituden der
Aktionspotentiale. Offensichtlich ist dies auf eine erhohte Anzahl aktivierbarer

Natriumkanéle zuriickzufiihren. So ldsst sich aus der Inaktivierungskurve ersehen, dass ein
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hoher Teil der Natriumkanile bei einem Ruhepotential von -30 bis -45 mV inaktiviert
blieb, widhrend sich die meisten Natriumkanédle bei -80 mV 6ffnen lieBen (Abb. 25C; S.
70). Die Reifung der transplantierten Zellen zu funktionellen Neuronen konnte damit in
zweifacher Weise belegt werden. Zum einen durch den immunhistochemischen Nachweis
der Expression von Markerproteinen verschiedener Reifestufen (DCX, BIII-Tubulin und
NeuN) und zum anderen durch die elektrophysiologischen Untersuchungen. Eine Reifung
der Aktionspotentiale von ES-Zell-abgeleiteten Neuronen beschreiben auch Benninger et
al. (2003) nach Applikation vordifferenzierter ES-Zellen auf hippokampale Hirnschnitte
und Riischenschmidt et al. (2005) nach Transplantation der Zellen in epileptische Ratten.
Im Gegensatz zu unserer Arbeit wurden bei beiden Transplantationsstudien jedoch humane
ES-Zellen eingesetzt. Benninger et al. (2003) berichten weiterhin von einer Abnahme des
Ruhepotentials nach lingerer Uberlebenszeit der transplantierten Zellen. Auch wir konnten
beobachten, dass das Ruhepotential negativer wird, je langer die transplantierten Zellen im
Empfangerorganismus iiberlebten.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Kommunikation zwischen Neuronen ist die
Ausbildung synaptischer Kontakte. Mit dem immunhistochemischen Nachweis des
prasynaptischen Vesikelproteins SV2 erhielten wir bereits einen ersten Hinweis, dass die
transplantierten Zellen Synapsen ausbilden (Abb. 20D; S. 65). Mit der Messung spontaner
exzitatorischer postsynaptischer Potentiale (EPSPs) und exzitatorischer postsynaptischer
Strome (EPSCs) in den EGFP+ Zellen konnte gezeigt werden, dass die transplantierten
Zellen einen synaptischen Eingang erhalten (Abb. 29 D-G; S. 77). Als Antwort auf diesen
synaptischen Eingang erzeugten die Zellen Aktionspotentiale unterschiedlicher
Frequenzen, eine Eigenschaft, die auch fiir corticale Netzwerke charakteristisch ist
(Antkowiak et al., 2002). EPSCs wurden bereits an Neuronen beschrieben, die sich nach
Transplantation in Mausembryonen aus vordifferenzierten ES-Zellen entwickelt hatten

(Wernig et al., 2004). Allerdings bedurfte es zum elektrophysiologischen Nachweis dieser
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EPSCs einer vorherigen externen Stimulation. Auch andere Gruppen wiesen
postsynaptische Potentiale an ES-Zell-abgeleiteten Neuronen nach. Zusitzlich zu EPSCs
wurden inhibitorische postsynaptische Strome (IPSCs) gemessen, deren hemmende
Wirkung iiber y-Aminobuttersdure vermittelt wurde, wéhrend die nachgewiesenen EPSCs
durch Freisetzung von Glutamat hervorgerufen wurden (Riischenschmidt et al., 2005;
Wernig et al., 2004; Benninger et al., 2003).

Ob die abgeleiteten Zellen den synaptischen Eingang von anderen transplantierten Zellen
erhielten oder vom Empfiangergewebe selbst, ist aus unseren Daten nicht ersichtlich. Die
Tatsache, dass die EPSPs von abgeleiteten Zellen gebildet wurden, die wir einige hundert
Mikrometer entfernt vom Zentrum des Transplantats fanden, ldsst jedoch vermuten, dass
der synaptische Eingang von Zellen des Empfangergewebes kam. Um dies experimentell
zu belegen, wire es notwendig gewesen, gepaarte Ableitungen durchzufiithren. Es handelt
sich hierbei um ein Verfahren, bei dem Zellen in einer bestimmten Hirnregion elektrisch
gereizt und die daraus resultierenden postsynaptischen Antworten von Zellen einer anderen
Hirnregion zeitgleich gemessen werden (Miles und Poncer, 1996). Wiirde man nun Zellen
des Empfangergewebes elektrisch reizen, konnte man im Falle einer funktionellen
Interaktion zwischen Transplantat und Empfiangergewebe in den transplantierten Zellen
postsynaptische Strome bzw. postsynaptische Potentiale messen. Im umgekehrten Fall
lieBen sich nach elektrischer Stimulation der transplantierten Zellen postsynaptische
Antworten im Empfiangergewebe nachweisen. Dass dies prinzipiell moglich ist, zeigten
Benninger et al. (2003), die vordifferenzierte ES-Zellen auf ungeschidigte hippokampale
Schnittkulturen applizierten. Drei Wochen nach Applikation der Zellen waren sie mehrere
Mikrometer tief in den Hippokampusschnitt migriert und hatten sich im Gyrus dentatus
angesiedelt. Die funktionelle Integration der Zellen im Gyrus dentatus wurde anschlie8end

durch Reizung im enthorinalen Cortex iiberpriift.
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Die elektrophysiologische Beschreibung ES-Zell-abgeleiteter Neurone nach Applikation in
Ratten mit Parkinson-Symptomen ist die bisher einzige Transplantationsstudie, die die
funktionelle Ausreifung der Neurone im Kontext einer neurodegenerativen Erkrankung
untersucht hat (Kim et al., 2002). In dieser Studie wurden Nurrl-iiberexprimierende
Vorlauferzellen in das geschidigte Striatum 6-Hydroxydopamin-(6-OH-DA) behandelter
Ratten transplantiert. Funktionelle Analysen konnten aufzeigen, dass die Neurone des
Transplantats iiber Synapsen mit dem Empfingergewebe interagieren. Obwohl der
Nachweis einer funktionellen Integration nach Stimulation misslang, resultierte ein
extrazelluldr verabreichter Stimulus an den transplantierten Zellen in EPSPs von
Empfangerneuronen, die aulerhalb des Transplantats lokalisiert waren. Im Gegensatz dazu
entwickelten die transplantierten Zellen nach Reizung benachbarter Empfangerneurone
IPSPs. Kritisch anzumerken ist allerdings, dass die transplantierten Zellen zum Zeitpunkt
der elektrophysiologischen Messungen keine Vitalmarkierung aufwiesen und erst im
nachhinein durch den Nachweis von Tyrosinhydroxylase, einem Marker fiir dopaminerge
Neurone, detektiert wurden. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die IPSPs der
transplantierten Zellen durch Stimulation ihrer eigenen Fortsédtze verursacht wurden. Die in
unserer Studie verwendeten Zellen exprimierten ubiquitir das EGFP-Protein und waren
deshalb eindeutig anhand ihrer Griinfluoreszenz zu erkennen. Es wurde damit
sichergestellt, dass nur transplantierte Zellen im Patch-Clamp untersucht wurden.
Gleichzeitig konnte die Morphologie der untersuchten Zellen weitestgehend identifiziert
werden.

Eine funktionelle Integration der Neurone ist nur dann von langfristiger Dauer, wenn ihre
Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff gewihrleistet ist. Diese Versorgung erfolgt
hauptsdchlich durch Astrozyten, die direkt in Kontakt mit Blutgefd3en stehen. Inwieweit
endogene Astrozyten an der Versorgung der Neurone des Transplantats beteiligt waren,

kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht gesagt werden. Im Transplantat selbst
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wurden durch den immunhistochemischen Nachweis von GFAP zwischen 6 und 9 %
Astrozyten  detektiert. Die  Patch-Clamp-Untersuchungen zeigten, dass diese
spannungsabhingige auswértsgleichrichtende Kaliumstrome besalen, die sich in ihren
kinetischen Eigenschaften von denen der Neurone des Transplantats unterschieden. So
waren die Auswirtsstrome schneller inaktivierbar und zeigten eine dreimal kleinere
Amplitude als die Auswirtsstrome der Neurone (Abb. 30A-D; S. 78). Ein weiteres
Charakteristikum der untersuchten Zellen war ihr Ruhepotential. Mit —38 mV war es
positiver als das der Neurone und somit ein weiteres Indiz fiir Gliazellen (Abb. 30E; S. 78).
Interessanterweise besallen 72 % der elektrophysiologisch untersuchten Zellen
Eigenschaften von Gliazellen. Damit zeigt sich eine deutliche Diskrepanz zu den
immunhistochemischen Untersuchungen, die nur 6 bis 9 % der EGFP+ Zellen als GFAP+
identifizierten. Dieser Unterschied ldsst sich dadurch erkldren, dass der Marker GFAP
nicht alle Astrozyten im Transplantat detektiert. So ist u.a. gezeigt worden, dass im Gehirn
Astrozyten vorkommen, die nicht GFAP sondern S100p exprimieren (Kimelberg, 2004).
AuBerdem ist die Quantifizierung GFAP / EGFP doppelmarkierter Zellen schwierig, da
eine Vielzahl von GFAP+ Fortsdtzen im Transplantat nicht immer einzelnen EGFP+
Zellen eindeutig zugeordnet werden konnte. Es ldsst sich somit nicht ausschlieBen, dass der
eigentliche Astrozytenanteil im Transplantat deutlich hoher war. Die funktionelle Reifung
von ES-Zell-abgeleiteten Astrozyten nach ihrer Transplantation wurde bislang nur an
hippokampalen Hirnschnitten demonstriert (Scheffler et al., 2003). Scheffler et al.
differenzierten die Zellen bereits vor der Transplantation zu glialen Vorldufern und
applizierten sie anschliefend auf die Oberflache eines Hippokampusschnittes von 9 Tage
alten Ratten. Nach Inkorporation der Gliazellen in den Gyrus dentatus entwickelten sie
iiber einen Zeitraum von 3 Wochen Kaliumstrome, die sowohl auswirts als auch einwérts

gerichtet waren und auch Hintergrund-Kaliumstrome.
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Zusammenfassend zeigen die elektrophysiologischen Untersuchungen unserer Arbeit, dass
vordifferenzierte ES-Zellen in der Lage sind, im Schadensgebiet des Schlaganfalls
anzuwachsen und funktionell zu Neuronen und Gliazellen auszureifen. Ob diese Zellen
auch funktionell mit dem Empfingergewebe interagieren, kann aus den vorliegenden
Daten nicht abgeleitet werden. Ein Indiz fiir eine mdgliche Interaktion zwischen
Transplantat und Empfangergewebe sind EGFP+ Axone, die nach 4 und 12 Wochen in

Richtung Empfingergewebe ausgesprossen waren (Abb. 25; S. 70).

4.5  Entwicklung der intraventrikuliir applizierten Zellen nach Transplantation
Die Zellen wurden unter Verwendung stereotaktischer Koordinaten appliziert.
Anatomische Variabilititen gepaart mit gewissen operativen Schwankungen fiihrten dazu,
dass einigen Tieren die Zellen versehentlich in den lateralen Ventrikel appliziert wurden
(Abb. 24A; S. 69). Vier und 12 Wochen nach Transplantation konnten im lateralen
Ventrikel EGFP+ Zellen detektiert werden. Diese waren an der medialen Ependymschicht
des lateralen Ventrikels angewachsen und hatten sich ebenso wie im Parenchym in
Neurone und Astrozyten differenziert (Abb. 24C-D; S. 69). Recht auffallend war die starke
Anhdufung endogener Nestin+ Zellen an der Ventrikelwand, welche die Verbindung
zwischen Empfangergewebe und Transplantat herstellte (Abb. 24B; S. 69). Die Fahigkeit
der transplantierten Zellen, Wachstumsfaktoren wie FGF-2 zu sezernieren, legt nahe, dass
sie selbst die Akkumulation endogener Nestin+ Zellen induziert haben konnten. In diesem
Zusammenhang belegen Untersuchungen, dass eine intraventrikulire Applikation von
Wachstumsfaktoren, die Genese neuraler Vorlduferzellen im Lateralventrikel steigert
(Baldauf und Reymann, 2005).

Auch Jin et al. (2005) beobachteten ein clusterartiges Anwachsen fotaler neuronaler

Vorléduferzellen nach Transplantation in adulte Ratten. Auftillig hierbei war, dass ein Teil



DISKUSSION

der transplantierten Zellen durch die laterale Wand hindurch ins Striatum migrierten. Diese
Migration war in Ischdmie geschadigten Tieren sogar noch verstirkt.

Die intraventrikuldre Applikation neuraler Vorlduferzellen ist eine hdufig verwendete
Applikationsform, um die regionenspezifische Differenzierung dieser Zellen wéhrend der
Gehirnentwicklung zu verfolgen. Bei diesem Ansatz wird davon ausgegangen, dass
regionale Einfliisse innerhalb der Ventrikularzone, der ,,Geburtsstétte” der Neurone, die
Vorléduferzellen stark pragen. In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich die
Vorlauferzellen nach Implantation in die Seitenventrikel embryonaler Empfangertiere
anfangs clusterartig an der Ventrikelwand verteilten und spiter in verschiedene
Hirnregionen migrierten. Dort entwickelten sie sich dann in Abhidngigkeit von der
Umgebung und regionenspezifischer extrinsischer Signale in verschiedene neuronale und
gliale Phianotypen (Reubinoff et al., 2001; Zhang et al., 2001; Briistle et al., 1999; Briistle
etal., 1997).

Ob und wie weit die neuralen Vorlduferzellen nach Implantation in den lateralen Ventrikel
in angrenzende Hirnregionen wanderten, haben wir in dieser Arbeit nicht detailliert
untersucht. Es sei jedoch erwihnt, dass EGFP+ Zellen an verschiedenen Stellen innerhalb

des Ventrikels in caudaler Richtung angewachsen waren.

4.6 Tumore

Ein ernst zu nehmendes Problem bei der Verwendung von ES-Zellen fiir
Zellersatzstrategien ist ihre Fahigkeit zur Tumorbildung. So berichten einige Studien von
der Bildung maligner Teratokarzinome und Teratome nach Transplantation von ES-Zellen
in gesunde Tiere (Erdo et al., 2003; Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1998). Die
Haufigkeit einer Tumorgenese reduzierte sich, wenn die ES-Zellen vor der Transplantation
in vitro vordifferenziert wurden (Kim et al., 2002; Zhang et al., 2001; Briistle et al., 1999).

In diesem Zusammenhang berichteten Erdo et al. (2003), dass undifferenzierte murine ES-
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Zellen nach Transplantation in Méuse zu 91 % makroskopisch sichtbare Tumore und
Mikrometastasen erzeugten, wihrend vordifferenzierte Nestint ES-Zellen nur zu 86 %
Tumore bildeten. Vergleichend dazu neigten die gleichen Zellen nach Transplantation in
Ratten nur geringfiigig zur Tumorgenese. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass die Verwendung von Xenotransplantaten das tumorgenetische Potential von ES-
Zellen einzuddmmen scheint (Erdd et al., 2003). In unseren Untersuchungen wurden
vordifferenzierte Nestint ES-Zellen als Xenotransplantat verwendet. In keinem der
transplantierten Tiere detektierten wir makroskopisch sichtbare Tumore. Dieses Ergebnis
wurde von der immunhistochemischen Férbung mit Ki-67 bestétigt. Wahrend sich nach 1
Woche zwischen 80 und 90 % der transplantierten Zellen teilten, waren es nach 4 Wochen
nicht mehr als 5 %. Demnach teilten sich die neuralen Vorlduferzellen kurz nach ihrer
Transplantation, begannen dann aber zu differenzieren ohne dabei makroskopisch sichtbare
Wucherungen auszubilden. Trotz dieser Befunde kann nicht ausgeschlossen werden, dass
sich im Transplantat neben Nervengewebe auch andere Gewebstypen entwickelt hatten. So
lieBen sich vereinzelt mikroskopisch sichtbare Zellansammlungen an neuroektodermalem
Gewebe beobachten, die mdglicherweise auf kleine Teratome hindeuteten, offensichtlich

aber solitir blieben und nicht infiltrierend weiterwuchsen.

4.7  Bedeutung der ES-Zellen fiir die zukiinftige Stammzellforschung

Die Behandlung von Schlaganfall mit Stammzellen ist in den letzten Jahren in mehreren
tierexperimentellen Studien durchgefiihrt worden. Dabei wurden eine Reihe adulter
Stammzellen wie Knochenmarksstammzellen (Chen et al., 2001a; 2003a; b; Li et al.,
2000), Nabelschnurblutzellen (Boltze et al., 2005; Vendrame et al., 2004; Chen et al.,
2001b), immortalisierte Zelllinien (Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001; Park et al.,
2000), adipose Stromazellen (Kang et al., 2003) und fotale Stammzellen (Kelly et al.,

2004) untersucht. Bei vielen Untersuchungen zeigte sich zwar eine motorische
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Verhaltensverbesserung der Tiere (Chen et al., 2001a; b; 2003b; Zhao et al., 2002; Li et al.,
2000; 2001; Saporta et al., 1999), der Anteil der Zellen, die liberlebten bzw. sich in neurale
Zellen differenzierten, war jedoch verschwindend gering. Von 3 Millionen mesenchymalen
Stammzellen, die intravends appliziert wurden, konnten nur 1 % im Hirn wiedergefunden
werden. Lediglich 2 % dieser Zellen hatte sich zu Neuronen entwickelt (Chen et al.,
2001a). Es wird angenommen, dass nicht die transplantierten Zellen selbst, sondern von
ihnen freigesetzte neurotrophe Faktoren die endogenen Reparaturmechanismen ankurbeln
(Mahmood et al., 2004; Chen et al., 2002). So konnte eine durch neurotrophe Faktoren
reduzierte Apoptose sowie die Stimulation der endogenen Neurogenese wesentlich zur
Reparatur des lédsionierten Hirnareals beitragen (Chen et al., 2003b). Es ist zudem
bewiesen, dass nach einem Schlaganfall transplantierte mesenchymale Stammzellen in
Endothelzellen differenzieren, die wiederum an der Neubildung von Gefia3en beteiligt sind
(Chen et al., 2003a; Hess et al., 2002).

Ahnlich den mesenchymalen Stammzellen induzieren Nabelschnurblutzellen nach ihrer
Transplantation durch Abgabe trophischer Faktoren funktionelle Verhaltensverbesserungen
(Willing et al., 2003). Es gibt Untersuchungen, die belegen, dass neben mesenchymalen
Stammzellen und Nabelschnurblutzellen auch embryonale Karzinomzellen (NT2-Zellen),
Verhaltensverbesserungen induzieren (Saporta et al., 1999; Borlongan et al., 1998). Wie in
den Studien zuvor spekulieren die Autoren, dass die Neurone des Transplantats durch
Sekretion von Wachstumsfaktoren zur verbesserten Symptomatik beigetragen haben. Es
sollte erwihnt werden, dass das Uberleben der NT2-Zellen nach Transplantation duBerst
gering war und an einer Quantifizierung von NT2-Zellen abgeleiteten Neuronen und
Astrozyten mangelt es beiden Studien.

Humane neurale Stammzellen induzierten nach  Transplantation  ebenfalls
Veraltensverbesserungen (Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001). Diverse Stammzell-

linien wurden schon kreiiert, ihre Effekte sind bisher jedoch nicht genau untersucht worden



DISKUSSION 102

(Modo et al., 2002; Park et al., 2000). Uber die Plastizitit von MHP-36, einer
immortalisierten hippokampalen Zelllinie, ist nur so viel bekannt, dass 30-35 % der Zellen
nach kontralateraler Transplantation ins geschiadigte Hirnareal einwandern und dort 30 %
von thnen Neurone bilden (Modo et al., 2002).

Auch Stromazellen des Fettgewebes sind in der Lage sich zu Nervenzellen zu entwickeln
(Safford et al., 2002). Kang et al. (2003) beobachteten, dass in geschiddigte Ratten
transplantierte Stromazellen des Fettgewebes eine gezielte Migration ins Schadensgebiet
zeigen. Zusétzlich dazu wiesen die Tiere im Vergleich zu nicht-transplantierten Kontrollen
motorische und somatosensorische Verhaltensverbesserungen auf.

Die Aussichten einer Therapie neurodegenerativer Erkrankungen mit adulten Stammzellen
scheinen vielversprechend zu sein. Allerdings bleibt die Frage nach dem tatsdchlichen
Zellersatz, d.h. nach der Entstehung neuer Neurone und Astrozyten durch die
transplantierten Zellen noch weitgehend unbeantwortet. Das grofite Hindernis hierbei ist
sicherlich die mangelnde Markierung adulter Stammzellen und damit das Wiederfinden der
Zellen nach der Transplantation. Ein weiteres Problem bei der Charakterisierung adulter
Stammzellen ist die hdufig vorkommende Heterogenitét des injizierten Transplantats. Es
kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass sich in Zellprdparaten aus adultem Gewebe
mehrere Stammzelltypen befinden. Tatsdchlich wurde vor kurzem belegt, dass die
angebliche Regeneration von Blutzellen aus Muskelstammzellen, in Wirklichkeit auf die
Verunreinigung mit hdmatopoetischen Stammzellen zuriickzufiihren war (Scholer et al.,
2003). Diese Heterogenitit ist auch ein Problem bei der Verwendung fotaler Stammzellen,
d.h. adulter Stammzellen aus dem sich entwickelnden Embryo. So verwendete man bisher
fiir Transplantationen bei Morbus Parkinson fotale Zellen aus dem ventralen
Mesencephalon. Hierbei handelt es sich um ein Gemisch neuraler Vorlduferzellen

unterschiedlichen Reifegrades. Zusitzliche Heterogenitit entsteht durch die Verwendung
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mehrerer Spender sowie durch unterschiedliche Qualititen bei der Préparation einzelner
Transplantate.

Ein weiterer Grund fiir die beobachtete Plastizitdt adulter Stammzellen koénnte eine Fusion
mit anderen Zellen sein, die zu tetraploiden Zelllinien flihrt (Terada et al., 2002; Ying et
al., 2002). Adulte Stammzellen sind nur in geringer Zahl vorhanden und die derzeitigen
Kenntnisse iiber optimale Kulturbedingungen dieser Zellen sind noch sehr liickenhaft. So
ist man beispielsweise nicht in der Lage, hdmatopoetische Stammzellen in vitro zu
vermehren. Das liegt groftenteils daran, dass man die natiirliche Umgebung von
Stammzellen in einem Organ und die Wachstumsfaktoren, die in diesen Nischen gebildet
werden, in vitro bisher nicht nachstellen kann.

Welche Stammzellen am Ende den Weg in die neurologische Klinik finden werden, ist
heute schwer vorauszusagen. Adulte Stammzellen sind nach dem heutigen Stand nur sehr
begrenzt verfligbar und ihre Vermehrung ist kompliziert. Allerdings sind diese Zellen
bereits vordifferenziert und es besteht ein geringes Risiko der Tumorbildung. ES-Zellen
sind fast unbegrenzt vermehrbar und lassen sich in vitro in fast jeden Zelltyp
differenzieren. Auch ist die genetische Manipulierbarkeit dieser Zellen wesentlich
einfacher und effektiver anzuwenden als bei adulten Stammzellen. Dies erdffnet neue
Moglichkeiten fiir eine Gentherapie. Die grofften Hindernisse fiir die Anwendung dieser
Zellen liegen jedoch in der Gefahr der Tumorbildung. Die Ergebnisse unserer Arbeit
verdeutlichen, dass ES-Zellen einer verwandten Spezies ein geringes Potential zur
Tumorbildung besitzen. Allerdings wird dieser Vorteil offensichtlich mit einer verstarkten
AbstoBung des Transplantats erkauft. Die Anwendbarkeit von ES-Zellen fiir die
Zelltherapie erfordert also zum einen die Entwicklung von Methoden einer effektiven
Vordifferenzierung gepaart mit einer 100 %igen Selektion undifferenzierter ES-Zellen
(letzteres wiirde die Tumorbildung drastisch reduzieren) und zum anderen die Entwicklung

des therapeutischen Klonens, d.h. die Schaffung von ES-Zellen, die mit dem Empfanger
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genetisch identisch sind. Auf diese Weise wiirde die AbstoBung des Transplantats
verhindert werden. Die mit der Anwendung von ES-Zellen verbundenen ethischen
Probleme sollen an dieser Stelle erwdhnt werden, aufgrund ihrer Vielschichtigkeit aber
nicht vertiefend diskutiert werden.

Aber auch ohne Losung der beiden genannten Probleme ist die experimentelle
Untersuchung von ES-Zellen unverzichtbar, da die Transplantation von ES-Zellen wichtige
Informationen iiber Proliferation, Migration, Differenzierung, AbstoBung oder auch
mogliche Zellfusionen von transplantierten Zellen mit Empfingerzellen liefert. Diese

Erkenntnisse sind letztlich auch fir die Anwendbarkeit adulter Stammzellen unverzichtbar.
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5. Zusammenfassung

Die begrenzte Regenerationsfihigkeit des Zentralen Nervensystems nach einem
Schlaganfall ist und bleibt eine der grofiten Herausforderungen fiir die experimentelle und
klinische Neurowissenschaft (Bjorklund und Lindvall, 2000). Ziel dieser Arbeit war es, das
Uberleben und die Entwicklung vordifferenzierter ES-Zellen nach ihrer Transplantation in
Ratten mit einem kiinstlich induzierten Schlaganfall zu verfolgen.

Die transplantierten Zellen, die eine Woche nach dem Schlaganfall direkt in das
nekrotische Schadigungsgebiet bzw. in die Nidhe des lateralen Ventrikels appliziert
wurden, waren bis zu 12 Wochen {iiberlebensfahig. Nach anfdnglicher Proliferation im
Empfangergewebe differenzierten die Zellen zu Neuronen und Astrozyten. Wahrend sich
etwa ein Drittel der Zellen nach 4 und 12 Wochen zu Neuronen entwickelt hatte,
differenzierten zwischen 6 und 9 9% der transplantierten Zellen zu Astrozyten.
Verschiedene neuronale Subtypen, die u.a. typisch fiir striatale Zellen sind, wurden ebenso
im Transplantat detektiert. Im Gegensatz zum enormen Differenzierungspotential besa3en
die transplantierten Zellen jedoch ein duferst geringes Migrationspotential.

Die Neurone des Transplantats auch funktionell zu charakterisieren, war ein weiteres Ziel
dieser Arbeit. Durch Patch-Clamp-Analysen wurden in den ES-Zell-abgeleiteten Zellen
typische = neuronale  Eigenschaften @ wie  einwdrtsgerichtete  Natriumstrome,
auswirtsgerichtete Kaliumstrome, Aktionspotentiale sowie EPSPs und EPSCs
nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit gelang damit erstmals der Nachweis, dass sich
vordifferenzierte ES-Zellen nach ihrer Transplantation in Ratten mit einem
experimentellen Schlaganfall zu reifen und funktionstiichtigen Neuronen entwickeln.

Die Gefahr der Tumorbildung und die AbstoBung des Transplantats sind

Herausforderungen, die es fiir eine zukiinftige Therapie mit ES-Zellen zu 16sen gilt.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

AP Anterior-Posterior

APs Action potentials (Aktionspotentiale)

Aqua dest. Aqua destillata

ATP Adenosin-Triphosphat

BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

bzw. bezichungsweise

ca. circa

ChAT Cholin-Azetyltransferase

CPS Cryoprotection solution (Kryoprotektionslosung)

CsA Cyclosporin A

DARPP Dopamin regulierendes Phosphoprotein

DCX Doublecortin

DG Dentate gyrus (Gyrus dentatus)

d.h. das heif3t

E Embryonaltag

eMCAO endothelin induced Middle Cerebral Artery Occlusion

EGF Epidermal Growth Factor

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein

EPSCs Excitatory Postsynaptic Currents (Exzitatorische Postsynaptische Strome)
EPSPs Excitatory Postsynaptic Potentials (Exzitatorische Postsynaptische Potentiale)
E, natiirliches Ruhepotential

ES-Zellen embryonale Stammzellen

FGF-2 basic Fibroblast Growth Factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor)

GABA v-Amino Butyric Acid (y-Aminobuttersdure)
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GAD
GFAP
HSZ
6-OH-DA
IPSPs
Konz.

L

LIF
LT-HSZ
MCA
MEF
MHC
MIF
mM
MSZ
Na,
NCAM
NeuN
NF-200
NGF
NT
NT2-Zellen
OB

PBS
PFA
PPV
RMS

RT

Glutamat-Decarboxylase

Glial Fibrillary Acidic Protein

himatopoetische Stammzellen

6-Hydroxydopamin

Inhibitory Postsynaptic Potentials (Inhibitorische Postsynaptische Potentiale)
Konzentration

Lateral

leukemia inhibitory factor (Leukdmischer Inhibitorischer Faktor)
long term haematopoietic stem cells

Middle Cerebral Artery (mittlere Zerebralarterie)

Murine Embryonic Fibroblasts (embryonale Mausfibroblasten)
Major Histocompatability Complex

Macrophagen / Microglia Inhibitorischer Faktor

Millimolar

mesenchymale Stammzellen

Spannungssensitiver Natriumkanal

Neural Cell Adhesion Molecul

Neuron-spezifisches Nukleér-Protein

Neurofilament 200

Nerve Growth Factor

Neurotrophin

Teratokarzinomzellen

Bulbus olfactorius

Phosphate Buffered Saline

Paraformaldehyd

Posteriorer Periventrikel

rostraler migratorischer Strom

Raumtemperatur
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rt-PA recombinant tissue plasminogen activator
SDF-1a Stromal cell-derived factor

ST-HSZ short term haematopoietic stem cells
STM Striatum

Sv2 Prasynaptisches Vesikelprotein

Svz Subventrikularzone

TEA Tetracthylammonium

TTX Tetrodotoxin

u.a. unter anderem

v Volumen

VM ventrales Mesencephalon

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem
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