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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie

Das periphere Hérorgan ist im Schlafenbein (Os temporale) lokalisiert. Es werden
drei Anteile unterschieden. Zunachst das auBere Ohr (Auris externa), bestehend
aus Ohrmuschel (Auricula) und &uBerem Gehérgang (Meatus acusticus
externus), das die ankommenden Schallwellen aufnimmt. AnschlieBend folgt das
Mittelohr (Auris media). Neben dem Trommelfell (Membrana tympani) und der
Paukenhéhle (Cavum tympani) setzt es sich aus den drei Gehdrkndchelchen
(Ossicula auditoria), Hammer (Malleus), Amboss (Incus), Steigbligel (Stapes)
sowie den zwei Mittelohrmuskeln (Musculus stapedius, Musculus tensor tympani)
und der Eustachischen Réhre (Tuba auditiva) zusammen. Die Tuba auditiva stellt
eine Verbindung zwischen der Paukenhdhle und dem Nasenrachenraum zum
Ausgleich atmosphérischer Druckdifferenzen her. Der Steigblgel ist in das ovale
Fenster einpasst, das die Verbindung zum flussigkeitsgefullten Innenohr bildet.
Das Innenohr (Auris interna), der dritte Anteil des Hororgans, liegt in der Pars
petrosa des Schléfenbeins und enthdlt das Gleichgewichtsorgan
(Vestibularorgan) sowie das Hoérorgan, das aufgrund seines Aussehens auch als
Schnecke (Cochlea) bezeichnet wird. Die Hérschnecke besteht aus mehreren
zusammenhdangenden Gangen, die als Labyrinth bezeichnet werden. Man
unterscheidet dabei das vestibulare Labyrinth und das cochledre Labyrinth, die
Uber den Ductus reuniens miteinander verbunden sind. Weiterhin kann man
einen hautigen Anteil, der den kndchernen Anteil auskleidet, unterscheiden. Der
hautige Anteil enthélt Endolymphe, eine der lonenzusammensetzung des
intrazellularen Milieus ahnliche Flissigkeit, und Zilien tragende Sinneszellen,
sogenannte Haarzellen. Das hautige Labyrinth der Cochlea wird auch als Ductus
cochlearis bezeichnet und windet sich beim Menschen zweieinhalbmal
spiralférmig um eine kndcherne Achse (Modiolus). Zwischen dem hautigen und
dem knd6chernen Anteil befindet sich eine FlUssigkeit, die man als Perilymphe
bezeichnet und die in ihrer Zusammensetzung der des Liquor cerebrospinalis
gleicht (Nickel et al. 1992).

Die Cochlea besteht aus drei getrennten HohlrAumen: der Scala media, Scala
vestibuli und der Scala tympani. Die Basilarmembran bildet den Boden der Scala
media (Ductus cochlearis). Im Querschnitt weist sie eine dreieckige Form auf und
enthalt die kaliumreiche, natriumarme Endolymphe, die von der Stria vascularis
gebildet wird.



1 Einleitung

Oberhalb liegt die Scala vestibuli, die mit Perilymphe geflllt und durch die
Reissner-Membran von der Scala media getrennt ist. Die Scala tympani liegt
unterhalb der Basilarmembran und ist in der Schneckenspitze Uber das
Helicotroma mit der Scala vestibuli verbunden. Der Ductus cochlearis endet an
dieser Stelle blind. Das Corti-Organ liegt der Basilarmembran auf und enthalt
Stiitzzellen (von innen nach auBen: innere und auBere Pfeilerzellen, Deiters-
Zellen, Hensen-Zellen, Claudius-Zellen) und darin eingebettete Sinneszellen
(eine Reihe innerer und drei Reihen duBerer Haarzellen). Die Haarzellen tragen
an der apikalen Membran feine Harchen, sogenannte Stereozilien, und werden
von der Tektorialmembran, die von der Lamina spiralis ossea ausgeht, bedeckt.
Jede der etwa 3000 inneren Haarzellen wird durch mehrere afferente Fasern des
Nervus cochleae bedient, wohingegen die 12000 &uBeren Haarzellen
vorwiegend von efferenten Hoérnervenfasern innerviert werden (Nickel et al.
1992). Man unterscheidet daher zwei Typen von Spiralganglionneuronen
(Berglund & Ryugo 1987, Liberman 1980, Rosenbluth 1962): Typ I-Neurone
innervieren stets nur eine innere Haarzelle, wobei die innere Haarzelle von
mehreren Neuronen kontaktiert wird. Typ II-Neurone treten mit den &auBeren
Haarzellen in Kontakt. 95% der Neurone sind Typ I|-Neurone und stark
myelinisiert, wohingegen Typ II-Neurone 5% ausmachen und nicht bemarkt sind
(Spoendlin 1971).

Das Ganglion cochleare, auch Ganglion spirale cochleae genannt, ist im
kndchernen Modiolus der Schnecke lokalisiert. Als Nervus cochlearis verlaufen
die Nervenfasern des Ganglion spirale zusammen mit dem Nervus vestibularis
als Nervus vestibulocochlearis, VIII. Hirnnerv, im Meatus acusticus internus in
Richtung des Hirnstamms. In der Medulla oblongata beginnt die zentrale
Horbahn mit dem Nucleus cochlearis und endet schlieBlich, nachdem sie
mehrerer Nuclei passiert hat, im Temporallappen des GroBhirns (Nickel et al.
1992).

1.2 Physiologie

Nachdem ankommende Schallwellen tber die Ohrmuscheln und den &uBeren
Gehoérgang trichterférmig weitergeleitet wurden und Uber das Trommelfell, die
drei Gehdrknéchelchen sowie das ovale Fenster zum Innenohr (bertragen
wurden, fuhrt der Schall zu einer wellenartigen Anregung der Perilymphe. Je
nach Frequenz verschiebt diese die Basilarmembran an verschiedenen Stellen.
Als Wanderwelle setzt sie sich in Richtung des Helicotromas fort.
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1 Einleitung

Besonderen Charakter erfahrt sie durch den zur Spitze hin enger werdenden
kndochernen Kanal und die breiter werdende Basilarmembran. Das
Amplitudenmaximum der Wanderwelle ist fir jede Frequenz spezifisch, bildet
sich an einem bestimmten Ort der Basilarmembran ab und wird als Tonotopie
bezeichnet. Hohe Frequenzen werden somit an der Basis der Cochlea und tiefe
Frequenzen in der Nahe des Helicotroma représentiert. Durch die Verschiebung
der Basilarmembran werden die Haarzellen Uber Auslenkung der Zilien mit
darauffolgender lonenverschiebung angeregt und generieren Aktionspotentiale,
die Uber die bipolaren Nervenzellen des Spiralganglions aufgenommen und
weiter transportiert werden (Hick & Hick 2000).

1.3 Schwerhérigkeit

1.3.1 Formen

,Nicht sehen trennt den Menschen von den Dingen. Nicht héren trennt den
Menschen vom Menschen.“ Dieses Zitat des Philosophen Immanuel Kant (1724-
1804) beschreibt in passender Weise die Situation in der sich taube oder
schwerhdrige Menschen befinden. Die aus Taubheit resultierende verminderte
soziale Interaktion flhrt nicht selten zu Isolation und Vereinsamung betroffener
Menschen. Oftmals gehen damit intellektuelle und ékonomische Folgen einher
(Oshima et al. 2010). Umso wichtiger erscheint daher die Verbesserung
bekannter oder die Entwicklung neuer Therapieansatze zur Behandlung von
Horverlust.

Da dem Symptom der Schwerhdrigkeit (Hypakusis) mannigfaltige Ursachen
zugrunde liegen kbénnen, bedient man sich weiterer Einteilungen.
Schallleitungsschwerhérigkeiten kénnen von Schallempfindungsschwerhérig-
keiten unterschieden werden. Schallleitungsschwerhdrigkeiten haben ihre
pathologische Veranderung im Bereich des &uBeren Ohrs oder des Mittelohrs.
Schallempfindungsschwerhdgrigkeiten sind dagegen im Innenohr oder in zentraler
gelegenen Bereichen lokalisiert. Generell kann zwischen gemischten
Schwerhdérigkeiten und reinen Innenohrschwerhérigkeiten unterschieden werden.
Das Auftreten kann uni- oder bilateral sein und es kann Restgehdr vorhanden
sein oder nicht. Man unterscheidet zwischen den haufiger vorkommenden
cochledren oder sensorischen Schwerhdrigkeiten, die die Cochlea betreffen,
oder den neuralen oder retrocochledren Schwerhdrigkeiten, die durch eine
Stérung des Hérnervens bedingt sind.
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Gemischte Formen werden als sensorineurale Schwerhérigkeit bezeichnet (Hick
& Hick 2000; Probst et al. 2008).

1.3.2 Ursachen

Ursachen fir eine Schadigung der Haarzellen des Corti-Organs sind
beispielsweise toxische Wirkungen bestimmter Pharmaka wie Aminoglykoside
oder Diuretika, aber auch Sucht- und Genussmittel wie Heroin, Alkohol und
Tabak. Des Weiteren kommt es altersbedingt hdufig zu degenerativen Prozessen
und hierdurch zur Altersschwerhdgrigkeit. Eine der hdufigsten Ursachen, vor allem
bei jingeren Menschen, ist jedoch die Larmschadigung (Hick & Hick 2000;
Probst et al. 2008). Lange Zeit wurde angenommen, dass die neurale
Degeneration des  Spiralganglions  hauptsachlich als  Folge einer
Haarzellschédigung auftritt (Spoendlin 1984). Diese sekundaren neuralen
Verédnderungen koénnen durch den Verlust von Haarzellen entstehen, die
trophische Komponenten sezernieren (Fritzsch et al. 1997). Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass der neuronale Verlust auch ohne vorherige
Schadigung der Haarzellen einhergehen kann. So konnte gezeigt werden, dass
Larmeinwirkung zu Verlust von Neuronen fuhren kann, selbst wenn dabei keine
Haarzellen geschadigt wurden (Kujawa & Liberman 2009). Primare Ursachen fir
Schwerhorigkeit der neuralen Form sind auBerdem Tumore des inneren
Gehdrgangs und Kleinhirnbriickenwinkeltumore, Kompressionen des Hoérnervens
durch GeféBschlingen oder entziindliche Veranderungen, bedingt durch multiple
Sklerose (Hick & Hick 2000; Probst et al. 2008). Ebenfalls zeigten
Chemotherapeutika wie Cisplatin eine schadigende Wirkung auf Neurone des
Spiralganglions (Hinojosa et al. 1995). Abgestorbene Nervenzellen kénnen nicht
wieder regeneriert werden (Hick & Hick 2000; Probst et al. 2008).

1.3.3 Vorkommen und Haufigkeit

Laut Angaben der World Health Organization leiden ungefahr 5% der
Weltbevélkerung, das heiBt 360 Millionen Menschen weltweit, an einer
Schwerhorigkeit. Der GroBteil dieser Betroffenen kommt aus Landern mit
geringem oder mittlerem Einkommen. Bei ungeféhr einem Drittel der Menschen
Uber 65 Jahren tritt eine Schwerhdrigkeit auf (World Health Organization 2015).
In Deutschland lebten Ende 2013 circa 300000 taube oder hochgradig
schwerhdrige, das heiBt als schwerbehindert geltende, Menschen.
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1 Einleitung

Im Vergleich zu den Vorjahren ist ein steigender Trend zu verzeichnen
(Statistisches Bundesamt 2014). Die weltweite Produktion von Hoérgeraten deckt
nicht einmal 10% des Bedarfs (World Health Organization 2015). Dies
verdeutlicht, dass es immer wichtiger wird, Therapien auszubauen oder neue
Ansdtze zu entdecken und zu erschlieBen.  Weiterhin  treten
PraventivmaBnahmen gegen Hoérverlust starker in den Fokus, denn die
Entstehung des Horverlusts zu vermeiden gestaltet sich wesentlich einfacher als
eine bestehende Schadigung des Gehdrs zu behandeln.

1.4 Therapiemdglichkeit bei Schwerhorigkeit

1.4.1 Ubersicht

Je nach Art und Lokalisation der Schwerhérigkeit steht eine Vielzahl an
Therapiemdglichkeiten zu Verfigung. Im Folgenden sollen die géangigsten
Behandlungsformen kurz dargestellt werden. Klassische Hérgerate, wie Im-Ohr-
Gerate (IdO) oder Hinter-dem-Ohr-Gerate (HdO), dienen dazu, das ankommende
Signal zu verstarken. Das setzt voraus, dass die Cochlea und das Spiralganglion
in solchen Féllen noch funktionstuchtig sind. Bei einseitiger Surditas kann am
tauben Ohr ein Mikrofon und auf der gesunden Seite ein normales Hbérgerat
angebracht werden. Uber Funk werden dann die Gerdusche vom tauben auf das
gesunde Ohr Ubertragen (Contralateral Routing of Signals; CROS). Somit 1&sst
sich eine Art Richtungshéren und eine bessere Zuordnung von Schallquellen
erreichen. Uber operative Intervention kénnen knochenverankerte Implantate wie
beispielsweise Bonebridge-Implantate zum Einsatz kommen, die die
Funktionsfahigkeit des Innenohrs voraussetzen. Im Bereich der aktiven
Mittelohrimplantate gibt es die sogenannte Vibrant Soundbridge, die die
Schallsignale in  mechanische  Schwingungen konvertiert, die die
Gehérkndchelchen stimulieren. Andererseits werden Systeme angewandt, die
direkt die Perilymphe in Schwingungen versetzen (Direct Acoustic Cochlear
Stimulator; DACS). Darilber hinaus gibt es Cochlea-Implantate (Cl), die die
Funktion der Cochlea ersetzen kdénnen und die Hoérnervenfasern direkt
stimulieren. Diese Implantate gibt es auch in kombinierter Form mit Hoérgeraten,
um die Signale fir das vorhandene Restgehdr zu verstérken und gleichzeitig die
degenerierten Haarzellen zu ersetzen. Weitere Implantationstechniken basieren
auf Hirnstamm-Implantaten (Auditory brain stem implant; ABI), die den Nucleus
cochlearis elektrisch stimulieren (Portillo et al. 1993).
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Diese Operationen sind chirurgisch weitaus komplexer als bei Cochlea-
Implantaten, wodurch sich auch die medizinischen Risiken erhéhen (Nevison et
al. 2002).

1.4.2 Cochlea-Implantat

Laut Angaben der Deutschen Cochlear Implant Gesellschaft e. V. gibt es
deutschlandweit circa 30000 Trager eines Cochlea-Implantats, weltweit sollen es
schatzungsweise 300000 Trager sein, wobei die Zahlen stetig ansteigen (Stand:
November 2012). Bei einer jahrlichen Implantationsrate von circa 3000 neuen
Cochlea-Implantaten in Deutschland wird die Bedeutung dieser Therapieform
offensichtlich. Cochlea-Implantate sind implantierbare Hoérsysteme, die die
Funktion des sensorischen Epithels des Corti-Organs ersetzen kénnen. Dabei
werden Uber einen Audioprozessor, der der Ohrmuschel kaudal direkt anliegt,
Schallwellen Gber ein Mikrofon aufgenommen, in digitale Signale konvertiert und
an eine Sendespule Ubertragen. Die Sendespule, die etwas weiter kaudal am
seitlichen Kopf befestigt wird, Ubertragt die Signale auf das unter der Haut
platzierte Implantat. An dieser Stelle werden elektrische Impulse gebildet und an
den weichen, flexiblen Elektrodentrager, der sich in der Cochlea spiralig
aufwindet, weitergeleitet. Funktionell kann hierdurch die elektrische Spannung,
die normalerweise von den Haarzellen aufgebaut wird, durch die Elektroden
gebildet werden. Der physiologischen Tonotopie nachempfunden, sind die
ausgesendeten Signale an der Basis der Elektrode sehr hochfrequent und
werden zur Spitze hin immer niederfrequenter. Die Mehrzahl der Patienten, die
von sensorischer oder sensorineuraler Schwerhgrigkeit betroffen sind, kann mit
Hilfe eines Cochlea-Implantats wieder héren. Durch die elektrische Stimulation
werden Spiralganglionzellen erregt, wodurch im Gehirn ein Héreindruck entsteht
(Wilson & Dorman 2008). Selbst vollstandig ertaubte Menschen kdnnen bei
intakten Hornerven durch dieses Verfahren wieder héren. Um einen
wirkungsvollen Hoéreindruck zu erhalten, ist das Vorhandensein von Neuronen
des Spiralganglions notwendig (Otte et al. 1978), da sonst die Informationen des
Implantats nicht weitergeleitet werden kénnen. Die langfristige elektrische
Stimulation hat dabei keine negativen Auswirkungen auf die Nervenzellen des
Spiralganglions (Shepherd et al. 1983).
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1.5 Stammazellforschung

1.5.1 Stammzellen allgemein

Der Verlust von Neuronen des Spiralganglions beeintrachtigt den Wirkungsgrad
von Horgeraten und Cochlea-Implantaten (Incesulu & Nadol 1998). Die
Reparatur oder der Ersatz dieser Nervenzellen kdnnte durch die Transplantation
von exogenen Stammzellen in das beeintrachtigte Innenohr méglich sein (Zhang
et al. 2013).

Damit eine Zelle als Stammzelle gilt, muss sie bezeichnende Kriterien erflllen.
Eine Stammzelle ist in der Lage, neue Stammzellen hervorzubringen und
darliber hinaus sich selbst zu erneuern. Damit ist eine Stammzelle potentiell
unsterblich. Die entstandenen Tochterzellen kénnen zudem in verschiedene
Zelltypen des Koérpers ausdifferenzieren (Sell 2013).

Als Stammzellen bezeichnet man daher Zellen, die noch keine oder eine geringe
Differenzierung aufweisen. Durch mitotische Teilung kdnnen entweder neue
Stammzellen oder spezialisierte Zelltypen entstehen. Neurale Stammzellen sind
folglich in der Lage sich symmetrisch und asymmetrisch zu teilen (Morshead et
al. 1998). Bei der symmetrischen Teilung entstehen aus einer Stammzelle zwei
gleichartige Tochterzellen. Die asymmetrische Teilung der Stammzelle bringt
eine differenzierte Progenitorzelle und ein Replikat der Stammzelle selbst hervor,
sie erneuert sich folglich selbst. Somit werden sowohl undifferenzierte
Stammzellen neu gebildet als auch differenzierte Vorlauferzellen, die nicht weiter
teilungsfahig sind.

Anhand ihres Potentials kénnen Stammzellen in verschiedene Kategorien
unterteilt werden. Bis zum 8-Zell-Stadium nach der Befruchtung der Eizelle sind
frihembryonale Zellen totipotent, das heiBt sie kbnnen uneingeschrankt in jedes
beliebige Gewebe des Koérpers differenzieren und einen vollstandigen
Organismus bilden. In der darauffolgenden Embryonalentwicklung sind die Zellen
pluripotent und kénnen somit in die Gewebe der drei Keimblatter
ausdifferenzieren. Im Fétus und Adulten sind die Stammzellen noch multipotent
und kdnnen organspezifisch determiniert in Gewebe differenzieren, was vor
allem der Regeneration dient. Beispielhaft lassen sich hier die hdmatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks nennen, die sich zu allen Blutzelltypen
spezialisieren kdnnen.

Aufgrund des Potentials in verschiedene Gewebe differenzieren zu kdnnen,

ricken Stammzellen immer weiter in den Fokus neuer Therapieansétze.
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Dem Einsatz und der Forschung mit embryonalen Stammzellen, vor allem
humaner Herkunft, stehen groBe ethische Bedenken gegenuber, was strenge
rechtliche Reglementierungen zur Folge hat (Beier 2002). Die therapeutische
Verwendung adulter Stammzellen hingegen kdnnte ethische und teratogene
Bedenken, die mit der Forschung an embryonalen Stammzellen verbunden sind,
umgehen.

1.5.2 Adulte neurale Stammzellen

In ruhenden Geweben wie beispielsweise der Leber liegen die Zellen in
differenzierter Form vor, sodass in der Regel keine Teilung mehr stattfindet.
Diese reversibel postmitotischen Zellen kénnen durch Stimulation wieder in die
Teilung Ubergehen, woran eine Beteiligung der Stammzellen vermutet wird. Bei
irreversibel oder fixiert postmitotischen Zellen wie Herz- oder Nervenzellen ist
dagegen keine Teilung mehr méglich. Doch auch bei diesen lange als permanent
angesehenen Geweben scheint ein regeneratives Potential, basierend auf
Stammzellaktivitat, vorhanden zu sein (Baumgartner & Gruber 2011). Altman
(1962) setzte Lasionen am Gehirn von Ratten und konnte beobachten, dass
Neurone daraufhin proliferierten. Dies waren die ersten Anzeichen dafir, dass
auch im adulten Gehirn von Saugetieren noch Proliferation mdglich zu sein
schien. Im Laufe der Jahre bestatigte sich die Annahme, dass im adulten Gehirn
noch Stammzellen zu finden sind (Gage et al. 1995). Einer dieser Bereiche ist die
sogenannte Subventrikularzone (SVZ), die sich an der lateralen Wand der
Seitenventrikel des Gehirns befindet. Im adulten Gehirn von Saugetieren gibt es
diese und andere spezielle Nischen, die neurale Stammzellen enthalten. Diese
Nischen sind in der Lage kontinuierlich neue Neurone zu bilden (Pastrana et al.
2011).

Seit Einflhrung des Neurospharen-Assays (Reynolds & Weiss 1992) wurde eine
Vielzahl von neuralen Stammzellen mithilfe dieser Technik isoliert. Die
sogenannten ,Neurospheres” sind frei schwimmende, kugelférmige Kolonien, die
aus neuralen Vorlauferzellen entstanden sind (Gritti et al. 1996; Reynolds &
Weiss 1992; Reynolds & Weiss 1996). Im serumfreien Medium mit nicht
adhéasiver Oberflachenbeschichtung entstehen unter Zugabe von Mitogenen
Spharen im sogenannten Neurospharen-Assay mit dem Ziel der Selektion von
Stammzellen (Ladiwala et al. 2012; Reynolds & Weiss 1992). Da Stammzellen
Uber ein hohes proliferatives Potential verfigen, bilden diese in einer
Suspensionskultur klonale, frei flotierende Spharen (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau einer Sphére. Innerhalb der Sphéare befindet
sich die Stammzelle, die sich zum einen selbst erneuern und zum anderen in
verschiedene gliale und neuronale Vorlduferzellen teilen kann. Aus diesen
Progenitorzellen entwickeln sich schlieBlich jeweils Glioblasten und Neuroblasten
(Qian et al. 2000).

EGF und bFGF, auch FGF2 genannt, kommen standardmaBig bei Assays von
Stammzellen des Gehirns zur Anwendung (Gritti et al. 1996; Reynolds & Weiss
1992). Jeder Faktor kann dabei eigenstandig die Proliferation neuraler
Stammzellen auslésen, wobei beide zusammen bei neuralen Stammzellen des
Gehirns einen synergistischen Effekt zeigten (Tropepe et al. 1999). EGF férdert
in vivo die Proliferation und das Uberleben neuraler Vorlauferzellen (Kuhn et al.
1997). bFGF soll hauptsachlich Uber den FGF-Rezeptor-1 binden (Johnson &
Williams 1993). Fur die Proliferation neuraler Stammzellen des Striatums stellte
sich auBerdem IGF-1 als Synergist von EGF und bFGF heraus (Arsenijevic et al.
2001) und wurde zudem im Neurosphdren-Assay verwendet. Da die
Bindungsaffinitat des bFGF zum Rezeptor und der mitogene Effekt durch
Heparansulfat (HS) verstarkt wird (Brickman et al. 1995; Ornitz & Leder 1992;
Roghani et al. 1994), fand dieses Proteoglycan zudem in eigenen Versuchen
Anwendung.

Innerhalb des Assays Uberlebt eine geringe Anzahl von Zellen, die die Fahigkeit
zur Proliferation beibehalten und in einem undifferenzierten Stadium innerhalb
der Neurosphare verharren (Deleyrolle & Reynolds 2009). Nach einer
Wachstumsphase von circa einer Woche kénnen die Neurosphédren passagiert,
das heiBt vereinzelt und erneut kultiviert werden, was in einer Erhéhung der

Sphérenanzahl und somit einer Anreicherung von Stammzellen resultiert.
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Durch den Entzug von Wachstumsfaktoren koppeln die Spharen an adhésiven
Substraten an und differenzieren in ausgereifte Phanotypen (Abb. 2).

o Stammzelle /
o Progenitorzelle ' i
Postmitotische Zelle $ , ] [

Abb. 2: Darstellung des Neurosphédren-Assays. Dieses Schema zeigt die
Schritte des Neurosphédren-Assays. Aus dem Innenohr neonataler Mduse wird
das Spiralganglion isoliert, das sowohl Stammzellen als auch postmitotisch
fixierte Zellen enthélt. Aus diesen entstehen in einer Suspensionskultur frei
schwimmende Sphéren, die einerseits Stammzellen, aber auch Progenitorzellen
enthalten. Postmitotisch fixierten Zellen fehit die Fahigkeit zur Sphérenbildung.
Die gebildeten Sphédren werden im Zuge der Propagation vereinzelt. Aus
Stammzellen entstehen erneut Sphéren, die das Potential besitzen, sich in reife
Zelltypen, wie Neurone oder Gliazellen zu differenzieren. Sphédren kénnen
mehrfach propagiert und schlieBlich differenziert werden.

Im Innenohr konnten sphérenbildende Stammzellen des Utriculus (Di Santo et al.
2013; Oshima et al. 2007b; Senn et al. 2007; Slattery et al. 2014), des Corti-
Organs (Diensthuber et al. 2009; Di Santo et al. 2013; Malgrange et al. 2002;
Oshima et al. 2007b; Senn et al. 2007), der Stria vascularis (Oshima et al.
2007b), des Spiralganglions (Di Santo et al. 2013; Oshima et al. 2007a,b; Rak et
al. 2014b; Rask-Andersen et al. 2005; Senn et al. 2007; Zhang et al. 2011) und
auch im Nucleus cochlearis (Rak et al. 2011; Rak et al. 2014a; Volkenstein et al.
2013) separiert werden. Obwohl Stammzellen aus verschiedenen Geweben
gemeinsame Merkmale aufweisen, zeigen sie dennoch wichtige Unterschiede
(Lobo et al. 2003).
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1.5.3 Neurale Stammzellen des Spiralganglions

Mit Hilfe des Neurosphédren-Assays wurden bereits verschiedene
Untersuchungen durchgefiihrt, die neurale Stammzellen des Spiralganglions
isolierten (Di Santo et al. 2013; Oshima et al. 2007a,b; Rask-Andersen et al.
2005; Senn et al. 2007; Zhang et al. 2011). Rask-Andersen et al. (2005) gelang
die Isolierung von Stammzellen aus Proben von adulten Meerschweinchen und
Menschen, wohingegen in den Ubrigen Forschergruppen, wie auch im Rahmen
der vorliegenden Arbeit, an neonatalen Tieren geforscht wurde. Die Préparation
des Spiralganglions wurde mit zunehmendem Alter der Tiere aufgrund der
Ossifikation erschwert, wodurch die Anzahl der isolierten Zellen abnahm (Oshima
et al. 2007a).

Als Zugabe zum Medium wurden die Mitogene EGF und bFGF (Rask-Andersen
et al. 2005; Zhang et al. 2011) zur Proliferationsstimulation mit IGF-1 und HS (Di
Santo et al. 2013; Oshima et al. 2007a,b; Senn et al. 2007) verwendet, sodass
Neurosphéren entstanden. Oshima et al. (2007a) quantifizierten, dass aus
10000 Zellen des Spiralganglions circa 97 Spharen an DIV 7 entstanden, die
eine ungeféhre GrdBe von 95 um aufwiesen.

Verschiedene Parameter wie die Verarbeitungszeit oder das postmortale Intervall
wurden in Hinblick auf eine zukinftige klinische Anwendung beim Menschen
untersucht. Die Spharenbildung wurde durch die Dauer der Verarbeitung, das
heiBt die Mikrodissektion und Vereinzelung der Stammzellen, bis hin zum
Kultivierungsstart nicht nachteilig beeintrachtigt (Oshima et al. 2007a). Die
Morphologie der Spharen veranderte sich ebenfalls nicht, ungeachtet dessen, ob
Zellen sofort oder 10 Tagen post mortem ausgesat wurden (Senn et al. 2007).
Die Fahigkeit der Stammzellen zur Spharenbildung ging allerdings 5 und 10 Tage
post mortem im Vergleich zu frischem Material deutlich zuriick (Senn et al. 2007).
Erstaunlicherweise erhéhte sich die Anzahl der Sphéaren bei Verwendung von
Spiralganglionzellen im Vergleich zu frischem Gewebe 6 Stunden oder 1 Tag
post mortem (Senn et al. 2007). Die Veranderungen im absterbenden Gewebe
wie Hypoxie, Azidose und Nahrstoffmangel wurden als eine Stimulation oder
positive Selektion auf Stammzellen gewertet. Sphéren, die aus postmortalen
Spiralganglien entstanden, verloren mit zunehmender Sterbedauer die Fahigkeit
zur Differenzierung in reife Zelltypen (Senn et al. 2007).

11



1 Einleitung

Die Reduktion der Stammzellen binnen der ersten drei Lebenswochen, die
anhand des zunehmenden Unvermdégens der Spharenbildung gemessen wurde,
wurde als Zeichen fir den Verlust der Stammzelleigenschaften gewertet (Oshima
et al. 2007a). Damit einhergehend zeigte sich ein abnehmendes Expressions-
level von Zellmarkern binnen der ersten drei Lebenswochen (Oshima et al.
2007a).

Nestin als Marker fir neurale Vorlauferzellen (Lendahl et al. 1990) wurde im
neonatalen Spiralganglion (Oshima et al. 2007b) und in Spharen des
Spiralganglions nachgewiesen (Oshima et al. 2007a,b; Rask-Andersen et al.
2005; Zhang et al. 2011). Musashi1, als weiterer neuraler Progenitorzellmarker
(Kaneko et al. 2000) wurde auBerdem im neonatalen Spiralganglion und in
Sphéren des Spiralganglions entdeckt (Oshima et al. 2007b). Zhang et al. (2011)
konnten Sox2 als Marker fir multipotente neurale Progenitorzellen (Bazan et al.
2004) bestatigen. Weitere neuronale Stammzellmarker und Marker des reifenden
Innenohrs wurden sowohl in Spiralganglien selbst oder in Sphéren, die aus
Spiralganglien entstanden sind, detektiert (Oshima et al. 2007a,b). Uber die
Inkorporation von BrdU, das anstelle des Thymidins bei der Replikation der DNA
eingebaut wird und somit mitotische Zellen markiert, konnte dargelegt werden,
dass die Sphéaren des Spiralganglions mitotisch aktiv sind (Oshima et al. 2007b;
Rask-Andersen et al. 2005; Zhang et al. 2011).

Die Selbsterneuerung konnte bestétigt werden, da Sphéren des Spiralganglions
Uber Passagieren expandiert werden konnten (Di Santo et al. 2013; Oshima et al.
2007a; Rask-Andersen et al. 2005; Senn et al. 2007; Zhang et al. 2011). Dabei
wurde die Propagation der Spharen nach DIV 5 (Oshima et al. 2007a; Senn et al.
2007) oder DIV 7 (Di Santo et al. 2013; Oshima et al. 2007b) durchgefiihrt. Zur
Differenzierung wurden standardméaBig Sphéaren der sekundaren oder einer
héheren Generation kultiviert (Di Santo et al. 2013; Oshima et al. 2007a,b; Rask-
Andersen et al. 2005; Senn et al. 2007). Da die Selbsterneuerung eine
wesentliche Eigenschaft von Stammzellen darstellt, sollte gewéhrleistet werden,
dass Spharen, die tatsachlich aus Stammzellen gebildet wurden, fir diese
Versuche verwendet werden. Durch das Ausséen einer einzelnen Zelle von
dissoziierten Spharen im Einzelzell-Assay, das heiBt der Kultivierung einer
sekundéren Generation, sollte in den hier dargelegten Versuchen die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung ebenfalls bewiesen werden.

Kreatin wurde als Faktor identifiziert, der die Propagation der Spharen des

Spiralganglions positiv beeinflusst (Di Santo et al. 2013).
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Aufgrund der Anzahl der gebildeten Spharen nach Propagation schlossen
Oshima et al. (2007a) darauf, dass eine Sphéare des Spiralganglions circa ein bis
drei Stammzellen enthalt.

Die mRNA von Tropomyosin Rezeptor Kinasen TrkB und TrkC konnte im
Spiralganglion nachgewiesen werden (Ernfors et al. 1992). Auch in der mRNA
von Sphérenzellen des Spiralganglions konnten TrkB und TrkC zudem
nachgewiesen werden (Oshima et al. 2007b, Rask-Andersen et al. 2005). Der
Rezeptor TrkB bindet das Neurotrophin BDNF und der Rezeptor TrkC bindet
NT-3, die als chemische Lockstoffe flr das Auswachsen der Neuriten und die
spatere Entwicklung der Neurone der Cochlea wichtig erschienen (Pirvola et al.
1992). Diese beiden Neurotrophine férderten das neuronale Wachstum von
kultivierten Neuronen des Spiralganglions (Lefebvre et al. 1994) und Gleiches in
vivo (Shinohara et al. 2002).

Die Aktivierung der Trk-Rezeptoren setzt intrazelluldre Signalkaskaden in Gang.
Durch die Bindung des Liganden wird der Rezeptor phosphoriliert und Gber die
Aktivierung von Ras, Raf und MEK die Phosphorilierungskaskade der MAP-
Kinasen induziert (Huang & Reichardt 2003). Hierdurch kommt es zur
Transkription im Nucleus und der metabolischen Aktivierung der Zelle. Folgen
sind die Proliferation, die Differenzierung, das Uberleben, das axonale und
dendritsche Auswachsen und die neuronale Plastizitdt der Zellen (Huang &
Reichardt 2003). So konnte im Tiermodell bereits nachvollzogen werden, dass
die beiden Neurotrophine BDNF und NT-3 das Aussprossen der Zellauslaufer
verstarkten (Wise et al. 2005). In Kulturen mit Explantaten von Spiralganglien
neonater Mause und Wustenrennmause férderte BDNF in Kombination mit NT-3
das neuronale Uberleben (Mou et al. 1998). BekanntermaBen haben Gliazellen
eine ernadhrende und unterstitzende Funktion fur Nervenzellen. Daneben konnte
gezeigt werden, dass auch Stitzzellen zur Sezernierung von NT-3 in der Lage
sind (Stankovic et al. 2004) und somit neuronales Uberleben férdern kénnen. Im
Hinblick auf Cochlea-Implantate sind dies wichtige Erkenntnisse auf dem Weg
zur Verbesserung der Funktion dieser Systeme.

BDNF (Di Santo et al. 2013; Zhang et al. 2011) einzeln oder in Kombination mit
NT-3 (Rask-Andersen et al. 2005; Oshima et al. 2007a;b) wurde ebenfalls bei
Kulturen der adharenten Spharen des Spiralganglions zur Unterstlitzung der
neuronalen Differenzierung und dem Uberleben hinzugefiigt. Bei kultivierten
Zellen des Nucleus cochlearis verbesserten NT-3 und BDNF die
Uberlebensfahigkeit der Neurone (Rak et al. 2014a).
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Daneben férderte BDNF zusétzlich das axonale Wachstum (Rak et al. 2014a).
Nachdem Sphéaren des Spiralganglions Uber mehrere Tage hinweg differenziert
waren, zeigten sie lichtmikroskopisch bereits neuronale Morphologie (Oshima et
al. 2007a). Zum Nachweis der Entstehung von Neuronen wurde TUJ allein (Di
Santo et al. 2013) oder in Verbindung mit GFAP (Oshima et al. 2007a,b; Senn et
al. 2007; Zhang et al. 2011) zum Nachweis der Gliazellen immunhistochemisch
gefarbt. Zu Beginn der Differenzierung war nur geringe Expression von reifen
Zellmarkern in Spharen nachzuweisen. Nach Adharenz der Sphéren, Anwachsen
sowie 14 Tagen Differenzierungsbedingungen wurden diese jedoch hochreguliert
(Oshima et al. 2007a). In den Kulturen mit Spiralganglionzellen waren keine
Haarzellmarker nachweisbar (Oshima et al. 2007a). Marker flr reife Neurone,
Neurofilament-M und Peripherin, die von Typ II-Neuronen des Spiralganglions
exprimiert werden (Hafidi 1998), konnten in den differenzierten Spharenzellen
des Spiralganglions detektiert werden (Oshima et al. 2007a). Bei Kulturen von
Stammzellen des Spiralganglions aus adulten Meerschweinchen konnte Uber die
Doppelfarbung fir BrdU und TUJ bzw. GFAP gezeigt werden, dass die
nervenzell- und gliazelldhnlichen Zellen durch Teilung neu entstanden waren
(Rask-Andersen et al. 2005).

Um die neuronale Differenzierung weiter voran zu treiben und zu optimieren,
wurden verschiedene neurotrophe Faktoren getestet. Einerseits wurde das
Neurokin Leukemia inhibitory factor (LIF) erprobt, das mehr Neurone und
Gliazellen entstehen lieB, antiapoptotisch wirkte und die Teilungsrate erhdhte
(Oshima et al. 2007b). Es zeigte sich ein synergistischer Effekt mit BDNF und
NT-3 auf die Entstehung von Nervenzellen in den differenzierten Kulturen
(Oshima et al. 2007 b). Andererseits steigerte Kreatin in Kombination mit BDNF
zudem die Differenzierung in neuronale Zelltypen von Sphéaren des
Spiralganglions (Di Santo et al. 2013). Taurin unterstitzte in der Differen-
zierungskultur ebenso das Neuritenwachstum (Rak et al. 2014b).

1.6 Ziel der Arbeit

Durch die Anwendung eines modifizierten Neurosphéren-Assay sollten
Stammzellen des Spiralganglions neonataler Mause isoliert werden (Diensthuber
et al. 2009; Oshima et al. 2007a; Li et al. 2003). Zur morphologischen und
funktionellen Charakterisierung dieser sphéarenbildenden Stammzellen wurden
die Stammzellen isoliert, kultiviert und propagiert. Zunéchst sollten die Spharen
morphologisch und ultrastrukturell auf Besonderheiten hin untersucht werden.
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Mittels immunhistochemischer Verfahren wurden der Stamm- und Progenitorzell-
marker Nestin sowie Proliferationsmarker wie BrdU und Ki-67 in den
Sphérenzellen nachgewiesen und detaillierte Expressionsprofile erstellt. In
weiteren Versuchen sollte die Fahigkeit der Stammzellen zur Selbsterneuerung
durch Propagation Uber mehrere Generationen getestet werden. Anhand des
Neurosphéaren-Assays sollte der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf
das Potential der Sphéarenbildung reevaluiert werden. Dabei wurden die Mitogene
EGF, IGF-1 sowie bFGF mit und ohne Kombination von Heparansulfat in Hinblick
auf die Stimulation der Proliferation untersucht.

Uber Videomikroskopie konnte bereits gezeigt werden, dass die Neurospharen
des Spiralganglions durch amdéboide Fortbewegung auBerst motil erschienen
(Rask-Andersen et al. 2005). Untersucht werden sollte daher, wie stark der
Faktor Aggregation bei der Sphéarenbildung eine Rolle spielt. Verschiedene
Arbeiten mit Stammzellen haben mit Hilfe farblich markierter Zellen die Klonalitat
von Neurosphéren in Frage gestellt (Chaddah et al. 2012, Coles-Takabe et al.
2008, Jessberger et al. 2007, Singec et al. 2006). Daran anknUpfend wurden
EGFP- und DsRed-fluoreszierende Zellen verwendet, um verschiedene
Parameter zu analysieren, die die Klonalitdt von Neurosphdren des
Spiralganglions beeinflussen. Zudem kamen auf Agarose und Kollagen
basierende semisolide Medien (Louis et al. 2008) sowie ein Einzelzell-Assay zur
Anwendung, um das Proliferationspotential und das solitire Wachstum der
Einzelzellen analysieren zu kénnen. AbschlieBend wurde die Multipotenz, die
Fahigkeit der Stammzellen zur Differenzierung in primare Zelltypen des
Ursprungsgewebes wie auditorische Neurone und Gliazellen, naher untersucht.
Neuronendhnliche Zellen des Spiralganglions wurden mit den Markern TUJ und
MAP2, Gliazellen mit den Markern GFAP und MOSP analysiert und quantifiziert.
MAP2, das in Perikarya und Neuriten des Spiralganglions vorhanden ist (Hafidi et
al. 1992), sollte als noch unbekannter Marker fur die aus Stammzellen des
neonatalen Spiralganglions differenzierten Neurone untersucht werden. Die im
Zuge dieses Projekts eingesetzten Methoden umfassten die Mikrodissektion des
Innenohrs neonataler Mause, Zellkulturexperimente, Licht-, Fluoreszenz- und

Elektronenmikroskopie sowie molekularbiologische Techniken.
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2 Material und Methode
2.1 Tiere

2.1.1  Maushaltung

Die Elterntiere, deren Nachkommen fir die Versuche verwendet wurden, wurden
in Tierhaltungsraumen der Zentralen Forschungseinrichtung des Universitats-
klinikums der Goethe Universitat Frankfurt am Main gehalten. Diese Versuchs-
tierhaltungseinrichtung ist von der zustandigen Behérde genehmigt. Die Mause,
die ausschlieBlich fir Versuchszwecke geziichtet wurden, wurden in Typ Il long
Kéfigen in einer offenen Filtertop Haltung untergebracht. Eingestreut wurde mit
rindenfreien Holzfasern und als Nestmaterial fungierten dinne, gewellte
Pappstreifen. Wasser wurde Uber Trankeflaschen und Futter in Form von Pellets
permanent bereitgestellt. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 12 Stunden.

Far die Versuche, bei denen grin- und rot-fluoreszierende Zellen bendtigt
wurden, kamen C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)10sb/J-Mause (Jackson Laboratory,
Maine, USA), B6.Cg-Tg(CAG-DsRed*MST)1Nagy/J-Mause (Jackson Laboratory,
Maine, USA) sowie C57BL/6JRj-Mause (Janvier Labs, St. Berthevin Cedex,
Frankreich) zum Einsatz. Die Ubrigen Versuche wurden mit BALB/cByJR;j-
Mausen (Janvier Labs, St. Berthevin Cedex, Frankreich) durchgefiihrt.

2.1.2 Mauszucht

Die Versuche wurden mit ein bis drei Tage alten Neonaten durchgefihrt. Ab
einem Alter von 10 Wochen wurden die Elterntiere verpaart und bis zu einem
Alter von circa 7 bis 8 Monaten genutzt.
Bei den BALB/cByJRj-Mausen wurden zwei Weibchen homozygot mit einem
Bdckchen verpaart und verblieben bis zu ihrem Ausscheiden aus der Zucht in
dieser Konstellation.
GFP-Mause fluoreszieren durch Licht angeregt in allen Geweben, mit Ausnahme
der Haare und Erythrozyten, griin (Okabe et al. 1997). Um GFP-Nachkommen zu
erhalten, wurde ein heterozygotes GFP-Mannchen mit zwei weiblichen
C57BL/6JRj-Mausen verpaart, da die Nachkommen einer homozygoten
Verpaarung eines GFP-Paares im Embryonalstadium sterben (Nour et al. 2004).
Mittels einer UV-Lampe wurden die grin-fluoreszierenden Neonaten fir die
Versuche ausgewahlt.Die DsRed-Mause wurden homozygot verpaart (Vintersten
et al. 2004).
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Es wurde darauf geachtet, dass beide Mausstamme den gleichen genetischen
Hintergrund hatten. Da beiden Stdmmen C57BL/6 als genetischer Hintergrund
zugrunde lag, konnte ausgeschlossen werden, dass die Inzidenz der
Chimérenbildung der Neurosphéren durch diesen Faktor beeinflusst war.

Fdr die Versuche mit griin- und rot-fluoreszierenden Zellen war es nétig, dass
sowohl GFP-Mause als auch die DsRed-M&use im Alter von ein bis drei Tagen
vorhanden waren. Zu diesem Zweck mussten die Tiere zeitgleich verpaart
werden. Dazu wurden jeweils ein DsRed-Mannchen und ein GFP-Mannchen fiir
circa 5 Tage einzeln in einen Ké&fig gesetzt, um den Mannchen Zeit zur Erholung
und zur Markierung ihres Reviers zu geben. Dann wurden zeitglich zum DsRed-
Méannchen zwei DsRed-Weibchen und zum GFP-Méannchen zwei C57BL/6JRj-
Weibchen hinzugesetzt. Dies sollte gewahrleisten, dass die Verpaarung
innerhalb weniger Tage zustande kam. Nach circa einer Woche wurden die
Mannchen jeweils wieder herausgesetzt.

2.1.3 Rechtlicher Rahmen

Da die Tiere zu wissenschaftlichen Zwecken getétet wurden, um nach dem Tod
Organe zu entnehmen, fallen die hier dargestellten Experimente unter die
Regelungen des §4 Absatz 3 in Verbindung mit §7 Absatz 2 des
Tierschutzgesetzes. Formal handelte es sich um Tétungen und keine
Tierversuche im eigentlichen Sinn, wobei dennoch eine ethische Abwagung zur
Unerlasslichkeit der Versuche vorangegangen sein musste. Die Versuche waren
dem Tierschutzbeauftragten des Fachbereichs bekannt.

Nach der Versuchstiermeldeverordnung in Verbindung mit §16 ¢ des
Tierschutzgesetzes miuissen jahrlich Angaben zur tierschutzrechtlichen
Zuordnung, Angaben Uber Tierkategorie, Anzahl der verwendeten Tiere sowie
den Anteil transgener Tiere an die zustandige Behdrde Ubermittelt werden. Die
tierschutzrechtlichen Vorschriften nach §9 Tierschutzgesetz in Verbindung mit
§16 Absatz 1 Satz 3 mit den persénlichen Voraussetzungen zur Qualifikation und
Sachkunde der durchfihrenden Personen, auch dem Téten von Tieren, war mit
der Approbation als Tierarztin erfiillt. In Ubereinstimmung mit den Vorschriften
des §2 Absatz 2 und der Anlage 2 der Tierschutz-Versuchstierverordnung
wurden die neonaten Tiere durch Dekapitation und die Elterntiere beim
Ausscheiden aus der Zucht mit einer speziell dafir vorgesehene
vollautomatische CO,-Anlage getdtet. Nach der CO,-Asphyxie wurde bei den
Adulten der Tod durch cervikale Dislokation sichergestellt.
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2.2 Isolierung der Stammzellen des Spiralganglions

2.2.1 Mikrodissektion des Spiralganglions

Die Praparation wurde nach dem von Oshima et al. (2009) verfassten Protokoll
durchgefiihrt. Neonatale M&use beider Geschlechter wurden ein bis drei Tage
post natum per Scherenschlag mit einer extra diinnen Irisschere (Fine Science
Tools) enthauptet. Nach Abziehen der Schadelhaut wurden die Hemispharen
entlang der Sutura sagittalis durchtrennt. Durch Entfernung des Gehirns lag das
Felsenbein mit dem Innenohr frei, das durch ein dorsal verlaufendes Blutgefal,
das den Vestibularapparat u-férmig umgab, gut erkennbar war (Abb. 3). Das Os
temporale wurde grob herausgeldst und in eine 35 mm Petrischale (BD Falcon)
mit eisgekUhlter Hank’s balanced salt solution (Invitrogen) gegeben. Die nun
folgenden Arbeiten wurden unter dem Praparationsmikroskop Zeiss Stemi
2000-C unter einer Werkbank Hera Guard HPH 12 mit Hilfe von Dumont
Pinzetten Nummer 5 und 55 (Fine Science Tools) durchgefihrt. Das Innenohr
wurde vom umliegenden Gewebe befreit und in toto herausgenommen.
AnschlieBend wurde die knorpelige Bulla vorsichtig eréffnet, so dass die Cochlea
sichtbar wurde. Nachdem die Kapsel vollstdndig entfernt war, wurde die Cochlea
vom Vestibularorgan getrennt und herausgelést.

Nun wurde der Ductus cochlearis bestehend aus Corti-Organ, Ligamentum
spirale und Stria vascularis, die als bandférmige Struktur vorliegen, sorgféltig
abgezogen. Die Neuriten des Spiralganglions sollten dabei nicht zusammen mit
dem Corti-Organ abgelést werden, sondern im Ganzen am Spiralganglion
verbleiben (Abb. 3).
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Abb. 3: Mikrodissektion des Spiralganglions. Nach der Abtrennung des
Kopfes und der sagittalen Halbierung des Schédels (A) wurde das Gehirn
vollstandig entfernt (B). Hierdurch wurde das Innenohr bereits sichtbar (B, Pfeil),
das in toto extrahiert wurde (C). Durch Eréffnung der knorpeligen Kapsel (D)
konnte die Cochlea entnommen werden (E). Die bandartigen Strukturen der Stria
vascularis, des Ligamentum spirale und Corti-Organs wurden nun vorsichtig
abgezogen (F), so dass das Spiralganglion isoliert von diesen Schichten
vorlag (G). Sorgfalt war beim Abziehen geboten, da sonst Neuriten (Pfeil) mit
dem Corti-Organ verbunden blieben (H). | zeigt das intakte Spiralganglion, das
als Ausgangsmaterial der Versuche diente.

2.2.2 Dissoziierung der Zellen

Zur lIsolierung der sphéarenbildenden Stammzellen wurde ein modifizierter
Neurosphéaren Assay angewandt (Martinez-Monedero et al. 2008; Oshima et al.
2009; Diensthuber et al. 2009). Folgende sterile Arbeiten wurden unter der
Sicherheitswerkbank Hera Safe KS 18 durchgefiihrt. Inkubiert wurden die Zellen
im Inkubator Heraeus Heracell bei einer Temperatur von 37 °C, einer Luftfeuchte
von Uber 95% und 5% COs,.
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Beide Modioli mit den aufliegenden Spiralganglienzellen eines Tieres wurden in
50 ul PBS (Life Technologies) in eine 6-Well-Suspensionsplatte (Greiner Bio
One) gegeben. 50 pl 37 °C vorgewarmtes 0,125% Trypsin/EDTA (Invitrogen)
wurde hinzugeftugt und fur 5 Minuten bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Dann
wurden 50 pl eines Gemischs aus 10 mg/ml Sojabohnen Trypsin Inhibitor
(Worthington) und 1 mg/ml  DNasel (Worthington) zum Stoppen der
enzymatischen Verdauung und 50 pl Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium and
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12; Sigma) erganzt mit 1% N2, 2% B27 (beide
Invitrogen), Epidermal Growth Factor (EGF; 20 ng/ml), Basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF; 10 ng/ml), Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1; 50 ng/ml),
Heparansulfat (HS; 50 ng/ml) und Ampicillin (50 pg/ml) (alle Sigma) beigegeben.
30- bis 40-mal wurde dieser Tropfen anschlieBend ohne dass Luftblasen
entstanden mit einer Pipettenspitze (Starlab) trituriert. Der Dissoziierungsgrad der
Organe wurde mikroskopisch beurteilt und gegebenenfalls durch weitere
Trituration verbessert. Ziel war es, viele einzelne Zellen und nur wenige kleine
Zellklumpen bestehend aus maximal 2 bis 5 Zellen zu erhalten. Eine véllige
Vereinzelung der Zellen wurde nicht angestrebt, um die Zellen mdglichst zu
schonen.

Dann wurde 1 ml DMEM/F12 ergénzt mit 1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF,
10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml HS und 50 pg/ml Ampicillin hinzu
pipettiert. Die Zellen wurden behutsam resuspendiert und durch ein 70 pm
Zellsieb (BD Falcon) hindurch gesiebt. Bei den Versuchen mit grin- und rot-
fluoreszierenden Zellen sowie dem Agarose- oder Einzelzell-Assay, bei denen
eine Einzelzellsuspension ohne das Vorhandensein von Zellklumpen obligat
erforderlich war, wurden die Zellsuspension zweimal durch ein 40 um Sieb (BD
Falcon) hindurch gesiebt.

2.2.3 Zellkultur

Die Einzelzellen eines einzelnen Modiolus wurden dann in ein Well einer 6-Well-
Suspensionsplatte gegeben, das mit 2 ml 37 °C vorgewdrmtem DMEM/F12
erganzt mit 1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1,
50 ng/ml HS und 50 pg/ml Ampicillin befillt war. Die 6-Well-Platten wurden zuvor
mit Poly HEMA (Sigma) fir 3 Min. beschichtet, um adharentes Wachstum der
Zellen génzlich zu verhindern. Nach vollstdndiger Trocknung wurden die Wells
zweimal mit PBS und einmal mit DMEM/F12 erganzt mit 1% N2, 2% B27 und
50 pg/ml Ampicillin gespult.
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Eine tierspezifische Nachvollziehbarkeit der Herkunft der Zellen war zu jedem
Zeitpunkt gegeben. AnschlieBend folgte eine Inkubation bei 37 °C und 5% CO,
bei unterschiedlicher Kultivierungsdauer. Zur Analyse der BrdU-Inkorporation
wurden das Medium far zwei oder drei Tage mit 10 mg/ml 5-Bromo-2'-
deoxyuridine (Sigma) erganzt.

2.3 Isolierung der Stammzellen der Subventrikularzone

2.3.1 Mikrodissektion der Subventrikularzone

Zum Vergleich der Zell- und Sph&renmorphologie wurden Stammzellen des
Gehirns aus der Subventrikularzone (SVZ) isoliert (Lois & Alvarez-Buylla 1993).
Vorgegangen wurde dabei in Anlehnung an das Protokoll von Mirzadeh et al.
(2010). Neonatale BALB/c M&ause wurden ein bis sechs Tage post natum mit
einem Scherenschlag durch eine extra dinne Irisschere enthauptet. Nach der
Enthautung wurde das Gehirn entnommen und in eiskalte Hank’s balanced salt
solution gegeben. Der Bulbus olfactorius sowie das Kleinhirn wurden entfernt und
die Hemispharen entlang der Falx cerebri durchtrennt. Daraufhin wurde der
Cortex vorsichtig entfernt, um den Bereich zwischen Striatum und den
Seitenventrikeln, wo die SVZ liegt, allmahlich zu isolieren. Da die
GrbéBenverhaltnisse der Neonaten recht klein waren, wurde beim weiteren
Vorgehen das um die Subventrikularzone herumliegende Gewebe groBflachig

entnommen, um keine Anteile dessen zu verlieren.

2.3.2 Zelldissoziation und Zellkultur der Subventrikularzone

Analog den Spiralganglien wurde die SVZ in gleicher Weise dissoziiert. Circa
finfmal wurde der Tropfen nach dem Stoppen der enzymatischen Verdauung
ohne dass Luftblasen entstanden mit einer Pipettenspitze trituriert. Analog den
Spiralganglien wurde resuspendiert und gefiltert. Etwa 1 bis 2 ul der Einzel-
suspension der SVZ wurde jeweils auf die Wells einer 6-Well-Suspensionsplatte,
die mit 2 ml 37 °C vorgewarmtem DMEM/F12 erganzt mit 1% N2, 2% B27,
20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml HS und 50 pg/ml
Ampicillin befullt waren, aufgeteilt. Die 6-Well-Platten wurden zuvor mit Poly
HEMA beschichtet und wie bereits oben beschrieben gespllt. AnschlieBend
folgte eine Inkubation bei 37 °C und 5% CO, bei unterschiedlicher

Kultivierungsdauer.
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2.4 Mikroskopie

2.4.1 Lichtmikroskopie

Bilder Uber die lichtmikroskopische Darstellung der Praparationsschritte, die
Morphologie der Zellen, Sphéaren oder adharenten Kulturen wurden mit dem
Zeiss Mikroskop Axiovert 40 CFL, der Kamera AxioCam ICc1 und der Software
AxioVision Rel. 4.8.2 erstellt. Die SemidlUnnschnitte der Spharen (siehe weiter

unten) wurden mit dem Zeiss Axioplan 2 und der AxioCam ICc1 aufgenommen.

2.4.2 Fluoreszenzmikroskopie

2.4.2.1 Immunhistochemische Féarbung und  Fluoreszenzmikroskopie
adhérenter Kulturen

Viergeteilte 35 mm Gewebekulturschalen (Greiner Bio-One) wurden fir 30 Min.
mit 100 pl 0,1% Gelatine (Millipore) beschichtet. Circa 25 Sphéren eines Tieres
wurden zuféllig einzeln mit einer 20 pl Pipettenspitze (Starlab) aufgesammelt und
in das Well einer viergeteilten 35 mm Gewebekulturschale (Greiner Bio One)
gegeben. Die Wells waren mit jeweils 100 ul DMEM/F12 ergénzt mit 1% N2,
2% B27 und 50 pg/ml Ampicillin beflllt. Im Falle der Sphéaren, die mit Ki-67
gefarbt werden sollten, wurde noch zuséatzlich 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF,
50 ng/ml IGF-1 und 50 ng/ml Heparansulfat hinzugeftigt, um die proliferative
Aktivitdt der Sphéren nicht zu unterbrechen. Fur die Differenzierungskulturen
wurde DMEM/F12 ergédnzt mit 1% N2, 2% B27, BDNF (50 ng/ml), NT-3
(50 ng/ml) (beide von R&D Systems) und 50 pg/ml Ampicillin aufgetragen. Die
Spharen der Subventrikularzone erhielten zusatzlich 10% fetales Kalberserum
(PAA Laboratories).

Die Analyse der Marker-Expression wurde 4 bis 5 Std. nach Ausplattierung der
Spharen durchgefihrt, damit die Spharen mdglichst kurz anhefteten. Somit sollte
gewahrleistet werden, dass die Spharen ihre Eigenschaften als solche
beibehielten und nicht beginnende Differenzierung das Proteinmuster
beeinflusste. Die Analyse der differenzierten Kulturen wurde nach 8 bis 10 Tagen
in vitro durchgeflhrt.

Es wurden je Well einer 35 mm Gewebekulturschale stets 100 pl Volumen hinzu
gegeben und nach der Kultivierungsdauer mit einer Absaugpumpe entfernt. Die
Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und far 15 Min. mit
4% Paraformaldehyd (Electron Microscopy Sciences) in PBS fixiert.
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Fir die Detektion von BrdU wurden die Zellen nach der Fixation mit
2 N Salzsaure (Applichem) fur 15 Min. inkubiert, um durch Denaturierung die
Bindungsstelle der DNA fir den Antikérper zuganglich zu machen. Dann wurden
die Wells mit PBT-1 (PBS, 0,1% Triton X-100 (Sigma), 1% Bovines
Serumalbumin (Sigma), 5% hitzeinaktiviertes Ziegenserum (Invitrogen)) einmal
gewaschen und fur 15 Min. damit inkubiert, um die Zellmembran zu
permeabilisieren und unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach
wurde mit dem priméaren Antikérper Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgten zwei
Waschungen mit PBT-1 far 10 Min. und zwei Waschungen mit PBT-2 (PBS,
0,1 % Triton X-100, 0,1% bovines Serumalbumin) flr jeweils 5 Minuten. Der
spezies-spezifische sekundéare Antikérper, der mit einem Fluorophor konjugiert
war, wurde bei Raumtemperatur fir 2 Std. hinzu gegeben. Dann wurden die
Zellen zweimal mit PBT-2 fur jeweils 10 Min. gewaschen und anschlieBend mit
dem blau-fluoreszierenden Nukleinsaurefarbstoff 4,6-diamidino-2-phenyindol
(DAPI; Invitrogen) in der Verdunnung 1:1000 in PBS zur Visualisierung der
Zellkerne gegengefarbt. Zweimal wurde die Probe dann mit PBS far 10 Min.
gewaschen und schlieBlich mit jeweils einem Tropfen Fluorescence Mounting
Medium (Dako) pro Well Uberzogen. Mit einem runden Deckgldschen im
Durchmesser von 10 mm (Marienfeld GmbH & Co. KG) wurde die Probe
schlieBlich bedeckt, um Austrocknung zu verhindern und eine glatte optische
Flache fur die Mikroskopie zu schaffen.

Bei der Quantifizierung der Ki-67 Expression wurden nur die Zellen mit einem
sehr starken nukledren Signal gezahlt.

Bei jeder Farbung lief eine Negativkontrolle mit, bei der anstelle des primaren
Antikérpers PBS verwendet wurde, um die unspezifischen Signale des
sekundaren Antikdrpers erkennen zu kdnnen. In allen Féllen zeigte sich, dass
durch das Fehlen des primaren Antikdrpers keine spezifische Farbung ausgeldst
wurde.

Bilder wurden am Mikroskop Zeiss Axio Imager.M2 mit der Software AxioVision
Rel. 4.8.2 und der Kamera AxioCam MRm Rev.3 erstellt.
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2.4.2.2 Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie flotierender Zellen und
Sphéren

Repréasentative Sphéaren, bei der Farbung auf Phalloidin nur solche, die
Filopodien an ihrer Oberflache aufwiesen, wurden nach 3 DIV einzeln mit einer
Pipette gesammelt und fir 3 Min. in PBS in die Vertiefung einer viergeteilte
35 mm Gewebekulturschale gegeben. Nach jedem Schritt wurden die Zellen auf
den Ruttler gestellt, um ein Festhaften der Spharen am Plattenboden mdglichst
zu verhindern. Danach wurde die Probe in 4 % Paraformaldehyd in PBS fir
10 Min. fixiert und zweimal 3 Min. mit PBT-1 gewaschen. Der primare Antikérper
in PBT-1 wurde Uber Nacht bei 4 °C beziehungsweise im Falle des Phalloidin-
Toxins, das mit dem Fluorescein FITC konjugiert war (Sigma, P5282; 1:40), fir
30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Der sekundare Antikérper wurde in PBT-2
verdinnt und fir 2 Stunden aufgetragen. Es wurde 3 Min. mit PBS gewaschen
und die Kerne der Zellen 10 Min. mit DAPI gefarbt. Nach zweimal 3 Minuten
Waschungen mit PBS wurde die Probe mit einem Tropfen Fluorescence
Mounting Medium bedeckt und mit einem Deckglaschen gedeckelt.

Mit dem Zeiss Mikroskop Axiovert 40 CFL, der Kamera AxioCam ICc1 und der
Software AxioVision Rel. 4.8.2 wurden mehrdimensionale Bilder erstellt. Dabei
kamen die Filtersatze 20 Rhodamin und 38 Endow GFP (beide Zeiss) zum
Einsatz. In dieser Kombination wurden sowohl die Bilder der
immunhistochemisch gefarbten Spharen sowie alle Bilder mit transgenen Zellen
oder Spharen erstellt.
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2.4.2.3 Antikérper

Folgende primare und sekundare Antikdrper

wurden

zZur

Analyse der

immunhistochemischen Expression verschiedener Marker bei Spharen und aus

Spharen hervorgegangen Zellen verwendet:

Tab.1: Liste der primédren Antikérper

5 . _ -
< | Name | Klonalitit W|rt§ Hersteller Bestell- | Verdun Referenz
g spezies nummer | nung
- 2 Develop-
58 Anti ono. mental Hockfield
g2 Nestn | Kional Maus Studies | Rat-401 | 1:200 | & McKay
R Hybridoma 1985
» 3 Bank
Anti- mono- Oshima
Maus Sigma B2531 1:500 et al.
© BrdU klonal
= 2007b
N
S
c Anti- mono- Novus NB500- _ Chang et
S| Brau | kona | " | Bioogicals | 169 | %0 | al 2008
3
S
@ | Anti-Ki- | mono- | Kanin- Ki681C0 | Gerdes
67 Klonal chen DCS 1 1:100 et al.
1991
. . Oshima
Anti- ) poly- | Kanin- oo | zossa | 1:500 | etal.
GFAP klonal chen
2007a
Anti- mono- . ) Rak et al.
) MAP2 Klonal Maus Sigma M4403 1:2000 2011
o
™ Glavaski-
= Anti mono Joksimo
N | MOSP klonal Maus Millipore | MAB328 | 1:1000 vic et al.
(O]
& 2009
o | Anti- oly- Kanin- | Proteus Di Santo
Myosin ﬁor?'al o | Biossionee | 2576790 | 1500 | etal.
-Vlla 2013
Oshima
Anti- mono- MMS- .
TUJA Klonal Maus Covance 435pP 1:500 et al.
2007a
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Tab.2: Liste der sekundéren Antikérper

Bezei- Wirts- | Iso- . Bestell- | Verdiin-
. Konjugat Hersteller
chnung | spezies | typ nummer | nung
Anti- . Jackson 111-095- )
Kaninchen Ziege | IgG FITC Immunoresearch 144 1:200
Anti- : Jackson 111-025- )
Kaninchen Ziege | IgG TRITC Immunoresearch 144 1:200
: : Jackson 115-175- )
Anti-Maus | Ziege | IgG Cy5 Immunoresearch 146 1:200
: , Jackson 115-095- )
Anti-Maus | Ziege | IgG FITC Immunoresearch 146 1:200
Anti-Maus | Ziege | IgG | TRITC Jackson 11502514 550
Immunoresearch 146
Anti-Maus | Ziege | IgM Cy5 Millipore AP128S 1:300
. , Jackson 112-095- )
Anti-Ratte | Ziege | IgG FITC Immunoresearch 143 1:200

2.4.3 Elektronenmikroskopie

2.4.3.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Zellen, die fur 10 Tage in Differenzierungskultur waren, verblieben wahrend
der ganzen Prozedur in der viergeteilten Gewebekulturschale. Die fiunf Tage
alten Sphéaren hingegen wurden in einen Microtube (Sarstedt) gegeben. Der
Uberstand wurde nach jedem Schritt durch Zentrifugation bei 500 U/Min. fiir
jeweils 10 Min. herunter zentrifugiert. Das Pellet, das die Spharen enthielt, wurde
durch das folgende Reagenz resuspendiert.

Die Zellen und Sphéren wurden fur 2 Std. mit 2% Glutardialdehyd (Merck) in PBS
fixiert. In einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 25%, 50%, 70%, 95%,
99% Ethanol fir jeweils 10 Min. folgte die Entwésserung. Die Beschichtung
erfolgte mit Hexamethyldisilazan-L6sung (Merck) Uber Nacht. Erneut wurde
Hexamethyldisilazan-Lésung zugegeben, um die Zellen und Sphéaren unter dem
Abzug zu trocknen wund einer Artefaktbildung, wie Zerplatzen oder
Zusammenfallen, vorzubeugen. Nach vollstandiger Trocknung wurden die
Proben in eine 94 mm Zellkulturschale (Greiner Bio One) mit Calciumchlorid-
Granulat (Roth) gegeben, um die Probe dehydriert zu belassen. Die
Zellkulturschale wurde zum Schutz vor Staub und Flissigkeit mit Parafilm
umschlossen. Dann wurden die Préaparate auf einen Kohlekleber, der auf einem
Aluminium-Pr&parate-Teller befestigt war, aufgebracht.
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Zur Herstellung der elektrischen Leitfahigkeiten wurden die Proben zwei- bis
dreimal fir 60 Sek. mit dem Agar Sputter Coater (Agar Scientific) mit Gold-
Palladium-Staub Uberzogen. Am Feldemissionselektronenmikroskop (Hitachi
REM S4500) wurden die Proben mit 5 kV in einem Arbeitsabstand zwischen
10 und 15 mm angeschaut. Die Fotos (SE 2000x1600 Pixel, 52 Sek.) wurden
digital mit dem Fotosystem Digital Image Processing System 2.6 der Firma Point
Electronic erstellt.

2.4.3.2 Transmissionselektronenmikroskopie

5 Tage alte Spharen wurden fir 2,5 Std. in Yellow Fix (2% Paraformaldehyd
(Merck), 0,1 M Na-Cacodylatpuffer (Merck, pH 7,2), 0,02% geséttigte Pikrinsaure
(Fluka), dem kurz vor Gebrauch 2% Gilutaraldehyd (Agar Scientific), zugesetzt
wird) fixiert. Es folgte dreimal fir 10 Min. eine Spllung mit 0,1 M Na-
Cacodylatpuffer. AnschlieBend wurden die Spharen 30 — 40 Min. in
1% Osmiumsaure (Carl Roth) nachfixiert und dreimal fir 10 Min. mit 0,1 M Na-
Cacodylatpuffer gespult. Die Entwasserung erfolgte fur jeweils 15 Min. in 50%,
70%, 80%, 96%, 100% Ethanol und zweimal je 30 Min. 100% Ethanol. Dann
wurden die Spharen dreimal fir 10 Min. in Xylol (Carl Roth) tiberfithrt. Uber Nacht
wurden sie in ein 1:1 Gemisch aus Epon und Xylol gegeben. Das hier
verwendete Epon setzt sich zusammen aus 36,2% Glycidether, 28,5% (w/v) 2-
Dodecenylsuccinicacidanhydride, 25,1% Methylnadicanhydride und 1,5% 2,4,6-
Trisdimethylaminomethylphenol (alle Serva). 4 — 5 Std. reines Epon folgten. Zur
Aushartung wurden die Sphéren in Epon im Brutschrank bei 60 °C circa 20 Std.
ausgehartet. Semidlinnschnitte mit einer Dicke von 1 pm wurden mit dem
Reichert Ultracut S Mikrotom angefertigt, auf einen Objekttrager gegeben und
dienten zun&chst als Orientierung, wurden aber auch zur lichtmikroskopischen
Untersuchung herangezogen. Mit Richardson (1% Methylenblau (Merck) und
1% Borax (Merck) in destilliertem Wasser, und 1% Azur |l (Fluka) in destilliertem
Wasser, gemischt 1:1) wurden die Schnitte fir 15 Sek. bei 60 °C gefarbt.
AnschlieBend wurden mit dem Reichert Ultracut S Mikrotom Ultradlinnschnitte,
die 70 — 90 nm dinn waren, geschnitten und auf Kupfernetze (Plano)
aufgebracht. Kontrastiert wurden die Schnitte mit 0,5% Uranylacetat fir 30 Min.
und 0,2% Bleicitrat (beide Laurylab) for 1,2 Min. Am Transmissions-
elektronenmikroskop EM 109 der Firma Zeiss wurden die Schnitte angesehen
und die Bilder mit Image SP [Professional] gemacht.
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2.4.4 Zeitraffermikroskopie

5 Tage alte Spharen wurden einzeln aufgesammelt und wie beim Vorgehen zur
Differenzierung in eine 4-Well-Platte, die zuvor mit 0,1% Gelatine beschichtet
wurde, zur Initiation des adharenten Wachstums gegeben. Die Zeitraffer-
aufnahmen wurden mit einem Zeiss Mikroskop Axio Observer.Z1 gemacht, das
mit einem Inkubationssystem Temp Module S1 und CO, Module S1 ausgestattet
war. Alle 15 Min. wurden mittels einer AxioCam MRm und der Software
AxioVision Rel. 4.7 Bilder geschossen. Die beginnende Differenzierung wurde
bei den Spharen des Spiralganglions Uber einen Zeitraum von 45,5 Std.
beobachtet.

2.5 Propagation der Sphéaren

Nach einer Kultivierungsdauer von 3 bis 5 Tagen wurden die Spharen passagiert.
Das gesamte Volumen der Zellsuspension mit Spiralganglionzellen aus zwei 6-
Wells wurde in ein 15 ml Réhrchen (BD Falcon) transferiert und bei 800 U/Min.
fir 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf circa 300 ul abgenommen
und 300 pl vorgewarmtes Accumax (PAA Laboratories) hinzugefligt. Das Pellet
mit den Zellen wurde aufgeschuittelt und fir 5 Min. bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die Suspension zweimal erneut durch
Schitteln vermischt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Pipettenspitze
(Starlab) vorsichtig finf- bis siebenmal trituriert.

Die Zellsuspension wurde mikroskopisch auf ihren Vereinzelungsgrad hin
untersucht. Ziel war es, viele einzelne Zellen und nur wenige Zellklumpen
bestehend aus maximal 2 bis 10 Zellen zu erhalten. Gegebenenfalls wurde durch
erneute Trituration eine bessere Dissoziierung der Zellen erreicht.

AnschlieBend wurden die Zellen auf die Wells einer mit Poly HEMA
beschichteten 6-Well-Suspensionsplatte ausgesat, die jeweils 2 ml 37 °C warmes
DMEM/F12 erganzt mit 1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml
IGF-1, 50 ng/ml HS und 50 pg/ml Ampicillin enthielt. Die Zellen, die urspriinglich
von zwei Spiralganglien stammten und auf 2 Wells aufgeteilt waren, wurden nun
auf vier Wells aufgeteilt. AnschlieBend folgte eine Inkubation bei 37 °C und
5% CO, bei unterschiedlicher Kultivierungsdauer.

28



2 Material und Methode

2.6 Zellzahlung

2.6.1 Zellzahlung mit Zahlkammer

Nach Préaparation und Vereinzelung der Zellen wurden nach dem Sieben 10 pl
der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau (Carl Roth) versetzt und kurz mit dem
Vortexer vermischt. Dann wurden 10 pl dieses Gemischs in eine Einweg
Zahlkammer (Neubauer improved; Science Service) gegeben. Die lebenden
Zellen, die in den funf GroBquadraten, einschlieBlich der Zellen, die auf der
oberen und linken Begrenzung dieser Quadrate lagen oder diese beruhrten,
wurden gezahlt. Die Anzahl der lebenden Zellen pro ml wurde mittels folgender

Formel errechnet:

Anzahl der Zellen aus 5 GroRquadraten
5

¢ Verdiinnungsfaktor e Volumenfaktor

Der Verdinnungsfaktor betrug 2, der Volumenfaktor 10000 und so konnte mit
Hilfe des Dreisatzes jede beliebige Zellzahl errechnet werden.

2.6.2 Zellzahlung immunhistochemisch gefarbter Zellen

Immunhistochemisch gefarbte Zellen wurden anhand der fluoreszenz-
mikroskopisch aufgenommenen Bilder Uber das Zahlwerkzeug von Adobe
Photoshop CS5 ausgezahlt. Alle Bereiche der Wells wurden in die Zahlung mit
eingeschlossen. Die urspringlich ausplattierten Spharen wurden getrennt
voneinander ausgezahlt. Alle Zellen einer Sphare, deren Kerne mit DAPI gefarbt
waren, wurden gezahlt. Die Anzahl der Zellen, die den jeweiligen Marker
innerhalb der Sphéare exprimierten, wurde ebenfalls ermittelt. Hierdurch konnte
pro Sphére der prozentuale Anteil der jeweiligen Marker Uber einen Dreisatz
bestimmt werden. In drei voneinander unabhangigen Versuchen (n=3) wurden

jeweils 3 Replikate ausgewertet.

2.7 Evaluation des Neurospharen-Assays

Pro Versuch wurden die Zellen eines Tieres verwandt, die pro getesteter
Bedingung jeweils drei Replikate lieferten. Insgesamt wurde der Versuch dreimal
wiederholt. Nach der Préparation wurden je Well einer 24-Well-
Suspensionsplatte (Greiner Bio One), die mit jeweils 400 ul DMEM/F12 erganzt
mit 1% N2, 2% B27 und 50 pg/ml Ampicillin beflllt war, 2500 Zellen ausplattiert.
Folgende Faktoren wurden zuséatzlich ins Medium hinzugeftgt und getestet:
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Tab. 3: Auflistung der getesteten Wachstumsbedingungen

Bedingung | Faktor(en)

Kontrolle Bovines Serumalbumin
1 EGF

IGF-1

bFGF

bFGF + HS

EGF + IGF-1

bFGF + EGF

bFGF + IGF-1

bFGF + EGF + IGF-1

bFGF + IGF-1 + HS

bFGF + EGF + HS

bFGF + EGF + IGF-1 + HS

O ONO|O AW

—_| -
- O

Die Konzentrationen der Substanzen waren 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF,
50 ng/ml IGF-1 und 50 ng/ml HS. 0,002% Bovines Serumalbumin fungierte als
Kontrollgruppe. Jeden zweiten Tag wurden 100 pl Medium unter mikroskopischer
Sichtkontrolle, um keine Zellen oder Spharen mit aufzusaugen, entnommen und
100 pl 37 °C warmes, frisches Medium hinzugeflgt. An DIV 7 wurden je Well alle
Spharen, die gréBer oder gleich 40 um waren, fotografiert und gezahit.

2.8 Zellzahl-, GréBen- und Volumenbestimmung der Sphéaren

Zellen des Spiralganglions neonataler M&use wurden, wie oben beschrieben,
prapariert und zum Wachstum der Sphéaren inkubiert. Zur Parameterbestimmung
der priméren Generation wurden die Spharen ab DIV 0 bis DIV 7 beurteilt. Die
Neurosphéren fir die sekundare Generation wurden nach der Préparation fir
3 Tage inkubiert, anschlieBend propagiert und analog zur ersten Generation
taglich von DIV 0 bis DIV 7 bewertet. Fir die tertidre Generation wurden Sphéaren
nach der Praparation fiir 3 Tage inkubiert, dann propagiert und nach 3 Tagen
Kultivierungsdauer erneut propagiert. Auch hierbei wurden schlieBlich ab DIV 0
bis DIV 7 der dritten Generation die Versuche durchgefihrt. Pro Tag wurden pro
Tier zehn Neurospharen gesammelt und in eine mit 0,1% Gelatine beschichtete
4-Well-Platte gegeben. Sofort nach der Aussaat wurden die Sphéaren fotografiert,
um den maximalen Durchmesser ermitteln zu kdénnen. Danach wurden die
Spharen Uber Nacht inkubiert und konnten somit auf der Beschichtung anhaften.
AnschlieBend wurde ein modifiziertes Farbeprotokoll angewandt.
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Die Spharen wurden zunachst mit PBS (Life Technologies) gespilt und in
4% Paraformaldehyd in PBS fiir 15 Min. fixiert. Dann wurde mit PBS gespilt und
far 10 Min. mit DAPI in der Verdinnung 1:1000 in PBS gefarbt, um die Kerne
darstellen zu kénnen. Zweimal folgten Spllungen mit PBS fir jeweils 10 Min.
SchlieBlich wurde mit jeweils einem Tropfen Fluorescence Mounting Medium pro
Well die Probe Uberzogen und einem runden Deckgldschen bedeckt. Die
Zahlung der Kerne erfolgte anhand der Bilddateien, die Uber das Zahlwerkzeug
von Adobe Photoshop CS5 ausgezahlt wurden.

Das Volumen wurde anhand der Formel fiir Kugeln 1/6md* berechnet (Reubinoff
et al. 2001).

2.9 Neurospharen-Assay mit transgenen Tieren

2.9.1 Klonalitat in Abhédngigkeit der Zelldichte und Kultivierungsdauer

24-Well-Suspensionsplatten wurden je Well mit 400 ul DMEM/F12 erganzt mit
1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml
Heparansulfat und 50 pg/ml Ampicillin befillt und im Inkubator vorgewarmt. Nach
der oben beschriebenen Mikrodissektion wurden aus jeweils einem DsRed- und
einem GFP-Welpen Zellen des Spiralganglions isoliert. Der Trituration der Zellen
folgte zweimaliges Sieben mit einem 40 pm Sieb (BD Falcon) und die
Zellzahlung mit einer Zdhlkammer. Die GFP- und DsRed-positiven Zellen wurden
zu gleichen Teilen ko-kultiviert. Getestet wurden die Zelldichten 0,5 Zellen/pl,
10 Zellen/pl und 25 Zellen/ul. An DIV 2 und 7 wurde dann die Anzahl der
entstandenen Spharen, die gréBer oder gleich 40 um waren, je Well ermittelt.
Dabei wurde zwischen ausschlieBlich rot-, ausschlieBlich grin- oder

mischfluoreszierenden Sphéaren differenziert.

2.9.2 Kilonalitat in Abhangigkeit von Zelldichte und Bewegung

24-Well-Suspensionsplatten wurden je Well mit 400 ul DMEM/F12 erganzt mit
1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml
Heparansulfat und 50 pg/ml Ampicillin beflllt und im Inkubator vorgewarmt. Der
Isolierung von GFP- und DsRed-positiven Zellen folgte die Trituration mit
zweimaligem Sieben (40 pm) und die anschlieBend Bestimmung der Zelldichte
mit einer Zahlkammer. Kultiviert wurden die Zellen im Verhaltnis 1:1.
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In Anlehnung an Coles-Takabe et al. (2008) wurden die Zelldichten 0,5 Zellen/pl,
1 Zelle/ul, 5 Zellen/pl, 10 Zellen/ul und 25 Zellen/pl bzw. 105,3 Zellen/cm?,
210,5 Zellen/cm?, 1052,6 Zellen/cm?, 2105,3 Zellen/cm?, 5263,2 Zellen/cm? in die
Wells verteilt. Platten wurden zweimal taglich bewegt, um zu testen, ob die
Bewegung einen Einfluss auf klonales Wachstum der Sphéaren hat. Die
unbewegten Platten verblieben bis zum Tag der Auswertung an DIV 3 vodllig
unbewegt im Inkubator. Ermittelt wurde schlieBlich der Anteil der Sphéren, die
gréBer oder gleich 40 um waren und ausschlieBlich grin-, ausschlieB3lich rot-

oder mischfluoreszierend waren.

2.10 Agarose-Assay

Zunachst wurde eine 2,8%ige Agarose Stocklésung (Carl Roth) in DMEM/F12
hergestellt und autoklaviert. Fir die Gewinnung der priméren Generation wurden
die Mause wie oben beschrieben prapariert, die Zellen dissoziiert und nach
zweimaligem Filtern durch ein 40 um Sieb mit einer Zahlkammer der Anteil
lebender Zellen ermittelt. Zum Erhalt sekundarer Zellen wurden drei bis flinf Tage
alte Sphéaren analog dem Vorgehen bei der Propagation zunachst vorbehandelt,
das heiBt nach Zentrifugation wurde das entstandene Pellet mit Accumax bei
37 °C fur 5 Min. inkubiert und anschlieBend trituriert. Nach zweimaliger Filterung
durch ein 40 um Sieb wurde der Anteil der lebenden Zellen mit Hilfe einer
Zahlkammer errechnet. Die Zwischenrdume der 6-Well-Suspensionsplatte
wurden mit PBS beflllt, um die Zellen spater in einer Art feuchten Kammer
inkubieren zu kénnen.

Die Zellen wurden in 1ml je Well mit 0,35% Agarose in DMEM/F12 erganzt mit
1% N2, 2% B27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml
Heparansulfat und 50 pug/ml Ampicillin ausgesat und kultiviert. An verschiedenen
Kulturtagen wurden die Platten dahingehend kontrolliert, ob Sphéren entstanden
waren und dies gegebenenfalls fotografiert. Es wurden die Zelldichten
0,5 Zellen/pl, 10 Zellen/ul und 25 Zellen/ul bzw. 520,8 Zellen/cm?,
1041,7 Zellen/cm?, 2604,2 Zellen/cm? getestet.
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2.11 Kollagen-Assay

Die Zellen des Spiralganglions wurden in Anlehnung an Azari et al. (2011)
kultiviert. Dazu wurden in einer 1:10 Verdinnung NeuroCult® NSC Proliferation
Supplements mit NeuroCult® NSC Basal Medium erganzt mit 2 pg/ml Heparin
(alle Stemcell Technologies), 20 ng/ml EGF (Sigma), 10 ng/ml bFGF (Sigma),
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (PAA Laboratories) die Zellen
zweimal durch ein 40 pum Sieb hindurch gefiltert und anschlieBend der Anteil
lebender Zellen mit der Zahlkammer ermittelt. 850 pl NeuroCult™ NCFC Serum-
Free Medium without Cytokines (Stemcell Technologies) wurde mit 165 pl
NeuroCult® NSC Proliferation Supplements, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF,
4 pg/ml Heparin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin supplementiert und
8125 Zellen darin suspendiert bevor im letzten Schritt 650 pl kalte Kollagen
Lésung (Stemcell Technologies) hinzugefiigt wurde. Die Zellsuspension wurde
vorsichtig vermischt und 1,5 ml des Ansatzes in eine 35 mm Kulturschale
(Stemcell Technologies) ausgesét.

Die finale Konzentration der Zellen betrug 5 Zellen/ul bzw. 862,1 Zellen/cm?. Die
35 mm Petrischale wurde zusammen mit einer weiteren mit PBS gefullten,
deckellosen Schale in eine 100 mm Petrischale gegeben deren Deckel im
Inkubator geschlossen blieb. Einmal wéchentlich wurde das Medium ergénzt
durch Zugabe von je 60 pl pro Schalchen mit 1:10 Verdinnung von NeuroCult®
NSC Proliferation Supplements mit NeuroCult® NSC Basal Medium erganzt mit
0,5 pg/ml EGF, 0,25 pg/ml bFGF und 0,1 mg/ml Heparin. In regelmaBigen
Abstdnden wurden die Platten unter dem Mikroskop begutachtet und die
entstandenen Kolonien gegebenenfalls fotografiert.

2.12 Einzelzell-Assay

Nach der Mikrodissektion der Spiralganglien wurden die primaren Zellen nach
der Zelldissoziation zweimal durch ein 40 um Sieb gefiltert und anschlieBend mit
einer Z&dhlkammer die Zelldichte bestimmt. Sekundére Zellen wurden aus drei bis
finf Tage alten Spharen gewonnen, indem die Spharensuspension analog dem
Vorgehen zur Propagation zentrifugiert wurde, mit Accumax die Zellen dissoziiert
wurden und nach zweimal durch ein 40 um Sieb gefiltert wurden. Danach folgte
die Ermittlung des Anteils der lebenden Zellen Uber die Zahlkammer.
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Es wurden 100 Zellen in 11 ml DMEM/F12 erganzt mit 1% N2, 2% B27, 20 ng/ml
EGF, 10 ng/ml bFGF, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml Heparansulfat und 50 pg/ml
Ampicillin gegeben und je 110 pl mit einer Multiwellpipette auf die Wells einer 96-
Well-Suspensionsplatte (Greiner Bio One) verteilt, so dass theoretisch eine Zelle
pro Well vorhanden war (Abb. 4). Zur Kontrolle wurde ein Well mit 101 Zellen
befullt. Da es auch vorkam, dass keine, zwei oder mehr Zellen pro Well zum
Liegen kamen, wurde nach einer Kultivierungsdauer von circa 30 Min. verifiziert,
in welchen Wells tatséchlich nur eine Zelle lag und diese markiert. An DIV 7 und
14 wurden diese Wells betrachtet und gegebenenfalls das Wachstum von
Sphéaren dokumentiert.
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Abb. 4: lllustration des Einzelzell-Assay. Einzelne Zellen wurden in die Wells
einer 96-Well-Platte aufgeteilt (A). Zeitnah wurde verifiziert in welchen der Wells
tatsdchlich eine einzelne Zelle lag, die anderen Wells wurden aus der Analyse
ausgeschlossen (B, rote Striche). Am Ende der Kultivierungsdauer von 14 Tagen
waren primdre und sekunddre Sphéren entstanden (B).

2.13 Differenzierung

Etwa 25 sekundare Spharen wurden einzeln mit einer 20 pl Pipettenspitze
gesammelt und in 100 yl DMEM/F12 erganzt mit 1% N2, 2% B27, BDNF
(50 ng/ml), NT-3 (50 ng/ml) (beide von R&D Systems) und 50 pg/ml Ampicillin in
die Wells einer 35 mm viergeteilte Gewebekulturschale gegeben. Die Spharen
der Subventrikularzone erhielten zuséatzlich 10% fetales Kalberserum (PAA
Laboratories).
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70 ul des Mediums wurde alle 2 Tage abgenommen und durch 100 pl 37 °C
vorgewarmtes frisches Medium ersetzt. Immunhistochemie und ultrastrukturelle
Analyse der differenzierten Kulturen wurde nach 8 bis 10 Tagen in vitro
durchgefuhrt.

2.14 Cryoschnitte der Cochlea und deren immunhistochemische Farbung

Die Cochlea wurde im Zuge der Praparation vollstdndig enthommen und als
Ganzes in 4% Parafomaldehyd in PBS Uber Nacht fixiert. Danach wurde einmal
mit PBS gespult und die Cochlea in 15% Sucrose (Sigma) in PBS Uber Nacht
gegeben, um eine Schadigung der Zellen durch das Einfrieren zu verhindern.
Weiterhin folgte eine Inkubation Uber Nacht in 30% Sucrose in PBS.
AnschlieBend wurde die Cochlea in Tissue-Tek® OCT™ Compound in
Cryomold® Intermediate Schalchen (beides Sakura Finetek) bei -80 °C
eingefroren. Mit dem Reichert Jung 2800 Frigocut E Cryostat wurden bei -18 °C
Gefrierschnitte mit einer Dicke von 7 bis 8 pum angefertigt, die auf einen
Superfrost® plus Objekttrager (Thermo Scientific) aufgegeben wurden und
gegebenenfalls erneut bei -80 °C eingefroren wurden. Nach circa 10 Min.
Auftauen wurde die Probe mit einem Delimiting Pen (Dako) umkreist, der ein
Auslaufen der aufgetragenen Flissigkeiten verhindern sollte. Die Objekttrager
befanden sich in einer Metallbox mit Wasser zum Schutz vor Verdunstung. Eine
Stunde wurde mit PBT-1 inkubiert, um das Einbettungsmedium zu entfernen.
Danach wurde erneut ein Kreis mit dem Delimiting Pen um die Probe gezogen.
Der primare Antikérper wurde in PBT-1 Uber Nacht bei 4 °C aufgebracht. Die
Spilung erfolgte dreimal mit PBT-1 fir jeweils 15 Min. und einmal mit PBT-2 fir
15 Min. Der sekundére Antikérper wurde in PBT-2 verdinnt und fir 2 Std.
aufgetragen. Es wurde dann dreimal mit PBS fir 15 Min. gespalt und fir 3 Min.
mit DAPI in PBS zur Kerndarstellung inkubiert. Je Probe wurden circa 10 pl
Fluorescence Mounting Medium hinzugefiigt, mit einem Standard Deckglas
(Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH) bedeckt und mit Klarlack (Carl Roth)
an den Randern des Deckglases versiegelt.
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2.15 Statistik

Jedes Experiment wurde mindestens in drei voneinander unabh&ngigen
Versuchen durchgefiihrt (n=3) mit jeweils 3 - 10 Replikaten. Die Daten sind stets
als Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben. Die statistische
Signifikanz wurde mit IBM SPSS Statistics 21 (International Business Machines
Corp., New York, USA) getestet. Ein Stern (%) zeigt an, dass es sich um eine
Irrtumswahrscheinlichkeit auf dem 5%-Niveau handelt. Bei zwei Sternen (% %)
betragt das Signifikanzniveau 1%. Graphen wurden mit Microsoft Excel 14.3.9
erstellt.

Die verschiedenen Bedingungen bei der Evaluation des Neurospharen-Assays
wurden Uber die einfaktorielle Varianzanalyse mit Mehrfachvergleichen im Post-
hoc-Test nach Scheffé analysiert. Die statistische Auswertung der
Klonalitdtsversuche mit transgenen fluoreszierenden Zellen erfolgte mit der
univariaten Varianzanalyse mit Mehrfachvergleichen im Post-hoc-Test nach
Scheffé-Prozedur. Zusatzlich kamen hierbei T-Tests unabhangiger Stichproben
zum Einsatz.

Im Experiment zur Klonalitét in Abhangigkeit von Zelldichte und Bewegung der

Platten wurde zudem eine zweifaktorielle Varianzanalyse angewandt.

2.16 Bildbearbeitung

Die Bilddateien wurden mit Adobe Photoshop CS5 mittels Tonwertkorrektur
bearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologie von Stamm- und Vorlauferzellen des Spiralganglions
und deren Sphéren

3.1.1 Lichtmikroskopische Morphologie

Aus dem Spiralganglion neonataler Mause wurden unter Anwendung eines
modifizierten Neurospharen-Assays Stammzellen isoliert. In einer serumfreien
Suspensionskultur verfigten diese Zellen Uber das Potential Spharen zu bilden.
Hierbei entstanden aus Einzelzellen nach wenigen Tagen sphéarische
Zellaggregate, die aus Stammzellen hervorgegangenen Spharen des Gehirns
vergleichbar waren. Die Spharen waren rund bis oval, mit traubenartig dicht
aneinander angeordneten Zellen, die im Inneren solide erschienen (Abb. 5).
Sehr selten fanden sich hohle Sphéaren in den Kulturen, die im Inneren leer
waren und nur aus einer auBeren Zellschicht bestanden. Diese wurden aufgrund

ihrer Raritat nicht nédher quantifiziert oder charakterisiert.

Abb. 5: Morphologie der Neurosphdren. Lichtmikroskopische (A) und
elektronenmikroskopische (B) Aufnahme zeigen die charakteristische
traubenartige Kugelform der Sphdren des Spiralganglions. MafBstabsbalken
entspricht 100 um in A, 20 um in B.

Ein charakteristisches Merkmal junger, vitaler Spharen, die aus Stammzellen des
Gehirns entstanden sind, sind Filopodien an deren Oberflache, die ebenso bei
Sphéaren aus Zellen des Spiralganglions zu finden waren. Des Weiteren zeigten
sich diese Filopodien bereits partiell bei Einzelzellen wenige Stunden nach der
Mikrodissektion (Abb. 6). Die Filopodien der Neurosphéaren, auch Microspikes
genannt, konnten mit Hilfe des Phalloidins, einem Fluorescein-konjugierten
Toxins gegen F-Aktin, immunhistochemisch dargestellt werden (Abb. 7).

37



3 Ergebnisse

Einzelzelle Sphare (DIV 4) Sphire (DIV 5)

Spiralganglion

Svz

Abb. 6: Vergleich von Zellen und Sphéren des Spiralganglions und der SVZ.
Partiell zeigten Einzelzellen des Spiralganglions (A) und der SVZ (D) Filopodien,
sogenannte Spikes (Pfeil) auf der Oberfldche. Junge, vitale Sphéren der SVZ (E)
exprimierten ebenfalls Spikes (Pfeil) an der Oberfldche. Dieses Charakteristikum
lieB sich zudem bei jungen Sphdren des Spiralganglions finden (B).
Morphologisch &hneln sich Neurosphdren des Spiralganglions (C) und der SVZ
sehr (F). DIV gibt die Kultivierungsdauer wieder. MaBstabsbalken entspricht
25umin A, D, 50 umin B, C, E, F.

DAPI Phalloidin

=

Abb. 7: Phalloidin-Farbung einer Sphére. Sowohl das Zytoskelett als auch die
sogenannten Microspikes (Pfeil) der Neurosphdren konnten mit Hilfe von
Phalloidin dargestellt werden. MaBstabsbalken entspricht 60 um.
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3.1.2 Ultrastrukturelle Untersuchung der Sphéaren

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurden Querschnitte durch Sphéaren
naher untersucht. Frei schwimmende, dreidimensionale Neurospharen entstehen
unter Anwendung des modifizierten Neurospharen-Assays aus Stamm- und
Vorlauferzellproliferation. Uber dieses System lassen sich Stamm- und
Vorlauferzellen daher in vitro genauer charakterisieren. Dabei konnte bestatigt
werden, dass die Spharen im Inneren nicht hohl sind, sondern auch dort Zellen
dicht gepackt aneinander liegen (Abb. 8). Vereinzelt fanden sich Spalten im
Interzellularraum. AuBerdem zeigten sich gelegentlich leere Vakuolen und
vakuolige Erscheinungen, die mit spiralartigen Gebilden gefillt erschienen. Diese
mit exzentrisch aneinander gelagertem Material gefillten Vakuolen stellten
degenerierte Reste der Membran von Mitochondrien dar. Die leeren Vakuolen
kénnten einerseits durch Fixierung und Trocknung hervorgerufene Artefakte
gewesen sein, aber auch einen Hinweis auf beginnende Nekrose geben. Vollig
intakte Zellen lagen unmittelbar neben Zellen, die sich in Degeneration befanden.
Pseudopodienartige Fortsatze an der Oberflache setzten sich Uber die
Interzellularraume bis ins Innere der Sphéren fort. Die Zellen hatten groBe
Nuclei.
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Abb. 8: Ultrastrukturelle Untersuchung von Sphédren. A zeigt einen
Semidiinnschnitt gefdrbt nach Richardson durch eine Sphére des Spiralganglions
mit dicht aneinander gelagerten Zellen. B-I stellen transmissionselektronen-
mikroskopische  Aufnahmen von  Querschnitten durch  Sphéren dar.
Artefaktbildung oder degenerierte Mitochondrien fanden sich innerhalb von
Einzelzellen (B). Filopodien waren sowohl auf der AuBenseite der Neurosphére
(B, Pfeil) als auch in den Interzellularrdumen zu finden (C). Apoptotische Zellen
(D) zeigten kein besonderes Verteilungsmuster innerhalb der Sphére. Als
Verbindungsform der Zellen untereinander fungierten Adherens Junctions (E,
Pfeil). Zellen mit Heterochromatin (F) waren Anhaltspunkt fir inaktive DNA-
Synthese, beispielsweise nach Mitose. Peroxisom (G, Pfeilspitze) und
Mikrotubulus (G, Pfeil) stellten wichtige Bestandteile einer aktiven Zelle dar.
Raues endoplasmatisches Retikulum (H, Pfeil), Ribosomen (H, Pfeilspitze) und
Golgi Apparat () wiesen auf die metabolische Aktivitdt der Zellen hin.
MaBstabsbalken entspricht 200 nm in E, H, 500 nm in C, G, I, 1 um in B, D, 2 um
in F, 25 um in A.
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Gelegentlich konnte eine beginnende Apoptose, die mit einer Kondensation des
Chromatins, Kernzerfall und Schrumpfung der Zelle einhergeht, beobachtet
werden. Als Verbindungsform zwischen den Zellen fungierten Adherens
Junctions. Es konnten Zellen entdeckt werden, bei denen der Nucleus viel
Heterochromatin enthielt, das durch seine inaktive Form stark kondensiert vorlag
und daher sehr dunkel erschien. Strukturen, die partiell einem Mikrotubulus
glichen, als Teil des Spindelapparates wahrend der Mitose, waren ebenfalls in
den Zellen der Sphéren zu finden. Zudem fand sich ein Organell mit diffuser
Organisation im Inneren, das ein Peroxisom darstellen kénnte. Die Zellen zeigten
Bereiche in denen groBe Mengen an endoplasmatischem Retikulum oder
Mitochondrien enthalten waren. Dies ist ein Indiz fir den hohen Energieumsatz
von proliferierenden Zellen. Zudem waren Organellen, wie der Golgi-Apparat mit
Zisternen erkennbar, der sich charakteristischerweise direkt neben dem Nucleus
befand und eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel einnimmt.

3.2 Proliferation der Sphéaren

3.2.1 Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Spharenbildung

Zur Reevaluation des Neurospharen-Assays wurden Wachstumsfaktoren, die als
Teil dieses Assays Verwendung finden, alleine oder in verschiedenen
Kombinationen miteinander im Hinblick auf das Potential Spharenwachstum
anzuregen verglichen (Abb. 9). Als Kontrolle fungierte BSA ohne weitere
Wachstumsfaktoren, was durchschnittlich lediglich 2,6 + 0,8 Sphéren/2500 Zellen
hervor brachte. Die Faktoren EGF mit 5,4 £ 2,0 Spharen/2500 Zellen oder IGF-1
mit 5,7 + 2,9 Spharen/2500 Zellen zeigten nicht signifikant mehr Sphéaren als
jeweils einzige Wachstumsfaktoren. bFGF als alleiniger Faktor generierte 58,7 +
8,8 Sphéaren/2500 Zellen, was eine signifikant héhere Anzahl an Sphéaren im
Vergleich zur Kontrollgruppe war (P<0,01; n=3). Tendenziell verstarkt wurde
dieser Effekt noch durch HS womit durchschnittlich 67,8 £ 13,3 Sphéaren/2500
Zellen entstanden. In den Kombinationen von EGF mit bFGF entstanden 73,2 £
7,5 Sphéaren/2500 Zellen, durch Zusatz von HS 84,7 + 15,5 Spharen/2500 Zellen.
IGF-1 zusammen mit bFGF als Mediumbeigabe generierten mit durchschnittlich
63,7 + 13,3 Spharen/2500 Zellen ebenfalls signifikant mehr Spharen als die
Kontrolle (P<0,01; n=3). Ein leichter Anstieg auf 75,7 £ 13,6 Spharen/2500 Zellen
wurde auch hierbei Uber den Zusatz von HS erreicht.
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Die Kombination von EGF, IGF-1 und bFGF brachte durchschnittlich 86,1 +
8,5 Spharen/2500 Zellen hervor, was ebenfalls signifikant mehr als bei der
Kontrollgruppe war (P<0,01; n=8). Die Zugabe von HS zu dieser
Dreierkombination verstarkte die Sphérenbildung auf durchschnittlich 106,7 +
4,5 Spharen/2500 Zellen zusatzlich und war gleichfalls signifikant héher als in der
Kontrollgruppe (P<0,01; n=3) (Abb. 9). EGF und IGF-1 zeigten eine nur
geringfligig erhéhte Sphérenbildung. Eine signifikante Steigerung dieses Effekts
konnte durch die Zugabe von bFGF erreicht werden (P<0,01; n=3). Dadurch
stellte sich bFGF als potentester der hier verwendeten Wachstumsfaktoren
heraus, da dieser alleine oder in Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren
oder HS die Sphéarenbildung forcierte. Die Kombination aller vier Komponenten
zeigte eine weitere Erhéhung im Vergleich zu den Ubrigen Bedingungen. Da
hierdurch die maximale Anzahl an gebildeten Sphéren erreicht wurde, wurde dies

als Standard fir die weiteren Experimente genutzt.
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Abb. 9: Sphéarenbildung in Abhéngigkeit von Wachstumsfaktoren.
Neurosphéren des Spiralganglions proliferierten unterschiedlich stark bei Zugabe
verschiedener Mitogene. bFGF und variable Kombinationen mit EGF, IGF-1 und
dem Proteoglykan HS brachten signifikant mehr Sphédren hervor als die
Kontrollgruppe BSA (P<0,01). bFGF alleine (P<0,01), bFGF plus HS (P<0,05)
und IGF-1 mit bFGF (P<0,05) waren signifikant weniger potent in Bezug auf die
Anregung der Sphdren zum Wachstum im Vergleich zu EGF, IGF-1, bFGF und
HS. bFGF schien daher der Faktor zu sein, der das Wachstum der Neurosphédren
des Spiralganglions am besten stimuliert. % %  kennzeichnet P<0,01,
% kennzeichnet P<0,05.

3.2.2 Wachstumsverlauf der Spharenbildung

Zur Analyse des Wachstumsverhaltens von Spharen wurden Sphéren ab dem
ersten Tag in Kultur beobachtet. Taglich wurde eine reprasentative Stichprobe
aus den Kulturplatten entnommen und der maximale Durchmesser, die Zellzahl
und das Volumen der entstanden Spharen ermittelt. Schon nach DIV 1 fanden
sich kleine Zellanh&ufungen, die kontinuierlich bis zu DIV 7 anwuchsen.
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Dieses Verhalten zeigte sich sowohl bei der primaren Generation, aber auch
nach Propagation in der sekundéaren und tertiaren Generation (Abb. 10). Die drei
Parameter verhielten sich in allen Generationen voéllig gleichméaBig, das heiBt,
Wachstum fand in gleichem MaBe statt. Mit dem Wachstum der Sphéren stieg
sowohl der maximale Durchmesser als auch die Zellzahl und das Volumen nahm
zu. Der Anstieg der Zellzahl lasst vermuten, dass innerhalb der Sphéren keine
Volumenexpansion der Zellen stattfand. Die entscheidenden Faktoren fur das
Wachstum schienen die Proliferation und wahrscheinlich Aggregation zu sein.
Zwischen den Generationen war lediglich ein Unterschied hinsichtlich der GréBe
und damit einhergehend der Zellzahl und des Volumens der Spharen an DIV 1
zu erkennen, da die primare Generation einen besseren Dissoziierungsgrad
aufwies als die folgenden Generationen (siehe Kapitel Propagation). Im weiteren
Verlauf waren die Werte der ersten beiden Generationen bis auf kleine
Abweichungen nahezu identisch. Die Werte der dritten Generation lagen ab
DIV 3 darunter, was bedeutet, dass die Sphéaren der dritten Generation etwas
kleiner waren und entsprechend aus weniger Zellen bestanden.
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Abb. 10: Morphologie und Wachstumscharakteristika priméarer und
propagierter Sphéren. Die kontinuierliche GréBenzunahme (A) und der
Volumenzuwachs (B) von Kultivierungstag (DIV) 1 bis 7 sind durch den Anstieg
der Zellzahl bedingt (C) und weisen innerhalb der verschiedenen Generationen
einen &hnlichen Verlauf auf. Aufgrund schlechter Adhdrenz tertidrer Sphédren
konnte ab DIV 6 keine Zellzahl pro Sphdre mehr bestimmt werden.
Lichtmikroskopische  Aufnahmen zeigen die morphologische Analogie
primdrer (D), sekunddrer (E) und tertidrer Sphédren (F). MaBstabsbalken
entspricht 100 um in D-F.

In einem Zeitraum von DIV 1 bis 7 wuchsen die Spharen kontinuierlich. Es zeigte
sich eine hohe Homologie und damit morphologische Ahnlichkeit der primaren,
sekundaren und tertiaren Generation hinsichtlich der Entwicklung von GréBe,

Volumen und Zellzahl der Sphéaren.
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3.3 Proliferation und Nestinexpression der Sphéaren

Zur Beweisfuihrung, dass Sphéaren nicht nur aus primdren, sondern auch
propagierten proliferierenden Zellen entstanden waren, wurden die Marker BrdU
und Ki-67 in den Kulturen getestet und quantitativ analysiert.

Da BrdU als Analogon anstelle des Thymidins wahrend der DNA Replikation
eingebaut wurde, markierte es Zellen, die durch Teilung in der S-Phase BrdU
inkorporiert hatten (Abb. 11). Der Ki-67-Antikérper hingegen farbte nur Zellen an,
die sich gerade in der Teilung befanden (Abb. 11). In ruhenden Zellen, das heif3t
Zellen in der GO-Phase, ist Ki-67 nicht detektierbar. Bei den primaren Sphéaren
waren 75,7 + 0,8% der Sphéarenzellen BrdU-positiv und 4,7 + 0,4% Ki-67-positiv.
Nach der Propagation waren 38,2 + 1,6% der sekundédren Sphéarenzellen BrdU-
positiv und 3,1 + 0,2% Ki-67-positiv. In der tertidren Generation waren noch
10,4 £ 4,3% der Zellen BrdU-positiv und 2,6 = 0,7% Ki-67-positiv. Primare
Sphéren zeigten die hdéchste Proliferationsrate, welche nach Propagation
signifikant abnahm (P<0,05).
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Abb. 11: Proliferationsaktivitdt primdrer und propagierter Sphéren.
Immunhistochemisch untersucht wurde hierfir die BrdU- (A-C, G) und Ki-67-
Expression (D-F, H). Zellen primdrer Sphdren (A, D) wiesen eine hohe
Proliferationsrate auf, die im Verlauf der Propagation sinkt (G, H). Sekundére
(B, E) und tertidre (C, F) Sphdren blieben nach Propagation mitotisch aktiv (G,
H). MaBstabsbalken entspricht 100 um in A-F. % % kennzeichnet P<0,01,
% kennzeichnet P<0,05.

Nestin als Intermediarfilament in Stamm-/Vorlauferzellen wurde in priméaren,
sekundaren und tertidren Spharen nachgewiesen (Abb. 12). Auch nach
Propagation wurde dieser Stamm-/Vorlauferzellstatus beibehalten. Der Anteil der
Nestin-positiven Zellen war in primaren Sphédren signifikant hdéher als in

propagierten Spharen (P<0,01).
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Das Proliferationspotential der Sphéaren blieb Uber die Generationen hinweg
erhalten, verringerte sich jedoch. Ebenso verhielt sich die Nestinexpression
innerhalb der Sphéren.

Primére Sphaére Sekundéare Sphare Tertiare Sphare
C

DAPI Nestin

Priméare Sphare

o
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N
o
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Abb. 12: Nestinexpression primédrer und propagierter Sphéren. Zellen
primédrer Sphéren (A, D) exprimierten zum GroBteil Nestin (E). Die Expression
dieses Markers blieb bei sekunddren (C) und tertidren (D) Sphéren nach
Propagation erhalten, wenngleich der Anteil der positiven Zellen abnahm (E).
Zellkerne wurden mit DAPI geférbt (A-C). MaBstabsbalken entspricht 100 um in
A-D. % % kennzeichnet P<0,01.

3.4 Nachweis der Klonalitat

3.4.1 Nachweise der Klonalitat mittels transgener Tiere

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei den frei flotierenden Gebilden
in der Suspensionskultur tatsdchlich um klonale Spharen und nicht um
zusammengelagerte  Zellaggregate handelt, wurden Experimente  mit
fluoreszierenden Zellen durchgefiihrt. Diese farblich markierten Zellen sollten
anzeigen, welche Sphéren klonal aus einer Einzelzelle entstanden waren.

In der ersten Versuchsreihe wurden transgene GFP-Mause zusammen mit
Balb/c-Mausen prapariert und deren Zellen miteinander inkubiert, um zu
analysieren, ob Sphéaren klonalen Ursprungs sind (Abb. 13).
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Es wurden GFP-Zellen und nicht fluoreszierende Zellen des Spiralganglions zu
gleichen Teilen ko-kultiviert. Daraus entstanden in der primaren und sekundéren
Generation jeweils sowohl ausschlieBlich nicht fluoreszierende als auch grin-
fluoreszierende Sphéren.

Balb/c Maus
GFP Maus Spiralganglion Dissoziierte Zellen

A

}

Sekundire Sphéaren Dissoziierte Zellen Primére Sphéaren

-<- -<-I

Abb. 13: Klonalitdtsassay mit Hilfe griin-fluoreszierender Zellen. Aus GFP-

und Balb/c-Neonaten (A) wurde jeweils das Spiralganglion isoliert (B) und eine
Suspension aus griin- und nicht fluoreszierenden Zellen zu gleichen Teilen
angefertigt (C). Aus diesen Zellen entstanden nach wenigen Tagen einfarbige,
klonale GFP-positive und nicht fluoreszierende Sphédren (D). Durch erneute
Dissoziation dieser Sphédren (E) entstandenen sekunddre klonale Sphéren (F).
MaBstabsbalken entspricht 100 um in B-F.

Da die Mdglichkeit bestand, dass grin-fluoreszierende Sphéaren einzelne nicht
fluoreszierende, angeheftete Zellen maskierten und die starke Leuchtkraft eine
nicht fluoreszierende Zelle Uberdecken kénnte, wurden DsRed-M&use in
Verbindung mit GFP-Mausen im weiteren Verlauf herangezogen. DsRed-Mause
hatten zum einen den Vorteil, dass sie nicht durch GFP-Zellen Uberstrahlt
werden konnten und dass beide Mausstdamme fortan den gleichen genetischen
Hintergrund hatten. Da C57BL/6 beiden Stammen zugrunde lag, konnte
hierdurch ausgeschlossen werden, dass die Inzidenz der Chiméarenbildung der
Neurosphéren durch diesen Faktor beeinflusst war. Somit wurden zum Nachweis
der Klonalitéat Spiralganglien aus GFP-Neonaten und DsRed-Neonanten isoliert
und deren Zellen zu gleichen Teilen ko-kultiviert (Abb. 14).
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Es entstanden sowohl priméare klonale Spharen und nach Propagation ebenfalls
sekundare klonale Sphéren.

DsRed Maus
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Abb. 14: Klonalitdtsassay mit Hilfe fluoreszierender Zellen. Aus GFP- und

DsRed-Neonaten (A) wurde jeweils das Spiralganglion isoliert (B) und eine Ko-
Kultur zu gleichen Teilen angefertigt (C). Aus diesen Zellen entstanden nach
wenigen Tagen einfarbige, klonale GFP-positive und DsRed-positive Sphéren
(D). Durch erneute Dissoziation dieser Sphdren (E) entstandenen sekundére
Sphéren klonalen Ursprungs (F). MaBstabsbalken entspricht 100 um in B-F.

Durch die Mischung von grin- und rot-fluoreszierenden Zellen in der
Suspensionskultur konnte beobachtet werden, dass selbst bei geringer Zelldichte
immer wieder Aggregation von Zellen und Sphéaren stattfand. Dies betraf
einerseits Spharen, die miteinander fusionierten, aber auch Einzelzellen, die sich
entweder mit Einzelzellen konjugierten oder mit Spharen aggregierten. Neben
klonalen Spharen konnten somit in den Kulturplatten ebenso chiméare Spharen in
unterschiedlichem MaB detektiert werden (Abb. 15). Als Chiméare galt eine
Sphéare sobald nur eine einzelne andersfarbig-fluoreszierende Zelle an oder in

der Sphare zu erkennen war.
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Abb. 15: Formen klonaler und chiméarer Sphéaren. Im Neurosphéren-Assay

entstanden sowohl klonale GFP-positive Sphéren als auch klonale DsRed-
positive Sphédren (A). AuBerdem waren verschiedene Formen der Aggregation
vorzufinden (B-D). Es kam sowohl zur Anlagerung einzelner DsRed-Zellen an
GFP-positive Sphédren (B) und vice versa (C), womit diese Sphéren als Chimére
gewertet wurden. Uberdies kam es zur Verklumpung ganzer Sphéren
miteinander (D). MaBstabsbalken entspricht 100 um in A-D.

3.4.2 Aggregation von Neurospharen in Abhangigkeit verschiedener

Parameter

Ausgehend von der Beobachtung, dass Chiméarismus bei der Spharenbildung
eine wichtige Rolle spielt, wurden die Faktoren hierfir ndher ergrindet. In drei
unterschiedlichen Zelldichten wurden GFP- und DsRed-Zellen zu gleichen Teilen
ko-kultiviert und an verschieden Tagen der Inkubation auf Chimarismus hin
untersucht. Dabei wurde der Anteil der klonalen, das heiBt ausschlieBlich
einfarbig-fluoreszierenden Spharen ermittelt. Der Anteil der klonalen Sphéaren an
DIV 2 war signifikant unterschiedlich zwischen der sehr niedrigen, der mittleren
und der hohen Zelldichte (P<0,01; n=3) (Abb. 16A). Ebenso verhielt es sich mit
den Zelldichten an DIV 7 (P<0,05; n=3). Auch hierbei bestanden signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Zelldichten. Betrachtete man die
Zelldichten 0,5 Zellen/ul und 10 Zellen/ul, fiel auf, dass der Anteil der klonalen
Spharen zwischen den Kulturtagen signifikant unterschiedlich war (P<0,01; n=3).

51



3 Ergebnisse

Somit konnte gezeigt werden, dass die Kultivierungsdauer bei geringen und
mittleren Zelldichten ein wichtiger Parameter im Hinblick auf Chimarenbildung bei
Neurosphéaren darstellt und die Klonalitdt nachteilig beeinflusst. Bei der Dichte
25 Zellen/ul bestand hingegen kein signifikanter Unterschied im Anteil an
klonalen Spharen an DIV 2 und 7. In allen Einzelversuchen war bei der Dichte
25 Zellen/ul die Gesamtzahl an Neurosphéaren, die gréBer oder gleich 40 um
waren, an DIV 2 héher als an DIV 7. Die Bedingungen fir klonales Wachstum
waren jedoch in dieser hohen Zelldichte unabhangig vom Zeitpunkt der
Beobachtung nicht gegeben.

Um einen weiteren Faktor zu untersuchen, der sich potentiell nachteilig auf die
Klonalitédt von Neurospharen wéhrend der Entstehung auswirken kdnnte, wurden
Platten in unterschiedlichen Zelldichten bei Bewegung oder Bewegungslosigkeit
wahrend der Inkubation beobachtet. Diese Versuchsreihe sollte die Effekte der
Bewegung von Kulturplatten zur t&glichen Untersuchung, wie beispielsweise
Mikroskopierung, analysieren.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab, dass es an DIV 3 sowohl zwischen
Bewegung und Bewegungslosigkeit einen signifikanten Unterschied (P<0,01;
n=3), als auch zwischen den einzelnen Zelldichten einen signifikanten
Unterschied im Anteil an klonalen Spharen gab (P<0,01; n=3). Einerseits hatte
die steigende Zelldichte einen Einfluss auf die Chimarenbildung von
Neurosphédren. Je hodher die Zelldichte lag, desto mehr Aggregation fand statt
(Abb. 16B). Andererseits wurde durch die tagliche Bewegung der Platten im
Vergleich zu den unbewegten Platten die Chiméarenbildung ebenfalls beglnstigt.
Im weiteren Verlauf wurden dann Zelldichte, Kultivierungsdauer und primare
gegen sekundare Spharen gemeinsam untersucht. Dabei wurden die Platten bis
zur Auswertung an DIV 3 oder 7 nicht bewegt. Die zweifaktorielle Varianzanalyse
mit Post-hoc-Test nach Scheffé ergab, dass es zwischen der primaren und
sekundéaren Generation jeweils an DIV 3 und 7 signifikante Unterschiede
zwischen den Zelldichten (P<0,01; n=3) und zwischen den Generationen
(P<0,01; n=3) gab. Demnach hat das Passagieren eine negative Auswirkung auf
das Konglomerationsverhalten der Spharen, was durch steigende Zelldichte noch
beglnstigt wird. Betrachtet man den Anteil der klonalen Sphéren der priméren
Generation an unterschiedlichen Kulturtagen, ist zu erkennen, dass bei niedriger
Zelldichte, das heiBt 0,5 bis 10 Zellen/pl, ein signifikanter Unterschied zwischen
DIV 3 und 7 bestand (T-Test; P<0,05; n=3).
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In der sekundaren Generation waren leichte Tendenzen im Hinblick auf die
Klonalitdt in unterschiedlichen Zelldichten erkennbar, wobei bei der Dichte
5 Zellen/pl ein signifikanter Unterschied zwischen DIV 3 und 7 vorlag (P<0,05;
n=3). Analysiert man den dritten Kulturtag der primaren Generation im Vergleich
zur sekundaren Generation im Hinblick auf die Klonalitat bei steigender Zelldichte
stellte sich heraus, dass die mittleren und hohen Zelldichten, von 1 Zelle/pl bis
25 Zellen/pul signifikant unterschiedlich waren (P<0,05; n=3) (Abb. 16C).
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Abb. 16: Parameter, die die Klonalitit von Neurosphéren beeinflussen.
Bereits nach 2 DIV waren weniger primdre Sphédren bei niedriger Zelldichte
(0,5 Zellen/ul) klonal (A). Je ldnger die Neurosphdren in Kultur blieben, desto
niedriger wurde der Anteil der klonalen Sphéren in Abhé&ngigkeit steigender
Zelldichte (A). Daneben stellte sich die Bewegung der Platten nach DIV 3 als
nachteiliger Faktor flr klonales Wachstum primdrer Sphéren heraus (B).
Sekundédre Neurosphédren aggregierten hdufiger nach DIV 3 (C) und DIV 7 (D)
als primédre Sphéren. % % kennzeichnet P<0,01, % kennzeichnet P<0,05.
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Am dritten Kultivierungstag der primaren Generation bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen der Zelldichte 0,5 Zellen/ul im Vergleich zu 1 Zelle/pl,
1 Zelle/ul zu 5 Zellen/ul sowie 5 Zellen/ul zu 10 Zellen/pl (P<0,01 oder P<0,05;
n=3) (Abb. 16C). In der primaren Generation an DIV 7 bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen der Zelldichte 0,5 Zellen/ul im Vergleich zu 1 Zelle/ul sowie
1 Zelle/ul zu 5 Zellen/ul (P<0,01; n=3) (Abb. 16D). Die sekundéaren Sphéaren
zeigten sowohl an DIV 3 als auch DIV 7 einen signifikanten Unterschied bei dem
Vergleich der Zelldichte 1 Zelle/ul zu 5 Zellen/ul (P<0,01; n=3) (Abb. 16C, D).

Um das Aggregationsverhalten von Sphéaren zu untersuchen, wurden 25 klonale
GFP-Sphéren und 25 klonale DsRed-Sphéaren zusammen in ein Well gegeben.
Nach 16 Stunden wurde die Anzahl der verbliebenen Spharen ermittelt. In der
primaren Generation waren lediglich 18,7% * 2,1% der Spharen verblieben.
Sekundare Spharen waren nach 16 Stunden noch zu einem Anteil von 13,6% *
5,9% vorhanden (Abb. 17). Keine der verbliebenen Sphdren war zugrunde
gegangen. Tatsachlich unterschied sich die Anzahl an verbliebenen Sphéaren im
Vergleich zum Ausgangswert signifikant (P< 0,01 oder P<0,05; n=3). Dabei
entstanden teilweise groBere Klumpen, die anzeigten, dass mehrere Sphéaren

miteinander fusioniert waren.
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Abb. 17: Aggregation von Sphédren. Dargestellt ist die Zeitrafferaufnahme der
Aggregation einer GFP-positiven und einer DsRed-positiven Sphédre (A) im
Zeitverlauf dber 6 Tage hinweg. Bereits kurz nach der ersten Berthrung (0 h)
begannen die Sphédren miteinander zu verschmelzen (5,5 h). Nach einem Tag
durchmischten sich die Zellen allmé&hlich (23 h, 25 h) und waren nach 2 Tagen
(48 h) fast vollstdndig vermischt. An Tag 6 erschien die Sphére vollstdndig
durchmischt, so dass keine Abgrenzung einzelner Anteile mehr méglich war
(6 d). Wurden 25 griine und 25 rote Sphdren fir 16 Stunden zusammen
inkubiert, reduzierte sich die Anzahl der frei schwimmenden Sphdren durch
Konglomeration signifikant (B). Primdre und sekunddre Sphédren aggregierten
dabei in &hnlicher Weise (B). MafBstabsbalken entspricht 100 um.
% % kennzeichnet P<0,01, * kennzeichnet P<0,05 im Vergleich zum
Ausgangswert.
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3.4.3 Klonales Wachstum von Sphéren in semisoliden Medien

In semisoliden Medien wurden Einzelzellen ausplattiert, um zu untersuchen, ob
aus Einzelzellen klonale Neurosphéaren entstehen kdnnen. Durch die Viskositat
des Mediums wurde die Bewegung von Zellen und damit die Aggregation
verhindert. Dabei wurden sowohl die primare Generation als auch die sekundare
Generation von Sphéren analysiert. Medium auf Basis von Agarose und Kollagen
wurde eingesetzt. Eine geringe Zelldichte von 5 Zellen/ul und die Viskositat des
Mediums machte Aggregation im Zuge der Kultivierungsdauer oder durch
Bewegung der Platten hdchst unwahrscheinlich. Unter diesen Bedingungen
entstanden Sphéaren, die morphologisch andersartig erschienen, als diejenigen,

die in Suspension entstanden waren (Abb. 18).

DIV 7 DIV 14

1. Generation

2. Generation

Abb. 18: Sphiarenwachstum im Agarose-Assay. Im semisoliden Medium auf
der Basis von Agarose entstanden aus Einzelzellen primdre (A, B) und
sekundére Sphéren (C, D). lllustriert ist der Wachstumsverlauf einer priméren
Sphére an Kultivierungstag (DIV) 7 (A) und 14 (B) und analog hierzu das
Wachstum einer sekunddren Sphédre an DIV 7 (C) und DIV 14 (D).
MaBstabsbalken entspricht 100 um.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Spharen des Spiralganglions klonalen
Ursprungs sein koénnen. Die Kolonien, die in Kollagen-basiertem Medium
wuchsen, zeigten ein unterschiedliches Proliferationspotential.

Die gréBte Sphére hatte an DIV 21 einen maximalen Durchmesser von 677 um,
die kleinste dagegen gerade einmal 81 um (n=3) (Abb. 19).

DIV 7 DIV 10 DIV 17 DIV 21
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Abb. 19: Wachstumsverlauf von Sphédren im NCFC-Assay. Aus Einzelzellen

1. Gen.

2. Gen.

entwickelten sich im semisoliden Kollagen-Medium primére Kolonien von DIV 7
bis zu DIV 21 (A-D). Nach Propagation zeigten sekundére Kolonien ein dhnliches
Verhalten und wuchsen kontinuierlich innerhalb der Kultivierungsdauer von
21 Tagen (E-H). MaBstabsbalken entspricht 400 um in A, B, E, F und 200 um in
C, D, G, H.

3.4.4 Klonales Wachstum von Spharen aus Einzelzellen

Der zuverlassigste Test zum Nachweis von klonalem Wachstum von Sphéren ist
die Platzierung einer Zelle pro Well und deren Proliferation. Hierbei wurde
einerseits die primare Generation, andererseits die sekundare Generation von
Sphéaren beobachtet. Durch die Anwendung des Einzelzell-Assays konnte
gezeigt werden, dass eine einzelne Zelle des neonatalen Spiralganglions das
Potential aufweist, eine Sphére zu bilden (Abb. 20). Von 1000 analysierten
Einzelzellen entstanden in der primaren Generation 9 Sphéaren, in der
sekundaren Generation 3 Spharen. Trotz fehlender Zell-Zell-Interaktionen bleibt
diese Fahigkeit in Isolation erhalten. In der primaren Generation waren 7 der
entstandenen Spharen als einzelnes Objekt im Well wiederzufinden. Zweimal
wurde beobachtet, dass aus einer Einzelzelle eine adhérente Sphare mit
Satellitenkolonien gewachsen war (Abb. 20C).
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Durch die Anwendung des Einzelzell-Assays konnte bewiesen werden, dass
Neurosphéren des Spiralganglions klonalen Ursprungs sein kdnnen. Auffallig
war, dass die Sphéren, die an DIV 14 vorhanden waren, unterschiedliche

Durchmesser auswiesen.
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Abb. 20: Ergebnisse des Einzelzell-Assay. Nach der Aussaat von Einzelzellen
waren nach 9 bzw. 14 DIV primédre (A, C) und nach 11 DIV sekundére (B)
Sphéren entstanden. Primdre Sphéren entstanden nach einer Kultivierungsdauer
von DIV 14 mit einer H&ufigkeit von 9 aus 1000 Zellen (D). Von 3 aus
1000 Zellen bildeten sich nach 14 DIV sekundére Sphéren (D). MaBstabsbalken
entspricht 50 um in A, B und 400 um in C.

3.5 Differenzierung der Sphéaren des Spiralganglions

3.5.1 Morphologie differenzierter Zellen aus Sphéaren des Spiralganglions

Nach dem Entzug proliferationsférdernder Wachstumsfaktoren begannen
Sphéren sich am Boden der mit Gelatine beschichteten Kulturplatten anzuheften.
Bereits nach sehr kurzer Dauer waren die Sphéaren adharent und die Zellen
bewegten sich aus der dreidimensionalen Struktur der Sphéare heraus in einen
adhdrent wachsenden Zellverband. Die beginnende Differenzierung von
Neurosphéren des Spiralganglions ahnelte sehr stark der von Neurosphéren der
Subventrikularzone (Abb. 21).
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Erstaunlicherweise wanderten die Zellen innerhalb dieser Kolonien sehr stark

und waren keineswegs statisch oder trége (Abb. 22).

Spiralganglion Svz

Abb. 21: Differenzierte Kulturen des Spiralganglions und der SVZ im
Vergleich. In der Differenzierungskultur wuchsen Sphéren zu einem Zellrasen
aus (A, B). Neurosphéren des Spiralganglions (A) zeigten groBe morphologische
Ahnlichkeit zu Neurosphdren der SVZ (B). MaBstabsbalken entspricht 100 um.

Eine interessante Beobachtung ergab sich in einzelnen Versuchen, als es in den
Kulturplatten zu einer verstarkten Reduktion des Mediums kam. Mit Verringerung
des Mediums bis hin zum Verschwinden konnte beobachtet werden, dass die
Spharen zu Beginn in lblicher Weise anhefteten und die sphéaroide Struktur beim
Auswachsen verloren ging. Doch mit schwindendem Medium zogen sich die
Zellen immer weiter zusammen und bildeten schlieBlich erneut ein kugeliges
Gebilde bis zum vélligen Austrocknen der Platte, was im Tod der Zellen endete.
Allem Anschein nach bot die dreidimensionale Struktur der Sphéare einen
energieoptimalen Zustand, der den Schwund des Medium und die zunehmende

Austrocknung zumindest zeitweise kompensieren konnte.
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Abb. 22: Zeitraffer-Aufnahmen einer anhaftenden Sphére. Dargestellt wird
der zeitliche Verlauf einer Sphdre des Spiralganglions, die allméhlich adhérent
anwuchs und zu differenzieren begann. Der Entzug von Wachstumsfaktoren
zusammen mit der beschichteten Oberfldche gab der Sphédre den Ansto3 zum
Anheften (0 h). Bereits nach wenigen Stunden (7,5 h) war die dreidimensionale
Struktur der Sphére verloren gegangen und die Zellen wuchsen aus. Circa zwei
Tage spéter (45 h) lieB sich die urspriingliche Sphédre nur noch erahnen und die
Differenzierung schritt weiter voran. MaBstabsbalken entspricht 200 um.

3.5.2 TUJ und MAP2 als neuronale Marker

An Gefrierschnitten der Cochlea wurde getestet, ob TUJ und MAP2 geeignete
Marker fir Neurone des Spiralganglions sind. Zur Darstellung der Haarzellen
wurden die Schnitte zudem mit einem Antikérper gegen Myosin-Vlla angefarbt.
Gut erkennbar waren die drei Reihen &auBerer und die eine Reihe innerer
Haarzellen. Sowohl TUJ als auch MAP2 stellten geeignete Marker fir Neurone
des Spiralganglions dar (Abb. 23). Beide neuronale Marker wurden in der
nativen Umgebung des Spiralganglions exprimiert. Daher wurden diese Marker
als geeignet fur die Analyse der Markerexpression der In-vitro-Experimente
angesehen, um neu entstandene neurale Zellen aus Sphéren untersuchen zu

kénnen.
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TUJ MAP

DAPI Myosin7a

Abb. 23: Neuronale Marker im neonatalen Spiralganglion. Immunreaktivitat
far TUJ (A) und MAP2 (B) ldsst sich in den Neuronen des neonatalen
Spiralganglions nachweisen. Die Haarzellen wurden mit Myosin-Vila markiert
(A, B) und die Kerne mit DAPI geférbt. MaBstabsbalken entspricht 100 um.

3.5.3 Differenzierung von Spharen in reife Zelltypen

Spharen, die auf Gelatine-Beschichtung ausgeséat wurden, flachten ab, wuchsen
aus und begannen unter Einfluss von BDNF und NT-3 zu differenzieren.
Nachdem sich die Zellen zehn Tage in Kultur befanden, wurde zum Nachweis
reifer Zellen mit den Antikérpern gegen Gliazellen und Neuronen geféarbt
(Abb. 24). Gliadhnliche Zellen kamen mit einem Anteil von 13,1 £ 4,2% vor. 1,9 +
0,2% der Zellen hatten einen neuronendhnlichen Phéanotyp. Es konnte
beobachtet werden, dass gliadhnliche Zellen teilweise auch solitédr gelegen
vorkamen, wahrend neuronenahnliche Zellen stets in der Nahe oder sogar auf
GFAP-exprimierenden Zellen gefunden werden konnten. Dies war ein weiterer
Indikator dafiir, dass es sich bei den MAP2- und TUJ-exprimierenden Zellen
tatsdchlich um Neurone handeln kénnte, da diese in vivo ebenso auf den sie
unterstitzenden Gliazellverband angewiesen sind. Keine der analysierten Zellen
zeigte eine Doppelfarbung fir MAP2 bzw. TUJ und GFAP.
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Abb. 24: Neuronale Marker in differenzierten Sphdren des Spiralganglions.
In den differenzierten Kulturen der Sphédren des Spiralganglions konnten TUJ-
positive (A) und MAP2-positive (B, C) Neuronen neben GFAP-positiven
Gliazellen detektiert werden. Der Anteil der MAP2- und GFAP-positiven Zellen
wurde quantifiziert (C). Kerne wurden mit DAPI gefédrbt. MafBstabsbalken
entspricht 100 um.

Zur weiteren Charakterisierung der gliadhnlichen Zellen wurde ein
Oligodendrozyten-spezifischer Antikérper herangezogen. In den Kulturen der
Spiralganglionzellen konnte dieser Antikdrper nicht entdeckt werden. Um Fehler
in der Methodik ausschlieBen zu kdénnen, wurden parallel dazu Zellen der
Subventrikularzone kultiviert und gefarbt. Dabei zeigte sich ein deutlich positives
MOSP-Signal innerhalb der Zellpopulation (Abb. 25), das spezifisch
Oligodendrozyten markiert. Daraus lieB sich schlieBen, dass es sich bei den
gliadhnlichen Zellen, die aus Spiralganglionzellen hervorgehen, vornehmlich um
Schwann-Zell-ahnliche Zellen handeln musste. Bei der Aussaat von dissoziierten
sekundéren Sphérenzellen, eine Ublichen Methode bei der Differenzierung von
Sphéaren des Gehirns, starben die Zellen im Laufe der Kultivierungsdauer und
exprimierten keinerlei Marker.
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Spiralganglion

Abb. 25: MOSP-Expression in differenzierten Kulturen. Nachdem Sphéren

DAPI MOSP

des Spiralganglions mehrere Tage in Differenzierungskultur waren, konnte kein
MQOSP-Signal detektiert werden (A). Bei differenzierten Zellen der SVZ konnte
das Protein MOSP hingegen detektiert werden (B). MafBstabsbalken entspricht
100 um.

Um der Frage nachzugehen, ob die glia- und neuronendhnlichen Zellen durch
Zellteilung neu entstanden waren, wurden die Spharen wahrend der Genese mit
BrdU inkubiert. Die Farbung am Ende der Differenzierungsdauer machte
deutlich, dass sowohl die GFAP-positiven gliadhnlichen Zellen als auch die
MAP2-positiven neuronenahnlichen Zellen aus proliferierenden Zellen gebildet
wurden (Abb. 26). Somit konnte bewiesen werden, dass diese vorhandenen
Zellpopulationen nicht bereits zu Beginn der Kultur vorhanden waren.

DAPI BrdU DAPI BrdU GFAP

Abb. 26: Nerven- und Gliazellen entstehen aus proliferierenden Zellen. Aus

mitotischen Sphérenzellen, die BrdU-Inkorporation aufwiesen (A, B), entstanden
wéhrend der Differenzierung neuronenédhnliche (A) und gliazelldhnliche (B)
Zellen. MaBstabsbalken entspricht 100 um.
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Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der Differenzierungskultur brachte
hervor, dass die aus Spharen des Spiralganglions hervorgegangenen Zellen
morphologische Ahnlichkeiten mit Neuronen und Gliazellen hatten. Zellen mit
schlankem Soma und langen, dinnen Fortsatzen &hnelten stark Neuronen mit
dendritischen Auslaufern (Abb. 27). Diese fanden sich vorwiegend auf darunter
flach ausgebreiteten Zellrasen, die den Gliazellen &hnelten. Hinweise auf Zell-
Zell-Interaktionen brachten typische interneurale Verbindungsformen, wie
beispielsweise dendro-dendritischer oder axo-somatischer Kontakt zwischen

den Neuronen.

Abb. 27: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der differenzierten
Kulturen. Morphologisch  &hnelten die differenzierten  Kulturen des
Spiralganglions sehr Neuronen (Pfeil) und Gliazellen (Pfeilspitze) (A). Als Kontakt
zwischen den Nervenzellen fanden sich dendro-dendritische (B) und axo-
somatische (C) Verbindungen. MafBstabsbalken entspricht 30 um in A und C,
20 um in B.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war zunachst die Isolierung von sphéarenbildenden
Stammzellen des neonatalen Spiralganglions. Die Neurosphéaren sollten naher
charakterisiert werden, um deren Stammzellstatus zu testen und zu Uberprifen.
SchlieBlich wurde analysiert, ob die Selbsterneuerung durch Propagation und
eine Differenzierung in verschiedene Zelltypen méglich ist.

4.1 Isolierung von Stammzellen des Spiralganglions

Aus dem Innenohr neonataler Mause wurden Zellen des Spiralganglions
gewonnen, um die spharenbildenden Vorlaufer- und Stammzellen untersuchen
zu kénnen. Durch die Anwendung eines modifizierten Neurospharen-Assays
konnten die Stammzellen isoliert sowie expandiert werden, um anschlieBend aus
dem proliferativen Stadium die Differenzierung einzuleiten. Ausgehend von der
Entwicklung dieses Assays zur lsolierung adulter Stammzellen des Gehirns
durch Reynolds und Weiss (1992), fand eine Ubertragung dieser Methode auf
eine Vielzahl anderer Zelltypen statt.

Andere Arbeitsgruppen, die auditorische Neurone erforschten (Di Santo et al.
2013; Oshima et al. 2007a,b; Rask-Andersen et al. 2005; Senn et al. 2007; Rak
et al. 2011; Volkenstein et al. 2013; Zhang et al. 2011), hatten diese etablierte
Methode bereits zur Isolierung angewandt. Daher wurde in den vorliegenden
Versuchen ebenfalls der Neurospharen-Assay verwendet, um spharenbildende
Stammzellen des Spiralganglions isolieren zu kénnen.

Neurosphéren stellen sehr heterogene, traubenahnliche zellulare Strukturen dar,
die zum einen aus Stammzellen, zum anderen aus Vorlauferzellen und reiferen
Zelltypen bestehen (Reynolds & Weiss 1996; Suslov et al. 2002). Innerhalb der
Sphéaren sind sowohl die klonogene Stammzelle selbst als auch die
verschiedenen Differenzierungsstufen der klonogenen Zelle, die sich
asymmetrisch geteilt hat, enthalten. Dieses Phanomen spiegelt sich in den
unterschiedlichen Phanotypen der Zellen wider.

Senn et al. (2007) beschrieben, dass die Anzahl der entstandenen Spharen aus
dem Spiralganglion 6 Stunden post mortem sogar héher war als aus frisch
isoliertem Gewebe. Diese Erkenntnis werteten sie als eine Selektion auf
Stammzellen. Spharenbildende Stammzellen des Spiralganglions konnten auch
10 Tage post mortem noch isoliert werden (Senn et al. 2007). Die Anzahl der

daraus differenzierten neuronalen und glialen Zellen war jedoch stark vermindert.
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Die Versuche der vorliegenden Arbeit basierten zu jedem Zeitpunkt auf frischem
Material. Da mannliche und weibliche Tiere gleichermaBen verwendet wurden,
konnte das Geschlecht als Einflussfaktor fir das biologische Verhalten der Zellen
ausgeschlossen werden (Deasy et al. 2007).

4.2 Charakterisierung von Stammzellen und Sphéren des Spiralganglions

4.2.1 Morphologische Analogie zu Sphéaren des Gehirns

Zum Vergleich der Spharen des Spiralganglions wurden die morphologischen
Eigenschaften von Neurospharen der SVZ herangezogen. Morphologisch &hneln
sich diese beiden Spharenarten in hohem MaBe. Dadurch lasst sich schlieBen,
dass die Sphéren des Spiralganglions aus Stammzellen &hnlich denen des
Gehirns entstehen. Die runde Form der Spharen stellt ein charakteristisches
Merkmal von Neurospharen des Gehirns dar, die im Neurospharen-Assay
entstehen (Reynolds & Weiss 1992). Eine mdgliche Erklarung dieses ahnlichen
Aussehens koénnte sein, dass embryonal sowohl das Gehirn als auch das
Spiralganglion aus Teilen des Ektoderms hervorgehen (Bommas-Ebert et al.
2011) und daher eine Analogie der neuralen Stammzellen vorhanden sein
kénnte.

Der enge dreidimensionale Zell-Zell-Kontakt innerhalb der Spharen ermdglicht
den Zellen eine unmittelbarere Zell-Zell-Interaktion, als es beim zwei-
dimensionalen Auswachsen auf einem Substrat der Fall ist (Ren et al. 2009). Aus
physikalischer Sicht bietet die Sphére, ahnlich einer Kugel, die kleinste
Oberflache bei festgelegtem Volumen. Ausgehend davon stellt sich die Frage,
weshalb keine VergrdBerung der Oberflache angestrebt wird, um eine grdBere
Angriffsflache fir versorgende Mediumkomponenten zu bieten. Der Grund hierfiir
kénnte darin liegen, dass die Stammzelle innerhalb der Spharen dies als
MaBnahme sieht, so ihre Stammzellnische in der Zellkultur aufrecht zu erhalten
(Vik-Mo et al. 2011). Progenitorzellen kénnen bei Wiederbesetzung der
Stammzellnische zurlick in den urspriinglichen Stammzellstatus gelangen
(Davies & Fuller 2008). Allerdings ist es neuralen Progenitorzellen in vitro nicht
mdoglich, sich in neurale Stammzellen umzuwandeln (Doetsch et al. 2002; Louis
et al. 2008). Die Perfusion der Wachstumsfaktoren zusammen mit den Zell-Zell-
Interaktionen innerhalb der Sphére scheinen den Stamm- und Vorlauferzellen ein
Milieu zu schaffen, das bessere Proliferation erméglicht.
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Méglicherweise kommunizieren die Zellen in dieser kugelférmigen Anordnung
effektiver miteinander. Diese Hypothese unterstreicht die Beobachtung in
eigenen Experimenten, dass schwindendes Medium unter
Differenzierungsbedingungen  zu  einer  Reorganisation von  bereits
ausgewanderten Zellen zu einer spharoiden Struktur fuhrte.

4.2.2 Aufbau und ultrastrukturelle Morphologie der Spharenzellen

Um nahere Informationen Uber die Zellen innerhalb der Spharen zu gewinnen,
wurden der Aufbau und die Zusammensetzung der Spharen naher untersucht.
Aktin-reiche Filopodien als Teil des Zytoskeletts der Zelle sind sehr bewegliche
Ausstilpungen der Zelle. Durch Hin- und Herschweifen der Filopodien scheint
die Zelle auf diese Weise vorteilhafte Bereiche fur sich zu suchen (Dalby et al.
2004). Da innerhalb der Zellsuspension nur einzelne Zellen Filopodien
aufwiesen, schien die Mikroumgebung fir den Ubrigen Teil der Zellen geeignet
zu sein. Das wiederum kann als Zeichen daflr gewertet werden, dass die
gewahlten Kulturbedingungen fir den UGberwiegenden Teil der Zellen ein
zufriedenstellendes Niveau aufwiesen. Es lasst sich lediglich darUber
spekulieren, Uber welchen Status Zellen verfligen, die nun Filopodien ausbilden.
Wachs et al. (2003) auBerten die Vermutung, dass Zellen, die durch
Trypsinierung und mechanische Dissoziation in Mitleidenschaft gezogen wurden,
Rezeptoren flir Wachstumsfaktoren verloren haben und durch das Ausbilden von
Filopodien versuchen kénnten, ihre Ernahrungssituation zu optimieren.
Andererseits kdnnten es ebenfalls Stamm- oder Vorlauferzellen sein, die sich
haufig mit anderen Zellen vergesellschaften, um schneller die Kugelform der
Spharen generieren zu kénnen und die praferierte Form der flotierenden Sphare
zu erreichen. Aus der Hirnforschung mit Neurospharen konnte Uber
Zeitrafferaufnahmen bestatigt werden, dass Filopodien die Adhasion einzelner
Zellen sowie ganzer Sphéaren vermitteln (Mori et al. 2007; Ladiwala et al. 2012).
Generell wiesen die Zellen innerhalb der Sphéaren bei ultrastruktureller Analyse
keine offensichtliche Organisation auf. Bei Neurospharen des Gehirns zeigten
sich Apoptosen vermehrt im Inneren der Sphare und Mitosen dagegen in
gréBerem AusmaB in den &uBeren Bereichen (Bez et al. 2003). Vermutlich ist die
GroBe das Kriterium fir die verringerte Diffusion und Versorgung im Inneren der
Sphare (Bez et al. 2003). Da Sphéaren des Spiralganglions diese GrdBe nicht
erreichten, trat keine Mangelerndhrung auf, sodass diese Organisation nicht
sichtbar wurde.
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Die Verteilung von Mitosen und Apoptosen war daher gleichmaBig. Andererseits
kénnte dieser nicht messbare Mangel dennoch auf einen Gradienten hindeuten,
der sich von auBen nach innen aufbaut. Dadurch kénnten die Zellen gréBerer,
das heiBt &lterer Sphéaren, im Inneren schlechter versorgt sein als kleinere
Spharen.

Innerhalb der Sphare waren die Zellen nicht vollstédndig, sondern nur punktuell
Uber Adherens Junctions miteinander verbunden. Diese Art der Verbindung
kdnnte eine bedeutende Rolle in der Aggregation der Zellen in der Sphére und in
der Migration aus dieser heraus spielen (Lobo et al. 2003). Die Adherens
Junctions vermitteln die ,Stammzell-Kondensation®, die Gruppierung der Zellen in
die Spharenform, wobei Einzelzellen sich miteinander verbinden und aneinander
anlagern (Lobo et al. 2003). Da auch in den Préparaten der Spiralganglion-
spharen ausschlieBlich Adherens Junctions gefunden werden konnten, kann
davon ausgegangen werden, dass die Verdichtung der Zellen im Rahmen der
Sphérenbildung durch diese bewerkstelligt wird. Zwischen den einzelnen Zellen
konnten wie bei Neurospharen des Gehirns von Ratten (Lobo et al. 2003) groBe
interzelluldre Abstdnde entdeckt werden. Obwohl in der Literatur bei
Neurosphédren aus Ratten- und Menschengewebe zwischen elektronendichten
und -transparenten Zellen differenziert werden kann (Lobo et al. 2003; Vik-Mo et
al. 2011), konnten diese in den =zugrunde liegenden Versuchen nicht
unterschieden werden. Dies wurde bereits als eine Besonderheit von Mauszellen
gewertet (Gil-Perotin et al. 2013). Elektronendichte und -transparente Zellen der
Sphéren lieBen sich einerseits hinsichtlich Zellaufbau und Ausstattung mit
Organellen unterscheiden (Lobo et al. 2003; Vik-Mo et al. 2011). Berglund et al.
(1986) fanden heraus, dass Typ II-Neurone des Spiralganglions mehr
Neurofilamente enthielten als Typ I-Neurone. Elektronendichte Zellen enthielten
vereinzelte Filamente, weniger als elektronentransparente Zellen (Lobo et al.
2003). Solche Charakteristika, die bei Zellen von Mausen nicht identifizierbar
scheinen (Gil-Perotin et al. 2013), hatten Hinweise auf unterschiedliche Vorstufen
von Zelltypen geben kdnnen, die man bereits morphologisch unterscheiden hétte

kdénnen.
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4.2.3 Proliferationsaktivitat der Spharenzellen

Uber die ultrastrukturelle Analyse sollte herausgefunden werden, ob
verschiedene Organellen auf bestimmte Zelltypen hinweisen kénnen. Die
auffallend spiralférmig geflllten Vakuolen, die sich teilweise in Zellen fanden,
kénnten membrandser Inhalt als Zeichen der Autophagie sein und somit als
Anhaltspunkt fir die Vitalitat der Zellen dienen (Gil-Perotin et al. 2013). Da
einzelne Zellorganellen zur Energierlickgewinnung autophagiert werden, kdnnte
das ein Hinweis auf die endogene Aktivitdt innerhalb der Spharen sein. Diese
Erscheinungen innerhalb der Vakuolen kdnnten degenerierte Mitochondrien
darstellen (Hua et al. 2007). Vor allem reaktive Sauerstoffradikale fiilhren zu
erheblichem Schaden im Mitochondrium (Reddy & Beal 2005), wodurch der
Organelltod herbeigefiihrt worden sein kénnte. Eine offensichtliche Verteilung der
betroffenen Zellen innerhalb der Spharen konnte nicht beobachtet werden.
Sowohl im Inneren der Sphére als auch in den auBeren Bereichen waren diese
Erscheinungen vorzufinden. Es lasst sich vermuten, dass die Kulturbedingungen
ausschlaggebend fir diese Verédnderungen sein kdnnten. Beim intrinsischen
Weg der Apoptose kodnnten die geschadigten Mitochondrien Ausléser des
Zelltods sein. Einzelne degenerierte Mitochondrien kénnten hingegen im
Rahmen des physiologischen Verbrauchs anfallen und keinerlei pathologische
Veranderungen bedeuten.

Die groBe Menge an Ribosomen lieB erkennen, dass die Zellen innerhalb der
Sphére aktiv Proteine zu synthetisieren schienen. Dicht beieinander liegende
Organellen des rauen endoplasmatischen Retikulums kdnnten dabei auf die
Nissl-Substanz neuronaler Zelllinien hinweisen. Somit kénnte diese Tatsache
Anhaltspunkte fir eine beginnende Reifung von Progenitorzellen innerhalb der
Sphare geben. Im Umkehrschluss kénnte man diese Zellen sicher als
Stammzellen ausschlieBen.

Die ultrastrukturelle Analyse der Zellen innerhalb der Sphéren des
Spiralganglions gab Hinweise darauf, dass eine endogene Aktivitat der Zellen
vorlag. Dies ware ein moglicher Beweis dafir, dass es sich um proliferative
Zellen handelt und somit um echte Spharen und nicht um ein willkirliches
Aneinanderlagern mitotisch inaktiver Zellen. Bedacht werden muss weiterhin,
dass die In-vitro-Kulturbedingungen Adaptationen hervorrufen kdnnten, die sich
in den Zellorganellen niederschlagen und damit ein nicht physiologisches Abbild
schaffen wirden.
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4.2.4 Wirkung von Wachstumsfaktoren auf spharenbildende Stammzellen

Es sollte untersucht werden, welche Wachstumsfaktoren die isolierten Zellen des
Spiralganglions zur Proliferation bewegen kénnen. Um die im Neurosphéaren-
Assay zugegebenen Wachstumsfaktoren zu testen, wurden die Faktoren bFGF,
EGF, IGF-1 und Heparansulfat einzeln oder in verschiedenen Kombinationen
miteinander getestet. bFGF stellte sich im Neurospharen-Assay bei Zellen des
Spiralganglions als potentester Proliferationsfaktor heraus. Obwohl HS bekannt
daftr ist, die Bindungsaffinitdt des bFGF zum Rezeptor und damit die
Proliferation zu erhéhen (Brickman et al. 1995; Ornitz & Leder 1992; Roghani et
al. 1994), zeigte dieser Effekt keinen signifikanten Unterschied zum Ansatz ohne
HS. EGF, bFGF und IGF-1 hatten bei neuralen Stammzellen des Gehirns eine
additive Wirkung auf die Proliferation (Arsenijevic et al. 2001; Tropepe et al.
1999), die bei den Zellen des Spiralganglions ebenfalls nicht beobachtet wurde.
EGF und IGF-1 zeigten in den Versuchen mit Stamm- und Vorlauferzellen des
Spiralganglions einen geringen stimulierenden Effekt auf die Spharenbildung im
Vergleich zur Kontrollgruppe. bFGF, bFGF mit HS und bFGF mit IGF-1 brachten
signifikant weniger Spharen hervor als die Kombination aller drei
Wachstumsfaktoren in Verbindung mit HS. Alle Gbrigen Bedingungen mit bFGF,
unabhangig davon, ob HS zugegeben wurde oder nicht, offenbarten keinen
signifikanten Unterschied zur Kombination aller Wachstumsfaktoren mit dem
Proteoglycan.

Mit der glykolysierten Form von Cystatin C wurde ein Co-Faktor entdeckt, der
auto- oder parakrin von Stammzellen sezerniert wird (Taupin et al. 2000). Dieser
Co-Faktor soll fur die Mitoseaktivitdt von bFGF verantwortlich sein (Taupin et al.
2000) und hatte auch bei den Zellen des Spiralganglions gewirkt haben kénnen.
In Kulturen von adulten Rickenmarkszellen hat ebenfalls ausschlieBlich bFGF
ohne die Zugabe von EGF eine positive Wirkung auf die Generierung neuraler
Stammzellen (Shihabuddin et al. 1997). Es bleibt die Frage bestehen, warum die
Zellen des Spiralganglions nicht wie die neuralen Stammzellen des Gehirns auf
die Faktoren EGF und IGF-1 ansprechen. Mdbglicherweise gibt es hier
Ahnlichkeiten zur Embryonalentwicklung des Telencephalons. Dabei wurde
vermutet, dass Zellen, die auf FGF ansprechen, unbekannte Faktoren
sezernieren, die dann eine weitere Zellpopulation herausbilden, wobei diese
wiederum auf ein EGF-Signal reagiert (Tropepe et al. 1999). Hierbei waren
Spharen auffallend, die hauptséchlich den EGF-Rezeptor oder liberwiegend den
FGF-Rezeptor aufwiesen (Tropepe et al. 1999).
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Ubertragen kénnte dies bedeuten, dass sich die neonatalen Zellen des
Spiralganglions in einer Art unreifem Stadium befinden und Rezeptoren fur
Wachstumsfaktoren nicht exprimiert werden. Damit ware die Reaktionslosigkeit
auf die Wachstumsfaktoren zu erklaren. Weshalb HS die Proliferation der
Stamm- und Vorlauferzellen des Spiralganglions nicht beeinflusst bleibt fraglich.
Uber die Bindung des bFGF an den FGF-Rezeptor-I kommt es zur Dimerisierung
des Rezeptors durch die Rezeptor-Tyrosinkinase (Heldin 1995). Die
anschlieBende Phosphorylierung fuhrt zur Aktivierung des MAP-Kinase- und des
PLCy-Signalwegs (Bazan et al. 2004). Bekannte Wirkungen des bFGF sind, wie
hier ebenso bestatigt wurde, die Proliferation und Beibehaltung eines
undifferenzierten Phanotyps (Kalyani et al.1997). Der Stammzellstatus bleibt dem
Anschein nach tber die Applikation von Wachstumsfaktoren erhalten (Doetsch et
al. 2002). Auch im Tiermodell erwies sich bFGF als proliferationssteigernd und
damit neurogenetisch (Wagner et al. 1999). Dies kdnnte eine wichtige
Eigenschaft zum Schutz vor Nervenschadigung darstellen (Wagner et al. 1999).
Eine leichte Tendenz lieB erkennen, dass die Verwendung von bFGF, EGF,
IGF-1 und Heparansulfat in Kombination miteinander die Proliferation steigert.
Diese Tatsache und die Vergleichbarkeit mit anderen Studien fUhrten zur
Entscheidung, jene Zusammenstellung den Versuchen als Standard zugrunde zu
legen.

Oshima et al. (2007a) stellten unter diesen Bedingungen fest, dass an DIV 7
Sphéren entstanden waren, die eine GréBe von anndhernd 100 um aufwiesen. In
den hier dargestellten Versuchen lag der Durchschnittswert der priméaren
Spharen bei 108 um, was gut mit diesen Befunden (bereinstimmt. Zudem konnte
hier gezeigt werden, dass Sphéren kontinuierlich vom ersten Kulturtag an
proliferierten, an GréBe, Volumen und Zellen dazugewonnen haben und
anhaltend wuchsen. Dieses Verhalten lieB sich auch nach Propagation in der
sekundaren und tertidren Spharengeneration beobachten.

4.2.5 Selbsterneuerung von Stammzellen

4.2.5.1 Propagation von Sphéren

Um zu beweisen, dass es sich bei den entstandenen flotierenden
dreidimensionalen Zellkugeln tatsdchlich um Spharen handelt, mussten sie der
Selbsterneuerung unterliegen, das heiBt propagierbar sein.
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Das Ersetzen von Trypsin zur Propagation durch einen Enzym-Mix wie Accutase,
der mit dem hier verwendeten Accumax vergleichbar ist, erzielt bei der
Spharenbildung eine héhere Uberlebensfahigkeit sowie eine schnelle
Revitalisierung nach der Dissoziation der Zellen (Wachs et al. 2003). Zu Beginn
des Neurospharen-Assays sind mehrere Sphéaren vorhanden, die ebenfalls aus
Vorlauferzellen hervorgegangen sein kénnten. Erst im Laufe mehrerer Passagen
erfolgt die Selektion auf Neurosphéren, die aus Stammzellen hervorgehen (Louis
et al. 2008). Da hohle Sphéren nicht tber die dritte Passage hinweg propagierbar
sind (Oshima et al. 2007a; Senn et al. 2007), fehlt ihnen die Eigenschaft zur
Selbsterneuerung. Hohle Spharen wurden daher nicht ndher charakterisiert oder
fur die vorliegenden Versuche benutzt. Somit lasst sich schlussfolgern, dass nur
bei soliden Sphéren von echten Sphéren gesprochen werden kann. Circa 98%
der Spharen des Spiralganglions sind solide (Oshima et al. 2007a), hohle
Spharen stellen daher einen vernachlassigbaren Anteil dar.

StandardméaBig werden Neurospharen des Gehirns nach spatestens 7 DIV
passagiert, da sich Uber diesen Zeitpunkt hinaus die metabolische Aktivitat und
die Proliferation reduziert (Xiong et al. 2011). Bei den Spharen des
Spiralganglions konnte in eigenen Experimenten beobachtet werden, dass
Spharen Uber 7 DIV hinweg vereinzelt sehr dichte, kleine Zellen enthielten, die
sehr wahrscheinlich auf apoptotische Zellen hinwiesen. Basierend auf diesen
Erkenntnissen wurden die Spharen des Spiralganglions nach spatestens 7 DIV
propagiert. Bei Spharen des Spiralganglions ist die Propagation bis hin zur 6.
beziehungsweise 7. Generation in der Literatur bereits beschrieben (Di Santo et
al. 2013; Oshima et al. 2007a). Durch die Propagation erfolgt eine starke
Selektion innerhalb der Zellpopulation, da nach Dissoziation der Neurosphéaren
eine Vielzahl der ausgesaten Zellen stirbt (Reynolds & Rietze 2005). Beim
Propagieren der Neurosphdren des Spiralganglions stellte sich in eigenen
Versuchen heraus, dass zu starke Trituration die Sphéarenbildung und
Proliferation stark hemmt. Zellen schienen dabei stark in Mitleidenschaft gezogen
zu werden bis hin zum Zelltod. Aus diesem Grund raten Oshima et al. (2009)
dazu, keine vollstandige Dissoziierung der Sphéaren durchzufihren, sondern
einzelne kleine Zellklimpchen in Kauf zu nehmen. Es gibt zudem die Forderung,
haufiger als zwei- oder dreimal passagierte Neurosphdren in Versuchen
einzusetzen, um das Kriterium der Selbsterneuerung zu gewahrleisten (Louis et
al. 2008; Reynolds & Rietze 2005; Reynolds & Weiss 1992).
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Da Sphéren innerhalb des Neurospharen-Assays ebenfalls aus Vorlauferzellen
hervorgegangen sein kénnten (Louis et al. 2008), wére es falsch, anhand der
Frequenz der Spharenbildung auf die Anzahl der Stammzellen zu schlieBen
(Reynolds & Rietze 2005). Dariiber hinaus existieren Untersuchungen, im
Rahmen derer festgestellt wurde, dass sich durch wiederholtes Passagieren die
Eigenschaften der Zellen verandern. Epigenetische oder genetische Instabilitat
sowie vermindertes Differenzierungspotential scheinen als Konsequenz der
Langzeitkultur von Sphéren aufzutreten (Morshead et al. 2002; Vukicevic et al.
2010). Diese Erkenntnis unterstreicht die Forderung nach Verwendung kurzzeitig
kultivierter Neurospharen, um mdgliche Anderungen der Eigenschaften zu
verhindern (Morshead et al. 2002; Vukicevic et al. 2010).

In den dargestellten Experimenten konnte die Propagation der Spharen des
Spiralganglions demonstriert werden, die auf die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
als wichtige Eigenschaft von Stammzellen hindeutet. AnschlieBend sollte
beurteilt werden, wie hoch die mitotische Aktivitdt der Zellen innerhalb der
Sphéare ist und welche Zellen den Stamm- und Progenitorzellmarker Nestin

exprimierten.

4.2.5.2 Markerexpression von Stammzellen

Da sich Stammzellen nicht Uber zuverlédssige, eindeutige Zellmarker identifizieren
lassen, bedient man sich anderer Marker, die mit den Eigenschaften von
Stammzellen direkt assoziiert erscheinen. Daher wurden in den vorliegenden
Versuchen BrdU, Ki-67 und Nestin zur genaueren Charakterisierung der Sphéaren
gewahlt. Verschiedene Arbeitsgruppen hatten bereits zu einem friheren
Zeitpunkt BrdU und Nestin bei Untersuchungen von Spharen des Spiralganglions
verwendet (Oshima et al. 2007a; Rask-Andersen et al. 2005; Zhang et al. 2011),
jedoch lediglich um zu zeigen, dass diese Marker exprimiert wurden. In den hier
vorgestellten Versuchen sollte der Anteil der positiven Zellen quantifiziert und im
Verlauf der Propagation beobachtet und quantifiziert werden. Um die
Proliferationsrate innerhalb der Sphéren zu bewerten, wurde ein BrdU-Assay
angewendet, der als Indikator diente, welche Zellen DNA im Zuge der Mitose neu
synthetisiert hatten. In der ersten Generation hatten circa dreiviertel aller
Spharenzellen BrdU inkorporiert, das heift die Teilung durchlaufen. In den
folgenden Generationen nahm dieser Anteil kontinuierlich ab. Als zu dissoziierten
Zellen des Corti-Organs an DIV 1 fir 24 Stunden BrdU hinzugefligt wurde,
inkorporierten circa 30% der Zellen BrdU (Malgrange et al. 2002).
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In diesem Fall war nur ein Teil der Zellen proliferativ, der Ubrige Teil sistierte. Bei
den Zellen des Spiralganglions wurde Uber 72 Stunden hinweg BrdU hinzugefiigt
und auch hierbei blieb ein Teil der Zellen mitotisch inaktiv.

Da Ki-67 keine ruhenden Zellen, solche, die sich in der G0-Phase befinden,
detektiert, war der Anteil der Ki-67-positiven Zellen innerhalb der Sphéare im
Vergleich zu BrdU geringer. Mit steigender Anzahl der Passagierdurchgénge
kam es zu einer Reduktion des Anteils der Ki-67-positiven, aktiv proliferierenden
Zellen. Durch die Fahigkeit der asymmetrischen Teilung neuraler Stammzellen
(Morshead et al. 1998) bleibt das mitotische Potential erhalten. Zwar scheinen
sich Stammzellen generell langsamer zu teilen als die Ubrigen Zellen, diese
Teilungsrate ist jedoch keine obligatorische Eigenschaft (Morrison et al. 1997).
Einerseits zeigten die BrdU- und Ki-67-Farbungen, dass die Zellen innerhalb der
Spharen nach Propagation weiterhin proliferierten, was eine wesentliche
Eigenschaft von Stammzellen darstellt, andererseits nahm der Anteil
proliferierender Zellen ab.

Nestin als Protein des Intermediarfilaments des Zytoskeletts wird sowohl von
Stammzellen als auch von Vorlauferzellen exprimiert (Lendahl et al. 1990) und
wurde daher zur Markierung dieser Zellen benutzt. Da in den vorliegenden
Versuchen die Anzahl der Nestin-positiven Zellen mit steigender Generation
abnahm, lasst sich mutmaBen, dass der Anteil der Stamm- und Vorlauferzellen
sinkt. Diese Erkenntnis liefert eine Erklarung dafiir, dass Spharen des
Spiralganglions lediglich bis zur 6. (Di Santo et al. 2013) oder 7. Passage
(Oshima et al. 2007a) Uberlebensfahig sind. Grinde hierfir kénnten in der
enzymatischen Dissoziierung im Zuge der Propagation liegen, die die Zellen
zunehmend schéadigt (Engstrom et al. 2002). Andererseits war es Oshima et al.
(2007a) nicht mdoglich, Spharen aus den Spiralganglien junger Mause zu
gewinnen, die 42 Tage alt waren. Dies kénnte ein Anzeichen dafir sein, dass die
Stamm- und Vorlduferzellen des Spiralganglions nur in den ersten Lebenstagen
vorhanden sind, eine begrenzte Vitalitat haben oder differenzieren. Daher kdnnte
dies bei Saugetieren einen wesentlichen Faktor im Unvermégen zur
Regeneration im Innenohr in vivo darstellen. Zellen mit Eigenschaften von
Stammzellen in Kulturen adulter humaner Hérnerven kdnnten Ubriggebliebene
Stammzellen darstellen, die aber weniger proliferieren (Martinez-Monedero &
Edge 2007). Die oben genannten Ergebnisse stehen im Konsens mit kultivierten
Sphéaren des Cochlea-Epithels.
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Dabei konnte kirzlich beobachtet werden, dass auch nach Propagation die
Eigenschaften als Stamm- und Vorlauferzellen beibehalten werden, wenn auch in
abnehmender Weise (Lou et al. 2013). Obwohl Spharen des Spiralganglions
lichtmikroskopisch in der priméren, sekunddren und tertidren Generation
morphologisch identisch erschienen, zeigten die Zellen dennoch erhebliche
Unterschiede im Expressionsmuster. Primére Spharen proliferierten starker und
exprimierten quantitativ mehr Nestin. Eine Vielzahl der Sphéaren in priméarer Kultur
stammt nicht von Stammzellen ab (Reynolds & Rietze 2005). Da durch die
Propagation eine Selektion auf Stammzellen stattfindet, kbnnte die Abnahme der
Nestin-Expression auf eine zunehmende Differenzierung der Progenitorzellen
hindeuten. Vorlduferzellen kdnnten dabei zwar noch zur Spharenbildung féhig

sein, aber weniger proliferieren aufgrund ihres weiteren Entwicklungsstadiums.

4.2.6 Klonalitat in verschiedenen Assays

Ein wesentlicher Kritikpunkt des Neurospharen-Assays stellt der unzureichende
klonale Ursprung der Neurosphéren dar (Coles-Takabe et al. 2008; Jessberger et
al. 2007; Singec et al. 2006). Durch die relativ hohe Zelldichte findet vermehrt
Aggregation statt. Daher schlagen Autoren, wie beispielsweise Kukekov et al.
(1999) den Gebrauch der Nomenklatur ,Kolonien* anstelle von Neurospharen
vor, da Sphéaren definitionsgemaB aus einer Einzelzelle hervorgegangen sein
sollten. Neurosphéren sind sehr motile Strukturen, die selbst bei niedrigen
Zelldichten passive Lokomotion zeigen (Coles-Takabe et al. 2008). Die
Betrachtung der Kulturen durch den Experimentator und die damit verbundene
Bewegung der Zellen verstarken diese Fusion (Coles-Takabe et al. 2008). Mittels
Zeitraffermikroskopie konnte gezeigt werden, dass bei Neurospharen aus
Hirnstammzellen eine Zeitspanne von wenigen Sekunden und der Abstand
weniger Mikrometer eine irreversible Adhasion bewirken (Ladiwala et al. 2012).
Bei Sphéaren des Spiralganglions wurde ebenfalls beobachtet, dass sie durch
amdboide Fortbewegung auBerst motil erschienen (Rask-Andersen et al. 2005).
Dies gibt bereits erste Hinweise auf die Tendenz zur Aggregation. Ungeachtet
dessen, ob einzelne Zellen oder Spharen miteinander aggregierten, waren haufig
Filopodien auf der Oberflache flr diese Fusion verantwortlich (Ladiwala et al.
2012). Die Fusion schien dabei losgeldst von der Zelldichte, der Verwendung
primérer oder passagierter Spharen oder anderer Kulturbedingungen zu sein
(Pastrana et al. 2011).
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Andere Studien zeigten, dass bei steigender Zelldichte und der daraus
resultierenden héheren Sezernierung von Faktoren durch Zellen die Proliferation
gesteigert wird (Tropepe et al. 1999). Eine hohe Zelldichte scheint die
Proliferation durch Nutzung dieser Effekte zu férdern, besser als wenige, stark
verstreute Zellen. Bei Stammzellen des Gehirns konnte bereits gezeigt werden,
dass sowohl hohe Zelldichten, die Bewegung der Platten und die Verwendung
sekundarer statt primérer Sphéren die Entstehung chimarer Spharen begunstigt
(Mori et al. 2006; Coles-Takabe et al. 2008). Bereits nach 24 Stunden zeigte sich
eine erste Aggregation (Jessberger et al. 2007). In den zugrunde liegenden
Versuchen mit Spharen des Spiralganglions konnte gezeigt werden, dass selbst
eine sehr geringe Zelldichte von 0,5 Zellen/ul die Aggregation der Spharen nicht
vollstandig verhindert. Bei geringen Zelldichten war der Anteil der chimaren
Spharen im Vergleich zu héheren Zelldichten dennoch geringer. Zudem konnte
ein Unterschied zwischen den Generationen festgestellt werden. Primére
Sphéaren neigten deutlich seltener zu Fusion als sekundare Spharen. Auch die
Kultivierungsdauer stellte sich als wesentlicher Parameter der Aggregation
heraus. Bei geringen Zelldichten zeigte sich in der primaren Generation eine
héhere Anzahl an klonalen Sphéaren an DIV 3 als an DIV 7. Selbst nachdem
Spharen lediglich Gber Nacht in einer Kulturschale zusammen kultiviert wurden,
zeigte sich eine beachtliche Konglomeration. Die exakte Festlegung einer
klonalen Zelldichte, das heiBt einer Zelldichte, die keinerlei chimare Sphéren
hervorbringt, ist somit von vielerlei Faktoren abhangig und &uBerst schwierig.
Vergleicht man die hier erzielten Ergebnisse mit Untersuchungen der Klonalitat
bei Neurospharen des Gehirns (Coles-Takabe et al. 2008; Chaddah et al. 2012)
ist auffallend, dass die Spharen des Spiralganglions scheinbar haufiger zur
Chimérenbildung neigen. Allerdings muss bedacht werden, dass teilweise keine
exakten Kriterien in der Beschreibung der Versuche genannt wurden, ab welcher
GréBe Kolonien als Spharen gezahlt wurden und ab wann eine Sphare als
chimér galt (Chaddah et al. 2012). In den zugrunde liegenden Versuchen wurde
sowohl die GréBe der Spharen mit 40 um festgelegt als auch das Kriterium fir
Chimérismus genau definiert. Eine Sphére galt als nicht klonal, das heiBt chimar,
sobald eine einzige Zelle darin oder daran in abweichender Form fluoreszierte
als der Ubrige Teil der Spharenzellen. Diese strikte Festlegung brachte mit sich,
dass eine sonst klonal entstandene Sphére, die ausschlieBlich ein einziges
Fluorophor exprimierte, durch Anlagern einer anders fluoreszierenden Zelle zu

einer Chimare wurde.
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Doch selbst die unterschiedliche Kennzeichnung zweier Marker kénnte die
Haufigkeit der Konglomeration noch unterschatzen, da sowohl ausschlieBlich
GFP-positive Spharen einzelne GFP-Zellen beinhalten kénnten als auch DsRed-
Sphéren angeheftete DsRed-Zellen (Singec et al. 2006).

Mori et al. (2006) zeigten, dass bis zu 36 Stunden nach Kultivierungsstart einer
Einzelzellsuspension fast ausschlieBlich Einzelzellen entweder mit anderen
Einzelzellen oder mit Aggregaten fusionierten. Danach kam es vermehrt zur
Aggregation ganzer Zellkolonien. Ein Modell der Neurosphéarenentstehung
besagt, dass sich zwar einzelne Zellen teilen und klonal wachsen, aber Gber Zell-
Zell-Interaktionen wahrend der Aggregation Signale freigesetzt werden, die
wiederum zur Mitose anregen (Mori et al. 2006). Somit scheint die Neurosphéare
sowohl durch Teilung selbst als auch durch die freigesetzten Signale nach
Konglomeration zum Wachstum angeregt zu werden (Mori et al. 2006). Nattrlich
ware eine geringe Zelldichte fir die Entstehung klonaler Spharen notwendig,
wenn auch weitaus weniger effektiv.

Die Aussaat niedriger Zelldichten in semisoliden Medien bietet eine gute
Md&glichkeit, um eine geringe Anzahl von Spharen zu erhalten. Hierbei kann nie
vollig sichergestellt werden, dass die entstandenen Sphéren vollstéandig klonalen
Ursprungs sind. Zellen kénnten direkt nebeneinander zum Liegen kommen und
allméahlich fusionieren. Durch die Aussaat von Einzelzellen zu Beginn, die
geringe Zelldichte sowie die Unterbindung von Zellmigration innerhalb des
semisoliden Mediums wird die Aggregation jedoch relativ unwahrscheinlich und
die Spharen werden Uberwiegend klonalen Ursprungs sein (Kukekov et al. 1999;
Louis et al. 2008). Weiterhin stellt die Propagation der Spharen im semisoliden
Medium eine Herausforderung fur den Experimentator dar. Im kollagenhaltigen
Medium entstandene Kolonien werden Uber feine Scheren herausgeschnitten,
enzymatisch gelést und Uber die mechanische Trituration vereinzelt. Die GrdBe
der Kolonien, die meist nur mikroskopisch erkennbar sind, die Art der
Instrumente und die Feinmotorik des Ausfiihrenden tragen wesentlich zum Erfolg
dieser Methode bei. Diese Methode bietet den Vorteil, die Anzahl der
Stammzellen ermitteln zu kdnnen (Louis et al. 2008). Der Kollagen-basierte
Assay erlaubt es, anhand der GréBe von Neurospharen, Ruckschlisse auf den
Ursprung der Spharen zu ziehen. Fir neurale Stammzellen des Gehirns konnte
eine MindestgroBe der Spharen festgelegt werden, die sich anhand von
mindestens sieben Passagierdurchlaufen und dem Differenzierungspotential als
verldssliches Kriterium herausgestellt hatte (Louis et al. 2008).
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Sehr groBe Kolonien stammten dabei von Stammzellen ab, kleinere Kolonien
gingen auf Progenitorzellen zurtick. Da die Vorlauferzellen Uber ein limitiertes
Proliferationspotential verfligten, erreichten sie nicht die Gr6Be von Sphéaren, die
aus Stammzellen entstanden (Louis et al. 2008). Fir die Stamm- und
Vorlauferzellen des Spiralganglions ist es notwendig, diese Merkmale in
zuklnftigen Studien noch genau zu definieren. Die GrdBenunterschiede der
entstandenen Spharen geben erste Hinweise darauf, dass das hohe
Proliferationspotential als Eigenschaft von Stammzellen gewertet werden kdnnte.
Dabei muss bedacht werden, dass die Gr6Be der Spharen nicht allein vom
Potential der Zelle selbst abhangig ist, sondern auch eine Reaktionsfahigkeit auf
Wachstumsfaktoren darstellen kdnnte. Zudem kénnten Stammzellen weniger
teilungsaktiv sein und somit nicht die Mdglichkeit besitzen, groBe Kolonien zu
bilden (Pastrana et al. 2011).

Der einzig zuverlassige Nachweis von Kilonalitdt stellt die Aussaat einer
Einzelzelle pro Well dar (Engstrom et al. 2002; Mori et al. 2006; Singec et al.
2006). Im Einzelzell-Assay sind die sich entwickelnden Sphéaren obligat klonal, da
eine einzelne Zelle vollig isoliert kultiviert wird. Einzelne Stammzellen des
Spiralganglions zeigten in vélliger Isolation die Fahigkeit zur Spharenbildung.
Diese Eigenschaft lieB sich sowohl bei primaren als auch bei sekundaren
Sphéren bestatigen. Durch die Anwendung des Einzelzell-Assays konnte
bewiesen werden, dass Neurosphdren des Spiralganglions klonal wachsen
konnten. Auffallig war, dass die nach DIV 14 gebildeten Sphéaren
unterschiedliche Durchmesser auswiesen. Dies konnte ein weiterer
Anhaltspunkt daflir sein, dass die Spharen des Spiralganglions teilweise aus
Vorlaufer- oder Stammzelle entstanden sind und (ber die GroBe der Spharen am
Ende der Inkubation unterschieden werden kénnten.

Wenngleich parakrine Effekte die Zellen zur Proliferation stimulieren kénnen, sind
diese in vitro offensichtlich nur fakultativ notwendig. Die Wachstumsfaktoren im
Medium schienen die stimulierenden Effekte anderer Zellen partiell ersetzen zu
kénnen. Somit konnte bewiesen werden, dass die Stamm- und Vorlauferzellen
des Spiralganglions zu klonalem Wachstum beféhigt sind. Aus der Frequenz der
Neurosphérenbildung im Einzelzell-Assay Rickschlisse auf die Zahl der
Stammzellen zu ziehen wére allerdings falsch. Durch das Fehlen parakriner
Effekte kdnnte das Potential von Stammzellen zur Spharenbildung negativ
beeintrachtigt sein.
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Oshima et al. (2007a) postulierten, dass innerhalb der Zellsuspension, die aus
dem Spiralganglion im Alter der hier verwendeten Versuchstiere gewonnen wird
etwa jede 103. bis 170. Zelle eine Sphére bildet und zog damit Riickschlisse auf
das Potential der Zellen zur Sphérenbildung. Andere Forscher warnen allerdings
davor, dass nicht jede Neurosphéare auf eine Stammzelle zuriickzuflihren ist, da
gezeigt werden konnte, dass die Mehrzahl der Sphéren nicht von Stammzellen
abstammt, sondern von Progenitorzellen (Reynolds & Ritze 2005). Da die
Entstehung von Sphéaren innerhalb des Einzelzell-Assays ein seltenes Ereignis
darstellt, ist diese Methode wenig geeignet, um an den Spharen forschen zu
kénnen. Obwohl die entstandenen Spharen durch ihre Reinheit gute
Studienobjekte darstellen, ist deren Genese vielmehr ein seltenes Ereignis. Die
Platzierung von Einzelzellen in Wells Uber Cell-Sorting, ohne vorherige
Markierung der Zellen, fihrte in eigenen Versuchen zu keinem
zufriedenstellenden Ergebnis. Teilweise kontaminierten die Platten und zudem
fand kein Wachstum statt. Vermutlich waren die Dauer der Prozedur und die
schlechten Umgebungsbedingungen waéahrenddessen Faktoren, die zur
Schéadigung und Beeintrachtigung der Zellen fihrten.

Trotz kritischer Aspekte ist der Neurospharen-Assay eine gute Methode zur
Isolierung und Propagation neuraler Stammzellen (Reynolds & Rietze 2005). Die
Generierung einer Vielzahl von Sphéren ist damit sehr gut mdglich, wenn gleich
eine Aggregation nie sicher ausgeschlossen werden kann und damit die
Klonalitét der entstandenen Sphéren in Frage gestellt werden muss.

4.2.7 Multipotenz von Stammzellen

Nachdem bereits die Selbsterneuerung der Sphéren des Spiralganglions gezeigt
und die Proliferation Uber Generationen hinweg anhand von Markern
nachvollzogen wurde, folgte eine Untersuchung der Multipotenz der Zellen. Uber
die neuronalen Marker TUJ und MAP2 sowie den Gliazellmarker GFAP konnte
die Differenzierung in reife Zelltypen bestéatigt werden.

Der Entzug von Wachstumsfaktoren und die Migration der Zellen aus dem
Verband der Sphére heraus induziert die Differenzierung in reife Zelltypen
(Reynolds und Weiss 1992). Diese Form des Auswanderns kann mit der
sogenannten ,,Chain migration® verglichen werden (Lobo et al. 2003). Die ,Chain
migration“ beschreibt die Wanderung der dicht aneinander gelegenen,
langgestreckten Neuroblasten von der SVZ zum Bulbus olfactorius entlang einer
genau definierten Bahn, dem rostralen Wanderungsstrom (Lois et al. 1996).
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Da die Neuroblasten nicht durch Fasern von Zellen gelenkt werden und kein
leitendes GerUst vorhanden ist, kann diese Migration mit der Auswanderung der
Zellen aus der Sphare heraus verglichen werden (Lobo et al. 2003). Wéhrend der
Differenzierung in sensorische Neurone durchlaufen die Stammzellen die
verschiedenen Stufen embryonaler Vorlduferzellen im Verlauf der Entwicklung
des Innenohrs (Martinez-Monedero et al. 2008). Beim Auswachsen zu einem
Monolayer kann das Zentrum der urspriinglichen Sphére auch nach Flachwerden
aus mehreren Schichten bestehen (Bez et al. 2003).

Aufgrund vorausgegangener Studien wurden BDNF und NT-3 in Kombination
miteinander verwendet, um die Differenzierung in Neurone zu unterstitzen
(Oshima et al. 2007b). Dem therapeutischen Einsatz dieser Neurotrophine, die
die Zellproliferation, die Differenzierung und das Uberleben der Neurone férdern
(Huang & Reichardt 2003), stehen dennoch Bedenken gegentber. Da der Trk-
Signalweg bei der Tumorentstehung ebenfalls eine bedeutende Rolle einnimmt,
muUsste dies in die Erwagungen der klinischen Anwendung einbezogen werden
(Nakagawara 2001). Allerdings steht diesen Zweifeln gegeniber, dass
differenzierte Zellen nicht weiter proliferieren und daher die Tumorbildung sehr
unwahrscheinlich wirde.

Als neuronenspezifisches B-Ill Protein von Mikrotubuli (Lee et al. 1990) wurde
TUJ von mehreren Forschergruppen als Marker fur Neurone in Differenzierungs-
kulturen von Spharen des Spiralganglions verwendet (Di Santo et al. 2013;
Oshima et al. 2007a; Rask-Andersen et al. 2005; Senn et al. 2007; Zhang et al.
2011). Zusatzlich zu TUJ wurde in den dargestellten Versuchen MAP2 als
neuronaler Marker verwendet. MAP2 ist als Mikrotubulus assoziiertes Protein
ebenfalls Teil des neuronalen Zytoskeletts (Sloboda et al. 1975) und wurde daher
als neuer neuronaler Marker fir die differenzierten Sphérenzellen des
Spiralganglions beschrieben und quantifiziert. Entgegen der erwarteten Farbung,
war das MAP2-Signal in den dendritischen Fortsatzen nicht wahrnehmbar,
sondern lediglich im Perikaryon, was bereits von Rak et al. (2011) als
Abweichung beschrieben wurde.

Die Vergleichbarkeit mit anderen Studien ist nur eingeschrankt méglich. In jenen
Studien mit Versuchen zur Differenzierung von Spharen des Spiralganglions
wurde die genaue Anzahl der ausplattierten Sphéaren oder die GrdBe
beziehungsweise Zellzahl des ausgezahlten Feldes nicht benannt (Senn et al.
2007; Rask-Andersen et al. 2005). Zudem wurden MAP2-positive Zellen und
nicht TUJ-positive Zellen quantifiziert.
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Da in den vorliegenden Versuchen alle Zellen eines Wells ausgewertet wurden
und nicht lediglich wenige zufallig gewahlte Felder (Di Santo et al. 2013; Oshima
et al. 2007b), kénnen die vorliegenden Daten als exakter betrachtet werden.
Somit kdnnen subjektive Entscheidungen des Experimentators bei der Wahl
zufalliger Areale ganzlich ausgeschlossen werden und machen die Auszahlung
objektiver. Rask-Andersen et al. (2005), Senn et al. (2007) und Di Santo et al.
(2013) gaben ebenfalls nicht an, ob alle TUJ-positiven Zellen gezahlt wurden
oder wie bei Oshima et al. (2007b) nur diejenigen TUJ-positiven Zellen, die eine
neuronale Morphologie aufwiesen. Abweichungen der Zahlen der gefundenen
neuronen- und gliadhnlichen Zellen in den genannten Studien im Vergleich zu
den hier dargelegten Versuchen erscheinen daher plausibel. Ubereinstimmend
mit vorherigen Studien zeigte die Mehrzahl der Zellen in Differenzierungskulturen
weder ein GFAP-positives noch ein MAP2- bzw. TUJ-positives Signal (Oshima et
al. 2007b).

MOSP als Oligodendrozyten-spezifischer Marker konnte bei den Zellen des
Spiralganglions nicht nachgewiesen werden. Da Oligodendrozyten im ZNS
lokalisiert sind und das Innenohr zum peripheren Nervensystem zahlt, scheint
diese Tatsache nachvollziehbar. Daher erscheint es plausibel, dass kein
Oligodendrozyten-spezifisches Signal in differenzierten Sphérenzellen des
peripheren, nicht zentralen Teil dieses Nervengewebes entdeckt werden konnte.
Zellen des Spiralganglions scheinen somit in Zellen ihres Ursprungsgewebes und
nicht in alle Typen der glialen Linie differenzieren zu kénnen. Senn et al. (2007)
beschrieben bereits, dass die Multipotenz von Zellen des Spiralganglions in vitro
eingeschrankt sei, was durch die hier dargestellten Versuche unterstrichen wird.
GFAP ist zwar eher ein klassischer Marker der Astrozyten des ZNS, wird jedoch
auch von Schwann- und Satellitenzellen im neonatalen Innenohr exprimiert (Rio
et al. 2002). Die in Kultur entstandenen Schwannzellen tragen durch ihre
erndhrende Funktion zum Uberleben der kultivierten Spiralganglionneurone bei
(Hansen et al. 2001) und sind daher wichtige Komponenten der Differenzierungs-
kulturen.

Bei differenzierten Sphéaren des Spiralganglions aus adulten Meerschweinchen
konnten  bereits BrdU-GFAP- und BrdU-TUJ-doppelt-positive  Zellen
nachgewiesen werden (Rask-Andersen et al. 2005). Dieses Phanomen der
Neubildung von nerven- und gliazelldhnlichen Zellen konnte in den vorgelegten
Versuchen erstmals auch fir Zellen des Spiralganglions neonataler Mause

nachgewiesen werden.
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Somit wurde der Beweis geliefert, dass die neuronen- und gliadhnlichen Zellen
nach vorheriger Proliferation von Zellen hervorgegangen und damit neu
entstanden waren. Phanotypisch schienen die durch Mitose entstandenen Zellen
daher Neurone und Gliazellen zu sein.

Einerseits gab die Darstellung der Proteinexpression mittels Immunhistochemie
Hinweise darauf, dass die entstandenen Zellen von maturer Zellstruktur waren.
Andererseits deutete die Morphologie in elektronenmikroskopischen Bildern auf
Nerven- und Gliazellen hin. Dabei lagen neuronendhnliche Zellen haufig in
direktem Kontakt zu gliazelldhnlichen Zellen, die auch in vivo auBerst enge
Verbindungen miteinander eingehen. Zudem konnten interneuronale Zell-Zell-
Verbindungen, wie beispielsweise dendro-dendritische oder axo-somatische
beziehungsweise dendro-somatische Kontakte, detektiert werden. Diese lassen
sich ebenfalls in vivo als Synapsen zwischen Neuronen wiederfinden.
Vorwiegend wurden bipolare Nervenzellen entdeckt, die in vivo hauptsachlich im
Innenohr wiederzufinden sind (Engstrém & Sjéstrand 1954). Dabei dockt der
periphere Dendrit an den Haarzellen an, der zweite Auslaufer verlauft nach
zentral.

Differenzierte Innenohrstammzellen exprimieren sowohl neuronale Marker und
zeigten ebenfalls elektrophysiologische Aktivitat (Martinez-Monedero et al. 2008).
Die Tatsache, dass aus Sphérenzellen Neurone entstehen kénnen, die
elektrophysiologisch aktiv sind, wecken therapeutische Hoffnungen, die
Stammzellen in vivo zur Differenzierung und zur Erneuerung geschéadigter oder

abgestorbener Neurone anregen zu kdnnen.

4.3 Ausblick

Mit der Mdglichkeit, Stammzellen des Spiralganglions in vitro isolieren und in
Neurone differenzieren zu kénnen, werden neue Wege der pharmakologischen
Forschung eréffnet. Denkbar erscheinen Tests neuer Medikamente, die
Signalwege beeinflussen und die Entstehung neuer Nervenzellen in Gang
bringen. Therapien, basierend auf der Transplantation von Stammzellen, kénnten
maoglicherweise degenerierte Neurone erneuern oder zumindest die verbliebenen
Neurone erhalten, was gerade im Hinblick auf Cochlea-Implantate von immenser
Bedeutung waére. Eine mogliche Gefahr der Implantation pluripotenter
embryonaler Stammzellen ware die Induktion der Tumorbildung (Thinyane et al.
2005). Daher wird die biologische Sicherheit transplantierter Zellen und damit
deren Therapiemdglichkeiten in Frage gestellt.
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Das Potential der Tumorigenitat scheint mit dem Potential der implantierten
Zellen assoziiert zu sein, da differenzierte Zellen weniger tumorigen erscheinen
als pluripotente embryonale Stammzellen (Fukuda et al. 2006). Somit bilden
gewebsspezifische multipotente Stammzellen weitaus seltener Teratome
(Placzek et al. 2009). Da die Stamm- und Progenitorzellen des Spiralganglions
bei einer Transplantation gewebsspezifisch eingesetzt wirden und multipotente
neurale Vorldufer darstellen, machen diese Faktoren eine unkontrollierte
Wucherung sehr unwahrscheinlich.

Beim Versuch der Transplantation liegt die erste zu Gberwindende Hirde in der
schweren Zugéanglichkeit der Cochlea in ihrer Kapsel. Wirde die Transplantation
von Stammzellen ins Innenohr funktionieren, missten sich die Zellen Uber den
gesamten Raum der Scala media verteilen, Uberlebensfahig bleiben und zu
ihrem definierten Ziel hin auswachsen kénnen. Das gerichtete Wachstum ware
von einer Reihe von Signalmolekilen abhangig, um die Signale der Haarzellen
verarbeiten und weiterleiten zu kdénnen. Neurone, die sich aus Stammzellen
entwickelt hatten, wiesen bei Untersuchungen an Tiermodellen im Innenohr die
Fahigkeit zu gerichtetem Wachstum hin zu den Haarzellen des Corti-Organs auf
(Corrales et al. 2006).

Forschungsprojekte, die auf Bedingungen des gerichteten Wachstums
fokussieren, sind im Hinblick auf Cochlea-Implantationen von groBer Bedeutung,
da hierlber Neuritenwachstum zu den stimulierenden Elektroden erreicht werden
kénnte. Dabei kdnnten Neurotrophine, wie BDNF und NT-3 appliziert werden, da
diese als Lockstoffe zum Auswachsen von Neuriten dienen (Pirvola et al. 1992).
Doch auch ohne die Cochlea-Implantation wéare eine Stimulation von
Vorlauferzellen durch Neurotrophine zur neuralen Erhaltung bei schwerhdrigen
Menschen denkbar (Rask-Andersen et al. 2005).

Weiterhin ware es Uberaus wichtig, zusétzliche Experimente durchzufiihren, um
zwischen Stamm- und Vorlauferzellen differenzieren zu kénnen. Hochinteressant
erscheint dabei, wie hoch der tatsachliche Anteil der Stammzellen im neonatalen
Innenohr ausféllt und wie viele Progenitorzellen vorhanden sind. Denn
letztendlich waren eher Stammzellen Mittel der  Wahl far
Transplantationsversuche. Einerseits kdnnten hierzu weitere Proteinmarker
herangezogen werden, die mit Stammzellen assoziiert erscheinen, wie z.B.
CD143. Da Nestin nicht zwischen Stamm- und Vorlauferzellen unterscheidet,

ware die Untersuchung weiterer Marker sinnvoll.
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Andererseits kdénnten Uber die Verwendung des Kollagen-Assays Kriterien
festgelegt werden, die zwischen Progenitor- und Stammzellen des
Spiralganglions unterscheiden, wie dies bereits fir Stamm- und Vorlauferzellen
des Gehirns mdglich ist (Louis et al. 2008).

Die Entwicklung von Methoden, die auf die Aufreinigung des murinen
Spiralganglions fokussieren, ware zudem Uberaus sinnvoll. Denn bislang ist es
bei M&usen nicht mdglich die Neurone des Spiralganglions ohne den ihnen
anhaftenden Modiolus zu isolieren. Damit sind neben neuralen Zellen stets
Osteoblasten und  Osteozyten  enthalten, die die  gewlnschte
Stammzellsuspension  verunreinigen. Doch Stammzellen kénnen nicht
ausschlieBlich in vitro analysiert und studiert werden (Pastrana et al. 2011),
weshalb In-vivo-Versuche unumgéanglich sein werden.

Da der Weg zum therapeutischen Einsatz von Stammzellen noch viele Hirden
beinhaltet, wird es vermutlich noch Jahrzehnte bis zu deren Einsatz dauern
(Oshima et al. 2010). Solange werden Cochlea-Implantate weiterhin der
Goldstandard zur Behandlung von Schwerhérigkeit bleiben. Auch bei dieser
Technik gibt es kontinuierlich Fortschritte und Weiterentwicklungen auf dem Weg
zum  bestmdglichen  Behandlungserfolg.  Spiralganglionneurone  werden
beispielsweise durch die Bildung fibrésen Gewebes geschadigt, das aufgrund
einer Entzindungsreaktion entsteht (Shepherd et al. 1983). Daher ist die
schonende, aseptische Operationsmethode mit hoher Materialvertraglichkeit von
enormer Bedeutung und verdeutlicht von wie vielen Faktoren der Erfolg einer

Implantation beeinflusst werden kann.
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5 Zusammenfassung

Uber die Mikrodissektion des Spiralganglions und die Kultivierung der Zellen
konnten sphéarenbildende Stamm- und Vorlauferzellen isoliert werden. Diese
Neurosphéaren wurden anhand ihrer Morphologie, der Proliferationsaktivitat und
Expression von Nestin bis zur tertidren Generation naher charakterisiert.
Morphologisch zeigten sich innerhalb der Spharen kaum Unterschiede. Anhand
der Proliferation und Expression von BrdU und Ki-67 stellte sich heraus, dass
Sphéren bis hin zur tertidaren Generation mitotisch aktiv sind und den Stamm-
und Progenitorzellmarker Nestin exprimieren.

Des Weiteren waren einzelne Stammzellen des Spiralganglions zu klonalem
Spharenwachstum in der Lage. Einen enormen Einfluss auf die Klonalitdt von
Sphéaren hatten der Versuchsaufbau sowie der Experimentator. Durch Bewegung
der Platten, hohe Zelldichte, lange Kultivierungsdauer und Verwendung
sekundéarer anstelle primarer Spharen konnte das klonale Wachstum von
Spharen negativ beeinflusst werden. Uber die Einschrénkung der Beweglichkeit
von Zellen und der Unterbindung von Konglomeration in Form semisolider
Medien konnte diese Anféalligkeit fur Chimarismus stark reduziert werden. Selbst
bei Platzierung einer Einzelzelle pro Well zeigten die Zellen des Spiralganglions
in vollstédndiger Isolation zu anderen Zellen die F&higkeit der Sphéarenbildung.
Zell-Zell-Interaktionen schienen daher kein obligater Parameter flir die
Generierung klonaler Spharen zu sein.

Neuronale und gliale Zellen differenzierten aus aktiv durch Teilung entstandenen
neuen Zellen und wurden Uber Marker detektiert. Diese Multipotenz ist eine
weitere wichtige Eigenschaft von Stammzellen. Die Morphologie dieser Zellen
gab weitere wichtige Hinweise darauf, dass Neurone und Gliazellen aus
Sphérenzellen entstehen kénnen.

Die dargelegten Versuche zeigen, dass das neonatale Spiralganglion
Stammzellen enthalt, die die definierenden Eigenschaften von Stammzellen
aufweisen (McKay 1997). Sie verfligen Uber ein hohes proliferatives Potential,
sind zur Selbsterneuerung féhig und kénnen in reife Zelltypen des Innenohrs
ausdifferenzieren. Diese Charakteristika zeigen, dass im neonatalen
Spiralganglion die Fahigkeit zur Regeneration durch Stammzellen vorhanden
sein kdnnte. Mit der Méglichkeit, diese Zellen zu isolieren und zu differenzieren,
werden neue therapeutische Wege eroffnet.
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6 Summary

Sphere-forming stem- and progenitor cells could be isolated by microdissection
of the spiral ganglion and cultivation of these cells. The neurospheres were
characterized based on morphology, proliferation and expression of nestin until
the third generation. Morphologically hardly any difference could be detected.
Proliferation and expression of Ki-67 and BrdU revealed that spheres are not just
mitotically active until the third generation but also express the stem- and
progenitor cell marker nestin.

Moreover, solely stem cells of the spiral ganglion were able to grow clonally. A
huge influence on clonality of spheres had the experimental conception as well
as the experimenter. Motion of the plates, high cell density, long cultivation
duration but also the usage of secondary instead of primary spheres had a
negative impact on the clonal growth of spheres. Restricted motility of cells and
the restraint of conglomeration, using semisolid media, resulted in less
chimerism. Even if just a single cell was placed per well, cells of the spiral
ganglion did not lose the ability for sphere formation. Cell-cell-interaction did not
seem to be an obligated parameter for the creation of clonal spheres.

Neuronal and glial cells differentiated from mitotically active, newly emerged
cells, these were detected with markers. This multipotency is another main
feature of stem cells. The morphology of these cells indicated that neurons and
glial cells can be generated from sphere cells.

Presented experiments showed that the neonatal spiral ganglion contains stem
cells, displaying defining features of stem cells (McKay 1997). They possess a
high proliferative potential, the capacity for self-renewal and they can differentiate
into mature cells of the inner ear. These characteristics reveal that the neonatal
spiral ganglion potentially could have the ability for the regeneration by stem
cells. The opportunity to isolate and differentiate those cells will open new
therapeutic ways.
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