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EINLEITUNG

1. Einleitung

Als wichtiger Bestandteil der Basalganglien nimmt das Striatum eine SchlUsselrolle in der
Exekutive des Frontalhirns ein. Dabei leitet es Informationen aus unterschiedlichen Regionen
des zerebralen Cortex und des Thalamus, eingeschaltet in einen polysynaptischen Regelkreis,
an Zentren von Hirnstamm und Thalamus weiter. Die Informationsverarbeitung innerhalb des
Striatums wird durch diverse weitere Afferenzen wie dopaminerger Fasern der Substantia
nigra pars compacta (SNc), cholinerger sowie serotonerger Fasern des Hirnstamms (und
verschiedener anderer Verbindungen) in ihrer neuronalen Aktivitdt beeinflusst. Funktionell
stellt das Striatum als Informationsvermittler und Modulator das Bindeglied auf- und
absteigender Verbindungen zwischen den verschiedenen hoch spezialisierten Hirnregionen
dar und spielt dabei nicht nur eine Rolle in Initierung und Durchflihrung
bewusstseinsgesteuerter motorischer Programme, sondern ermdéglicht auch die Integration

von Lernprozessen, Emotionen und Motivation in diese [1-3].

Entsprechend dieser zentralen/integrierenden Rolle resultiert aus pathologischen
Veranderungen des Striatums oder mitihm in Verbindung stehender Kerngebiete eine Stérung
entsprechender Regelkreise mit jeweils charakteristischen Dysfunktionen wie bspw. Dystonien
[4—6] oder das Parkinson-Syndrom [7]. Funktionsstérungen lassen sich dabei teilweise auf
einzelne Zellpopulationen oder histologische Kompartimente innerhalb des Striatums
zurtckflhren [8]. So geht bei dem Krankheitshild der Chorea Huntington (engl. Huntington’s
disease, HD) vorwiegend die Subpopulation mittelgroRer dornentragender Projektionsneurone
(engl. medium spiny projection neurons, MSNs) zugrunde, die durch den Gehalt an
Dopaminrezeptor Typ 2 (D2-R) charakterisiert sind, nicht jedoch die ebenfalls vorhandenen
Dopaminrezeptor Typ 1 (D1-R) positiven MSNs [9, 10]. Diese D»-R positiven MSNs spielen
eine wichtige Rolle bei der Inhibition von Bewegungen, sodass bei ihrem Untergang als
charakteristisches Merkmal die fur HD typischen unwillkirlichen, unkoordinierten Bewegungen
auftreten [11, 12]. Der préaferenzielle Zelluntergang innerhalb eines definierten
Kompartimentes, dem sogenannten Striosomenkompartiment, konnte auch bei Patienten
nachgewiesen werden, die die fur HD ebenfalls klassischen emotionalen Stérungen schon friih

im Krankheitsverlauf vor entsprechenden motorischen Dysfunktionen entwickelten [10].

Aus den o.g. Ausfuhrungen zur Spezifitat pathologischer Ausfalle zeigt sich die Bedeutung der
Histologie in Zusammenhang mit einer Form-Funktions-Beziehung neuronaler
Verschaltungsmuster. Damit kommt der genauen Einstellung und Regulation der Aktivitat
eines Neurons und seiner afferenten und efferenten Verbindungen innerhalb der sogenannten
Basalganglienschleifen eine entscheidende Rolle fur das Verstéandnis physiologischer und
pathophysiologischer Vorgange zu. Um einzelne Erkrankungen wie z.B. die HD besser

verstehen zu kdnnen, ist es essenziell nachzuvollziehen, wie sich trotz dhnlicher Morphologie

1



EINLEITUNG

und elektrophysiologischer Funktion von Neuronenpopulationen (hier MSNs des Striatums) so
unterschiedliche pathophysiologische Veranderungen entwickeln kdnnen. Hier bietet die
Betrachtung der Embryonalentwicklung des Striatums einen Ansatz, um mit den
verschiedenen Aspekten der Neurogenese in Form von Proliferation, Migration,
Differenzierung und Reifung die entwicklungsbedingten Mechanismen einer funktionellen
Diversifikation herauszuarbeiten, gerade auch im Hinblick auf die Bedeutung der

Kompartimentierung dieses Kerngebietes. [10, 13].

Histologisch gesehen besteht das Striatum zu weit Gberwiegenden Teilen (>90 %) aus o.g.
MSNs, die den Neurotransmitter Gammaaminobuttersaure (GABA) nutzen [8, 14]. Zu der
grolten Masse an dornentragenden Projektionsneuronen addiert sich eine geringe Anzahl von
Populationen nicht-dornentragender Interneurone, die mit ihren Projektionen innerhalb des
Striatums verbleiben. Diese Zellen unterscheiden sich sowohl hinsichtlich Grofe als auch
ihrem Gehalt an Neurotransmittern. Es handelt sich dabei um Interneurone, die meist GABA,
zum Teil den Neurotransmitter Acetylcholin in Kombination mit anderen neuroaktiven
Substanzen wie Somatostatin und/oder Neuropeptid Y nutzen. Ihre weitere Charakterisierung
kann dabei Uber ihren intrazellularen Gehalt bestimmter Proteine wie z.B. Parvalbumin [15]
vorgenommen werden. Diese verschiedenen Typen von Interneuronen fihren zu einer

komplexen Verschaltung innerhalb des Striatums [8, 13, 16].

Dabei zeigt sich eine funktionelle Gliederung in der rdumlichen Organisation dieser neuronalen
Subtypen im dorsalen Striatum mit Nucleus caudatus und Putamen, die histologisch und
hodologisch Uber die Verteilung der Projektionsneurone in zwei raumlich abgrenzbaren
Kompartimenten deutlich zu erkennen ist. Das sogenannte Striosomenkompartiment (ca. 15 %
des Striatums ausmachend) ist als labyrinthar angeordnete Zellpopulation in das sog.
Matrixkompartiment (ca. 85 %) eingebettet [8, 17, 18]. Durch diese funktionell hochkomplexe
Zytoarchitektur entstehen im histologischen Schnitt die Striosomeninseln innerhalb des
umgebenden Matrixkompartimentes. Besonders in den Grenzbereichen der beiden
Kompartimente finden sich viele Interneurone, die das komplexe Zusammenspiel von
striosomalen und MSNs der Matrix ermoglichen [15, 19, 20]. Jede dieser beiden Populationen
von Projektionsneuronen partizipiert in spezifischer Weise an zum Teil sich wechselseitig
beeinflussenden Funktionsablaufen und tragt damit zur geordneten Verarbeitung von
Afferenzen und Efferenzen (In- und Output) bei [8, 21, 22].

Das phylogenetisch und ontogenetisch altere striosomale Kompartiment bezieht einen gro3en
Informationsfluss aus ebenfalls phylogenetisch alteren Cortexarealen, insbesondere aus dem
limbischen System (anteriorer zingularer und insularer Cortex) sowie aus dem orbitofrontalen

Cortex. Demgegeniber erhalt das phylogenetisch und ontogenetisch jlingere
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Matrixkompartiment  afferente  Impulse aus den entsprechend jlingeren (hier

sensomotorischen und assoziativen) Cortexarealen [2, 23].

Efferenzen des dorsalen Striatums projizieren auf verschiedenen Wegen Uber weitere Anteile
der Basalganglien (Globus pallidus, Substantia nigra pars reticularis (SNr)) zu Thalamus und
Hirnstamm. Dabei wird ein direkter Weg, dem eine Motorik férdernde Funktion zugeschrieben
wird, von einem indirekten Weg mit entsprechen inhibitorischer Funktion auf die Motorik
unterschieden. Beim direkten Weg projizieren MSNs (engl. direct pathway MSNs, dMSNs) auf
den internen Anteil des Globus pallidus (bei Nagetieren wird das interne Segment des Globus
pallidus auch als Nucleus entopedunculares bezeichnet) und inhibieren tber ihren Transmitter
Gammaaminobuttersaure (GABA) die tonisch aktive inhibitorische Funktion des Globus
pallidus internus (GPi), die (konstitutiv iUber GABA vermittelt) auf motorische Anteile des
Thalamus (insb. auf die Nuclei ventrales anteriores et laterales) wirkt. Durch diese Disinhibition
tonisch aktiver exzitatorischer thalamischer Kerne kommt es zur Stimulation corticaler Areale,
wodurch als Konsequenz des direkten Weges eine unterstitzende Funktion bei der

Bewegungsausfihrung resultiert [8, 24, 25].

Beim indirekten Weg projizieren MSNs zunachst inhibitorisch auf den externen Anteil des
Globus pallidus (GPe), wodurch dessen tonisch inhibitorische Impulsweiterleitung Uber den
Ncl. subthalamicus unterbleibt und als Folge dieser tonisch aktive Kern seinerseits das GPi
exzitatorisch erregt. Damit erfolgt beim indirekten Weg durch die Aktivierung des GPi
nachfolgend eine verstarkte Hemmung thalamischer Kerngebiete, was zu verminderter
Unterstitzung cortical gesteuerter Motorik innerhalb der Basalganglienschleife fuhrt (engl.
indirect pathway MSNs, iMSNs) [10, 25].

Um eine hochst prazise Feinmotorik sicherstellen zu kénnen, ist es unerlasslich eine feine

Balance zwischen direkten und indirekten Weg zu realisieren.

Bewegungsférdernde und hemmende Projektionswege finden sich in beiden Kompartimenten,
wenn auch der relative Anteil bewegungsfordernder Projektionen starker im
Striosomenkompartiment vertreten ist. Eine Feinregulierung zwischen dMSNs und iIMSNs
innerhalb bzw. zwischen den beiden Kompartimenten erfolgt dabei zum Teil Uber die hohe
Verschaltungsdichte von verschiedenen Interneurontypen, die die Aktivitdt benachbarter
MSNs beeinflussen [8, 13, 16].

Einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat striataler Projektionsneurone spielt dabei das
Dopamin. Die dopaminergen Fasern der SNc aktivieren Uber deren Ds-R die MSNs des
direkten bzw. inhibieren Uber deren D»-R die MSNs des indirekten Weges. Dabei wird die
Aktivitat der dopaminergen Neurone in groRem Umfang auch durch reziproke Verbindungen
der striosomalen MSNs mit der SNc beeinflusst. Mit dem Striosomenkompartiment als

Efferenz des limbischen System wird dem limbostriatalen Funktionskreis eine einzigartige

3
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modulatorische Rolle bei der der Kontrolle von Motorik zuteil, dem erganzend Informationen
aus dem sensomotorischen und assoziativen Cortex durch das umgebende

Matrixkompartiment hinzugeftigt wird [8, 10, 26].

Aber wie entsteht das Striatum mit seiner histologisch und funktionell komplexen Architektur?
Wie werden die Ablaufe dieser Histogenese mit der komplexen Verschaltung von Inter- und
Projektionsneuronen in den beiden Kompartimenten realisiert? Und welche Bedeutung haben
Unterschiede in der rdumlichen-zeitlichen Entstehung von Striosomen und Matrix auch im
Hinblick auf Basalganglien-assoziierte Erkrankungen, die durch unterschiedliche

Vulnerabilitatsmuster dieser beiden Kompartimente charakterisiert sind?

Untersuchungen Uber die genauen molekularen und zellularen Mechanismen der Entstehung
dieser beiden Kompartimente kdnnen diesbezuglich nicht nur einen Beitrag zum Verstandnis
der Neurogenese dieser subkortikalen Hirnregion liefern, sondern ebenfalls dem erweiterten
Verstandnis angeborener Stérungen der extrapyramidalen Motorik dienen. Dabei kdnnen tber
das Verstandnis der Normogenese Rickschlisse auf mdgliche pathophysiologische
Veranderungen gezogen werden. Dieser Ansatz ist Ausgangspunkt der hier vorgelegten

Untersuchungen.

In diesem Zusammenhang soll hier kurz die Entwicklung des Nervensystems im Allgemeinen

sowie die Neurogenese des Striatums genauer betrachtet werden.

Den Beginn der Entwicklung des Nervensystems stellt die Differenzierung des Ektoderms in
das Neuroektoderm mit Bildung der Neuralplatte dar. Das entstandene Neuroektoderm
proliferiert und aus der Neuralplatte entsteht durch Faltung entlang der Longitudinalachse die
von Neuralfalten umgebene Neuralrinne bzw. -grube. Durch dorsale Verschmelzung der
Falten kommt es zur Bildung des Neuralrohrs [27-30]. Das junge Neuralrohr besteht am
Anfang noch aus einem mehrreihigen Epithel, welches mit zunehmender Teilungsaktivitat
histologisch eine kernhaltige Ventrikularzone (VZ) als Ort der Mitose erster Stammzellen und
eine naher zur prospektiven Piaoberflache gelegenen kernarmere Marginalzone erkennen
lasst [31, 32]. Nach Schluss des Neuralrohrs kommt es neben dem sprunghaften Anstieg der
Teilungsrate und der damit einhergehenden Verdickung des Epithels zur morphologischen
Transformation der Neuroepithelzellen (NEP) im zeitlichen Zusammenhang mit der
Entstehung erster Neurone. Zu Beginn der Neurogenese geht infolge asymmetrischer Teilung
aus den Neuroepithelzellen als primare neurale Stammzellen (engl. neural stem cell, NSC)
eine erste Population von postmitotischen Neuroblasten hervor, die aus ihrer ventrikularen
Bildungszone hinaus in Richtung der Hirnoberflache migrieren. Anteilig finden sich nun
zunehmend Stammzellen, die mit ihnren Somata in der ventrikularen Zone verbleiben, deren
nach aullen gerichtete basale Zellauslaufer jedoch weiterhin Kontakt zur prospektiven

Piaoberflache besitzen [33, 34]. Durch die Zunahme der Anzahl der Nervenzellen und eine
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durch deren Ansiedlung unterhalb der Hirnoberflache bedingte Verdickung der Wand des
Neuralrohrs ,strecken® sich die an der Oberflache inserierenden Fortsatze der Stammzellen.
Mit dieser morphologischen Transformation nach auf’en gerichteter Fortsatze werden die
Neuroepithelzellen zu Radiargliazellen (RG), die mit ihrem Gerist-artigen Aufbau die Funktion
einer physikochemischen Leitstruktur fir die nachfolgend gebildeten Neuroblasten
Ubernehmen [32, 34, 35]. Durch diese Leitstruktur gelangen wahrend der weiteren
Neurogenese die Neuroblasten aus der ventrikularen Bildungszone entlang der Fortsatze der
RG durch eine nach auften gerichtete Migration in ihre Zielgebiete (radiale Migration) und
bilden mit einer mehr oder weniger oberflachennahen Position die primitive Mantelzone. Nach

Erreichen dieser Zielgebiete differenzieren sie sich in Neurone [31, 33, 36].

Corticale Regionen entstehen, indem diese ersten Neuronen unmittelbar unterhalb der
Hirnoberflache zu liegen kommen und tber die transienten Strukturen von Praplatte, Subplatte
und Corticalplatte die oberflachennahe graue Substanz mit ihrer spezifischen Schichtung
entstehen lassen. Durch zunehmende Differenzierung und Massenzunahme von Nervenzellen
mit ihren auf- und absteigenden Verbindungen entsteht unterhalb der Rinde die weille
Substanz. Die Mantelzone der spateren Kerngebiete zeigt dagegen eine weniger
oberflichennahe Lage. Zudem werden diese Kerngebiete im weiteren Verlauf der
Hirnentwicklung durch eine aufen gelegenen Schicht aus afferenten und efferenten Fasern
bedeckt und erscheinen durch diese mehr oder weniger stark ausgepragte weille Substanz
.in die Tiefe" verlagert [31, 37, 38].

Fur eine schon bald nach der Entstehung erster Neurone einsetzenden starke
Massenzunahme des Nervengewebes reicht die proliferative Kapazitat der primaren
Stammzellen im Bereich der VZ nicht mehr aus und es kommt zur Erweiterung der neurogenen
Matrix mit der Bildung hochproliferativer Tochterzellen. Durch die Ansammlung dieser
sekundaren Stammzellen in unmittelbarer Nachbarschaft zur VZ entsteht die aullen
anliegende Subventrikularzone (SVZ). Im Zuge ihrer Entstehung kommt es neben der
Translokation der Somata dieser sekundaren Stammzellen in die SVZ zudem auch zu einem
Kontaktverlust dieser Zellen zur aufderen Oberflache des ZNS. Neben den zuvor geschilderten

RGs existiert in der SVZ damit eine weitere Stammzellpopulation [36, 39].

Der Ubergang einer RG in eine sekundare Stammzelle wahrend der Embryogenese kann als
Einzelereignis nicht scharf bestimmt werden. Deshalb werden unter funktionellen Aspekten
alle undifferenzierten teilungsfahigen Zellen mit neuronalem und/oder glialem
Differenzierungspotenzial (d.h. primare und sekundare Stammzellen sowie alle aus ihnen
hervorgehende undifferenzierten teilungsfahigen Zellen) im Folgenden in Ubereinstimmung
mit Smith (2006) als engl. neural progenitor cells (NPCs) bezeichnet. NPCs umfassen also alle

teilungsfahigen Zellen unabhangig vom Nachweis ihrer Fahigkeit der Selbsterneuerung.
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Obwohl haufig synonym verwendet mit dem englischen Begriff bzw. Terminus der engl. neural
precusor cells ist dieser Begriff weniger scharf definiert und wird im Folgenden nicht

verwendet.

Im subpallialen Telencephalon kommt es durch die massive Vergroflerung der SVZ mit
Bildung einer sekundaren Matrixzone proliferativer Zellen zur Entstehung der Ganglienhtgel
als Vorwdlbung zelldichten Materials in den Seitenventrikel [31]. Dabei erstreckt sich diese
Proliferationszone innerhalb des primitiven Vorderhirns Uber den Bereich des Foramen
interventrikulare bis in den angrenzenden dritten Ventrikel als mégliches Ausgangsmaterial
spaterer diencephaler Kerngebiete wie dem Globus pallidus. Durch anhaltende
Massenzunahme kann im weiteren Verlauf der Hirnentwicklung eine Einteilung in einen
medialen (engl. medial ganglionic eminence, MGE) und lateralen (engl. lateral ganglionic
eminence, LGE) Abschnitt erfolgen. Beide Abschnitte zeigen im kaudalen Bereich eine
Verschmelzung (engl. caudal ganglionic eminence, CGE). Aus diesen verschiedenen Anteilen
der Matrixzone gehen die Neuroblasten grof3er subcortikaler Anteile des Vorderhirns
(insbesondere das Striatum und der Globus pallidus) sowie neuronale Subpopulationen des
cortikalen Endhirns hervor [31, 38, 39].

Dabei entstehen die im Striatum zum groflen Teil vorkommenden mittelgrofRen
dornentragenden Projektionsneurone aus Neuroblasten, die per radialer Migration aus dem
LGE in die striatale Anlage einwandern, wahrend die Interneurone Uber den Vorgang der

tangential orientierten Migration aus dem MGE dazustoRen [38, 40].

Anders als die MSNs entstammen die striatalen Interneurone also nicht dem LGE, sondern
dem daran angrenzenden MGE [38, 40]. Dieser dient als Geburtsort nicht nur fir den Grolteil
der GABAergen Interneurone des Striatums, sondern ebenfalls fir die des Cortex. Die hier
generierten Zellen wandern als Neuroblasten tangential zur ventrikularen Oberflache, um aus
dem MGE an ihren jeweiligen Zielort zu gelangen. Dabei organisieren sich die
Interneuronvorlaufer an der pialwartigen Oberflachen der Matrixzone zu Zellketten, indem sie
uber engl. neural cell adhesion molecule (NCAM) vermittelte Zell-Zell-Kontakte ausbilden, um
dann in orthogonaler Orientierung zwischen den Fortsatzen der RG hindurchzuwandern und
das primitive Striatum respektive den primitiven Cortex zu besiedeln. Nach Erreichen ihres
Zielgebietes bilden sie mit den Projektionsneuronen des Striatums, aber auch untereinander
synaptische Verknlipfungen aus [13, 38, 41]. Aufgrund ihrer ektopen Entstehung im MGE sind
die NPCs der Interneurone in der vorliegenden Arbeit nicht Gegenstand der Untersuchung.
Bedingt durch die Isolation und Verwendung von NPCs aus der Matrixzone des LGE liegt das
Augenmerkt dieser Arbeit ausschlieBlich auf Vorgangen zur Entwicklung der

Projektionsneurone als Hauptzellmasse des Striatums.
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Die Projektionsneurone entstehen aktueller Ansicht nach aus verschiedenen, von der RG
abstammenden Vorlauferzellen des LGE [39, 42]. Analog zum Vorgang der Entstehung der
Neocortexschichten findet sich auch bei der Bildung der Zellpopulationen/NPCs des Striatums
aus dem Ganglienhtigel eine zeitliche Achse, bei der sequenziell die Projektionsneurone der
verschiedene Kompartimente entstehen [13, 21, 39, 43]. Dabei werden die Vorlauferzellen
anhand ihrer Lage in apikale und basale intermediare Vorlauferzellen unterschieden (engl.
apical intermediate progenitor cell, alP/ basal intermediate progenitor cell, bIP). Unter den alPs
werden die engl. subapical progenitor cells (SAPs) sowie die engl. short neural progenitor cells
(SNPs) zusammengefasst. Durch Abstammungs- oder Schicksalskartierungsanalysen ist es
maoglich, die Entwicklungslinie von der initial markierten RG als Ursprungs- oder Startzelle bis
hin zu den daraus hervorgehenden neuronal differenzierten MSNs von Striosomen und
Matrixkompartiment nachzuvollziehen. In einem friihen Stadium gehen aus den RG zunachst
alPs hervor, die sich im weiteren Verlauf in die striosomalen MSNs entwickeln [21, 36]. So
findet sich bei Rattenembryonen um den Entwicklungstag 13 (E13) eine kompakte,
striosomale Gruppe von Projektionsneuronen [13, 43]. Nachfolgend generieren RGs eine
zweite Vorlauferzellgeneration, die bIPs. Diese differenzieren sich im weiteren Verlauf in die
Vorlauferzellen der wesentlich zahlreicheren  Matrixprojektionsneurone, die ab
Entwicklungstag 16 (E16) nach Einwandern in die zunachst kompakt organisierte
Striosomenpopulation diese auflockern und zunehmend in kleinere, funktionelle Einheiten
inselartig unterteilen. Zuletzt lassen die RGs bIPs entstehen, die MSNs bilden, die sich in der
Matrix mit peristriosomaler Lokalisation anordnen und vermutlich eine Verbindung zwischen
beiden Kompartimenten aufbauen [21]. Neben den Vorlauferzellen fiir verschiedene
Neuronenpopulationen wie den MSNs von Striosomen und Matrixkompartiment [44] gehen
zudem auch gliale Vorlauferzellen (engl. glia progenitor cell, GPC) aus den RGs hervor, aus
denen ihrerseits zumeist Vorlauferzellen fibrillarer und protoplasmatischer Astrozyten sowie

Oligodendrozyten entstehen [45].

Aus einer theoretisch abzuleitenden Multipotenz der RG in Verbindung mit einer in zeitlicher
Abfolge stattfindenden Spezifizierung ihrer direkten Tochterzellen und/oder deren weiterer
neuronalen Differenzierung ergeben sich die zentralen Fragen der Stammzellbiologie.
Ausgangspunkt bilden dabei die Aspekte der Potenz der Stammzelle und ihrer (mdglichen)

Realisation durch die Vorgange von Induktion, Determination und Differenzierung.

Uber welche Mechanismen ist die RG als Mutterzelle in der Lage die unterschiedlichen
Subpopulationen von NPCs und GPCs hervorzubringen? Bleibt die RG als primare
Stammzelle auch nach mehreren Teilungsschritten wahrend aufeinander folgender Phasen
der Entwicklung der striatalen Anlage in ihrer prospektiven Potenz erhalten? Oder kommt es
im Verlauf der Vermehrung frilher RGs Uber Induktionsvorgange bereits friihzeitig zu einer

fortschreitenden Einschrankung ihrer jeweiligen prospektiven Potenz, die sich in Determination
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und begrenzter Differenzierungsmdglichkeiten ihrer Nachkommen auf der Ebene der NPCs

niederschlagt?

Die neuronale und gliale Entwicklung in vivo verlauft in einer raumlich-zeitlich spezialisierten
Region, die als embryonale bzw. adulte neurogene Stammzellnische bezeichnet wird. In dieser
Nische wird durch multifaktorielle Einfliisse nicht nur bestimmt, ob eine NPC in einem
ruhenden oder proliferierenden Zustand vorliegt, in ihm verbleibt oder wechselt, sondern auch,
ob sie sich durch asymmetrische Teilung spezifiziert/differenziert [32]. Um mdgliche
Einflussfaktoren auf die Proliferations- und Differenzierungsvorgange primarer Stammzellen
erfassen zu kénnen, ist neben einer detaillierten Analyse extrinsischer Faktoren in Form der
Bestandteile der Umgebung der NPCs auch ein Blick auf die intrinsischen Eigenschaften

notwendig.

In Transplantationsexperimenten lassen sich die intrinsischen Eigenschaften der NPCs
aulerhalb ihrer urspringlichen Nische betrachten. In einzelnen dieser Experimente konnten
entsprechende Hinweise auf eine endogene Pragung proliferierender NPCs gefunden werden.
Nach Transplantation von NPCs aus der SVZ des basalen Endhirns in den Hippocampus
junger und alterer Ratten als ektope, aber neuropermissive Umgebung zeigte sich fir mehrere
Monate auch in cortikaler Lokalisation eine mit dem Ursprungsort vergleichbare Proliferation
dieser Zellen sowie eine Differenzierung zu striatalen Nervenzellen, aber auch zu Astro- und
Oligodendrozyten. Hinsichtlich der Proliferation ist ein endogener/intrinsischer Effekt dadurch
anzunehmen, dass die Teilungsrate transplantierter Zellen unabhangig vom Alter der
Empfangertiere war, bei denen die subgranulare Zone (SGZ) alter Tiere im Vergleich zu jungen
Tieren eine geringere Proliferation ortstypischer Stammzellen aufweist. Zudem zeigt sich in
der Differenzierung transplantierter Zellen zu GABAergen Neuronen eine Unabhangigkeit von
Einflissen der Umgebung, in der die endogenen proliferierenden NPCs des Gyrus dentatus
ausschliel3lich glutamaterge Kornerzellen bilden. Diese Beobachtungen legen die Vermutung
nahe, dass die intrinsischen Eigenschaften in diesen Fallen unabhangig von ihrer
urspringlichen Stammzellnische und von ihrem Transplantationsort Proliferation und

Differenzierung der NPCs bestimmen [46].

Viele neuere Untersuchungen relativieren diesen  Erklarungsansatz  aufgrund
widersprechender Beobachtungen und rdumen unter Berlcksichtigung molekular- und

zellbiologischer Untersuchungen extrinsischen Modulatoren mehr Raum ein.

So konnten in einzelnen Abstammungsanalysen NPCs des Hippocampus nachgewiesen
werden, die als homogene Ausgangspopulationen nicht nur wahrend der embryonalen,
sondern auch wahrend der postnatalen sowie adulten Neurogenese kontinuierlich
Kornerzellen des Gyrus dentatus hervorbringen. Dabei weisen diese Vorlauferzellen eine

Gemeinsamkeit hinsichtlich ihrer Abstammung und molekularen Expressionssignatur auf, die
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sie von anderen NPCs des sich entwickelnden Gyrus dentatus unterscheidet. Dennoch weisen
sie eine mit zunehmendem Alter zu beobachtende abnehmende Proliferationsrate auf, welche
aber Uber extrinsische Mechanismen gesteuert wird. So zeigen sich z.B. durch lernbedingte
Einflisse erhéhte Zahlen neuer Nervenzellen. Zumindest in Bezug auf die Proliferation wiirden
externen Stimuli in diesem konzeptionellen Ansatz mehr Gewicht eingeraumt werden. In
diesem als ,kontinuierliches Modell“ bezeichneten Erklarungsansatz muss allerdings
(zumindest flr die hippocampale Neuorogenese) von einem frihen Zeitpunkt der
Spezifizierung von Vorlauferzellen mit permanentem Erhalt ihrer prospektiven Bedeutung als
Ausgangspopulation von Kornerzellen im Verlauf der embryonalen bis hin zur adulten

Neurogenese ausgegangen werden [47].

Demgegenuber zeigen Arbeiten zu NPCs des LGE Indizien fir eine alters- bzw.
entwicklungsabhangige Spezifizierung von Stamm- bzw. Vorlauferzellen mit orts- und
zeitspezifischer Veranderung ihrer prospektiven Bedeutung. So konnte in Experimenten unter
Verwendung retroviral markierter RGs des embryonalen Gehirns durch Nachverfolgung der
Tochterzellen zu spateren Zeitpunkten gezeigt werden, dass sich schon frih innerhalb der
Neurogenese NPCs mit unterschiedlicher prospektiver Bedeutung als Ausgangsmaterial
unterschiedlicher Nervenzellpopulationen etablieren. Dabei gehen durch asymmetrische
Teilung u.a. bereits wahrend der Embryogenese RGs als Tochterzellen hervor, die eine
wesentlich geringere Teilungsrate als ihre Geschwisterzellen zeigen und durch Expression des
negativen Zellzyklusmodulators p57¥*? charakterisiert sind. Diese Zellen sind als ruhende
Vorlauferzellen der adulten NPCs anzusprechen, wahrend jene proliferierenden NPCs fur die
Neurogenese im weiteren Verlauf der embryonalen Entwicklung des Striatums sorgen. Damit
besteht also bereits zu einem frihen Zeitpunkt der Hirnentwicklung eine Vielfalt von
Vorlauferzellen, von denen einige ausschlie3lich eine Bedeutung fur die adulte Neurogenese
haben [48]. Die Steuerung ihrer mitotischen Aktivitdt wie auch die Realisierung ihrer
prospektiven Bedeutung erfolgt bei diesen also in orts- und zeitspezifischer Weise. Diese als
auch in weitere Arbeiten zur Entwicklung des LGE gemachten Beobachtungen [48] bilden die
Grundlage dieser als engl. set-aside-Modell bezeichneten Annahme einer frihen
Spezifizierung von NPCs, deren Differenzierung in hohem Male von aufderen Faktoren
bestimmt wird. Nach Generierung cortikaler, striataler und septaler Neurone wahrend der
frihen embryonalen Neurogenese (bei Mausen bis um Entwicklungstag 14) kristallisieren sich
zwei Vorlauferzellpopulationen heraus, von denen die eine im Verlauf der fortschreitenden
Entwicklung weiterhin Neurone und Gliazellen produziert. Die zweite Population von NPCs
dient als Reservoir von Vorlauferzellen der adulten NPCs, die mitotisch zunachst im
Ruhezustand verbleiben, um als adulte NPCs bis zum Erreichen der Adoleszenz das
Ausgangsmaterial flr die postnatale Neurogenese mit Generierung von Subpopulationen von

Interneuronen des Bulbus olfactorius zu bilden [49, 50].
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Fasst man diese teilweise kontroversen Beobachtungen zu Vorgangen von Induktion und
Determination wahrend der Neurogenese zusammen, so bleiben die genauen Ablaufe mit
Erlangen einer Identitat der Vorlauferzellen bzw. deren genaue Abstammungslinie unklar. Ein
Grund fur diese divergierenden Ergebnisse ist teilweise in einem Mangel an verlasslichen
Markierungsmoglichkeiten von NPCs in vivo begrindet, um ihr genaues zukilnftiges
Zellschicksal nachvollziehen zu kénnen. Zudem ist davon auszugehen, dass das
Proliferations- als auch Differenzierungsverhalten der NPCs als ein multifaktorielles
Wechselspiel intrinsischer und extrinsischer Parameter stets experimentell beeinflusst wird
[47].

Um der Frage nach der raumlich-zeitlichen Spezifizierung von NPCs und der Realisierung ihrer
prospektiven Potenz in vitro weiter nachzugehen, wird im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit
eine mdgliche altersbedingte Spezifizierung der NPCs der SVZ wahrend der Striatogenese
der Ratte experimentell untersucht. In einem in vitro Ansatz soll dazu unter Verwendung von
proliferierenden Zellen aus dem lateralen Ganglienhiigel embryonaler Ratten der
Entwicklungstage E13, E16 und Entwicklungstag 19 (E19) der Einfluss exogener Faktoren
(verschiedene Medien und Wachstumsfaktoren in Kombination mit Komponenten der
Extrazellularmatrix als artifizieller Ersatz einer Stammzellnische) auf das Proliferations- und

Differenzierungsverhalten der NPCs bestimmt werden.

Die Stammzellnische als eine rdumliche Struktur besteht aus sich wechselseitig
beeinflussenden Zellen sowie einer diese umgebenden Extrazellularmatrix (EZM) mit I6slichen
und geformten Bestandteilen [51-54]. Dabei stellt diese Mikroumgebung ein dynamisches
Konstrukt dar, welches innerhalb der Embryogenese diversen Veranderungen unterliegt und
zunehmend an Komplexitat hinsichtlich ihres molekularen Aufbaus gewinnt. Innerhalb der
Nische befinden sich zahlreiche I6sliche Faktoren, die entweder in der extrazellularen
Flussigkeit selbst bzw. speziell auch im primitiven Liquor zu finden sind. Darlber hinaus
kénnen viele dieser loslichen Faktoren den NPCs auch in gebundener Form durch

benachbarte Zellen sowie der EZM prasentiert werden [32, 55, 56].
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Abb. 1: Beeinflussung des Zellverhaltens durch die Extrazellularmatrix:

Dargestellt finden sich hier exemplarisch einige Méglichkeiten, durch die die
Extrazellularmatrix das Zellverhalten beeinflussen kann. Quelle: Created with biorender.com

Zu den wichtigen I6slichen Stoffen der Nische zahlen Wachstumsfaktoren (WF), Morphogene,
Chemokine als auch Neurotransmitter [57]. Innerhalb der Gruppe der WF spielt die Familie der
Fibroblastenwachstumsfaktoren (engl. fibroblast growth factor, FGF) eine wesentliche Rolle.
FGFs sind an zahlreichen Faktoren wie dem generellen Uberleben von Neuronen im
Vorderhirn beteiligt [58]. Fur in vitro Versuche wird routinemalig FGF-2 als auch der
epidermale WF (engl. epidermal growth factor, EGF) verwendet, die dafur sorgen, dass NPCs
in einem Stammzellzustand verbleiben [59, 60]. Eine andere Gruppe stellen die Morphogene
dar, wie die verschiedenen Mitglieder der Knochenwachstumsfaktoren (engl. bone
morphogenic protein, BMP) [55] aus der Familie der transformierenden WF (engl. transforming
growth factor B, TGFR) die bei experimentell verursachter Uberexpression wahrend der
Embryonalentwicklung des ZNS zu einer verminderten Proliferation mit frihzeitiger sowie
ausgepragter Reifung von NPCs flhren [61]. Ein Morphogen mit induktiver Bedeutung der
striatalen Entwicklung stellt der WF engl. sonic hedgehog (Shh) dar [62]. Dieser findet sich als
Transkriptionsfaktor zur Steuerung der ,Ventralisierung“ des ZNS nicht nur in der frihen
Entwicklung des Riickenmarks, sondern ebenfalls im Verlauf der Spezifizierung subpallialer
Abschnitte wahrend der neuralen Entwicklung des Telencephalons [63, 64]. Den funktionellen
Gegenspieler stellt der Transkriptionsfaktor Wnt dar mit seiner induktiven Bedeutung fur die
Spezifizierung der Neurogenese in den dorsalen bzw. pallialen Anteilen des Endhirns. Dieser

Whnt-Signalweg vermittelt Gber die Translokation des zytoplasmatischen Proteins 3-Catenin in
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den Kern die Expression von Zielgenen und verursacht damit eine ,Dorsalisierung® dieser

telencephalen Strukturen mit einer einhergehenden Rindenbildung [65].

Mit diesen teils antagonistisch wirksamen Mechanismen einer raumlich-zeitlichen
Spezifizierung entsteht eine Mdglichkeit feinabgestimmter regionaler Diversifizierung von
NPCs. Durch Sezernierung bestimmter I6slicher Faktoren von Zellpopulationen in definierten
Regionen entstehen sogenannte Signalzentren. Je nachdem, wann und wo sich eine NPC
innerhalb eines dorsoventralen oder craniocaudalen Konzentrationsgefalles teilweise
antagonisierender oder synergistisch wirksamer Faktoren befindet, erhalt diese eine definierte

positionelle Information Uber die Induktion einer orts- und zeitspezifischen Differenzierung [66].

Die Uber Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte mit benachbarten Zellen in Verbindung stehende
Zielzelle wird aber nicht in einfacher Korrelation mit der Konzentration ihrer 16slichen Molekile
in Abhangigkeit ihrer jeweiligen Entfernungen von den Signalzentren bestimmt. Vielmehr wird
das Verhalten der Zielzelle auf komplexe Weise beeinflusst [55, 64]. So |0st die bloRe
Anwesenheit eines bestimmten Stoffes wie z.B. eines Morphogens keine stereotype
Zellantwort  in  konzentrationsabhangiger Starke aus, stattdessen werden Uber
unterschiedliche Konzentrationsschwellen des gleichen Morphogens unterschiedliche
Mengen an Genen aktiviert und dadurch die Moglichkeit der Modifikation der Zellantwort
deutlich erweitert. Zudem kénnen Signalzentren selbst Gber Rickkopplungsmechanismen in
ihrer Aktivitdt beeinflusst werden. In Verbindung mit den o.g. teilweise antagonistisch
wirksamen Signalmolekilen (z.B. Shh und Wnt) ergibt sich eine Komplexitat mit fein
abgestimmter Beeinflussung zur Modulation der Zellantworten in rdumlich hochaufgelésten

Regionen der Stammzellnischen [67].

Neben den zuvor geschilderten Mechanismen Uber rein I16slichen Komponenten sind fir das
Verstandnis zelluldren Antwortverhaltens auch mechanische Faktoren in Form von
Zell-Zell- (sowohl Interaktionen mit neuronal als auch mit nicht neuronalen Zellen) und
Zell-Matrix-Interaktionen entscheidend [32]. Die Funktion kann einerseits darin bestehen, die
Zielzelle Uber Adhasionsmechanismen zundchst an einem spezifischen Ort oder einem
spezifischen Zellverband zu halten [68], z.B. als Voraussetzung flr den Austausch parakrin
bzw. direkt Uber Nexus oder engl. gap junctions vermittelter Informationen bzw. fur die
Induktion des koordinierten Verhaltens einer Zellpopulation [69]. Die Kanalfunktion von gap
junctions spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation, Migration als auch der Differenzierung
von NPCs [70-72]. Einen Einfluss auf die Migration nehmen Komponenten der Nische nicht
nur Uber anziehende, sondern auch Uber abstoRende oder repellente Eigenschaften, wie sie
z.B. flr Matrixprotein Netrin-1, wahrend der Striatogenese beschrieben wurden. Dabei besteht
ein apiko-basaler Konzentrationsgradient innerhalb des LGE mit der hdchsten Expression in

der VZ. Es veranlasst Zellen der SVZ im Bereich der striatalen Ubergangszone, ihre
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Germinalzone zu verlassen und nach basal in Richtung ihrer Ziel- bzw.

Differenzierungsgebiete zu migrieren [13, 73].

Wichtige Komponenten der EZM sind neben den geformten Bestandteilen wie dem fibrillaren
Kollagen insbesondere die Molekile der amorphen Grundsubstanz. Dazu gehdren neben
Tenascin-C auch die adhasiven Glycoproteine wie Laminine, Fibronectine und Nidogen, die in
Kombination mit sulfatierten Glycosaminoglycanen als Chondroitinsulfat-Proteoglykane
(CSPG) und Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) vorliegen [57]. Um ihre komplexe
(synergistische wie antagonistische) Wirkung und ihre Bedeutung fiir die Stammzellnische
herauszustellen, werden sie unter dem Begriff der ,Fraktone als funktionelle Einheit

zusammengefasst [74].

Als Bestandteile der amorphen Grundsubstanz spielen Laminin und Fibronectin (als
dominierende extrazellulare Liganden) in Zell-Matrix-Interaktionen bzw. in der Kommunikation
eine wichtige Rolle. Sie dienen als Adhasionsproteine der Bindung der Zellen an die EZM, die
Uber verschiedene Transmembranproteine wie den Integrinen vermittelt werden. Integrine sind
Heterodimere mit extrazellularen Bindungsstellen flr verschiedene Komponenten des EZM
als Liganden. Deren Bindung fihrt zu einer Konformationsanderung des Molekills mit
Adapterprotein-vermittelter Ubertragung auf das Zytoskelett. Umgekehrt kénnen
Veranderungen des Zytoskeletts die Integrin-vermittelte Bindung an die Komponenten der
Matrix beeinflussen [75, 76].

Die Vielfalt der Integrin-Subtypen bedingt die Heterogenitdt der Interaktion mit den
verschiedenen Komponenten der EZM. Von den Integrinen mit Vorkommen im ZNS gehdren
die Dimere mit Beteiligung der B1-Integrin-Untereinheit zu den am besten untersuchten. [74,
77] Sie beeinflussen neben der neuralen Migration [78, 79] wie auch CSPGs [80] die
Ausbildung des axonalen Wachstumkegels und damit die phanotypische Reifung

differenzierender Neurone [81, 82].

Neben dieser mechanischen Bedeutung liegt eine weitere Funktion der EZM und ihrer
Interaktion mit der zellularen Umgebung darin, 16sliche Faktoren zu binden und einer Zielzelle
zu prasentieren. Durch Bindung von WF an Komponenten der EZM wird nicht nur deren lokale
Konzentration erhéht, vielmehr potenziert sie durch Schutz vor deren enzymatischem Abbau
ihre biologische Verfugbarkeit. Zudem ermdglicht die EZM Uber Korezeptorfunktionen weitere
modulatorische Effekte auf das Verhalten der Zielzelle [57]. So stabilisieren bspw. HSPGs als
Komponenten der amorphen Grundsubstanz den FGF-Ligand-Rezeptorkomplex und erhéhen
somit lokal die Konzentration und entsprechend auch die Wirkung des FGF-2 auf das
Proliferationsverhalten der NPC [83, 84]. Die modulatorische Relevanz einer
Korezeptorfunktion zeigt sich auch fur Perlekan, durch dessen Abwesenheit FGF-2 bestimmte

intrazellulare Signalkaskaden nicht auszulésen vermag [74, 85, 86]. Proteoglykane spielen
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damit eine bedeutende Rolle in der Beeinflussung des Verhaltens von NPC, indem sie
mechanische und chemische Signale des Extrazellularraums mit intrazellularen Kaskaden und

Anderung der Zytoskelett-organisation verbinden [87—89].

Neben der amorphen Grundsubstanz finden sich mit Kollagen auch geformte Anteile der EZM.
Zu der grofien, heterogenen Gruppe von Kollagen zahlen viele verschiedene Formen mit
jeweils bestimmten Funktionen [90]. Im Nervensystem kommen als Bestandteil der Fraktone
hauptsachlich Kollagene der Typen |, IV und XVII vor [86, 91]. Dabei reichen ihre Funktionen
von der Adhasion residenter Zellen bis zur Prasentation I6slicher Stoffe und erganzen damit
vielfach die Mechanismen der Signalmodulation die auch fir die amorphe Grundsubstanz
beschriebenen wurden [92]. Wichtige Hauptinteraktionsmdglichkeiten fiur Kollagen und
Kollagen-assoziierte-Proteine stellen die erwahnten Integrine dar [90]. Der Einfluss der
Kollagene auf die Neurogenese kann dabei einerseits direkt Gber Integrine [93] oder Uber die

Prasentation von I8slichen Stoffen [94] vermittelt sein.

Indem das Kollagen direkt oder indirekt einen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von
neuralen Stammzellen nimmt [75, 94, 95], wird Uber die Zusammensetzung der geformten und
amorphen Grundsubstanz der Matrix als spezifischer Modulator der Signalvermittlung in
Kombination mit I6slichen Faktoren ein jeweilig hochspezifisches ortstypisches Verhalten

residenter Zellen der Nische induziert.

Mithilfe der vergleichenden Betrachtung der neuronalen Entwicklung in vitro unter
verschiedenen Kulturbedingungen hinsichtlich I6slicher Faktoren und Bestandteilen der EZM
soll mit der vorliegenden Arbeit einen Beitrag zum verbesserten Verstandnis der Neurogenese
striataler Projektionsneurone geleistet werden. Durch die Verwendung von NPCs
verschiedenen embryonalen Entwicklungsalters sollen zudem Schlisselkomponenten mit
ihrer jeweiligen stadienspezifischen Bedeutung fir eine gerichteten Neurogenese striataler

Projektionsneurone identifiziert werden.
Daraus ergeben sich vier Hypothesen als Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchungen:

1. Die verschiedenen Medien unterscheiden sich in ihrem Einfluss auf das

Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.
2. Die EZM beeinflusst das Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.

3. Die loslichen Faktoren in Kombination mit der EZM zeigen einen komplexen,

unterschiedlich groRen Einfluss auf die Neuro- und Gliogenese der NPCs.

4. Es bestehen alters- bzw. stadienspezifische Unterschiede hinsichtlich des neuronalen
und makroglialen Differenzierungspotenzials der NPC in komplexer Abhangigkeit von

[6slichen Faktoren und EZM.
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Il. Material und Methoden

In diesem Kapitel werden im ersten Abschnitt die in den Experimenten verwendeten
Materialien (Chemikalien, Reagenzien, Laborwaren, Gerate, Software und Zellmaterial)
genannt. Fur weitere Informationen wird jeweils auf die detaillierten Angaben im Anhang
verwiesen. Im zweiten Abschnitt finden sich Angaben zur Versuchsdurchfuhrung mit
Protokollen der Zellkultur, der Materialgewinnung und -aufarbeitung, der durchgefihrten
Analyse hinsichtlich der verwendeten Techniken (Spinnerkultur mit/ohne Cytodex,
Tragermaterial, Fixation, Anfertigen von Kryostatschnitten und Durchfuhrung der

Immunhistochemie) sowie der statistischen Auswertung.

21 Material

211 Zellen

Die verwendeten neuralen Stammzellen wurden im Rahmen einer vorangegangenen Arbeit
aus dem lateralen Ganglienhiigel der embryonalen Ratte als transiente Struktur des
embryonalen ventralen Telencephalons bereits enthommen [96]. Die Isolation erfolgte dabei
in Ubereinstimmung mit dem Vorgehen, wie es fiir die Isolation entsprechender Zellen des
humanen LGE beschrieben wurde [97]. Aufgrund des praparatorischen Vorgehens beinhaltete
das so gewonnene Zellmaterial sowohl proliferative Stammzellen der primaren Matrixzone aus
der VZ/SVZ als auch deren teilungsaktive Tochterzellen aus der sekundaren Matrixzone. Die
hier verwendeten Zellen wurden aus Kulturen klonaler Dichte als sogenannte
Einzelzellkulturen in vitro unter Zusatz von Wachstumsfaktoren als proliferierende Zelllinien
isoliert. Diese so gewonnenen Zellen kdnnen sich nach Mitogenentzug in Nerven- und
Gliazellen differenzieren. Sie werden deshalb als (teilungsfahige) neurale Vorlauferzellen
(NPCs) bezeichnet [98]. Die Gewinnung dieser Zellen als Ausgangspopulation striataler
Projektionsneurone flhrte zu deren Bezeichnung als striatale NPCs (S-Zelllinie). Die im
Rahmen dieser Arbeit ausgewahlten Zelllinien stammen von Tieren unterschiedlicher
Entwicklungsstadien, deren Bezeichnung als S13-, S16-sowie S19-Zellen den jeweiligen
embryonalen Entwicklungstagen entsprechen, die den kritischen Zeitpunkten der striatalen

Entwicklung in Patch- und Matrixkompartiment abbilden [13, 21].

15



MATERIAL UND METHODEN

2.1.2 Nahrmedien
Die Zusammensetzung der einzelnen Nahrmedien nach Angaben der Hersteller und die
Angaben zu den verwendeten Zusatzen findet sich in tabellarischer Form im Anhang A.1. Bei

den genutzten Medien handelt es sich um:
Proliferationsmedium
1zu1-Medium (50 % Proliferationsmedium und 50 % Differenzierungsmedium)
Differenzierungsmedium

Stemcellmedium

2.1.3 Gebrauchslésungen

Die Zusammensetzung der einzelnen Gebrauchslésungen findet sich in tabellarischer Form

im Anhang A.2. Bei den genutzten Losungen handelt es sich um:
Fixierlésung
Kryokonservierungsldsung

Permeabilisierungslosung

2.1.4 Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Gerate

Eine Liste der Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Gerate findet sich in tabellarischer

Form im Anhang A.3.

2.1.5 Antikorperkonzentrationen

Eine Liste der Antikdrperkonzentrationen findet sich in tabellarischer Form im Anhang A.4.

2.1.6 Verwendete Software

Eine Liste der verwendeten Software findet sich in tabellarischer Form im Anhang A.5.
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2.2 Methoden

221 Zellkultur

Die unter 2.1.1. beschriebenen Zellen wurden im Brutschrank bei 37° C und 5 % CO, auf
adhasiven Kulturschalen kultiviert. Alle zwei Tage wurde das Medium zu 50 % durch neues
Proliferationsmedium ausgetauscht. Vor Erreichen eines konfluierenden Bewuchses erfolgte

das Passagieren mit Transfer suspendierter Zellen auf neue Kulturschalen.

Um eine entsprechende Passage der Zellen durchzufihren, wurde zunachst das alte Medium
abgesaugt und die sich am Boden der Schale befindenden Zellen mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (engl. phosphat-buffered-saline, PBS) gewaschen. Nach erneutem Waschvorgang
wurden die Zellen zur Ablésung von der Kulturschale mit Trypsin fur drei Minuten inkubiert.
Nach erfolgten Ablésen der Zellen wurde zum Abstoppen des tryptischen Vorgangs der Ansatz
mit einem Uberschuss an (Serumprotein-haltigen) Differenzierungsmedium versehen. Die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-Réhrchen umgefillt um bei 1600/min fir finf
Minuten zentrifugiert zu werden. Die Flissigkeit wurde vorsichtig abgesaugt und das
entstandene Zellpellet mit 1zu1-Medium resuspendiert. 10 % der Zellen wurden auf die neue

Petrischale unter Zugabe von 1zu1-Medium weitergefihrt.

Zur Sicherung der Vergleichbarkeit wurden von jeder Versuchsreihe Zellen paralleler Ansatze
eingefroren. Hierzu wurde ein Teil des zur Passage anstehenden Zellmaterials analog zur
Zellpassage flur eine Kryokonservierung aufbereitet, das Zellpellet in einer Einfrierlésung
(Cryomed) resuspendiert und in einer Dichte von ca. zwei Millionen Zellen in 1,5 ml Losung in
zwei Schritten eingefroren. Dabei wurden die Zellen zunachst auf -20° C herunter gekuhlt.

Nach zwei Stunden erfolgte die Uberfiihrung auf -80° C zur mittelfristigen Lagerung der Zellen.
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2.2.2 Experimenteller Ansatz

Eine mdgliche entwicklungsabhangige Bedeutung der Matrixkomponente Kollagen flir das
stadienspezifische Differenzierungsverhalten wurde durch die Verwendung von Ziellinien
zeitlich unterschiedlicher embryonaler Herkunft untersucht. Dazu wurden drei Zelllinien
eingesetzt und kultiviert. In Parallelexperimenten wurde das Differenzierungsverhalten dieser
neuralen Vorlauferzellen in einem dreidimensionalen Zellverband (Neurosphare) mit einem
Ansatz verglichen, in dem die Zellen auf einem Kollagen-haltigen Tragermaterial

(Cytodex-Ansatz) als Suspensionskultur kultiviert wurden.

In Hinblick auf einen Einfluss der Kollagenmatrix auf das Differenzierungsverhalten wurde in
einem weiteren Schritt ihre Rolle bei der Vermittlung der Wirkung unterschiedlicher I6slicher
Faktoren unter Verwendung von vier Kulturmedien verschiedener Zusammensetzung

evaluiert.

Im Kontrollversuch wurden die Zellen als Suspensionskultur unter Verwendung
nicht-adhasiver 96er Lochplatten zur Neurospharenbildung fir 14 Tage kultiviert. Im
Cytodexansatz wurden die Zellen zur Besiedlung der Cytodextrager als Suspension zunachst
sieben Tage (in 1zu1-Medium) in einer Spinnerkultur gehalten. Nach diesen sieben Tagen
wurden die mit Zellen besiedelten Cytodexkugeln parallel zum Kontrollansatz in einer 24er
Lochplatte Uberfuhrt und in den jeweiligen Kulturmedien mit unterschiedlichem Gehalt an
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fur weitere sieben Tagen kultiviert (siehe Abb.2).
Wahrend der gesamten 14 Tage des Experimentes erfolgte eine tagliche lichtmikroskopische
Inspektion zur Uberpriifung der Vitalitit der Zellen anhand des Wachstums sowie der

morphologischen Differenzierung der Zellen.

Am Ende der 14-tagigen Kultur wurden die Spharen und die Cytodex-Zell-Suspensionen fixiert
und fur Kryoschnitte und Immunfluoreszenz vorbereitet. Zur weiteren Auswertung wurden die
Zellen mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop auf Unterschiede ihrer
Expressionsprofile von Differenzierungsmarkern neuronaler und glialer Entwicklungslinien

untersucht.
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Abb. 2: Experimenteller Ansatz:

Cytodexansatz links im Bild, Neurspharenansatz (Kontrollansatz) rechts, 1. Uberfiihrung der
Zellen aus Petrischalen in die Spinnerkulturflaschen mit Cytodex (links) und in 96 Lochplatte
(rechts), 2. sieben Tage unter 1zu1-Medium, 3. Uberfiihren der mit Zellen bewachsenen
Cytodexkugeln in die 24er Lochplatte (links), 4. sieben Tage unter unterschiedlichen Medium,
Prolif.: Proliferationsmedium, 1zu1: 1zu1-Medium, Diff.: Differenzierungsmedium, Stem:
Stemcellmedium, Quelle: Created with biorender.com
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2.2.3 Durchfilhrung der Kontrollansatze unter Verwendung der 96er Lochplatte

Fir die Durchfihrung der Kontrollansatze wurde nach Resuspension des wie unter 2.2.1
beschriebenen nach der Zellpassage entstandenen Zellpellet durch Auszahlung in der
Neubauer Zahlkammer die Zellzahl/ul ermittelt. In jeder der Vertiefungen der nicht-adhasiven
96er-Lochplatte befanden sich anfangs 5000 Zellen in 100 pl 1zu1-Medium, um eine optimale
Spharengréfle zu generieren. Die Platten wurden analog zu der Zellkultur 2.2.1 unterhalten.
Nach dem Schema siehe Abb. 3 fand im Verlauf der regelmaRige Mediumwechsel statt, bei

dem 50 % des Mediums gegen neues ausgetauscht wurde.

S13 516 S19

1 2 3 4|5 & 7 8|9 10 1 12
F N “, Cons NN (’\ N N N R \ 7N
). | { I 7T
A%, /‘ N [\ o 9.9 Wwwv e /‘ \ UK/ age
(Y I (‘ e’ a'e'aTe Prolif
\/\/\/ A S S N \,/‘\/'\/\ AN

*-\‘ 7 \ 7o /\ T R [ \ 7N
CL ! L .. ) L W o 7 Tage
, /\/ \_/\ AL AN AN AN AN SN AN SN

/"\‘ ./"\. i N ‘/ \‘/‘\‘ ("‘\ g /“-‘ f \ /' N, / Y 1zul
{ | |
D\ W W '\,,./(

I
_

Ty ‘/ f
Vi \,

i \ ¢ NP NP ONF Y [/"‘\‘

| ( 3 11 | | 1
Eh JN N A N 8 N ) 7 Tage
NN S NS N N NN B i
1000 00000000l
P oW 9w e W e v e www
oo oo 000 eeee
G\/\/\/\/\_/\_,/\__/\‘_/\/‘\/\/\/ 7 Tage
C N N NG X 0 N W 3 Y S
[ ) [y 1 IIe
W AN / \ A \,,/‘ NI \,,/‘ w. w9 / \ stemicell

Abb. 3: 96er Lochplatte Kulturschema:

Darstellung des Kulturschemas der 96erLochplatte. Diese ist dabei aufgeteilt in 12 Ansatze auf
drei verschiedene Zelllinien und vier verschiedene Kulturmedien, Prolif.: Proliferationsmedium,
1zu1: 1zu1-Medium, Diff.: Differenzierungsmedium, Stemcell: Stemcellmedium, Quelle:
Created with biorender.com

2.2.4 Durchfuhrung der experimentellen Ansatze unter Verwendung von Cytodex

Das in den Versuchen verwendete Cytodex 3 besteht aus einer Schicht von denaturiertem
Kollagen, welches an eine Dextranmatrix gekoppelt ist. Die ca. 150 ym groRRen Partikel
mussten zunachst vorbereitet werden, bevor sie fur die Zellversuche geeignet waren. Dafur
wurde das Cytodex, welches zunachst in Pulverform vorlag, durch die Zugabe von 100 ml
PBS/g Cytodex zum Quellen gebracht. Unter Verwendung von Tween 20 wurde die
Oberflachenspannung des PBS so weit reduziert, dass alle Cytodexkugeln mit ihrer gesamten
Hulle mit Flissigkeit benetzt waren. Nach der Quellphase von ca. drei Stunden erfolgten
mehrere Waschgange mit PBS. Den Herstellerangaben entsprechend konnte das Cytodex
nun in die spateren Kulturflachen Uberfiihrt werden, um gemeinsam mit den Kulturbehaltern

sterilisiert zu werden [99].
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Um das Gefal® der Spinnerkultur fur den Transfer der Zellen vorzubereiten, wurde das
praparierte Cytodex hinzugefligt und gemeinsam mit diesem sterilisiert. Nach diesem Vorgang
wurde die Uberschissige Flussigkeit der so aufbereiteten Spinnerkulturflasche mit dem
Cytodex-Inhalt zunachst abgesaugt und durch warmes 1zu1-Medium ausgetauscht und damit

ein letztes Mal gewaschen.

Vor der Hinzugabe der unter 2.1.1. beschriebenen Zellen befanden sich in dem Behaltnis
0,375 g Cytodex verdiinnt in 37,5 ml 1zu1-Medium. Es wurden ca. 2*108 Zellen/Spinnerflasche
beigefugt. Danach wurde der Versuchsansatz bei 37° C und 5 % CO? inkubiert. Zunachst blieb
das 125ml fassende Gefall mit 30 ml beflllt. Um optimale Wachstumsbedingungen zu
schaffen, wurde die Kultur am ersten Tag in einer statischen Phase ohne Rotation und wenig
Medium belassen. Am folgenden Tag wurde das Gefald mit 1zu1-Medium auf 62,5 ml
aufgeflllt. Die Kulturflasche wurden auf der Spinnereinheit platziert und die Einstellungen so
vorgenommen, dass alle 30 min der Rotor die Cytodex-Zell-Suspension fur finf Minuten bei
20 Umdrehungen pro Minute in Bewegung brachte, um so eine dauerhafte Sedimentation und
Aggregation der einzelnen Cytodexkugeln zu unterbinden. Nach weiteren zwei Tagen wurde
auf 125 ml 1zu1-Medium aufgefullt und alle zwei Tage ein 50 % 1zu1-Mediumwechsel
durchgeflhrt.

Nach sieben Tagen wurde die Suspension der Cytodex-Trager mit ihrem Zellbewuchs von der
Spinnerflasche auf eine nicht-adhasive 24er Lochplatte transferiert (2 ml Suspension). Ein

regelmafiger 50 % Mediumwechsel erfolgte nach dem Schema aus Abbildung 2.
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Abb. 4: 24er Lochplatte Kulturschema:

Darstellung des Kulturschemas der 24erLochplatte. Diese ist dabei aufgeteilt in 12 Ansatze
auf drei verschiedene Zelllinien und vier verschiedene Kulturmedien, Quelle: Created with
biorender.com
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2.2.5 Zweidimensionale Adhasionskultur

In einem Nebenversuch einer zweidimensionalen Kultur erfolgte ebenfalls die Untersuchung
des Differenzierungsverhaltens und die visuelle Begutachtung der Ausbildung von

Zellfortsatzen.

Die Zellen wurden aus der Zellkultur 2.2.1 entnommen und mit 1zu1-Medium fir zwei Tage
auf adhasiven Kulturplattchen angezichtet. Nach der anfanglichen Adhasionsphase erfolgte
fur sieben Tage ein 50 % Mediumwechsel mit Differenzierungsmedium. Am Ende wurden die

Zellen nach immunhistochemischer Farbung mit dem konfokalen Lasermikroskop untersucht.

2.2.6 Herstellung von Kryostatschnitten

Zur Vorbereitung der immunhistochemischen Farbung musste das Zellmaterial aus den
Versuchsansatzen fixiert und flr das Anfertigen von Schnitten am Kryostat vorbereitet werden.
Um die Spharen bzw. die Cytodex-Zell-Suspension einfrieren zu kdnnen, wurden diese
zunachst aus den Lochplatten in 70 um groRe Zellsiebe Uberfuhrt. Mit kaltem PBS wurde das
restliche Medium abgewaschen. Nach dem Waschvorgang erfolgte zunachst die Fixierung
mittels der Fixierlosung fur ca. 30 min. Dieses musste nach der Einwirkzeit in drei PBS
Spulvorgangen wieder abgewaschen werden. Im letzten Schritt wurden die Praparate fur zehn
Minuten in Kryokonservierungsléosung gegeben und damit die Vorbereitung zur

Kryokonservierung abgeschlossen.

Die fertigen Substrate konnten anschlieBend in das Gefriermedium (Tissue Tec) als
Tragermaterial Uberfuhrt werden. Auf den Sockeln der Kryostatschnittplatten wurde zunachst
eine breite Basis Tissue Tec aufgetragen, auf dem dann die Proben in Gefriermedium
eingebettet wurden. Nachdem das Zellmaterial durch das umgebende Tragermaterial
mechanisch stabilisiert wurde, konnten die Schnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt
werden. Die Schnitte wurden im letzten Schritt auf Objekttrager gezogen und kuhl bis zur

Immunhistochemie gelagert.

2.2.7 Immunhistochemie

Die zuvor angefertigten Kryostatschnitte mussten zu Beginn der Immunhistochemie von dem
Gefriermedium befreit werden. Hierfir wurden die Objekttrager zur besseren Bindung des
Schnittes nach Uberfihren in Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend mit PBS
gewaschen. Um eine optimale Penetration der Primarantikbérper zur Detektion
zytoplasmatischer Proteine zu gewahrleisten, wurden die Schnitte in einer
Permeabilisierungsldsung fur 30 min eingelegt. Die Ausnahme bildete die Vorbereitung der
Immunhistochemie unter Verwendung des NCAM Primarantikdrper zur Detektion

membranstandiger Oberflachenantigene. Dabei wurden die Schnitte jeweils nur flir drei
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Minuten mittels der Permeabilisierungslésung gewaschen, um die Oberflache der Zellen fur
die NCAM-AK moglichst intakt zu halten, gleichzeitig aber die gegen intrazellulare Proteine
gerichteten Primarantikorper einsetzen zu kénnen. Das in der Permeabilisierungslésung
enthaltene Triton wurde im nachsten Schritt in drei jeweils funfminitigen Waschgangen in PBS
wieder entfernt. Nach Absaugen der Uberschissigen Flissigkeit erfolgte das Auftragen der
Inkubationslésungen mit den jeweiligen Primarantikdrpern, die jeweils eine Stunde in dunkler
Umgebung bei Raumtemperatur binden konnten (AK-Konzentrationen Tab. 10). Die
Inkubationslésung mit nicht gebundenen Primarantikérper wurden in drei jeweils funfminltigen
Waschgangen in PBS entfernt. AnschlieRend wurden fir die Aufbringung des
Sekundarantikorpers die Schritte entsprechend mit Einwirkzeit und anschlieendem Waschen
wiederholt. Zum Abschluss der Immunhistochemie wurde das ,Mounting Medium with DAPI-

Hard set” auf den Schnitt aufgetragen und der Objekttrager mit einem Deckglas versehen.

2.2.8 Auswertung
Die Auswertung und Anfertigung von Bildern erfolgte mit der EZ-C1 Viewer Software unter

Verwendung des konfokalen Laser Scanning Mikroskops (Nikon Eclipse 400). Mithilfe der
Imaged Software wurden die fur einen Immunfluoreszenzmarker positiven Zellen ausgezahlt.
Dabei wurden nur Zellen mit deutlicher Fluoreszenz als positiv gewertet. Pro Bild erfolgte so
die Auszahlung aller Zellen anhand der DAPI positiv gefarbten Zellkerne. Die Quantifizierung
einer (neuronalen oder glialen) Differenzierung erfolgte Uber die Bestimmung BllI-Tubulin und
engl. glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunpositiver Zellen. Ebenso erfolgte die Ermittlung
der Zahl an NCAM* Zellen. NCAM findet sich als Zelladhasionsprotein u.a. an der Oberflache
von mitotisch aktiven neuralen Vorlauferzellen [100, 101]. Gliazellen bzw. Astrozyten, RGs als
auch Bergmann-Glia sind durch ihren Gehalt an GFAP, einem Intermediarfilament vom Typ 3
charakterisiert [102, 103]. Das BllI-Tubulin findet sich in differenzierten Neuronen wieder [104,
105].
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2.2.9 Statistische Analyse

Zunachst erfolgte die Erfassung der erhobenen Daten in Microsoft Excel. Erfasst wurden die

Gesamtzellzahl pro Bild, die Anzahl an Zellen mit direktem Kontakt zum Cytodex sowie jeweils

die Anzahl positiver Zellen flr einen Immunfluoreszenzmarker.

Um eine mdglichst korrekte Darstellung der Ergebnisse und Statistik durchzuflihren, erfolgte
eine Beratung durch das Institut fiir Biostatistik und Informatik in Medizin und Altersforschung

der Universitatsmedizin Rostock.

Es erfolgte die Erhebung der deskriptiven Statistik, wobei das gewichtete arithmetische Mittel
und flir diesen Wert der Standardfehler bestimmt wurden. Die Wahl fiel auf das gewichtete
arithmetische Mittel, um die schwankende Gesamtzellzahl pro Bild zu berticksichtigen. Durch
die zuvor geschilderten Versuchsansatze aus Cytodex, Sphare, den Kulturmedien sowie den
drei Zelllinien ergab sich eine Einteilung in 24 Gruppen pro Fluoreszenzmarker.
Gegenubergestellt wurden jeweils Cytodex und Spharenansatz innerhalb eines Mediums und

unter Verwendung einer Zelllinie.

Mit der SPSS-Software (Version 27) wurde die Unterschiede der Gruppen analysiert und
hierfir das verallgemeinernte lineare Modell herangezogen. Eine graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel. Die Wahrscheinlichkeitsdifferenz zwischen den
jeweils zu vergleichenden Gruppen wurde jeweils mit der entsprechenden Signifikanz
angegeben. Dabei wurde ein p < .05 als signifikant, p <.07 als sehr signifikant und ein p <.001
als hochst signifikant angesehen. Um eine Alphafehler-Kumulierung zu korrigieren, wurden fir

multiples Testen die ermittelten p-Werte nach der Bonferoni-Holm Korrektur adjustiert [106]
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. Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Arbeit dargestellt. Dabei erfolgt zunachst
die vitalmikroskopische und immunzytochemische Charakterisierung der striatalen
Stammzellen und ihrer Differenzierungspotenz (Abschnitt 3.1). AnschlieRend werden die
Ergebnisse des Differenzierungsverhaltens der Stammzellen im dreidimensionalen
Kulturansatz als Neurospharen unter den vier genutzten Kulturmedien dargestellt (Abschnitt
3.2). Daraufhin werden diese Ergebnisse mit denen unter Verwendung eines Tragermaterial
(Cytodex) als artifizielle Matrix verglichen (Abschnitt 3.3). Am Ende dieses Kapitels wird der
explorative Ansatz einer zweidimensionalen Kultur der verwendeten Zellen prasentiert. Er
dient der erganzenden Beurteilung neuronaler Entwicklung in Abhangigkeit der verwendeten
Medien (Abschnitt 3.4). Eine Auflistung der statistischen Auswertung der Ergebnisse findet
sich im Anhang B.

3.1 Charakterisierung der striatalen Stammzellen in Adhasionskulturen

Die der LGE der embryonalen Ratte um den E13, E16 und E19 entstammenden Zellen wiesen
unter Kulturbedingung in Proliferationsmedium ein starkes Wachstum auf. Wie exemplarisch
fur die Zelllinie S13 gezeigt, konnten die Zellen durch den immunzytochemischen Nachweis
der Expression von Vimentin als Stammzellen identifiziert werden, von denen viele den

Proliferationsmarker ki67 als Zeichen ihrer mitotischen Aktivitat exprimierten (siehe Abb. 5).

Nach einer Passage zeigten sich in der Mikroskopie der Kulturen zunachst einzelne adhasive
Zellen, die sich im Verlauf in mehreren Proliferationszentren organisierten. Die Zellen
imponierten morphologisch durch einen neuroepithelialen Charakter (Abb. 6). Unter
Proliferationsbedingungen zeigten sich vereinzelt differenzierte Zellen, die teilweise langere
Zellauslaufer besaften. Schon vor Erreichen einer Konfluenz zeigten sich lokal proliferierende

dreidimensionale Aggregate von Zellverbanden hoher Dichte (Abb. 6).

Diese spontane dreidimensionale Ausbildung von Neurospharen als weiteres
Stammzellcharakteristikum unter nicht adhasiven Kulturbedingungen bildete die Grundlage

der hier durchgeflhrten Untersuchungen [107].
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Abb. 5: Immunfluoreszenzbild der S13 Zellen in Kultur:

Exemplarische Darstellung eines Immunfluoreszenzbildes der S13 Zelllinie mit der Expression
von Vimentin (grin), ki67 (rot), DAPI (blau), MaRRstabbalken = 25 pm

Abb. 6: Stammzellen in Zellkultur 24h (A) und 48 h (B) nach Passagieren:

Exemplarische Darstellung zweier lichtmikroskopischer Aufnahmen der S13 Zelllinie in Kultur.

Zu erkennen ist die Zunahme der Zellen mit fortschreitender Inkubationszeit. A: Zellkultur nach
24 h, B: Zellkultur nach 48 h. Der Pfeil markiert ein Proliferationszentrum mit Zellaggregat kurz
vor dem Passagieren, Mafistabbalken = 200 pm
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3.2 Differenzierungsverhalten der striatalen Stammzellen im Neurosphéarenverband

Die Zellen wurden unter nicht-adhdsiven Kulturbedingungen unter Verwendung von
96-Lochplatten fur 14 Tage kultiviert. Unter einer siebentagigen Kultur mit 1zu1-Medium wurde
eine Ausgangpopulation von 5000 Zellen zur Bildung von Zellaggregaten Kkultiviert.
AnschlieRend erfolgte ein Wechsel der Kulturbedingungen unter Verwendung der
verschiedenen Medien. In allen vier Ansatzen waren am Ende des 14-tagigen Experimentes
intakte, typisch radiarsymmetrische Neurospharen vorhanden. Nach morphologischen
Kriterien zeigte sich lichtmikroskopisch, dass die Neurospharen der S13 Zelllinie gréRer waren
als die beiden anderen Zelllinien, die sich kaum unterschieden. Dagegen fanden sich bei allen
drei Linien Unterschiede hinsichtlich Spharenform und -gréRe in Abhangigkeit der vier
verwendeten Medien. Dabei waren vor allem die Neurospharen grofier, die unter

Proliferationsmedium und 1zu1-Medium kultiviert wurden.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsgruppen mit der deskriptiven Statistik bzw. der

Vergleich zweier Gruppen wurden nach folgendem Schema dargestellt:

1. Name der Zellinie (2. gewichtetes arithmetisches Mittel (M) der fir einen
Immunfluoreszenzmarker positiven Zellen aller Bilder einer Gruppe, 3. Standardfehler (SF)
des M, 4. Gesamtzellzahl (n) innerhalb einer Gruppe). Bei Vergleich zweier Gruppen wurde
folgendes Schema verwendet: 1. Name der Zelllinie (2. M, 3. SF, 4. Differenz der gewichteten
arithmetischen Mittel zwischen Gruppe A und Gruppe B in Bezug auf die Expression eines

Immunfluoreszenzmarkers (W-Differenz), 5. Signifikanz des Unterschieds (p)).
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3.2.1 Differenzierungsverhalten unter Proliferationsbedingungen

Unter Verwendung von Proliferationsmedium zeigten sich am Ende der 14-tagigen Kultur
Neurospharen mit kompakter, typischer radiarsymmetrischer Morphologie. Innerhalb des
Zellverbandes waren Zellen unterschiedlicher Grofle zu finden. Im Randbereich der
Neurospharen fanden sich einige freie Zellen als Hinweis auf eine Lésung aus dem
Zellverband. Bei starkerer Vergrofierung zeigten sich diese mit unterschiedlicher Morphologie.
Diese Zellen spielten in der immunzytochemischen Auswertung keine Rolle mehr, da sie im

Rahmen der Spharenextraktion in mehreren Waschgangen ausgesiebt wurden.

S13 S16 S19

bey )

bel 2

Abb. 7: Neurospharen unter Proliferationsbedingungen:

Exemplarische lichtmikroskopische Darstellung der Neurospharenkultur der drei Zelllinien.
Reihe A: achter Tag der Kultur, erster Tag unter Proliferationsbedingungen; Reihe B: 14. Tag
der Kultur insgesamt, davon sieben Tage unter Proliferationsbedingungen,

Mafstabbalken = 200 ym

Bei immunhistochemischer Farbung zeigte sich ein nahezu vollstandiges Ausbleiben einer
fortgeschrittenen neuronalen Differenzierung. Nur unter der S19 Zelllinie (M = .02, SF = .002,
n = 4339) konnten einige NCAM* Neuroblasten als Hinweis auf ein frihes Stadium einer
neuronalen Differenzierung nachgewiesen werden. Die Neuroblasten waren dabei in

Zellnestern organisiert.

Vereinzelt fanden sich unter den S13 Spharen GFAP* Gliazellen (M =.02, SF=.005,
n =1037) (Abb. 8).
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S19 S13

unanl -y / NVON

Abb. 8: Neurospharen unter Verwendung von Proliferationsmedium:

Exemplarische Darstellung zweier Immunfluoreszenzbilder. A: S19 Neurosphare mit
Expression von NCAM (griin)/ BllI-Tubulin (rot), B: S13 Neurosphare mit Expression von
GFAP (griin), DAPI (blau), Mafistabbalken = 100 um

3.2.2 Differenzierungsverhalten unter Verwendung von FCS-haltigen Medien

Um eine Differenzierung der Stammzellen zu induzieren, wurde wie in Kapitel 3.2.1
beschrieben, FCS-haltiges Differenzierungsmedium eingesetzt. Dazu wurde zum einen das
Differenzierungsmedium mit einem Gehalt von 10 % FCS verwendet. Zum anderen wurde das
1zu1-Medium  verwendet, welches je zur Halfte aus Proliferations- und
Differenzierungsmedium bestand. Es enthielt somit nur die Halfte der Menge an FCS im

Vergleich zum reinen Differenzierungsmedium.

Unter beiden FCS-haltigen Medien prasentierten sich Neurospharen mit deutlicher
Radiarsymmetrie. Diese waren im Vergleich zu den Neurospharen aus FCS-freiem Medium
grolker, homogener und zeigten eine deutlich kompaktere Zellbegrenzung der
Spharenoberflache. Entsprechend fanden sich hier wenige Zellen auferhalb des

Zellverbandes.

Anders als unter dem Proliferationsmedium konnten unter Verwendung des 1zu1-Mediums
immunhistochemisch einige morphologisch differenzierte Neurone nachgewiesen werden.
Diese waren Uberwiegend in Nestern organisiert und zeigten wenige und kurze Zellauslaufer.
Wahrend unter dem Proliferationsmedium keine BllI-Tubulin® Nervenzellen zu finden waren,
fanden sich diese unter dem 1zu1-Medium in der S13 Zelllinie in einer Haufigkeit von ca. 4 %
(M=.04, SF=.003, n=23455) und in der S16 Zelllinie von ca. 2 %. (M =.02, SF=.003,
n =2927). Diese BllI-Tubulin® Nervenzellen fanden sich haufiger in der Nahe von NCAM*
Neuroblasten. Diese Neuroblasten waren ebenfalls fokal akkumuliert iber die gesamte Sphare
zu finden. Im Vergleich zum Proliferationsmedium fand sich ein finfmal groRerer Anteil NCAM*
Neuroblasten in der S16 Zelllinie (M = .05, SF = .004, n = 2927) und ein doppelt so groRer in
der S19 Zelllinie (M = .05, SF =.004, n = 6617).
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Neben der neuronalen Differenzierung prasentierten sich auch einige makroglial differenzierte
GFAP* Astrozyten, die meist bandartig organisiert am auf3eren Teil der Neurospharen zu
finden waren. Der Anteil solcher Zellen war unter dem 1zu1-Medium in der S13 Zelllinie
(M= .08, SF =.005, n=2720) viermal so grof3 wie unter Proliferationsbedingungen. Fanden
sich unter dem Proliferationsmedium keine GFAP* Astrozyten, so konnte unter dem
1zu1-Medium in der S16 Zelllinie (M = .03, SF =.003, n = 2353) 3 % und in der S19 Zelllinie
(M =.05, SF=.004, n=3741) 5 % der Gesamtzellzahl als astrozytare Gliazellen identifiziert
werden (Abb. 9).

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbung konnten auch unter dem Differenzierungsmedium
BlllI-Tubulin® Nervenzellen nachgewiesen werden. Darlber hinaus fanden sich NCAM?*
Neuroblasten. Diese beiden Zellpopulationen waren dabei topographisch ahnlich organisiert
wie unter dem 1zu1-Medium. Allerdings zeigte sich im Vergleich zu diesem nur ein halb so
grofl3er Anteil an Neuronen, wahrend sich der Anteil an Neuroblasten in der S13 Zelllinie
(M =.02, SF=.003, n = 2464) verdoppelte. In der S16 Zelllinie (M = .10, SF = .005, n = 3616)
fand sich ebenfalls ein zweimal groRerer Anteil NCAM* Neuroblasten, sodass 10 % der Zellen

positiv waren.

Auch GFAP* Astrozyten konnten nachgewiesen werden. Im Vergleich zum 1zu1-Medium war

deren relatives Vorkommen jedoch in allen drei Zelllinien reduziert (Abb. 10).
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Abb. 9: Neurospharen der drei Zelllinien unter 1zu1-Medium:

Exemplarische Darstellung von Immunfluoreszenzbildern der Neurospharenversuche der drei
Zelllinien unter 1zu1-Medium, Reihe A: Expression von NCAM (griin) und BlI-Tubulin (rot),
Reihe B: Expression von GFAP, DAPI (blau), Malistabbalken = 100 pm
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Abb. 10: Neurosphéaren der drei Zelllinien unter Differenzierungsmedium:

Exemplarische Darstellung von Immunfluoreszenzbildern der Neurospharenversuche der drei
Zelllinien unter Differenzierungsmedium, Reihe A: Expression von NCAM (griin) und
BlI-Tubulin (rot), Reihe B: Expression von GFAP, DAPI (blau), Mafstabbalken = 100 pm
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3.2.3 Differenzierungsverhalten unter chemisch definiertem Medium

Anders als das 1zu1- und das Differenzierungsmedium beinhaltete das Stemcellmedium kein
FCS. Hier wurde ein kommerziell erhaltliches synthetisches Medium mit unbekannter
Zusammensetzung verwendet, welches laut Herstellerangaben die neuralen Stammzellen zur

Differenzierung anregen soll.

Am Ende der 14-tagigen Kultur zeigten sich dichte Neurospharen, die jedoch in den
Randbereichen Adhasionsverluste oberflachlich lokalisierter Zellen aufwiesen. Damit ahnelte

die Morphologie der Neurospharen denen unter Proliferationsbedingungen.

Unter dem Stemcellmedium konnten sowohl BllI-Tubulin* differenzierte Neurone als auch
NCAM* Neuroblasten nachgewiesen werden. Dabei waren diese weniger zentral lokalisiert,
sondern vielmehr im Randbereich der Neurospharen zu finden. Im Vergleich zu den anderen
verwendeten Kulturmedien lag die Anzahl an Neuronen unter der S13 Zelllinie (M = .04,
SF=.004, n=3148) ebenso hoch wie unter dem 1zu1-Medium, wahrend unter der S16
Zelllinie (M = .03, SF=.003, n=4635) mit 3 % und der S19 Zelllinie (M = .02, SF =.002,
n =3080) mit 2 % der grote prozentuale Anteil an BllI-Tubulin® Nervenzellen im Vergleich
aller Kulturmedien zu finden waren. NCAM* Neuroblasten konnten unter der S16 (M = .06,
SF=.004, n=4635) und der S19 Zelllinie (M= .02, SF=.002, n=3080) nachgewiesen
werden, wahrend die S13 Kulturen bei hohem Anteil neuronaler Differenzierung kaum
Neuroblasten zeigten. Mit 2 % lag der Anteil der NCAM* Neuroblasten ahnlich hoch wie unter

Proliferationsbedingungen.

Der Grad der glialen Differenzierung lag unter der S13 (M = .02, SF =.002, n = 3247) sowie
S19 Zelllinie (M = .02, SF = .003, n = 2120) im Vergleich zum Differenzierungsmedium ahnlich

hoch, wahrend unter der S16 Zelllinie kaum gliale Differenzierung stattfand.
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Abb. 11: Neurosphéaren der drei Zelllinien unter Stemcellmedium:

Exemplarische Darstellung von Immunfluoreszenzbildern der Neurospharenversuche der drei
Zelllinien unter Stemcellmedium, Reihe A: Expression von NCAM (griin) und BllI-Tubulin (rot),
Reihe B: Expression von GFAP, DAPI (blau), Maf3stabbalken = 100 um
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3.3 Differenzierungsverhalten der Stammzellen unter Verwendung von Cytodex

Das Differenzierungsverhalten der Neurospharen der drei verwendeten Zelllinien zeigte deren
unterschiedliches Differenzierungspotential in Abhangigkeit verschiedener Medien. Im
folgenden Teil werden diese Untersuchungen erganzt durch zusatzliche Versuchsansatze
unter Verwendung eines Tragermaterials (Cytodex) als Méoglichkeit der Analyse eines
Einflusses der Zell-Matrix-Interaktion auf das Differenzierungsverhalten. Dazu wurden
Suspensionskulturen  unter  Verwendung von  Cytodex mit  herkdmmlichen
Neurospharenversuchen hinsichtlich einer stattfindenden Differenzierung verwendeter NPCs

verglichen.

Wie unter 2.2.4 beschrieben wurden die NPCs zunachst sieben Tage unter 1zu1-Medium in
der Spinnerkultur gehalten, bevor sie nach Besiedlung der Cytodexkugeln mit diesen aus der
Spinnerkultur in eine 24er Lochplatte Uberfihrt wurden. Hier erfolgte die Kultivierung der Zellen
mit den vier unterschiedlichen Medien sowie die tagliche vitalmikroskopische Begutachtung
(Abb. 12). Parallel zum Neurospharenversuch wurden nach insgesamt 14-tagiger Kultur die

Cytodex-Zell-Aggregate fixiert und immunhistochemisch aufgearbeitet.

S13 S16 S19

Abb. 12: Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von 1zu1-Medium:

Exemplarische Darstellung lichtmikroskopischer Bilder der drei Zelllinien im Cytodexversuch,
Reihe A: achter Tag der Kultur insgesamt, erster Tag in 24er Lochplatte; Reihe B: 14. Tag der
Kultur insgesamt, siebter Tag in 24er Lochplatte, MaRstabbalken = 100 ym
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3.3.1 Differenzierungsverhalten unter Proliferationsbedinqgungen

Nachdem die Cytodex-Zell-Aggregate aus der Spinnerkultur in die Lochplatte Uberfihrt
wurden, konnte nach zwei bis drei Tagen ein deutlicher Adhasionsverlust der Zellen am
Tragermaterial detektiert werden. Mit fortlaufender Kultur I6sten sich immer mehr Zellen von
der Cytodexmatrix ab. Am Ende der siebentagigen Kultur befanden sich nur noch wenige
Zellen auf den Cytodexkugeln. Stattdessen waren die Zellen als irregular geformte

Zellaggregate ahnlich wie Neurospharen organisiert.

Da im Versuchsansatz unter Verwendung der Cytodex-Matrix am Ende des Experiments unter
Proliferationsbedingungen nur wenige Zellen direkt in Kontakt zur Oberflache des
Tragermaterials nachgewiesen werden konnten, beziehen sich die vergleichenden Angaben
zu den Experimenten auf diese Aggregate in der Cytodex-Zell-Suspension.

In der Kontrollgruppe (Neurospharen ohne Verwendung von Cytodex) (siehe 2.2.2) fand sich
unter Proliferationsbedingungen am Ende der Kultivierungszeit eine Suspension mit deutlicher
Proliferation unter Bildung von Neurospharen. Unmittelbar an der Neurospharenoberflache
zeigte sich ein schmaler, wenig kompakter Zellsaum als mdgliches Korrelat sich I6sender

Zellen.

Im Parallelansatz formierten sich die von der Matrix geldsten Zellen zu Aggregaten, in denen
sich immunhistochemisch eine groRe Anzahl differenzierter BllI-Tubulin® Neurone sowie
NCAM exprimierender Neuroblasten vorfanden. Sowohl Nervenzellen als auch die
Neuroblasten waren diffus innerhalb der Aggregate verteilt. Wahrend sich im Kontrollansatz
der S13 und S16 Zelllinie keine BllI-Tubulin® Nervenzellen nachweisen lielien, waren unter
Verwendung von Cytodex 6 % der Zellen der S13 Zelllinie (M=.06, SF=.016, W-
Differenz = .06) und 11 % der Zellen der S16 Zelllinie (M = .11, SF = .010, W-Differenz = .11)
positiv auf BllI-Tubulin. Statistisch fand sich ein signifikanter Unterschied auch fiur die S19
Zelllinie mit 4 % BllI-Tubulin® Nervenzellen (M = .04, SF = .013, W-Differenz = .03, p =.041)
wahrend sich im Kontrollansatz nur vereinzelt Neurone fanden. Zudem lag auch die Anzahl an
Neuroblasten in allen drei Zelllinien tGber denen der Kontrollgruppe, wobei sich der grofite
Unterschied unter der S19 Zelllinie fand, in der der Anteil NCAM* Neuroblasten dreimal groRer

war.

Im Hinblick auf eine gliale Entwicklung zeigte sich fur alle drei Zelllinien eine astrozytare
Differenzierung. Dabei waren unter der S16 Zelllinie 11 % der Zellen und unter der S19 Zelllinie
(M= .09, SF =.026, W-Differenz = .09, p = .001) 9 % der Zellen positiv fir GFAP. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe (S16 Zelllinie keine und unter der S19 Zelllinie <1 %) war dieser
Unterschied dabei sehr signifikant. Unter der S13 Zellinie (M=.05, SF=.021,
W-Differenz = .03, p = .343) war der relative Anteil GFAP* Gliazellen mehr als doppelt so grof3.

35



ERGEBNISSE

~
2
T
—
c
O
[
=
2 NCAM B11- Tubulin
25 25
20 20
15 15
10 10
T *
5 5 T
0 3 -] 0
S13 S16 S19 513 S16 S19
Cytodex mSphare Cytodex mSphare
GFAP
25
20
15 .
10 [
5
0 ==
S13 S16 S19
Cytodex m Sphére

Abb. 13: Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von Proliferationsmedium:

Darstellung der Ergebnisse der Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von
Proliferationsmedium, 1: Immunfluoreszenzbilder der Expression von NCAM (grin),
BlI-Tubulin (rot) in der oberen Reihe und GFAP (griin) sowie DAPI (blau) in der unteren
Reihe, der drei Zelllinien mit Cytodex, 2: Diagramme zur Expression von NCAM, BllI-Tubulin
und GFAP der drei Zelllinien mit dem Vergleich von Cytodex und Neurospharenansatz;
Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels in %, Fehlerindikator: Standardfehler,
Signifikanzen: * p < .05. ** p <.01. *** p < .001, Maf3stabbalken = 100 ym
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3.3.2 Differenzierungsverhalten unter Verwendung von FCS-haltigen Medien

Im Vergleich zum Neurospharenansatz zeigten die Stammzellen auch im Cytodexansatz unter
Verwendung von FCS-haltigen Medium eine grofiere Adhasion als unter FCS-freien Medium.
Unter dem 1zu1-Medium fanden sich die Zellen sowohl auf der Cytodex-Matrix als auch in
aggregierter Form zwischen den Cytodexkugeln. Zudem lagen die Cytodexkugeln und
Aggregate ,quervernetzt® als groflere Cytodex-Zell Konglomerate vor (siehe Abb. 12). Unter
dem Differenzierungsmedium mit 10 % FCS fand sich eine hauptsachlich die
Cytodexoberflache bewachsende Kultur. Dabei wiesen die Zellen dieses Ansatzes im
Vergleich zum Ansatz unter Verwendung von 1zu1-Medium eine hdhere morphologische
Differenzierung und geringere Zellzahl auf, entsprechend war die Anzahl grélerer

Zellaggregate in Suspension gering.

Immunhistochemisch zeigten sich unter Verwendung des 1zu1-Mediums in Kombination mit
der Cytodex-Matrix einige differenzierte BllI-Tubulin® Neurone und eine grof3e Zahl von NCAM
exprimierenden Neuroblasten. Im Vergleich zum Kontrollansatz konnten ahnlich viele Neurone
in der S13 sowie S16 Zelllinie beobachtet werden. Den Beobachtungen der Vitalmikroskopie
entsprechend war bei dieser immunzytochemischen Analyse ein hochsignifikanter
Unterschied gegeben und der prozentuale Anteil BllI-Tubulin® Zellen der S19 Zelllinie (M = .04,
SF =.005, W-Differenz = .04, p <.001) zwdlfmal gréRer als unter dem Kontrollansatz. Auch
der Unterschied in der Menge an Neuroblasten zur Kontrollgruppe prasentierte sich unter allen
drei Zelllinien als hoch signifikant. Dabei war der relative Anteil NCAM* Neuroblasten im
Vergleich zur Kontrollgruppe in der S13 Zelllinie (M =.09, SF=.004, W-Differenz = .08,
p <.001) dreimal, in der S16 Zelllinie (M = .09, SF = .006, W-Differenz = .05, p <.001) mehr
als doppelt und S19 Zelllinie (M = .22, SF = .010, W-Differenz = .17, p < .001) mehr als viermal
so grof. Innerhalb der Cytodex-Zell- Aggregate waren die differenzierten Neurone haufig nah
beieinander zu finden. Vielfach fanden sich diese BllI-Tubulin® Neurone in unmittelbarer Nahe

zu NCAM* Zellen, die vorzugsweise in ,Neuroblastennestern® organisiert waren.

Es wurde ebenfalls die Zellzahl und relative Haufigkeit (positiver Zellen fur einen
Immunfluoreszenzmarker) der Zellen ermittelt, die direkt mit dem Cytodex in Kontakt standen.
Im direkten Kontakt mit der Cytodex-Matrix zeigte sich eine noch gréRere Dichte NCAM* und
BlI-Tubulin® Zellen. Im statistischen Vergleich der drei Zelllinien wuchs dabei der Anteil von
Neuroblasten von der S13 bis zur S19 Zelllinie an, sodass sich unter der S19 Zelllinie (M = .46,
SF =.025, n = 403) fast die Halfte der Zellen in unmittelbarer Nahe zur Matrix positiv fir NCAM
zeigten (Abb. 15 ). Bei Betrachtung nur der Zellen mit direkten Cytodexkontakt war der Anteil
BllI-Tubulin® Neurone unter der S16 Zelllinie siebenmal und unter der S19 Zelllinie doppelt so

grof.
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In allen drei Zelllinien fanden sich ebenfalls zahlreiche Astrozyten. Dabei lag die Zahl GFAP*
Zellen in jeder Zelllinie Uber denen der Kontroligruppe. Unter der S16 Zelllinie (M = .06,
SF = .006, W-Differenz = .03, p < .001) war der Anteil GFAP* Astrozyten doppelt und unter der
S19 Zelllinie (M = .14, SF=.008, W-Differenz = .09, p <.001) fast dreimal so grof3. Unter
diesen beiden Zelllinien war dies ein hoch signifikanter Unterschied. Der Anteil von Astrozyten
lag bei Betrachtung des direkten Cytodexkontaktes unter der S13 Zelllinie (M = .43, SF = .027,
n = 340) bei 43 % und unter der S19 Zelllinie (M = .24, SF = .023, n = 348) bei 24 % und damit

noch hoher.
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Abb. 14: Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von 1zu1-Medium:

Darstellung der Ergebnisse der Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von
1zu1-Medium, 1: Immunfluoreszenzbilder der Expression von NCAM (grtn), BllI-Tubulin (rot)
in der oberen Reihe und GFAP (griin) sowie DAPI (blau) in der unteren Reihe, der drei
Zelllinien mit Cytodex, 2: Diagramme zur Expression von NCAM, BlII-Tubulin und GFAP der
drei Zelllinien mit dem Vergleich von Cytodex und Neurospharenansatz; Darstellung des
gewichteten arithmetischen Mittels in %, Fehlerindikator: Standardfehler, Signifikanzen: *
p<.05 *p<.01.** p<.001, MaBstabbalken = 100 ym
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Unter dem Differenzierungsmedium fand sich eine grofle Anzahl an differenzierten
BllI-Tubulin® Neuronen. Unter allen drei Zelllinien lag die Menge BllI-Tubulin* Zellen deutlich
Uber der der Kontrollgruppe und es zeigte sich unter jeder Zelllinie im Vergleich zum
Neurosphdrenansatz ein hoch signifikanter Unterschied. Dabei fand sich mit 24 % ein
zwolffach hdherer Anteil BllI-Tubulin® Neurone unter der S13 Zelllinie (M = .24, SF = .012,
W-Differenz = .22, p < .001), sowie sechsmal mehr unter der S16 Zelllinie (M = .06, SF = .005,
W-Differenz = .05, p <.001) und siebenmal mehr unter der S19 Zelllinie (M = .07, SF = .007,
W-Differenz = .07, p <.001). Daneben waren auch zahlreiche NCAM exprimierende
Neuroblasten zu beobachten. Deren Anzahl war im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Ausnahme der S13 Zelllinie gréfier. Hier waren nur halb so viele Neuroblasten zu finden. Unter
der S16 Zelllinie (M = .13, SF =.007, W-Differenz = .04, p <.001) waren es 3 % mehr und
unter der S19 Zelllinie (M = .23, SF = .012, W-Differenz = .19, p <.001) war der prozentuale

Anteil fast sechsmal so hoch.

1zu1- Medium Differenzierungsmedium
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50 | — . 50 |
40 | 40 |
30 | - 30 | .
20 [ ' 20 | 'I —
T
of M. wm ull " al
S13 S16 S19 S13 S16 S19
NCAM mBIll- Tubulin mGFAP NCAM mRlll- Tubulin mGFAP

Abb. 15: Direkter Cytodexkontakt der Zellen der Cytodex-Zell-Suspension:

Darstellung der Ergebnisse der Expression von NCAM, BllI-Tubulin und GFAP bei direktem
Cytodexkontakt der drei Zelllinien unter 1zu1- Medium (links) und unter
Differenzierungsmedium (rechts), Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels in %,
Fehlerindikator: Standardfehler

Bei Betrachtung des direktes Cytodexkontaktes waren 39 % der Zellen unter der S13 Zelllinie
(M= .39, SF=.020, n =601) BllI-Tubulin® Nervenzellen. Der prozentuale Anteil unter der S16
Zelllinie war mit 22 % fast viermal und unter der S19 Zelllinie mit 16 % mehr als doppelt so
hoch (Abb. 15). Die beobachteten Neurone wiesen dabei teils lange Zellauslaufer auf, die sich

entlang der Matrixoberflache finden lieen.

Im Hinblick auf die gliale Differenzierung fanden sich unter allen Zelllinien auch zahlreiche
GFAP* Gliazellen. Unter diesen Differenzierungsbedingungen zeigte sich unter der S13
Zelllinie (M = .35, SF = .015, W-Differenz = .32, p <.001) die héchste Anzahl an Astrozyten,
die unter allen Medien und Zelllinien Gberhaupt gefunden werden konnte. Der prozentuale
Anteil war mehr als siebzehnmal so grof3 im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Unter der S16
Zelllinie (M = .08, SF = .005, W-Differenz = .06, p < .001) war der Anteil mit 8 % viermal und
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unter der S19 Zelllinie (M = .11, SF =.010, W-Differenz = .08, p <.001) mit 11 % mehr als

dreimal so grof}.

In der S13 Zelllinie (M = .63, SF = .023, n = 440) waren fast zwei Drittel der Zellen mit direktem
Cytodexkontakt GFAP*. Der Anteil war vergleichend mit allen Zellen also auch denen ohne
Cytodexkontakt mit 23 % unter der S16 Zelllinie fast dreimal und unter der S19 Zelllinie mit 20

% fast doppelt so hoch unter Betrachtung des direkten Cytodexkontaktes.
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Abb. 16: Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von Differenzierungsmedium:

Darstellung der Ergebnisse der Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von
Differenzierungsmedium, 1: Immunfluoreszenzbilder der Expression von NCAM (grun),
BlI-Tubulin (rot) in der oberen Reihe und GFAP (griin) sowie DAPI (blau) in der unteren
Reihe, der drei Zelllinien mit Cytodex, 2: Diagramme zur Expression von NCAM, BllI-Tubulin
und GFAP der drei Zelllinien mit dem Vergleich von Cytodex und Neurospharenansatz;
Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels in %, Fehlerindikator: Standardfehler,
Signifikanzen: * p < .05. ** p < .01. *** p < .001, Mal3stabbalken = 100 ym
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3.3.3 Differenzierungsverhalten unter chemisch definiertem Medium

Auch unter dem Stemcellmedium kam es nach zwei bis drei Tagen zu einem Adhasionsverlust
vieler Zellen an den Cytodexkugeln. Ein Grofteil dieser abgeldsten Zellen bildete erneut
Neurospharen-ahnliche Aggregate aus. Nur ein vergleichsweise kleiner Anteil der Zellen

verblieb Uber den Beobachtungszeitraum auf der Matrix.

Unter dem Stemcellmedium fanden sich unter allen drei Zelllinien morphologisch differenzierte
Neurone. Wahrend der Anteil unter der S13 Zelllinie im Vergleich zum Kontrollansatz mit 4 %
gleich gro® war, war der prozentuale Anteil unter der S16 Zelllinie (M= .06, SF=.004,
W-Differenz = .03, p <.001) doppelt und unter der S19 Zelllinie (M=.16, SF=.016,
W-Differenz = .14, p < .001) achtmal so grof3 im Vergleich zum Kontrollansatz (sieche Abb. 17).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Anteil NCAM* Neuroblasten.

Innerhalb der Cytodex-Zell-Aggregate fanden sich zahlreiche Astrozyten. Dabei zeigte sich ein
hoch signifikanter Unterschied in der Anzahl GFAP* Zellen unter allen drei Zelllinien gegenlber
den Neurospharen. Der prozentuale Anteil der S13 Zellinie (M=.06, SF=.006,
W-Differenz = .04, p <.001) war dreimal und unter der S19 Zelllinie (M= .17, SF=.013,
W-Differenz = .15, p <.001) mit 17 % mehr als achtmal so grol3 im Vergleich zum

Kontrollansatz.
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Abb. 17: Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von Stemcellmedium:

Darstellung der Ergebnisse der Cytodex-Zell-Suspension unter Verwendung von
Stemcellmedium, 1: Immunfluoreszenzbilder der Expression von NCAM (grin), BllI-Tubulin
(rot) in der oberen Reihe und GFAP (griin) sowie DAPI (blau) in der unteren Reihe, der drei
Zelllinien mit Cytodex, 2: Diagramme zur Expression von NCAM, BlII-Tubulin und GFAP der
drei Zelllinien mit dem Vergleich von Cytodex und Neurospharenansatz; Darstellung des
gewichteten arithmetischen Mittels in %, Fehlerindikator: Standardfehler, Signifikanzen: *

p <.05.* p<.01.** p<.001, Malistabbalken = 100 um
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3.3.4 Differenzierungsverhalten in Abhangigkeit vom Entwicklungstaq
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Abb. 18: Heatmap:

Darstellung der Expression von GFAP, NCAM und BllI-Tubulin jeweils mit dem Vergleich der
drei Zelllinien innerhalb eines Kulturmediums (links) im Cytodex (oben) und
Neurospharenversuch (unten); Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels in %
farbcodiert als Heatmap, rechts befindet sich die Farbskala. Die Pfeile zeigen zwischen
welchen beiden Zelllinien ein Vergleich aufgestellt wird. Signifikanzen: * p <.05. ** p <.01. ***
p < .001

Neben dem Vergleich der neuronalen und glialen Differenzierung der NPCs in Abhangigkeit
des verwendeten Mediums als Cytodex und Neurospharenversuch wurde das
Differenzierungsverhalten der verwendeten Zellen in Abhangigkeit vom Entwicklungstag auf
ihre moglichen stadienspezifischen Unterschiede untersucht als Hinweis auf eine intrinsische
Pragung der jeweiligen Zelllinie. Dieser Vergleich der hier verwendeten Zelllinien, die an
unterschiedlichen Entwicklungstagen enthommen wurden, zeigte neben Gemeinsamkeiten
auch deutliche Unterschiede im Hinblick auf das Differenzierungsverhalten der striatalen NPCs

sowohl im Neurospharenversuch als auch im Cytodexversuch.

Far alle Zellinien wird aus der Heatmap ersichtlich, dass Differenzierungsvorgange
praferenziell im Cytodexversuch ablaufen. Wie durch die einzelnen Vergleiche zwischen den
Zelllinien innerhalb der Heatmap gezeigt, bestehen signifikante Unterschiede im
Differenzierungsverhalten sowohl im Neurosphéaren- als auch Cytodexversuch. Viele hoch
signifikante Unterschiede innerhalb der drei Zelllinien finden sich unter den FCS-haltigen

Medien und hier fuhrend unter dem Differenzierungsmedium. Deutlich wird hier vor allem die
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sich reduzierende Zahl an BllI-Tubulin®* Neuronen mit steigenden Zellalter und parallel ein
Abfall innerhalb der Neuroblastenzahl. Ein Anstieg innerhalb der Anzahl GFAP* Astrozyten mit

steigenden Zelllinienalter findet sich unter dem Stemcellmedium.
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34 Differenzierungsverhalten in zweidimensionaler Kultur

Neben den dreidimensionalen Versuchen zum Differenzierungsverhalten von Neurospharen
und der Ansatze unter Verwendung von Cytodex wurde in explorativen Ansatzen unter
Verwendung zweidimensionaler Kulturen das Verhalten unter Differenzierungsbedingungen
erganzend beobachtet. Dieser Ansatz erlaubt in Erganzung der entsprechende Auswertung
dreidimensionaler Kulturen einen methodisch einfacheren Weg zur Abschatzung des
Differenzierungsverhaltens hinsichtlich Fortsatzbildung bzw. -lange in zweidimensionaler

Anordnung.

Dazu wurden Uber eine Zeitspanne von sieben Tagen die Stammzellen in adhasiven
Kulturschalen inkubiert. Nach immunhistochemischer Farbung prasentierten sich fir alle
verwendeten Zelllinien in Ubereinstimmung mit der embryonalen Herkunft BIlI-Tubulin®
Neurone mit morphologisch ausgepragtem Differenzierungsgrad als multipolare Neurone mit

zum Teil langen Zellauslaufern, die sich haufig in Zellnestern organisierten.

S13 S16 S19

uingnl -1y

Abb. 19: Zweidimensionale Adhasionskultur der drei Zelllinien:

Exemplarische Darstellung von Immunfluoreszenzbildern mit der Expression von BllI-Tubulin
(rot), DAPI (blau) der drei Zelllinien unter Differenzierungsmedium, Maf3stabbalken = 50 um
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Iv. Diskussion

Als Beitrag zu der Frage nach der raumlich-zeitlichen Spezifizierung von neuralen
Stammzellen wurden in der hier vorgelegten Arbeit in einem in vitro Ansatz Zelllinien aus
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Striatogenese hinsichtlich ihrer neuronalen und
makroglial-astrozytaren Differenzierungspotenziale untersucht. Als mogliche Faktoren einer
differentiellen Interaktion mit den hier verwendeten neuralen Vorlauferzellen der Ratte wurden
verschiedene Nahrmedien mit unterschiedlicher Zusammensetzung ihrer I6slichen
Komponenten verwendet. Der experimentelle Ansatz wurde erweitert durch deren
Verwendung in Kombination mit einem kollagenhaltigen zelladhasiven Substrat als Simulation

einer Extrazellularmatrix.

Im folgenden Abschnitt sollen vor dem Hintergrund der gewonnenen Erkenntnisse die anfangs

aufgestellten Hypothesen diskutiert werden:

1. Die verschiedenen Medien unterscheiden sich in ihrem Einfluss auf das

Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.
2. Die EZM beeinflusst das Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.

3. Die loslichen Faktoren in Kombination mit der EZM zeigen einen komplexen,

unterschiedlich groRen Einfluss auf die Neuro- und Gliogenese der NPCs.

4. Es bestehen alters- bzw. stadienspezifische Unterschiede hinsichtlich des neuronalen
und makroglialen Differenzierungspotenzials der NPC in komplexer Abhangigkeit von

|6slichen Faktoren und EZM.

Die Versuchsergebnisse zeigen die Neurogenese verschiedener Populationen von neuralen
Vorlauferzellen in vitro als multifaktorielles Ereignis das neben intrinsischen Eigenschaften der
Zellen entscheidend durch den experimentellen Aufbau insbesondere durch die
Kulturbedingungen beeinflusst wurde. Im Fokus der Diskussion steht zu Beginn die Analyse
der Ergebnisse zu den unterschiedlichen Effekten der l6slichen Faktoren auf das
Differenzierungspotential der NPC, bevor in einem zweiten Schritt der Einfluss der EZM bzw.
die Kombination I6slicher Faktoren mit der EZM hinsichtlich einer méglichen (astrozytaren oder
neuronalen) Linienspezifitat auf diese diskutiert wird. Dabei werden stets die stadien- bzw.
altersspezifischen Unterschiede im Hinblick auf eine intrinsische Pragung neuraler
Stammzellen der Entwicklungstage E13, E16 und E19 unter der Verwendung der

unterschiedlichen Kulturbedingungen beleuchtet.
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4.1 Einfluss unterschiedlicher I6slicher Faktoren auf das Differenzierungspotenzial

Die drei verwendeten Zelllinien stammen von unterschiedlichen, kritischen Zeitpunkten der
neuralen Entwicklung des Striatums. Wahrend sich um den E13 bei der Ratte zunachst
hauptsachlich Vorlauferzellen der striosomalen Projektionsneurone finden lassen, kénnen zu
den spateren Zeitpunkten E16 und E19 in verschiedener Menge Vorlauferzellen der
Matrixneurone sowie Gliazellen beobachtet werden [13, 108]. Diese in vivo beobachteten
stadien- bzw. altersspezifischen Unterschiede sollen im Folgenden unter dem Einfluss der
verschiedenen lI6slichen Faktoren mit den in vitro Beobachtungen dieser Experimente

verglichen werden.

Unter  Proliferationsmedium  kultivierte  Neurospharen  wiesen eine  typische
radiarsymmetrische Morphologie auf und waren am Ende der 14-tagigen Kultur im Schnitt um
die 500-600 um grof3. Gemessen an der SpharengrofRe fand sich mit zunehmendem Alter der
Zelllinie (von S13 bis S19) eine abnehmende Proliferationsrate. Diese Beobachtungen zeigen
damit eine Ubereinstimmung mit Befunden zur striatalen Entwicklung bei der Maus und bei
der Ratte. Fir diese Spezies konnte bereits gezeigt werden, dass es zu einer sequenziellen
Entstehung der verschiedenen MSNs aus unterschiedlichen Subpopulationen des
Ganglienhliigels kommt und NPCs spaterer Zeitpunkte geringere Proliferationsraten

aufweisen, so z.B. im Kontext der Entwicklung peristriosomaler MSNs [13, 21].

Unter Verwendung des Proliferationsmediums kam es mit zunehmender Kulturdauer zur
Lésung einzelner Zellen aus dem Zellverband, welches sich durch freie Zellen in Spharenndhe
zeigte. In vergleichbaren Spharenexperimenten finden sich in der Literatur variierende
Angaben zur Kulturdauer (3-21 Tage) jedoch ahnliche Spharengrofien im Bereich von 170 ym
bis zu 700 um wieder [109, 110]. Als Ursache der geldsten Zellen im Randbereich scheint die
SpharengréfRe als wenig wahrscheinlicher Parameter, da als Ausdruck einer problematischen
Diffusionsstrecke vermehrt ein zentraler Zelluntergang beobachtet werden muisste [75]. Da es
sich bei der Bildung von Neurospharen um eine typische NPC-Eigenschaft handelt [107],
kénnte es sich bei den geldsten Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit um bereits initial
differenzierte neurale Zellen handeln, die sich aufgrund veranderter Oberflacheneigenschaften
aus dem kompakten Zellverband der Spharen geldst haben. Diese Beobachtung einer spontan
ablaufenden Differenzierung der NPC auch unter Proliferationsbedingungen sollte in
zukunftigen Experimenten zur vertiefenden Betrachtung einer mdglichen linienspezifischen
glialen bzw. neuronalen Differenzierung weiter untersucht werden. Offen bleibt auch, ob es
sich trotz vorsichtiger Handhabung, um ein apparativ bedingtes Artefakt handeln kénnte, das

durch mechanische Krafte wahrend des Mediumwechsels induziert wurde.
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Innerhalb des Zellverbandes der Neurosphare fanden sich unter diesen Kulturbedingungen
nahezu keine neuronal oder glial ausdifferenzierten Zellpopulationen. Organisiert als
kompakte Gruppe oder Nester konnten jedoch vereinzelt Neuroblasten innerhalb der Spharen
der S19 Zelllinie identifiziert werden. Diese Beobachtungen entsprechen den Beobachtungen
zur regionalen Spezifizierung der neuralen Vorlauferzellen in Neurospharen mit kompakt
organisierten, innerhalb der Neurosphare lokalisierten Zentren neuronal bzw. glial
differenzierter Zellen [107]. Diese Ergebnisse unterstiitzen die oben genannte Vermutung,
dass sich trotz Verwendung eines Proliferationsmediums mit Verwendung von WF einzelne
NPCs der Neurosphare aufgrund lokaler Faktoren in Richtung von Neuro- bzw. Glioblasten
entwickeln kénnen. Dabei kann es sich innerhalb der Sphare um primar zellular vermittelte
Phanomene handeln, bei denen spontan differenzierte NPC als ,Kristallisationspunkt® die
umliegenden Zellen hinsichtlich ihrer Differenzierung in die gleiche Richtung beeinflussen und
somit lokal die Konzentration von Neuroblasten erhéhen [66]. Ob und in welchem Umfang eine
mogliche lokale Beeinflussung Uber parakrine Signale oder direkt Uber Nexus bzw. gap

junctions vermittelt wird, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen [69].

In der geringen Anzahl ausdifferenzierter Nerven und Gliazellen unter den geschilderten
Proliferationsbedingungen zeigt sich die Neuro- bzw. Gliogenese als Ergebnis eines
multifaktoriellen Wechselspiels intrinsischer und extrinsischer Faktoren. Proliferierende NPCs
bendtigen externe Stimuli, damit sie sich aus ihrer mitotisch aktiven Form tber Tochterzellen
zu postmitotischen Neuronen oder Gliazellen entwickeln kénnen [32, 47, 54, 111]. Die im
Proliferationsmedium vorkommenden Wachstumsfakioren EGF und FGF-2 sorgen als
positives Selektionsmerkmal quantitativ fur einen proliferierenden Zustand und erlauben damit
nur eine geringere Differenzierung. Damit entspricht das Verhalten der Zellen in
Kulturbedingungen der Situation in vivo. Besonders FGF-2 sorgt in vitro fir das Verbleiben der
NPCs in ihrem Stammzellzustand und findet sich daher auch in der Stammzellnische wieder
[59].

Wahrend unter der Nutzung von Proliferationsmedium zusammenfassend nur eine geringe
Differenzierung zu sehen ist, sollten Differenzierungsvorgange der hier verwendeten NPCs
verstarkt unter Kulturbedingungen mit verringerter Konzentration oder dem Fehlen von
EGF/FGF-2 in den Kulturmedien zu erwarten sein (Negativselektion der NPC). Zudem kann
die Neurogenese in vitro durch den Einsatz neurogener Faktoren erhdht werden (positive
Selektion). Ein solcher Ansatz ergibt sich bei der Verwendung von FCS. Es handelt sich dabei
um einen weit verbreiteten Medienzusatz bei in vitro Untersuchungen von neuronalen
Differenzierungs- und Reifungsvorgangen. Dabei ist FCS durch seinen hohen Gehalt an

neuroinduktiven WF sowie weiteren neuroprotektiven Stoffen charakterisiert [112].
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Unter den in dieser Arbeit genutzten FCS-haltigen Medien finden sich nicht nur in allen drei
Zelllinien NCAM* Neuroblasten wieder, vielmehr kdnnen auch morphologisch differenzierte
BllI-Tubulin® Neurone und einige GFAP* Gliazellen beobachtet werden. Bedingt durch den
dreidimensionalen experimentellen Ansatz zeigen diese Neurone in den hier untersuchten
Schnittpraparaten der Spharen Uberwiegend nicht das vollstandige Bild ihrer Differenzierung
(mit nur darzustellenden Soma-nahen Zellauslaufer) und erlauben daher weniger
morphologische Beurteilung als konventionelle Adhasionskulturen unter Verwendung von

Kulturschalen.

Als  entscheidender  Vortell der  hier  durchgefiihrten Untersuchung der
Differenzierungsvorgédnge von NPCs in dreidimensionalen Spharen erweist sich die
Betrachtung raumlich-zeitlicher Ablaufe. In diesem Zusammenhang ist das praferentielle
Vorkommen von BllI-Tubulin* Neuronen in unmittelbarer Nahe zu Neuroblasten zu erwahnen.
Wahrend die NCAM* Neuroblasten innerhalb des Zellverbandes lokal als ,Zellnester”
akkumulieren, finden sich die differenzierten Nervenzellen Uberwiegend an dessen
Randbereichen wieder. Diese Beobachtung deckt sich mit der bereits diskutierten Vermutung
des Vorkommens von lokalen Signalzentren, in denen sich die jeweilige Konzentration
verschiedener proneurogener Faktoren durch gegenseitige (zellular oder humoral vermittelte)
Beeinflussung von NPCs erhéhen kénnte, in dessen Folge sich vermehrt Tochterzellen als
Neuroblasten entwickeln und damit in ihrer Nachbarschaft die Zahl von morphologisch

differenzierten Neuronen ansteigen lasst [66, 69].

Enthalten im 1zu1-Medium findet sich neben den Faktoren des Proliferationsmediums (EGF,
FGF-2) auch das FCS wieder. Dieses sollte durch enthaltenen neuroinduktiven Stoffe zu einer
vermehrten Differenzierung fihren [112]. Unter der Annahme eines linearen
konzentrationsabhangigen Effektes sollte eine Konzentrationserhohung des FCS durch
Nutzung des Differenzierungsmediums auch in einer gréfieren Anzahl differenzierte Zellen
resultieren. Ein solcher Effekt Iasst sich jedoch nicht beobachten, wobei die Ursache daflr
unklar bleibt. Ein mdglicher Erklarungsansatz koénnte im Fehlen weiterer I8slicher und

mechanischer Komponenten der Stammzellnische liegen.

Die Bedeutung der in ihrer genauen Zusammensetzung unbekannten Faktoren des FCS zeigt
sich auch unter Verwendung des rein synthetischen Stemcellmediums. Es finden sich mehr
Nervenzellen unter der S16 sowie S19 Zelllinie als unter allen anderen Medien, jedoch ohne
den Nachweis entsprechender Mengen an Neuroblasten. Atypisch im Vergleich zu den beiden
FCS-haltigen Medien liegen die Neurone jedoch vermehrt im Randbereich und nicht wie in
Kultivierungsansatzen unter Verwendung serumhaltiger Medien in der Spharenmitte [107].
Begleitend kommt es wie auch unter dem Proliferationsmedium zu einem Adhasionsverlust

einiger Zellen im Randbereich der Spharen. Ungeklart bleibt, ob die oberflachennahe Lage der
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differenzierten Nervenzellen durch vorangegangene Abldésung ehemals randstandiger Zellen
begriindet sein kénnte, wodurch vormals zentralwarts gelegene Schichten mehr nach aulen
gelangen wurden. Allerdings zeigen die Ergebnisse die ausgepragte
neurodifferenzierungsférdernde Wirkung Wirkung des Mediums in Kombination mit einer
geringeren Zahl immunzytochemisch nachweisbarer NCAM* Neuroblasten. Dies lasst die
Vermutung zu, dass sich unter diesen Kulturbedingungen, die NPCs unter verkurzter

Ubergangszeit als Neuroblasten vermehrt in Neurone differenziert haben.

Das chemisch definierte Medium bietet sich damit aufgrund der definierten, d.h.
reproduzierbaren Zusammensetzung an proneurogenen Stoffen als Medium der Wahl bei
Untersuchungen zur neuronalen Differenzierung in vitro an. Variation der
Zelldifferenzierungen durch chargenspezifische Unterschiede der im FCS enthaltenen Stoffen

kénnen so vermieden werden[112].

Zusammenfassend kann die erste Hypothese: ,Die verschiedenen Medien unterscheiden sich
in ihrem Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.“ nicht verworfen
werden, da sich diesbeziiglich grof3e statistisch hochsignifikante Unterschiede in Abhangigkeit

vom verwendeten Medium feststellen lassen.

Zudem zeigen diese Beobachtungen, dass zwar alle drei Zelllinien das
Differenzierungspotential besitzen, Neuroblasten und Nervenzellen sowie Gliazellen
hervorzubringen, unter den gleichen Kulturbedingungen jedoch teilweise stadien- bzw.
altersspezifische Unterschiede im Hinblick auf Menge und Zusammensetzung differenzierter

Zellen bestehen.

Vor diesem Hintergrund ist von intrinsischen Unterschieden der Zelllinien auszugehen. Dabei
ist anzunehmen, dass sich die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien spaterer embryonaler
Herkunft durch eine bereits in vivo, also vor Isolierung eingesetzte, ortstypische Spezifizierung
in ihrer Potenz von denen friherer Herkunft unterscheiden, sie also nicht mehr in der Lage
sind, differenzierte Zellen in vergleichbarem Ausmal} hervorzubringen wie die NPCs jlingeren
Embryonalalters (S13 Zelllinie). Damit entsprechen diese Beobachtungen vergleichbaren
Untersuchungen unter Verwendung von NPCs der Maus. Innerhalb verschiedener
aufeinanderfolgender Phasen der Striatogenese entstehenden aus den NEP des LGE
unterschiedlichen Subpopulationen von NPCs, aus denen zeitlich gestaffelt die MSNs des
Striosomen- und Matrixkompartimentes hervorgehen [39, 113]. Dabei werden in diesen
Untersuchungen vor allem zwei NPC-Populationen unterschieden, die anhand ihrer
Lokalisation in Bezug auf den primitiven Ventrikel in apikale (alPs) und basale Intermediare
Vorlauferzellen (bIPs) unterschieden werden. Sequenziell entstehen zunachst aus alPs die
striosomalen MSNs und zu einer spateren Phase der striatalen Entwicklung aus blIPs die
MSNs des Matrixkompartiments [21, 43, 114].
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Obwohl unter einem weniger komplexen Einfluss durch 16sliche und zellulare Stoffe als in der
in vivo Stammzellnische stehend, zeigen die hier untersuchten Zellen ein jeweiliges Verhalten,
dass mit der Annahme stadienspezifischer Charakteristika korreliert. Ohne dass das komplexe
multifaktorielle Wechselspiel aus intrinsischen und extrinsischen Faktoren in vivo in gleichen
Umfang bei den hier durchgeflihrten in vitro Ansatzen abgebildet wird, dienen die hier
vorgestellten Ergebnisse als weiterer Schritt zum vertieften Verstandnis intrinsischer
Mechanismen des  Differenzierungsverhaltens  striataler NPCs  verschiedenen

Entwicklungsalters.
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4.2 Einfluss der Extrazellularmatrix auf das Differenzierungsverhalten der NPCs

Nachdem im vorherigen Abschnitt der Einfluss I6slicher Faktoren auf das
Differenzierungsverhalten der NPCs diskutiert wurde, wird im folgenden Teil dieser Ansatz
durch zusatzliche Verwendung eines dreidimensionalen, kollagenhaltigen Tragermaterials
(Cytodex) erweitert. Hintergrund eines solchen Ansatzes stellen Versuche zur Etablierung

eines artifiziellen Ersatzes einer Stammzellnische dar.

In vivo ist diese innerhalb der VZ und SVZ durch das Vorkommen einer komplexen EZM [115—
118] in Kombination mit diversen Idslichen Faktoren charakterisiert, die Neuro- und Gliogenese
regulieren [119, 120]. Neben der Bedeutung der EZM fir die Effekte 16slicher Faktoren durch
Aufbau von Gradienten [121], Prasentation sowie Korezeptorfunktionen spielt ebenfalls die
mechanische Interaktion [68, 122] mit Stamm- und Tochterzellen eine Rolle hinsichtlich

Zellzyklus und Differenzierungsverhalten [51, 53, 54, 117].

Die hier durchgeflihrten Versuche bestatigen die Bedeutung des Kollagens als Bestandteil der
EZM [68] fur das Verhalten der verwendeten NPCs und ihrer Tochterzellen hinsichtlich ihrer

spezifischen Wirkung auf Adhasion und Differenzierungsverhalten [75].

Bevor im folgenden Abschnitt auf die genaueren Ergebnisse der Experimente unter
Verwendung von Cytodex eingegangen und diese im Kontext von Befunden aus der Literatur
betrachtet werden sollen, werden zunachst die charakteristischen kardinalen Unterschiede zu
den Parallelansatzen ohne Matrixkomponenten vorgestellt. Unter Verwendung von Cytodex
zeigte sich flr die Uberwiegende Mehrheit der verwendeten Kulturmedien bzw. Zelllinien
prozentual deutlich mehr differenzierte Zellen als im matrixfreien Parallelansatz. Dabei war
insbesondere die Zahl an GFAP* Gliazellen unter jedem Kulturmedium unabhangig von der
Zelllinie gréler als im entsprechenden parallelen Neurospharenversuch. Mit einzelnen
Ausnahmen war dies auch fiir die NCAM* Neuroblasten und BllI-Tubulin* Neurone der Fall. Im
Zusammenhang mit der Vergleichbarkeit dieser Vorgange der Neurogenese mit der in vivo
ablaufenden Striatogenese bestatigen diese Ergebnisse die Validitat der hier erhobenen

Befunde einer intrinsischen Pragung der NPCs verschiedenen Entwicklungsalters.

Geordnet nach den genutzten Medien (Proliferationsmedium, FCS-haltige Medien mit und
ohne WF [1zu1-/Differenzierungsmedium], Stemcellmedium) sollen in den anschlieRenden
Abschnitten systematisch die Unterschiede zum matrixfreien Parallelansatz sowie deren
Diskussion vor dem Hintergrund bereits gewonnener Erkenntnisse mit der Literatur diskutiert
werden. Dabei wird jeweils zunachst die neuronale und in einem zweiten Schritt die gliale
Differenzierung diskutiert, bevor zusammenfassend eine Aussage zu stadienspezifischen

Unterschieden erfolgt.
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Bereits unter Proliferationsbedingungen zeigte sich im Vergleich mit den Ergebnissen der
matrixfreien Kontrollversuche ein deutliches Differenzierungspotenzial. Mit einem Anteil von 4-
11 % an BllI-Tubulin® Neuronen und 5-11 % an GFAP* Gliazellen an der Gesamtpopulation
konnten unter der Cytodexkultur prozentual deutlich mehr differenzierte Neurone und
Gliazellen als im parallelen Neurospharenversuch beobachtet werden. Da es wie bereits zuvor
geschildert mit fortschreitender Kulturdauer zum Kontaktverlust der Zellen mit der
Matrixoberflache kam und gegen Ende der 14-tdgigen Kultur nur noch eine geringe Anzahl an
Zellen direkten Kontakt zum Cytodex besallen, war der Matrixeffekt dabei auf ein kirzere
Zeitdauer als die Gesamtkulturzeit beschrankt. Der Kontaktverlust der Zellen unter
Proliferationsbedingungen beschrankte sich dabei nicht nur auf die differenzierten, sondern
auch die undifferenzierten Zellen. Die noch adhadsiven Zellen waren jedoch zu weit
Uberwiegenden Teilen differenzierte Zellen. Unter Einbeziehung dieser Untersuchungen
lassen die hier erhobenen in vitro Beobachtungen den Schluss zu, dass bereits der passagere
Kontakt von NPCs zu Bestandteilen der EZM ausreichen kann, um ihre vermehrte

Differenzierung zu induzieren.

Das wirft die Frage auf, wie die Interaktion der NPCs in den vorliegenden Untersuchungen
zum Cytodex erfolgt ist. Aus den in vivo Beobachtungen zu Untersuchungen der SVZ zeigt
sich, dass vermittelt Gber EZM-Bestandteile wie HSPGs [123] und Perlecane [124] die Effekte
I6slicher Faktoren [121] verstarkt werden kénnen. Dies kann wie im Beispiel von FGF-2
dariber vermittelt werden, dass der FGF-2-Ligand-Rezeptor-Komplex stabilisiert wird
und/oder darlber, dass (Uber Adapterproteine vermittelte Korezeptorfunktionen
wahrgenommen werden [83, 84, 115]. FGF-2 sorgt quantitativ fur einen proliferierenden
Stammzellzustand [59]. Allerdings zeigte sich mit Blick auf die Verwendung von Kollagen und
FGF-2 in den hier vorgestellten Untersuchungen keine Verstarkung der FGF-2 vermittelten
Wirkung im Sinne der Konservierung des proliferierenden Stammzellzustandes, da es
vermehrt zu Differenzierungsvorgangen kam. Vergleichend mit Befunden aus der aktuellen
Literatur kann FGF-2 allerdings auch alleine einen neuroinduktiven Effekt ausiiben und
Neuroblasten zur morphologischen Differenzierung anregen [125, 126]. Mit Rickblick auf den
parallelen Neurospharenversuch muss dieser Effekt bei den hier verwendeten NPCs jedoch
verneint werden, sodass es wenig wahrscheinlich erscheint, dass die vermehrte
Differenzierung allein durch FGF-2 induziert wurde. Denkbar ware jedoch, dass der erhéhte
Anteil differenzierter Zellen ein Effekt des Cytodex und somit des Kollagens bzw. des
Kollagens in Kombination mit den enthaltenden Wachstumsfaktoren EGF/FGF-2 ist. Als Teil
der geformten Grundsubstanz der EZM interagiert Kollagen in vivo teils indirekt Gber Anteile
der amorphen Grundsubstanz wie Fibronektine und Laminine [115] als auch direkt in Integrin-
vermittelter Weise mit den neuralen Stammzellen [93, 127]. Prinzipiell bliebe noch die

Méglichkeit, dass es Uber die Induktion via loslicher Stoffe wie z.B. des FGF-2 zu
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intrazellularen Veranderungen kommt, die eine Beeinflussung der Zelle durch weitere aulere
Stimuli empfanglicher macht. So kénnte beispielsweise Uber die Induktion von bestimmten
Enzymen [125], gefolgt von Konformationsanderungen von Rezeptoren eine Interaktion mit
fibrillaren Bestandteilen der EZM z.B. Gber Integrin-Kollagen-Interaktionen begulinstigt werden
[76]. Jedoch findet sich vergleichend mit Angaben aus der Literatur kein Anhalt auf eine direkte

Interaktion von Kollagen und FGF-2.

Fasst man in diesem Kontext die erhobenen Ergebnisse und Befunde der Literatur zusammen,
ist der Unterschied im héheren Anteil differenzierter Zellen in den durchgeflihrten Versuchen
mit Proliferationsmedium am ehesten durch den Versuchsaufbau bedingt. In den ersten sieben
Tagen der Kultur bestand durch Nutzung des 1zu1-Mediums eine Adharenz und somit ein
Kontakt zur Matrix bzw. dem Kollagen. Somit scheint dies ein Cytodex-vermittelter Effekt zu
sein, denn vergleichend mit dem matrixfreien Parallelansatz zeigt sich unter den initialen
sieben Tagen der Kultur kaum Differenzierung. Nach anfanglichem Kontakt zum Cytodex I6ste
sich in den folgenden Tagen der Kultur der Grofteil der Zellen wieder von der
Matrixoberflache, sodass die Zellen hauptsachlich mit dem Proliferationsmedium, wenig
proneurogenen Faktoren und nicht bzw. kaum mit der EZM in Kontakt standen. Die im
1zu1-Medium enthaltene Stoffe ermdglichten eine Interaktion der Zellen mit der EZM und
deren Adhasion, wobei deren dauerhafte Anwesenheit notwendig war, um den
entsprechenden Kontakt zur Matrix aufrecht zu erhalten. Interessant ware eine zukinftige
Analyse, in der man die Menge differenzierter Zellen nach siebentagiger und 14-tagiger Kultur
immunzytochemisch untersucht. Dabei kdnnte analysiert werden, wie viele differenzierte
Zellen sich nach diesen ersten sieben Tagen in der Kultur zeigen und in einem zweiten Schritt,
ob in den folgenden sieben Tagen Uberhaupt noch weitere dazukommen, um den Effekt des

Proliferationsmediums noch besser von dem des 1zu1-Mediums abzugrenzen.

Hinsichtlich der Fragestellung nach altersabhangigen Unterschieden intrinsischer
Eigenschaften zeigten sich bei Verwendung des Proliferationsmediums in Kombination mit
Cytodex stadienspezifische Unterschiede insofern, als dass der relative Anteil an neuronaler
Differenzierung gegenuber der makroglial-astrozytaren Differenzierung mit zunehmenden
Embryonalalter der NPCs abnahm. Damit entspricht diese stadienspezifische Veranderung
des Differenzierungsverhaltens den in vivo Beobachtungen, dass die Gliogenese bei der

Entwicklung des Striatums der Neurogenese ,hinterherlauft [13, 128].

Zusammenfassend kann unter der Beriicksichtigung dieser und der unter 4.1. beschriebenen
stadienspezifischen Unterschiede auch die vierte Arbeitshypothese ,Es bestehen alters- bzw.
stadienspezifische  Unterschiede hinsichtlich des neuronalen und makroglialen
Differenzierungspotenzials der NPC in komplexer Abhangigkeit von |8slichen Faktoren und

EZM.“ nicht verworfen werden. Dementsprechend ist unter Berlcksichtigung signifikanter

56



DISKUSSION

Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien (siehe Abb. 18) von intrinsischen, d.h. von
ihrem Entwicklungsalter bedingten Unterschieden im Differenzierungsverhalten der

verwendeten NPCs auszugehen.

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der FCS-haltigen Medien zunachst mit WF (also
1zu1-Medium) und folgend ohne WF (Differenzierungsmedium) vergleichend mit Angaben aus

aktueller Literatur diskutiert.

Anders als unter dem Proliferationsmedium blieben die Zellen unter Verwendung von
1zu1-Medium in hoher Zahl in Kontakt mit der Matrixoberflache. Gleichzeitig zeigten unter
diesem Medium die Zellen bei noch vorhandenen Wachstumsfaktoren weiter Zellproliferation.
Zwar blieben die Cytodexkugeln selbst bewachsen, ein Grofteil der Zellen wies jedoch keinen
direkten Kontakt mehr zur Matrixoberflache auf, vielmehr entstanden Cytodex-Zell-Aggregate.
Hinsichtlich der Adhasion bestatigen die Versuche somit die Bedeutung des FCS fir die
Ausbildung der Adhasion proliferierender Zellen via Zell-Matrix-Kontakte, wie bereits altere
Untersuchungen gezeigt haben [129, 130]. Der zu beobachtende Anteil an Neuroblasten
wuchs sowohl im Vergleich zum Proliferationsmedium als auch zum matrixfreien
Parallelansatz, wahrend der relative Anteil BllI-Tubulin®* Neurone im Vergleich zur Kultur unter
Proliferationsmedium weitestgehend identisch blieb. Die Neurone, die sich unter diesen
Bedingungen fanden, waren meist im direkten Kontakt oder in unmittelbarer Nahe zum

Cytodex lokalisiert.

Im Vergleich zum Neurospharenversuch zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede im
relativen Anteil differenzierter Zellen. Aufgrund der Besonderheit der praferentiellen Verteilung
von NPCs in sekundaren Spharen und ihren differenzierten Tochterzellen in Kontakt zur Matrix
wurde an dieser Stelle unterschieden, ob die Zellen sich im direkten Kontakt zur
Matrixoberflache oder sich lediglich in Nachbarschaft (bzw. nicht im direkten Kontakt) dazu
befanden. Sofern sich unter diesem Kulturmedium differenzierte Zellen zeigten, so waren
diese an der Matrix lokalisiert. Fast die Halfte der S19 Zellen mit direktem Kontakt waren
NCAM* Neuroblasten, ebenso wie knapp 43% der S13 Zellen mit direktem Kontakt Gliazellen
darstellten. Differenzierte Zellen in Nachbarschaft (bzw. ohne direkten Kontakt) zum Cytodex
profitierten am ehesten davon, dass sich Zellen mit direktem Kontakt bereits differenziert
hatten. Diese kdnnte wie anfangs bereits geschildert einen ,Kristallisationspunkt® darstellen
[66], von dem aus durch Freisetzung weiterer proneurogener Faktoren durch differenzierte
Zellen angrenzende NPCs zur Differenzierung angeregt wurden. Fand sich vergleichend mit
dem matrixfreien Parallelansatz einer solcher ,Kristallisationspunkt® dort 6rtlich zufallig
innerhalb der Neurosphare wieder, so ist durch das Cytodex ein solcher Punkt ortlich definiert.
Zusammenfassend fand sich unter der 14-tagigen Kultur mit 1zu1-Medium, d.h. bei einer

verlangerten Kontaktzeit der NPCs zum Cytodex bei gleichzeitiger Anwesenheit von
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neuroinduktiven Wachstumsfaktoren in Form des FCS im Vergleich zum Proliferationsmedium
zunachst nur ein grélerer Effekt auf den relativen Anteil an Neuroblasten, nicht jedoch auf den
relativen Anteil von Neuronen und Gliazellen. Ob nun die Konzentration von FCS noch nicht
ausreichend war oder das Vorhandensein von proliferationsstimulierenden WF zu einem im
Vergleich zum Cytodexansatz unter Proliferationsbedingungen geringeren Unterschied im

Anteil an Neuronen und Gliazellen geflihrt hat, konnte zuklnftig weiter untersucht werden.

Die stadienspezfischen Unterschiede fanden sich vor allem in einem mit zunehmendem
Entwicklungsalter ansteigenden Anteil an Neuroblasten (sowohl unter Betrachtung aller Zellen
als auch bei Untersuchung des direkten Kontaktes) wieder. Entsprechend der Vorgange in
vivo zeigte sich insbesondere die Gliogenese unter der S19 Zelllinie am starksten ausgepragt

und bestétigt so die Beobachtung unter Verwendung des Proliferationsmediums [13, 128].

Nachfolgend werden nun die Ergebnisse des FCS-haltigen Differenzierungsmediums
diskutiert. Unter Verwendung dieses Mediums in Kombination mit der kollagenhaltigen Matrix
zeigte sich als Ausdruck der fehlenden Wachstumsfaktoren eine geringe Proliferationsrate
sowie wenige und kleine Cytodex-Zell-Aggregate. Durch die geringere Proliferation und den
héheren Grad der Differenzierung waren die Cytodexkugeln teilweise nur durch eine singulare
Zellschicht bedeckt. Die beobachteten Zellen wiesen eine morphologische Differenzierung mit
Fortsatzbildung auf, was sich immunzytochemisch in einem verringerten Anteil
NCAM* Neuroblasten und einem deutlich erhohten Anteil an BllI-Tubulin* Neuronen sowie
GFAP* Gliazellen im Vergleich zum 1zu1-Medium zeigte. Unter allen untersuchten
Bedingungen und Zelllinien war mit einem Anteil von 24 % unter der S13 Zelllinie der groRte
Anteil an Neuronen und mit einem Anteil von 35 % auch an Gliazellen zu finden. Generell war
der prozentuale Anteil an Neuronen und Gliazellen im Vergleich zum matrixfreien
Parallelansatz mindestens viermal hoher. Vor allem in den Zelllinien spateren embryonalen
Entwicklungsalters waren mehr Gliazellen als im matrixfreien Kontrollversuch zu finden. Lag
der Anteil unter der S16 Zelllinie nur doppelt so hoch, war er unter der S19 Zelllinie sogar fast

dreimal so grof3.

Unter diesem Kulturmedium zeigten sich nahezu keine von der Matrixoberflache geldsten
Zellen. Die teilweise nur durch eine Zellschicht bewachsene Matrixoberflache konnte ihren
Effekt auf die wahrend der gesamten Kulturdauer adhasiven Zellen durch die lange Kontaktzeit
besonders stark austiben und es zeigte sich ein sehr hoher Differenzierungsgrad. Mit einem
relativen Anteil von durchschnittlich 39% BllI-Tubulin® Neuronen auf einer Cytodexkugel fand
sich keine andere Kulturbedingung, unter der sich ein vergleichbar hoher Grad an
Differenzierung zeigte. Daneben war auch der Anteil von GFAP™* Gliazellen mit durchschnittlich
63% so groB3, dass sich keine andere Kulturbedingung fand, unter der sich ein hdherer

prozentualer Anteil an Differenzierung zeigte (siehe Abb. 20). Interessant war an dieser Stelle,
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dass sich bei fast allen bewachsenen Cytodexkugeln entweder eine Neuronen- oder
Gliazelldominanz zeigte. Nur selten fanden sich beide Populationen differenzierter Zellen auf
einer Cytodexkugel. Wahrscheinlich beeinflussten differenzierte Zellen einer Zellpopulation
ihre Mikroumgebung und schafften SO verbesserte homotypische
Differenzierungsmaoglichkeiten [66]. Als ,Kristallisationspunkt konnte dies zur Dominanz einer
Zellpopulation pro Cytodexkugel gefuhrt bzw. umliegende Zellen zur selben Differenzierung

angeregt haben.

Zusammenfassend zeigten sich bedingt durch den Versuchsaufbau nach einer initialen
siebentagigen  Kultur mit  1zu1-Medium und folgender siebentdgiger  mit
Differenzierungsmedium wahrend der gesamten Kulturdauer adhasive NPCs. Vergleichend
mit dem 1zu1-Medium war die Kontaktzeit zur Matrixoberflache somit gleich, wenngleich die
NPCs unter dem Differenzierungsmedium nicht nur ohne Einfluss proliferationsfordernder WF
waren, sondern zusétzlich einer doppelt so hohen FCS-Konzentration ausgesetzt waren.
Anders als im Vergleich der beiden FCS-haltigen Medien im matrixfreien Parallelansatz zeigte
sich unter Differenzierungsmedium ein konzentrationsabhangiger Effekt des FCS. Dessen
Konzentration scheint unter diesen Kulturbedingungen mit einer Verdopplung der
Konzentration auf 10 % einen Schwellenwert Uberschritten zu haben, der in einer deutlich
erhohten Differenzierung resultiert. Die alleinige Prasenz von FCS reicht somit bei allen
verwendeten Zelllinien keinesfalls flr das Auslésen einer Differenzierung als stereotype
Zellantwort aus [67]. An dieser Stelle bieten sich weiterflihrende Untersuchungen an, in denen
die Verringerung oder der Wegfall von Wachstumsfaktoren im Proliferationsmedium als
differenzierungshemmende Faktoren analysiert wuirde. Solche agonistisch- bzw.
antagonistischen Effekte in Bezug auf die Differenzierung wurden in vivo fir einzelne
Signalwege innerhalb der Stammzellnische bereits beschrieben, so u.a. fur die Shh und Wnt-
Signalwege [62, 65, 67].
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Einfluss des direkten Cytodexkontaktes
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Abb. 20: Einfluss des direkten Cytodexkontaktes:

Vergleich der Ergebnisse der gesamten Expression mit der Expression der Zellen mit direktem
Cytodexkontakt von NCAM, BlII-Tubulin und GFAP der drei Zelllinien, Darstellung des
gewichteten arithmetischen Mittels der gesamten Expression in % (in Form der
Balkendiagramme), Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels der Expression der
Zellen mit direktem Cytodexkontakt in % (in Form der Balken), ab einem zweifach héheren
Anteil findet sich Gber dem jeweiligen Vergleich der Faktor, 1zu1 = 1zu1-Medium,

Diff = Differenzierungsmedium

An dieser Stelle kann somit auch die zweite Arbeitshypothese ,Die EZM beeinflusst das
Differenzierungsverhalten der NPC der Ratte.“ nicht verworfen werden. Das Cytodex fuhrt

unter fast allen Bedingungen zu einer vermehrten Differenzierung der NPCs.

Unter Verwendung des Differenzierungsmediums fanden sich erneut stadienspezifische
Unterschiede. Zusammen mit dem konzentrationsabhangigen Effekt des FCS und der langen
Kontaktzeit zum Cytodex zeigten die NPCs der S13 Zelllinie eine starke Neurogenese (S13
M =.24), wohingegen die der Zelllinien spaterer embryonaler Herkunft (S16 M =.06, S19
M =.07) deutlich weniger neuronal differenzierte Zellen aufwiesen. Damit stehen diese
Beobachtungen im Konsens mit den in vivo Beobachtungen, dass zu Beginn der Striatogenese
in einem kurzen Zeitfenster eine verstarkte Neurogenese ablauft, bevor diese im weiteren
abgeldst wird von der Bildung der Nervenzellen der MSNs der Matrix, die sich Uber einen
langeren Zeitraum erstreckt [21]. Mit zunehmendem Entwicklungsalter zeigte sich umgekehrt
eine Abnahme des relativen Anteils an Neuroblasten, was die ausgepragte Neurogenese in
Zelllinien frihen Entwicklungsalter widerspiegelt. Anders als in den o.g. Versuchen unter
Verwendung von Wachstumsfaktoren war die Gliogenese unter dem Differenzierungsmedium
fur die S13 Zelllinie so stark, dass die Zahl astrozytar differenzierter Zellen, die an Neuronen
Uberstieg. Dies unterscheidet sich von der Gliogenese in vivo im Rahmen der Striatogenese,
da diese vor allem zu spateren, Uberwiegend postnatalen Zeitpunkten zu beobachten ist [13,
128].
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Ein Erklarungsansatz fur die beobachtete verstarkte Gliogenese der S13 Zelllinie unter
Differenzierungsmedium koénnte wiederum auf ein komplexes Wechselspiel synergistisch-
antagonistischer Signalwege in der Stammzellnische verweisen, wie es in Zusammenhang mit
dem BMP bereits beschrieben wurde. Uber das Noggin findet sich innerhalb der frilhen
Striatogenese ein inhibitorischer Faktor auf die Gliogenese wieder. Dieses supprimiert die
Freisetzung des BMP, welches seinerseits typischerweise eine astrogliale Differenzierung
férdert und die Neurogenese unterdriickt [131-133]. Denkbar ware somit in der in vivo Nische,
dass durch eine mit fortlaufender Striatogenese abnehmende Sekretion von Noggin die
Disinhibition auf die Gliogenese reduziert wird und somit zu spateren Zeitpunkten mehr
Gliazellen beobachtet werden kdénnen. Insgesamt scheint das Cytodex auf die Gliogenese

einen noch grofReren Effekt zu haben als auf die Neurogenese.

Unter dem Stemcellmedium in Kombination mit der EZM zeigte sich zwar kein Effekt auf den
relativen Anteil an NCAM*-Neuroblasten im Vergleich zum matrixfreien Parallelansatz, jedoch
war der Effekt auf den Anteil differenzierter Neurone und Gliazellen sehr ausgepragt. Dabei
war der Anteil fir die S13 Zelllinie mit 4 % am geringsten, wahrend die Kulturbedingungen
unter Verwendung der S16 Zelllinie fur einen doppelt so hohen und der S19 Zelllinie sogar fur
einen achtmal héheren Anteil an BllI-Tubulin®* Neuronen im Vergleich zum matrixfreien
Parallelansatz sorgten. Unter jeder Zelllinie lag der Anteil an Gliazellen mindestens dreimal so
hoch wie im Neurospharenversuch. Wie flir das Proliferationsmedium beschrieben, kam es
auch unter Verwendung des Stemcellmediums zu einem Kontaktverlust der meisten Zellen zur
Matrixoberflache, sodass der Effekt der kollagenhaltigen Matrix auf die NPCs auch hier auf
eine klrzere Zeit als die Gesamtkulturdauer beschrankt war. Dennoch scheint auch hier die
Matrix ausschlaggebend fiur den sprunghaften Anstieg des Differenzierungspotenzials im
Vergleich zum Neurospharenversuch zu sein. Interessant waren zuklnftige Untersuchungen,
in denen das Stemcellmedium mit FCS kombiniert wiirde, um den positiven Effekt auf die

Gliogenese durch eine langere Kontaktzeit zur Matrixoberflache zu verstarken.

Besonders unter der S19 Zelllinie, also unter der Zelllinie der altesten embryonalen Herkunft
fanden sich vermehrt differenzierte Gliazellen und hoch signifikante Unterschiede im Vergleich
zum Neurospharenversuch. Anders als zuvor fur das Differenzierungsmedium beschrieben,
werden die stadienspezifischen Verhaltnisse der in vivo Bedingungen der Gliogenese durch

die Kombination aus chemisch definiertem Medium und dem Cytodex besser abgebildet.

AbschlieRend kann somit auch die dritte und letzte Arbeitshypothese ,Die I6slichen Faktoren
in Kombination mit der EZM zeigen einen komplexen, unterschiedlich groRen Einfluss auf die

Neuro- und Gliogenese der NPCs.“ nicht verworfen werden.
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V. Zusammenfassung

Als wichtiger Bestandteil innerhalb polysynaptischer Regelkreise des ZNS spielt das Striatum
eine SchlUsselrolle innerhalb der Exekutive des Frontalhirns. Kenntnisse funktioneller
Zusammenhange des Zellverhaltens und des histologischen Aufbaus sind somit entscheidend
fur das Verstandnis charakteristischen Dysfunktionen infolge verschiedener Erkrankungen.
Besonders wichtig erscheint daher, die Funktionszusammenhange als Ergebnis
entwicklungsbiologischer ~ Vorgange mit sequenzieller Entstehung verschiedener
Zellpopulationen unter Berlcksichtigung ihrer Abstammung zu verstehen. Vor diesem
Hintergrund sind die Kenntnisse Uber die Ablaufe innerhalb der Stammzellnische mit ihren
Regulationsmechanismen flr Zellproliferation, Zellspezifizierung und Zellmigration von
entscheidender Bedeutung. Diese Stammzellnische stellt dabei ein dynamisches Konstrukt
dar, welches durch das komplexe Wechselspiel extrinsischer Faktoren in Form von
Bestandteilen der EZM und l6slicher Bestandteile der Interstitialflissigkeit charakterisiert ist.
In dieser Arbeit wurde unter Verwendung eines in vitro Ansatz der Frage nach dem Verhaltnis
von extrinsischen Schllsselfaktoren der Stammzellnische und intrinsischen Eigenschaften von
NPCs in Bezug auf deren Differenzierungsverhalten nachgegangen. Die Zellen stammten aus
der ventrikuldaren bzw. subventrikularen Matrixzone embryonaler Ratten zu kritischen
Zeitpunkten der striatalen Entwicklung. Neben der Bericksichtigung loslicher Faktoren als
Bestandteile routinemafig verwendeter Medien stand besonders das Kollagen als Bestandteil
der Extrazellularmatrix im Mittelpunkt der vorgelegten Arbeit. Dabei wurde neben ihrer jeweils
isolierten Betrachtung auch der Einfluss von EZM und ldslichen Faktoren in Kombination
untersucht. Von grofdem Interesse innerhalb des Verstandnisses von Stammzellverhalten war
daher auch, ob intrinsische Unterschiede der enthommenen Zelllinien vorliegen und inwiefern
mit fortlaufendem Entwicklungsalter differentielle Spezifizierungen der Zellen Uber extrinsische

Signale stattfinden.

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass l6sliche Komponenten des FCS und Komponenten
des Stemcellmediums einen positiven Einfluss auf die Differenzierung von neuralen
Stammzellen nehmen. Besonders in Kombination mit der EZM zeigte sich ein signifikant
hdherer Anteil sowohl neuronal als auch glial differenzierter Zellen an der Gesamtpopulation.
Insgesamt Uberwiegte vor allem der positive Effekt auf die Gliogenese. Als weiteres Ergebnis
konnte gezeigt werden, dass die zu kritischen Zeitpunkten der neuralen Entwicklung des
Striatums  entnommenen  Zellen intrinsische  Unterschiede hinsichtlich  ihres
Differenzierungsverhaltens, die einige Parallelen zu den Beobachtungen der in vivo

Entwicklung aufwiesen.

Damit dienen die hier prasentierten Ergebnisse dem erweiterten Verstdndnis der

Mechanismen einer raumlich-zeitlichen Spezifizierung neuraler Vorlauferzellen und der
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Realisierung ihrer prospektiven Potenz bzw. ihrer prospektiven Bedeutung. Perspektivisch
dienen sie auch einem erweiterten Verstandnis einer altersbedingten Veranderung adulter
Stammzellnischen in vitro und einer damit einhergehenden Reduktion ihres regenerativen
Potenzials. Ein Zugewinn an Informationen Uber die Regulation der Neurogenese in der
embryonale Stammzellnische Uber die Kombination I6slicher Faktoren und fester Bestandteile
der EZM mit Rickschlissen auf die Mikroumgebung der adulten Stammzelinische ermdéglicht
zudem die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze, bei dem unter Verwendung eines
Tragermaterials aus mehrere EZM-Komponenten bestimmte Differenzierungsrichtungen der

endogenen NPCs in ihrer Nische induziert werden kénnten [134].
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Anhang

Anhang A: Material und Methoden

Anhang A.1 Ndhrmedien

Tab. 2: Proliferationsmedium

DMEM/Ham’s F12 (1:1)

1 % Nichtessenzielle Aminosauren
1 % N1 Supplement

1 % Penicillin/ Streptomycin

50 ul EGF

50 ul FGF

Tab. 3: Differenzierungsmedium

DMEM /Ham’s F12 (1:1)
10 % FCS
1 % Penicillin/ Streptomycin

1 % Nichtessenzielle Aminosauren

Tab. 4: Stemcellmedium

20000 pl Stemcell Differenzierung Basismedium
1600 pl Differenzierung Supplement A
200 pl Supplement B

40 yl Supplement C
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Anhang A.2 Gebrauchslésungen

Tab. 5: Fixierlésung

86 % Vol. Phosphat-buffered-saline
14 % Vol. Aqua dest.

30 g/l Paraformaldehyd

Tab. 6: Kryokonservierungsldésung

Aqua dest.

30 % Saccharose

Tab. 7: Permeabilisierungslésung

Phosphat-buffered-saline

0,1 % Vol. Triton-X-100
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Anhang A.3 Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Gerate

Tab. 8: Chemikalien und Enzyme

Chemikalien/Enzyme /AK/KIT Firma Kennung
AK-BlI-Tubulin Abcam ab18207
AK-GFAP SIGMA G3893
AK-NCAM SIGMA C9672
AK-ki67 Abcam Ab15580
AK-Vimentin SIGMA V2258
Cryo-SFM PromoCell

Cytodex Microcarrier GE Healthcare 17-0485-01
Cy2 ms Dianova 715-545-151
Cy3rb Dianova 715-165-152
Mountin medium DAPI Hard set Vector CA 94010
DMEM/Ham’s F12 (1:1) SIGMA D8437
Ethanol ZAP

FCS SIGMA F 7524
N1-Supplement SIGMA N6530
Nicht essenzielle Aminosauren SIGMA M 7145
Paraformaldehyde (3 %) SIGMA 16005
Phosphate-buffered saline SIGMA-ALDRICH D8537
Penicillin/Streptomycin SIGMA P 4333
Stemdiff Basalmedium Stemcell 08504
Stemdiff Supplement A Stemcell 08501
Stemdiff Supplement B Stemcell 08502
Stemdiff Supplement C Stemcell 08503
Sterillium Bode 97660
Tissue Tek Leica 19AACFI7754F 126
Triton-X-100 SIGMA T8787
Trypsin SIGMA T 4299
Tween 20 SIGMA P 74299
Wachstumsfaktor EGF Immuno Tools 11343406
Wachstumsfaktor FGF Immuno Tools 130093638
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Tab. 9: Gebrauchswaren und Gerate

Gebrauchsware/Gerat

Firma

Autoclav/Varioclav

Biological Safety Cabinets
Brutschrank Binder CB160
Cellstrainer

Cellspin/Cellroll Controlpanel
Cellspin/Cellroll Stiring Unit
Cellspin Rotor

Cellspin Spinnergefaf’
Coverslips

Deckglaser

Digital Sight
Eppendorfrohrchen 2 ml
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Handstiickzahler

Kuhl- /Gefrierschrank
Labofuge 200

Leica Kryostat

Microtom Klingen
Mikrokuvetten

Mikroskop Licht

Mikroskop Licht Eclipse
Konfokales Laser Scanning Mikroskop
Neubauzdhlkammer
Pasteurpipetten Glas 230 mm
Pipetten (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 100 pl, 1000 pl)
Pipettus-akku

Ratteltisch

Serologische Pipetten 5 ml

H+P Labortechnik

NUAIRE
Binder CB160
SPL

IBS

IBS

IBS

IBS

SARSTEDT

MENZEL-Glaser

Nikon

Eppendorf AG

Liebherr-Premium

Sanyo
ROTH
Liebherr
Heraeus
Leica

Leica
ROTH
LEICA
Nikon

Nikon
Marienfeld
ROTH
Eppendorf AG
Hirschmann
Heidolph

Nerbe plus
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Gebrauchsware/Gerat Firma
Serologische Pipetten 10 ml Nerbe plus
Serologische Pipetten 25 ml Nerbe plus
Vacuboy IBS
Waage Adventurer Pro OHAUS
Wasserbad Memmert
Zellkultur Mikrowellplatten 24er zellabweisend Greiner
Zellkultur Mikrowellplatten 96er zellabweisend Greiner
Zellkulturplatten 3 ml Thermo
Zellkulturplatten 6 ml Thermo
Zellkulturplatten 10 ml Thermo
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Anhang A.4 Antikérperkonzentrationen

Tab. 10: Antikdrperkonzentration

Maus-AK Kaninchen-AK
Primé&rantikérper

Vimentin Ki-67

1:100 1:100
NCAM BlI-Tubulin
1:50 1:1000
GFAP

1:100

Sekundérantikérper

Cy2 Cy3

1:100 1:100

Anhang A.5 Verwendete Software

Tab. 11: Verwen

dete Software

Produkt (Version)

Hersteller

Verwendungszweck

Biorender

EZ-C1 Viewer (4.1)

Imaged

Microsoft Excel (365)

Microsoft PowerPoint (365)

Microsoft Word (365)

SPSS Statistics (27)

BioRender.com

Nikon

Wayne Rasband

Microsoft

Microsoft

Microsoft

IBM

Abbildungssoftware

Mikroskopiesoftware

Auswertung

Datendokumentation

Prasentation Verteidigung

Schreibprogramm

Statistische Analyse
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Anhang B: Ergebnisse

Anhang B.1 Auswertung GFAP" Zellen

Tab. 12: Auswertung GFAP* Zellen im Cytodex und Spharenexperiment

Medium Zelllinie N cytodex GFAP Cytodex GFAP Sphére N sphare p-Wert W- Differenz

M (SF) M (SF)

Prolif S13 106 05 (.021) 02(.005) 1037 344 02
S16 505 11 (.014) 0 997
s19 128 .09 (.026) 00(.001) 1924  opq** .09

1zu1 S13 2498 .09 (.006) 08(.005) 2720 344 01
S16 1461 .06 (.006) 03(.003) 2353 < Q1% 03
S19 1749 14 (.008) 05(.004) 3741 < o1+ 09

Diff S13 969 35 (.015) 02(.002) 3892 < 01*** 32
S16 2627 .08 (.005) 02(.003) 2093 < 01*** 06
S19 904 11 (.010) 03(.003) 3744 < 01+ 08

Stemcell S13 1876 .06 (.006) 02(.002) 3247 < 01*** 04
S16 3414 .06 (.004) 00(.001) 4335 < Q01** 06
S19 847 17 (.013) 02(.003) 2120 < Q01*** 15

Anmerkung. Darstellung des Vergleiches des gewichteten arithmetischen Mittels der
GFAP-Expression des Cytodex und Neurospharenversuches unter allen vier Medien pro Zelllinie

(links); N cytodex = Gesamtzellzahl im Cytodexversuch. N sphare = Gesamtzellzahl im
Neurospharenversuch, M = gewichtetes arithmetisches Mittel, SF = Standardfehler, p-Wert korrigiert
nach Bonferoni-Holm, W-Differenz = Wahrscheinlichkeitsdifferenz zwischen den beiden gewichteten
Mittelwerten (Cytodex-Sphare), Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium,

Diff = Differenzierungsmedium, Stemcell = Stemcellmedium, Signifikanzen entsprechend: * p < .05, **
p <.01, **p<.001
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Anhang B.2 Auswertung NCAM" Zellen

Tab. 13: Auswertung NCAM* Zellen im Cytodex und Spharenexperiment

Medium Zelllinie N cytodex NCAM Cytodex NCAM Sphére N sphare p-Wert W-Differenz

M (SF) M (SF)
Prolif S13 225 .01(.006) 0 1738
S16 992 .01(.003) 0 425
S19 218 .06(.016) .02(.002) 4339 056 .04
1zu1 S13 4769 .09(.004) .01(.002) 3455 < 001*** .08
S16 2780 .09(.006) .05(.004) 2927 < .001*** .05
s19 1617 22(.010) .05(.004) 6617 < 001*** A7
Diff S13 1209 .01(.003) .02(.003) 2464 056 -.01
s16 2153 .13(.007) .10(.005) 3616 < .001*** .04
S19 1323 23(.012) .04(.003) 4377 < 001*** 19
Stemcell S13 1714 .00(.001) .00(.001) 3148 1
S16 3414 .05(.004) .06(.004) 4635 197 -.01
S19 507 .02(.006) .02(.002) 3080 1

Anmerkung. Darstellung des Vergleiches des gewichteten arithmetischen Mittels der
NCAM-Expression des Cytodex und Neurospharenversuches unter allen vier Medien pro Zelllinie

(links); N cytodex = Gesamtzellzahl im Cytodexversuch. N Sphare = Gesamtzellzahl im
Neurospharenversuch, M = gewichtetes arithmetisches Mittel, SF = Standardfehler, p-Wert korrigiert
nach Bonferoni-Holm, W-Differenz = Wahrscheinlichkeitsdifferenz zwischen den beiden gewichteten
Mittelwerten (Cytodex-Sphare), Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium,

Diff = Differenzierungsmedium, Stemcell = Stemcellmedium, Signifikanzen entsprechend: * p < .05, **
p<.01,**p<.001
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Anhang B.3 Auswertung Blll-Tubulin® Zellen

Tab. 14: Auswertung BllI-Tubulin* Zellen im Cytodex und Spharenexperiment

Medium Zelllinie N cytodex Blll Cytodex Bl Sphare N sphare p-Wert W-Differenz

M (SF) M (SF)

Prolif S13 225  .06(.016) 0 1738
s16 992  .11(.010) 0 425
S19 218 .04(.013) .00(.001) 4339  o41* .03
1zu1 S13 4769  .04(.003) .04(.003) 3455 948 .00
S16 2780  .01(.002) .02(.003) 2927 070 -.01
S19 1617  .04(.005) .00(.000) 6617 < Q01*** .04
Diff S13 1209  .24(.012) .02(.003) 2464 < (Q01*** 22
S16 2153 .06(.005) .01(.001) 3616 < Q01*** .05
S19 1323 .07(.007) .01(.001) 4377 < Qoq*** .07
Stemcell S13 1714  .04(.005) .04(.004) 3148 490 -.01
S16 3414  .06(.004) .03(.003) 4635 < (Q01*** .03
S19 507  .16(.016)  .02(.002) 3080 < QO1*** 14

Anmerkung. Darstellung des Vergleiches des gewichteten arithmetischen Mittels der
BllI-Tubulin-Expression des Cytodex und Neurospharenversuches unter allen vier Medien pro Zelllinie

(links); N cytodex = Gesamtzellzahl im Cytodexversuch. N Sphare = Gesamtzellzahl im
Neurospharenversuch, M = gewichtetes arithmetisches Mittel, SF = Standardfehler, p-Wert korrigiert
nach Bonferoni-Holm, W-Differenz = Wahrscheinlichkeitsdifferenz zwischen den beiden gewichteten
Mittelwerten (Cytodex-Sphare), Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium,

Diff = Differenzierungsmedium, Stemcell = Stemcellmedium, Signifikanzen entsprechend: * p < .05, **
p <.01, ***p<.001
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Anhang B.4 Auswertung GFAP" Zellen mit direktem Cytodexkontakt

Tab. 15: GFAP Expression der Zellen mit direktem Cytodexkontakt

Zelllinie
Medium GFAP (M, (SF)) N
Prolif S13 0 0
S16 .23 (\117) 13
S19 0 0
1zu1 S13 43(.027) 340
S16 .06(.013) 357
S19 .24(.023) 348
Diff S13 .63(.023) 440
S16 .23(.016) 664
S19 .20(.023) 299
Stemcell S13 .24(.085) 25
S16 .00(.000) 119
S19 .04(.016) 135

Anmerkung. Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels der GFAP-Expression der Zellen mit
direktem Cytodexkontakt unter allen vier Medien pro Zelllinie (links); N Cytodex = Gesamtzellzahl im

Cytodexversuch, N sphare = Gesamtzellzahl im Neurospharenversuch, M = gewichtetes arithmetisches
Mittel, SF = Standardfehler, Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium,
Diff = Differenzierungsmedium, Stemcell = Stemcellmedium

Anhang B.5 Auswertung NCAM* und BIlI-Tubulin® Zellen mit direktem Cytodexkontakt
Tab. 16: NCAM/BIII-Tubulin Expression der Zellen mit direktem Cytodexkontakt

Zelllinie N
Medium NCAM (M, (SF))  BlII (M, (SF))
Prolif S13 .02(.022) .00(.000) 46
S16 .20(.068) .00(.000) 35
S19 .25(.082) .11(.058) 28
1zu1 S13 .12(.020) .03(.010) 274
S16 .28(.023) .07(.014) 376
S19 .46(.025) .08(.014) 403
Diff S13 .00(.003) .39(.020) 601
S16 .25(.023) .22(.022) 338
S19 .17(.019) .16(.018) 411
Stemcell S13 0 0 0
S16 .37(.121) .00(.000) 16
S19 .00(.000) .33(.050) 89

Anmerkung. Darstellung des gewichteten arithmetischen Mittels der NCAM/BIII-Tubulin Expression
der Zellen mit direktem Cytodexkontakt unter allen vier Medien pro Zelllinie (links); N = Gesamtzellzahl
im Cytodexversuch, M = gewichtetes arithmetisches Mittel, SF = Standardfehler,

Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium, Diff = Differenzierungsmedium,

Stemcell = Stemcellmedium
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Anhang B.6 Auswertung des Vergleiches der Entwicklungstage

Tab. 17: Auswertung des Vergleiches der Entwicklungstage

Cytodex Medium M, (SF) p-Wert W-Differenz

Zelllinien S13 S16 S19 S13-S16 $13-S19 $16-S19 $13-S16 $13-S19 $16-S19
Prolif

GFAP .05 (.021) .11 (.014) .09 (.026) .064 474 1 -.06 -.05 .02

NCAM .01 (.006) .01(.003) .06 (.016) 1 .013* .008** .00 -.05 -.05

Blll .06 (.016) .11(.010) .04 (.013) .054 428 <.001** -.05 .03 .07
1zu1

GFAP .09 (.006) .06 (.006) .14 (.008) .001* <.001** < .001** .03 -.05 -.08

NCAM .09 (.004) .09 (.006) .22 (.010) 1 <.001** < .001** .00 -12 -12

Blll .04 (.003) .01(.002) .04(.005)  <.001*** .500 <.001*** .02 .00 -.03
Diff

GFAP 35(.015) .08 (.005) .11(.010)  <.001*** < .001** 131 26 24 -.03

NCAM .01(.003) 13(.007) .23(.012)  <.001** < .001** < .001** -12 -.21 -10

Bl 24 (.012) .06(.005) .07 (.007)  <.001*** <.001** 132 19 A7 -.02
Stemcell

GFAP .06 (.006) .06 (.004) .17 (.013) 1 <.001*** < .001*** .00 -1 -1

NCAM .00 (.001) .05(.004) .02(.006)  <.001*** .023* <.001*** -.05 -.02 .03

gl .04 (.005) .06 (.004) .16 (.016)  <.001*** <.001*** <.001** -.02 -.12 -.10

Anmerkung. Darstellung des Vergleiches der drei Zelllinien, Darstellung des gewichteten
arithmetischen Mittels der Expression von GFAP, NCAM und BllI-Tubulin unter allen vier Kulturmedien

(linke Spalte), Darstellung des p-Wertes korrigiert nach Bonferoni Holm des Vergleiches der beiden
oben in der Tabellenspalte dargestellten Zelllinien (mittlere Spalte), Darstellung der
Wahrscheinlichkeitsdifferenz der beiden oben in der Tabellenspalte dargestellten Zelllinien (rechte

Spalte), M = gewichtetes arithmetisches Mittel in %, SF = Standardfehler,
W-Differenz = Wahrscheinlichkeitsdifferenz zwischen den beiden untersuchten Zelllinien,

Prolif = Proliferationsmedium, 1zu1 = 1zu1-Medium, Diff = Differenzierungsmedium,
Stemcell = Stemcellmedium, Signifikanzen entsprechend: * p < .05, ** p < .01, *** p <.001
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THESEN

Thesen

Der Einfluss der Extrazellularmatrix auf das Differenzierungsverhalten neuraler

Stammzellen der embryonalen Ratte

Als Beitrag zu der Frage nach der raumlich-zeitlichen Spezifizierung von neuralen

Stammzellen wurden in der hier vorgelegten Arbeit in einem in vitro Ansatz Zelllinien aus

unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Striatogenese hinsichtlich ihrer neuronalen und

makroglial-astrozytaren Differenzierungspotenziale untersucht. Im experimentellen Ansatz

wurden hierfir verschiedene Nahrmedien mit unterschiedlicher Zusammensetzung ihrer

I6slichen Komponenten und deren Verwendung in Kombination mit Cytodex, einem

kollagenhaltigen zelladhasiven Substrat als Simulation einer Extrazellularmatrix, verwendet.

1.

Durch Nutzung verschiedener Medien kann der Einfluss unterschiedlicher l6sliche
Faktoren auf die neuronale Differenzierung untersucht werden. Vor allem unter
Nutzung FCS-haltiger Medien zeigten sich positive Auswirkungen auf die Menge

differenzierter Zellen.

Die EZM besitzt einen modulierenden Einfluss auf die Differenzierung der NPCs der
embryonalen Ratte, was durch Nutzung eines kollagenhaltigen, dreidimensionalen

Tragermaterials gezeigte werden konnte.

Unter Verwendung verschiedener Zelllinien, die zu kritischen Zeitpunkten der
Striatogenese Rattenembryonen aus dem LGE entnommen wurden, konnten alters-
bzw. stadienspezifische Unterschiede im neuronalen und glialen
Differenzierungspotenzial nachgewiesen werden und somit kann von intrinsischen

Unterschieden der Zellen ausgegangen werden.

Es besteht ein unterschiedlich groRer Einfluss von Cytodex und den verschiedenen
Medien auf Neuro- und Gliogenese. Die Nutzung der kollagenhaltigen Matrix flhrte

insbesondere zu einer verstarkten Gliogenese.
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