Aus dem Zentrum Anatomie der Universitat zu Koln
Institut | fur Anatomie
Geschaftsfiihrender Direktor: Universitatsprofessor Dr. med. K. Addicks

Neural differenzierte embryonale Stammzellen — von

der Zellbiologie zur Zellersatztherapie

Habilitationsschrift

vorgelegt dem Fachbereich
Veterinarmedizin

der Justus-Liebig Universitat Giessen

von
Dr. med. vet. Stefan Arnhold

aus Peine

Kaoln 2001



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Vorbemerkung

Verwendete Abkiirzungen

_ed A A A A
MO
RO ORI

—
o
w

N L QO S G G G
oONOURAWN L

NNNDN
—
N =

21.2.1
21.2.2
213

2.2

Einleitung

Das Modell der embryonalen Stammzellen

Differenzierungspotential embryonaler Stammzellen in vitro

Neurale Differenzierungskapazitat von ES-Zellen

Fragestellungen

Abschnitt I: Normogenese neural differenzierter ES-Zellen

Abschnitt Il: Experimentelle Untersuchungen am Modell der neural differenzierten
ES-Zellen

Abschnitt lll: ES-Zellen als Ausgangsmaterial fur Zellersatztherapien

Verwendete Zellinien und Methoden
Verwendete ES-Zellinien

Kultivierungsprotokolle

Embryonale Schnittserien

Mikroskopische Techniken

Elektrophysiologie

Molekularbiologische und biochemische Techniken
DurchfluRzytometrie

Stereotaktische Zelltransplantation

Darstellung und Diskussion der kumulierten Ergebnisse
Abschnitt I: Normogenese neural differenzierter embryonaler Stammzellen
Neuronale Differenzierungskapazitat von ES-Zellen

Hinweise zur Regulation der Kalziumhomd@ostase in neuronal differenzierten Zellen
des EB

Expression von Kalziumkanalen in neuronal differenzierten ES-Zellen
Differenzierungsabhangige Expression von Kalzium-bindenden Proteinen
Differenzierungskapazitat von ES-Zellen zu Makro- und Mikrogliazellen

Abschnitt Il: Experimentelle Untersuchungen von Differenzierungs-

mechanismen am Modell der neural differenzierten ES-Zellen

221
222
223
23

2.31

232

233

234

Die Bedeutung der NO-Synthase Il fur die neuronale Differenzierung in vivo und in vitro
Befunde zur Glutamat induzierten Neurotoxizitat an neuronal differenzierten ES-Zellen
Der Einfluss einer R1-Integrindefizienz auf die neuronale Differenzierung embryonaler
Stammzellen

Abschnitt lll: ES-Zellen als Ausgangsmaterial fur Zellersatztherapien bei neuro-
degenerativen Erkrankungen

GFP-Expression unter der Kontrolle des ?-Aktinpromoters erlaubt die Beobachtung

der Differenzierung von Neuronen und Gliazellen nach Transplantation

Selektion neuraler Vorlauferzellen mit Hilfe der GFP Fluoreszenz unter spezifischer
Kontrolle des Tymidinkinase-Nestin Promoters

Differenzierung und Anreicherung Tyrosinhydroxylase-positiver Neuronen aus ES-
Zellen

Der therapeutische Einsatz von ES-Zellen am Tiermodell fiir die
Makuladegeneration

17
17
18
18
18
19
19
19
19

20
20
20
26
26

33
36

45
45
49
51
58
60

63

68

70



3 Zusammenfassung
4 Summary
5 Literaturverzeichnis

6 Vorgelegte Veroffentlichungen

6.1 zu Abschnitt I: Neurobiologie neural differenzierter ES-Zellen

6.2  zu Abschnitt II: Experimentelle Untersuchungen von
Differenzierungsmechanismen am Modell der neural differenzierten ES-
Zellen mit Bezug zur Situation in vivo

6.3  zu Abschnitt lll: ES-Zellen als Ausgangsmaterial fur Zellersatztherapien



Vorbemerkung

Die vorgelegte Habilitationsschrift besteht aus 11 thematisch zusammenhan-
genden Originalverdffentlichungen in referierten Journalen und zwei eingereich-
ten Arbeiten. Die aufgeflhrten Arbeiten werden mit relevanten Arbeiten der in-
ternationalen Literatur in den Zusammenhang gebracht. Die vorliegende Schrift
umfasst drei Abschnitte. Die Arbeiten des Abschnitts | zur Zellbiologie neural
differenzierter ES-Zellen beschaftigen sich mit der neuronalen und glialen Diffe-
renzierungskapazitat von embryonalen Stammzellen. In Abschnitt Il werden ex-
perimentelle Arbeiten zusammengefal’t, die sich mit verschiedenen differenzie-
rungsrelevanten Aspekten sowie mit neurotoxikologischen Fragestellungen be-
schaftigen. Dem Abschnitt Il liegen Arbeiten zugrunde, die die Eignung neural
differenzierter ES-Zellen als modgliche Ausgangspopulation fir Zellersatzthera-
pien bei neurodegenerativen Erkrankungen untersuchen. Dazu werden ES-
Zellklone mit stabiler Transfektion von Expressionskassetten fur das grun fluo-
reszierende Protein (GFP) verwendet. Durch entsprechende Transplantations-
experimente wird die Differenzierungskapazitat selektionierter ES-Zellen im
Empfangergewebe untersucht. Schliel3lich wird anhand eines Tiermodells (hier
fur die Makuladegeneration des Menschen) ein durch subretinal transplantierte

neural differenzierte ES-Zellen induzierter ,Rescue-Effekt dokumentiert.

Die Zitathummern der eigenen Arbeiten sind zur Unterscheidung von Zitaten
aus der internationalen Literatur im Text bei eigener Erstautorenschaft durch

Fettdruck und bei Ko-Autorenschaft durch Kursivdruck hervorgehoben.



Verwendete Abklirzungen

w-Aga-IVA omega-Agatoxin IVA
o-CTx-GVIA  omega-Conotoxin GVIA

BDNF Brain derived neurotrophic factor

bFGF basic fibroblast growth factor

BMP4 bone morphogenic protein 4

ca™ Kalzium

CB Calbindin

cGMP zyklisches Guanosin-5"-monophosphat

CNP 2, 3'-zyklischen Nukleotid 3'-Phosphohydrolase

CR Calretinin

DetaNONOate (Z)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-amonioethyl)amino]diazen-1-ium-
1,2-diolate]

DRG dorsal root ganglia

EB embryoid body

EC-Zellen embryonale Karzinomazellen

EGF epidermal growth factor

ES-Zellen embryonale Stammzellen

FACS Fluorescence activated cell sorting

GABA v-Aminobuttersaure

GalC Galactocerebrosid

GDNF glial cell derived neurotrophic factor

GFAP saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)

GFP Grun fluoreszierendes Protein

HNK-1 human natural killer cell antigen 1

HVA high voltage activated

IFN-y Interferon y

IPE Zellen Irispigmentepithelzellen

LIF leukemia inhibitory factor

L-NAME NG-Nitro-L-arginine-methyl ester . hydrochlorid

LVA low voltage activated

LY294002 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one

MAP-2 Mikrotubuli assoziiertes Protein

NADPH reduziertes Nicotinamidadenindinucleotidphosphat



NGF
NMDA
NO
NOS-I
NOS-II
NOS-III
0-2A
04
oDQ
PC12
PDGF
PI-3-Kinase
PV

RA
RCS
RPE
RT-PCR
SAKK
sGC
SNP
TH
TNF-a
YC-1

nerve growth factor

N-methyl-Daspartic-acid

Stickstoffmonoxid

neuronale NO-Synthase

induzierbare NO-Synthase

endotheliale NO-Synthase

Oligodendrozyten, Typ-2 Astrozyten Vorlauferzellen
Oligodendrozytenmarker 04
[1H-[1,2,4]Oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one]
Phaochromazytomazellinie

platelet derived growth factor
Phosphatydilinositol 3 kinase

Parvalbumin

Retinsaure

Royal College of Surgeons

Retinales Pigmentepithel

Reverese Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion
spannungsabhangiger Kalziumkanal

|6sliche Guanylatzyklase

Natriumnitroprussid

Tyrosinhydroxylase

Tumornekrosefaktor o
[3-(5'-Hydroxymethyl-2'-Furyl)-1-Benzylindazol]



1 Einleitung

1.1 Das Modell der embryonalen Stammzellen

1.1.1 Differenzierungspotential embryonaler Stammzellen in vitro

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind klonale Zellinien, die entweder aus
dem 8-Zellstadium von Embryonen (Wobus et al., 1991; Delhaise et al., 1996),
meistens jedoch aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen werden
(Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). ES-Zellen haben die bemerkenswer-
te Kapazitat, selbst nach tber 250 Teilungszyklen unter Beibehaltung ihrer Plu-
ripotenz (Suda et al., 1987) in Kultur zu proliferieren, ohne ihren euploiden
Chromosomensatz zu verlieren. Um die ES-Zellen in einem undifferenzierten
und pluripotenten Zustand zu halten, mussen sie entweder in einem Zellkultur-
medium kultiviert werden, das mit dem leukemia inhibitory factor (LIF) supple-
mentiert wird (Gearing et al., 1987; Smith et al., 1988) oder/und auf einem ,fee-
der layer” aus embryonalen Fibroblasten (Wobus et al., 1984). So behalten sie
ihre Potenz, sich an allen Gewebetypen eines Organismus einschliel3lich der
Keimbahn zu beteiligen. Wenn sie mit einem Embryo vor der Implantation kon-
frontiert werden, kommt es zur Chimarenbildung, wobei sich das differenzieren-
de Gewebe aus einer Mischung von Zellen des Empfangertieres und aus Zellen
der ES-Spenderzellen zusammensetzt (Abb. 1) (Bradley et al., 1984; Rossant
and Chapman, 1983; Gossler et al., 1989). Aufgrund dieser Eigenschaften wer-
den ES-Zellen als Vektoren verwendet, um bestimmte Gene in die Keimbahn
der Maus einzuschleusen, so daR der Effekt einer Uberexpression bzw. der
Ausschaltung bestimmter Gene studiert werden kann (Thomas and Capecchi,
1987; Friedrich and Soriano, 1991; Skarnes et al., 1992).

Murine ES-Zellen eignen sich hervorragend zum Studium embryonaler Entwick-
lungsmechanismen bei Sdugern, da sie auch in vitro nach Entfernung des fee-

der layers oder dem Absetzen von LIF (Gough et al., 1989) das Potential be-
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Abb. 1 : Gewinnung von ES-Zellen aus der Blastozyste der Maus und ihre weitere
Verwendung fur ,gene targeting“ Untersuchungen.



sitzen, sich in Derivate der drei primaren Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und
Entoderm zu differenzieren. So konnte gezeigt werden, dal® sich aus in vitro
kultivierten ES-Zellen multiple Zelltypen einschliel3lich Herzmuskulatur (Wobus
et al., 1991; Maltsev et al., 1994; Maltsev et al., 1993; Guan et al., 1999) Ske-
lettmuskulatur (Miller-Hance et al., 1993; Rohwedel et al., 1994; Rohwedel et
al., 1998a; Rohwedel et al., 1995), Endothelzellen (Schmitt et al., 1991; Wang
et al., 1992), Nervenzellen (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Strubing et
al., 1995; Okabe et al., 1996), hamatopoetische Zellen (Martin, 1981; Morten-
sen et al.,, 1991; Sawai et al., 1991; Schmitt et al., 1991; Zhuang et al., 1992;
Wiles, 1993) Epithelzellen (Bagutti et al., 1996) glatte Muskelzellen (Drab et al.,
1997) und Fettzellen (Dani et al., 1997) differenzieren (Abb. 2). Durch die Gabe
von spezifischen Induktoren wie beispielsweise der Retinsaure (Bain et al.,
1995; Rohwedel et al., 1999) kann die Differenzierung bestimmter Zelltypen,
beispielsweise von Nervenzellen aus ES-Zellen geférdert werden. Das Potential
von ES-Zellen als Modellsystem fur Studien bezlglich grundlegender Mecha-
nismen der embryonalen Differenzierung wird durch eine stetig steigende Zahl

entsprechender Publikationen belegt.

Aufgrund des hervorragenden Potentiales muriner pluripotenter embryonaler
Stammzellen gibt es zahlreiche Bestrebungen, die ES-Zelltechnologie auch in
anderen Spezies als der Maus zu etablieren. Obwohl viele dieser embryonalen
Zellinien in ihren Eigenschaften wie Morphologie und Epitopprofil (Stekelenburg-
Hamers et al., 1995), zumindest teilweise denen der Maus ahneln, gibt es bis-
her nur wenige Angaben Uber lebendgeborene, fruchtbare Keimbahnchimaren
anderer Spezies (Pain et al.,, 1996). Die Hindernisse bei der Etablierung von
pluripotenten ES-Zellinien aus anderen Spezies als der Maus sind im Prinzip
nicht geklart. Um so aufregender und vielversprechender sind neuere Berichte
Uber ES-Zellkulturen von Primaten oder des Menschen, die in ihren Eigenschaf-
ten denen der Maus ahneln (Shamblott et al., 1998; Thomson and Marshall,
1998) und als Ausgangsmaterial fur Zellersatztherapien eingesetzt werden

konnten.



Abb. 2: Differenzierungskapazitat pluripotenter ES-Zellen in nicht-stimulierten (a und
b) und in Retinsaure-stimulierten Bedingungen. a) Differenzierung von
Blutgefalien in der Darstellung mit PECAM, einem Marker fur Endothelzellen.
b) Differenzierung von Kardiomyozyten in der Darstellung mit o-Aktin, einem
Marker fir Herzmuskelzellen. ¢) Doppelimmunhistochemie zur Darstellung von
Neuronen (MAP2, schwarz) und Astroglia (grau) nach Retinsaureinduktion.
Balken entspricht 20 um.
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1.1.2 Neurale Differenzierungskapazitat von ES-Zellen

Unter normalen Differenzierungsbedingungen stellen neuronale Zellen nur ei-
nen verhaltnismaRig kleinen Prozentsatz der Gesamtzellpopulation, die sich aus
embryonalen Stammzellen differenzieren. Um die ES-Zellkultur auch fiir Studien
zur Neurogenese zuganglich zu machen, gibt es verschiedene experimentelle
Ansatze, mit Hilfe derer der Anteil der Nervenzelldifferenzierung erhoht wird.
Einige dieser Versuchsansatze orientieren sich an Untersuchungen mit diversen
Progenitorzellinien bzw. embryonalen Teratokarzinomazellinien (Alonso et al.,
1991; McBurney et al., 1988; Andrews, 1998; Matsuoka et al., 1989; Hill and
Robertson, 1998), die analog zu ES-Zellen verschiedene Differenzierungsrich-
tungen einschlagen kdnnen (Rossant and McBurney, 1982; Jones-Villeneuve et
al., 1982; Edwards and McBurney, 1983). Nach einer Behandlung mit Retinsau-
re (RA), der biologisch aktiven Form des essentiellen Nahrungsbestandteiles
Vitamin A (Retinol) (Wolf, 1996), gehen sowohl aus den verschiedenen Progeni-
torzellinien als auch aus ES-Zellen Zellen hervor, die sowohl antigene als auch
elektrophysiologische Eigenschaften von Neuronen und Gliazellen zeigen
(Jones-Villeneuve et al., 1982; Bain et al., 1996). Fur EC und ES-Zellen konnte
allerdings dartber hinaus gezeigt werden, dald RA auch die Differenzierung an-
derer Zelltypen wie glatte Muskelzellen und Adipozyten in Abhangigkeit des
Zeitfensters und der applizierten Konzentration induziert (Strickland and Mah-
davi, 1978; Edwards and McBurney, 1983; Jones-Villeneuve et al., 1982; Blank
et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Strubing et al., 1995a; Wobus et al., 1997;
Dani et al., 1997; Drab et al., 1997).

Die neurale Differenzierung wird geférdert, wenn RA wahrend der ersten beiden
Tage der embryoid body (EB)-Bildung aus EC- (Jones-Villeneuve et al., 1982)
oder aus ES-Zellen (Stribing C., 1995) appliziert wird. So vermittelt eine RA-
Inkubation die Expression von neuronalen Markern und neuronalen Morpholo-
gien in bis zu 30% der Zellen (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Strubing
et al., 1995). Unter den gleichen Bedingungen zeigen andere Zellen die Eigen-
schaften von reaktiven Astrozyten siehe (Hollands, 1997). Von den Zellen mit

neuronaler Morphologie konnte gezeigt werden, dald sie Neurofilament und
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Neurotubuli assoziierte Proteine exprimieren, die mit postmitotischen Neuronen

in Verbindung gebracht werden (Bain et al., 1995).

Alternative Differenzierungsprotokolle unter Verwendung der Faktoren Insulin,
Transferrin, Selenchlorid und Fibronectin bewirken eine Selektionierung von
neuralen Vorlauferzellen (Okabe et al., 1996). Diese neural differenzierten Zel-
len aus ES-Zellen kénnen aufgrund ihrer Charakteristika mit echten multipoten-
ten neuropoetischen Stammzellen verglichen werden, wie sie im frihembryona-
len Neuroepithel vorkommen. Neuropoetische Stammzellen teilen sich analog
zur Situation im zerebralen Cortex mitotisch und differenzieren zu bipotententia-
len Progenitorzellen, aus denen dann neuronale oder gliale Progenitorzellen

hervorgehen (Cameron and Rakic, 1991).
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1.2  Fragestellungen

1.2.1 Abschnitt I: Normogenese neural differenzierter ES-Zellen

Im ersten Teilabschnitt der Arbeit wird die Differenzierungskapazitat von ES-
Zellen in die neurale Richtung untersucht. Im Rahmen dieser Charakterisierung
wird mit Hilfe von morphologischen und immunzytochemischen Techniken zu-
nachst das Vorkommen verschiedener neuronaler Subtypen charakterisiert. Mit
Hilfe dieser detaillierten Untersuchung soll nachgewiesen werden, ob das Diffe-
renzierungsmuster im in vitro-System der ES-Zellen auf die in vivo-Situation U-

bertragbar ist.

Nach Beschreibung der neuronalen Differenzierungskapazitat von ES-Zellen
soll an den neuronal differenzierten Zellen die differenzierungsabhangige Ex-
pression von Strukturen, die an der Kalziumhomdostase beteiligt sind, ndher
untersucht werden, da die intrazellulare Kalziumkonzentration eine entschei-
dende Rolle bei zentralen Aspekten der neuronalen Normogenese spielt. Dazu
wird mit Hilfe elektrophysiologischer, immunhistochemischer und molekularbio-
logischer Untersuchungsverfahren die Expression von spannungsabhangigen
Kalziumkanalen sowie von kalziumbindenden Proteinen mit Beginn der Neuro-
genese studiert und eine reifungsabhangige Verschiebung der Expressionsmus-

ter untersucht.

Schliel3lich wird an dem System der neural differenzierten ES-Zellen ebenfalls
mit morphologischen und immunzytochemischen Techniken die Differenzie-
rungskapazitat zu Makro- und Mikrogliazellen evaluiert. Dabei wird sowohl eine
temporo-spatiale Beziehung zur Neurogenese als auch die Differenzierung an-
hand von stadienspezifischen glialen Markern nach dem glial lineage von Ca-

meron und Rakic (1991) aufgezeigt.
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1.2.2 Abschnitt Il: Experimentelle Untersuchungen am Modell der

neural differenzierten ES-Zellen

Im Rahmen von experimentellen Studien soll zunachst die Bedeutung des intra-
zellularen Signalmolekils NO sowie der Effekt einer Glutamatintoxikation auf
sich differenzierende Neurone evaluiert werden. Daruber hinaus soll die Rolle
des transmembranaren Molekuls B-1 Integrin fur die neuronale Differenzierung

untersucht werden.

Da es immer mehr Hinweise Uber eine Beteiligung von NO an der neuronalen
Differenzierung gibt, soll ausgehend von in vivo-Befunden zur olfaktorischen
und vestibulocochlearen Rezeptorgenese sowie zu Befunden zur Entwicklung
des Cortex und der Retina, mit Hilfe des in vitro-Systems der ES-Zellen und
pharmakologischer Techniken die Rolle von NO bei der neuronalen Differenzie-
rung naher definiert werden. Darlber hinaus soll geklart werden, welche der drei
NOS-Isoformen mafigeblich an neuronalen Entwicklungsprozessen beteiligt ist
und ob der NO Effekt Uber den klassischen Guanylatzyklase/cGMP-Signalweg

vermittelt wird.

Da dem NO-System eine Beteiligung bei neurodegenerativen und ischamischen
Prozessen, die mit einer Freisetzung von toxischen Konzentrationen Glutamat
einhergehen, zugeschrieben wird, interessierte uns der Effekt einer Glutamatin-
toxikation auf sich differenzierende Nervenzellen. Im Rahmen der Untersuchung
soll mit Hilfe von vitalmikroskopischen Zeitverlaufsstudien der Effekt einer simu-
lierten Glutamatintoxikation mit dem Glutamatrezeptoragonisten N-methyl-
Daspartic-acid (NMDA) auf neuronale Zellen vitalmikroskopisch analysiert wer-
den. Dabei soll die Frage geklart werden, ob die Differenzierung lediglich ge-
hemmt wird oder ob es im weiteren Verlauf der Intoxikation zu einer volligen

Degeneration der Nervenzellen kommt.

Fir die neuronale Differenzierung ist der Einfluss der Zelladhasion und der Mig-
ration ein wichtiger Aspekt. Deshalb soll in einem weiteren experimentellen Teil-
projekt der Bedeutung der Zell-Zell- sowie der Zell-Matrix-Interaktion bei der

neuronalen Differenzierung Rechnung getragen werden, die Uber Integrine als
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transmembranare Bindeglieder zwischen dem Zytoskelett und der Extrazellu-
larmatrix vermittelt wird. So ist es das Ziel, die Rolle von 31 Integrin fur die Neu-
rogenese mittels eines Vergleiches der neuronalen Differenzierung aus der
Wildtyp ES-Zellinie D3 mit der R1 Integrin defizienten knock-out ES-Zellinie
G201 zu untersuchen. Als Kriterien fur die Differenzierung dienen in dieser Un-
tersuchung die neuronale Migration, das neuronale Fortsatzwachstum sowie

morphologische und immunhistochemische Reifungsparameter.

1.2.3 Abschnitt lll: ES-Zellen als Ausgangsmaterial fiir Zellersatzthe-

rapien

Aufgrund jungster Berichte Uber die Isolierung menschlicher embryonaler
Stammzellen (Thomson et al., 1998) rlckt ein eventueller Einsatz von alloge-
nen, in-vitro differenzierten ES-Zellen als Ausgangsmaterial fir Zellersatzthera-
pien immer mehr in den Fokus des Interesses. Um humane Stammzellen aller-
dings therapeutisch nutzen zu kdnnen, mussen grundlegende Fragen zunachst
an tierischen ES-Zellinien durchgeflhrt werden. Diese sollten zum Ziel haben,
geeignete Expandierungs- und Differenzierungsprotokolle zur Selektionierung
geeigneter Zellpopulationen zu etablieren sowie die Differenzierungskapazitat
von transplantierten ES-Zellen in einem Empfangergewebe zu charakterisieren.
Deshalb ist es das Ziel des eigenen Ansatzes, unter Verwendung eines ES-
Zellklons mit stabiler Expression des grun fluoreszierenden Proteins unter der
Kontrolle des B-Aktin-Promoters das Schicksal von transplantierten Zellen in
einem Empfangergewebe unabhangig ihres Differenzierungsstadiums zu unter-

suchen.

In einem nachfolgenden experimentellen Ansatz soll unter Nutzung eines ES-
Zellklons, bei dem die GFP-Expressionskassette unter der Kontrolle des Nestin-
Promoters steht, die Selektion von neuralen Vorlauferzellen in vitro direkt ver-
folgt und die Voraussetzung dafur geschaffen werden, die selektionierte Zellpo-
pulation mittels praparativen Zellsorting fur Transplantationstherapien flir neuro-

degenerative Erkrankungen wie beispielsweise M. Parkinson anzureichern.
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Da im Verlauf des M.Parkinson dopaminerge Neurone in der Pars compacta der
Substantia nigra degenerieren, wird in einem weiteren Schritt die Differenzie-
rungspotenz von ES-Zellen in TH-positive, dopaminerge Neurone untersucht.
Diese Untersuchungen knupfen an die Charakterisierung der allgemeinen neu-
ronalen Differenzierungspotenz von ES-Zellen nach dem klassischen Reinsau-
reprotokoll an. Dabei wird durch eine in vitro Prakonditionierung von neuralen
Vorlauferzellen versucht die Population von TH-positiven (dopaminergen) Neu-
ronen anzureichern, so dald ES-Zellen als Ausgangsmaterial fur Transplantati-

onstherapien bei M. Parkinson genutzt werden konnen.

Schliel3lich wird an einem Tiermodell fur eine degenerative Erkrankung, hier fur
die Makuladegeneration des Menschen, die Potenz von transplantierten neural

differenzierten ES-Zellen, degenerative Prozesse zu stoppen, demonstriert.
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1.3 Verwendete Zellinien und Methoden

Die in den vorgelegten Arbeiten erhobenen Befunde fanden unter Verwendung
nachfolgend aufgelisteter embryonaler Stammzellinien, Testverfahren und Ana-
lysemethoden statt. Alle angewendeten Methoden sind in den entsprechenden

Originalarbeiten ausfihrlich beschrieben.

1.3.1 Verwendete ES-Zellinien

e ES-Zellen der Linie BLC 6, zur Verfigung gestellt von Frau Dr. A. M.
Wobus (Institut fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gaters-

leben).

e D3 ES-Zellinie (Doetschman et al., 1985) bezogen von der ATCC, Ma-

nassas, Va., USA.

o ES-Zellinie G201 mit homozygoter B1 Integrin-Defizienz, zur Verfligung
gestellt von Prof. Fassler, Institut fur Exp. Pathologie, Universitat Lund,

Schweden.

e D3 Subklone 1 und 2 mit spezifischer GFP-Fluoreszenz in neuralen Vor-
lauferzellen unter Verwendung des 2kb nestin intron Il enhancer-
Thymidinkinase Promoter-Fragmentes (zur Verfiugung gestellt von U.
Lendahl) (Andressen et al., 2001a).

e D3 Subklon7 (Arnhold et al., 2000a) unter Verwendung des pCX-(3-act)-
EGFP-Expressinsvektors unter der Kontrolle des chicken [(-actin-
Promoters (zur Verfigung gestellt von von Dr. Okabe, Universitat Osaka,
Japan (Okabe et al., 1997)
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1.3.2 Kultivierungsprotokolle

Stammezellhaltung nach gangigen Protokollen unter Verwendung von leu-
kemia inhibitory factor (LIF) (Rohwedel et al., 1994) mit bzw. ohne ,fee-

der” Zellen.
Induktion der neuralen Differenzierung Uber Retinsaure.

Selektion neuraler Vorlauferzellen in chemisch-definiertem serumfreien
Medium unter Zusatz von Insulin, Transferrin, Selenchlorid und Fibronec-

tin.

Differenzierung selektionierter Vorlauferzellen in B27/N2 supplementier-

tem Medium.

1.3.3 Embryonale Schnittserien

Embryonale Schnittserien nach Fixierung und Paraffineinbettung von

Mauseembryonen der Embryonaltage E12 bis E19.

1.3.4 Mikroskopische Techniken

Klassische Licht- , Phasenkontrast- und Vitalmikroskopie zur morphologi-
schen ldentifizierung neuraler Differenzierungsstadien bzw. zur Verfol-

gung ihrer Differenzierungsdynamik.

Klassische immunhistochemische Techniken zur Detektion und Darstel-

lung spezifischer fragestellungsrelevanter Marker.

Kamera Lucida Zeichnungen zur Korrelation von Transmitterexpression

und Zellmorphologie.

Morphometrische Analyse zur Quantifizierung von differenzierungsrele-
vanten Daten mit Hilfe der Optimas Software (Optimas, Seattle Washing-

ton).
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1.3.5 Elektrophysiologie

e Patch clamp-Technik in der Ganzzell-(whole-cell)-Konfiguration zur Mes-
sung von Ganzzellstromen verschiedener Qualitaten bzw. zur ldentifizie-
rung der Kalziumkanalsubtypen sowie zur Detektion der Rezeptorprofile

in verschiedenen neuronalen Differenzierungsstadien.

1.3.6 Molekularbiologische und biochemische Techniken

¢ Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR) flir den Nachweis der Kalziumka-

nalsubtypen bzw. deren Splice-Varianten auf Einzelzellniveau.

e Western-Blot zur Bestimmung der Spezifitat der Antikorper gegen die

Ca?" -Kanaluntereinheiten.

1.3.7 DurchfluBzytometrie

e Durchflulzytometrie bzw. Fluorescence activated cell sorting (FACS) zur

Bestimmung der Intensitat der GFP-Fluoreszenz von Einzelzellen.

1.3.8 Stereotaktische Zelltransplantation

e Stereotaktische intrazerebrale Transplantation zur Beurteilung der Migra-
tions- und Differenzierungskapazitat sowie der Integration in vitro selekti-

onierter neuraler Stammzellen in vivo.
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2 Darstellung und Diskussion der kumulierten Ergebnisse

2.1 Abschnitt I: Normogenese neural differenzierter embryonaler

Stammzellen

2.1.1 Neuronale Differenzierungskapazitiat von ES-Zellen

Zahlreiche Aspekte neuronaler Differenzierungsprozesse, insbesondere die
wahrend der frihen embryonalen Neurogenese, sind bis heute nur sehr be-
schrankt untersucht (McKay, 1989; Luskin, 1994). Dieser Umstand beruht zum
Teil auf der eingeschrankten Zuganglichkeit geeigneten embryonalen Zellmate-
rials bzw. experimentellen Systemen, die eine profunde Analyse embryonaler
Differenzierungsprozesse zulassen. In jingerer Zeit ricken deshalb zunehmend
embryonale Stammzellen als Modell zum Studium von fruh-embryonalen Diffe-
renzierungsprozessen in den Fokus des Interesses. Unter Verwendung von
spezifischen Kultivierungsprotokollen, die den Prozentsatz der neuralen Popula-
tion erhéhen, bieten sie auch die Moéglichkeit zum Studium von Mechanismen

der frih-embryonalen Neurogenese.

Die embryonale Neurogenese in vivo nimmt ihren Ausgang von proliferativen
multipotenten neuropoetischen Stammzellen im frihen Neuroepithel. Diese
Stammzellen teilen sich zunachst symmetrisch, so dald aus einer Progenitorzel-
le zwei neurale Progenitorzellen hervorgehen. Mit fortschreitender Entwicklung
wird eine zunehmende Zahl der Zellteilungen asymmetrisch, so dal} aus einer
Progenitorzelle zwei ungleiche Tochterzellen hervorgehen. Eine der Tochterzel-
len differenziert sich zu einer neuronalen bzw. glialen Vorlauferzelle, wahrend
die andere als Stammzelle weiter proliferiert (Knoblich, 1997) . Die Differenzie-
rung neuraler Zellen zu neuronalen Subpopulationen in vivo mit einigen Hundert
verschiedener Phanotypen (Stevens, 1998), das axonale Wachstum sowie die
Synaptogenese geschieht durch das Zusammenspiel mehrer Faktorenklassen.
Dazu gehoren Zelloberflachenmolekile oder 16sliche Signalmolekule. Diese zel-

lular sezernierten Signale beeinflussen den Differenzierungsweg benachbarter
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Zellen, indem sie Transkriptionsfaktoren aktivieren und Uber nachgeschaltete
Effektorgene die funktionellen Eigenschaften der Neurone beeinflussen bzw.

deren Identitat bestimmen.

Da bisher nur einige wenige praliminare immunhistochemische und elektrophy-
siologische Charakterisierungen bezlglich der neuronalen Differenzierungsei-
genschaften von ES-Zellen existieren (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995;
Strubing et al., 1995), ist das Ziel des eigenen Ansatzes, die neurale Differen-
zierungskapazitat nach RA Induktion und nach Plattierung der im hangende
Tropfen gebildeten embryoahnlichen Aggregate (EBs) (Abb. 3) detailliert zu un-
tersuchen. In einem ersten Schritt soll das Vorkommen neuronaler Subtypen
bzw. die neuronale Differenzierungsdynamik charakterisiert sowie das differen-
zierungsabhangige Rezeptorprofil fur die klassischen Neurotransmitter elektro-

physiologisch bestimmt werden.

Die eigenen Befunde zeigen, dal} es nach Plattierung der EBs zu einer kontinu-
ierlichen Migration von Zellen aus dem zentralen Zellhaufen in die Peripherie
kommt. Die neuronale Differenzierung erfolgt in Abhangigkeit einer zonalen An-
ordnung (Abb. 4). Dabei stellt der plattierte EB den zentralen Zellhaufen dar,
um den sich in einer konzentrischen Anordnung zwei periphere Zonen lagern,
die Uber die Zytomorphologie der Untergrundzellen relativ klar voneinander ab-
gegrenzt werden kdnnen. Es sind dies eine intermediare Zone mit pflasterstein-
ahnlichen polygonalen Zellen und eine auf’ere Zone mit groRen polymorphen
Zellen. Bereits zwei Tage nach Plattierung (n.p.) der EBs kdnnen Nervenzellen
mit Hilfe des neuronalen Markers Neuronen spezifischer Enolase (NSE) nach-
gewiesen werden. Diese zeigen unterschiedlichste Morphologien sowie eine
komplexe Netzwerkbildung. Unter Verwendung des Synapsenmarkers Synap-
tophysin kann Uber die Expression dieses synapsenassoziierten Proteins auf
eine synaptische Kopplung der Zellen untereinander geschlossen werden. Mit
Hilfe entsprechender Antikorper Iasst sich die Expression der wichtigsten Neu-
rotransmitter wie Glycin, GABA, Glutamat und Serotonin sowie eine Auswahl
von Neuropeptiden, wie das Vasointestinale Polypeptid, Substanz P und Neu-
ropeptid Y detektieren. Daruber hinaus konnen bestimmte neuronale Morpholo-
gien mit der Expression bestimmter Neurotransmitter bzw. Neuropeptide korre-

liert werden. AulRerdem zeigt sich ein stadienspezifisch gehauftes Auftreten

21



Zeitplan ES-Zellen (BLC 6)
(Tage) kultiviert auf "feeder layer"

0 — Praparation einer Zellsuspension und
Kultivierung von 400 Zellen/20 ul Mediunr
in hangenden Tropfen

i .

Bildung von "embryoédhnlichen"
Zellaggregaten

1\ \/ \ \ |

Sammeln der Aggregate (EB) und
weitere Kultivierung in Suspension

l l

Plattieren der EB auf mit Gelatine
beschichteten Deckglaschen in
24er Multiwell-Kulturschalen

4+2 s = s 3 = %= %= ®= ®= ® = ® ® = = = = = =m Sy
Erscheinen der ersten
neuronalen Zellen

 / — Elektrophysiologie
— Vitalmikroskopie

— Neurotoxizitat

Abb. 3: Differenzierungsschema zur in vitro Differenzierung neuronaler Zellen
aus ES-Zellen. Nach Aggregation von ES-Zellen in der Praparation des
hangenden Tropfens unter Zugabe von Retinsaure innerhalb von 2
Tagen werden die gebildeten Zellaggregate (EBs) abgespult und fur
weitere 2 Tage in Suspension kultiviert. Am 4. Tag erfolgt die Plattierung
der EBs auf Gelatine-beschichteten Deckglaschen in Multiwell-Schalen.
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Abb. 4: Darstellung der raumlichen Organisation eines plattierten EB. A)
Agaroseabdruck eines EB 5 Tage nach Platierung. b) Schematische
Darstellung zur zonalen Einteilung des plattieten EB. Um den
zentralen Zellhaufen (urspringlicher EB) lassen sich zwei
konzentrische Zonen, eine intermediare und eine aulere Zone,
abgrenzen. Die Einteilung der konzentrischen Zonen erfolgt nach den
Phanotypen der Zellen des Untergrundes. Die unterschiedlichen
Morphologien der Untergrundzellen (polygonal und multiform) sind in
den mikroskopischen Aufnahmen deutlich zu erkennen (c und d). Auf
der linken Seite des Schemas sind die verschiedenen neuronalen
Phanotypen und ihre zonales Vorkommen angedeutet. In der
Intermediarzone finden sich hauptsachlich a- und bipolare Zellen und in
der aulReren Zone vorwiegend multipolare Neurone.

23



bestimmter morphologischer Phanotypen. Mit Hilfe einer vitalmikroskopischen
Zellbeobachtung kann eine kontinuierliche Migration sich differenzierender Neu-
rone aus dem zentralen Zellhaufen entlang fester Leitstrukturen in die Periphe-
rie beobachtet werden. Weiterhin erlaubt die vitalmikroskopische Zellbeobach-
tung den Nachweis der Morphogenese von apolaren Uber bi- zu multipolaren
Neuronen. Mit Hilfe von elektrophysiologischen Messungen kann der typische
Natriumeinwartsstrom in den morphologisch identifizierten Neuronen detektiert
werden, und daruber hinaus durch Applikation der entsprechenden Transmitter
die Rezeptoren fir die klassischen Neurotransmitter bereits in sehr friihen Diffe-

renzierungsstadien ermittelt werden (Arnhold et al., 1998).

Die Ergebnisse dieses Teilabschnittes der Untersuchung weisen darauf hin, daf}
ES-Zellen bezuglich immunhistochemischer und morphologischer Kriterien in
eine Vielzahl neuronaler Phanotypen differenzieren. Sie erweitern damit friihere
Befunde bezuglich der Differenzierungskapazitat von ES-Zellen nach RA Induk-
tion (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Strubing et al., 1995; van Inzen et
al., 1996). Dabei fehlen in diesen Arbeiten genauere morphologische Charakte-
risierungen der Zellen, und es werden nur unzureichende Daten bezuglich der
Expression der geldufigsten Neurotransmitter sowie Uber ihr relatives Auftreten
geliefert. AulRerdem werden in diesen Arbeiten keine Angaben Uber die neuro-
nale Differenzierungsdynamik gemacht, von der in der vorliegenden Studie ge-
zeigt werden kann, dal} sie in Abhangigkeit von einer zonalen Anordnung er-
folgt.

Die Expression der verschiedenen Neurotransmitter und Neuropeptide in neu-
ronal differenzierten ES-Zellen sowie die Diversitat neuronaler Morphologien
geben einen deutlichen Hinweis darauf, dal} die Induktion der neuralen Diffe-
renzierung uber RA, keineswegs nur die Differenzierung eines bestimmten neu-
ronalen Phanotyps foérdert. Diese Befunde stehen damit im Einklang mit Beo-
bachtungen von (Henion and Weston, 1994), die beschreiben, dal® RA die
Replikation und das Uberleben kultivierter multipotenter Neuralleistenvorlaufer-
zellen fordert und damit letztendlich die Differenzierung einer gro3eren neurona-
len Population induziert als dies bisher beschrieben wurde (Mena et al., 1994;
Rylett et al., 1993). Aufgrund der zellularen Vielfalt in der hier beschriebenen
EB-Praparation, verbunden mit dem funktionellen Nachweis einer synaptischen

Kopplung (Strubing et al., 1995a) bzw. Uber den Nachweis mittels Synaptophy-
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sin, unterstutzen und erweitern die Daten dieser Studie frihere Befunde, die
darauf hinweisen, da® aus ES-Zellen differenzierte Neurone bzw. neuronale
Netzwerke wichtige Merkmale des neuronalen Gewebes wie es in vivo vor-
kommt, besitzen (Strubing et al., 1995; Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995).
Interessanterweise kann in den neuronal differenzierten ES-Zellen in einigen
Fallen eine Korrelation von Chemo- und Phanotyp hergestellt werden. So wird
der Neurotransmitter Glutamat vorwiegend in multipolaren Zellen, die haupt-
sachlich in der Peripherie des EB lokalisiert sind, exprimiert, wahrend GABAer-
ge und glycinerge Neurone sowohl bi- als auch multipolar sein kénnen. Sie sind
dann entsprechend in der intermediaren bzw. in der peripheren Zone des EB
anzusprechen. Daraus kann geschlossen werden, dal} spezifische Umweltfakto-
ren bzw. Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte auch in diesem System ihre Funkti-
on als Differenzierungsfaktoren wahrnehmen.

Trotz der raumlichen Abhangigkeit der Differenzierungsprozesse im EB kdnnen
keine Anhaltspunkte fir eine Kompartmentierung im Sinne einer terminalen Dif-
ferenzierung bestimmter Hirnabschnitte wie z.B. Cortex, Cerebellum oder Hirn-
stamm gefunden werden.

Es ist somit eher naheliegend, dal} es sich in diesem in vitro-System um frihe
neuronale Differenzierungsprozesse handelt. Allerdings entspricht die hier be-
schriebene Korrelation von Chemo- und Phanotyp Befunden aus dem ZNS. So
ist beispielsweise der Neurotransmitter Glutamat typischerweise in multipolaren
Projektionsneuronen des cerebralen Cortex zu finden (Divac et al., 1977; Storm-
Mathisen and Vaglum, 1994). Fir GABAerge Neurone des ZNS kann keine sol-
che einheitliche Zuordnung zu einem bestimmten Phanotyp vorgenommen wer-
den. Diesem in vitro-Befund entspricht die Beobachtung, dal} die Morphologie
GABAerger Neurone in vivo stark vom Netzwerk des jeweiligen Hirnabschnittes
abhangig ist (Mugnaini, 1985; Freed, 1992).

In Anlehnung an die Situation in vivo, wo die neuronale Migration in einigen Sys-
temen in Abhangigkeit von radialen Gliazellen ablauft (Montgomery, 1994; Vaca
and Wendt, 1992) kann auch in der EB Praparation aufgrund einer engen tem-
poro-spatialen Beziehung von Neuronen und Astroglia (Angelov et al., 1998;
Arnhold et al., 1998), von einer unterstitzenden Rolle von radialen Gliazellen
fur die neuronale Migration ausgegangen werden. Dies wird von den hier be-

schriebenen vitalmikroskopischen Befunden einer Wanderung von apolaren
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Neuronen aus dem zentralen Zellhaufen in die Peripherie auf festen radial an-
geordneten Migrationsrouten verdeutlicht. Haben diese wandernden unreifen
Neurone ihr terminales Siedlungsgebiet erreicht, erfolgt die terminale Differen-
zierung, so dal} dann der entsprechende Phanotyp mit immunhistochemischen
Farbungen charakterisiert werden kann. Dabei fallt auf, dal® die Expression der
verschiedenen Neurotransmitter erst ab einem bestimmten Differenzierungs-
grad, d.h. in bi- oder multipolaren Zellen nachweisbar ist. Andererseits kdnnen
durch elektrophysiologische Ableitungen neben dem neuronentypischen Natri-
umstrom die Rezeptoren flr die klassischen exzitatorischen und inhibitorischen
Neurotranmitter (Glutamat, GABA und Glycin) bereits in apolaren juvenilen Neu-
ronen detektiert werden. Daraus kann zunachst geschlossen werden, daf frih
differenzierende postmitotische Neurone bereits elektrisch aktiv sind, bevor sie
die Moglichkeit besitzen Neurotransmitter zu synthetisieren. Daruber hinaus
sind sie auch mit einer gewissen Ausstattung von Neurotransmitterrezeptoren
versehen, bevor eine initiale Neurotransmitterexpression detektiert werden
kann. Tatsachlich lassen auch Befunde aus in vivo Untersuchungen den
Schluss zu, dal die Rezeptorausstattung, die schon vor dem Einwachsen affe-
renter Fasern zu finden ist, Einfluss auf die Synaptogenese nimmt und damit
zumindest teilweise flr die weitere Differenzierung verantwortlich sein kann
(Ostermann et al., 1995; Moser et al., 1996). Mdglicherweise wird mit zuneh-
mender Differenzierung und mit der funktionellen Spezialisierung der Neurone
die Rezeptorausstattung reduziert. Ahnliche Befunde kénnen auch hinsichtlich
der Kalziumkanalausstattung in Korrelation zur neuronalen Reifung gemacht

werden (s.u.).

Insgesamt zeigen die hier prasentierten Befunde die Differenzierung einer Viel-
zahl neuronaler Phanotypen aus ES-Zellen nach RA Induktion. Die raumlich
abhangige Differenzierung von neuronalen Phanotypen zeigt allerdings, dal}
auch systemimmanente Faktoren existieren, die die neuronale Differenzierung
beeinflussen, so dal} die Differenzierungscharakteristika in der ES-Kultur starke
Parallelen zur in vivo-Situation aufweisen. Damit kann gezeigt werden, dal} es
sich bei der ES-Kultur um ein verlassliches in vitro-System zum Studium friher

embryonaler Differenzierungsmechanismen handelt.
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2.1.2 Hinweise zur Regulation der Kalziumhomoostase in neuronal

differenzierten Zellen des EB

Nachdem in den vorherigen Abschnitten die Differenzierungskapazitat von ES-
Zellen zu einer Vielzahl von neuronalen Subtypen gezeigt werden konnte, stellt
sich die Frage, inwieweit sich die Neurone neben ihrer unterschiedlichen
Transmitter- bzw. Rezeptorausstattung auch anhand ihrer unterschiedlichen
Austattung von spannungsabhangigen Kalziumkanalen bzw. von Kalzium-
bindenden Proteinen charakterisieren lassen und wie sich das Expressionsmus-
ter dieser an der Kalziumhomaoostase beteiligten Strukturen differenzierungsab-
hangig andert. Dies ist insbesondere von Interesse, da der intrazelluldre Ca*'-
Gehalt wahrend der Neurogenese wichtig fur die Determination des Neu-
rotransmitterphanotyps (Lipton and Kater, 1989; Komuro and Rakic, 1993;
Scheetz and Constantine-Paton, 1994; Spitzer, 1994) sowie fur die Expression
verschiedener Gene (Spitzer N., 1991) ist. Daruber hinaus ist der intrazellulare
Ca’" -Gehalt wichtig fir das axonale Wachstum, die Modulation der Membran-
erregbarkeit (Reuter, 1983; Hille, 1992) und ist an der Neurotransmitterauss-
chuttung beteiligt (Olivera et al., 1994). Unter physiologischen Bedingungen wird
die Konzentration des freien intrazellularen Ca*" durch eine Reihe von an der
Ca*" -Homdostase beteiligten Zellorganellen bzw. -proteinen wiederhergestelit.
Dazu gehoren unter anderem spannungsabhangige (SAKK) und Liganden-
gesteuerte Ca” -Kandle sowie intrazellulare Ca®* -bindende Proteine
(Andressen et al., 1993).

2.1.2.1 Expression von Kalziumkanalen in neuronal differenzierten ES-

Zellen

SAKK, die aufgrund von biophysikalischen und pharmakologischen Untersu-
chungen entsprechend ihrer Spannungsabhangigkeit in sogenannte low-
voltage-activated (LVA) (T-Typ) und high-voltage activated (HVA) (L-, N-, P-, Q-
und R-Typ) eingeteilt werden, steuern den transienten Ca**-Einstrom, (Reuter,
1983; Hille, 1992). SAKK bestehen mindestens aus drei Genprodukten, namlich
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der ionendurchlassigen porenbildenden Hauptuntereinheit o1, die mit strukturel-
len/regulatorischen 026- und B-Hilfsuntereinheiten gekoppelt ist (Hofmann et al.,
1994). Die a1 Ca*'-Kanaluntereinheiten lassen sich in mehrere Gruppen eintei-
len und damit bestimmten Zelltypen zuordnen. Wahrend die a1D- Untereinheit
dem neuronalen L-Typ Ca*-Kanal zugeordnet werden kann, besteht die zweite
Gruppe aus den A-, B-, und E-Genklassen, die flr non-L-Typ Ca*-Kanale ko-
dieren (Catterall W., 1995). Wahrend gesichert ist, dal} das a1B-Genprodukt die
zentrale Poren-bildende Untereinheit des N-Typ-SAKK darstellt (Williams et al.,
1992), kodiert die oi1A-Untereinheit entweder fir den P- oder den Q-Typ Ca?*-
Strom (Mori et al., 1991). Fur die o1E-Untereinheit wird vermutet, dal® sie die

porenbildende Untereinheit des R-Typ Ca”*-Kanals reprasentiert.

Fur die meisten Caz+-KanaIsubtypen wurden spezifische Blocker isoliert bzw.
synthetisiert. Wahrend der L-Typ SAKK durch Dihydropyridine wie Nifendipin
und Isradipin blockiert werden kann (Bean B.P., 1989), lassen sich die neurona-
len N-Typ-Kanale durch omega-Conotoxin GVIA (o-CTx-GVIA) und P-Typ Ka-
nale durch omega-Agatoxin IVA (w-Aga-IVA) inhibieren (Aosaki and Kasai,
1989; Plummer et al., 1989). Den beiden zuletzt genannten Kanaltypen wird
insbesondere die prasynaptische Regulation der Neurotransmitterfreisetzung

zugeschrieben (Olivera et al., 1994).

Entsprechend der Verhaltnisse in vivo zeigen die bisher an neural differenzier-
ten ES-Zellen erhobenen Daten, dal® mindestens vier pharmakologisch distinkte
"high voltage activated" (HVA) Ca®" -Kanale wie der L-, N-, P/Q, sowie der R-
Typ-Kalziumkanal, die fur das Entstehen des Gesamtzellkalziumstromes ver-
antwortlich sind, exprimiert werden (Strubing et al., 1995a). Mit Hilfe von phar-
makologischen Experimenten konnte am ES-Zellmodell weiterhin gezeigt wer-
den, dal® Neurotransmitter wie Somatostatin insbesondere die Aktivitat von L-
und N-Typ Kalziumkanalen in frihen neuronalen Differenzierungstadien tber G-

Proteine regulieren (Strubing et al., 1997).

Korrespondierend dazu zeigen die eigenen an ES-Zellen erhobenen Daten so-
wohl elektrophysiologisch als auch immunhistochemisch die Expression des L-,
N-, P/Q- sowie des R-Typ-Kalziumkanals in allen neuronalen Differenzierungs-
stadien (Arnhold et al., 2000a). In Ubereinstimmung mit vitalmikroskopischen

Befunden (Arnhold et al., 1998) bezlglich der phanotypischen Veranderungen
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individueller Neurone wahrend der neuronalen Differenzierung in ES-Zellen
kann auch eine veranderte Beteiligung der 0.g. spannungsabhangigen Kalzium-
kanadle am Gesamtkalziumstrom in typischen Vertretern der drei morphologi-
schen Reifungsstadien a-, bi- und multipolaren Neuronen registriert werden
(Abb. 5). Wahrend sich die L- und N-Typ Stromkomponenten, ausgehend von
den apolaren/unipolaren uUber die bipolaren zu den multipolaren Neuronen,
deutlich reduzieren, kann im Vergleich zu den juvenilen Morphologien ein signi-
fikanter Anstieg der P/Q-Typ Kanalbeteiligung in morphologisch reifen Neuro-
nen beobachtet werden. Eine ahnliche Situation mit einem Anstieg der entspre-
chenden Kanalbeteiligung trifft auch fur den R-Typ Ca®" -Kanal zu. Zusammen
mit der beschriebenen Verschiebung der Kalziumkanal-Beteiligung zugunsten
von P/Q und R-Typ Kanélen in der vorliegenden Studie, kann ebenfalls ein dif-
ferenzierungsabhangiger Anstieg der Ca®" -Stromdichte registriert werden
(Arnhold et al., 2000a). Immunzytochemische Analysen zeigen die Existenz der
a1-Ca®" -Kanaluntereinheiten in mehr als 90 % aller Neuronen in allen morpho-
logischen Reifestadien. Die elektrophysiologisch/pharmakologisch erhobenen
Daten zum Vorkommen aller vier Kalziumstromkomponenten in neuronal diffe-
renzierten ES-Zellen werden durch entprechende RT-PCR-Analysen bestatigt
(Abb. 6) (Vajna et al., 1998).

Die Expression aller in der ES-Zellkultur untersuchten Ca* -Kanaluntereinheiten
wurde bereits friher im ZNS verschiedener adulter Saugetierspezies mit Hilfe
spezifischer Antikdrper gegen die a1-Untereinheiten der neuronalen Kalziumka-
nale nachgewiesen, so z. B in der Ratte (Westenbroek et al., 1992; Soong et
al., 1993; Westenbroek et al., 1995; Yokoyama et al., 1995), der Maus (Mori et
al., 1991; Coppola et al.,, 1994; Williams et al., 1994) und im Kaninchen
(Niidome et al., 1992; Fujita et al., 1993). Darluber hinaus wurde das Vorkom-
men der o1 A-, o1 B- und o1 E-Ca®* -Kanaluntereinheit auch im menschlichen
Kleinhirn detektiert (Volsen S.G. et al., 1995).

Da es bisher keine Untersuchungen Uber die Expression verschiedener Ca”" -

Kanaluntereinheiten wahrend der Embryonalentwicklung gibt, liefert diese
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Abb. 5: Darstellung einer neuronal differenzierten ES-Zelle wahrend einer patch
clamp Ableitung in der ,whole cell* Konfiguration, Pfeil = Patch Pipette,
Balken = 10um.
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Abb. 6: PCR-Amplifikation von ol-cDNS-Fragementen aus differenzierten embryonalen Stammzellen. Als Marker wurde 100 bp-ladder™ (Gibco BRL/ Life
Technologies, Eggenstein) verwendet (Spur 4, 8, 15, 19 in (A), Spur 5 und 11 in (B). Die erwarteten Produktgréfien sind unterhalb der Diagramme
angegeben. (a) Amplifikation aus differenzierten BLC6-ES-Zellen mit Untereinheit-spezifischen Oligonukleotidpaaren; jeweils aufgetragen: PCR-Produkte
aus Amplifikation von Negativkontrolle ohne cDNS (-), BLC6-cDNS und Maushirn-cDNS; im Falle der HPRT-Amplifikation enthiilt die Negativkontrolle
BLC6-GesamtRNS. (b) Amplifikation aus differenzierten D3/Aatl17-ES-Zellen mit o.1C- bzw. ol E-spezifischen Primern; fiir Spur 1 und 6 wurde Maushirn-
c¢DNS, fiir Spur 4 und 9 die Negativkontrollen ohne RNS verwendet; in Spur 2 und 7 bzw. in Spur 3 und 8 wurde cDNS aus D3/Aat17-ES-Zellen vor der
Plattierung bzw. elf Tage nach Plattierung verwendet. Spur 10 enthilt als zusiitzliche Positivkontrolle die Amplifikationsprodukte der murinen Insulinoma-

Zellinie B-TC3.



Arbeit die ersten immuncytochemischen Hinweise fur die Expression der a1 A-,
o1 B-und a1 E-Ca®* -Kanaluntereinheiten wahrend der Embryonalentwicklung in
einem in vitro-Versuchsmodell. Die immunzytochemische Detektion der ver-
schiedenen a1-Ca?* -Kanaluntereinheiten korrespondieren mit den elektrophy-
siologischen Daten und zeigen, dal} wahrend der frihen Embryogenese Neuro-
ne mit einem vielfaltigen Muster an SAKK ausgestattet sind. Es liegt daher nahe
anzunehmen, dal} die Zellen mit Hilfe der Vielzahl von SAKK ihren enormen
Bedarf an Ca** -lonen wahrend dieser kritischen Phase der Entwicklung regulie-
ren. Dies wird auch durch die mit zunehmender Differenzierung ansteigenden
Kalziumstromdichte deutlich, der haufig wahrend der Nervenzellentwicklung be-
obachtet wird (Bode-Greuel and Singer, 1988; McCobb et al., 1989; Giffin et al.,
1991; Thompson and Wong, 1991; Dourado and Dryer, 1992; Mynlieff and Be-
am, 1992).

Die hier vorgestellten elektrophysiologischen bzw. pharmakologischen Daten
zum Vorkommen aller vier Kalziumstromkomponenten werden zusatzlich noch
durch die RT-PCR-Analysen bestatigt. Mit Hilfe dieses Nachweisverfahrens
kann zusatzlich der das Vorkommen der a1E-Isoform in den neuronal differen-
zierten ES-Zellen gezeigt werden da fur diese Isoform bis dato noch keine spe-
zifischen Antikorper existieren (Vajna et al., 1998). Die a1E-Komponente wird
als der native Gegenspieler des R-Typ Ca*-Kanals angesehen (Randall and
Tsien, 1995; Tottene et al., 1996). Bei der genaueren Analyse der o1E- Tran-
skripte fallt allerdings auf, daf3 von der a1E-Isoform zwei Splicevarianten existie-
ren (Abb. 7). Dabei tritt in den neuronalen Zellen des EBs das kirzere o1E-
Fragment signifikant haufiger auf als die langere Variante, was mit Hilfe von RT-
PCR-Analysen von Kortexpraparationen der Ratte bestatigt werden kann. Dort
kann analog zu den Mausbefunden ausschliellich ebenfalls nur die kirzere
Spleilvariante gefunden werden (Vajna et al., 1998). Dagegen ftritt die langere
o1E-Variante gehauft in nicht-neuronalen Zellen auf, was in ES-Zell-
Differenzierungstudien, die nicht mit dem RA-Protokoll durchgeflihrt werden,
deutlich wird. Es kann somit angenommen werden, dal® das Vorkommen der

klrzeren Variante generell auf neuronale Zellen beschrankt ist.
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Abb. 7: ldentifizierung von SAKKs bzw. o1E in einzelnen Neuronen in vitro
differenzierter BLC6-ES-Zellen. (a) Barium-Einwartsstrome 3 Tage
nach Plattierung; die dargestellten Strome wurden ohne Blocker [c],
bzw. nach sukzessiver Zugabe von 3 pyM Isradipin [israd.], 5 ytM -
Conotoxin-GVIA [0-CGTX] und w-Agatoxin-IVA [w-AgaTX] ermittelt.
Der verbleibende Strom (,resistenter Strom*) wird reversibel durch 50
MM CdCl, blockiert (b) Gelelektrophoretische Auftrennung dreier
reprasentativer Einzelzell-RT-PCR-Produkte. Spur 1 enthalt die 100 bp
ladder (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein); die PCR-Produkte
in Spur 1 und 2 mit einer Lange von etwa 220 bp sind Unspezifitaten
ribosomalen Ursprungs.
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Aufgrund der Bedeutung von Ca®" -lonen als ,second messenger‘ wahrend der
Embryonalentwicklung ist es naheliegend, dald in vielen Zellen wahrend der
Embryogenese die ersten einwartsgerichteten lonenstrome tatsachlich Ca®" -
Strome sind (Dietzel, 1995). Die wenigen Arbeiten, die sich mit einer entwick-
lungsabhangigen Verschiebung der HVA SAKK beschaftigen, zeigen analog zu
den eigenen Befunden eine entwicklungsbedingte Zunahme der Q-Typ-SAKK-
Beteiligung am Gesamtzellkalziumstrom, beispielsweise in DRG-Neuronen
(Hilaire et al., 1996). Daruber hinaus kann eine N-Typ-Beteiligung am Gesamt-
strom in frihen hippocampalen Neuronen gezeigt werden, wahrend die P/Q-
Typ-Beteiligung in allen Entwicklungsstadien zu detektieren war (Verderio et al.,
1995). Im Gegensatz dazu gibt es Daten von Hippocampusneuronen, die zei-
gen, dal die N-Typ SAKK-Beteiligung bis in die frihe postnatale Periode an-
steigt (Jones et al., 1997). Dabei bleibt es Spekulation, ob dort eine Neuexpres-
sion vorliegt, die in dem ES-Zellsystem nicht auftritt, da es sich bei den Neuro-

nen in diesem System nicht um terminal differenzierte Nervenzellen handelt.

2.1.2.2 Differenzierungsabhangige Expression von Kalzium-bindenden

Proteinen

Der transmembranére Ca**-Gradient ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Zellintegritat. Eine Stérung dieses Gradienten fuhrt unweigerlich zu neuronalen
Degenerationserscheinungen (Farber, 1981). Da der Ca®"-Einstrom (iber SAKK
nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip gesteuert wird, kann eine niedrige intrazellu-
lare Ca®* -Konzentration nur durch ein effizientes Puffersystem fur freies intra-
zellulares Ca®* reguliert werden. Eines dieser Puffersysteme stellen die im Zy-
toplasma liegenden Ca®" -bindenden Proteine dar (McBurney and Neering,
1985; Kretsinger and Nakayama, 1993; Rasmussen, 1989; Wasserman and
Fullmer, 1983). Sie bilden eine Gruppe von homologen Proteinen mit einer cha-
rakteristischen Ca** -Bindungsdomane (Moncrief et al., 1990). Mitglieder der
Gruppe sind Calbindin (CB), Parvalbumin (PV) und Calretinin (CR), die nur in
bestimmten Subpopulationen des peripheren und zentralen Nervensystems
exprimiert werden (Celio, 1990; Braun, 1990; Baimbridge et al., 1992; Andres-

sen et al., 1993). Antikdrper gegen diverse Ca**-bindende Proteine werden zu-
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nehmend fur neuroanatomische Studien eingesetzt. So ist die zellulare Lokali-
sation dieser Proteine -trotz quantitativer Unterschiede- in qualitativer Hinsicht
speziesubergreifend (Celio, 1990; Hendry and Jones, 1991; Van Brederode et
al., 1990).

Die eigenen Daten bezuglich des Vorkommens von Ca®"-bindenden Proteine in
neuronal differenzierten ES-Zellen zeigen die Expression der drei Proteine CR,
CB und PV in den verschiedenen Stadien nach Plattierung (2-5 d n.p., 11-14 d
n.p. und 15-19 d n.p.). Im Gegensatz zum allgemeinen Auftreten der Ca”'-
Kanaluntereinheiten ist die neuronale Expression der Ca*-binden Proteine sehr
selektiv. So beschrankt sich die Expression von CR auf nur etwa 10% aller Neu-
rone in allen Stadien n.p.. Es wird hauptsachlich in differenzierteren multipola-
ren Zellen mit langen varikbsen Fortsatzen exprimiert. Fur CB kann eine Zu-
nahme der Expression von 10% in frihen Plattierungsstadien auf 30% in spate-
ren Stadien detektiert werden. Dabei wird analog zur Expression von CR CB
hauptsachlich von multipolaren Zellen exprimiert. Allerdings kann in a- oder bi-
polaren Zellen eine schwache Farbung registriert werden. Demgegenuber kann
PV praferentiell in bipolaren Neuronen nachgewiesen werden. Die Expressions-

rate steigt von 20% in frihen Stadien n.p. auf 30% in spateren Stadien n.p. an.

Da das Expressionsmuster der Ca*-bindenden Proteine in der vorliegenden
Untersuchung sehr stark mit der Reife der Zellen zu korrelieren scheint, ist da-
von auszugehen, dall ihr Auftreten generell fur spatere Entwicklungsstadien
vorgesehen ist. Dies wurde ihnen eine Rolle bei der Reifung von speziellen phy-
siologischen Funktionen zuschreiben. In diesem Zusammenhang gibt es Hin-
weise aus Untersuchungen des zentralen Nervensystems der Maus, der Ratte
und des Zebrafinken, welche besagen, dal} Ca®’"-bindende Proteine nicht mit
Entwicklungsschritten der frihen, sondern eher der spateren neuronalen Emb-
ryogenese in Verbindung gebracht werden kénnen (Enderlin et al., 1987; Sol-
bach and Celio, 1991; Frassoni et al., 1991; Braun, 1990; Andressen et al.,
1993). Tatsachlich ist PV ein Marker fur sich entwickelnde, jedoch nicht terminal
differenzierte DRG-Neurone sowie fur Neurone des Hippocampus und neoze-
rebralen Interneuronen (Solbach and Celio, 1991). Trotz der Beobachtung eines
transienten bipolaren Phanotypes bei sich entwickelnden Neuronen im EB muss
geschlossen werden, dal} es sich bei den Zellen, die eine PV-Immunopositivitat

aufweisen, um eine Subpopulation von bipolaren Zellen handelt. Sie scheinen in
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dem bipolaren Reifungszustand dauerhaft zu verharren. Im Gegensatz zur PV-
Expression wird das Auftreten von CB in frihen und daher unreifen Zellen des

zerebralen Kortex beobachtet (Enderlin et al., 1987).

Zusammenfassend zeigen die Befunde Uber die Expression von Kalziumkanal-
untereinheiten und Ca®*-bindenden Proteinen, daf im Gegensatz zum generel-
len Phanoman einer Verschiebung der Kalziumkanalbeteiligung am Gesamtkal-
ziumstrom zugunsten der P/Q- und R-Typ-Kanale, die Expression der Ca*-
bindenden Proteine nur auf einige Subpopulationen von bi- und multipolaren
Neuronen beschrankt ist. Aufgrund dieser Beobachtungen kann geschlossen
werden, dal} die Expression bestimmter Ca* -bindender Proteine weder eine
Voraussetzung fur Veranderungen des Kalziumkanalmusters noch fir Verande-
rungen der Ca**-Stromdichte sein muss. Sie zeugen vielmehr von einer weiter
fortgeschrittenen neuronalen Differenzierung. Trotz einer anhand der Verande-
rung der Kalziumkanalausstattung und des Profils der Ca®*-bindenden Proteine
detektierten beginnenden Maturierung der Neurone im EB muss dennoch eine
begrenzte Spezialisierung der Zellen angenommen werden. Die neuronal diffe-
renzierten Stammzellen kdnnen mit Neuronen aus pranatalen embryonalen
Stadien verglichen werden, die noch keine funktionelle Etablierung von be-
stimmten neuronalen Subsystemen aufweisen. Diese Sichtweise ist konkordant
mit anderen Beobachtungen, die ebenfalls davon ausgehen, dald sowohl die
Expression von SAKK-Untereinheiten (Jones et al., 1997) und die der Ca®-
bindenden Proteine erst postnatal terminiert werden (Solbach and Celio, 1991;
Enderlin et al., 1987; Frassoni et al., 1991). Diese Beobachtungen stehen auch
im Einklang mit den eigenen Daten zur neuronalen Differenzierungskapazitat
von ES-Zellen, die ebenfalls zeigen, dal} die Neurone aus ES-Zellen einen pra-

natalen Zustand reprasentieren (Arnhold et al., 1998).
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2.1.3 Differenzierungskapazitit von ES-Zellen zu Makro- und

Mikrogliazellen

Parallel zur neuronalen Differenzierung kann nach RA-Induktion die Differenzie-
rungskapazitat von ES-Zellen zu Gliazellen mit entsprechenden immunhisto-
chemischen Markern studiert werden und die Vergleichbarkeit glialer Entwick-
lungsschritte im EB-System mit in vivo-Befunden bzw. mit Befunden aus Pri-
markulturansatzen (Temple and Raff, 1985; Cameron and Rakic, 1991; Levison
and Goldman, 1993; Mabie et al., 1997; Kamei et al., 1998) etabliert werden. Da
in den meisten Differenzierungsstudien, die bisher an embryonalen Stammzel-
len durchgefiihrt wurden, die neuronale Differenzierung im Vordergrund steht,
ist die eigene Untersuchung die erste, die sich explizit mit der Differenzierungs-
potenz in die gliale Linie beschaftigt (Angelov et al., 1998). Fur die Gliadifferen-
zierung spielt analog zur neuronalen Differenzierung sowohl die genetische De-
terminierung als auch lokale Faktoren (Zelladhasion, neurotrophe Faktoren) ei-
ne wichtige Rolle. Aufgrund der Differenzierung zahlreicher glialer Morphologien
und der Expression verschiedener reifungsabhangiger Marker der glialen Linie
nach RA-Induktion in der ES-Zellkultur ist es das Ziel, neben der Ermittlung ei-
ner temporo-spatialen Beziehung zwischen Neuronen, Makro- und Mikrogliazel-
len, die Gliadifferenzierung in diesem System mit Hilfe des ,glial lineage® nach

Cameron und Rakic (Cameron and Rakic, 1991) zu charakterisieren.

Das Modell des ,glial lineage® beruht auf der Analyse von morphologischen Kri-
terien sowie auf der Analyse der fortschreitenden Reifung individueller Zelltypen
uber einen Erwerb bzw. Verlust bestimmter Antigene (Abb 8). So sind Zellen mit
einer Expression von Rat-401 (Nestin) (Hockfield and McKay, 1985; Lendahl et
al., 1990), RC-1 (Edwards et al., 1990) und RC-2 (Misson et al., 1988) und einer
radialen Morphologie die ersten Zellen der glialen Linie, die wahrend der Ent-
wicklung beobachtet werden kénnen (Rakic, 1972; Choi, 1981; Bentivoglio and
Mazzarello, 1999). Mit ihrer charakteristisch, elongierten Zellform zeigen sie ei-

ne Orientierung senkrecht zur Oberflache des wachsenden Gewebes
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Abb. 8: Schematische Ubersicht der Gliazellinien, die sich wahrend der Entwicklung des zerebralen Kortex
differenzieren. Der Erwerb bzw. der Verlust von Antigenkomponenten, die im Verlauf der Reifung individueller
Zelltypen auftreten, ist mit + oder — gekennzeichnet (Cameron und Rakic, 1991).



(Chanas-Sacre et al., 2000). Es kommt dabei zu einer engen Nachbarschaft
zwischen den radial angeordneten Fortsatzen und migrierenden Neuronen
(Rakic, 1972). In spateren Differenzierungsstadien dieser radialen Gliazellen
kommt es zu einer Koexpression der Intermediarfilamente mit dem sauren Glia-
faserprotein GFAP (Voigt, 1989). Die Expression der drei Intermediarfilament-
assozierten Marker verliert sich jedoch mit der Transformation der radialen Glia-
zellen in die klassischen astrozytaren Phanotypen bzw. in 0O-2A-
Progenitorzellen (Hockfield and McKay, 1985; Misson et al., 1988; Edwards et
al., 1990). In diesen Stadien kann dann nur noch die Expression von GFAP be-
obachtet werden (Dahl et al., 1985), dal® als Marker fur die Identifizierung von
reifen Astrozyten herangezogen wird. Astrozyten differenzieren in zwei ver-
schiedene Linien: Typ-1- und Typ-2-Astrozyten. Allerdings gilt nur fur Typ-1-
Astrozyten die GFAP Expression als sicheres Differenzierungsmerkmal (Liesi et
al., 1983; Ffrench-Constant et al., 1986). Sie gelten auch als Induktoren fir die
Entwicklung der O-2A-Zellinie (Noble et al., 1988; Raff et al., 1988). Aus den O-
2A-Zellen gehen unter in vitro Bedingungen Oligodendrozyten und Typ-2-
Astrozyten hervor (Raff et al., 1983). O-2A-Progenitorzellen zeichnen sich durch
Immunopositivitat fir A2B5 und Vimentin, jedoch durch eine fehlende Expressi-
on von GFAP und Ran 2 (Raff, 1989) aus. Sie differenzieren in Abwesenheit
entsprechender Induktionsfaktoren flr die Differenzierung von Typ-2-Astrozyten
spontan zu O4 positiven Oligodendrozyten (Lee et al., 2000a). Wahrend sie zu-
satzlich durch das etwas zeitlich verzogerte Auftreten von Galactocerebrosid
(Gal C) (Sommer and Schachner, 1981; Dubois-Dalcq, 1987; Raff et al., 1978)
charakterisiert werden konnen, kann A2B5 in diesen Zellen nicht mehr detektiert

werden.

Zu den ersten Zellen der glialen Linie im EB gehoren A2B5-positive Zellen ge-
folgt von radialen Zellen, die immunopositiv fir RC-2 sind. Etwa 5 Tage n.p.
kénnen die ersten GFAP positiven radialen Zellen detektiert werden. |hre Zahl
nimmt im weiteren Verlauf der Differenzierung zu (Abb. 9). In einem Teil dieser

Zellen kann eine Immunopositivitat fir CD15, einem Karbohydrat der
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Abb. 9: Differenzierung von radialen Gliazellen zwischen dem Tag 2 und 6 n.p. a)
Gliale Vorlauferzellen mit kurzen stumpfen Fortsatzen, dargestellt mit dem
Marker A2B5 zwei Tage n.p.. b) Am Tag 3 n.p. kdnnen ahnliche Zellen mit
dem Marker RC2 markiert werden, der auch Zellen mit radialer Morphologie
detektiert. c) Ab Tag 4 n.p. kann eine zunehmende Zahl radialer Gliazellen
immunopositiv fir GFAP. d) Zwei Tage spater (Tag 6 n.p.) hat die Zahl der
GFAP positiven radialen Gliazellen deutlich zugenommen. Balken entspricht
10umin a. b und 20umin c. d.
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Laktoserie, das wahrend der ZNS-Entwicklung der Maus (Mai et al., 1998) in
radialen Gliazellen exprimiert wird, detektiert werden. Die GFAP-positiven Zellen
befinden sich in unmittelbarer Nahe zu NSE-positiven neuronalen Perikarya.
Zwischen dem 5.-9. Tag n.p. nimmt die Zahl der GFAP-positiven Gliazellen zu-
gunsten von protoplasmatischen GFAP-positiven Zellmorphologien ab (Abb.
10). Diese Transformation der radialen Gliazellen, die teilweise mit einem von
zentral nach peripher transloziertem Soma einhergeht, kann auch mit Hilfe des
Markers CD15 bestatigt werden. Wahrend der spaten Phase der glialen Diffe-
renzierung (9-16 Tage n.p.) verschwinden die GFAP-positiven radialen Gliazel-
len vollstandig. Dagegen kann weiterhin eine A2B5-Immunopositivitat in Zellen
mit einem einzelnen starken Fortsatz detektiert werden. Daruber hinaus wird es
in kleinen runden Zellen mit einem stark verzweigten primaren Fortsatz expri-
miert. Letzterer Zelltyp kann ebenfalls anhand seiner O4-Immunopositivitat iden-
tifiziert werden. Etwas spater sind auch GalC-positive Oligodendrozyten nach-
weisbar. Zum gleichen Zeitpunkt sind GFAP-positive Gliazellenglia in enger
Nachbarschaft zu NSE-positiven Zellen lokalisiert (Abb. 11). Wahrend dieser
Phase der terminalen Differenzierung sind erstmals 5C6-positive Mikrogliazellen

in perineuronaler Lokalisation detektierbar.

Die Befunde beziglich der Gliadifferenzierung in der mit RA stimulierten ES-
Zellkultur machen deutlich, dal® differenzierte neuronale Zellen mit der Expres-
sion von NSE vor einer Expression von typischen Gliamarkern in friihen Plattie-
rungsstadien im EB beobachtet werden kénnen (Angelov et al., 1998). Bei der
glialen Differenzierung im EB geht eine Anderungen in der Markerexpression
immer auch mit Anderungen der morphologischen Erscheinung einher. So ist in
Ubereinstimmung mit dem Konzept von Cameron und Rakic A2B5 der erste
Marker der glialen Linie, der im EB nach RA Induktion um den zweiten bis drit-
ten Tag n.p. exprimiert wird. A2B5-immunopositive Zellen zeichnen sich durch
kurze stumpfe Fortsatze aus und kénnen als gliale Vorlauferzellen angesehen
werden, da bereits einen Tag spater Zellen mit einer ahnlichen Morphologie e-
benfalls RC2, einen Marker, der ebenfalls in radialen Gliazellen detektiert wer-
den kann, exprimieren. Die Beobachtung einer fruhen RC2-Expression in glialen

Vorlauferzellen stimmt mit Beschreibungen aus der  murinen
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Abb. 10: Ab dem 8. Tag n.p. kann eine morphologische Veranderung der

GFAP positiven Zellen detektiert werden. Dabei kommt es zu
einer zahlenmassigen Abnahme GFAP-positiver radialer
Gliazellen  (Doppelpfeil)  zugunsten von flachen  und
protoplasmatischen Phanotypen (Pfeile). Balken entspricht 20um,
im Inset 4um.
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Abb. 11: Differenzierung innerhalb der glialen Linie in spateren Entwicklungsstadien. a)
A2B5 Immunreaktivitat in Zellen mit einzelnen starken Fortsatzen sowie in
.Pfannekuchen-ahnlichen® Zellen und in Zellen mit einem hohen
Verzweigungsgrad um den Tag 8 n.p. b) Gal C immunopositive Zellen mit einem
runden Soma und einzelnen stark verzweigten Fortsatzen werden ab dem Tag 12
n.p gefunden. Diese Zellen erinnern an Oligondendrozyten wie sie in der
Primarkultur vorkommen. c) GFAP-positive Glia in enger Nachbarschaft zu NSE
positiven Zellen (grau). Filamente der GFAP-positiven Zellen umhillen die
Perikarya der NSE-positiven Neurone, indem sie ein dichtes Netzwerk bilden.
Balken entspricht 5um in a, c und 2,5um in b.
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Embryogenese von (Misson et al., 1988) uberein. Diese RC2-positiven glialen
Vorlauferzellen und auch spater die GFAP-positiven Gliazellen zeichnen sich
durch eine klare Polaritat aus, so dal} in etwas fortgeschritteneren Stadien sich
dann auch radial orientierte Fortsatze, die sich von der zentralen Zellmasse des
EB in die Peripherie erstrecken, zu finden sind. Dies spiegelt die in vivo Situati-
on insofern wieder, als da® wahrend der spateren Embryogenese in vivo GFAP-
positive Zellen lange radiale Fortsatze haben, die terminal verzweigt sind. Diese
radialen Gliazellen erstrecken sich von der ventrikularen Zone, der spateren
ependymalen Schicht in die Peripherie, wo sie mit ihren konischen Endfiflichen
die piale Oberflache erreichen (Levitt and Rakic, 1980). Ahnlich der Situation in
vivo, wo die neuronale Migration in vielen Systemen nur in Assoziation mit
Astrozyten von- statten geht (Joosten and Gribnau, 1989; Smith et al., 1986),
scheinen auch im EB die Axone der Neurone die radialen Gliazellen als Leit-
struktur anzunehmen. Dariiber hinaus férdern die Astrozyten die neuronale U-
berlebensrate indem sie eine Reihe von neurotrophen Faktoren sezernieren
(Montgomery, 1994; Vaca and Wendt, 1992).

Die eigene Beobachtung Uber ein von zentral nach peripher transloziertes Soma
wahrend der fortschreitenden Differenzierung GFAP-positiver Zellen, unterstutzt
die auf in vivo-Befunden beruhenden Ansicht (Edwards et al., 1990), dal} es
sich bei radialen Gliazellen, abgesehen von der intrinsischen radialen Glia wie
der Bergmann-Glia im Cerebellum, den Mdller-Zellen in der Retina und den Ta-
nyzyten der ventrikularen Zone im Hypothalamus, um eine transiente Morpholo-
gie eines frihen glialen Phanotypes handelt. Wahrend der weiteren Gliazelldif-
ferenzierung differenzieren sie in reife Astrozyten, so wie das ebenfalls aus in
vivo-Befunden bekannt ist (Schmechel and Rakic, 1979; Levitt and Rakic, 1980;
Pixley and de Vellis, 1984; Cameron and Rakic, 1991). In Ubereinstimmung mit
morphologischen Beobachtungen eines Verschwindens von radialen Gliazellen
aus dem Kortex und eines vermehrten Auftretens von Astrozyten kann auch in
spateren Plattierungsstadien der EBs eine reifungs-abhangige Verminderung
radialer Zellelemente zugunsten von GFAP-positiven flachen und protoplasma-
tischen Gliazellen beobachtet werden. Diese morphologische Transformation
der makroglialen Zellen im EB etwa am Tag 5 n.p. kann auch mit Hilfe der Ex-
pression des Oberflachenmarker CD15 bestatigt werden. In vivo wird dieses

Karbohydrat der Lactoserie sowohl in radialen Gliazellen wahrend der murinen
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Neurogenese (Ashwell and Mai, 1997) als auch in Astrozyten der adulten Maus
exprimiert (Bartsch and Mai, 1991).

Da weder GFAP noch CD15 geeignete Marker sind, um eine Analyse der Diffe-
renzierung in Typ 1- und Typ 2- Astrozyten durchzuflhren, wird in der vorlie-
genden Studie A2B5 eingesetzt. A2B5 kann nicht nur als Oberflachenmarker
von Vorlauferzellen der glialen Linie verwendet werden, sondern wird auch in
O2A-Progenitorzellen, den Vorlauferzellen von Typ 2-Astrozyten und Oligo-
dendrozyten, exprimiert (Cameron and Rakic, 1991). So handelt es sich wahr-
scheinlich bei den in spateren Plattierungsstadien der EBs auftretenden A2B5-
positiven Zellen um Vorlauferzellen der O2A-Linie. Mit Hilfe der morphologi-
schen Beurteilung kann spekuliert werden, dal} kleine runde A2B5-positive Zel-
len mit stumpfen Fortsatzen in spateren Stadien n.p. direkt zu Astrozyten diffe-
renzieren, da dann die Bereitstellung entsprechender neurotropher Faktoren

durch andere Gliazellen oder Neurone gewahrleistet ist.

Ein weiterer morphologischer Phanotyp A2B5-immunreaktiver Zellen mit zahl-
reichen kurzen Fortsatzen hat starke Ahnlichkeit mit Zellen, die positiv fiir den
Marker fur Oligodendrozytenvorlauferzellen O4 sind (Angelov et al., 1998). Des-
halb kann davon ausgegangen werden, dal} es sich bei diesen Zellen um die
spater differenzierenden GalC-positiven Oligodendrozyten handelt. Bestatigt
werden diese Befunde auch von (Liu et al., 2000), die ebenfalls die Differenzie-
rung von Oligodendrozyten aus ES-Zellen zeigen konnten und dartber hinaus
auch einen myelinisiernden Effekt dieser Zellen in vitro und nach Transplantati-

on in das Rickenmark von Shiverer-Mausen demonstrieren konnten.

Mikrogliazellen sind diejenigen Zellen in der EB Praparation, die als spateste
gliale Zellpopulation um den Tag 16 n.p. (Angelov et al., 1998) ausgemacht
werden konnen. Das spate Erscheinen dieser 5C6- Gal-3-positiven Mikrogliazel-
len in EBs stimmt mit zahlreichen experimentellen in vivo-Befunden Uberein, die
ebenfalls zeigen konnten, dall im ZNS Mikrogliazellen spater als Neurone und
Makrogliazellen differenzieren und dabei einen Héhepunkt zwischen dem 5. und
15. postnatalen Tag erreichen (Ashwell, 1991; Hume et al., 1983; Perry and
Gordon, 1988; Perry and Gordon, 1991; Perry et al., 1985; Richardson et al.,
1993). Allerdings kann aufgrund der Pluripotenz der ES-Zellen anhand der 5C6,

GAL-3-Immunopositivitat im EB keine letztgliltige Aussage getroffen werden, ob

45



es sich bei diesen Zellen tatsachlich um klassische Mikrogliazellen, wie sie im
ZNS vorkommen handelt, oder um periphere Gewebsmakrophagen, wie sie in
jedem Gewebetyp angetroffen werden. Die nahe antigene und funktionelle Ver-
wandtschaft von Mikrogliazellen und Makrophagen ist seit langem wohl bekannt
und hat deshalb zu der Spekulation gefuhrt, dal3 Mikrogliazellen aus der Mono-
zyten/Makrophagen Linie stammen (Jordan and Thomas, 1988; Perry and Gor-
don, 1991; Sedgwick et al., 1991).

Zusammenfassend kann gezeigt werden, daf® innerhalb einer neural induzierten
ES-Zellkultur ein ahnliches Muster von glialen Differenzierungsmarkern expri-
miert wird, wie dies aus in vivo- und verschiedenen in vitro-Befunden bekannt
ist. Die Gliogenese kann damit kontinuierlich von friihen Progenitorzellen bis hin
zu verschiedenen differenzierten Gliazelltypen studiert werden. Es kann eine
zeitliche und raumliche Beziehung zwischen dem Auftreten von radialen Gliazel-
len, Typ 1-Astrozyten, Oligodendrozytenvorlauferzellen sowie von Mikrogliazel-
len ermittelt werden. Damit bietet das in vitro System von neural differenzierten
embryonalen Stammzellen hervorragende Voraussetzungen, um beispielsweise
Faktoren zu analysieren, die bei der Etablierung der glialen Entwicklungslinie
beteiligt sind, ohne die Interaktion zwischen Neuronen und Gliazellen zu ver-
nachlassigen. Mit Hilfe dieser Faktorenanalyse konnten dann spezifische Kulti-
vierungsprotokolle etabliert werden. Mit Hilfe dieser Protokolle kénnten be-
stimmte gliale Populationen herausselektioniert werden, die anschliel3end als
Material fur Zellersatztherapien, beispielsweise fur die Behandlung von demye-

linisierenden Erkrankungen, eingesetzt werden konnten.
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2.2 Abschnitt Ill: Experimentelle Untersuchungen von Differenzie-
rungsmechanismen am Modell der neural differenzierten ES-
Zellen

2.2.1 Die Bedeutung der NO-Synthase Il fiir die neuronale Differenzie-

rung in vivo und in vitro

Neben seiner urspringlichen Rolle als relaxierender Faktor der Endothelzelle ist
NO auch als wichtiges Molekul im zentralen Nervensystem identifiziert worden,
das fir eine Vielzahl von Funktionen wie beispielsweise der Kontrolle des zent-
ralen Durchblutung, der Regulation der Neurotransmittersekretion sowie der
Langzeit-Potenzierung verantwortlich gemacht wird (Dawson et al., 1993; Bredt
and Snyder, 1994a; Garthwaite, 1995). Eines der Zielenzyme des NO ist die
I6sliche Guanylatcyclase, dessen Produkt (cGMP) als ,second messenger” fun-
giert und eine Reihe von Proteinkinasen, Phosphodiesterasen und lonenkana-
len reguliert (Phung et al., 1999). Neben seinen vielfaltigen Funktionen im adul-
ten Nervensystem wird dem NO auch eine Beteiligung an der Hirnentwicklung
(Gally et al., 1990) zugeschrieben. NO wird durch das Enzym NO-Synthase syn-
thetisiert, von der 3 Isoformen bekannt sind. Die neuronale (NOS-I)- sowie die
endotheliale  (NOS-Ill)-Isoform  wurden urspringlich in  Nerven- bzw.
Endothelzellen und die induzierbare NOS-II in aktivierten Makrophagen identifi-
ziert (Bredt and Snyder, 1994a). In zahlreichen Untersuchungen konnte eine
transiente Expression insbesondere der NOS-I Synthase wahrend der ZNS-
Ontogenese detektiert werden (Bruning, 1993; Dermon and Stamatakis, 1994;
Samama et al., 1995; Matsumoto et al., 1993; Bredt and Snyder, 1994b; Giuili
et al., 1994).

Aufbauend auf eigenen in vivo-Befunden einer transienten Expression aus-
schlieBlich der induzierbaren NOS-Il Isoform wahrend friher neuronaler Diffe-
renzierungsschritte in olfaktorischen (Arnhold et al., 1997) und vestibulococh-
ledren Rezeptorzellen (Arnhold et al., 1999) sollte anhand von embryonalen
Schnittserien des Kortex und der Retina, mit Hilfe neuronaler Primarkulturen

des embryonalen Kortex sowie des ES-Zellmodells eine weitergehende und all-
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gemeingultige Beteiligung von NO an der frih-embryonalen Neurogenese un-
tersucht werden. DarlUber hinaus sollte evaluiert werden, ob der NO-Effekt Uber
den klassischen sGC-cGMP-Signalweg vermittelt wird und welche der drei Iso-
formen maldgeblich an Differenzierungsmechanismen beteiligt ist. Diese Unter-
suchungen stltzen sich auf in vitro-Befunden von PC12 Zellen, mit deren Hilfe
gezeigt werden konnte, da® NO als zytostatisches Agens den
Ubergang von der Proliferation zur Differenzierung steuert (Peunova und Eniko-
lopov, 1995).

Fir eine derartige Untersuchung bietet insbesondere das Modell der neural dif-
ferenzierten ES-Zellen hervorragende Voraussetzungen, da die Differenzierung
sehr friher neuronaler Stadien beobachtet bzw. beurteilt werden kann, so daf
das geeignete Zeitfenster fur ein Wirkoptimum der NO-Donatoren -
stimulierenden bzw. der NO-Synthese-inhibierenden Faktoren getroffen werden

kann.

Die in den eigenen Arbeiten dokumentierten Befunde einer ausschlieRlichen
NOS-II-Expression in olfaktorischen- (Arnhold et al., 1997) und vestibulococh-
ledren Rezeptorzellen (Arnhold et al., 1999) sowie im embryonalen Kortex und
der Retina werden sowohl von immunhistochemischen Befunden Uber eine e-
benfalls ausschlieRliche Expression der NOS-Il in der kortikalen Primarkultur
und in neural differenzierten ES-Zellen in frihen Differenzierungsstadien unter-
stutzt. DarUber hinaus bestatigen die funktionellen Daten hinsichtlich eines sig-
nifikanten differenzierungshemmenden Effektes von spezifischen NOS-II-
Inhibitoren die 0.g. Expressionsstudien. Aul3erdem zeigen die funktionellen Un-
tersuchungen einen deutlichen differenzierungsstimulierenden Effekt nach NO-
Donatorapplikation. Weder in den immunhistochemischen noch in den pharma-
kologischen Untersuchungen mit Inhibitoren (ODQ) bzw. Agonisten (YC1) der
I6slichen Guanylatzyklase kénnen Anhaltspunkte flr eine Vermittlung der
sGC/cGMP-Signalkaskade gefunden werden (Arnhold et al., 2001). Dartber
hinaus kann nach NOS-II Inhibition eine Verminderung bzw. nach NO-

Donatorbehandlung eine Zunahme der Kalziumkanaldichte registriert werden.

Die immunhistochemischen und funktionellen Daten unterstutzen nicht nur ei-
gene in vivo Befunden zur ausschlieBlichen NOS-II Expression wahrend der

Rezeptorgenese im embryonalen Nasenepithel (Arnhold et al., 1997) bzw. im
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embryonalen Vestibulocochlearorgan der Maus (Arnhold et al., 1999), sondern
stehen auch im Einklang mit anderen Studien, die gezeigt haben, daf in neura-
len Zellen in vitro eine Induktion der NOS-Il durch proinflammatorische Zytokine
aber auch durch physiologische Stimuli wie NGF bzw. TNF-o. und IFN-y maglich
ist (Kifle et al., 1996; Ogura and Esumi, 1996; Peunova et al., 1996; Obregon et
al., 1997). Sie stehen jedoch im Widerspruch zu immunhistochemischen Far-
bungen des embryonalen Rattenkortex, mit Hilfe derer ausschliellich der
Nachweis einer Expression der konstitutiven neuronalen Isoform (NOS-I) er-
bracht werden kann (Black et al., 1995) und zu Befunden einer NGF induzierten
Hochregulation der NOS-I in Neuronen des basalen Vorderhirns der Ratte
(Holtzman et al., 1994). Allerdings zeigen Peunova et al. (1996), prazisierend an
PC12 Zellen, dal} in frihen Differenzierungsstadien NOS-II und erst in spateren

Stadien NOS-I die vorherrschende Isoform zur NO Produktion ist.

Dall NO tatsachlich einen differenzierungsfordernden Effekt hat, zeigen die ei-
genen pharmakologischen Experimente unter Verwendung des NO-Donators
DetaNONOate sowohl in der neuronalen Primarkultur als auch in neuronal diffe-
renzierten ES-Zellen. Hinsichtlich einer weiteren Vermittlung des NO-Signals flr
die neuronale Differenzierung Uber den sGC/cGMP-Signalweg zeigen vorlie-
gende Befunde, dalk der differenzierende Effekt des NO in keinem der beiden
Zellkultursysteme Uber den sGC/cGMP-Signalweg weitervermittelt wird, da we-
der der spezifische Inhibitor der sGC noch der Einsatz des cGMP-Analogon YC-
1 registrierbare Effekte auf die neuronale Differenzierung ausuben. Die Befunde
decken sich damit mit den in vivo-Befunden des embryonalen Mauskortex, in
denen in Korrelation zur NOS-II-Expression keine Immunopositivitat fur sGC
bzw. cGMP nachweisbar ist (Arnhold et al., 2001a) und stehen im Einklang mit
Befunden zur olfaktorischen und vestibulocochlearen Rezeptorgenese. In den
differenzierenden Rezeptorzellen kann ebenfalls kein sGC/ cGMP-Nachweis
erbracht werden (Arnhold et al., 1997; Arnhold et al., 1999). Im Gegensatz
dazu ist im adulten murinen Vestibulocochlearorgan der Nachweis flr die Ex-
pression sowohl von sGC als auch von cGMP maoglich, allerdings keine NOS-II
Expression mehr nachweisbar. Es dominieren dann NOS-I und NOS-III (Hess et
al., 1998). Die fehlende Wirkung von Mediatoren, die den sGC/ cGMP-
Signalweg beeinflussen steht im Einklang mit in vitro Befunden der PC12 Zelli-

nie, in denen ebenfalls keine Mediation tUber den sGC/cGMP-Signalweg doku-
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mentiertbar ist (Liu et al., 1997; Phung et al., 1999), so dal} ein anderer, bisher
unbekannter Mechanismus fur die Signalweiterleitung verantwortlich sein muss.
Einer dieser Mechanismen wird durch die elektrophysiologischen Befunde uber
eine NO-abhangige Modulation der Kalziumkanaldichte angedeutet. Sie stehen
im Einklang mit anderen in vitro-Studien, die ebenfalls von einem NO-mediierten
Anstieg des Kalziumeinstroms bedingt durch eine vergréRerte Kalziumstrom-
amplitude ausgehen (Ohkuma et al., 1998; Chen und Schofield , 1995).

Insgesamt unterstreichen die an der Primarkultur, an neuronal differenzierten
ES-Zellen sowie die in vivo-Befunde die Funktion von NO als kritischen Media-
tor bei der Differenzierung von Nervenzellen. Dabei scheint die Produktion von
NO in frihen Differenzierungsstadien ausschliel3lich der induzierbaren NOS-II
vorbehalten zu sein. Daruber hinaus wird deutlich, da® der NO-Effekt unabhan-
gig vom sGC/cGMP-Signalweg vermittelt wird, moglicherweise Uber eine direkte

Beeinflussung der Kalziumhomdostase.
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2.2.2 Befunde zur Glutamat induzierten Neurotoxizitat an neuronal

differenzierten ES-Zellen

Parallel zur Moéglichkeit des Studiums physiologischer Differenzierungsmecha-
nismen bietet die ES-Zellkultur die Mdglichkeit auch pathophysiologische Ver-
anderungen wie beispielsweise die Folgen einer Glutamatintoxikation wahrend

der neuronalen Differenzierung naher zu beleuchten.

Einer Glutamatintoxikation kommt deshalb eine so bedeutende Rolle zu, da Glu-
tamat, als der bedeutendste exzitatorische Transmitter im ZNS von Saugern
(Stone et al., 1987) physiologisch in hohen Konzentrationen vorkommt. In Ener-
giemangelsituationen, beispielsweise bei hypoxischen oder ischamischen Zu-
stdnden (Benveniste et al., 1984; Benveniste et al., 1989), bei Hypoglykamie
(Butcher et al., 1987), (Wieloch, 1985), oder bei fokaler Epilepsie (Collins and
Olney, 1982), kann sich Glutamat im Extrazellularraum stark anreichern. Das in
den Extrazellularraum abgegebene endogene Glutamat (Rothman and Olney,
1986), (Choi, 1987) induziert die Degeneration benachbarter Neurone, wobei
die genauen Mechanismen noch nicht vollig geklart sind. Als einer der Wir-
kungsmechanismen wird die direkte Schadigung der Neurone durch eine ex-
zessive neuronale Exzitation angesehen (Olney et al., 1971). Allerdings wird
auch spekuliert, dal® ein gutamatbedingter starker Kalziuminflux fir die Gluta-
matneurotoxizitat verantwortlich sein konnte (Berdichevsky et al., 1987). Als
weitere Mdglichkeit flr die Auswirkung einer Glutamatintoxikation wird als Folge
einer Uberaktivierung der Glutamatrezeptoren eine massive NO-Freisetzung
diskutiert. Das freie hochreaktive Radikal NO mediiert eine zellulare Toxizitat
durch die Schadigung von kritischen metabolischen Enzymen. Daruber hinaus
kann es Uber eine Reaktion mit Superoxid noch aggressivere Peroxynitrite bil-
den (Bredt, 1999), so dall NO eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie
des Hirnschlages, des M. Parkinson, der Chorea Huntington sowie bei der amy-

otrophen Lateralsklerose eingerdaumt wird (Bredt, 1999).

Im einzelnen zeigen die eigenen an der neural differenzierten ES-Zellkultur er-
hobenen Befunde, dal der Glutamatrezeptoragonist NMDA ein bemerkenswert

potentes, schnellwirkendes Neurotoxin darstellt (Arnhold et al., 1998). Nach
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Applikation von 500uM NMDA koénnen nach einem Beobachtungszeitraum von
3 Stunden bereits deutliche Schadigungen und nach weiteren 3 Stunden ein
vollstandiges Verschwinden der Neurone beobachtet werden. Die eingesetzte
NMDA-Konzentration betragt in diesem Ansatz maximal die Halfte der Gluta-
matkonzentration von 1mM, die normalerweise in den terminalen Nervenendun-
gen des ZNS gefunden wird (Lalonde and Cote, 1993). In Ubereinstimmung mit
Befunden aus der kortikalen Primarkultur (Choi et al., 1987) kdnnen bi- und mul-
tipolare Neurone bereits nach 3 Stunden nicht mehr detektiert werden. Dal}
auch juvenile, apolare Neurone in der EB-Kultur deutliche Degenerationser-
scheinungen zeigen, kann auf den langeren Beobachtungszeitraum in den hier
vorgestellten Untersuchungen (bis zu 6 Stunden nach Toxingabe) zurtickgefihrt
werden.

Insgesamt wird deutlich, dal3 sich mit dem Modell der ES-Zellen, in dem die
Neurone mit allen Zellen ihrer Umgebung einschlief3lich Gliazellen in Kontakt
treten konnen nicht nur neuronale Entwicklungsprozesse sondern auch degene-
rative neurotoxische Prozesse untersuchen lassen. DarUber hinaus weisen die
hier dargestellten Ergebnisse eine hohe Ubereinstimmung mit Befunden aus in
vivo- und Primarzelluntersuchungen auf. Damit kann dieses in vitro-Modell als
Ersatz- und Erganzungsmodell zur Vermeidung von Tierversuchen herangezo-
gen werden und erweist sich als geeignetes System um neurotoxikologische
Fragestellungen zu bearbeiten, so dal} es sich flr ein Routine-Monitoring zur
Untersuchung von embryoneurotoxikologischen Substanzen wie Ethanol, Glu-

cocorticoiden u.a. anbietet.
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2.2.3 Der Einfluss einer B1-Integrindefizienz auf die neuronale Diffe-

renzierung embryonaler Stammzellen

Die Interaktion von Neuronen mit Komponenten der Extrazellularmatrix ist eine
notwendige Voraussetzung fiir den physiologischen Ablauf der neuronalen Ent-
wicklung (Letourneau et al., 1994; Letourneau et al., 1992; Reichardt and To-
maselli, 1991). Dabei stellen die Integrine als transmembranare Glykoproteine
die wichtigsten Bindeglieder zwischen dem Zytoskelett und der Extrazellularmat-
rix dar (Hynes, 1987; Knaus et al., 1986), denen sowohl Adhasions- als auch
Kommunikationseigenschaften zukommen (Defilippi et al., 1997; Hynes, 1992a;
Hynes, 1992b; Lafrenie and Yamada, 1996; Schwarz et al., 1994).

Im Gegensatz zu anderen Zelladhasionsmolekulen bestehen die Integrine aus
nicht kovalent gebundenen heterodimeren o~ und 3-Ketten (Hynes, 1992b). Man
unterscheidet mindestens 8 B- und 16 a-Untereinheiten, die jeweils als o/p-
Heterodimere vorliegen und mehr als 20 verschiedene Rezeptoren hervorbrin-
gen (Hynes, 1992b). Sie interagieren extrazellular mit verschiedensten Liganden
wie Substratadhasionsmolekilen der Extrazellularmatrix (Fibronectin, Laminin,
Tenascin und Thrombospondin), Komplementfaktoren und Zelladhasionsmole-
kilen benachbarter Zellen (Cadherine, Immunglobuline, Integrine, Selektine).
Intrazellular sind die Integrine im Bereich der fokalen Adhasionen mit Proteinen
wie Vinculin, Talin und a-Aktinin verankert (Briesewitz et al., 1993; Burridge et
al., 1988; Jockusch et al., 1995) (Abb. 12). In Abhangigkeit von dem jeweiligen
Liganden Ubertragen sie Signale, die sowohl Zytoskelettproteine umorganisieren
als auch andere zellulare Funktionen wie den intrazellularen Metabolismus, die
Genexpression, die Proliferation, Erhéhung des intrazellularen pH-Wertes, Kal-
ziumspiegelmodulationen und Tyrosinphosphorilierung der Proteine beeinflus-
sen (Clark et al., 1994; Clark and Brugge, 1995).

Da die homozygote Inaktivierung des B1-Integrin-Gens zum Tod embryonaler
Mause um den Implantationszeitpunkt fihrt (Fassler et al., 1995; Fassler and
Meyer, 1995), konnten bisher keine morphologischen und funktionellen Analy-

sen zur Bedeutung der Integrine fur die Neurogenese in vivo durchgeflihrt wer-
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Abb. 12: Transmembranare Lokalisation der Integrinketten und ihre Verankerung
mit Komponenten der Extrazellularmatrix bzw. mit dem Zytoskelett.
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den. So stellt die Verwendung von R1-Integrin defizienten ES-Zellen die einzige
Maglichkeit fur eine fundierte Analyse dar. Unter Verwendung der von Fassler
(Fassler et al., 1995) mit Hilfe der gene-targeting Technologie generierten ES-
Zellinie G201 konnte bereits gezeigt werden, dal} eine R1-Integrindefizienz zu
einer deutlichen Stérung sowohl der Angiogenese (Bloch et al., 1997) als auch

der Kardiomyogenese (Fassler et al., 1996) fuhrt.

Hinsichtlich einer detaillierten Analyse zur Bedeutung von R1-Integrin fur die
neuronale Differenzierung wird im eigenen Versuchsansatz die Differenzierung
von neuronalen Zellen der Wildtyp ES-Zellinie D3 mit der Neurogenese in Zellen
der B1-Integrin-defizienten Zellinie G201 verglichen. Als Untersuchungskriterien
werden die neuronale Migration, die morphologische Reifung sowie die Expres-
sion von typischen neuronalen Markern herangezogen. Daruber hinaus wird die
differentielle Ausstattung der Zellen mit den klassischen Neurotransmittern stu-
diert und die Zellfortsatzlangen quantifiziert. Fir die Beurteilung von Unterschie-
den in der neuronalen Differenzierung zwischen beiden Zellinien werden in dem
hier beschriebenen Ansatz friihe (4-6 Tage n.p.) und spate (16-18 Tage n.p.)

Plattierungsstadien herangezogen (Andressen et al., 1998).

Die Befunde zeigen, analog zu den Befunden in Abschnitt |, die Ausbildung
komplexer Netzwerke von funktionell gekoppelten Neuronen mit bi- und multipo-
larer Morphologie und deutliche Migrationstendenzen in frihen Plattierungsta-
dien der D3-Praparationen. Dagegen sind diese Differenzierungsprozesse in
der G201-Zellinie stark verzogert. Die Zellen zeigen eine deutlich verminderte
Migration und eine eingeschrankte neuronale Differenzierung. Im Vergleich zu
den Wildtypzellen kommt es zu einer verzogerten Expression der wichtigsten
Neurotransmitter wie GABA und Glutamat sowie des Synapsenmarkers Synap-
tophysin. Die Quantifizierung des prozentualen Auftretens neuronaler Morpho-
logien in spaten Plattierungsstadien zeigt eine deutliche Dominanz apolarer
Morphologien in G201 Praparationen. Dagegen ist die durchschnittliche Fort-
satzlange in den R1-Integrin-defizienten Zellen im Vergleich zur Wildtypzellinie

signifikant herabgesetzt.

Da die neuronale Migration ein wichtiger Bestandteil der Differenzierung ist, bei

der Verbindungen zwischen den Zellen und der Extrazellularmatrix geknupft und
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wieder gelost werden (Hynes, 1987), ist fur die Beurteilung des Effektes einer
R1-Integrindefizienz in erster Linie die Migrationsfahigkeit der Zellen beider Zel-
linien interessant. Die stark verminderte Migration der Neurone in der Zellinie
G201 deckt sich mit Befunden aus Versuchen mit inhibierenden Antikérpern
gegen B1-Integrin in denen ebenfalls eine gestorte Migration von zerebellaren
Neuronen (Hall et al., 1997) und Zellen der Neuralleiste gezeigt worden ist
(Bronner-Fraser, 1986). Allerdings ist die Interpretation dieser Befunde im Ver-
gleich zu denjenigen, die an der G201-Zellinie erhoben werden kdnnen, vorsich-
tig einzuschatzen, da die funktionelle Blockade der Integrine durch Antikdrper
nebenwirkungsbehaftet ist. Antikérper werden im Stoffwechsel der Zellen abge-
baut und mussen fir eine kontinuierlichen Inaktivierung der Epitope regelmafig
den Zellkulturen zugefuhrt werden. Als Folge kommt es zu einer Aktivierung von
Komplementfaktoren, die im Serum zytotoxisch wirken und mit anderen Integri-

nen Kreuzreaktionen zeigen (Diaz-Gonzalez et al., 1996).

Injektionsstudien bei denen B1- Integrin-defiziente Zellen in die embryonale An-
lage der Neuralleiste injiziert wurden, zeigen zwar eine Stoérung der dorsolatera-
len Migration und eine damit verbundene unterdriickte Melanozytendifferenzie-
rung, die ventrale Migration der Gbrigen Derivate der Neuralleiste lauft dagegen
im physiologischen Rahmen ab (Beauvais-Jouneau et al., 1999). Analog zu den
an der ES-Zellinie erhobenen Befunde kann durch derartige Untersuchungen
gezeigt werden, dal die gestorte Migration in den Neuronen Uber alternative
Adhasionsmechanismen, die mdglicherweise Uber andere Integrine vermittel
werden, kompensiert werden kénnen (Beauvais-Jouneau et al.,, 1999). Aller-
dings mussen auch weitere kompensatorische Zelladhasionsmechanismen in
Betracht gezogen werden, da gezeigt wurde, dal} die Laminin-abhangige Adha-
sion zerebellarer Neurone auf zwei unabhangigen Adhasionsmechanismen be-
ruht (Hall et al., 1997). Neben einer B1-Integrin-vermittelten Adhasion, kommt
auch eine Uber das HNK-1 Karbohydratepitop der Laktoserie vermittelte in Be-
tracht. HNK-1 wird auf verschiedenen Zelladhdasionsmolekilen einschlief3lich
der Integrine exprimiert (Pesheva et al., 1987). Erst die Blockade beider Adha-

sionsverfahren bewirkt eine ausgepragte Adhasionsinhibition (Hall et al., 1997).

Die Befunde bezuglich einer retardierten Neurogenese in den eigenen Untersu-

chungen stehen im Einklang zu friheren Daten, die zeigen, dal} verschiedene
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Komponenten der Extrazellularmatrix wie Laminin, Kollagen, Fibronectin, Vitro-
nektin und Thrombospondin (Letourneau et al., 1994) die Neuritenformation
wahrend der Entwicklung und Regeneration beeinflussen (Letourneau, 1975).
Darlber hinaus gibt es weitere experimentelle Daten aus Untersuchungen mit
blockierenden B1-Integrin-Antikérpern, die auf die Bedeutung der B1-Integrine
als Rezeptoren der Extrazellularmatrix (Hynes, 1992a; Reichardt and Tomaselli,
1991; Schwarz et al., 1994; Tomaselli et al., 1987) und ihre Beteiligung am Neu-
ritenwachstum hinweisen (Tomaselli et al., 1986). Korrelierend dazu kénnen 31-
Integrinkomplexe im Bereich des axonalen Wachstumskegels von Neuronen
nachgewiesen werden (Sakaguchi und Radke, 1996). Tatsachlich wird die
Gruppe der Integrine zu den wachstumsassoziierten intrinsischen Proteinen des
Wachstumskegels gezahlt, die vermutlich in die SignalUbertragung integriert
sind (Caroni, 1997; Grabham and Goldberg, 1997; McKerracher et al., 1996).
So sind die Integrine intrazelluléar an der Aktivierung verschiedener Elemente
von Signalkaskaden beteiligt (Adhasionskinasen, MAP-kinasen, GTPasen, in-
trazellularer Calciumspiegel), von denen bekannt ist, dald sie das Neuriten-
wachstum beeinflussen (Bozzo et al., 1994; Clark and Brugge, 1995; Kater and
Mills, 1991; Sarner et al., 2000; Weeks et al., 1990). AuRerdem bestehen wah-
rend des axonalen Wachstums Wechselwirkungen der Integrine mit verschie-
denen trophischen Faktoren (Grabham and Goldberg, 1997; Hoang and Chiba,
1998; Ohyama et al., 1997). Frihere Untersuchungen an der Zellinie G201 be-
zuglich der Neurogenese haben gezeigt, dal es bei 31-Integrindefizienz zwar
zu einer Zunahme der neuronal differenzierten Zellen, allerdings mit gestortem

Fortsatzwachstum, kommt (Rohwedel et al., 1998b).

Trotz der beobachteten retardierten Entwicklung der Uberwiegenden Mehrzahl
der neuronalen Zellen in den G201-ES-Zellen werden einzelne Neurone mit
langen Fortsatzen sowie mit Transmitter- und Synaptophysinexpression beo-
bachtet. Dieses konnte ebenfalls durch die kompensatorische Wirkung weiterer
Adhasionsmolekile (Hall et al., 1997) bzw. durch eine gesteigerte Expression

von Wachstumsfaktoren begrindet sein (Sastry et al., 1996).

Insgesamt weisen die Befunde der Untersuchung auf die Bedeutung der 31-
Integrine fur die neuronale Differenzierung hin. Da die Differenzierung lediglich

verzogert ist und nicht vollstandig inhibiert ist, kann auf den Einfluss kompensa-
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torischer Adhasionsmechanismen bzw. Adhasionsmolekule wahrend neuronaler
Differenzierungsvorgange geschlossen werden. In diesem Zusammenhang zei-
gen weiterfuhrende Studien unter Angebot von definierten Substraten wie Poly-
ornithin/Laminin bzw. Fibronectin, dal} einige der hier untersuchten Differenzie-
rungsparameter wie die Zellmigration oder die Zellfortsatzlange der Situation,
wie sie in der Wildtypzellinie gefunden werden, angeglichen werden kdnnen.
Darltber hinaus kénnen differenzierungsverbessernde Effekte auch durch die
Applikation von kompartmentspezifischen Faktoren wie sie in Astrozyten-
konditionierten Medium enthalten sind, erzielt werden. Die differenzierungsbe-
gunstigenden Effekte bezlglich der beiden Parameter Zellmigration und Zell-
fortsatzlange lassen sich sowohl durch das Angebot definierter Substrate als
auch nach Zugabe von neurotrophen Faktoren und in Kombination beider Be-

handlungen entsprechend quantifizieren (Abb. 13) (Andressen et al., 2001b).
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Abb. 13: Folgen der B1 Integrindefizienz fir die neuronale Differenzierung und

Kompensationsmdglichkeiten durch vergleichende Kultivierung der D3
Wildtyp ES-Zellinie und der 1 Integrin defizienten Zellinie G201 auf
verschiedenen Substraten bzw. in unterschiedlichen Kulturmedien.
Fehlende Neuritenbildung nach Plattierung der 31 Integrin defizienten
ES-Zellen auf Gelatine (a), deutlich ausgepragte Fortsatzbildung nach
Plattierung von D3 Wildtyp EBs (b). Plattierung der 1 Integrin
defizienten Zellen auf Polyornithin/Laminin in Astrozyten-
konditioniertem Medium resultiert in einer deutlichen Ausbildung von
neuronalen Fortsdtzen und einer Netzwerkbildung (c). Unter den
gleichen Bedingungen kommt es auch zu einer markanten Zunahme
der neuronalen Netzwerkbildung in den D3 EBs (d). Balken entspricht
100um.
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2.3 Abschnitt lll: ES-Zellen als Ausgangsmaterial fiir Zellersatzthera-

pien bei neurodegenerativen Erkrankungen

Eine Schadigung des zentralen Nervensystems, wie sie bei neurodegenerativen
Erkrankungen, beispielsweise bei M. Parkinson, auftritt, hat aufgrund der be-
grenzten regenerativen Kapazitat von Nervenzellen katastrophale Auswirkun-
gen. Im Gegensatz zu Nervenzellen von Fischen, Amphibien oder des periphe-
ren bzw. sich entwickelnden Nervensystems von Saugern, kénnen sich Neurone
des adulten Nervensystems nach einer Schadigung nicht erneuern. Um eine
Regeneration im adulten ZNS zu erzielen, muss zunachst gewahrleistet sein,
dal ein geschadigtes Neuron Uberlebt und anschlieRend die Projektion der ge-
schadigten Axone mit den urspringlichen neuronalen Zielstrukturen wiederher-
gestellt wird. Sobald die Kontakte neu geknupft sind, muss die Remyelinisie-
rung, die Ausbildung von funktionellen Synapsen sowie die Bereitstellung von

neurotrophen Faktoren erfolgen (Horner and Gage, 2000).

Da bei den meisten neurodegenerativen Erkrankungen sowohl Neurone als
auch Gliazellen degenerieren, kdonnten durch entsprechende Zellersatzthera-
pien geschadigte Zellen ersetzt bzw. fortschreitende Degenerationen aufgehal-
ten werden (Boheler and Fiszman, 1999). Eines der Hauptprobleme bei Trans-
plantationstherapien heutzutage ist der Mangel an geeigneten Spendergewe-
ben, so dald der Bedarf insgesamt nur zu einem geringen Prozentsatz gedeckt
werden kann (Platt and Lin, 1998). Grundsatzlich kénnen als Quellen des
Spendermaterials autologe Zellen des Empfangers, allogene Zellen derselben
Spezies oder xenographe Zellen einer anderen Spezies eingesetzt werden. Ne-
ben retroviral immortalisierten Neuronen aus dem fetalen Gehirn (Renfranz et
al., 1991; Snyder et al., 1992) stellen neurale Stammzellen sicherlich eine der
vielversprechensten Quellen fur den Ersatz von Neuronen und Gliazellen im
geschadigten Nervensystem dar. Dabei gibt es verschiedene Ansatze entspre-
chende Stammzellpopulationen zu rekrutieren. So gibt es beispielsweise die
Mdglichkeit neurale Stammzellen aus verschiedenen embryonalen bzw. adulten
Hirnarealen zu isolieren (Cattaneo and McKay, 1990; Cattaneo and McKay,
1991; Reynolds and Weiss, 1992; Gage, 2000). Da es sich jedoch als auRerst
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schwierig erweist adaquate Zellzahlen zu erhalten, die dann auch noch in aus-
reichender Menge in den gewlnschten Zelltyp, wie beispielsweise dopaminerge
Neurone fur eine mogliche Therapie des M. Parkinson differenzieren, gibt es
andererseits Ansatze neurale Vorlauferzellen aus embryonalen Stammzellen zu
selektionieren und unter Zugabe von EGF bzw. bFGF anzureichern (Okabe et
al., 1996). Derlei gewonnene Vorlauferpopulationen kénnen vor einer Trans-
plantation in ein Empfangerhirn zusatzlich genetisch modifiziert werden, so dal}
sie Markerproteine wie das grun fluoreszierende Protein (GFP) bzw. therapeuti-
sche Gene zur Synthese von neurotrophen Faktoren exprimieren (Flax et al.,
1998; Gage et al., 1995; Liu et al., 1999). Uber die reine Differenzierungskapazi-
tat von ES-Zellen in einem Empfangergewebe hinaus, wie dies in friiheren An-
satzen bereits gezeigt wurde (Deacon et al., 1998); (Brustle et al., 1999), muss
allerdings gewahrleistet sein, dal3 die Zellen in ausreichender Zahl zur Verfu-
gung stehen und daruber hinaus die Voraussetzungen geschaffen werden, dal}
nach Transplantation die gewlnschten neuronalen Subpopulationen (beispiels-
weise dopaminerge Neurone zur Behandlung von M. Parkinson) generiert wer-

den.

Um das Potential der humanen ES-Zellen besser einschatzen zu kdnnen, ist es
um so bedeutender, grundlegende Arbeiten an etablierten tierischen ES-
Zellinien durchzufiuhren und geeignete Protokolle fir die Selektionierung be-
stimmter Zellpopulationen zu entwickeln. Darlber hinaus muss die Differenzie-
rung und die Integration der Zellen in einem Empfangergewebe genau charakte-
risiert werden, so dald Teratombildungen bzw. AbstolRungsreaktionen sicher
ausgeschlossen werden konnen. So gibt es immer mehr Untersuchungen, in
denen ES-Zellen als Ausgangsmaterial fur Transplantationsexperimente einge-
setzt werden. Mit Hilfe des unspezifischen Induktors Retinsaure konnte gezeigt
werden, dal neuronal differenzierte ES-Zellen nach Transplantation in ein Emp-
fangerhirn fur mindestens 6 Wochen Uberleben und ihre Differenzierungseigen-
schaften beibehalten (Dinsmore et al., 1996). Dabei zeigten die Zelltransplanta-
te unterschiedliche GroRen und Morphologien und es differenzierten zahlreiche
Zellen mit neuralem Phanotyp, die Uber spezifische neurale Marker wie Neurofi-
lament, Neuronen-spezifische Enolase, Tyrosinhydroxylase und GFAP charak-

terisiert werden konnten (Deacon et al., 1998).
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2.3.1 GFP-Expression unter der Kontrolle des B-Aktinpromoters er-
laubt die Beobachtung der Differenzierung von Neuronen und

Gliazellen nach Transplantation

Um die Potenz von ES-Zellen fir eine Therapie bei neurodegenerativen Erkran-
kungen wie M. Parkinson evaluieren zu kénnen, muf® zunachst die Differenzie-
rungskapazitat von neural selektionierten ES-Zellen nach Transplantation beur-
teilt werden. Fur derartige Untersuchungen bietet sich insbesondere eine Zell-
markierung unter Verwendung einer Expressionskassette flur das grun fluores-

ziernde Protein (GFP) an.

Dieses Protein der Tiefseequalle Aequorea victoria kann als einzigartiger in vi-
vo-Marker zur Uberwachung dynamischer Prozesse in Zellen eingesetzt wer-
den. Es kann beispielsweise, wie hier gezeigt wird, unter der Kontrolle eines
ubiquitdren Promoters wie fur das [3-Aktin (Okabe et al., 1997) (Abb. 14.) als
Marker von transplantierten Zellen in einem Empfangerhirn verwendet werden
(Arnhold et al., 2000b) bzw. unter der Kontrolle des 2. Intron des humanen Ne-
stin-Gens (Lothian and Lendahl, 1997) als Reportersequenz fur die Selektion
von neuralen Vorlauferzellen dienen (Andressen et al., 2001a). GFP bendtigt
aulRer molekularem Sauerstoff keinerlei Kofaktoren flir seine Synthese (Cubitt et
al., 1995), es akkumuliert im Zytoplasma der Zellen und Ubt selbst bei starker
Anreicherung keine toxischen Effekte auf die Zellen aus (Prendergast, 1999).
Die physiologischen Eigenschaften der Zellen werden durch GFP nicht veran-
dert (Kolossov et al., 1998). Im Gegensatz zu anderen Reportergenen kann

GFP somit als Marker fir lebende Zellen verwendet werden.

Wenn die GFP-Expression unter der Kontrolle eines B-Aktinpromoters steht,

62



(Sal 1)
pCX- B-act
ori

4////Aat”
g at Il
CMV-IE ~’///A

_Aatll

(Sna B I)

Tth111 |

‘GFP-Neo
= SV-40 ori

B-act  promoter

Hind 1l

L]

Rabbit B-gl.pA

intron

(Apa 1)

EcoR |

EcoR |

Abb. 14: Schema des R-Aktin Promoters und nachgeschalteter GFP
Expressionskassette.
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kénnen Zellen nach Transplantation aufgrund der ubiquitaren Expression von 3-
Aktin unabhangig ihres Differenzierungszustandes im Empfangergewebe identi-
fiziert werden. In der eigenen Arbeit wird deshalb ein ES-Zellklon mit stabiler
GFP-Expression unter der Kontrolle dieses Promoters verwendet (Arnhold et
al., 2000b). Unter Einsatz desselben Konstruktes konnte eine GFP-Expression
in transgenen Tieren in allen Gewebetypen einschliellich des Gehirnes jedoch
nicht in Erythrozyten und Haaren gezeigt werden (Okabe et al., 1997). Mit Hilfe
eines modifizierten Kultivierungsprotokolles nach (Okabe et al., 1996) (s.o.)
kann eine relativ reine Population grin-fluoreszierender neuraler Vorlauferzellen
angereichert werden. Allerdings ist davon auszugehen, dal} unter diesen Bedin-
gungen, analog zu den Befunden von Andressen et al. (Andressen et al.,
2001a), in den Selektionskulturen auch bereits postmitotische Neurone und Gli-
azellen enthalten sind, die aufgrund der ubiquitdren Zellmarkierung ebenfalls
eine GFP-Expression zeigen. In Ubereinstimmung mit Befunden friiherer Arbei-
ten, in denen eine GFP-Expression unter der Kontrolle des o-Aktin-Promoters
zum Studium der Kardiomyogenese verwendet wurde, konnen keine Unter-
schiede hinsichtlich der Differenzierungskapazitat oder funktioneller Parameter
im Vergleich zur Wildtypzellinie D3 oder anderen ES-Zellinien beobachtet wer-
den. Die Kultivierung in Abwesenheit von LIF fihrt zur Differenzierung in eine
Vielzahl von Zelltypen (Keller et al., 1993; Arnhold et al., 1998; Robbins et al.,
1990).

Transplantation der selektionierten grin-fluoreszierenden neuralen Vorlauferzel-
len fuhrt im Empfangertier zur Differenzierung von reifen neuronalen Phanoty-
pen, die mit Hilfe des maus- und neuronenspezifischen Markers Thy-1 detektiert
werden koénnen. Darlber hinaus koénnen nach Transplantation der GFP-
exprimierenden Zellen aber auch GFAP-positive Astrozyten im adulten Ratten-
hirn detektiert werden (Arnhold et al., 2000b). Damit zeigen die Befunde dieser
Arbeit erstmalig, dal neural selektionierte ES-Zellen mit einer ubiquitaren GFP-
Expression im adulten Striatum sowohl in die neuronale als auch in die gliale
Richtung differenzieren und die Zellen aufgrund ihrer GFP-Expression nach
Transplantation wahrend der Migration, ihrer Differenzierung und Integration
kontinuierlich identifizierbar sind und ihr weiteres Schicksal unabhangig ihres

Differenzierungszustandes in vivo verfolgt werden kann. Damit bieten neurale
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Vorlauferzellen eines ES-Zellklones mit ubiquitarer GFP-Expression ideale Vor-
aussetzungen, um den Einsatz von ES-Zellen als mdgliches Ausgangsmaterial
fur Zellersatztherapien beispielsweise bei M. Parkinson im Tierexperiment zu
testen. Sie erleichtern eine Evaluation, ob moégliche Funktionsverbesserungen
im pathologischen Tiermodell (Induktion parkinsondhnlicher Symptome durch
eine 60HDA Lasion, Schwarting and Huston, 1996) tatsachlich aufgrund eines
echten Zellersatzes oder eher durch unspezifische Sekretion von neurotrophen
Faktoren herbeigefuhrt wird. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dald neural differenzierte ES-Zellen durch Induktion mit spezifischen Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktoren, nach Transplantation an der normalen
Neurogenese teilnehmen und sogar eine Remyelinisierung in einem Tiermodell

fur einen humanen Myelinisierungsdefekt herbeifihren (Brustle et al., 1999).

2.3.2 Selektion neuraler Vorlauferzellen mit Hilfe der GFP Fluoreszenz
unter spezifischer Kontrolle des Tymidinkinase-Nestin Promo-

ters

Da nach Einsatz des modifizierten Selektionsprotokolles nach Okabe et al.,
1996 in den Kulturen neben einer grollen Zahl von neuralen Vorlauferzellen
noch ein relativ grol3er Prozentsatz differenzierter postmitotischer Nerven- und
Gliazellen enthalten ist, muss im Rahmen einer Entwicklung fir Zellersatzthera-
pien ein weiterer Selektionierungsschritt fir die Generierung einer wirklich rei-
nen Population neuraler Vorlauferzellen stattfinden. Fur eine solche Selektion
werden im eigenen Ansatz, analog zu einer ZNS-spezifischen Expression des
lacZ-Reportergens unter Regulation des zweiten Introns des Nestin-Gens in
Mausen (Josephson et al., 1998; Lothian and Lendahl, 1997; Yaworsky and
Kappen, 1999; Zimmerman et al., 1994) ES-Zellen mit einer Expressionskasset-
te fur das grun fluoreszierenden Protein (GFP) unter Regulation des Thymidin-
kinase-Promoters in Verbindung mit dem zweiten Intron des humanen Nestin-
Gens transfiziert (Andressen et al., 2001a) (Abb. 15).
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Dabei dient die Untersuchung der spezifischen GFP-Expression in Nestin-
positiven neuralen Vorlauferzellen zur Etablierung eines erleichterten Monito-
rings einer Selektionierung die ser Zellen als Voruntersuchung auf eine mogli-
che Zellsortierung durch ein praparatives fluorescence-activated-cell-sorting
(FACS).

Nestin gehort zur Familie der Intermediarfilamentproteine, die am Aufbau des
Zytoskeletts beteiligt sind. Es ist wahrend der Embryonalentwicklung der Ratte
erstmals um E7.5 in der Neuralplatte nachweisbar (Lothian and Lendahl, 1997).
Um E11 findet man es in den pialen Auslaufern der radialen Gliazellen (Marvin
et al., 1998) und um E12 sind 98-100% der Zellen des Neuralrohrs nestin-
positiv. Danach treten in den ventralen Abschnitten des Neuralrohrs, parallel
zum Auftreten der ersten postmitotischen Neurone, vereinzelt nestin-negative
Zellen in Erscheinung (Frederiksen and McKay, 1988; Hockfield and McKay,
1985; Lendahl et al., 1990). Die Nestin-Expression wird demnach am Ubergang
von der proliferierenden neuroepithelialen Stammzelle zur postmitotisch diffe-
renzierten Nerven- und Gliazelle herunterreguliert. Somit ist Nestin nur noch in
wenigen Zellen des adulten ZNS nachweisbar. Da Nestin wahrend der Embryo-
nalentwicklung beispielsweise auch in Vorlauferzellen von Herz- (Kachinsky et
al., 1995) und Skelettmuskulatur (Sejersen and Lendahl, 1993; Wroblewski et
al., 1997; Kachinsky et al., 1994; Carlsson et al., 1999), in Endothelzellen
(Mokry and Nemecek, 1998), im peripheren Nervensystem und im Hoden bei
Maus und Ratte (Dahlstrand et al., 1995; Hockfield and McKay, 1985; Stemple
and Anderson, 1992) sowie in verschiedenen neuroepithelialen Tumoren (Glio-
me und Glioblastome) des ZNS (Dahlstrand et al., 1992a; Tohyama et al., 1992;
Dahlstrand et al., 1992b) exprimiert wird, jedoch das zweite Intron des Nestin-
Gens die Expression von Reportergenen auf neurale Vorlauferzellen beschrankt
(Zimmerman et al., 1994), wird in der eigenen Untersuchung zum Nachweis
neuraler Vorlauferzellen eine GFP-Expression unter die Kontrolle des Thymidin-
kinase-Promoters in Verbindung mit dem zweiten Intron des humanen Nestin-

Gens gestellt (Andressen et al., 2001a).

Das eigene Vorgehen steht im Gegensatz zu weiteren Ansatzen, bei denen die
Selektion neuraler Vorlauferzellen mittels eines Neomycin-Resistenzgens unter

der Kontrolle des Sox2-Gens, das ahnlich wie Nestin im Rahmen der frihen
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Neurogenese exprimiert wird (Li et al., 1998). Bei diesem Modell kann die Ge-
nexpression allerdings nicht Gber ein Reportergen sichtbar gemacht werden und
deshalb sind die Selektion und der Ablauf der neuralen Differenzierung nicht zu
beobachten. Es besteht dartber hinaus noch die Mdglichkeit der Selektionie-
rung mit dem grun-fluoreszierenden Protein (GFP) unter Regulation des Ta1-
Tubulin-Promoters (Wang et al., 1998). Der Nachteil dieses Verfahrens ist je-
doch die Expression von Ta1-Tubulin auch in frihen postmitotischen Neuronen
(Gloster et al., 1999; Wang et al., 1998). Das ist fur den Einsatz bei Zellersatz-
therapien ein einschrankendes Kriterium, da die Selektion tGber den Thymidinki-
nase-Promoter in Verbindung mit dem zweiten Intron des humanen Nestin-
Gens auch eine Differenzierung von Astroglia und Oligodendroglia ermdglicht
(Hockfield and McKay, 1985; Messam et al., 2000).

In Verbindung mit einem modifizierten Differenzierungsprotokoll flr neurale Vor-
lauferzellen nach Okabe et al. (1996) unter Zusatz von astrozyten-
konditioniertem Medium erweist sich in den eigenen Untersuchungen die GFP-
Expression unter der Kontrolle des 2. Introns des humanen Nestin-Gens in den
zwei untersuchten Zellklonen durchaus spezifisch flr undifferenzierte neurale
Vorlauferzellen mit einer maximalen Anreicherung wahrend 7 Tagen im Selekti-
onsmedium. Der Anteil der GFP-exprimierenden Zellen an der zellularen Ge-
samtpopulation betragt 95%. Dal’ es sich dabei tatsachlich um proliferierende
neurale Vorlauferzellen handelt, kann mit Hilfe der Immunhistochemie flr
Nestin, dem Marker fur neurale Vorlauferzellen (Hockfield and McKay, 1985),
detektiert werden (Andressen et al., 2001a). Diese Beobachtungen hinsichtlich
der Proliferation bzw. Anreicherung neuraler Vorlauferzellen, ihrer Migration und
Differenzierung, stimmen mit eigenen Befunden, die an der D3-Wildtypzellinie
erhoben wurden bzw. mit denen von Okabe et al. (1996), vollig Uberein. Sie
deuten darauf hin, dal} die GFP-Expressionskassette in den genetisch modifi-
zierten ES-Zellklonen keinerlei negativen Einfluss auf die Differenzierungskapa-
zitat in die neurale Linie hat. Immunzytochemisch kdnnen am 7. Tag n.p. in den
Selektionskulturen weder undifferenzierte ES-Zellen noch Vorlauferzellen von
Myozyten (alpha-Aktin-positive Kardiomyozyten) oder andere nicht-neurale Zell-
typen (beispielsweise PECAM positive Endothelzellen) nachgewiesen werden.
Allerdings werden einige postmitotische Neurone und differenzierte Gliazellen

detektiert. Das Vorkommen zahlreicher postmitotischer Neurone und einiger
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Gliazellen in den selektionierten Zellpraparationen bestatigt die Notwendigkeit
einer weitergehenden Selektion zur Gewinnung einer reinen Population neuraler
Vorlauferzellen fur Zellersatztherapien und zeigt den dynamischen Prozess zwi-

schen Selektion und weiterer Differenzierung unter diesen Kulturbedingungen.

Analog zu den fluoreszenzmikroskopischen bzw. immunhistochemischen Be-
funden kann mit Hilfe der FACS-Analyse die grofdte Zahl von Zellen mit hohen
Fluoreszenzintensitaten nach der siebentagigen Selektionsperiode nachgewie-
sen werden. Der Anteil dieser Zellen fallt bis zum elften Tag im Selektionsmedi-
um und zunehmender Differenzierung wieder deutlich ab. Damit stimmen diese
Befunde auch mit den Beobachtungen von Okabe et al. (1996) Uberein, wonach
das Maximum an neuralen Vorlauferzellen am 6. bis 8. Tag nach Plattieren fest-

zustellen ist.

Werden die neuralen Vorlauferzellen nach der siebentagigen Selektionsperiode
in ein Medium replattiert (B27-Supplement enthaltenes Neurobasalmedium),
das speziell fur die Forderung der Differenzierung neuraler Zellen entwickelt
wurde, kann ein  zunehmender Anteil MAP2-positiver Neurone, GFAP positiver
Astrozyten sowie O4 positiver Oligodendrozyten detektiert werden. Im Gegen-
satz dazu nimmt der Prozentsatz der nstin-positiven Vorlauferzellen immer wei-

ter ab.

Nach intrazerebraler Transplantation zeigen die nach dem ITSF-Protokoll ange-
reicherten GFP-exprimierenden neuralen Vorlauferzellen des Nestin-Klones,
analog zu neural differenzierten Zellen des R-Aktinklones, die Kapazitat zur Dif-
ferenzierung in reife Thy-1-positive Neurone und GFAP-positive Gliazellen. Die
GFP-markierten neuralen Vorlauferzellen zeichnen sich somit durch eine gute
Integrations- und Differenzierungsfahigkeit in einem Gewebe mit geringer Plas-
tizitat aus, wie es im adulten Rattenhirn vorliegt. Anhand ihrer Grunfluoreszenz
kénnen die transfizierten neuralen Vorlauferzellen nach intrazerebraler Trans-
plantation zumindestens solange identifiziert werden bis die Differenzierung in
die jeweilige Linie (neuronal bzw. glial) weiter fortschreitet. Insgesamt erscheint
die Integration der vorselektionierten Zellen besser als die von nicht-
selektionierten undifferenzierten ES-Zellen, was in friheren Transplantations-

studien gezeigt werden konnte. In diesen Experimenten resultierte die Trans-
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plantation der ES-Zellen in der Bildung von Zellaggregaten mit differenzierten

Neuronen im Zentrum des Spharoids (Deacon et al., 1998).

Daruber hinaus kann mit dem hier vorgestellten Ansatz erstmals gezeigt wer-
den, dal} die neuralen Vorlauferzellen eine gute Integrationstendenz auch in
Lokalisationen aulRerhalb der normalerweise neurale Vorlauferzellen beherber-

genden subventrikuldren Zone zeigen (Alvarez-Buylla and Lois, 1995).

Summarisch belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Spezifitat der
nestin-gesteuerten GFP-Expression im ES-Modell. Es kann keine ektope GFP-
Expression festgestellt werden, die letztendlich eine Tumorbildung induzieren
konnte. Die Untersuchungen zeigen, dal® die Eigenschaften und die neurale
Differenzierungskapazitat der ES-Zellen durch die Transfektion und die damit
verbundene GFP-Expression nicht beeinflusst werden. Nestin ist der einzige
bekannte Marker, der das Potential zur Selektion einer reinen Population
selbsterneuernder proliferierender neuraler Vorlauferzellen als Ausgangsmate-
rial fir eine Zellersatztherapie besitzt. Trotz seines komplexen Expressionsmus-
ters hat Nestin somit entscheidende Vorteile im Vergleich zu anderen frih-
exprimierten neuralen Markern. Darlber hinaus werden Uber die leichte Identifi-
zierung neuraler Vorlauferzellen mit Hilfe der GFP-Expression Untersuchungen
erleichtert, die sich mit dem Studium von Differenzierungsmechanismen fir das

neuronale bzw. gliale Kommitment beschaftigen.
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2.3.3 Differenzierung und Anreicherung Tyrosinhydroxylase-positiver

Neuronen aus ES-Zellen

Um im Rahmen von Zellersatztherapien fur M. Parkinson degenerierte dopami-
nerge Neurone in der Pars compacta der Substantia nigra zu ersetzen, mussen
mit Hilfe weiterer in vitro-Untersuchungen geeignete Differenzierungsprotokolle
entwickelt werden, die die Differenzierung von selektionierten Vorlauferzellen in
dopaminerge Neurone fordern. Neural differenzierte Vorlauferzellen aus ES-
Zellen besitzen namlich im Gegensatz zu neuralen Vorlauferzellen, die bei-
spielsweise aus dem embryonalen Striatum oder Hippocampus isoliert werden,
keinerlei Kommitment fur eine Differenzierungsrichtung (Lundberg et al., 1997).
Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dal® sie in die dopaminerge Richtung

differenzieren konnen (Lee et al., 2000b).

Mit Hilfe des Retinsaureprotokolls differenziert zwar eine Vielzahl von neurona-
len Phanotypen, wie dies in Abschnitt | der vorliegenden Arbeit gezeigt worden
ist (Andressen et al., 1998; Arnhold et al., 1998), allerdings ist die Ausbeute
TH- positiver (dopaminerger) Neurone unter den hier vorgestellten Differenzie-
rungsbedingungen, wie die eigenen Befunde an der D3-ES-Zellinie (Klinz et al.,
2000) und die von Dinsmore et al., 1998 am E14TG2a ES-Zellklon zeigen, eher
gering. Dagegen kann der Prozentsatz TH-positiver Neurone durch Modifikatio-
nen der Signalkaskade mit dem Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-
3-Kinase) LY294002 deutlich erhoht werden (Arnhold et al., 2001c). Die Ent-
wicklung dieses PI-3-Kinase-Inhibitors (Vlahos et al., 1994) hat das Studium der
funktionellen Rolle der PI-3-Kinase bei der Signaltransduktion verschiedener
Zelltypen erleichtert. So gibt es Befunde, die belegen, dald die Aktivierung des
PI-3-Kinase-Signalweges das Uberleben hippocampaler Neurone (Matsuzaki et
al., 1999), von Motoneuronen (Dolcet et al., 1999) und von mesencephalen

Neuronen (Sawada et al., 2000) untersttzt.

Obwohl gezeigt werden konnte, dal® die PI-3-Kinase die Differenzierung von

funktionierenden embryonalen Kardiomyozyten aus ES-Zellen in vitro unter-
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druckt (Klinz et al., 2000), gibt der hier vorgestellte Ansatz einen klaren Hinweis
darauf, dald die Differenzierung von neuralen Vorlauferzellen zu TH-positiven
Neuronen unter negativer Kontrolle des PIl-3-Kinasesignalweges steht. Mogli-
cherweise inhibiert ein Faktor, der entweder von den ES-Zellen selber syntheti-
siert wird oder im Kultivierungsmedium enthalten ist, die Differenzierung von
TH-positiven Neuronen. Diese Inhibierung kdénnte durch die Aktivitat des PI-3-
Kinaseinhibitors LY294002 riickgangig gemacht werden. Im Gegensatz zu einer
Induktion Uber Retinsaure fordert die Inhibition der PI-3-Kinase das Langzeit-

uberleben TH-positiver Neurone.

Die effiziente Selektionierung von TH-positiven Neuronen in vitro kann wertvolle
Informationen Uber den Zeitverlauf der Differenzierung sowie tber die morpho-
logischen und funktionellen Eigenschaften dieser Zellen liefern, ohne die Not-
wendigkeit neurale Zellkulturen aus Embryonen herstellen zu mussen. Es mus-

sen jedoch noch weitergehende Arbeiten folgen, die zum Ziel haben eine Anrei-
cherung von neuralen Vorlauferzellen durch entsprechende Selektionie-
rungsprotokolle mit neurotrophen Faktoren bzw. Zytokinen zu bewirken, die
dann nach Transplantation in ein Empfangerhirn praferentiell zu TH-positive

Neuronen und damit in die dopaminerge Richtung differenzieren.
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2.3.4 Der therapeutische Einsatz von ES-Zellen am Tiermodell fiir die

Makuladegeneration

Nachdem gezeigt werden konnte, dal® neural differenzierte ES-Zellen in vitro zu
einer hochreinen Population angereichert werden kénnen und sich nach Trans-
plantation in ein Empfangerhirn integrieren und ortstypisch differenzieren, soll
die regenerative Potenz dieser Zellen in einem Tiermodell fur eine degenerative
Erkrankung getestet werden. Ein geeignetes Modell fir ein spontan degenerie-
rendes Gewebe stellt die Royal College of Surgeons-Ratte (RCS-Ratte) dar. Sie
ist ein Tiermodell fir die altersbedingte Makuladegeneration des Menschen, bei
dem es durch eine genetische Mutation postnatal zu einer progredienten Dege-
neration retinaler Pigmentepithel-(RPE) Zellen, gefolgt von einer Degeneration
der Photorezeptoren kommt. AuRerdem kann eine Vaskulopathie beobachtet
werden (Sheedlo et al., 1991).

Far die Untersuchung wurden wie im vorherigen Abschnitt, ES-Zellen des Klo-
nes, bei dem die GFP-Expression unter der Kontrolle des zweiten Intron des
humanen Nestin-Genes steht, eingesetzt. Bei der Befunderhebung fallt auf,
dal} die neural selektionierten ES Zellen nach Transplantation in den subretina-
len Spalt der RCS-Ratten eindeutig mittels ihrer GFP-Expression identifizierbar
sind. In Langzeituntersuchungen kann die Migration dieser Zellen in die Retina
beobachtet werden. Wahrend es bei den Kontrolltieren nach zwei Monaten zu
einer vollstandigen Degeneration der Photorezeptorzellen kommt, kdnnen nach
Transplantation der ES-Zellen mehrere Reihen erhaltener Photorezeptoren in
unmittelbarer Nahe der Injektionsstelle detektiert werden. Diese erhaltenen Pho-
torezeptorzellen weisen elektronenmikroskopisch eine diesen Zellen entspre-
chende, normale Ultrastruktur auf (Arnhold et al., 2000c; Schraermeyer et al.,
2001). Ahnliche Daten wie die in der vorliegenden Arbeiten vorgestellten, konn-
ten auch durch eine Transplantation von RPE-Zellen in den subretinalen Spalt
erhoben werden (Gouras and Lopez, 1989; Li and Turner, 1988; Gouras et al.,
1989; Sheedlo et al.,, 1992). Da die Photorezeptoren nach RPE-
Zelltransplantation selbst in einiger Entfernung der Injektionsstelle erhalten wa-

ren, ist davon auszugehen, dal neben einer verbesserten Phagozytosetatigkeit,
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moglicherweise auch trophische Faktoren, die von den RPE-Zellen produziert
werden, einen positiven Einfluss auf das Uberleben der Photorezeptoren haben
(Sheedlo et al., 1992). In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden,
dal} die Applikation des basischen Fibroblasten Wachstumsfaktors (Faktorovich
et al., 1992) bzw. eine Scheinoperation (Silverman and Hughes, 1990) voriber-

gehend eine Degeneration der Photorezeptorzellen aufhalten.

Die subretinale (Lawrence et al., 2000; Rezai et al., 1997; Schraermeyer et al.,
1999) und intrachoroidale (Schraermeyer et al., 1999) Transplantationen von
Irispigmentepithelzellen (IPE Zellen)(Rezai et al., 1997; Schraermeyer et al.,
1999) und Schwann Zellen (Lawrence et al., 2000) und wie in dieser Arbeit ge-
zeigt, auch ES-Zellen haben einen positiven Einfluss auf die Uberlebensrate
von Photorezeptorzellen in RCS Ratten. Da mittlerweile bekannt ist, dal® sowohl
RPE als auch IPE Zellen zahlreiche neurotrophe Faktoren sezernieren (Kociok
et al.,, 1998), ist zu vermuten, dal} die induzierten ,rescue“-Effekte nach ES-
Zelltransplantation ebenfalls vor allem auf einer Freisetzung von neurotrophen
Faktoren beruhen. Dabei sind die Faktoren, die fiir das Uberleben der Photore-
zeptoren in RCS-Ratten verantwortlich sind, noch nicht eindeutig identifiziert. Es
wird allerdings vermutet, dal3 ein Teil der beteiligten Faktoren von den RPE-
Zellen selber produziert wird, deren Freisetzung durch eine Zelltransplantation
eingeleitet wird. Andererseits kann auch davon ausgegangen werden, daf® die
ES-Zellen eine ganze Reihe von Faktoren produzieren, da sie in Kultur auch
ohne die Zugabe von Wachstumsfaktoren in eine Vielzahl von Zellen differen-
zieren (s.0.). Da der genetisch-bedingte Retinadefekt der RCS-Ratten auch von
einer ausgepragten Vaskulopathie begleitet wird, kdnnten auch Wachstumsfak-
toren, die die Vaskulogenese fordern, flir den positiven Effekt nach ES-
Zelltransplantation und der damit verbundenen gestoppten Photorezeptordege-
neration verantwortlich sein. Diese Sichtweise wird von Beobachtungen Uber
eine spontane Differenzierung von ES-Zellen verschiedener Linien zu Endothel-

zellen gestutzt.

Die Erkenntnis, dald auch neural differenzierte ES-Zellen die Potenz haben ge-
eignete Faktoren zu produzieren, um eine fortschreitende Zelldegeneration zu
stoppen, wurde ihren therapeutischen Einsatz bei M. Parkinson, zusatzlich zur
Zellersatztherapie, noch wertvoller machen. Bei diesem Krankheitsbild konnte

durch eine kontinuierliche Sekretion von neurotrophen Faktoren die fortschrei-
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tende Degeneration dopaminerger Neurone aufgehalten werden, und daruber
hinaus kdnnen transplantierte Zellen durch die Sekretion von neuroprotektiven

Faktoren vor Untergang geschutzt werden.
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3 Zusammenfassung

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift stellt die Differenzierungskapazi-
tat von murinen embryonale Stammzellen in die neurale Richtung und deren
Verwendung fur embryologische Studien zur Neurogenese dar. Dartber hinaus
wird ihre Eignung als Ausgangsmaterial flr Zellersatztherapien bei neurodege-
nerativen Erkrankungen modellhaft charakterisiert.

Der erste Abschnitt der Arbeit befasst sich mit der Differenzierungspotenz der
Zellen zu Neuronen, unter Verwendung eines FCS- und Retinsaure-haltigem
Kultivierungsmediums. Die entstehende Vielfalt von differenzierenden neurona-
len Phanotypen wird immunzytochemisch beurteilt und die Neurone zusatzlich
anhand ihres Rezeptorprofiles elektrophysiologisch charakterisiert. Die Uber-
tragbarkeit der Befunde auf die in vivo- Situation wird ausfuhrlich diskutiert. Auf-
grund der immensen Bedeutung des Kalziumhaushaltes wahrend der neurona-
len Differenzierung, wird die Ausstattung der differenzierenden Neurone hin-
sichtlich spannungsabhangiger Kalziumkanale sowie Kalzium-bindender Protei-
ne untersucht. Dabei kann eine differenzierungsabhangige Verschiebung des
Kalziumkanalmusters beobachtet werden. Dagegen ist die Expression der ver-
schiedenen Kalzium-bindenden Proteine auf bestimmte neuronale Reifungssta-
dien beschrankt. Die Untersuchung der Differenzierungskapazitat in Makro- und
Mikrogliazellen erganzt die Charakterisierung der neuronalen Differenzierung.
In einem experimentellen Abschnitt wird die Bedeutung der NO-Synthase |l fir
die neuronale Differenzierung im Vergleich mit der neuronalen kortikalen Pri-
markultur demonstriert. Die Daten korrelieren mit in vivo Befunden zur Rezep-
torgenese der Riechschleimhaut und des Vestibulocochlearorgans sowie mit
Befunden der Kortex- und Retinaentwicklung an embryonalen Schnittserien.
Parallel dazu kann mit Hilfe einer Knock-out- ES-Zellinie, die eine Defizienz flr
das R1-Integrin aufweist, die Notwendigkeit dieses transmembranaren Moleku-
les fur eine regelgerecht ablaufende Differenzierung gezeigt werden. Schliel3lich
demonstriert der experimentelle Abschnitt unter Verwendung von pharmakolo-
gischen Methoden und mit Hilfe einer Vitalbeobachtung der differenzierenden

Neurone den Effekt einer Glutamatintoxikation auf sich entwickelnde Nervenzel-
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len. Somit eignet sich das Modell der embryonalen Stammzellen auch fur die
Evaluation von neurotoxikologischen Fragestellungen.

Im letzten Abschnitt der Arbeit steht die modellhafte Verwendung von neural
differenzierten ES-Zellen flr Zellersatztherapien im Vordergrund. Dazu werden
neural selektionierte ES-Zellen eines Klones mit einer GFP-Expression unter
der Kontrolle des R-Aktinpromoters, zur sicheren ldentifizierung der Zellen im
Empfangergewebe, in das Striatum adulter Ratten transplantiert und ihre Diffe-
renzierungskapazitat in Neurone und Gliazellen beurteilt. Unter Verwendung
eines weiteren ES-Zellklones, bei dem die GFP-Expression unter der Kontrolle
des 2. Introns des humanen Nestingens steht, kann die Selektion der neuralen
Vorlauferzellen in vitro unmittelbar verfolgt werden. Damit wird die Vorausset-
zung fir eine nahezu 100%ige Aufreinigung der Zellen mittels praparativen
FACS geschaffen. Hinsichtlich einer zukinftigen Therapie des M. Parkinson
unter Verwendung von humanen ES-Zellen kann anhand dieser murinen Zelli-
nie, eine Erhdhung des Prozentsatzes dopaminerger Neurone mit Hilfe eines
Inhibitors der Phosphatidylinositokinase 3 in Kultur modellhaft dargestellt wer-
den.

Tatsachlich wird anhand des Tiermodelles fur die humane Makuladegeneration
gezeigt, dal’ neural differenzierte ES-Zellen im Rahmen einer Zellersatztherapie
die Verbesserung des krankhaften Zustandes bewirken. Als Lieferanten protek-
tiver neurotropher Faktoren halten sie fortschreitende Degenerationsprozesse

auf.
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4 Summary

The presented thesis deals with the differentiation capacity of murine embryonic
stem cells into the neural lineage and their use in embryological studies regard-
ing neurogenesis as well as their use as cell material for cell replacement thera-
pies in neurodegenerative diseases.

In the first section of this work the differentiation potency of ES-cells into the
neuronal direction in a cultivation medium supplemented with FCS and retinoic
acid is elucidated. The variety of differentiating neuronal phenotypes is evalu-
ated immunocytochemically and additionally generated neurons are character-
ized electrophysiologically regarding their receptor profiles for the main excita-
tory and inhibitory neurotransmitters. The conveyance of the obtained data to
the situation in vivo is thoroughly discussed. In order to meet the extraordinary
significance of the calcium homeostasis during neuronal differentiation the oc-
currence of voltage gated calcium channels as well as calcium binding proteins
is investigated. While there is a differentiation-dependent shift in the expression
of calcium channels subtypes in all maturation stages, the expression of calcium
binding proteins is restricted to certain neuronal subtypes.

In addition to the thorough characterisation of neuronal differentiation in the ES-
cell system, the differentiation capacity into macro- and microglial cells is evalu-
ated. In the following experimental section the significance of the NO-synthase |l
for neuronal differentiation is studied in comparison with the primary culture of
embryonic cortex neurons. Furthermore, data are correlated with in vivo findings
concerning olfactory and vestibulocochlear receptorgenesis as well as with find-
ings from cortical and retinal development.

In a second experimental approach using a R1-integrin knock out ES-cell line,
the necessity of this transmebrane molecule is demonstrated for an undisturbed
neuronal differentiation by modulating cell-cell and cell-matrix interaction.
Additionally, using computer assisted vital microscopy the effect of a glutamate
intoxication is evaluated on differentiated neurons, indicating the use of ES-cells
as a model system for neuro- and embryo-toxicological studies, respectively.

In the final section of this work the use of neurally differentiated embryonic stem

cells for cell replacement therapies is evaluated. In order to determine the dif-
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ferentiation capacity of neurally selected stem cells in vivo after transplantation,
cells of an ES-cell clone with a GFP-expression under the control of a R-actin
promoter are applied. Thus, transplanted cells can be unequivocally identified
after stereotactic injection into the adult striatum and furthermore, their differen-
tiation into neurons and astrocytes can be investigated immunocytochemically.
With a second genetically modified ES-cell clone with a GFP expression under
the control of the second intron of the human nestin gene, the selection of neu-
ral precursor cells can be directly monitored in vitro. This procedure offers a tool
to obtain a near pure population of neural precursor cells by preparative flow
cytometry (FACS). In order to prepare neural differentiated ES-cells for a spe-
cific treatment of Parkinson's Disease it is demonstrated how the percentage of
TH positive dopaminergic neurons can be markedly increased by incubating the
cells in the presence of the inhibitor for the phosphatidylinositolkinase 3.

Finally, an actual benefit using neurally selected ES-cells is shown in an animal
model for the human macula degeneration. In this model neurally selected ES-
cells have the potency to delay continuous degeneration processes by supplying

neuroptotective factors.
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