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1.1 Die Kklinische Bedeutung des cerebrovaskularen Insultes

1 Einleitung

1.1 Die klinische Bedeutung des cerebrovaskularen Insultes

Der Schlaganfall ist ,,ein Krankheitsbild, bei dem sich die klinischen Zeichen einer fokalen
oder globalen Stérung zerebraler Funktionen aufgrund akuter Durchblutungsstérungen rasch
bemerkbar machen, mindestens 24 Stunden anhalten oder zum Tode fiihren und offensichtlich
nicht auf andere als vaskulare Ursachen zurlckgefuhrt werden kénnen (Definition der WHO
von 1978). In 80 % der Félle wird der Schlaganfall von einem Thrombus hervorgerufen.

Gegenwartig spielen cerebrovaskulare Erkrankungen, insbesondere der Cerebrovaskulare
Insult (CVI), in den westlichen L&ndern sowohl im medizinischen, als auch im
wirtschaftlichen Bereich eine grolie Rolle. Zwar kam es im Zeitraum von 1970 bis 1994 in
Osterreich, einem gesundheitsékonomisch vergleichbaren Land zur BRD, zu einer Senkung
der Mortalitat um 50% auf ca. 100 pro 100 000 Einwohner (Brainin et al., 2003), jedoch hat
in den letzten Jahren die Inzidenz in den Industrielandern Mitteleuropas leicht (auf 200-300
pro 100 000 Einwohner) und in Entwicklungsldndern dramatisch zugenommen. Sie stellen
mit etwa 12% nach cardiovaskuléren Erkrankungen (ca. 36%) und Neoplasien (ca. 24%) die
dritthdufigste Todesursache dar. Sowohl die Tatsache, dass die Mortalitdt in
Entwicklungslandern teilweise um den Faktor 10 hoher liegt als auch das Ergebnis der
»,Global Burden of Desease-Studie®, die die cerebro- und cardiovaskuléren Erkrankungen im
Jahr 2020 als die fuhrenden Todesursachen einstuft, sind alarmierend.

In Osterreich, als einem zu Deutschland in Bezug auf das Gesundheitswesen vergleichbarem
europdischen Land, geht man von einer Prdvalenz von 6-8 pro 1000 Einwohner aus
(ca. 60 000 insgesamt), von denen etwa ein Drittel maRig bis schwer behindert sind und damit
auf soziale Hilfsdienste und Therapieeinrichtungen angewiesen sind. Pro Patient werden tber
15 Jahre gemittelt etwa 60 000 € direkte Kosten hervorgerufen, zuzlglich der Ausfélle der
eigenen Produktivitdt, wie auch der der pflegenden Angehorigen. Somit stellt der
cerebrovaskulare Insult mit seinen Folgen einen bedeutenden gesundheitsbkonomischen
Faktor dar.



1.2 Plastizitat des ZNS

1.2 Plastizitat des ZNS

1.2.1 Wahrend der Neuroembryogenese

Die Differenzierung des Zentralnervensystemes von Saugetieren findet in einem friihen
Stadium der Embryogenese statt, das sich der Differenzierung der drei Keimbléatter anschlief3t.
Das ZNS entwickelt sich aus dem Neuroektoderm, der ,,Neuralplatte, die entlang des
dorsalen Medians des Embryos zu finden ist. Durch Proliferation kommt es zur Ausbildung
des Neuralrohres, aus dessen Hohlraum sich das Ventrikelsystem des ZNS entwickelt. Aus
einer einzelnen Zelllage von Vorlauferzellen entwickeln sich sowohl Neurone als auch
Gliazellen des ZNS. Zunichst findet eine symmetrische Zellteilung zur Zunahme der
Zellmasse, spater eine asymmetrische Zellteilung zur weiteren Differenzierung der Zelltypen
statt. Im weiteren Verlauf kommt es zur Wanderung von differenzierten Neuronen, teilweise
entlang glialer Zellfortsatze. Stammzellen verbleiben ruhend entlang der Basalmembran.
Durch ein komplexes Zusammenspiel von Transkriptionsfaktoren und extrinsischen Signalen
kommt es initial zur vermehrten Neurogenese und zu einer Supprimierung der Entstehung
glialer Zellen. Spater, wenn genugend Neurone gebildet wurden, kommt es zur Enthemmung

der Gliogenese und zur Heranreifung des Hirngewebes.

1.2.2 Im adulten Organismus

Die Plastizitat des adulten Gehirnes in S&ugetieren erscheint sehr eingeschrankt. Versuche
zeigen, dass sich Neubildungen aus adulten Stammzellen vor allem auf zwei Hirnregionen
konzentrieren. Innerhalb des Hippocampus im Bereich des Gyrus dentatus findet eine
stdndige Regeneration der Kornerzellen statt (Altmann & Das, 1965; Kuhn et al., 1996).
Dieser Prozess der adulten Neurogenese konnte ebenfalls beim Menschen beobachtet werden
(Eriksson et al., 1998). Zusétzlich ist bekannt, dass zumindest bei Nagetieren in der
Subventrikularezone (SVZ) des anterolateralen Seitenventrikels eine Neurogenese stattfindet
(Altmann, 1969). Jedoch scheint die Differenzierung zu regionsspezifischen
Projektionsneuronen sehr eingeschrankt. Viel eher kommt es zu einer Umwandlung in
Interneurone, die keine regionsspezifischen Funktionen tbernehmen kdnnen. Somit scheint
die Regenerationsfahigkeit des adulten Gehirnes aus adulten Stammzellen sehr eingeschrankt

gegenlber embyonaler Stammzellen.



1.3 lonenkanéle von Neuronen des ZNS

Trotz Aktivierung regenerativer Mechanismen nach einem CVI wie Neurogenese und
Migration von Neuroblasten in ischdmische Areale (Arvidsson et al., 2002) kommt es
aufgrund rascher Degeneration des geschéadigten Gewebes nur zu einer geringen funktionellen
Erholung. Aufgrund dieser unzureichenden Mechanismen und den bisher eher enttauschenden
Ergebnissen unzureichender klinischer Einsetzbarkeit oder fehlender umfassender klinischer
Erfahrung mit neuroprotektiven Pharmaka (Dirnagl et al., 1999; Carter et al., 2000; Weiser,
2005), die eine primare und sekundare Schadigung des ischdmischen Hirngewebes verhindern
sollen, werden neue therapeutische Ansédtze gesucht, um die neurologischen Defizite nach
CVIs besser behandeln zu konnen. Einer dieser Ansétze verfolgt die funktionelle
Wiederherstellung des ZNS durch die Transplantation von embryonalen oder neuronalen

Stammzellen.

1.3 lonenkanale von Neuronen des ZNS

Die elektrophysiologischen Eigenschaften von Neuronen werden zum gréfiten Teil durch
ihren Besatz mit verschiedenen lonenkanaltypen bestimmt. Die lonenkanéle des ZNS kénnen
in sechs Kategorien unterteilt werden. Man unterscheidet: Spannungsabhangige und —
unabhdangige Kanile, Liganden-gesteuerte Kanéle, lonen-gesteuerte Kanéle, TRP-Kanale und
gap-junction Kanéle. Im folgenden Abschnitt modchte ich mich jedoch auf die
spannungsabhangigen Kandle beschranken. Sie stellen eine Gen-Superfamilie von
Transmembranproteinen dar, die bei Na*- bzw. Ca®*-Kanilen aus vier kontinuierlichen
Doménen (I-1V) oder einem Tetramer aus vier Untereinheiten bei K*-Kanélen bestehen. Jede
dieser Doméanen der Na'-Kanéle besteht aus sechs transmembranaren Abschnitten, die durch
a-Helices gebildet werden (S1-6), bei denen das jeweils 4. Segment (S4) besonders viele
positiv geladene Aminosduren enthalt (Lysin und Arginin) und dadurch als Spannungssensor
fungieren kann, der hierdurch die Kanal6ffnung steuert. Diese Hauptproteinkette wird auch
als a-Untereinheit bezeichnet. Sie ist fur die eigentlichen biophysikalischen Eigenschaften der
lonenkanale verantwortlich, da sie die Kanalpore bildet. Die a-Untereinheit kann mit
verschiedenen Hilfs-Untereinheiten, auch B-Untereinheiten genannt, kombiniert sein. Im
adulten ZNS existieren die Untereinheiten B, B2 und Bs. Dieser Untereinheiten sind fir die
Modulation der Kanaleigenschaften verantwortlich (Johnson et al., 2004), was die Diversitat

der funktionellen lonenkandle erhéht. Mdoglicherweise treten die B-Untereinheiten mit
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weiteren Membranmolekiilen in Kontakt und formen so einen Komplex, der Uber

Signalmolekiile zusatzlich die Kanaleigenschaften verandern kann.

1.3.1 Natriumkanale

Spannungsabhangige Natriumkanéle stellen fur das Aktionspotential und damit fiir nahezu
alle erregbaren Zellen ein sehr wichtiges funktionelles Element dar, da sie fir die initiale
Membrandepolarisation durch den schnellen Einstrom von Natriumionen in die Zelle
verantwortlich sind.

Lange Zeit bestand keine international einheitliche Nomenklatur der spannungsabhéngigen
Kandle. Durch Chandy & Gutman (1993) wurde eine Nomenklatur fur spannungsabhéngige
Kaliumkandle eingefiihrt, die spater fur Calcium- (Ertel et al., 2000) und Natriumkanale
(Goldin et al., 2000) adaptiert wurde. Sie basiert auf der Benennung des Kanals nach dem lon,
das hauptsachlich durch den Kanal geleitet wird (bsp. K*, Na*, Ca®"...), gefolgt von der
Abkirzung fur den aktivierenden Liganden, der bei spannungsabhangigen Kanélen immer ,,v*
fiir ,,voltage ist. Aufgrund von Aminosauresequenz-Ahnlichkeiten werden die Kanale weiter
in Familien eingeteilt. Bei K*-Kanlen gibt es vier (K,1-4), bei Ca** drei (Ca,1-3) und bei Na*
eine Familie (Nay1). Es gibt noch eine weitere Familie von Na,-Kanalproteinen (Nay). Lange
Zeit war kein physiologisches Vorkommen dieses Kanals bekannt. Mittlerweile konnte er
jedoch im zentralen und peripheren Nervensystem sowie im Herzen und der Lunge
nachgewiesen werden. Im ZNS fungiert er als konzentrationsabhangiger Natriumkanal und -
sensor und scheint an der Regulation des Natriumgehaltes der Kérperflissigkeiten beteiligt zu
sein (Watanabe et al., 2002; Watanabe et al., 2006).

Fur die weitere Benennung der Kanéle innerhalb der Superfamilie der Natriumkandle wird die
Erweiterung des kodierenden Gens verwendet, bsp. fur SCN1A (SCN=sodiumchannel; A=a-
subunit) entspricht Na, 1.1. Dieses Vorgehen wird weitgehend fur die gesamte Familie

verwendet, in der 9 verschiedene Kanalisoformen existieren (Na, 1.1 — 1.9).

An der o-Untereinheit eines Natriumkanals lassen sich 3 funktionelle Einheiten
unterscheiden:
- der bereits im letzten Abschnitt erwéhnte Spannungssensor,
- die Pore des lonenkanals, die die Innenwand des Kanals bildet, zusammen mit dem
Selektivitatsfilter fur die geleiteten lonen (DEKA-Motiv),
- das intrazellular gelegene Inaktivierungsgate, das die Inaktivierung des lonenkanals

initiiert und damit den lonenfluf} unterbindet.
9
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O O O DEKA
I [l 1 IV Domane
Inaktivierungs-
gate

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Na,-Kanals. Modifiziert nach Catterall et al. (2003).

Deutlich wird die Unterteilung in 4 Domanen mit den intra- und extrazellularen sowie transmembranéren
Anteilen des Kanalproteins. Gelb dargestellt sind die Spannungssensoren, rot umkreist sind die Anteile
des DEKA-Motivs, die von den porenbildenden Helices flankiert werden. Das IFM-Partikel bildet das

Inaktivierungsgate.

Die verschiedenen Na,-Typen zeigen sowohl auf zellul&rer wie auch auf subzellul&rer Ebene
unterschiedliche Verteilungsmuster. Im ZNS sind lediglich die Kanaltypen Na, 1.1, 1.2, 1.3
und 1.6 zu finden. Alle sind hochsensibel gegenliber dem Kugelfischgift Tetrodotoxin (TTX).
Nay 1.1 findet sich vor allem im Striatum, dem Hippocampus und dem Thalamus (Brysch et
al., 1991; Black et al., 1994), wo er vor allem an den Somata und Dendriten zu finden ist
(Westenbroek et al., 1989). Er scheint vor allem fir die Erregungsfortpflanzung von
synaptischen Signalen an den Dendriten zum Soma verantwortlich zu sein sowie integrative
Funktion elektrischer Signale am Soma vor Generierung eines Aktionspotentials zu
ubernehmen.

Nay 1.2 zeigt eine ahnliches Verteilungsmuster wie Na, 1.1 (Black et al., 1994), ist hier
jedoch vor allem an Axonen und présynaptischen Endigungen zu finden (Westenbroek et al.,
1989). Er scheint zu groRen Teilen fiir die Leitung des Aktionspotentials des Axons zustandig

Zu sein.

10
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Nay 1.3 ist im Gehirn von Nagetieren vor allem in der embryonalen Phase zu finden (Yu &
Catterall, 2003).
Nav 1.6 ist bisher vor allem in der Kornerzellschicht des Cerebellums und den Pyramiden-

und Kornerzellen des Hippokampus zu finden (Schaller & Caldwell, 2000).

1.4 Stammzellen

1.4.1 Stammzellpotenz

Stammzellen (SC) unterscheiden sich definitionsgemal von den Ubrigen Zellen des Kdrpers
durch 2 Eigenschaften:

- Regeneration durch Zellteilung

- Differenzierung in reife Tochterzellen
Da diese Eigenschaften in verschiedenen Stammzellen unterschiedlich ausgeprégt sind,

unterscheidet man SC in ihrer Potenzialitat

Totipotenz: totipotente SC besitzen uneingeschrankte Differenzierungsfahigkeit und kénnen
einen gesamten Organismus bilden. In der menschlichen Ontogenese scheinen nur Zellen bis

zum 8-Zell-Stadium totipotent zu sein.

Pluripotenz: pluripotente SC kdnnen in jeden Zelltyp des Organismus differenzieren, kénnen
aber nicht einen gesamten Organismus aufbauen, da sie keine Plazenta bilden kénnen. Sie

finden sich in der inneren Zellschicht der Blastozyste.

Multipotenz: multipotente SC sind bereits gewebespezifisch differenziert und kénnen sich
nur noch in Zelltypen dieses Gewebstyps entwickeln. Neuronale Stammzellen des ZNS

differenzieren in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten.

Diese klassische Unterteilung scheint allerdings zunehmend aufzuweichen, seitdem bekannt
ist, dass sich multipotente Zellen durch Entdifferenzierung in Pluripotente Zellen umwandeln
kénnen. (Bjornson et al., 1999; Clarke et al., 2000). Diese Erkenntnis wird in der Literatur

bisher jedoch noch immer sehr kontrovers diskutiert.

11
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1.4.2 Stammzelltypen

Ihrem Ursprung nach werden Stammzellen in 2 Gruppen unterteilt:

Embryonale Stammzellen (ES): Embryonale Stammzellen werden aus der innersten
Zellschicht von Blastozysten gewonnen und sind meist totipotent oder pluripotent. Sie wurden
erstmals von der Maus gewonnen (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981). Sie lassen sich in
Zellkultur nahezu uneingeschrénkt vermehren. Durch ihre Pluri-, bzw. Totipotenz kénnen sie
in alle Gewebe- und Zelltypen des Organismus differenzieren. Wegen ihrer starken
Proliferationsaktivitat lassen sich auch komplexe genetische Veranderungen durchfuhren und
sich theoretisch indikationsspezifische Spenderzellen herstellen. Da durch die Entnahme der
Zellen der werdende Organismus getotet wird, ist die Forschung an diesen Zellen,
insbesondere beim Menschen umstritten, scheint aber vielfaltigere Therapiemdglichkeiten zu

eroffnen. Von Vorteil ist, dass die Zellen relativ leicht gewonnen werden kénnen.

Adulte Stammzellen (AS): Im adulten Organismus wurden ebenfalls SC (somatische SC,
Gewebestammazellen) in vielen verschiedenen Organen beschrieben, z.B. Leber (Lagasse et
al., 2000), Pankreas, (Peck et al., 2001), Gehirn (Kukekov et al., 1999). Das
Differenzierungspotenzial dieser Zellen ist zwar keimblattiiberschreitend, jedoch dem der ES
unterlegen. Ebenso ist die Uberlebensdauer von AS limitiert. Vorteile gegeniiber den ES ist
die Madglichkeit zur autologen und damit immunsuppressionsfreien Transplantation (tissue
engineering), die ethische Unbedenklichkeit der Stammzelltherapie und die vermutlich

geringere Entartungstendenz.

1.4.3 Tumorgenese durch Stammzellen

Immer wieder wird die Tumorgenese durch Stammzellen thematisiert. Da Stammzellen
theoretisch unbegrenzt regenerations- und proliferationsfahig sind, besteht durch die Therapie
mit SC die Mdglichkeit, dass sie sich unbegrenzt teilen und vermehren und dadurch Tumore
ausbilden. Besonders besteht die Gefahr bei Zellen, die durch die Aktivierung von Onkogenen
zum Zwecke der kulturellen Amplifikation immortalisiert wurden. Viele Faktoren scheinen
hierbei jedoch eine Rolle zu spielen. Von Erdo et al. (2003) konnte durch den Vergleich von
xenogener gegenlber homologer Stammzelltransplantation in Schlaganfall-Modellen an
Nagetieren gezeigt werden, dass sich im Falle einer homologen Stammzelltransplantation in

der Maus vermehrt Teratocarcinome ausbilden. Die Tumorgenese war unabhangig vom

12
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Differenzierungsgrad der implantierten Zellen. Diese Tumorgenese durch homologe
Transplantation kann mdglicherweise durch eine spezielle Differenzierungsmethode (Dihne et
al., 2006) verhindert werden, was die klinische Anwendung der Stammzelltherapie im Falle
einer Anwendung beim Menschen erheblich sicherer machen wiirde und viele Bedenken

gegenuber der Methode in der klinischen Anwendung ausraumen konnte.

1.4.4 Entwicklung medizinischer Ansatze der Stammzelltherapie des ZNS

Heutzutage scheint die Transplantation neuronaler Stammzellen eine der vielversprechendsten
Losungswege verschiedener neuronaler Defekte und Erkrankungen des ZNS darzustellen.
Allerdings stellt die Therapie des ZNS durch die gegebene Komplexitat des Organs besondere
Anspriiche an die Therapie, weshalb die Transplantation differenzierter Gewebeverbénde kein
Losungsansatz darstellen kann. Einzige Therapiemdglichkeit scheint die Differenzierung und
Integration undifferenzierter VVorlauferzellen, um eine physiologische neuronale Architektur
zu rekreieren. Modelle zu Chorea Huntington und M. Parkinson konnten bereits klinisch
erprobt werden. Bei ihnen wurden fetale Spenderzellen in Patienten implantiert. Trotz der
bisher gering ausgepragten Wirksamkeit gegeniber teilweise recht stark ausgepréagten
Nebenwirkungen stellen sie einen wichtigen Hinweis auf das mogliche Potenzial dieser
Therapieform mit der Mdglichkeit einer dauerhaften Heilung dar. Sie zeigen auch, dass die
Wirksamkeit und die Ausprdgung der Nebenwirkung sehr stark mit der Methode der

Stammzellgewinnung einhergehen (Freed et al., 2001; Hagell et al., 2002).

Lange Zeit blieb ungeklart, ob fir die drei Zelltypen des ZNS eine universale Stammzelle
existiert oder ob alle drei Zelllinien aus unterschiedlichen Stammzellen hervorgehen. Golden
& Cepko (1996), sowie Szele & Cepko (1996) konnten eine Stammzelle nachweisen, die sich
sowohl in Neurone, Oligodendrozyten und Astrozyten differenzieren konnte. Aber auch
Zellen mit eingeschrénkter Differenzierungsféahigkeit konnten nachgewiesen werden (Grove
et al., 1993) Neurone und Oligodendrozyten, (Galileo et al., 1990) Neurone und Astrozyten.

Ein weiterer wichtiger Schritt bei der Entwicklung der Stammzelltechnik war die
Immortalisierung der Vorlauferzellen, beispielsweise durch Einschleusung aktivierter
Onkogene (Snyder et al., 1997), da man sonst wegen ihrer begrenzten Vermehrungsfahigkeit
in Kultur immer auf den Nachschub der Stammzellen aus neuronalem Gewebe angewiesen
waére. Anhand dieser Zellen konnte gezeigt werden, dass sich Stammzellen regionsspezifisch

in unterschiedliche neuronale Phanotypen differenzieren kénnen (Flax et al., 1998). Der
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1.4 Stammzellen

klinsche Einsatz dieser Zellen erscheint allerdings wegen ihrer theoretisch erhohten
onkogenen Potenz fragwurdig.

Grundlegend fur den Erfolg einer Stammzelltherapie in Hinblick auf die regionsspezifische
Zelldifferenzierung ist sowohl die Potenz der SC aber auch das Vorliegen extrinsischer
Signale, die die Zelldiversifizierung induziert.

Da bisher wenig uber das komplexe Zusammenspiel zwischen Neuronen untereinander und
Neuronen mit anderen Zellarten wenig verstanden ist, beschréanken sich Therapieansatze der
Neurotransplantationen bisher auf Erkrankungen, bei denen hauptsachlich ein Zelltyp in einer
Hirnregion betroffen ist, wie z.B. Chorea Huntington und M. Parkinson. Erkrankungen.
Erkrankungen, bei denen es generalisiert zu einem Zelluntergang kommt oder bei denen durch
eine Gewebsnekrose ganze Hirnareale funktionell ersetzt werden mussen, wurden bisher

wenig beforscht.

Weitere Therapiealternativen stellen der zellvermittelte Gentransfer, bei dem die Therapie
durch genetisch veranderte Zellen, die Wirksubstanzen (Wachstumsfaktoren) (Martinez-
Serrano et al., 1995) im Zielgewebe freisetzen konnen und die Therapie durch
Xenotransplantation von Stammzellen (Fink et al., 2000). Ebenfalls zu nennen ist die
Maglichkeit der Stimulation endogener adulter Stammzellen durch Wachstumsfaktoren
(Fallon et al., 2000), bei denen sowohl die Differenzierung als auch die Fahigkeit zur
Migration verdndert wurden, und die Transdifferenzierung somatischer Stammzellen, die
relativ differenzierte Gewebestammzellen Uber eine Transdifferenzierung in andere

Gewebestammzellen umwandelt (Brazelton et al., 2000).

Von neuronalen Stammzellen verspricht man sich neue Behandlungsmoglichkeiten des
M.  Alzheimers, M. Parkinson, Chorea Huntington, Epilepsie, lysosomalen
Speicherkrankheiten, demyelinisierenden Erkrankungen, Schadigungen des Rickenmarkes
und des CViIs.

Bisherige Studien, die neuronale Stammzellen in Ischdmie-Modellen an Nagetieren
untersuchten, konnten eine Verbesserung der Situation anhand von motorischen Verhaltens-
(Willing et al., 2003b) und Lernmodellen (Willing et al., 2003a) beobachten. Die Reduktion
des Infarktvolumens sowie die gezielte Einwanderung von neuronalen Stammzellen in das

geschadigte Gebiet konnten nach intracisternaler Applikation beobachtet werden. Von
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1.4 Stammzellen

Willing et al. (2003a, b) konnte gezeigt werden, dass auch die Transplantation der SC (ber
eine intravendse Injektion zum Einwandern der Zellen in das ZNS fuhren kann.

Eine Phase | (Kondziolka et al., 2000) und eine Phase Il Studie (Kondziolka et al., 2005)
haben die klinische Machbarkeit an 12 bzw. 18 Schlaganfall-Patienten getestet. Insbesondere
wurde hierbei die Sicherheit der subcortikalen Stammzelltransplantation untersucht. In beiden
Studien wurde die klinische Machbarkeit bestétigt. Eine Entartungstendenz wurde bei diesen

Patienten bisher nicht beobachtet.

1.4.5 Besonderheiten der Therapie mit embryonalen Stammzellen

Fur den sicheren klinischen Einsatz missen hierbei jedoch mehrere Hiirden bewaltigt werden:

e Bedingt durch die uneingeschrankte Vermehrbarkeit ist die Gefahr einer malignen
Entartung gegeben, die im Kklinischen Einsatz nicht auftreten darf.
e Protokolle zur Differenzierung in den bendtigten Zelltyp miussen zuverldssig

reproduzierbar sein.

Um gezielt Zellen eines gewiinschten Typs zu erhalten, stehen zwei Methoden zu Auswahl.

e Die Lineage-Selektion, bei der Zellen ungerichtet differenziert und vermehrt werden,
um in einem letzten Schritt die relevanten Zellen zu selektionieren.

e Gezielte Differenzierung, bei der durch die komplexe Auswahl und Abfolge
verschiedener Wachstumsfaktoren zielgerichtet tiberwiegend die relevanten Zellsorten

differenziert werden.

Zu beachten ist, dass die Methode der ES-Transplantation nicht per se die Problematik der
Immunsuppression nach Transplantation umgeht. Allerdings kénnen in ES durch homologe
Rekombination der Zellen die fur die AbstoBung relevanten Proteine inaktiviert werden.
Weiterhin besteht die Mdglichkeit eines allogenen Zellersatzes aus klonierten ES-Zellen
(therapeutisches Klonen; (Munsie et al.,, 2000)), bei dem ein Zellkerntransfer aus
patienteneigenem  Gewebe in entkernte Eizellen stattfindet, diese bis zum
Blastozystenstadium kultiviert werden und aus denen Stammzellen gewonnen werden

kdnnen, die weiter differenziert werden konnen. Gegenwartig werden diese Methoden
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1.4 Stammzellen

allerdings wegen vieler ungelGster wissenschaftlicher und ethischer Probleme und dem

grolRen Zeitbedarf nur in der Forschung und nicht klinisch eingesetzt.

1.4.6 Rechtslage und Ethik

In Deutschland wird die rechtliche Lage der Stammzellforschung weitgehend vom
Embryonenschutzgesetz in der aktuellen Fassung von Oktober 2001 bestimmt. Im
Embryonenschutzgesetz wird der Beginn des individuellen Lebens mit der Vereinigung der
Samenzelle mit der Eizelle definiert, auch im Rahmen einer kiinstlichen Befruchtung. Da sich
alle embryonalen Zellen bis zum 8-Zell-Stadium potentiell in einen vollstandigen humanen
Embryo entwickeln konnen, sind alle diese totipotenten Zellen dem Embryonenschutzgesetz
unterstellt. Dieses verbietet jegliche Verwendung von Embryonen, bzw. den aus ihnen
gewonnenen totipotenten Zellen, die nicht dem Zweck dienen, den Embryo zu erhalten.
Dadurch verbietet sich die Entnahme von Zellen aus einem Embryo zur Generierung von
embryonalen Stammzellen. Besonders zu nennen ist die Technik des ,therapeutischen
Klonens“, da durch diese Technik totipotente Zellen erzeugt werden, die zumindest
theoretisch zu einem kompletten Embryo heranwachsen kénnten. Ebenfalls untersagt durch
das Embryonenschutzgesetzt ist die gegenwartig nur hypothetische Entdifferenzierung und
Reprogrammierung einer pluripotenten Stammzelle in eine totipotente Zelle.

In Deutschland kann zurzeit nur an humanen Stammzellen geforscht werden, wenn diese aus
dem Ausland importiert werden, da diese Zellen nur pluripotent sind und damit nicht unter
das Embryonenschutzgesetz fallen.

Auch im Ubrigen Europa wird der Umgang mit embryonalen Stammzellen eher restriktiv
gehandhabt. In GroRbritannien soll aber die Erlaubnis zur Erforschung von humanen ES fir
die medizinische Forschung erteilt werden. In den USA ist die Verwendung zumindest in der
privaten Forschung erlaubt, staatlich wird sie zurzeit nicht gefordert.

Unabhéngig der Rechtslage gegenliber embryonaler Stammzellen, bestehen vielerorts massive
ethische Bedenken vor allem gegen die Nutzung humaner totipotenter Stammzellen und
Embryonen, da durch diese Technik Embryonen, die im ethischen Sinne ein vollwertiges
Lebewesen darstellen, zerstért und als ,Ersatzteillager” missbraucht wirden. Diese
Kommerzialisierung des Lebens wird nach wie vor weltweit kontrovers diskutiert und wird
wahrscheinlich nie mit einem Konsens abgeschlossen werden kénnen. Betrachtet man jedoch
die Geschehnisse der Vergangenheit, dann ist zu erwarten, dass entgegen jeglicher Bedenken
die Technik der embryonalen Stammzelltherapie vorangetrieben wird und im Falle der

Machbarkeit weltweit zumindest eine regiondre Verbreitung finden wird.
16
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Ethisch eher unbedenklich stellt sich die Therapie und Forschung an adulten Stammzellen dar,
solange die Zellen lediglich mit einer pluri- bzw. multipotenten Differenzierungspotenz

ausgestattet sind.

1.5 Ubersicht bisheriger Studien

Da das Gehirn im Falle einer ischdmischen Schadigung, bedingt durch seine komplexe
Differenzierung und seiner sehr begrenzten Regenerationsfahigkeit aus gewebsansassigen
Vorlauferzellen mit konventionellen Methoden, bisher in seiner Funktion nur geringfligig
verbessert, bzw. geheilt werden kann, scheint die Therapie mit neuronalen bzw. embryonalen
Stammzellen bisher ungeahnte Mdglichkeiten zu eréffnen. Studien, die diesen Therapieansatz
grundlegend untersuchen, bedienen sich im Wesentlichen dreier Methoden oder einer
Kombination aus diesen:

- Untersuchung einer Verhaltensdnderung im lebenden Tier.

- Immunhistochemische Nachweise von wichtigen neuronalen Proteinen, die vermuten

lassen, dass die entwickelten Zellen auch neuronale Funktionen tbernehmen kénnen.

- Elektrophysiologische Untersuchung der aus Stammzellen stammenden Zellen

Die letzten beiden kdnnen sowohl in vivo oder in vitro durchgefiihrt werden und sind

methodisch bedingt nur eingeschrénkt auf den Menschen Ubertragbar.

1.5.1 In-vitro

Benninger et al. (2003) zeigt aus ES-Zellen abstammende Neurone in einer Hirnschnittkultur,
bei denen er elektrophysiologisch Na*- und K*-Stréme sowie postsynaptische Strome zeigen
kann, die einen Hinweis auf funktionelle Interaktion mit dem host-Gewebe darstellen. Eine
Integration in mit pathologisch ischdmisch verandertem Gewebe fand er hierbei nicht.

In Zellkulturen kann Lee et al. (2000) aus ES-Zellen entstandene Zellen nachweisen, die
elektrophysiologisch neuronale Eigenschaften besitzen. Als Studie an Zellkulturen sind die
Ergebnisse allerdings schwer auf ein Tiermodell und erst recht nicht auf den Menschen
Ubertragbar.

Westerlund et al. (2003) konnte in Zellkulturen mit adulten humanen Stammzellen eine
Entwicklung hin zu Zellen mit elektrophysiologischen Eigenschaften von Neuronen zeigen.
Von Jiang et al. (2003) konnte an Zellkulturen mit adulten Stammzellen des Knochenmarks

elektrophysiologisch eine neuronale Differenzierung nachgewiesen werden. Moe et al. (2005)
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konnten mit immunhistochemischen und elektrophysiologischen Methoden nachweisen, dass
sich humane adulte neuronale Stammzellen in Zellkultur in funktionelle Neurone
differenzieren und untereinander funktionelle Netzwerke ausbilden kdnnen. Hierbei handelt
es sich um eine in vitro-Studie, die keinen Rickschluss auf eine Integration in neuronales

host-Gewebes zulésst.

1.5.2 In-vivo

Wei et al. (2005) untersuchte an einem Rattenmodell nach fokaler Ischdmie die strukturelle
Reparatur und die Besserung von Verhaltensmustern und fand heraus, dass 1-8 Wochen nach
Stammzellapplikation in der isch&mische Lakune des Gehirns Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten und endotheliale Zellen proliferierten, die aus embryonalen Stammzellen
entstanden waren. Ebenso hat er eine Verhaltensbesserung gegeniiber einer Kontrollgruppe
gefunden. Einen Nachweis Uber eine funktionelle Integration der transplantierten Zellen in
das host-Gewebe macht er jedoch nicht. AulRerdem kann in dieser Arbeit der ,,bystander
Effekt* ausgeschlossen werden, d.h. ein Effekt, der nicht auf Stammzelldifferenzierung
basiert, sondern auf zusétzlichen nicht untersuchten Mechanismen wie neuroregenerativen

Mechanismen des host-Gewebes.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Aus vorangegangenen immunhistologischen Untersuchersuchungen (Dihne et al., 2003) war
bekannt, dass sich die Gesamtheit der transplantierten eGFP positiven precursor-Zellen in
unterschiedliche neuroektodermale Zelltypen wie Neurone und diverse Typen von glialen
Zellen differenzieren. Ziel dieser Arbeit war es, die im immunhistologischen Nachweis als
neuronal vordifferenzierte Stammzellen zu untersuchen und elektrophysiologische
Eigenschaften von Neuronen zu identifizieren, um damit eine Aussage Uber ihre
Funktionalitat als Neuron treffen zu kénnen. Anders als in bestehenden Studien (s.0.) sollte
ebenfalls eine mogliche funktionelle Integration der transplantierten Zellen in das host-

Gewebe an einem in vivo-Modell untersucht werden.

Teile dieser Arbeit wurden als Posterbeitrag auf dem Kongress der Society for Neuroscience
in Washington 2005 vorgestellt.
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Daten dieser Arbeit wurden zusammen mit immunhistochemischen Ergebnissen einer
kooperierenden Arbeitsgruppe von Professor Reymann in Magdeburg zur Publikation bei der
Zeitschrift ,,Brain“ eingereicht, akzeptiert und befinden sich zur Zeit im Druck (Buhnemann

et al., 2006).

19



2.1 Generierung von neuronalen precursor-Zellen aus ES der Maus

2 Material und Methoden

Die vorliegende Studie mit dem hier dargelegten Versuchsprotokoll wurde von der
Genehmigungsbehorde, dem Landesverwaltungsamt Halle, Postfach 200256 unter dem

Aktenzeichen 2-555.1fn begutachtet und genehmigt.

2.1 Generierung von neuronalen precursor-Zellen aus ES der Maus

Die Generierung und Differenzierung der murinen embryonalen Stammzellen (ES) wurde von

Marcel Dinhé (Zentrum flr molekulare Neurobiologie, Universitat Hamburg) vorgenommen.

Eine embryonale Stammzelllinie, die zusatzlich ,,enhanced green fluorescent protein® (eGFP)
exprimiert, wurde aus transgenen C57BL/6J Méusen, die unter dem Einflul des B-actin
Promotors des Huhns (Okabe et al., 1997) ubiquitdr eGFP exprimiert, wie durch Abbondanzo
(1993) und Dihne (2006) beschrieben. Unreife embryonale Stammzellen (ESC) wurden nach
dem flinfphasigen Protokoll mit geringen Modifikationen generiert (Okabe et al., 1996; Lee et
al., 2000; Dihne et al., 2006). Undifferenzierte ESCs (Phase 1) wurden auf Mitomycin
behandelten murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) zusammen mit 1000 U/ml Leukamie
Inhibitions Faktor (LIF, Chemicon, Temecula, CA, USA) in ESC Medium angeziichtet. Nach
der Entstehung von embryoid bodies in ESC Medium ohne LIF fir vier Tage wurden Nestin-
positive Zellen durch Austausch des ESC Mediums gegen ITSFn Medium fur 8 Tage (Phase
3; (Kim et al., 2002) selektiert. Anschliefend wurden die dissoziierten Zellen in
Gewebekulturschalen, die mit 15 pg/ml Poly-L-Ornithin (PLO, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) und 1 pg/ml Laminin (Sigma) vorbehandelt wurden, in DMEM/F12 Medium
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit 2 % B27 Zusatz (Invitrogen), 2 mM 1-Glutamin,
Antibiotikum (Invitrogen) und und 20 ng/l FGF-2 (PreproTech, Rocky Hill, NY, USA,; frihe
Phase 4) ausgesat. Mehr als 95% der neuronalen Vorlauferzellen der Phase 4 exprimierten
Nestin und das neuronale Cell Adhésions-Molekil (NCAM) und proliferierten in der
Gegenwart von FGF-2. Der Entzug von FGF-2 fiihrte zur Differenzierung dieser Zellen in die

drei Hauptzelllinien des Zentralen Nervensystems.
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2.2 Cerebrale Ischdmie und precursor-Zell Transplantation

Fur die Implantaion der Stammzellen wurden mannliche Fischer-Ratten (Charles River,
Deutschland) in einem Alter von 5 Wochen verwendet, die zu Beginn der Experimente 250 —
270 g wogen. Der Zugang zu Futter und Wasser erfolgte ad libitum wéhrend der
Versuchphase. Die in diesem Abschnitt beschriebene Transplantation wurde von Claudia

Biihnemann (IFN, Magdeburg, Deutschland) vorgenommen.

Alle chirurgischen Eingriffe wurden wunter Halothan-Andsthesie durchgefuhrt. Der
Vasokonstriktor Endothelin-1 (375 pmol; Sigma) wurde in 0,9 % NaCl gel6st und mit einer 5
pl-Hamilton-Spritze nahe der rechten A. cerebri media (MCA) appliziert. Dazu wurde die
Kaniile stereotaktisch +0,09 mm anterior, +0,48 mm lateral und -0,75 mm unterhalb des
Bregmas positioniert (Paxinos & Watson, 1998). Nach der Injektion wurde die Kanle fiir 5
Minuten in situ belassen um eine vollstdndige Diffusion des Endothelins in das Gewebe zu

erreichen. Anschliessend wurde die Nadel entfernt, die Wunde gereinigt und vernéht.

Am Tag der Transplantation wurden neuronale precursor-Zellen, die bis zum 3. Tag der Phase
5 differenziert waren, durch 0,05% Trypsin / 0,04 % EDTA dissoziiert und in Hanks
balanced salt solution (HBSS) bei einer Dichte von 50.000 Zellen/ul resuspendiert.

Sieben Tage nach der eMCAO wurden etwa 100.000 Zellen / 2 pl in einer Zeit von 3 Minuten
mit einer 5 pl-Hamilton-Spritze an 2 Stellen des Rattengehirns injiziert. Die Injektion erfolgte
nahe der Ischdmiezone in A-P +0,09 mm; M-L +0,48 mm; D-V -0,55 mm, ipsilaterateral
cortikal: A-P +0,09 mm; M-L +0,2 mm; D-V -0,21 mm, ipsilateral striatal: A-P +0,09 mm;
M-L +0,2 mm; D-V -0,38 mm. Nach der Injektion wurde die Kandile fur 3 Minuten in situ
belassen, um einen Reflux der Zellen entlang des Stichkanales zu minimieren. Nach dem

Entfernen der Nadel wurde die Wunde verschlossen und vernéht.

Um eine AbstoRung der transplantierten Zellen zu verhindern, erhielten die Ratten téglich
eine intraperitoneale Injektion mit Cyclosporin A (CsA, Sandimmun Optoral, Novartis,
10mg/kg) bis zu dem Tag vor der Verwendung in einem Experiment. Alle Tiere tberlebten
den Zeitraum zwischen Implantation der Stammzellen und der Tétung zur Organentnahme zu

Versuchszwecken.
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2.3 Préaparation des Gehirns

Drei bis sieben Wochen nach der Stammzell-Implantation wurden die Tiere getotet und fiir
die Versuche verwendet.

Hierzu wurde die Ratte mit Halothan narkotisiert, die Narkosetiefe wurde durch einen
Schmerzreiz am Schwanz und den Hinterpfoten kontrolliert. Anschliefend wurde die Ratte
mit einer Guillotine (Feinmechanische Werkstatt, Physiologisches Institut, Gielen)
dekapitiert. Mit einem Skalpell wurde der Schadel skalpiert. Die Schéadelkalotte wurde vom
Foramen magnum ausgehend vorsichtig nach rostral mit einer Knochensplitterzange nach
Bohler (Aesculap AG & Co. KG, Deutschland) entfernt (Abbildung 2).

Abbildung 2:

Eroffnung der Schéadelkalotte
mit einer Knochensplitterzange
nach Bohler. Der Pfeil deutet
auf die mediale Implantations-

stelle im rechten Ventrikel.

Die Hirnnerven wurden mit einem schmalen Spatel an der Hirnbasis durchtrennt und das
Gehirn enukleiert. Visuell wurde die Implantationsstelle in der rechten Hemisphare, die durch
eine punktuelle mediale und laterale Verfarbung der Hirnoberflache sichtbar war,
(Abbildung 3A), identifiziert und mit je einem coronaren Schnitt mit einer entfetteten
Rasierklinge ca. 3 mm vor und hinter den Einstichstellen aus der rechten Hemisphare
exzidiert. Die dem Gehirnblock aufliegende Pia mater wurde der A. cerebri media folgend
stumpf mit Mikropinzetten (Dumont #5, Fine Science Tools, North Vancouver, Canada)
abprépariert und der im eroffneten Seitenventrikel liegende Plexus choroideus entfernt. Zur
Préparation wurde nach Dekaptitation der Schadel bzw. das Gehirn in eiskalter
Carbogenbegaster (95 % 02, 5 % CO2; Linde AG, Deutschland) physiologischer Salzlgsung
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2.3 Préaparation des Gehirns

(PSL, -1 - +4 °C) gelagert, um den Zellmetabolismus zu verlangsamen und Zellschéden zu
minimieren.

Zur Herstellung der Dinnschnitte wurde dhnlich verfahren wie durch Scholz et al. (1998a)
mit dorsalen Hinterwurzelganglien der Ratte (DRG). Der vorliegende Gehirnblock wurde in
einem Becherglas mit Agar, 2 Gew.%, bei 40 °C (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Deutschland) aus PSL eingebettet und dieses Becherglas in einem tiefgekihlten 1 M NaCl-
Bad (ca. —24 °C) schnell abgekuhlt. Das Préparat wurde wurfelférmig ausgeschnitten
(Abbildung 4A) und mit Cyanoacrylat (UHU GmbH & Co. KG, Deutschland) auf die
Praparateplatte eines Vibroslicers Leica VT 1000S (Leica Mikrosysteme GmbH,
Deutschland) aufgeklebt, mit der Platte in die Préparatschale eingespannt und mit 2-6 °C
kalter carbogenbegaster PSL bedeckt. VVon diesem Praparat wurden mit dem Slicer bei einem
Klingenvorschub (Classic Klingen, Wilkinson Sword GmbH, Deutschland) von 3 mm/min
Schnitte von 150 — 200 um Schichtstérke hergestellt (Abbildung 4B). Diese Schnitte wurden
vom Agar befreit und in einem Vorratsbad mit PSL bei Raumtemperatur (21-23 °C) unter

stdndiger Carbogenbegasung aufbewahrt. Sie wurden bis zu 14 h flir Versuche verwendet.

A

Abbildung 3 A: Das Rattenhirn nach der Enukleation aus dem Schadel.

A: Die Pfeile deuten auf die mediale und die laterale Implantationsstelle. B: Aufsicht auf die dorsale
Schnittflache der rechten Hemisphare. Deutlich unterscheidbar Neocortex, Corpus callosum, rechter
Seitenventrikel, Capsula interna, Basalganglien (Globus pallidus, Putamen, Striatum) und A. cerebri

media. Das graft-Gewebe ist in diesem Préparat nicht angeschnitten.
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A

Abbildung 4: Herstellung der Hirnschnitte

A: In einem Agarblock eingebetteter Teil der rechten Hirnhemisphare, der beide grafts enthalt. Blick auf

die dorsale Schnittflache. B: Im Vibroslicer werden Gewebschichten von 150 — 200 um Stérke abgetragen

2.4 mikroskopisches Praparat

Abbildung 5: Vergleichende Darstellung eines Hirnschnittes 4 Wochen nach Transplantation

A: Abbildung im Fluoreszenzmikroskop. Durch eGFP hell leuchtend, heben sich der mediale und laterale
graft vom Leuchten des restlichen Hirngewebes deutlich ab. Die Abbildung wurde aus 54 einzelnen
hochauflésenden  fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen durch elektronische Bildverarbeitung
zusammengesetzt.

B: Abbildung eines vergleichbaren Schnittes im Lichtmikroskop. Der laterale graft ist sehr deutlich, der
mediale nur schwach vom tbrigen Gehirngewebe abgrenzbar. MeRbalken jeweils 500 pm.
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Abbildung 6: Fluoreszenz- und Lichtmikroskop Darstellung des grafts im elektophysiologischen Setup.

A: Ubersicht eines lateralen eGFP markierten grafts in der Fluoreszenz-Optik des Versuchsmikroskopes.
B: Dieselbe Ubersicht im Lichtmikroskop. MeRbalken: 50 pum.

2.5 Pipetten- und Kontrolllésungen

Zur Herstellung der Pipettenlosung wurden folgende Substanzen verwendet. Alle Werte sind
in mM angegeben. High-K-Pipettenldsung: KCI 18, K-Aspartat 100, CaCl, 1, MgCl; 3, Nay-
Adenosin 5’-triphosphat 2, Naz-Guanosin 5’-triphosphat 0,1, Ethylenglycol-bis(3-Aminoethyl
Ether) N, N, N’, N’-Tetraessigsdure (EGTA) 10, N-(2Hydroxyethyl)-Piperazin-N’(2-
Ethanosulfonsdure) (HEPES) 10. Der pH-Wert der Losung wurde mit NaOH 10 und KOH 27
auf einen pH von 7,3 titriert (pH-Meter, Ingold Elektrode, Merck, BRD). Die finalen
Konzentrationen fiir Kalium und Natrium betrugen: K* 145, Na* 14,3.

Die Innenldsung wurde nach der Herstellung tiefgefroren und jeweils an einem Versuchstag
aufgetaut, um sicherzustellen, dass die beinhalteten Konzentrationen an ATP 2 mmol/l und
GTP 0,1 mmol/l moglichst voll verfligbar waren, da energiereiche Metabolite wie ATP und
GTP bei Zimmertemperatur schneller durch spontane Hydrolyse oder Verunreinigungen mit
Mikroorganismen verbraucht werden kénnen als bei -24 °C.

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deisenhofen, BRD) bezogen.

Zur Herstellung der Physiologischen Salzlésung (PSL) wurden folgende Substanzen
verwendet (alle Angaben in mM): NaCl 115, KCI 5,6, MgCl, 1, Glucose 11, NaH,PO, 1,
NaHCO; 25, CaCl, 2,2. Der pH-Wert wurde durch Begasung mit Carbogengas (95% 0,/5%

CO,) auf 7,25-7,3 eingestellt. Die finale Konzentration an Na" betrug 141.
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2.6 Toxine

In einzelnen Versuchen wurde eine physiologische Salzldsung verwendet, die einen geringen
Calciumgehalt besal3. In dieser Lésung wurde anstatt 2,2 mmol/l nur 0,1 mmol/l CaCl,
verwendet. Die Ubrige Zusammensetzung der Lésung blieb unveréndert.

Als Begasung der carbonatgepufferten Losungen wurde eine Gasgemisch von 95% O, und
5% CO, (Carbogengas) gewéhlt, welches ber Begasungssteine mit einer Porengrdf3e von 0 in
die Loésungen eingeleitet wurde. Der hohe Anteil des Sauerstoffs, der theoretisch einem pO,
von 720 mmHg entspricht, fuhrt zur maximalen Sauerstoffsattigung der Gewebe und wirkt

einem moglichen hypoxischen Schaden des Praparates entgegen.

2.6 Toxine

2.6.1 Tetrodotoxin

Tetrodotoxin (TTX) ist ein Toxin, das in der Leber und den Ovarien vieler Kugelfischarten
(Tetraodontidae) vorkommt. Es ist ein sehr langsam reversibler selektiver Blocker von einer
Gruppe von Na'-Kanalen (Narahashi et al., 1964; Hille, 1968) und unterbindet damit die
Erregungsbildung und —ausbreitung an erregbaren Membranen. Es wurde in der PSL in einer

Konzentration von 100 nmol/l eingesetzt.

2.6.2 Tetraethylammonium

Tetraethylammonium (TEA) ist ein Toxin, welches spannungsabhédngige Kaliumkanéle
reversibel blockieren (Hille, 1967; Koppenhofer & Vogel, 1969) und damit die
Repolarisierung nach einem Aktionspotential verhindern kann. Es wurde in PSL in einer
Konzentration von 10 mmol/I eingesetzt. Die Stammldsung wurde in einer Konzentration von
1 M aufbewahrt.

2.7 Die patch-clamp Technik

Samtliche Experimente dieser hier vorliegenden Arbeit beruhen auf der patch-clamp Technik
(Hamill et al., 1981), die von Neher und Sakmann (1976) erstmals beschrieben wurde. Sie
beruht auf dem schon seit langer Zeit Ublichen Verfahren der Spannungsklemme (Hodgkin &

Huxley, 1952), bei der die Zellmembran als ein vereinfachtes RC-Element eines elektrischen
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2.7 Die patch-clamp Technik

Schaltkreises schematisiert werden kann. Die Zellmembran stellt dabei den Kondensator, die
lonenkanale den elektrischen Widerstand und das Membranpotential die Spannungsquelle dar
(Abbildung 7). Eine mit Elektrolytlésung gefullte Pipette wird durch die Zellmembran in das
Zytosol einer Zelle eingebracht. Durch Konstanthalten des Membranruhepotentials bei
fortwahrender Spannungsapplikation mittels eines Feedbackverstarkers kann mit einem
weiteren Verstarker der Kompensationsstrom gemessen werden, der aufgebracht werden
muss, um den Uber die Messpipette flieBenden Strom auszugleichen. Vom Betrag her
entspricht der Kompensationsstrom dem Gesamtstrom der Membran der untersuchten Zelle.
Eine Einschrénkung dieser Methode bestent nur bei sehr schnellen Strom- bzw.
Spannungskinetiken, da der Feedbackverstarker eine, wenn auch geringe, Latenz besitzt, bis
er den kompensierenden Strom komplett aufbringen kann. Der Gesamtmembranstrom setzt
sich als Summenstrom aus lonenkanal- und Porenstromen und dem unspezifischen
Leckstrom, der durch das Verletzen der Zellmembran zustande kommt, zusammen. Das
Potential, das in der Zelle gehalten wird, ist frei wahlbar. Von diesem Haltepotential aus
kénnen hyper- oder depolarisiernde Spannungsspriunge oder —verldufe in die Zelle injiziert
werden, wobei sich die elektrischen Eigenschaften der Zellmembran durch Aktivierung bzw.
In- oder Deaktivierung von lonenkandlen dndern. Wahrend des Versuchs konnen
Membranstréme, die bei den veranderten Membranpotentialen tber lonenkandle der Zelle als

Ausgleichsstrome flieRen, gemessen werden.

Feedback - \erstarker

Messelektrode
Strom - Spannungs -
Wandler

Messpipette “

O O
- -
A A

Offsetpotential PC
Zelle Badelektrode Haltepotential

Abbildung 7: Schaltkreis eines Voltage-Clamp-Verstarkers
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2.7 Die patch-clamp Technik

Wird der Schaltkreis der Spannungsklemme maodifiziert und anstatt des Membranpotentials
die Membranstrome mit Hilfe des Feedbackverstarkers konstant gehalten, kann man das
Ruhemembranpotential der Zelle bestimmen.

Die Neuerung der patch-clamp Technik gegenuber der Spannungsklemme ist das Erreichen
eines sehr hohen Abdichtwiderstands zur Membran, der vor allem durch die Feuerpolierung
der Pipette und Anlegen eines Unterdrucks beim Aufsetzen des polierten Randes auf die
Zelloberflache erreicht wird. Dadurch kann sich zwischen Zellmembran und Pipettenspitze
ein sogenanntes ,,Gigaseal* ausbilden, d.h., der elektrische Widerstand zwischen dem
Pipetteninneren und der AuRenldsung ist mehrere GQ grof3. Dadurch minimiert sich der
unspezifische Leckstrom. Auch sehr kleine Stréme einzelner lonenkanéle und Poren der
Zellmembran mit Amplituden im pA-Bereich kdnnen somit erfasst werden, die friher einer
Messung nicht zuganglich waren.

In der patch-clamp Methode existieren verschiedene Konfigurationen. Fir die Versuche der
vorliegenden Arbeit wurde nur die whole-cell Konfiguration verwendet. Sie wird
folgendermalien erreicht:

Die Patch-Pipette wird vorsichtig auf die Zellmembran aufgesetzt, wobei sich durch Anlegen
eines Unterrucks in der Pipette ein kleiner Membranfleck in die Pipettenéffnung einzieht und
sich damit ein ,,Gigaseal* ausbildet. Diese Konfiguration heif3t ,,cell-attached®. Mit ihr kann
ein kleiner Teil der physiologisch erhaltenen Zellmembran auf einzeln enthaltene lonenkanéle
untersucht werden.

Durch Zerstérung des unter der Pipette liegenden Membranflecks mit Unterdruck oder
Stromimpulsen kann ein Ubergang der cell-attached in die whole-cell Konfiguration erreicht
werden. Die Pipetteninnenlésung und das Zytoplasma stehen miteinander in Verbindung und
kénnen sich nun austauschen. Durch die Wahl der Innenlésung kann intrazellulér ein klar
definiertes Milieu geschaffen werden, da das Volumen des Zytoplasmas gegeniiber dem
Pipettenvolumen gering ist und somit nach einer gewissen Austauschphase das Zellinnere der
Pipetteninnenlésung entspricht. Diese Konfiguration ist dazu geeignet, das Ruhepotential
einer Zelle zu bestimmen (in der Konfiguration Stromklemme) oder den
Membrangesamtstrom (in der Konfiguration Spannungsklemme) abzuleiten. Sie entspricht
der Spannungsklemme nach Hodgkin und Huxley, allerdings mit deutlich geringeren
Leckstromen.
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2.8 Versuchsstand

2.8 Versuchsstand

2.8.1 Experimentierkammer

Die Experimentierkammer besteht aus einer Delrinscheibe (Kriger, Hamburg, BRD) mit
einem Durchmesser von 30 mm, die eine zentrale Bohrung von 14 mm besitzt, gegen die von
der Unterseite der Scheibe ein rundes Deckglas mit Silikonkleber geklebt ist. Dadurch
entsteht eine Kammer mit einem Volumen von ca. 0,5 mm?® bei durchschnittlichem
Flussigkeitspegel (Abbildung 8).

Absaugung

Hirn-Schnitt

Pipette

Gitter
N

Versuchskammer
Deckglas

Abbildung 8: Schematischer Aufbau des Versuchsstandes

Die Perfusion der Experimentierkammer wird mit einem schwerkraftgetriebenen

Perfusionssystem erreicht. Es besteht aus Reservoirbehaltern fiir die Perfusionslésungen und

bis zu 5 Behdltern fir Versuchslésungen mit 50 ml Volumen. Die Reservoire sind Uber

Teflonschlduche mit einem Drehschalter verbunden, der nur jeweils die eingestellte Lésung

durchflieRen lasst. Der Ausgang ist Uber einen Teflonschlauch mit einer gebogenen Kandle
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2.8 Versuchsstand

(feinmechanische Werkstatt, physiologisches Institut, GieRen, BRD) als Zulauf verbunden,
die die Losungen in die Versuchskammer leitet. Das Schlauchsystem hat vom Schalter bis zur
Kammer ein VVolumen von 0,15 ml und ist im Schnitt mit 1,6 ml/min durchflossen. Entleert
wird die Kammer durch eine Pumpe (Wisa, Wuppertal, BRD), die ber eine Kanile den
Kammerinhalt in einen Auffangbehalter absaugt.

Die Ablaufgeschwindigkeit ist etwas schneller eingestellt als die Zulaufgeschwindigkeit,
damit im Entleerungsschlauch keine kontinuierliche Losungssaule flielt, die wegen ihres
Elektrolytgehaltes als Antenne fungieren und damit die Messungen stéren kann.

Die Préparate wurden in der perfundierten Versuchskammer mit einem Gitter
(feinmechanische Werkstatt, physiologisches Institut, GielRen, BRD) fixiert. Das Gitter
besteht aus einem aus Platin gefertigten Rahmen (AuRenmall 7x5 mm), der mit 3 Fasern aus

Zahnseide bespannt ist.

2.8.2 Aufbau des MelRstandes

Zur Herstellung der Pipetten wurden dickwandige Kapillaren aus Borosilikatglas (1,5 mm mit
Filament, Clark Medical Instruments, Pangbourne, England) gewahlt, welches wegen seiner
geringen  Leitfdhigkeit und seinen glnstigen kapazitiven Eigenschaften das
Hintergrundrauschen der Messungen minimiert. Die Kapillaren sind 7,5 cm lang, haben einen
auBeren Durchmesser von 1,5 mm und einen inneren von 0,86 mm. Das Filament der
Kapillare lasst den Flissigkeitsspiegel der Innenlésung leicht bis in die Spitze der fertigen
Pipette flieRen.

Die Kapillaren wurden mit beiden Enden in die Halterungen der Ziehschlitten eines
Horizontal-Ziehgerates (P-97, Sutter Instrument Company, USA) eingespannt und zu Pipetten
gezogen.

Um den Rand der Pipettenoffnung von kleinsten Unebenheiten und Staubkdrnchen zu
befreien, wurde die Pipette anschlieBend feuerpoliert. Bei diesem Verfahren wird die Pipette
einem stromdurchflossenen, gliihenden Platindraht soweit angenéhert, bis die Pipettenspitze
leicht angeschmolzen wird. Um Auflagerungen auf der Pipettenspitze durch Platin, das vom
Polierdraht verdampft wurde, zu verhindern, befindet sich an der Stelle des Drahtes, mit der
die Pipette poliert wird, eine Perle aus Borosilikatglas. Um optimale Seals zu erhalten,
wurden die Pipetten jeweils direkt vor einem Versuch so poliert, dass sie einen Widerstand

zwischen Pipetteninnenldsung und Badlésung von 3-5 MQ aufwiesen.
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2.8 Versuchsstand

Die Pipetten wurden Ulber die hintere Offnung mit der Pipetteninnenlésung befillt. Als
Elektrode diente ein Silberdraht (0,5 mm Johnson Matthey GmbH, Karlsruhe, BRD), der
regelmaRig in 1 M KCI mit einer Batterie chloriert wurde. Als Badelektrode diente ebenfalls
ein chlorierter Silberdraht (Johnson Matthey GmbH, Karlsruhe, BRD)

Der Pipettenhalter besteht aus Kunststoffen mit hohen Dielektrizitatskonstanten, um das
Hintergrundrauschen mdglichst gering zu halten. Das hydrophobe Material (Delrin, Kriiger,
Hamburg, BRD) soll die einzelnen Anteile vor einem Wasserfilm schitzen. Dieser Halter
wurde in einem Winkel von 30° gegen die Horizontale auf einem 3-achsigen
Mikromanipulator (ZSS 32-200-1.2, Mérzhauser, Wetzlar, BRD) befestigt. Gesteuert wurde
der Manipulator tiber einen 3-Achsen-Joystick.

Das aufrechte Mikroskop (Axioskop FS, Zeiss, Oberkochen, BRD) ist auf einem
schwingungsgedampften Tisch gelagert. Das 40fach Wasserimmersions-Objektiv ist vom
Mikroskop elektrisch isoliert, um Stoérungen bei der Signalableitung vom Praparat zu
vermeiden. Uber eine Videokamera (WV-BP500, Panasonic, BRD) konnte das Bild des
Mikroskops auf einen Bildschirm (WV-5410N, Panasonic, Japan) Ubertragen werden, so dass
die Zelle wahrend des Experiments problemlos weiter beobachtet werden konnte.

Fur die Betrachtung von eGFP positiven Zellen wurde eine Fluoreszenzoptik eingesetzt. Sie
bestand aus einer Quecksilberdampflampe in einem separaten Strahlengang des Mikroskops,
der selektiv zugeschaltet werden konnte, in den ein optischer Filter mit einer Wellenlange von
450-490 nm fur die Anregung und einem Sperrfilter (515-565 nm) fiir die Betrachtung des
Praparates eingebaut ist.

Zwecks Erfassung und Kategorisierung der untersuchten Zellen wurden diese digital vom
Monitor abfotografiert (EOS 300D, Canon, Krefeld, Deutschland) 1/3s, /13, 105 mm. Die
Bilder wurden nachtraglich digital gescharft und im Kontrast erhéht (Photoshop CS, Adobe
Systems Inc., San Jose, USA).

Als patch-clamp Verstarker diente ein Axopatch 200A (Axon Instruments, USA) mit einem
Verstarkungsbereich von 0,5-500 mV/pA. Somit kénnen Strdme bis zu 20 nA aufgenommen
werden. Die applizierten Testimpulse wurden computergesteuert vorgenommen, wobei die
Steuersignale vom Rechner (Intel Pentium 111, 700MHz) Gber den AD/DA-Wandler (Digidat
1200A, Axon Instruments) via Axopatch zur Headstage (CV201 AU) in die Pipette

Ubermittelt wurden.
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Die Signale wurden mit dem eingebauten Tiefpassfilter des Axopatch 200A (-3 dB, 4-Pol
Bessel) gefiltert, um das Rauschen zu vermindern. Um Artefakte zu verhindern, wurde die

Filterfrequenz gemaR des Nyquist-Kriteriums auf die Halfte der Samplefrequenz festgesetzt.

2.8.3 Aufzeichnungs-, Auswertungs- und Darstellungsverfahren

Die analogen Rohdaten des patch-clamp Verstarkers wurden uber den 0.9. AD/DA-Wandler
digitalisiert und mit der Aufzeichnungs- und Steuersoftware (Clampex 8, Axon Instruments,
Foster City, USA) auf Festplatte aufgezeichnet. Die Aufnahmefrequenz wurde in
Abhangigkeit des Versuchsprotokolls gewéhlt, um die zu verarbeitenden Datenmengen
maoglichst klein zu halten.

Ausgewertet wurden die Daten mit den Auswertungsprogrammen pClamp 6 und 9 (Clampfit
6 bzw. 9; Axon Instruments, Foster City, USA). Clampfit 6 diente zum automatisierten
Vermessen von Stromamplituden mit Hilfe eines Makros, Clampfit 9 wurde zum manuellen
Vermessen von Ruhepotentialen und Aktionspotentialen verwendet.

In voltage-clamp Experimenten wurde zur Bestimmung des unspezifischen Leckstroms ein
hyperpolarisierender Spannungssprung appliziert und dabei die Strome gemessen. Der so
bestimmte unspezifische Leckstrom wurde vom Bruttosstrom der voltage-clamp Experimente
subtrahiert.

Die Kurvenanpassungen der Aktivierungs- und Inaktivierungskurven, Histogramme wurde
mit Origin 7.0 (Microcal Software Inc., Northhampton, USA) vorgenommen. Die
Kurvenanpassung und Bestimmung der Zeitkonstante (t) der EPSPs wurde mit Clampfit 9
durchgefiihrt. Schemazeichnungen wurden mit Corel Draw (Corel Draw 10, Corel, Ottawa,
Kanada) erstellt.

Alle Werte sind als Mittelwerte + S.E.M. (Standardfehler des Mittelwertes) oder + SD
(Standardabweichung) angegeben. Die Fehlerbalken der Zeichnungen stellen den
Standardfehler dar. Ist der Betrag kleiner als das Symbol, wurden sie weggelassen. Die
statistische Auswertung erfolgte in Origin mit einem gepaarten Student’s t-Test. Falls das

Signifikanzniveau (p) von 0,05 abweicht, ist der entsprechende Wert angegeben.
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2.9 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden von Claudia Biihnemann (IFN, Magdeburg,
Deutschland) durchgefihrt.

Nach einer Chloralhydrat Andsthesie wurden 4 Wochen und 3 Monate alte Ratten mit 200 ml
PBS (pH 7,4) und anschlielend mit 200 ml 4 % Paraformaldehyd (in PBS, pH 7,4)
transcardial perfundiert. Das danach entnommene Gehirn wurde Uber Nacht in 4 %
Paraformaldehyd gelagert, zur Cryoprotektion in 30 % Saccharose transferiert und bei —80 °C
in Methylbutan eingefroren. Von diesem Gewebsblock wurden in einem Cryotom (Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Deutschland) 20 um diinne coronare Schnitte angefertigt.

An diesen Schnitten wurden bei Raumtemperatur im frei flotierenden Zustand die
Inkubationen durchgefiihrt, um eine bestmdgliche Durchdringung durch die Antikdrper (AK)
zu gewahrleisten. Die Inkubation mit den priméren Antikorpern wurden bei 4 °C Uber Nacht
durchgefuhrt: neuronales nukleares Antigen (NeuN; monoklonal Maus; 1:200; Chemicon,
Temecula, USA), gliales fibrillares saures Protein (GFAP; monoklonal Maus; 1:200;
Chemicon), Anti-NaV 1.1, Anti-NaV 1.2, Anti-NaV 1.3 (alle polyklonal vom Kaninchen;
1:500 verdinnt; Alomone Labs, Jerusalem, Israel). Die Schnitte wurden geblockt in
PBS/Triton 0,5%, das 10% normales Esel-Serum enthielt.

Die Fluoreszenzfarbung erfolgte mit einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikdérper von der
Ziege (1:500, Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer Einwirkzeit von 2 h bei
Raumtemperatur.

Alle AK wurden mit PBS/Triton X100 0,5% mir 3% normalem Esel-Serum verdinnt. Fir die
Kontrolle auf unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers wurden Féarbungen mit dem

sekundaren AK ohne den primaren AK durchgefihrt.
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3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften von NLCs

In dieser Arbeit wurde die Technik der Dulnnschnittpraparation (Scholz et al., 1998a)
modifiziert und dazu verwendet, Schnitte einer gesamten Hemisphére eines Rattenhirns nach
eMACO und precursor-Zell-Transplantation herzustellen. Drei bis sieben Wochen nach
Stammzelltransplantation wurden Hirnschnitte angefertigt und mit Hilfe der patch-clamp
Technik untersucht, ob sich die transplantierten Stammzellen in funktionelle Neurone
differenzieren konnten. Dazu wurden 139 durch eGFP in der UV-Optik leuchtende Zellen mit
einem mittleren Durchmesser zwischen 10 und 20 pum in der whole-cell Konfiguration
untersucht, die sich direkt innerhalb oder in einer Umgebung von bis zu 400 um um den
leuchtenden graft befanden. Mehrheitlich wurden oberflachlich liegende Zellen untersucht, da
die Erfolgsquote ein Gigaseal mit der Zelle zu erlangen bei tief gelegenen Zellen, die ein
vorheriges Freispilen mit einer Spulpipette erforderten, sehr gering war und die Zellen
wahrend des Spilvorgangs immer Schaden nahmen oder platzten.

In 38 der 137 (27,7 %) untersuchten Zellen konnten einwértsgerichtete spannungsabhéngige
Strome mit groBer Amplitude und einer schnellen Inaktivierungskinetik gezeigt werden
(Abbildung 9 A), weshalb wir diese Zellen als ,,neuronen-ahnliche Zellen* (neuronal-like
cells; NLC) bezeichneten. In 16 Zellen war die Experimentqualitdt so gut (gute
Spannungsklemme mit geringen Haltepotentialen), um aus den gemessenen Stromen eine
Strom-Spannungs- (I-U), sowie Aktivierungs- bzw. Inaktivierungskurven (Abbildung 9 C) zu
erstellen.

In der whole-cell Konfiguration wurde die Zelle bei einem Membranpotential von E=-80 mV
gehalten. Der Seal-Widerstand lag bei 6,9 £0,9 GQ. Das Mel3protokoll aus dem die I-U-
Kurve erstellt wurde, bestand aus 15 vom Haltepotential ausgehende, um je 10 mV
zunehmende Spannungsspringen zwischen -70 und +70 mV von 100 ms Dauer mit einem
Intervall von 3 Sekunden. Gemessen wurde jeweils der negative Spitzenstrom jeder Episode.
Nach Subtraktion der unspezifischen Leckstrome zeigte die Strom-Spannungskurve
(Abbildung 9 B) einen bei -50 mV aktivierenden einwartsgerichteten Strom, der sein
Maximum bei —20 mV erreichte und ein interpoliertes Umkehrpotential von +60,6 mV hatte.

Dieses befand sich nahe an dem errechneten Na'-Umkehrpotential nach Nernst von +58,7 mV
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3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften von NLCs

(23 °C). Der absolute maximale Einwartsstrom betrug —2,2+0,4 nA. Aus diesen Daten lieR
sich Ober die Boltzmann-Gleichung eine Aktivierungskurve (Abbildung 9 C, orange Kreise)
mit einer halbmaximalen Aktivierung (Esp)=-33,0£0.6 mV und einer Anstiegsteilheit von
5,1+0,6 mV/e errechnen. Hierfir wurden die gemessenen Stromamplituden durch die
Differenz des Testpotentials zum Nernst-Umkehrpotential dividiert, woraus sich die
Gesamtleitfahigkeit der Zelle jeweils bei dem getesteten Potential ergab. AnschlieRend
wurden diese Werte auf die Leitfahigkeit bei einem Testpotential von 10 mV normiert, um die
gemessenen Werte der verschiedenen Experimente besser miteinander vergleichbar zu

machen.
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Abbildung 9: Voltage-clamp Registrierungen von neuronen ahnlichen Zellen

A: Whole-cell Registrierungen im voltage-clamp des in der Fluoreszenzoptik durch eGFP leuchtenden
Neurons. Messbalken: 10 um. B: Strom-Spannungskurve von 16 NLC der normalisierten maximalen
Einwartsstrome (Interpoliertes Umkehrpotential der Einwértsstréme: +60,6 mV, Errechnetes Na'-
Umkehrpotential: +58,7 mV). C: Aktivierungs- und Inaktivierungskurven der Einwartsstrome. Die
angepasste Boltzmann-Verteilung ergab eine Es, von -33,2+0,6 mV fiir die Aktivierung (orange Kreise,
n=16 Zellen) und -33,62£0,5 mV fur die Inaktivierung (griine Quadrate, n=7 Zellen). D: Strom-
Spannungskurve der korrigierten und auf dem Maximalstrom normierten spaten Auswartsstrome (bei
150 ms). Die Aktivierungsschwelle lag bei ca. -40 mV (n=38 Zellen).
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Die Inaktivierungskurve (Abbildung 9 C, griine Quadrate) wurde mit einem Protokoll erstellt,
das, ausgehend vom Haltepotential -80 mV, um jeweils 10 mV zunehmende 50 ms lange
Vorimpulse bei =110 mV beginnend, applizierte, welche von einem Testpotential von +20
mV mit 50 ms Dauer gefolgt wurde. Gemessen wurde jeweils die maximale Amplitude der
Einwartsstrome jeder Episode wéhrend des Testpotentials. Die Strdme jeder Zelle wurden auf
den jeweiligen Maximalstrom normiert. Es ergab sich eine Inaktivierungskurve mit einer
halbmaximalen Inaktivierung Es=-33,6+0,5 (n=7) mit einer Steigung von -5,1+0,5 mV/e.

Zusétzlich zeigten die NLCs spannungsabhangige, langsam inaktivierende Auswartsstréme
(Abbildung 9 A). Diese wurden ebenfalls mit oben genannten Spannungsspriingen generiert
und als Mittelwert des 70-90 ms Intervalls des Testpulses gemessen und auf den jeweiligen
Maximalstrom normiert. Die hieraus erstellte Strom Spannungskurve (Abbildung 9 D) zeigte
einen ab —40 mV aktivierenden Auswartsstrom. Der absolute Auswaértsstrom betrug bei einem

Membranpotential von +70 mV 2,6+0,5 nA (n=16).

3.2 Charakterisierung der lonenkandale mit Toxinen

321 TTX

lonenkandle lassen sich aufler durch die biophysikalischen Eigenschaften auch tber ihre
Empfindlichkeit gegenliber spezifischen Toxinen identifizieren. Deshalb wurde die
Empfindlichkeit der Einwartsstrome gegeniber 100 nM TTX getestet. Die angewandte
Konzentration des Kugelfischgiftes blockierte den Einwartsstrom auf 11,7 % seiner
AusgangsgroRe von 1,2+0,2 nA auf 0,1+0,1 nA (n=8, E=-10 mV, Abbildung 10C). Wie in der
Originalregistrierung  (Abbildung 10A) blieb oft Strom (brig, der wvon seiner
Inaktivierungskinetik langsamer war als der in Kontrolle gemessene Einwartsstrom.
Zusétzlich fiel auf, dass dieser Strom erst bei héheren Reizpotentialen aktivierte. In der Folge
der Einwartsstromblockade waren die untersuchten Zellen nicht mehr in der Lage,

Aktionspotentiale zu generieren.
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Abbildung 10: Effekte von TTX und TEA auf NLCs
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3.3 Immunhistologische Typisierung des Natriumkanals

A: Ausschnittsvergroflerung einer korrigierten whole-cell Registrierung einer NLC 4 Wochen nach
Transplantation in PSL und 100 nM TTX (Messbalken 10 um). Das Balkendiagramm zeigt die
korrigierten und normierten maximalen Einwartsstréme bei einem Testpotential von -10 mV (n=8
Zellen), die durch 100 nM TTX auf 11,7 % geblockt wurden. B: whole-cell Registrierung einer NLC in
Kontrolle und 10 mM TEA 5 Wochen nach Transplantation. Zusammenfassendes Balkendiagramm der
korrigierten und normierten spaten Auswartsstrome (n=5 Zellen) mit Blockade des Stromes auf 20 %. C:
Auswirkungen von 10 mM TEA auf das Ruhepotential einer NLC, bei dem depolarisierten RP kann kein
Aktionspotential generiert werden. Das Balkendiagramm zeigt die Zusammenfassung der RP von 6
Zellen: Kontrolle —41,8+6,8 mV, TEA -19,3+7,4 mV (p<0.02)

322 TEA

Die Auswartsstrome wurden auf ihre Empfindlichkeit gegeniilber TEA mit einer
Konzentration von 10 mM getestet. Der auf viele spannungsabhdngige Kalium-Kanale
wirkende Blocker konnte den Strom bei einem Testpotential von +30 mV von 2,3+0,8 nA auf
0,4+0,2 nA (20 %) blockieren (n=5, Abbildung 10B).

Wie man im Balkendiagramm der Abbildung 10 C erkennen kann, hatte die Blockade der
K*-Kanile bedeutenden Einfluss auf das Ruhepotential (ER) der Zellen. Es depolarisierte von
-41,8+6,8 mV auf -19,3+7,4 mV (n=6, Temp 23 °C). Folge dieser Depolarisation war, dass
die Zellen keine Aktionspotentiale bei ihrem natlrlichen Egr generieren konnten
(Abbildung 10C).

3.3 Immunhistologische Typisierung des Natriumkanals

Durch das interpolierte Umkehrpotential und die Blockierbarkeit der Einwértsstrome durch
TTX konnten die schnellen Einwértsstrome als Natriumkanéle identifiziert werden. Da die
Typisierung Uber die Aktivierungs- und Inaktivierungskurve auf den Na,-Kanal Na,1.1
hindeutete, strebten wir eine Typisierung des Kanalbesatzes uber einen immunhistologischen
Nachweis mit Antikérpern an. Die erfassten elektrophysiologischen Eigenschaften deuteten
am ehesten auf einen Kanal der Klassen Na,1.1-1.3 hin, weshalb wir immunhistologische
Farbungen mit spezifischen Antikorpern gegen das zu untersuchende Kanalprotein
vornahmen. Damit sichergestellt wurde, dass nur Zellen, die aus Stammzellen entstanden
sind, untersucht wurden, wurde nur die Kolokalisation der Antikorperfarbungen in eGFP

positiven Zellen berticksichtigt.
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3.3 Immunhistologische Typisierung des Natriumkanals

4 \Wochen

Na, 1.1

3 Monate

Kontrolle

4 \Wochen

Na, 1.2

3 Monate

Abbildung 11: Immunhistochemische Farbungen von Na,-Kanalproteinen

A links: eGFP positive Zellen fluoreszieren griin 4 Wochen nach Transplantation. Mitte: Na, 1.1 rot
fluoreszierend dargestellt (Messbalken=25 um). rechts: Uberlagerung beider Bilder, eGFP positive Zellen
mit Na, 1.1 Kanéalen im Bereich der Somata stellen sich gelb dar. B links: eGFP positive Zellen griin
fluoreszierend, 3 Monate nach Transplantation. Mitte: Na, 1.1 positive Strukturen rot fluoreszierend
(Messbalken=25 pum). rechts: Uberlagerung beider Bilder. eGFP positive mit Na, 1.1 Kanalen im Bereich
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3.4 Entwicklung der Aktionspotentiale 3 — 6 Wochen nach Transplantation

der Somata sind gelb dargestellt. C: Negativkontrolle. links: eGFP positive Zellen grin fluoreszierend, 4
Wochen nach Transplantation. Mitte: Farbung mit sekundarem AK ohne primaren AK. Es sind keine
neuronalen Strukturen angefarbt (Messbalken=100 um). rechts: Uberlagerung beider Bilder. D links:
eGFP positive Zellen griin fluoreszierend nach 4 Wochen. mitte: diffus verteilte Anfarbungen durch Na,
1.2-AK  (Messbalken=50 pm). rechts: Uberlagerung beider Bilder. Es kann keine eindeutige
Kolokalisation von eGFP und Na, 1.2 beobachtet werden. E links: eGFP positive Zellen grun
fluoreszierend 3 Monate nach Implantation. mitte: Darstellung Na, 1.2-positiver Strukturen
(Messbalken=20 pm). rechts: Uberlagerung beider Bilder. Gelb leuchtend dargestellt sind

Nervenzellfortsatze von eGFP positiven Zellen mit Na, 1.2.

Zur Sicherstellung, dass die Farbung nicht durch eine unspezifische Bindung des sekundéren
Antikorpers gegen neuronale Strukturen zustande gekommen ist, wurde eine Negativkontrolle
durch Applikation von sekundérem Antikorper ohne vorherige Anwendung des primaren
Antikdrpers durchgefuhrt. In dieser Farbung (Abbildung 11 C) konnten keine unspezifischen
Bindungen des sekundéren Antikorpers nachgewiesen werden.

Um eine Aussage Uber eine eventuelle zeitliche Entwicklung des lonenkanalbesatzes machen
zu konnen, wurden Farbungen nach 4 Wochen und nach 3 Monaten vorgenommen. Der Kanal
Na,1.1 konnte sowohl nach 3 Wochen als auch nach 4 Monaten auf eGFP*-Zellen im Bereich
der Somata nachgewiesen werden (Abbildung 11 A, B).

Nach 4 Wochen konnte fiir den Kanal Nay1.2 keine signifikante Kolokalisation in eGFP’-
Zellen nachgewiesen werden, wobei der Antikdrper ein diffuses Farbungsmuster gegen das
Hirngewebe zeigte (Abbildung 11 D). Nach 3 Monaten konnte eine Farbung durch Antikorper
in Stammzell generierten Zellen an deren Zellfortsatzen gezeigt werden (Abbildung 11 E).

In Farbungen mit Antikérpern gegen Na,1.3-Kanalproteine konnte in keinem der untersuchten

Zeitrdumen eine Kolokalisation mit eGFP nachgewiesen werden (Abbildung nicht gezeigt).

3.4 Entwicklung der Aktionspotentiale 3 — 6 Wochen nach Transplantation

Die Funktionalitat von Neuronen ist eng mit der Fahigkeit, Aktionspotential zu generieren,
verbunden. Wichtig hierbei sind deren Eigenschaften wie Amplitude, Dauer sowie die
Fahigkeit, Serien von Aktionspotentialen generieren zu kénnen.

Durch Injektion von Stromimpulsen (40 ms) zunehmender Stromstérke, beginnend mit einer
Starke von 0,1 nA in NLCs konnten im current-clamp Modus Aktionspotentiale ausgeltst
werden (Abbildung 12A). In Zellen, die 4 Wochen nach Transplantation untersucht wurden,

betrug die Aktionspotentialdauer (APD) 6,5+0,8 ms (n=7, Abbildung 12C) bei halbmaximaler
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3.4 Entwicklung der Aktionspotentiale 3 — 6 Wochen nach Transplantation

Amplitude bei ihrem natlrlichen Ruhepotential bei einer Amplitude von 68,2+9,6 mV (n=7).
Nach einer langeren Implantationszeit von 7 Wochen verkirzte sich die Aktionspotential
Dauer auf 2,2+0,2 ms (n=6) bei zunehmender Amplitude von 95,9+13,7 mV. Durch ein
kinstliches Haltepotential von E=-80 mV wurde die Aktionspotential Dauer verkdrzt, auBBer
bei Zellen, die é&lter als 6 Wochen waren (Abbildung 12C Mitte), wéhrend die
Aktionspotential-Amplitude bei kunstlichem Ruhepotential in allen Altersstufen bei diesem
kinstlichen Haltepotential zwischen 118,5 und 125,7 mV lag und damit keinen signifikanten
Unterschied zeigte. Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass das Ruhepotential der NLCs
von —25,849,0 mV nach 3 Wochen (n=3) auf -54,5+4,3 mV (n=7, 7 Wochen, Abbildung
12C) negativiert wurde.

Nach 4 Wochen konnten durch einen eine Sekunde langen Reiz in 2 von 13 Zellen Serien von
Aktionspotentialen ausgelést werden. Diese Fahigkeit entwickelte sich wéhrend der
Implantationszeit, so dass nach 7 Wochen bei 6 von 8 untersuchten Zellen Serien von
Aktionspotentialen beobachtet werden konnten.
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3.4 Entwicklung der Aktionspotentiale 3 — 6 Wochen nach Transplantation
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Abbildung 12: Aktionspotentiale in ihrer zeitlichen Entwicklung
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3.5 Ca2+-abhédngige Auswartsstrome

A: Aktionspotentiale von NLCs nach 3- bzw. 6-wdchiger Implantationszeit, die durch einen injizierten
Strom von 40 ms Dauer 0,2 nA Starke hervorgerufen werden. Die obere Reihe wurde bei dem gegebenen
Ruhemembranpotential, die untere Reihe bei einem kiinstlichen Ruhepotential von -80 mV ausgelost.
B: NLC nach 6-wdchiger Implantationszeit konnen auf einen 1 s Reiz von 0,1 nA Starke mit einer Serie
von Aktionspotentialen antworten. C: Das RP der transplantierten Zellen wird mit zunehmender
Implantationsdauer negativer (n=3-10 Zellen), die Dauer der Aktionspotentiale nimmt ab (schwarze
Balken Messung bei Eg; grune Balken bei E,=-80 mV; n=1-9 Zellen) und die Amplitude der
Aktionspotentiale nimmt zu (schwarze Balken Messung bei Eg; gelbe Balken bei E,=-80 mV; n=1-9
Zellen).

3.5 Ca**-abhadngige Auswértsstrome

Neben den bereits beschriebenen Na*- und K*-Kanélen interessierten wir uns dafiir, ob auch
Ca®*-Kanale, die ebenfalls haufig auf ZNS-Neuronen beschrieben wurden, auf den
vorliegenden NLCs zu finden seien. Um die heterogene Gruppe der Ca?*-Kanéle indirekt zu
erfassen und einen durch sie bedingten Strom erkennen zu kdnnen, entschieden wir uns, keine
unspezifischen Blocker einzusetzen, sondern die elektromotorische Kraft fir Ca®* und die
AuBenladungen zu verringern, indem wir die Ca**-Konzentration der Badlosung [Ca®'] auf
0,1 mM herabsetzten.

Bei Ein- und Auswasch der Ca’*-armen L6sung kam es zu einer reversiblen Reduktion der
Amplitude des Auswartsstromes ab Testpotentialen groer als 0 mV, wie aus der 1-U-Kurve
in Abbildung 13A zu erkennen ist (n=5). Abbildung 13B zeigt den Verlauf der
Stromamplitude wahrend des Einwaschs der Ca**-armen Ldsung, hervorgerufen durch einen
Spannungssprung zu E=30 mV. Der Verlauf der Stromamplitude sowie dessen Reversibilitét
deuten auf einen Effekt hin, der durch den Entzug der externen Ca**-lonen zustande kommt
und ist damit deutlich von einem ,,Rundown“ der Auswaértsstréme zu unterscheiden.

Die Reduktion von Ca?*-lonen fiihrte dazu, dass sich die Aktionspotential Dauer, gemessen
bei Ruhepotential von 2,4+0,1 ms auf 3,9+1,0 ms (n=6), reversibel verldngerte. Eine

Beeinflussung des Ruhepotentials zeigte sich durch die verringerte Ca**-Konzentration nicht.
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3.6 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome
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Abbildung 13: Ca?*-abhéngige Stréme in NLC

A: Strom-Spannungs-Kurven der normierten spaten Auswartsstrome (n=6 — 3 Zellen; PSL: Quadrate,
Ca”*-arme Loésung: Kreise, Auswasch: Dreiecke). B: Reduktion des spaten Auswértsstromes bei +30 mV,
Haltepotential E,=-80 mV bei Einwasch einer PSL mit 0,1 mM Ca®", nach Auswasch dieser Lésung erholt
sich die Stromamplitude wieder. Die Linie verdeutlicht interpoliert den Kurvenverlauf der Messungen.

Impulsintervall 10s. C: in 0,1 Ca*’-PSL nimmt die Aktionspotentialdauer reversibel zu (nicht signifikant).

3.6 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

Bei der Untersuchung von Zellen 5 Wochen nach der Transplantation fiel sowohl in
Experimenten mit voltage-clamp wie auch in current-clamp Modus zundchst vereinzelt,
spater haufiger eine zelleigene Spontanaktivitat auf. Bei genauer Betrachtung erinnerten die
beobachteten Strome bzw. Potentiale an solche, wie sie flir exzitatorische postsynaptische
Stréme und Potentiale typisch sind, die eine sehr schnelle Aktivierung von wenigen pA, bzw.
mV aufweisen und dann exponentiell zu ihrem Ausgangswert zuriickstreben. Sie stellen das
elektrophysiologische Korrelat einzelner synaptischer Ubertragungen dar und bedeuten, wenn
sie in eGFP*-Zellen gemessen werden kénnen, dass diese entweder mit einer weiteren eGFP™-
Zelle oder mit einem Neuron des graft-Gewebes verbunden ist. Exzitatorische postsynaptische
Potentiale (EPSP) und Strome (EPSC) koénnen dadurch die funktionelle Integration einer
transplantierten Zelle mit dem host-Gewebe anzeigen. In dieser Arbeit stand vor allem die
semiqualitative Beschreibung dieses Phdnomens im Vordergrund. Die gezielte Blockade
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3.6 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

dieser Potentiale und Strome wurde aufgrund der vielen verschiedenen mdglichen Transmitter
zentraler Synapsen und der geringen Anzahl von Versuchstieren zunéchst nicht unternommen.
Fur die Untersuchung auf EPSCs wurden kontinuierliche voltage-clamp Registrierungen an
NLCs 5-7 Wochen nach Transplantation bei einem Haltepotential von E=-60 mV
durchgefihrt. In 13 Zellen konnten spontane, sehr schnell aktivierende Einwartsstrome mit
exponentieller Desensitisierungskinetik (t=2,4+0,2 ms, Abbildung 14B) unterschiedlicher
Amplituden beobachtet werden (Abbildung 14A). Die Eigenschaften dieser Strome waren gut
mit den Charakteristika von EPSCs vereinbar. Aufgrund der groBen Anzahl der Ereignisse
konnten die Registrierungen mit einer Template-basierenden Ereignissuche in pClamp 9.2
ausgewertet werden. Die Amplituden aller registrierten EPSCs wurden dann in einem
Amplituden-Histogramm (Abbildung 14C) erfasst und mit einer mehrfachen Gaul-
Anpassung analysiert. Dieser Anpassung ergab, dass die Amplitude des minimalen
Ereignisses 11,6+0,6 pA betrug (Amplitude 2. Ordnung: 21,1 pA; 3. Ordnung: 34,2 pA; 4.
Ordnung: 44,6 pA).

Passend zu dieser Beobachtung konnten schnelle spontane Depolarisationen (Abbildung 14D)
unterschiedlicher Starke im current-clamp Modus gesehen werden, die durch EPSCs
unterschiedlicher GroRe hervorgerufen sein konnen. In 7 von 13 Zellen, die spontane EPSPs
gezeigt hatten, konnten Serien von Aktionspotentialen mit einer Frequenz zwischen 1 und
18,5 Hz beobachtet werden, denen entsprechende EPSC’s vorausgingen.

Um die Vermutung zu erhérten, dass es sich bei den beobachteten Depolarisationen um
EPSPs handelt, haben wir versucht, die synaptische Ubertragung durch Entzug von Ca?*-
lonen, die an der postsynaptischen Transmitterausschittung beteiligt sind, zu unterbinden, da
die spezifische Blockade angesichts der groBen Anzahl der mdglichen Transmitter nicht
moglich erschien. Die Haufigkeit der EPSPs wurde von 13,746,1 min™® (51 Ereignisse
insgesamt) in Kontrolle durch den Einwasch einer 0,1 mM Ca?*-PSL auf 1,9+1,2 min™ (in 3
Zellen) reduziert und stiegen in ihrer Haufigkeit nach Auswasch mit PSL wieder auf 8,9+5,4

min an.
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3.7 Elektrophysiologische Eigenschaften von Glia-ahnlichen Zellen
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Abbildung 14: Spontane EPSC und EPSP in NLC

A: EPSCs unterschiedlicher Amplitude mit einer Uberlagerten monoexponentiellen Kurvenanpassung.
B: Die monoexponentielle Kurvenanpassung der EPSCs ergab eine Zeitkonstante von t=2,4+0,2 ms
(n=26). C: Spitzenamplituden-Histogramm von 205 PSCs (n=5) Zellen. Die Anpassung mit einer multiplen
GauB-Verteilung erbringt als Kleinstes gequanteltes Ereignis von 11,6 pA. Die Summe der
Einzelanpassungen ist rot wiedergegeben. D: Spontane EPSPs im current-clamp Modus mit
Depolarisationen unterschiedlicher Amplitude. Sternchen markieren jeweils elementare Ereignisse. Kreis
zeigt eine Summation mehrerer EPSPs. E: Folge der EPSPs waren spontane Aktionspotentiale mit einer
Frequenz von 1,5 - 2,5 Hz (andere Zelle als in D). F: Die Haufigkeit der EPSCs wurde reversibel durch 0,1
mM Ca?*-PSL reduziert.

3.7 Elektrophysiologische Eigenschaften von Glia-ahnlichen Zellen

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen NLCs gab es ein Gruppe von Zellen (n=99), die

zwar eGFP positiv waren, sich aber in ihrem mikroskopischen Erscheinungsbild wie auch in
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3.7 Elektrophysiologische Eigenschaften von Glia-ahnlichen Zellen

den elektrophysiologischen Eigenschaften unterschieden. Sie &hnelten eher Gliazellen,
weshalb sie gliadhnliche Zellen (glia-like cells; GLCs) genannt wurden. Da die Beschreibung
dieser Zellen flr diese Arbeit nicht das primére Ziel darstellte, wurden trotz der groRen
vorgefundenen Anzahl dieser Zellen einige exemplarisch elektrophysiologisch untersucht. In
der morphologischen Betrachtung (Abbildung 15 Bildeinsatz) boten diese Zellen bei gleicher
Somagroflie feiner gegliederte Veréstelungen von Zellfortsdtzen als die oben beschriebenen
NLCs.
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Abbildung 15: Voltage-clamp Registrierungen von GLCs nach Transplantation

A: Registrierungen der in der Fluoreszenzoptik durch eGFP* leuchtende Gliazelle. Messsbalken
10 um. B: Strom-Spannungskurve der korrigierten und auf dem Maximalstrom normierten peak-
Auswartsstrome (n=5 Zellen). C: Aktivierungskurve der Auswartsstrome. Die angepasste Boltzmann-
Verteilung ergab eine Es, von +2,140,7 mV fur die Aktivierung (n=5 Zellen). D: Vergleich der maximalen
Auswartsstrome bei +70 mV (GLC n=5, NLC n=37 Zellen). E: Vergleich der Ruhepotentiale von GLCs
und NLCs (GLC n=5, NLC n=33)
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3.8 Immunhistochemischer Vergleich neuronaler und glialer Zellen

In der whole-cell Konfiguration konnte in keiner dieser Zellen ein Einwartsstrom
nachgewiesen werden, weshalb von diesen Zellen weder bei ihrem Ruhemembran- noch bei
einem kinstlichen Haltepotential von -80 mV Aktionspotentiale abgeleitet werden konnten.
Die Amplitude des spannungsabhdngigen Auswaértsstromes war mit 0,9+0,2 nA (n=5,
Abbildung 15A) deutlich Kkleiner als der von NLCs mit 2,4+0,3 nA (n=37, Abbildung 15D).
Das Ruhepotential beider Zelltypen war mit —38,3+5,1 (GLCs, n=5) gegenuber —43,1+2,8
(NLCs, n=33) nur geringfugig unterschiedlich (Abbildung 15E).

Die Aktivierungsschwelle des Auswartsstromes befand sich bei =30 mV, die halbmaximale

Aktivierung lag bei Esp=2,1+0,7 mV mit einer Steigung von 18,1+0,7 mV/e.

3.8 Immunhistochemischer Vergleich neuronaler und glialer Zellen

Zusétzlich zu den elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen mit neuronalen und
glialen Eigenschaften sollten die differenzierten Stammzellen auch immunhistologisch
differenziert werden. Hierflr wurden die Marker NeuN fir reife neuronale Zellen (neuronales
neukledres Antigen; neuronal nuclear antigen) und GFAP (gliales fibrilléares saures Protein;
glial fibrillary acidic protein) fur Astrozyten mit immunhistochemischen Methoden
dargestellt. Die Kolokalisation dieser Markerproteine mit eGFP zeigten, welche Zellen, die
aus Stammzellen entstanden waren, sich in Neurone bzw. Gliazellen differenziert hatten. Die
Ergebnisse dieser Doppelfarbungen sind in Abbildung 16 zu sehen. Hierbei wurde deutlich,
dass Zellen, die NeuN" waren, nur gering ausgepragte Zellfortsitze besaRen. Von ihrem
Aussehen glichen sie den Zellen, die in den elektrophysiologischen Untersuchungen
neuronale Charakteristika aufwiesen (vergleiche Bildeinsatz der Abbildung 9A). NeuN
konnte in etwa 30% aller eGFP*-Zellen 4 bis 12 Wochen nach Transplantation nachgewisen
werden. Zellen, die GFAP® waren, besaRen hingegen eher dendritisch ausgebildete
Zellfortsatze und glichen damit den Zellen, die in den elektrophysiologischen Untersuchungen
gliagdhnlichen Charakter gezeigt hatten (vergleiche Bildeinsatz der Abbildung 15A). GFAP
konnte in etwa 8 % der eGFP*-Zellen nachgewiesen werden.

Zusétzlich fiel auf, dass das intrazelluldre Verteilungsmuster der Marker ein anderes war.
NeuN war vor allem im Bereich der Somata, GFAP mehrheitlich im Bereich der Zellfortsétze

zu finden.

48



3.9 Weitere immunhistochemische Untersuchungen

Abbildung 16 Immunhistochemischer Vergleich neuronaler und glialer Marker

A: Uberlagernde Darstellung von eGFP* Zellen (griin) und NeuN® Zellen (rot, Marker fiir reife
Neuronen). Zellen, die beide Marker exprimieren, sind gelblich dargestellt. B: Uberlagerung von eGFP+
Zellen (grin) und GFAP® Zellen (rot, Marker fiir Astroglia). Zellen, die beide Marker exprimieren,

erscheinen gelblich. Messbalken=20 pum

3.9 Weitere immunhistochemische Untersuchungen

Im Rahmen der Studien (Buhnemann et al., 2006) an dem vorliegenden Praparat wurden
zusétzlich zu den immunhistochemischen Farbungen der Natriumkanéle und glialen Marker
weitere Proteine immunhistochemisch untersucht, die hier der Vollstdndigkeit wegen erwéhnt,
aber nicht gezeigt werden sollen, da sie Gegenstand weiterer Arbeiten darstellen.

Als Zeichen der Synapsenbildung konnte in eGFP*-NLCs SV2, ein Marker der
prasynaptischen Vesikel, nachgewiesen werden. Ebenfalls konnten unter den eGFP+-Zellen
acetylcholinerge, GABAerge, serotoninerge und Substanz P positive Neurone dargestellt

werden.
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4.1 Allgemeine Uberlegungen zum vorliegenden Modell

4 Diskussion

4.1 Allgemeine Uberlegungen zum vorliegenden Modell

Eine zellbasierte Therapie eines ischdmischen Hirndefektes am Tiermodell ist vom Ansatz her
viel versprechend, muss allerdings Schwierigkeiten tberwinden, die in pharmakologischen,
neuroprotektiven oder Gewebekultur-Modellen (Benninger et al., 2003; Scheffler et al., 2003)
nicht berlcksichtigt werden missen. Zundchst missen die Zellen in einer Umgebung
uberleben, die fiir proliferierende Zellen unwirtlich ist. Das Sauerstoff- und N&hrstoffangebot
ist gering, der pH-Wert des Gewebes ist niedrig, es findet eine inflammatorische Reaktion des
Implantatlagers statt. Trotzdem mussen die applizierten Zellen nicht nur berleben, sondern
auch proliferieren und sich differenzieren. Eine weitere Schwierigkeit des vorliegenden
Modells gegenliber Modellen, die sich mit neurodegenerativen Erkrankungen wie M.
Parkinson (Kim et al., 2002; Bjorklund et al., 2002) oder Chorea Huntington (Fricker-Gates et
al., 2004) befassen, ist, dass verschiedenste Zelltypen ersetzt werden missen, die zur
erfolgreichen Therapie miteinander in spezifischer Weise interagieren missen, obwohl die
Differenzierung der applizierten Zellen nach der Transplantation nur geringfugig gesteuert

werden kann.

Zurzeit gibt es nur wenige Studien, die an Schlaganfallmodellen in-vivo einen Erfolg zeigen,
gemessen durch eine Verbesserung des untersuchten motorischen Verhaltens (Chen et al.,
2001; Li et al., 2001; Zhao et al., 2002; Borlongan et al., 1998). Die Uberlebensrate der
Zellen in diesen Modellen ist oft gering und ein direkter elektrophysiologischer Nachweis
uber die Funktionalitat der transplantierten Zellen wurde nicht erbracht. Studien, die diesen
direkten Nachweis nicht erbringen, erscheinen problematisch, da die beobachtete
Verhaltensbesserung moglicherweise nicht auf die Differenzierung und den Zellersatz durch
die transplantierten Zellen zurtickgehen, sondern auf neuroregenerative Effekte des host-
Gewebes, beispielsweise durch Induktion von Wachstumsfaktoren (Mahmood et al., 2004).
Dieser Effekt wird in neuerer Zeit ausgiebig in der Literatur diskutiert (Lindvall et al., 2004;
Haas et al., 2005) und auch als ,,bystander Effekt“ bezeichnet. Dieser Effekt kann in der
vorliegenden Studie vernachléssigt werden, da die transplantierten differenzierten xenogenen

Stammzellen direkt untersucht wurden und nicht eine reine Verhaltensanalyse von
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4.1 Allgemeine Uberlegungen zum vorliegenden Modell

Versuchstieren durchgefuhrt wurde. Fehlend ist jedoch eine nachweisliche Verbesserung in
Verhaltenstests. Bisher existiert nur eine Studie von Wei (2005), die eine funktionelle
Besserung der motorischen Hirnleistung zusammen mit dem immunhistologischen Nachweis

Uber Neurone erbringt, die aus transplantierten embryonalen Stammzellen entstanden sind.

Die funktionelle Entwicklung von Stammzellen in in-vitro Modellen wurde schon frih
untersucht (Bain et al., 1995; Strubing et al., 1995; Finley et al., 1996). In einigen Studien
konnte in in-vivo Modellen an Parkinson erkrankten Tieren die funktionelle Entwicklung der
transplantierten Zellen nachgewiesen werden, nachdem sie in embryonale Gehirne
eingebracht wurden (Kim et al., 2002; Wernig et al., 2004). Kritisch anzumerken ist bei
diesen Modellen, dass die Zellapplikation in einer sehr proliferations- und
differenzierungsfreundliche Umgebung stattfand, da, bedingt durch die stattfindende
physiologische Neuroembryogenese, viele Wachstumsfaktoren im Gewebe zu finden sind, die
im adulten Tier nicht mehr vorhanden sind. Mit Transplantationen in adulte Tiere bzw. in
ischamische Hirnareale sind die Ergebnisse dieser Studien somit nur sehr begrenzt
vergleichbar. Die Implantation von Stammzellen nach einem lokal begrenzten ischdmischen
Infarkt wurde an adulten Tieren bisher nur mit Hilfe von Verhaltenstest untersucht (Wei et al.,
2005). Studien, die an einem, vergleichbaren Modell, wie dem hier vorliegenden,

durchgefiihrt wurden, sind in der Literatur aktuell nicht zu finden.

Die Untersuchung des adulten Hirngewebes von Nagetieren (>P18) ist der Untersuchung
gegenuber embryonalen Hirnschnitten mit der patch-clamp Technik nur sehr eingeschréankt
maoglich, da ab einem bestimmten Reifegrad ein Fasernetz auf der Hirnschnittoberflache den
Neuronen aufgelagert ist (Morales et al., 2004), das die Ausbildung eines Seals mit der
Zelloberflache stark behindert. Ublicherweise wird im Bereich des ZNS mit einer Splilpipette
oberflachliches Hirngewebe weggespilt, um tiefer gelegene Zellschichten der Untersuchung
zuganglich zu machen. In den vorliegenden Schnitten fuhrte diese Methode nicht zum Erfolg,
da die Oberflache des Hirnschnittes faserig elastisch war, so dass hohe Spuldriicke
aufgewandt werden mussten, die dann das Gewebe nur unzureichend abdrédngen konnten.
Zusétzlich schwollen die freigespulten Neurone bald an und platzten, so dass die
Untersuchung auf oberflachlich gelegene Neurone beschrénkt war. Die Erfolgsrate war dabei
deutlich geringer als in Tieren jlngeren Alters beschrieben. Die Kontrolle, dass es sich bei

den untersuchten Zellen wirklich um eGFP* Zellen handelte, war dadurch gegeben, dass sich
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4.2 lonenstrome

nach dem Erreichen der whole-cell Konfiguration das fluoreszierende Zytoplasma deutlich in

das Lumen der Pipette einzog, was unter dem Mikroskop beobachtet werden konnte.

In etwa einem Drittel der untersuchten eGFP™ Zellen konnten neuronale Eigenschaften wie
Aktionspotentiale (APs) und spannungsabhangige Na*- und K*-Stréme nachgewiesen werden.
Dies lasst die Annahme zu, dass sich ein Teil der neuronalen Vorlauferzellen auch wirklich in
Neurone differenziert hat. Theoretisch bestlinde allerdings auch die Mdglichkeit, dass eine
solche Differenzierung durch eine Fusion einer unreifen neuronalen Vorldauferzelle und einem
reifen Neuron vorgetduscht wirde, wie durch Terada (2002) anhand von Southern-Blots
beschrieben wurde. Zellen, die auf diese Weise entstehen, hétten sowohl neuronale
Eigenschaften (Na'-Strome, Fahigkeit Aktionspotentiale zu generieren) als auch
Eigenschaften von Stammzellen (eGFP*). Zellen, die auf diese Weise entstehen, wiirden
jedoch nicht, wie weiter unten diskutiert, einem Reifeprozess unterworfen sein, wie er in dem
vorliegenden Modell zu beobachten ist.

Unter den elektrophysiologisch untersuchten Zellen besalRen etwa 30% neuronale und der
Rest gliale Eigenschaften. Dieses Mengenverhaltnis deckt sich sehr gut mit den
immunhistochemischen Untersuchungen, die im Rahmen paralleler Studien am selben Modell
durchgefihrt wurden (Buhnemann et al., 2006), sowie Studien von Dihne et al. (2003).

4.2 lonenstrome

Die Einwartsstrome NLCs wurden zu tberwiegenden Teilen durch 100 nM TTX blockiert
und konnten dadurch als TTX-sensitive Na'-Strome (Scholz & Vogel, 2000) klassifiziert
werden. Der verbleibende Reststrom zeigte eine verlangsamte und verdnderte Kinetik, die
typisch fur Ca*-Stréme ist (Abbildung 10A). Die Aktivierung erfolgte bei positiveren
Reizpotentialen, die untypisch fir Na'-Kanéle sind. In anderen Modellen wurden TTX-
Konzentrationen verwendet, die bis zu 10 mal héher waren (Lee et al., 2000; Scheffler et al.,
2005). Dies konnte zu der Annahme fiihren, dass die verwendete Konzentration zu niedrig
gewesen sein konnte, um den Strom vollstandig zu blockieren, deckt sich jedoch nicht mit
Scholz & Vogel (2000). Die allgemein angenommene 1Cso flr TTX an sensitiven
Na*-Kanalen betragt 2-5 nM. Die verwendeten 100 nM liegen also deutlich iiber der notigen
Konzentration an TTX, um sensitive Kandle zu blockieren. Theoretisch bestiinde die

Madglichkeit, dass es sich bei dem vorhandenen Reststrom um TTX-insensitive Kandle
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4.2 lonenstrome

handelt. Diese sind jedoch normalerweise in Neuronen des peripheren Nervensystems zu
finden (Roy & Narahashi, 1992; Scholz et al., 1998b).

Die Auswaértsstrome zeichneten sich durch ihre Kinetik und ihre Blockierbarkeit mit 10 mM
TEA als delayed-rectifier K*-Strome aus, die sowohl zur Repolarisationsphase als auch zum
Ruhepotential (RP) beitragen. Zusatzlich konnte eine weitere Komponente der Kaliumstrome
dargestellt werden, indem die Ca®*-Konzentration der Badlosung verringert wurde. Dieser
Calciumionenentzug fuhrte zu einer Reduktion der Auswartsstrome und durch Zunahme bei
Wiederherstellung der hohen Calciumionenkonzentration (Abbildung 13B). Die
Calciumabhéngigkeit von Kaliumstrémen wurde in Neuronen schon h&ufig beschrieben
(Kostyuk et al., 1981; Scholz et al., 1998a). Mehrere lonenkanaltypen konnen fur dieses
Phanomen ursachlich sein: kleine (SKca), mittlere (1IKc,) und groRe (BKcy) calciumabhangige
Kaliumkanale. Welche dieser Kanaltypen in den Messungen vorgelegen haben, konnte
letztendlich nur durch eine weitere Untersuchung mit den kanalspezifischen Blockern wie
zum Beispiel Iberiotoxin (BKcg), Clotrimazol (IKcz) und Apamin (SKca) herausgefunden
werden. Es scheint jedoch, dass BKc, zumindest anteilig in den untersuchten Zellen
vorgelegen haben kann, da dieser Kanal sehr sensitiv gegentiber TEA ist (Scholz et al.,
1998a). Wenn man die Blockade der Kaliumstréme durch TEA (Abbildung 10B) und Ca*'-
lonenentzug (Abbildung 13A) vergleicht, kommt man zu dem Schluss, dass mindestens 14%
der Auswartsstrome sowohl durch TEA als auch durch den Ca®*-Entzug blockiert wurde, da
TEA ca. 80% und der lonenentzug ca. 34% der Auswartsstrome blockieren kann. Dieser
Anteil kann nur durch den groRen calciumabhé&gigen Kaliumkanal bedingt sein, da von den
calciumabhéngigen Kaliumkandlen nur der BKc, TEA empfindlich ist.

Der beobachtete Auswartsstrom setzt sich somit zusammen aus delayed-rectifier und
calciumabhéngigen Kaliumkanélen.

Auffallig ist, dass das Ruhepotential zu Gberwiegenden Teilen durch die mit TEA blockierten
delayed-rectifier K*-Strome generiert wurde (Abbildung 10C). Die Tendenz, dass mit
zunehmender Differenzierungsdauer auch ein immer negativer werdendes Ruhepotential von
den Nervenzellen generiert werden kann, findet sich in mehreren Studien wieder (Jiang et al.,
2003; Benninger et al., 2003).

Die kinetischen Parameter der beobachteten Na'-Stréme in NLCs stimmten am besten mit
den beschriebenen Eigenschaften von Na, 1.1, der im ZNS mit am weitesten verbreitet ist,
Uberein (Goldin et al., 2000). Allerdings war das halbmaximale Potential Esy der Aktivierung
10 mV negativer als in der Literatur beschrieben. Dies konnte z.B. durch eine Kombination
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4.3 Aktionspotentiale

mit unterschiedlichen B-Untereinheiten zustande kommen, die die Kanaleigenschaften
verandern konnen. Auch eine Verfélschung der gemessenen Kanaleigenschaften durch
fehlende Blockade weiterer Einwartsstrome wie Ca®*-Stréme und vorliegenden space clamp-
Situationen bei insgesamt als schwierig zu bewertenden Versuchsbedingungen konnten
hierfir die Ursache sein. Zusatzlich konnten unterschiedlichste intra- und interzelluldre
Modulationsmechanismen Uber Transmitter- oder Modulatorensysteme eine grofRe Rolle
spielen. Das Vorkommen des Na, 1.1 wird jedoch in den immunhistochemischen Farbungen
der neuronalen Zellen bestétigt. Zwolf Wochen nach der Transplantation konnten zusétzlich
Na, 1.2 Kanéle in den Féarbungen in der typischen Lokalisation der Zellfortsatze gefunden
werden. Es ist bekannt, dass Na, 1.2 in der Ontogenese nach Na, 1.1 exprimiert wird
(Spampanato et al., 2001), was darauf hindeutet, dass im vorliegenden Préparat eine &hnliche
Reifung des Nervengewebes stattfindet wie in der natlrlich ablaufenden Embryogenese. Zwar
wurde elektrophysiologisch ebenfalls dieser Reifeprozess beobachtet, dennoch wurde der
spatere Zeitraum nach der siebten Woche und damit die Koexpression mit Na, 1.2 in der
vorliegenden Studie nicht mehr untersucht, da die Untersuchung von Dendriten mit der patch-
clamp Methode aulRerordentlich schwierig ist und bei einem Prédparat, das nicht in grofer
Anzahl regelmalRig verfugbar ist, zusatzlich erschwert wird.

NLCs haben ihre elektrophysiologischen Eigenschaften tber dem beobachteten Zeitraum
immer mehr den nattrlich vorkommenden reifen Neuronen des ZNS angenahert, auch wenn
sie sich in ihren Eigenschaften auch am Ende der untersuchten Periode von nativen Neuronen
etwas unterschieden. Beispielsweise war die Aktionspotentialdauer bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes langer als bei nattrlich vorkommenden ZNS-Neuronen.

4.3 Aktionspotentiale

Im Laufe des Untersuchungszeitraumes ist es zu einer Verkirzung der Aktionspotentialdauer
und einer Zunahme der Aktionspotential Amplitude gekommen. Diese Entwicklung findet
sich in mehreren Studien wieder (Westerlund et al., 2003; Benninger et al., 2003).

Bemerkenswert ist, dass sowohl die Qualitat des einzelnen Aktionspotentials als auch die
Frequenz der Aktionspotential-Serien stark durch das Membranpotential der Zelle beeinflusst
erscheinen. Indirekt sind die Aktionspotentiale somit nicht nur vom absoluten Besatz mit Na*-
lonenkanalen und deren Anzahl, sondern auch von dem Besatz mit Kg-, Kca-, unspezifischen

K*-Kandlen, Cay-, lonenkanalen oder dem Fehlen von Two-pore-Domain-Kanalen abhingig.
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4.3 Aktionspotentiale

Der unterschiedliche lonenkanalbesatz beeinflusst sehr das zugrundeliegende Ruhepotential
der Zelle. Ist das Ruhemembranpotential Kanélen insgesamt zu positiv, befinden sich die
meisten Na'-Kanale im inaktivierten Zustand. Aktionspotentiale sind dann nicht mehr
auslosbar. Oft sind bei alleinigem Vorhandensein von delayed-rectifier Kanédlen mit einem
stark negativen Ruhepotential keine Aktionspotentialserien auslosbar wie sie beispielsweise
bei Besatz mit dem grof3en calciumabhangigen Kaliumkanal erméglicht werden, da dieser zu
einer schnellern Repolarisation des Membranpotentiales flhrt, jedoch bei negativeren
Potentialen zunehmend seine Leitfahigkeit verliert und damit ein erneutes Aktionspotential
durch spannungsabhangige Na'-Kanile ermoglicht und nicht das Membranpotential
stabilisiert wie ein delayed-rectifier Kanal. Insgesamt lasst sich jedoch sagen, dass die
Fahigkeit, Aktionspotenialserien generieren zu kénnen, nicht allein an das Vorkommen von
BKca gekoppelt ist. Unter bestimmten Konstellationen kdnnen auch Serien von Neuronen
ohne das Vorkommen von BKc, generiert werden und Zellen mit BKc, k6nnen keine Serien
generieren.

Die Beobachtung, dass auch nach einer siebenwdchigen Differenzierungszeit die
Aktionspotentiale der NLCs gegenuber nativen Neuronen in ihrer Qualitat zuriickbleiben
(Abbildung 12A), konnte unter anderem in diesem Wechselspiel des relativen und absoluten
Kanalbesatzes von Na'-Kanilen, die fiir das Aktionspotential verantwortlich sind und
weiteren lonen-Kandélen, die fiir das Ruhepotential der Zelle und deren Repolarisierung
zustandig sind, begrundet sein. Abbildung 12C deutet auf APs hin, die eine noch recht geringe
Amplitude und eine langsame Kinetik der Aktionspotentiale nach drei Wochen zeigen. Eine
kinstliche Negativierung des Ruhepotentials fuhrt bereits in den erst drei Wochen alten
Zellen zu einer hoheren Amplitude des Aktionspotentials, &hnlich wie sie bei reifen Neuronen
zu finden ist. Dies konnte dadurch zustande kommen, dass durch das relativ positive
Ruhepotential viele Na'-Kanale inaktiviert sind, die durch das kiinstliche negative
Haltepotential in den aktivierbaren Zustand Gberflhrt werden.

Die zunehmende Fahigkeit, dahnlich wie natirliche ZNS-Neurone, Serien von
Aktionspotentialen generieren zu kdnnen, spiegelt ebenfalls einen klaren Hinweis auf die
Reifung der NLCs wieder.

Eine weitere Mdglichkeit ware, dass die Differenzierung zur vollstandig adulten Nervenzelle
auch nach der siebenwoéchigen Beobachtungszeit nicht abgeschlossen ist, sondern weiter
voranschreitet. Dies wirde bedeuten, dass die Differenzierung gegeniber &hnlichen Modellen
(Benninger et al., 2003) verzogert ist, bei denen die Differenzierung im
Beobachtungszeitraum abgeschlossen war. Zu beachten hierbei ist jedoch, dass das Wachstum
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4.4 Gliale Zellen

im hier vorliegenden Modell weder unter Zellkulturbedingungen noch unter optimalen

trophischen Bedingungen stattfand, sondern in einem ischamischen Hirnareal.

4.4 Gliale Zellen

GLCs zeigen sowohl elektrophysiologisch wie auch immunhistochemisch substantiell
unterschiedliche Eigenschaften gegeniiber NLCs. GLCs besitzen keinerlei Na'-Strome und
kdnnen dadurch keinerlei Aktionspotentiale generieren (Abblidung 15A). Zusatzlich zeigte
der Auswartsstrom der GLCs unterschiedliche Eigenschaften. Die Amplitude betrug
insgesamt nur ein Drittel, und er inaktivierte schneller als der Auswartsstrom von NLCs
(Abbildung 15D). Er war damit eher den A-Typ K'-Strémen zuzurechnen. Der langsam
inaktivierende Auswartsstrom der NLCs entspricht eher Einwértsgleichrichter K*-Stromen
(delayed-rectifier).

Die grundsatzlichen  Unterschiede glialer und neuronaler Zellen, die mit
elektrophysiologischen ~ Methoden  bereits  aufgezeigt ~ wurden,  konnten  mit
immunhistochemischen Methoden bestatigt werden. Vier bis zwolf Wochen nach
Transplantation konnten in etwa 30 % der eGFP*-Zellen der Marker fiir reife Neurone NeuN
nachgewiesen werden. Diese Zahl ist deckungsgleich mit der Verteilung neuronaler zu glialer
Zellen, wie sie mit Hilfe der Elektrophysiologie gefunden wurde. Anders als durch die patch-
clamp Methode wurde durch die immunhistochemische Darstellung nur etwa 8% mit GFAP
als Astrozyten identifiziert. Allerdings ist bekannt, dass die verwendeten Antikorper zur
Quantifizierung der Astrozyten nur Subpopulationen dieses Zelltyps darstellen kdnnen (Eng
et al., 2000). Zusatzlich konnte die Differenzierung zu Astrozyten durch Doppelfarbungen mit
eGFP und S100p bestatigt werden (Buhnemann et al., 2006). Die gesamte Population von
Astrozyten konnte dadurch nicht dargestellt werden und mit den Ergebnissen der
Elektrophysiologie in Deckung gebracht werden.

4.5 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

Im Prédparat konnten 4 bis 7 Wochen nach der Transplantation exzitatorische postsynaptische
Potentiale (EPSP) und Strome (EPSC) in NLCs beobachtet werden, was auf einen
synaptischen Eingang der untersuchten Zellen schlieRen l&sst. Fir die postsynaptischen

Potentiale wurden keine spezifischen Blocker eingesetzt, sondern die Reduktion der
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4.5 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

postsynaptischen Potentiale wurde durch Entzug von Ca®*-lonen, die an der synaptischen
Ubertragung beteiligt sind, herbeigefiihrt. Diese unspezifische Methode der Blockade der
synaptischen Ubertragung wurde gegeniiber einem spezifischen Block bevorzugt, da in
parallelen Studien an dem vorliegenden Modell (Buhnemann et al., 2006) mehrere
Neurotransmitter in NLCs nachgewiesen werden konnten und in den elektrophysiologischen
Versuchsreihen aufgrund der geringen Praparatezahl nicht alle Neurotransmitter auf ihre
Wirksamkeit untersucht werden konnten.

Der Entzug der Ca2+-lonen flihrte nur zur Reduktion der H&ufigkeit der EPSPs, nicht zur
volligen Blockade. Dies konnte zum einen daran liegen, dass in den Neuronen selbst noch
geniigend Ca**-lonen in intrazelluldren Speichern vorhanden waren, um eine komplette
Ubertragung an der Synapse zu verhindern. Zum anderen ist es in Schnittpraparaten ein oft
beobachtetes Ph&nomen, dass der Entzug von Substanzen und Blockern nicht zu einer
vollstandigen Erholung von der Blockade von Strémen oder Aktionspotentialen fihrt, wie sie
bei Untersuchungen in Zellkulturen zu beobachten ist, da der Auswasch aus den
Gewebsschnitten oft inkomplett ist (Ettorre, 2006). Dieses Phanomen gilt eher flr
hochmolekulare Proteintoxine. Fiir Ca**-lonen sollte dieser Effekt weniger zum Tragen
kommen, ist aber nicht véllig auBer Acht zu lassen. Hinzu kommt auch, dass 0,1 mmol/I Ca?*-
lonen in der Badldsung belassen wurde, da sonst ein Selektivitatsverlust von lonenkanalen fur
ihren spezifischen lonentyp auftreten konnte. Beispielsweise konnen Ca®*-Kanale fiir Na*-
lonen bei fehlendem intrazellularem Kalzium leitend werden (Almers et al., 1984).

Die beobachteten EPSPs flihrten in den Untersuchten NLCs zu einem anhaltenden Feuern von
Aktionspotentialserien, die typischerweise in neuronalen Netzwerken beobachtet werden
konnen (Antkowiak, 2002). Eine &hnliche Konnektivitdt nach Stammzelltransplantation
konnte von Benninger et al. (2003) und Wernig et al. (2004) beobachtet werden, diese
Beobachtung wurde allerdings nur in eine Gewebekultur, bzw. in einem neonatalen
Organismus gemacht und ist somit mit adulten Modellen nur schlecht vergleichbar. Die
postsynaptischen Potentiale und Strome wurden in diesen Studien sehr ausfuhrlich untersucht
und beschrieben. Durch Benninger wurden die untersuchten Potentiale nicht nur
morphologisch beschrieben, sondern auch durch ihre pharmakologische Blockierbarkeit und
ihre Stimulierbarkeit in AMPA-generierte EPSPs (durch CNQX blockierbar) und GABA-
generierte IPSPs (durch Bicucullin blockerbar) identifiziert. Diese Differenzierung fand
jedoch nur an der slice-Kultur statt. Eine derartige pharmakologische Differenzierung wurde
in der vorliegenden Arbeit nicht getroffen. Die Tatsache, dass Zellen, die vermehrt

postsynaptische Aktivitdt zeigten, auch vermehrt spontane Aktionspotentialentladungen
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4.5 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

aufwiesen, lasst jedoch den SchluB zu, dass es sich hierbei Uberwiegend um EPSPs gehandelt
hat. Diese Vermutung wird gestiitzt durch den Vergleich der Eigenschaften der von Benninger
beobachteten EPSPs und IPSPs. EPSPs zeigen eine sehr schnelle Aktivierung und eine etwas
langsamere Desensitisierung, wahrend IPSPs eine langsamere Aktivierung als EPSPs zeigen
und eine sehr langsame Desensitisierung besalen. IPSPs hatten zudem keine
Aktionspotentialserien, wie sie in unseren Versuchen gemessen wurden, ausgeldst. Eine
genaue pharmakologische Differenzierung mdisste jedoch in einer weiteren Versuchsreihe
durchgefuhrt werden.

Kritisch ist ebenso die Aussage von Wernig et al. (2004) tber die funktionelle Integration von
stammzellgenerierten Neuronen in seinem neonatalen Modell zu betrachten, da sich
Diskrepanzen zwischen den angewandten immunhistochemischen und elektrophysiologischen
Methoden ergeben. In seinem Préparat lassen sich zwar NMDA-Rezeptoren nachweisen,
EPSCs, die durch diese Rezeptoren hervorgerufen werden, kénnen jedoch nicht beobachtet
werden.

Da der uberwiegende Teil der NLCs, in denen EPSPs untersucht werden konnten im host-
Parenchym, einige hundert Mikrometer entfernt vom eigentlichen grafts gelegen haben, ist es
wahrscheinlich, dass der beobachtete synaptische Eingang durch Neurone des
Empféngergewebes verursacht wurde. Ob der Eingang durch Interaktion mit dem host-
Gewebe oder durch Verknipfung von NLCs untereinander zustande kam, konnte im Rahmen
der hier vorliegenden Studie jedoch nicht sicher geklart werden. Hierfur waren Doppel-patch-
clamp Versuche notwendig, die sehr aufwendig sind und deren Erfolg in Anbetracht des
schwierigen Préparates mit seiner niedrigen Erfolgsrate und seltenen Verfugbarkeit eher als

gering einzuschatzen ist.

Zusammenfassend l&sst sich durch die vorliegende Untersuchung die Aussage treffen, dass
neuronale Vorldauferzellen aus embryonalen Stammzellen generiert werden konnen und diese
in einer ischdmischen zentralnervdsen Lasion zu neuronalen und glialen Zellen differenzieren

und Uberleben.

Ausblickend fur weitere mogliche Untersuchungen an dem vorliegenden Modell lie3en sich
noch fehlende Fragen dieser Untersuchung ergénzen. Grundlage fiir diese weitergehenden
Untersuchungen ware eine groRere Anzahl von Versuchstieren mit einer besseren
Verfligbarkeit des Préparates. Die Beobachtung konnte tiber einen noch langeren Zeitraum
fortgefihrt werden, um Aussagen (ber den Langzeiterfolg treffen zu konnen. Um die
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4.5 Exzitatorische Postsynaptische Potentiale und Strome

Funktion der Neurone weiter abzuklédren, konnten Stimulationen und Inhibitionen der
untersuchten Neurone mit spezifischen Neurotransmittern und Blockern vorgenommen
werden. Erganzend konnte die Aussage Uber die Funktionalitat der transplantierten Zellen
durch Versuche mit Verhaltensbeobachtungen unterstiitzt werden.

Abschliellend lie3e sich die Integration transplantierter differenzierter Neurone durch Doppel-
patch-clamp Untersuchungen klaren, indem man in Neuronen des host-Gewebes reizt und in

Neuronen des graft-Gewebes EPSPs und Aktionspotentiale misst oder umgekehrt.
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5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmals in einem Tiermodell mit durch Endothelin induziertem
cerebrovaskuléaren Insult die Differenzierung und funktionelle Integration von neuronalen
xenotransplantierten eGFP markierten embryonalen Stammzellen mit Hilfe der patch-clamp

Technik und immunhistochemischen Farbungen untersucht.

e In etwa 30% von eGFP positiven Zellen konnten Einwadrts- und Auswartsstrome
nachgewiesen werden.

e Die transplantierten Zellen uberlebten im elektrophysiologischen
Beobachtungszeitraum von 7 Wochen nach Transplantation.

e Die Einwartsstrome, die eine flr spannungsabhangige Natriumkanale typische Kinetik
zeigten, konnten durch 100 nM TTX blockiert werden.

e Nur diese Zellen konnten Aktionspotentiale generieren und wurden deshalb neuronen-
ahnliche Zellen genannt (neuron-like cells: NLC)

e Die Auswartsstrome zeigten eine langsame Inaktivierungskinetik (t>500 ms) und
konnten durch 10 mM TEA auf 20 % blockiert werden.

e Die Auswirtsstrome gliedern sich in zwei Komponenten Kg (delayed rectifier K*-
Kandle) und Kc, (calciumabhéngige K*-Kanéle).

e Ky hat grolRen Einfluss auf das Ruhepotential der untersuchten NLCs.

o Kc, fuhrt zu einer Modulation der Aktionspotential Dauer.

e Mit zunehmender Zeit nach Transplantation wurde das Ruhemembranpotential
zunehmend negativer.

e Die Reifung der untersuchten Zellen fiihrte zu einer Verkirzung der Aktionspotential
Dauer und zu der F&higkeit, Serien von Aktionspotentialen zu generieren.

e In NLCs konnten spontane Einwartsstrome von kurzer Dauer und mit dhnlicher
Kinetik beobachtet werden, die als exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSPS)
identifiziert wurden.

e Die EPSPs sind ein Hinweis auf die funktionelle Integration der NLCs. Offen bleibt,
ob die Verknipfung untereinander oder mit host-Neuronen ausgebildet wird.

e Die calciumabhangigen EPSPs fuhrten zum spontanen Feuern von Aktionspotentialen

e Die aus transplantierten Zellen differenzierten Gliazellen besaRen nur Auswaértsstrome

mit geringerer Amplitude und konnten keine Aktionspoteniale generieren.
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6 Summary

6 Summary

For the first time, the differentiation and functional integration of xenotransplanted eGFP*
stem-cells derived from neuronal embryonic precursor-cells was examined in an animal,

endothelin-induced stroke model.

e Inward and outward currents were found in about 30 % of eGFP positive cells.

e Transplanted cells survived during the electrophysiological observation period of 7
weeks after transplantation.

e The inward currents, which demonstrated the typical kinetics of voltage-gated sodium
currents were blocked by 100 nm TTX.

e Only the eGFP"-cells were able to generate action potentials. Therefore they were
called neuron-like cells (NLC).

e The outward current revealed slow inactivation Kinetics (t>500 ms) and 10 mM TEA
could suppress it to 20%.

e The outward currents consisted of two components, Kg, (delayed rectifier K*-currents)
and Kc, (calcium dependent K*-currents).

e Ky had a large influence on the resting membrane potential of NLC.

e K¢, modulated the actionpotential duration.

e The resting membrane potential became more negative during the electrophysiological
observation period.

e As the cells matured, the action potential duration was shortened and they were more
able to generate trains of action potentials.

e Spontaneous inward currents of short duration and similar kinetics were observed in
NLCs and identified as excitatory postsynaptic potentials (EPSPS).

e The EPSPs are evidence of the functional integration of NLC. It is unclear if NLC
interconnect with each other or with the host-neurones.

e The calcium-dependent EPSPs evoked spontaneous firing of actionpotentials in NLCs.

o Differentiated glial cells derived from transplanted cells possessed only voltage-
dependent outward currents with low amplitude and could not generate an action

potential.
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