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1. EINLEITUNG

1.1 Allgemeine Einflihrung

Aus der heutigen medizinischen Forschung sind die Untersuchungen und
Experimente an Stammzellen nicht mehr wegzudenken. Stammzellen bieten ein
fast unerschopfliches Potential bei der Behandlung vielerlei Krankheiten. So
kénnten zum Beispiel Zellen zur Erneuerung bei degenerativen Prozessen
jeglicher Art wie Alzheimer, Knorpelschaden, Bandlasionen, nach
Schlaganfallen, Herzinfarkten Uberall dort eingesetzt werden, wo es durch
Gewebs- bzw. Zelluntergdnge zu irreversibler Schadigung gekommen ist. Mit
der Moglichkeit, solche Pathologien direkt im Ursprung behandeln zu kénnen,
ergaben sich fir den Patienten ganz neue Perspektiven. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass die gesamte Stammzellforschung in den letzten Jahren

massiv an Bedeutung gewonnen hat.

Zellen mit dem gesamten Entwicklungspotential stellen embryonale
Stammzellen dar. Allerdings verankert die Bundesrepublik Deutschland im
Gesetz zur Sicherstellung des Embryonenschutzes im Zusammenhang mit
Verwendung menschlicher embryonaler Stammzellen in Paragraph 81: ,Zweck
dieses Gesetzes ist es, im Hinblick auf die staatliche Verpflichtung, die
Menschenwirde und das Recht auf Leben zu achten und zu schitzen und die
Freiheit der Forschung zu gewahrleisten: 1. die Einfuhr und die Verwendung
embryonaler Stammzellen grundsatzlich zu verbieten, 2. zu vermeiden, dass
von Deutschland aus eine Gewinnung embryonaler Stammzellen oder eine
Erzeugung von Embryonen zur Gewinnung embryonaler Stammzellen
veranlasst wird, und 3. die Voraussetzungen zu bestimmen, unter denen die
Einfuhr und die Verwendung embryonaler Stammzellen ausnahmsweise zu
Forschungszwecken zugelassen sind.“* Es ist also notwendig, Alternativen zu

finden und als Forschungsgrundlage einzusetzen.

! Stammzellgesetz vom 28.Juni 2002, zuletzt gedndert durch Artikel 1 des Gesetzes
vom 14. August 2008, Auszug aus dem BGBI. | S.2277, StZG
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Amniozyten stellen eine solche alternative Stammzellquelle dar. Sie
entstammen direkt der embryonalen Zellreihe, aber nicht dem Embryo selbst,
und sind gut zuganglich, da sie in ausreichender Menge in der
Amnionflussigkeit vorkommen. Gewonnen werden sie mittels Amniozentese
(s.u.). Die Amnionflissigkeit enthalt eine Vielzahl an unterschiedlichen Zellen.
Dort kommen fetale Zellen wie Zellen der Haut, des Verdauungstrakts, der
Atem- und Harnwege und auch Abschilferungen der Plazenta vor (Priest et al.,
1978; Tyden et al., 1981).

Unterschiedliche morphologische Aspekte, biochemische Eigenschaften und
auch das Wachstumsverhalten in Kultur haben dazu gefiihrt, dass man heute
drei grosse Gruppen von Zellen des Fruchtwassers klassifizieren kann. Dabei
handelt es sich um epitheloide E-Zellen, fibroblast-ahnliche Typ-F Zellen und
die fur die Amnionflissigkeit spezifischen AF-Zellen. Bei den F-Zellen handelt
es sich mit gro3er Wahrscheinlichkeit um Zellen aus der Familie der dermalen
Fibroblasten, da sie Fibroblasteneigenschaften aufweisen und sich bei ihnen
extrazellulare Kollagenfasern nachweisen lassen, wie sie beispielsweise in
Fibroblasten der Haut vorkommen (Priest et al., 1978). Fir die Forschung von
besonderer Bedeutung sind die AF- oder AFDS? Zellen, die ein groRes
Differenzierungspotential aufweisen. Sie machen lediglich 1% aller in der
Amnionflissigkeit enthaltenen Zellen aus und zeigen Charakteristika, die schon
von embryonalen und adulten Stammzellen bekannt sind (De Coppi et al.,
2007; Prusa and Hengstschlager, 2002). Die Zellen sind weitestgehend
multipotent. Thnen wurde schon die Fahigkeit nachgewiesen, sich in Derivate
aller drei Keimblatter inklusive Zellen der adipogenen, osteogenen, myogenen,
endothelialen, hepatogenen und neuronalen Zelllinien differenzieren zu kénnen
(De Coppi et al., 2007). In dieser Arbeit werden die AFDS aus dem Zellpool
isoliert und verwendet, ihre Stammzelleigenschaften mittels verschiedenster

Verfahren untersucht und ihre neuronale Differenzierung induziert.

2 Amnion fluid derived stem cells
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1.2 Aufbau der Plazenta und Gewinnung der Amniozyte n durch

Amniozentese

Die menschliche Plazenta ist im ausgereiftem Zustand circa 600g schwer. Sie
bildet sich nach der Nidation der Blastozyste im Uterus und entsteht aus fetalen
Trophoblasten und miutterlichem Endometrium. Auf der fetalen Seite der
Plazenta sitzt das weililich-tribe Amnionepithel der Chorionplatte und
Nabelschnur auf und bedeckt diese vollstandig. Da es sich beim Amnion um
eine embryonale Struktur handelt, ist das Amnionepithel ebenfalls rein
embryonalen bzw. fetalen Ursprungs. Zwischen der mitterlichen Basalplatte,
der Dezidua, und der Chorionplatte befindet sich der mit mutterlichem Blut
gefullte intervillose Raum. Aus dem Chorion wachsen Primarzotten in den
villdsen Raum, die sich dann in Sekundarzotten verzweigen. Durch das
Einsprossen von Kapillaren wird aus der Sekundéar- eine Tertidrzotte und bildet
damit die Basis des Sauerstoffaustausches (s. Villus in Abb.1). Der
Sauerstoffaustausch zwischen Mutter und Kind erfolgt sowohl tiber Diffusion als
auch Pinozytose und wird Uber spezifische Rezeptoren vermittelt (Gynakologie
und Geburtshilfe, Manfred Stauber, 2007, Thieme Verlag, Stuttgart).

SHohan. sponglosum
Grenzschicht Hacentasepton
Matterliche Gefiiise 1

Trophobiast
Nabelarterien

Shus moarginalls

Abb.1: Schematischer Aufbau der Plazenta (Bildquelle: www.wikipedia.de)
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Die Amniozyten werden bei der Amniozentese gewonnen. Darunter wird eine
Punktion der Fruchtblase unter sonographischer Kontrolle verstanden. Nach
Ermittlung der kindlichen Lageverhaltnisse im Uterus wird eine dinne Nadel
durch die Bauchdecke der Schwangeren gestof3en und bis in die Fruchtblase
vorgebracht. Der das Kind umgebende Fruchtwassersack wird als Amnion
bezeichnet. Daraus werden 10-15 ml Fruchtwasser entnommen, welches
kindliche Zellen, beispielsweise abgestoliene Hautzellen, Zellen des Magen-
Darm-Trakts, Zellen der Niere 0.a4. und die gewtinschten Amnionzellen enthélt.
Im Labor lassen sich dann schliel3lich die Amnionzellen selektionieren und

weiter kultivieren.

Ziel der eigentlichen Amniozentese ist die Bestimmung kindlicher
Fehlentwicklungen. So kdnnen ZNS-Fehlentwicklungen, verschiedene
Erbkrankenheiten, einige chromosomale Aberationen und Syndrome mit
nahezu 100%-iger Sicherheit diagnostiziert werden (Molekulare Humangenetik,
Andrew P. Read, Spektrum akademischer Verlag, 2005). Da die Amniozentese
ein Eingriff ist, der selbstverstandlich auch eine Anzahl an Risiken birgt, u.a.
Induktion von Fehlgeburten in circa 1-3% der Félle, sind zur Gewinnung der in
dieser Arbeit verwendeten Zellen die Eingriffe nicht nur aus
Forschungszwecken durchgefiihrt worden. Vielmehr hat man die Zellen bei
indizierten Amniozentesen gewonnen, um unnétigen Schaden von Mutter und
Kind abzuwenden. Die Entnahme ist Uber einen Ethikantrag abgesichert

gewesen.

Extraktion
des Frucht
WESSErs

Ultraschall-Monitor

Frucht
Wasser

Flazenta
Fotus

Amnion
Ractum

Abb.2: Schematische Darstellung der Amniozentese (Bildquelle: www.zum.com)
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Fruchtwasserpunktion
ab 14. Schwangerschaftswoche
Fehlgeburtsrate 1%

Untersuchungen der
Hormonkonzentration
und von Stoffwechselprodukten

Uberstand

Sediment @-
e

Zellkultur

Chromosomenanalyse
DNA-Diagnostik
auf Erbkrankheiten

Abb.3: Schematische Darstellung der Gewinnung der Zellen mittels Amniozentese und
anschlielRendes Verbringen in Kultur. Zugehdoriges Ultraschallbild s. unten.

Abb.4: Ultraschallbild einer Amniozentese
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1.3 Allgemeine Eigenschaften und Charakteristika vo n Stammzellen

Eine Stammzelle kann sowohl symmetrische als auch asymmetrische
Zellteilungen durchfuhren. Dies bedeutet, sie besitzt die Fahigkeit zu extensiver
Selbsterneuerung und Bildung differenzierter Nachkommen. Die Art der
Nachkommen wird durch Wachstumsfaktoren, Hormone, Rezeptoranlagen und
Proteine beeinflusst (Hall, 1989). Eine embryonale Stammzelle kann sich
uneingeschréankt in alle Arten von Zellen differenzieren. Stammzellen kénnen in
den Geweben in einem mitotisch ruhenden Zustand vorliegen oder sich mit
unterschiedlich schneller Geschwindigkeit teilen (Hall and Watt, 1989; Morrison
et al., 1997). Zum Beispiel teilen sich Knochenmarksstammzellen langsam und
selten (Morrison and Weissman, 1994), wohingegen intestinale Krypten-
Stammzellen mit einer Generationsverdopplungszeit von 12 Stunden eine
vergleichsweise schnelle Teilungsrate aufweisen (Potten and Loeffler, 1990).
Vorlauferzellen einer Zellreihe sind in ihrer Entwicklungskapazitat bereits
eingeschréankt und in der Differenzierungsrichtung spezialisiert (Temple, 2001;
Temple, 2001).

In der Literatur werden, wie aus dem hamatopoetischen System bekannt, vier
Kategorien von Zellen benannt (Morrison et al., 1997): Totipotente, pluripotente
oder multipotente, oligopotente und unipotente Zellen. Unter einer totipotenten
Zelle versteht man eine Zelllinie, die die Fahigkeit besitzt, alle Zell- und
Gewebetypen eines Organismus hervorzubringen und damit den Organismus
ebenfalls komplett zu generieren. Zu diesen Zelltypen zahlen Zellen der
Keimbahn und embryonale Stammzellen®. Aus embryonalen totipotenten
Stammzellen kdnnen neurale pluripotente Stammzellen hervorgehen (Okabe et
al., 1996), die sich dann in vitro oder nach Transplantation in den Embryo
weiterdifferenzieren und unterschiedliche terminal differenzierte Zelltypen
hervorbringen kénnen (Dinsmore et al., 1996; Renoncourt et al., 1998). Pluri-
oder multipotent ist eine Zelle, wenn sie unterschiedliche Zelltypen
hervorbringen kann, ihre Differenzierungskapazitat insofern aber eingeschrankt
ist, als dass sie sich in verschiedenartige Zellen differenzieren kann, allerdings

nicht mehr in alle.

3 ES-Zellen
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Findet ausgehend von der Pluripotenz eine weitere Reduktion der
Entwicklungsfahigkeit statt, spricht man von oligopotenten Zellen. Dabei handelt
es sich um Zellen, welche die Fahigkeit der Selbsterneuerung besitzen, in ihrer
Differenzierungsrichtung aber stark eingeschrankt sind (Trentin et al., 2004).
Unipotente Zellen konnen sich nur noch in einen definierten Zelltyp
differenzieren, wie zum Beispiel neuronale Vorlauferzellen (Doetsch et al.,
1997) oder im hamatopoetischen System die unipotenten Vorlaufer, die T- und

B- Zellen generieren (Katsura and Kawamoto, 2001).

Embryonale Stammzelle
(totipotent)

pluripotente Zelle \‘ O

oligopotente Zelle

Q/

unipotente Zelle

Abb.5: Ausgehend von einer ES-Zelle generieren sich
pluripotente, oligopotente und unipotente Zellen. Eine
pluripotente Zelle kann bspw. eine oligo- oder unipotente
Zelle hervorbringen, umgekehrt aber nicht.

Findet eine unterschiedliche Verteilung von Determinanten auf zwei aus einer
Zellteilung hervorgehende Tochterzellen statt, spricht man von asymmetrischer
Zellteilung. Sie legt die Entwicklungsrichtung der Zelle fest. In Stammzellen und
multipotenten Neuroblasten werden asymmetrische Zellteilungen beschrieben

(Doe, 1996). So weist beispielsweise die eine Tochterzelle weiterhin
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Vorlauferzellcharakteristika, die andere nur noch eine eingeschrankte
Differenzierungskapazitat auf (Miyata et al., 2001; Qian et al., 2002).

1.4 Eigenschaften und Charakteristika neuraler Stam mzellen

Die unterschiedliche Verteilung eines EGF-Rezeptors beispielsweise
beeinflusst die unterschiedliche Differenzierung von Tochterzellen einer
Stammzelle (Sun et al, 2005). Im sich entwickeinden und adulten
Zentralnervensystem wurde bereits in den friilhen 1990er Jahren die Existenz
multipotenter neuraler Vorlauferzellen beschrieben (Kilpatrick et al., 1993;
Reynolds and Weiss, 1992; Temple, 1989). Spater wurde gezeigt, dass es sich
bei diesen isolierten Zellen um multipotente neurale Vorlauferzellen handelt
(Gage et al., 1995).

Untersuchungen an Mausen und Ratten konnten zeigen, dass 90% der Zellen
der Neuralplatte wahrend der Periode der neuralen Induktion
Stammzelleigenschaften aufweisen (Cai et al., 2002). Die Neuralplatte
durchlauft, um das Neuralrohr zu bilden, nach der neuralen Induktion eine
Reihe von morphologischen Veranderungen. Kurz nach dieser Bildung beginnt
die Neurogenese des aus stark proliferierenden neuralen Vorlauferzellen
bestehenden Neuroepithels. Dabei wird die regionale ldentitdt der neuralen
Vorlauferzellen durch ihre Position entlang der rostro-caudalen und dorso-
ventralen Achse festgelegt. Dieser Identifikationsprozess, der die Grundlage fur
die spater entstehenden neuronalen Zelltypen bildet, wird durch die Wirkung
von unterschiedlichen induzierenden extrinsischen und intrinsischen Signalen
bestimmt (Altmann et al., 2001; O'Leary and Nakagawa, 2002).

Die Zellen des Neuralrohrs lassen sich eindeutig als Stammzellen beschreiben.
Neben den oben erwdhnten Eigenschaften kann man sie auf3erdem aufgrund
der Expression mehrerer Proteine und ihrer Wachstumsfaktorspezifitat
charakterisieren. Eine homogene Population FGF-2-abhéngiger pluripotenter
Stammzellen, die nach einer Isolation nur mit FGF-2 und nicht mit EGF als
Mitogen in vitro proliferieren, bildet im frihen Entwicklungsstadium das

Neuralrohr. Sie exprimieren exklusiv den FGF-R-Typ 3, Frizzled 9 und Sox 2
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(Cai et al.,2002). Eine EGF- oder TGF-a-abhangige weitere Population
multipotenter Stammzellen wurde erstmals von Reynolds und Weiss im Jahr
1992 isoliert und unterscheidet sich so von der neuroepithelialen Stammzelle.
Beide Stammzelltypen exprimieren das Intermediarfilament Nestin (Rao, 1999;
Okano et al., 2005). W&hrend der Entwicklung nimmt das quantitative
Verhéltnis der neuroepithelialen Stammzellen ab, da eine Differenzierung in
weiter spezialisierte Vorlauferzellpopulationen stattfindet (Mayer- Proschel et
al., 1997). Neben Nestin exprimieren die neuronalen, glialen und
Oligodendrozyten-spezifischen Vorlauferzellen auch ps-NCAM (NRP) und A2B5
(Cai et al.,, 2002). Vorlauferzellen mit diesen Expressionseigenschaften von
Oberflachenmolekilen lassen sich durch Verfahren wie Immunzytochemie
nachweisen und Durchflusszytometrie (Maric et al., 2003; Nunes et al., 2003)

selektionieren.

Wie oben beschrieben, wird die Entwicklung von Stamm- oder Vorlauferzellen
durch extrinsische und intrinsische Faktoren beeinflusst. Zu den extrinsischen
Faktoren gehéren unter anderem FGF-2 (Kilpatrick und Bartlett, 1993), TGF-a
(Santa- Ollala und Covarrubias, 1995; Irvin et al., 2003) und EGF (Reynolds
und Weiss, 1992; Louis und Reynolds, 2005), die fur die Proliferation und
Selbsterneuerung der Stammzellen verantwortlich sind. Intrinsischer Faktor bei
der Differenzierung ist beispielsweise die DNA-Methylierung, welche eine
regulierende Funktion bei der Astrozytendifferenzierung einnimmt (Takizawa et
al., 2001).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Feinchemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Alle verwendeten Chemikalien werden in Analysequalitdt (p.A.) oder in
Einzelfallen in Synthesequalitdit bezogen, alle wassrigen Ldsungen mit
destilliertem Wasser aus der hauseigenen Anlage Milli-RX 20 von Millipore
angesetzt. Wachstumsfaktoren werden in 2x deionisiertem Wasser,

Dimethylsulfoxid oder Tris-Puffer, (pH 8.0) geldst.

1-0 Polysorb Faden Syneture, Norwalk, CT, USA
96er —Wells Promega, Mannheim, Germany
100 bp DNA Ladder Genecraft, Ludinghausen,Germany
2-Propanol VWR, Darmstadt, Germany
Accutase PAA, Colbe, Germany
Agarose-Gel Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Alpha Modification of Eagle’s Medium PAA, Cdlbe, Germany
Aqua Poly/ Mount Polyscience Inc., Eppelheim,
Germany
Bacillol® Bode, Hamburg, Germany
BioDocll-Transilluminator Biometra, Gottingen, Germany
Biotherm DNA- Polymerase Gencraft, Ludinghausen,Germany
Bisbenzimid Hoechst Dye 33342 Sigma, Deisenhofen, Germany
Bovines Serumalbumin (BSA) Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen, Germany
Chloroform Sigma, Deisenhofen, Germany
COg,-Inkubator Heraeus, Hanau, Germany
Cryoréhrchen Nunc, Wiesbaden, Germany
Cyclosporin A Novartis, Barleben, Germany
Dentalbohrer Stoelting Co, Wood Dale, I, USA
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Di-Natrium-carbonat (Na;CO3) VWR, Darmstadt, Germany

Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat VWR, Darmstadt, Germany
DMSO (Dimethylsulfoxide/C,HsOS)  Sigma, Deisenhofen, Germany

DNAse | Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Desoxyribonucleotid (ANTP) - Mix Genecraft, Ludinghausen, Germany
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Dulbecco’s modified eagle medium*  Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma, Deisenhofen, Germany

Eppendorfgefal Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorfzentrifuge Eppendorf, Hamburg, Germany
Einwegskalpell Sigma, Deisenhofen, Germany

* DMEM (low glucose)
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Essigsaure (C,H405)

Ethanol (75%)

Ethidiumbromid

First-Strand Buffer (5x)
Fluoreszenz- Mikroskop, Axiovert
Falkon Rohrchen, steril, 10ml
Falkon Réhrchen, steril, 15ml
Fluoreszenz-Mikroskop, Axiophot
Fluoreszenz-Mikroskop, Axiovert
Fotales Kalberserum (FCS)
Fungizone (Amphotericin B)
Glycerin

HCI

Heparin

Inversmikroskop (Axiovert 100)
Isopropanol

Kalium-Chlorid (KCI)

Ketamin

Kryostat (Jung Frigocut 2800E)
Laborfuge 400

Lamina

L-Glutamine 200 mM 100x
Magnesium-Chlorid (MgCl,)
Methanol (CH40)
Mikropipetten/Variopipetten

Roth, Karlsruhe, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Zeiss, Oberkochen, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Zeiss, Oberkochen, Germany
Zeiss, Oberkochen, Germany
Biowest, Nuaillé, France
Sigma, Deisenhofen, Germany
Sigma, Deisenhofen, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Sigma, Deisenhofen, Germany
Zeiss, Oberkochen, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Ratiopharm, Ulm, Germany
Leica, Wetzlar, Germany
Heraeus, Hanau, Germany
Heraeus, Hanau, Germany
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Roth, Karlsruhe, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany

M- MLV Reverse Transcriptase+Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Multischalen 6 Well
N2-Supplement 100x
Na,HPO,4

NaH2PO4

NaOH

Natrium-Chlorid (NaCl)

Na-dihydrogenphosphatmonohydrat

Nunc, Wiesbaden, Germany
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
VWR, Darmstadt, Germany

Natrium-hydrogen-carbonat (NaHCO3) VWR, Darmstadt, Germany

Nebacetin Wundsalbe

Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager
Oligo(dT)-Primer

Paraformaldehyd ((CH20),) (PFA)
Pasteurpipetten (Glas)
PBS ohne Ca*'/ Mg?"*

Penicillin- Streptomycin 10.000 U/ml

Poly-L-Lysine 0,01 %
Rasterschalen 35mm (Falkon)
Reaktionsgefal3e 1,5 ml
Rekombinantes FGF-8
Rekombinantes humanes EGF
Rekombinantes humanes bFGF
Retinsaure
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AstellasPharma, Minchen,
Germany

Schmidt, Berlin, Germany
VWR, Darmstadt, Germany
MWG Biotech, Ebersberg,
Germany

VWR, Darmstadt, Germany
Labomedic, Bonn, Germany
Biowest, Nuaillé, France
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Sigma, Deisenhofen,Germany
VWR, Darmstadt, Germany
Greiner, Flacht, Germany
PeproTech., Rocky Hill, NJ, USA
Tebu-bio, Offenbach, Germany
Tebu-bio, Offenbach, Germany
Sigma, Deisenhofen, Germany



Stereotaxierrahmen Stoelting Co, Wood Dale, Il, USA

Sterilbank Heraeus, Hanau, Germany
Sterilfilter 0,2 um Porendurchmesser Schleicher & Schuell, Dassel, Germany
Succrose Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Tag- Polymerase + Puffer Gencraft, Ludinghausen, Germany
Thermocycler Primus 96P"S MWG Biotech, Ebersberg,Germany
TriFast (peqGOLD) peglLab-Biotech, Erlangen, Germany
Triton X- 100 Serva, Heidelberg, Germany
Trypsin Sigma, Deisenhofen, Germany
Tween® 20 Sigma, Deisenhofen, Germany
Xylazine Ratiopharm, Ulm, Germany
Zellkulturschalen 100 mm Nunc, Wiesbaden, Germany
Zentrifuge (Varifuge RF) Heraeus, Hanau, Germany

Fur die Fluoreszenzmikroskopie verwendete Software:
Meta-Imaging-Series, Molecular Devices Corporation, Downingtown, PA , USA

Fur die Vitalmikroskopie verwendete Software:

Image-Pro-Express Version 4.5.1.3 media Cybernetics Inc., Bethesda, MD,
USA

2.1.2 In der Zellkultur verwendete Wachstumsfaktoren und Zuséatze

Die zur Rekonstitution der lyophilisierten Wachstumsfaktoren und Zusatze
verwendeten Substanzen werden vor Verwendung sterilfiltriert.  Alle

Wachstumsfaktoren sind bei —20Celsius zu lagern.

*Rekombinanter humaner basic-fibrobast-growth-factor (bEGF>)
(Tebu-bio, Offenbach, Germany)
Stammkonzentration 100 pug/ml, geldst in ddH,O

*Rekombinanter humaner fibroblast-growth-factor (FGF8)
(PeproTechinc., NJ, USA)
Stammkonzentration 10 pg/ml, gelést in 10mM Tris pH 8.0

bFGF und FGF8 gehoren zur Gruppe der fibroblast-growth-factors®, Faktoren,
die in Wundheilungsprozesse und embryonale Entwicklung involviert sind. Die
FGFs sind heparinbindende Proteine, deren Signaltransduktion Uber
Interaktionen mit an der Zelloberflaiche gebundenen Heparansulfat-
Proteoglykanen ablauft. Sie wurden zuerst in Kuhhirnen gefunden, extrahiert,

®> Auch FGF-2 genannt
°FGF
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dann ihre fibroblastenproliferative Wirkung (Gospodarowicz, 1991) und spater
auch ihre Fahigkeit zur neuralen Induktion nachgewiesen (Qian et al., 1997).

*Rekombinanter humaner epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
(Tebu-bio, Offenbach, Germany)
Stammkonzentration 100ug/ml, geldst in ddH,O

EGF ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fir die Regulation des Zellwachstums,
die Proliferation und die Differenzierung. Er wirkt Gber den EGF-Rezeptor an
der Zelloberflache und stimuliert so die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat des
Rezeptors. Dadurch wird eine Signalkaskade induziert, die eine Vielzahl von
biochemischen Veranderungen innerhalb der Zelle in Gang setzt: ein Anstieg
des intrazellularen Calciumlevels, gesteigerte Glykolyse, Proteinsynthese und

Genexpression. Dies fihrt zum Zellwachstum.

FGF und EGF werden in dieser Arbeit jeweils in den neuronalen
Differenzierungsmedien eingesetzt, denn FGF (Drago et al., 1991; Kilpatrick et
al., 1993) und EGF (Louis and Reynolds, 2005; Reynolds et al., 1992) gehotren
zu den am besten untersuchten Mitogenen, die die Expansion und
Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen unterstitzen. Aber die FGF- und
EGF-Rezeptorliganden beeinflussen nicht nur die Proliferation von neuralen
Vorlauferzellen: beide Faktoren Giben auch verschiedene Effekte unter anderem
auf Tochterzellen einer Vorlauferzelle aus. Sie stellen Mitogene flr Astrozyten
dar und fordern auf diesem Weg die Astrozytendifferenzierung. Des Weiteren
tben sie durch Forderung des Uberlebens und der Differenzierung eine
neurotrophe Wirkung aus (Kornblum et al., 1998; Morrison and Hof, 1997).
Dabei fuhren unterschiedliche Konzentrationen von FGF zu verschiedenen
Wirkungen auf die Differenzierungsrichtung von frihen embryonalen
Vorlauferzellen: so fordern niedrige Konzentrationen die Neurogenese,
wohingegen hohe FGF-Konzentrationen die Gliogenese unterstitzen (Qian et
al., 1997).
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Retinsaure (RS)

(Sigma, Deisenhofen, Germany)

Stammkonzentration 102 mol/l in DMSO

Retinsdure ist Induktor der neuronalen Differenzierung, foérdert das
Motorneuronen-Wachstum und pragt entscheidend das Vernetzungsmuster von
Nervenzellen. Selbst wenn die Entwicklung des Nervensystems beendet ist,
spielt RS eine entscheidende Rolle, zum Beispiel in der Regeneration von
Nervenzellen. Wird die Retinsauresekretion verringert, kann dies sogar zu
degenerativen Prozessen der Motorneurone, der Entwicklung von Alzheimer
und vermutlich sogar zur Manifestation von Parkinson fiihren (Maden, 2007).
Retinsaure wird hier zu dem neuronalen Differenzierungsmedium NM2
gegeben. Damit soll die Induktion zur Differenzierung der Zellen eingeleitet und
herausgefunden werden, inwieweit die Zellen unter RS-Zugabe in der Lage

sind, sich in die neuronale Richtung auszudifferenzieren.

2.1.3 Puffer und Stammldsungen

PBS 0,1 M (phosphate-buffered saline, pH 7.4)

81 mM Di-Natriumhydrogenphosphat-di-hydrat
19 mM Natrium-di-hydrogenphosphatmonohydrat
150mM NacCl

in dH,0 lésen, einstellen auf pH 7,4

Fur die Zellkultur wurde PBS 0.1M ohne Ca®" und Mg (Biowest, Nuaillé,

France) verwendet.

TBS 0,05 M

50 mM Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
150 mM Natriumchlorid,
in dH,0 losen, einstellen auf pH 7,6
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2.1.4 Fixierlosungen und Behandlung der Zellen/ des Gewebes

4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA)
4% (w/v) Paraformaldehyd in 0,1 M PBS lésen, auf pH 7,6 einstellen
Die Fixierung der Rattenhirne wird in 4%-igem (w/v) Paraformaldehyd fur 24

Stunden bei 4T durchgefiihrt. Nach dem Auswaschen d er Fixierldsung folgt fur

24 Stunden eine Inkubation in 18%-iger (w/v) Succrose.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Gewinnung der humanen Amniozyten und Immortalisierung

Bei einer schwangeren Frau wurde nach der 15. Schwangerschaftswoche eine
Amniozentese durchgefihrt. Es folgte die Entnahme von Amnionflissigkeit im
Rahmen dieser routinemaligen, pranatalen Diagnostik und daraus die
Gewinnung und Separierung der in dieser Arbeit verwendeten fur die
Amnionflussigkeit spezifischen Zellen. Es wird in den folgenden
Untersuchungen nur mit Zellen gearbeitet, die sich in der zytogenen Analyse als
karyotypisch normal zeigten und somit funktionell als ,gesunde“ Zellen

einzustufen waren.

Die Transformation der Amniozyten wurde wie von Schiedner beschrieben,
durchgefuhrt (Schiedner et al., 2000). Das bedeutet in Kiirze zusammengefasst,
dass ein Plasmid (pSTK146) zur Transformation der AFDS verwendet wurde,
welches eine E1 Region von Ad5 von nt 505 bis 3522 beinhaltet. E1 wird von
einem Phosphoglyceratkinase-Promoter, E1B von einem natlrlichen E1B
Promoter gesteuert. Das E1B Intron, der Splice-Acceptor und das
Polyadenylatsignal wurden durch die entsprechenden Abschnitte eines SV40,
simian virus 40, ersetzt. Danach wurden die Zellen in flissigem Stickstoff
aufbewahrt und mir fir die weiteren Versuche freundlicherweise von Herrn Dr.
Volpers, ZMMK Nachwuchsgruppe der Universitat zu Kéln, zur Verfigung

gestellt.
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2.2.2 Kultivierung
Standard-Kulturmedium der AFDS (pro 100ml)

10 ml Fetal Calf Serum (FCS) (Gibco 10120-152)

1ml L-Glutamin (100x) (Gibco 25030-024)

1ml Penicillin/Streptomycin (50U/ml) (Gibco 15070-063)

Alpha Modification of Eagle’s Medium’ (1x) (PAA E 15-832) ad 100m

Unter einer Lamina (Heraeus, Hanau, Germany) werden alle in Folge
beschriebenen Versuche unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Alle
Materialen sind ebenfalls steril verpackt, die Arbeitsgerate autoklaviert. Um eine
Kontamination mit Keimen zu vermeiden, werden vor Verwendung unter der
Lamina alle Materialien und Gerate noch einmal mit Bacillol® desinfiziert.
Kultiviert werden die humanen Amniozyten in 10% aoMEM, d.h. sie werden in
diesem Medium im Brutschrank (Heraeus, Hanau, Germany) in 100 mm
Schalen (Nunc, Wiesbaden, Germany) unter konstanten Bedingungen gelagert:
10 ml Medium pro 100 mm Schale, die Temperatur betrdgt 37<C, der
Kohlendioxidgehalt 5% und der Sauerstoffgehalt 21% bei normaler
Luftfeuchtigkeit. Angesetzte Medien halten sich bei 4C circa 14 Tage. Bei ihrer
Verwendung sollten sie auf Brutschrankbedingungen, d.h. auf 37T, erwarmt

werden.

2.2.3 Medienwechsel

Alle zwei Tage ist ein Mediumwechsel notwendig. Das alte, verbrauchte
Medium wird abgesaugt und unmittelbar danach 10 ml des auf Raumtemperatur
erwarmten neuen Mediums auf die Zellen gegeben. Um ein Ablésen der Zellen
zu verhindern, sollte dieses besonders vorsichtig erfolgen. Der Wechsel des
Mediums dient dazu, die Zellen von Abfallprodukten, die im Zellstoffwechsel
anfallen, und von dem nach einiger Zeit toxisch wirkenden, im Medium
enthaltenen Glutamin zu befreien und dafir zu sorgen, dass immer genug
Medium in der Schale vorhanden ist, da die Zellen sonst nicht ausreichend
versorgt sind und absterben kénnen. Das frisch hinzugefugte Medium liefert
den Zellen auRerdem neue Nahrstoffe. Im Rahmen des Medienwechsels wird

bei einigen Schalen vor dem Absaugen eine 500ul Probe des Mediums

" aMEM
27



abgenommen, um damit weitere Untersuchungen durchfiihren zu kénnen. Der

Uberstand wird z.B. fiir die ELISA Untersuchungen benotigt.

2.2.4 Passagieren der Zellen

Das Verbringen der Zellen in die nachsth6here Passage dinnt sie aus, um
wieder ein besseres Wachstum zu gewahrleisten. Da die Zellen bei zu grol3er
Dichte in der Schale durch Uberm&Rig vorhandene Zell-zu-Zellkontakte ewtl.
dazu neigen weiter auszudifferenzieren und somit ihr mogliches
Stammzellpotential verloren geht, wird spatestens dann passagiert, wenn der
Boden der Petrischale zu 80% bedeckt ist. Ein friheres Passagieren ist auch
problemlos moglich. Die Haufigkeit des Passagierens richtet sich somit nicht
nur nach der Anzahl der ausplattierten Zellen, sondern auch nach deren
Proliferationsverhalten in Kultur. Hier werden die Zellen alle 4 bis 6 Tage
passagiert und zum Abldsen die enzymatische Methode mit Hilfe von Accutase
(PAA, Coélbe, Deutschland) angewendet.

Zunachst wird das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen einmal mit 2 ml
PBS (Biowest, Nuaillé, France) gewaschen, um Zellriickstdande und eventuelle
Zelltrimmer zu entfernen. Der Puffer sorgt weiterhin dafur, dass das nun
folgende Enzym richtig wirken kann, da im Kulturmedium enthaltene Calcium-
und Magnesium-lonen die in der Accutase enthaltenen Proteasen inhibieren
und so die enzymatische Wirkung verhindern wirden. Nach Absaugen des
Puffers werden 2 ml Accutase zugesetzt und die Schale bei 37C 3 min. im
Brutschrank oder 5 min. bei RT inkubiert. Die Zeit reicht aus, um die Zellen vom
Boden der Schale abzulésen. Nach der mikroskopischen Kontrolle, zum
Nachweis, dass sich die Zellen abgelost haben, werden diese in ein
Falconrohrchen tberfuhrt, in dem 6 ml Medium vorgelegt sind. Dies geschieht,
indem jeweils immer 1.000 pl der Zellsupension in der Schale aufgenommen
und Uber deren Boden herunter pipettiert werden, um auch noch euvtl.
verbliebene Zellen abzuldésen. Sind alle Zellen in der Suspension, wird diese
komplett in das Falconréhrchen verbracht. Dieses wird mit entsprechendem
Gegengewicht bei Raumtemperatur 5 min. lang bei 800 rpm zentrifugiert
(Varifuge RF, Heraeus, Hanau, Germany). Dieser Schritt ist notwendig, um ein

Zellpellet am Boden des Rohrchens zu erhalten. Aul3erdem werden die Zellen
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somit auch von der Accutase befreit, um in der neuen Schale wieder adharent
werden zu kdnnen. Nach der Zentrifugation ist ein Zellpellet am Boden des
Falconrohrchens deutlich zu erkennen. Der aus Medium und Accutase
bestehende Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit 1 ml
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen werden in die Neubauer-Zahlkammer
verbracht, um die Gesamtzellzahl in einem Milliliter Suspension zu bestimmen.
AnschlieRend werden 2.000 Zellen/cm? in frischem Medium unter evtl. Zugabe
von Wachstumsfaktoren ausgesat; das sind bei einer 100 mm Schale 113.400
Zellen. Die Schale wird im Brutschrank noch einmal leicht geschwenkt, um
gleichmafiges Verteilen des Mediums und der Zellen in der Schale zu
gewahrleisten und einem eventuellen Verklumpen der Zellen vorzubeugen. Im
Rahmen des Passagierens wird bei einigen Schalen ebenfalls vor dem
Absaugen eine 500 pl Probe des Mediums enthommen, um damit weitere
Untersuchungen durchzufihren. Damit Veranderungen dokumentiert werden
kénnen, wird die Morphologie der Zellen und deren Wachstum regelméafRig unter

dem Mikroskop visuell kontrolliert und im Anschluss fotografiert.

2.2.5 Kryokonservierung

Um die Zellen dauerhaft zu lagern, bietet sich die Methode der
Kryokonservierung an. Hierbei werden die Zellen in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Dazu wird zunachst wie unter 1.3 verfahren. Anstatt die Zellen
dann aber nur mit dem Kulturmedium zu resuspendieren, wird jetzt
sogenanntes “Freezingmedium® verwendet. Dieses besteht aus Kulturmedium
und 10%-igem (v/v) Dimethylsulfoxid® (Sigma, Deisenhofen, Germany), das vor
Verwendung portioniert und bei —20C eingefroren wo rden ist. DMSO st eine
Substanz, die die Zellen beim Einfrieren schitzt, sogenannte Kryoprotektion.
Das DMSO/Medium-Gemisch wird unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut und
muss bei Benutzung eiskalt sein, d.h. um 0TC. Das P ellet wird mit der oben
genannten Losung resuspendiert und dann in ein Kryoréhrchen tberfuhrt. In
einem mit Isopropanol geflllten Einfrierbehalter werden die Zellen jetzt
vorsichtig um ein Grad Celsius pro Minute bis auf —80T heruntergekuhlt, bevor
sie in einem Tank, der mit Flussigstickstoff gefullt ist, bei —196C gelagert

werden kdnnen.

8 DMSO
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Die Kryokonservierung wird mit Zellen in allen Medien durchgefiihrt. Aber die
Zellen sollen so nicht nur gelagert werden: um festzustellen, ob erneute
Kryokonservierung an dem Verhalten der Zellen in Vergleich zur ebenfalls
kryokonservierten Ursprungspopulation etwas andert oder keinen Einfluss hat,
werden die Zellen wie oben beschrieben behandelt und fir die folgenden

Versuche verwendet.

2.2.6 Auftauen der kryokonservierten Zellen

DMSO schitzt die Zellen zwar beim Einfrieren, wirkt allerdings zelltoxisch,
wenn es in warmem Zustand mit ihnen in Berihrung kommt. Daher sollte vom
Moment des Auftauens der Zellen bis zu deren erneutem Ausplattieren nicht
allzu viel Zeit vergehen. Das Kryor6hrchen wird dem Stickstofftank entnommen,
circa eine Minute lang im Wasserbad erwadrmt und der Inhalt, bestehend aus
Zellen in Freezingmedium, sofort in ein Falkonréhrchen, welches bereits 10 ml
Kulturmedium enthalt, Gberfuhrt. Bei 800 rpm und Raumtemperatur wird die
Suspension 5 min. lang zentrifugiert, bis sich am Boden des Rdhrchens wieder

ein Zellpellet absetzt. Fur das weitere Vorgehen siehe 1.3.
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2.2.7 Differenzierungsversuche

Um neben den Stammzelleigenschaften der Amniozyten auch deren
Differenzierungspotential zu  untersuchen, werden die Zellen mit
unterschiedlichen Differenzierungsmedien inkubiert. In dieser Arbeit liegt das
Augenmerk auf dem neuronalen Differenzierungsverhalten der Zellen, bzw. ob
die neuronale Differenzierung stimuliert werden kann. Zu diesem Zweck werden

hier zwei Kulturmedien mit unterschiedlichen Zusatzen verwendet:

Neuronales Differenzierungsmedium® A (NM1): (pro 100ml)

10 ml Fetal Calf Serum (FCS) (Gold)

1 ml L-Glutamin (100x) (Gibco 25030-024)

1 ml Penicillin/Streptomycin (50 Uml) (Gibco 15070-063)
1 ml N2 Supplement (Gibco 17502-048)

1 ml Fungizone (Sigma 1397-89-3)

Dulbecco’s modified eagle medium® (low glucose) / F12 (Verhaltnis 1:1) ad
100 ml (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

- unter Zugabe von je 2 pl EGF und bFGF pro 10 ml Medium direkt in die
Kulturschale -

Neuronales Differenzierungsmedium®* B: (pro 100ml)

10 ml Fetal Calf Serum (FCS) (Gibco 10120-152)

1 ml L-Glutamin (100x) (Gibco 25030-024)

1 ml Penicillin/Streptomycin (50 Uml) (Gibco 15070-063)
1 ml Fungizone (Sigma 1397-89-3)

Dulbecco’s modified eagle medium (low glucose) / F12 (Verhaltnis 1:1) ad
100ml

- unter Zugabe von 2,5 pl Retinsaure und 1 pul FGF8 pro 10 ml Medium direkt in
die Kulturschale -

Diese Medien sollen auch hinsichtlich ihrer Differenzierungserfolge
untereinander verglichen werden. Die Zellen werden wie unter 1.3 passagiert.
Der einzige Unterschied besteht darin, dass sie dann in den oben aufgefihrten
Medien weiterkultiviert werden, es wird also jeweils eine 100 mm Schale mit
NM1 und eine mit NM2 als Kulturmedium  versetzt. Die

Differenzierungsversuche (pro Medium n=3) laufen jeweils Uber einen Zeitraum

® Zur Vereinfachung wird hierfiir der Name mit NM1 ( Nahrmedium1) eingefiihrt
10
DMEM
1 Zur Vereinfachung wird hierfiir der Name mit NM2 ( Nahrmedium 2) eingefiihrt
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von 4 Wochen, in denen die Zellen unter diesen Kulturbedingungen wachsen
und sich differenzieren sollen. Innerhalb dieser 4 Wochen werden die Zellen
weiterhin alle 4-6 Tage passagiert, ein Medienwechsel aber nur im Rahmen
jeder neuen Passage durchgefihrt, weitere Medienwechsel erfolgen nicht. Bei
der letzten Passage innerhalb der 4-wochigen Differenzierungszeit werden die
Zellen nicht wie bisher in 100 mm Schalen gegeben, sondern fir darauf
folgende immunzytochemische Untersuchungen in 6er-Multischalen (Nunc,
Wiesbaden, Germany) mit 1000 Zellen pro cm? ausplattiert. Taglich wird
kontrolliert, wie dicht die Schalen bewachsen sind. Bei circa 60% Konfluenz
werden die Zellen mittels Paraformaldehyd (VWR, Darmstadt, Germany) in
0,1M PBS fixiert und damit der jeweilige Differenzierungsversuch abgestoppt
(siehe 2.1).

2.2.8 Kultivierung und Differenzierung unter hypoxischen Bedingungen

Um einen zusatzlichen Einblick in das  Wachstums- und
Differenzierungsverhalten der Zellen in Kultur unter unterschiedlichen
Bedingungen zu erhalten, werden zu den Kulturbedingungen, wie unter 1.2
beschrieben, zusétzlich noch hypoxische Bedingungen geschaffen, d.h. nach
dem Passagieren der Zellen wird eine Schale in einer Atmosphéare mit einem
erniedrigten Sauerstoffgehalt (3%) inkubiert. Dies geschieht mit Zellen in allen

drei beschriebenen Medien.

Den erniedrigten Sauerstoffgehalt in der Umgebungsluft erreicht man, indem
die Schalen in eine abgedichtete Gaskammer (Modular Incubator Chamber,
Billups-Rothenberg, Del Mar, CA, USA) verbracht werden. Mit einem Druck von
20 mbar und 15 I/min flutet man diese Kammer mit einem Gasgemisch,
bestehend aus 3%0,/5%CO0O,/sowie N, taglich 10 min. lang und stellt sie
danach in den Brutschrank. So wird ein standiger Sauerstoffgehalt von 3% fir
die Zellen gewahrleistet. Alle 3-4 Tage wird auch hier das Medium gewechselt
bzw. passagiert und danach mit den Schalen wie oben geschildert erneut

verfahren.
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2.2.9 Untersuchung zum Proliferationsverhalten

Um eine vergleichbare Aussage Uber das Proliferationsverhalten der Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, Passagen, Kulturbedingungen und in
unterschiedlichen Medien treffen zu kénnen, wird jeweils ein Teil der Zellen im
Rahmen des Passagierens in 32er Rasterschalen der Firma Nunc (8,8 cm?, 220
Kastchen) mit einer Zellzahl von 500/cm? ausplattiert, dies entspricht einer
absoluten Zellzahl von 4.400 Zellen zu Beginn der Untersuchungen. Am Boden
der Schalen werden nach dem Zufallsprinzip vier Késtchen markiert, in denen
die Zellen in regelm&Rigen Abstanden, circa alle 24 Stunden, ausgezahlt
werden. Zur Berechnung der Verdopplungszeit ist nicht nur die Zellzahl,
sondern zusatzlich der genaue Zeitpunkt (in Stunden) seit der Aussaat zu
dokumentieren. Zusétzlich wird auch noch die Zellmorphologie beurteilt, da nur
morphologisch unauffallige, lebendige Zellen in die Auswertung mit
einzubeziehen sind. Das Proliferationsverhalten lasst sich dann mittels
Verdopplungszeit bestimmen, die anhand folgender Formel berechnet werden

kann:

Verdopplungszeit =
In (2) x Stunden in Kultur / [In (Zellzahl am Ende)  — In (Zellzahl zu Beginn)]

[ Stunden in Kultur = ab Zeitpunkt O = Zeitpunkt der Aussaat
Zellzahl zu Beginn = 500/cm? = 4.400

Zellzahl am Ende = Mittelwert aus den 4 ausgezéhlten Kastchen x 220 ]

Auf diese Weise lassen sich problemlos direkte Vergleiche zwischen den
einzelnen Kulturbedingungen und -medien und dem darin stattfindenden

Zellwachstum ziehen.

2.2.10 Lichtmikroskopie
Alle in Kultur befindlichen Zellen werden regelm&Rig hinsichtlich ihrer

Morphologie, Proliferation und Differenzierung untersucht. Das geschieht an

einem Inversmikroskop (Axiovert 100) der Firma Zeiss (Oberkochen, Germany).
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2.3 Zellfixation mit Paraformaldehyd (PFA)

Das Fixieren der Zellen mit 4%igem PFA in 0,1 M PBS bereitet diese auf die
folgenden immunzytochemischen Untersuchungen vor. Das Prinzip der Fixation
beruht auf der Vernetzung von NH,-Gruppen membrandser und zellularer
Proteine durch Aldehyde. Diese beeinflussen die Zellstruktur nicht, so dass die
Zellen in ihrer Struktur vollstandig erhalten bleiben. Das Medium der in 6-Wells
ausplattierten Zellen wird vollstandig abgesaugt. Nach Zugabe der 4%-igen
PFA-L6sung werden die Zellen im Brutschrank bei 37°C mindestens 20 min.
fixiert und danach dreimal fur jeweils 5 min. mit 0,05 M TBS gewaschen. Die
fixierten Zellen lassen sich bei Bedarf in 0,05 M TBS bei 4C uber Nacht im
Kihlschrank aufbewahren.

2.4 Immunzytochemie, Prinzip und Durchfiihrung

2.4.1 Allgemeine Einfiihrung

Die Immunzytochemie bezeichnet einen Prozess, bei dem Proteine eines
bestimmten Typs in dem zu untersuchenden Gewebe lokalisiert und
nachgewiesen werden kénnen; hierbei binden speziell eingesetzte Antikdrper*?
an diverse Antigene im Gewebe. Die Antikorper koénnen mono- und
polyklonalen Ursprungs sein. Primarantikorper richten sich gegen das zu
detektierende Antigen und sind typischerweise unkonjugiert, wahrend der
Sekundarantikorper, an den in diesem Fall ein Fluoreszenzmarker gekoppelt ist,
gezielt an den Priméarantikérper bindet und so unter dem Mikroskop sichtbar
macht, ob das erwiinschte Antigen tatsachlich in den Zellen vorhanden ist und
nachgewiesen werden kann. Der Sekundarantikbrper muss gegen das
Immunglobulin G der Tierspezies gerichtet sein, in der der AK gezilchtet
worden ist; dies sind hier, je nach AK, Maus oder Kaninchen (Tabelle 2.2). Die
beschriebene Methode wird als indirekte Immunfluoreszenz bezeichnet.

12 abgekiirzt mit AK
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2.4.2 Versuchsbeschreibung

Um die Zellmembran fur die Antikérper durchgangig zu machen, werden die
Zellen fur 15 min. mit einer Lésung aus 0,25%-igem Triton-X-100 (Serva,
Heidelberg, Germany) in 0,05 M TBS behandelt. So kénnen die Antikdrper ins

Zellinnere gelangen. Anschliel3end erfolgt ein erneuter dreimaliger Waschschritt

mit 0,05 M TBS fur jeweils 5 min. Zur Blockierung unspezifischer
Antikdrperbindungsstellen, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden,
werden die Zellen mindestens 40 min. lang mit einer 5%-igen

Rinderserumalbuminlésung (BSA) (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) in 0,05 M
TBS inkubiert. Nun sind die Zellen so vorbereitet, dass die Zugabe des

ausgewahlten Primarantikdrpers erfolgen kann.

Antikorper Firma Spezies erdiinnung
. . Chemicon, .
Anti-Nestin Temecula, CA, USA Monoklonal Maus 1:500
. . Covance, Polyklonal )
Anti-B3-Tubulin Richmond, CA, USA | Kaninchen 1:4000
Sigma,
Anti-GFAP Deisenhofen, Monoklonal Maus 1:1000
Germany
Anti-Thy-1 Abcam, )
(CD90) Cambridge, UK Monoklonal Maus 1:800
. , NovusBiologicals, Polyklonal _
Anti-a-Internexin Littleton, Co, USA Kaninchen 1:2000
. ATTC,Manassas, Polyklonal )
Anti-CD15 Virginia, USA Kaninchen 1:10
. ATTC,Manassas, 1:10
Anti-A2B5 Virginia, USA Monoklonal Maus
. ATTC,Manassas, .
Anti-HNK 1 Virginia, USA Monoklonal Maus 1:10
SantaCruz Polyklonal
Anti-CD117(c-kit) | Biotechnology, Karilinchen 1:200
Santa Cruz, CA, USA
Sigma,
Anti-Vimentin Deisenhofen, Monoklonal Maus 1:100
Germany
CellSignaling
Anti-E-Cadherin | Technology, Eg%ﬁ;?;l\ 1:100
Boston, MA, USA
Anti- Biogenics, )
Neurofilament Napa, Kanada Monoklonal Maus 1:250
Sigma,
Anti-Cytokeratin | Deisenhofen, Monoklonal Maus 1:1000
Germany
Tab. 2.1 : Fur die immunzytochemischen Untersuchungen verwendeten primaren
Antikoérper
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Die Antikoérper werden entsprechend Tabelle 2.1 mit 0,8%-iger BSA-LOsung in
0,05 M TBS verduinnt und mit den Zellen inkubiert. Die Inkubation erfolgt
entweder fir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4C Uber Nacht. Nach
ausreichend langer Inkubationszeit wird der restliche ungebundene
Primarantikdrper gut ausgewaschen, und zwar mindestens drei- bis viermal pro
Minute mit 0,05 M TBS. Jetzt wird der Sekundarantikérper, in 0,05 M TBS
verdunnt (siehe Tabelle 2.2), fur 45 min. auf die Zellen gegeben und diese

wahrend der Einwirkzeit lichtgeschitzt aufbewahrt.

_ Verdun-
Sekundarer Fluoreszenzantikorper nung
Fluorolink™ Cy™3 gekoppelt goat ant-Maus IgG (H + L);|1F1000
Amersham, Piscataway, NJ, USA
™ _ _ 1: 2000
Cy "3 gekoppelt goat anti-Kaninchen IgG (H + L);
Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Suffolk, UK

Tab.2.2: Verwendete sekundare Antikbrper mit der entsprechend eingesetzten
Verdiinnung

Nach erneuter Waschung erfolgt die Markierung der Zellkerne mit dem
Kernmarker Bisbenzimide Hoechst (HD) 33342 in der Endkonzentration 1 pug/ml
in 0,05 M TBS fiur 10 min. Es handelt sich bei Hoechst Dye um einen
spezifischen Farbstoff, der in doppelstrdngiger DNA an adenin- und
thyminreiche Sequenzen bindet und dann blau fluoresziert, wenn man das zu
untersuchende Material schlieBlich unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels
eines HD-Filters betrachtet. Mit dieser Methode kann man lebende Zellen
anhand ihres DNA-Gehaltes sortieren und bestimmen (Arndt-Jovin and Jovin,
1977).

Hoechst Dye muss auf Grund seiner terratogenen Wirkung nach der
Inkubationszeit mit besonderer Sorgfalt ausgewaschen und gesondert entsorgt
werden. Nun koénnen die Zellen mit dem wassrigen Eindeckmedium Aqua
Poly/Mount benetzt und mit einem Deckglaschen in der Multischale eingedeckt
werden. Sie werden dann unter dem Fluoreszenzmikroskop Axiophot (Zeiss,

Oberkochen, Germany) betrachtet.
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2.4.3 Von den verwendeten Antikdrpern erkannte Proteine
*Anti-Cytokeratin:

Im intrazytoplasmatischen Zytoskelett von epithelialen Geweben wird dieses
Intermediarfilament aus der Gruppe der Keratine gefunden. Anhand
unterschiedlicher  Cytokeratintypen lasst sich auf den Typ, die
Entwicklungsstufe und den Differenzierungsgrad einer epithelialen Zelle
schlieBen. Anti-Cytokeratin detektiert hier Cytokeratin als Marker fir epitheliales

Zellwachstum.

*Anti-Cadherin:

Cadherine sind calciumabhéngige Glykoproteine aus der Gruppe der
Adhasionsproteine. Sie bewirken Zellkontakte in verschiedenen Geweben und
kommen in Desmosomen und Adhering junctions vor. Das hier im speziellen
markierte E-Cadherin kommt ausschlief3lich in epithelialen Zellen vor und dient

somit als spezifischer Nachweis von Zellkontakten epithelialen Gewebes.

*Anti-Vimentin:

Ein Mitglied der Familie der Intermediarfilamente. Es bildet zusammen mit
Mikrotubuli und Aktin-Mikrofilamenten das Grundgerist des Zytoskeletts.
Vimentin ist die entscheidende Zytoskelettkomponente, wenn es um das
Aufrechterhalten der Zellform, die Integritat des Zytoplasmas und die Stabilitat
von zytoskelettalen Interaktionen geht. Daher kann Vimentin im Zellverband der
hier untersuchten AFDS in Kultur bei gemeinsamem Vorkommen mit
Cytokeratin auch als Marker fur das epitheliale Wachstum dieser Zellen gelten.
Des Weiteren wird Vimentin als Marker fir gliale Vorlauferzellen verwendet
(Chu et al., 2006)

*Anti-CD 15 / Lewis X 1° / SSEA-1:

Ein Kohlenhydratadhésionsmolekil, welches u.a. Phagozytose und Chemotaxis

vermittelt. CD15 ist ein Marker fur pluripotente und multipotente Stammzellen,
die aus der Keimzelle stammen, und weiterhin nutzlicher Marker, um humane

embryonale Stammzellen und ihre differenzierten Derivate, humane primordiale

131 e(X)
14 Stage specific embryonic antigen 1
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Keimzellen und embryonale Stammzellen der Maus zu detektieren (Fenderson
et al., 2006; Muramatsu and Muramatsu, 2004; Yanagisawa and Yu, 2007).
Ebenso wurde die SSEA-1 Expression in humanen embryonalen neuronalen

Stammzellen nachgewiesen (Klassen et al., 2001).

*Anti-Thy-1"°:

Ein Glycophosphatidylinositol (GPI) verankertes Zelloberflachenprotein mit
einer einzelnen V-férmigen Immunglobulindoméane. Den Namen Thy-1 erhielt
das Protein, da es ursprunglich als Thymozytenantigen entdeckt wurde. Thy-1
oder CD 90 qilt als spezifischer Oberflachenmarker fur eine Vielzahl von
Stammzellen und wird zusatzlich auch auf den Oberflachen von neuronalen

Zellen und Gliazellen exprimiert (Kemshead et al., 1982).

*Anti-CD 117 / c-kit / SCF-Rezeptor :

CD 117 ist ein transmembrantser Rezeptor mit Thyrosinkinase-Aktivitat. Er

kommt u.a. in Gliazellen vor. Signaltransduktion, ausgelést durch SCF*, erfolgt
Uber Second-Messenger innerhalb der Zelle und spielt eine Rolle fur deren
Uberleben, Proliferation und Differenzierung. Der CD 117 AK wird fir die
Detektion von Stammzellen, multipotenten Progenitorzellen und neuronalen

Vorlauferzellen verwendet (Luo et al., 2003; Motohashi et al., 2007).

*Anti-Nestin:

Ein Intermediarfilamentprotein vom Typ 6, welches in neuralen Stamm- und
Vorlauferzellen vorkommt (Dahlstrand et al., 1995; Lendahl et al., 1990). Es
wird in Nervenzellen in der Wachstumsphase der Axone exprimiert. Die
Expression, die charakteristischerweise  besonders in  neuronalen
Vorlauferzellen der subventrikularen Zone zu beobachten ist, ist lediglich
transient und persistiert in der Regel nicht. Auch in frihen Entwicklungsstadien
von ZNS und PNS (Dahlstrand et al., 1995; Sultana et al., 2000), Myoblasten
(Kachinsky et al.,, 1994; Zimmerman et al., 1994), Skelettmuskelzellen
(Sejersen and Lendahl, 1993) und Odontoblasten (About et al., 2000) lasst sich

Nestin nachweisen. Die Nestinexpression wird herunterreguliert je weiter die

> auch CD 90
16 cytokine stem cell factor
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Differenzierung der einzelnen Zelltypen voranschreitet und dann durch andere
gewebsspezifischere Intermediarfilamentproteine ersetzt; wahrend der Neuro-
und Gliogenese z.B. durch zelltypcharakteristische Intermediarfilamente wie
GFAP oder Neurofilament (Lendahl et al., 1990; Messam et al., 2000).

Interessanterweise lasst sich eine erneute Nestinexpression beobachten, wenn
es durch pathologische Prozesse, wie z.B. ZNS-Verletzungen (Sahin et al.,
1999) oder Epilepsie (Kruglyakova et al., 2005) im Hippocampusbereich zu
Glianarben kommt. Trotz all dieser zusatzlichen Eigenschaften wird Nestin als
genereller Marker fir die ldentifikation neuraler Stamm- und Vorlauferzellen

herangezogen.

*Anti-a-Internexin:

Dieses Typ-4-Intermediarfilamentprotein findet sich unter anderem wahrend der

frihen neuronalen Entwicklung (Wang et al., 2006).

*Anti-HNK1:

Das HNK-1 Kohlenhydrat wird charakteristischerweise auf einer Reihe von
Zelladhasionsmolekilen exprimiert, insbesondere ist die Expression zeitlich
wahrend der Entwicklung des Nervensystems reguliert und spielt eine wichtige
Rolle in der Zellformation (Kleene and Schachner, 2004). Die Expression steigt
wahrend der Synaptogese an und gilt somit als wichtiger Marker fir Neurone,

neuronale Zellinteraktionen und besonders fir neuronale Vorlauferzellen.

Die Enzyme  Glucoronyltransferase  GICAT-P  und  GICAT-S sind
Schlisselenzyme in der Biosynthese von HNK-1, und Mutationen in den
entsprechenden Genloci werden sogar als Ursache fur schizophrene

Psychosen angenommen (Jeffries et al., 2003).
*Anti-A2B5 :

Ein Oberflachenmarker von Gliazellen, bzw. von Vorlauferzellen von Typ 2

Astrozyten und oligodendroglialen Vorlauferzellen (Cai et al., 2002).
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*Anti-R-3-Tubulin:

Wird als neuronales Markerprotein verwendet. Die 3-3-Tubulin mRNA ist

exklusiv in den Zellkérpern vorhanden, wahrend sich das Protein sowohl in

Axonen als auch in Dendriten befindet.

*Anti-GFAP!":

Das saure Gliafaserprotein ist ein Typ-3-Intermediarfilamentprotein, das als
Astrozyten- und Gliazellmarker verwendet wird (Eng et al., 2000). In unreifen
Gliazellen und gliosen Tumoren ist GFAP mit Vimentin, einem anderen Typ-3-
IF, co-lokalisiert. Im ZNS wird GFAP von Astrozyten exprimiert (Fuchs et al.,
1994).

*Anti-Neurofilament:

Ein Intermediarfilament, welches in Neuronen und neuronalen Vorlauferzellen
vorkommt. Die Neurofilament-Expression nimmt mit steigendem neuronalen
Differenzierungsgrad zu und ist am starksten in reifen Nervenzellen ausgepragt;
daher gilt Anti-Neurofilament als Marker und Nachweis von Nerven- und
Gliazellen (Baharvand et al., 2007; Portier et al., 1993).

" GFAP: glial fibrillary acidic protein
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA- Isolierung

Die Gesamt-RNA der kultivierten Amniozyten in Standardmedium, NM1 und

NM2 wird mit dem peqGOLD TriFast'™™-System der Firma peglab-
Biotechnologie (Erlangen, Germany) isoliert. Das System basiert auf der
optimierten  Guanidinisothiocyanat/Phenol-Extraktions-Methode. Die Zellen
werden mit zunachst mit Accutase fur 5 min. bei 37°C inkubiert, somit abgelost,
und anschliel3end zentrifugiert. Die weitere RNA-Gewinnung und Aufreinigung
erfolgt nach dem Standardprotokoll der Firma peqLab fur peqGOLD TriFast:

e Suspension bzw. eingefrorenes Pellet lysieren in 1ml TriFast
pro 5-10x10° Zellen

* Wenn ndtig, mit Spritze und Kanule (20 G) homogenisieren

* 5 min. bei RT stehen lassen

e 200 pl Chloroform pro 1 ml TriFast dazugeben, kraftig schitteln
(per Hand, ca. 15 sec.)

e 3-10 min. bei RT inkubieren (5 min.)

e Zentrifugieren: 12.000 g, 5 min., RT

* Drei Phasen: unten (rot): Phenol-Chloroform (DNA, Proteine),

Interphase (DNA, Proteine)
oben (farblos): wassrige Phase: RNA

* Obere, wassrige Phase abnehmen

e In ein neues Tube Uberfihren (hier 500 pl Isopropanol pro 1 ml TriFast
vorlegen)

* Vortexen

e 5-15 min. bei RT stehen lassen (10 min.)

* Zentrifuge kuhlen (4C)

o Zentrifugieren: 12.000 g, 10 min., 4C

* Pellet sollte sichtbar sein

« Uberstand vorsichtig abnehmen und verwerfen

e Waschen: 2x1 ml EtOH (75%) pro 1 ml TriFast

* Vortexen
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o Zentrifugieren: 12.000 g, 10 min., 4C
» Ethanol abnehmen

* RNA bei RT trocknen lassen

Die gereinigte Gesamt-RNA wird in mit Diethylpyrocarbonat'® versetztem
Wasser geldst und bei -80C gelagert.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgt Gber die Messung
der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm. Bei dieser Wellenlange
haben Nukleinsauren in Losung ihr Absorptionsmaximum. Die Konzentration
der Losung ist proportional zur gemessenen Extinktion und kann unter
Berlcksichtigung der eingesetzten Verdinnung berechnet werden. Eine
Extinktion von 1,0 entspricht 40 pg/ml RNA bzw. 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA. Durch Berechnung des Agso2so-Quotienten lassen sich Verunreinigungen
erkennen, die von in Lésung befindlicher DNA oder Proteinen stammen. Die

Ldsung sollte einen Aygp280-Quotienten von 1,6- 1,8 aufweisen.

2.5.3 DNAse-Verdau

DNAse-l ist ein Enzym, das in der Lage ist, einzel- und doppelstrangige DNA
abzubauen, ohne die wahrend der Reaktion vorhandene RNA zu schadigen.
Zur Beseitigung von moéglichen DNA-Kontaminationen in der isolierten Gesamt-
RNA wird daher ein DNAse-Verdau durchgefihrt. 2 ug Gesamt-RNA werden in
1x DNAse-I-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) mit 2 U DNAse-I|
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) fir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Inaktivierung des Enzyms werden anschlielend 2 ul EDTA (25 mM) zugesetzt.
Die RNA kann dann direkt in der Reverse-Transkriptions-(RT)-Reaktion
eingesetzt werden. Die Ausbeute von Gesamt-RNA aus den jeweiligen
Kulturschalen ergibt zwischen 1.2 pg/ml und 2.6 pg/ml und liegt damit in
ausreichender Menge flur die Untersuchungen vor. Der Azgorzso-Quotient der
Proben liegt zwischen 1,59 und 1,73; somit sind die Proben rein genug, um fur

die weitere Analyse verwendet zu werden.

8 DEPC
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2.5.4 Reverse Transkription (RT)

Bei der reversen Transkription wird aus der RNA codogene DNA synthetisiert,
die anschlieBend als Template fur die PCRs dienen soll. 2 pg mit DNAse-I
verdaute Gesamt-RNA wird zur Aufhebung von Sekundarstrukturen zunachst in
einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel, Primus 96 (MWG Biotech,
Ebersberg, Germany) fir 10 min. bei 65T denaturiert und anschlief3end fur
genau 2 min. auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe des RT-Mixes erfolgt bei 37T im
Thermocycler innerhalb von 60 min. die Synthese des komplementaren
codogenen DNA-Stranges durch das Enzym ,Molony Murine Leukemia Virus

Reverse Transcriptase'®™

(Invitrogen, Karlsruhe, Germany). Als Primer werden
Oligo-(dT)s-Primer (MWG Biotech, Ebersberg, Germany) verwendet (siehe Tab

2.3).

Primer Sequenz

Oct-4 sense 5-GACAACAATGAAAATCTTCAGGAGA- 3
antisense 5'-TTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA- 3

Nanog sense 5-CGCAAAAAAGGAAGACAAGG- 3
antisense 5'-TGGTGGTAGGAAGAGTAGAGG- 3

Sox-2 sense 5 -AGAGGAGAGAGAAAGAAAGGG- 3
antisense 5-TGGGGGAAAAAAAGAGAGAGG- 3

NGF sense 5"-ATACAGGCGGAACCACACTCAG- 3
antsense 5 -GTCCACAGTAATGTTGCGGGTC- 3

BDNF sense 5-AGAGGCTTGACATCATTGGCTG- 3
antisense 5-CAAAGGCACTTGACTACTGAGCATC- 3’

GDNF sense 5-CACCAGATAAACAAATGGCAGTGC- 3
Antisense 5-CGACAGGTCATCATCAAAGGCG- 3

NT-3 sense 5-GGGAGATCAAAACGGGCAAC- 3
antisense 5-ACAAGGCACACACACAGGAC- 3

Tab 2.3 Bei der RT verwendete Oligo-(dT).s-Primer (MWG, Biotech,
Ebersberg, Germany)

Zur Inaktivierung des Enzyms und zur Denaturierung des RNA/DNA-
Doppelstranges wird der RT-Ansatz anschlie3end fur 5 min. auf 90C erhitzt.
Die erhaltene cDNA kann dann sofort fur die unterschiedlichen PCR-

Experimente verwendet werden.

¥M- MLV RT
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Zusammensetzung des RT- Mixes:

2 ug RNA

1x First- Strand Buffer (5x) (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
10 mM dNTP- Mix (Genecraft, Ludinghausen, Germany)

0,5 ug Oligo dT (MWG Biotech, Ebersberg, Germany)

0,1M DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

200U M-MLV- RT (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

ad 50 pl RNAse freies Wasser

2.5.5 Polymerase- Kettenreaktion (PCR)
Zum Nachweis der Transkripte unterschiedlicher Gene wird die PCR im

Thermocycler nach dem unten angegebenen Programm durchgefuihrt. 4 pl des
RT-Ansatzes werden mit genspezifischen Primern (Sequenzen siehe Tab 2.3)
in der PCR eingesetzt. Die Reaktion wird mit 34 Zyklen von je 1 min.
Denaturierung bei 94C, 45 sec. Annealing bei 60C und 1,5 min. Verlangerung
bei 72C durchgefihrt. Der letzten PCR Amplifikation folgt ein erneutes
Verlangern um 10 min. bei 72<C. Nach der Amplifikat ion werden die Transkripte
mit 5x-DNA-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) versetzt und in
einem 2%-igem (w/v) Agarose-Gel (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
elektrophoretisch aufgetrennt, welchem zusatzlich Ethidiumbromid (VWR,
Darmstadt, Germany) in der Konzentration 670 ng/ml zugeflgt wurde. Zur
Bestimmung der Fragmentgrof3e der aufgetrennten PCR-Produkte wird
zuséatzlich ein 100 bp DNA-Marker (Genekraft, Ludinghausen, Germany) bei
jeder Elektrophorese aufgetragen. Als Housekeeping-Gen wird [3-Aktin
verwendet. Das Sichtbarmachen und die Dokumentation der Banden erfolgt

unter UV-Licht (BioDoc Il Transilluminator, Biometra, Géttingen, Germany).

PCR- Ansatz:

4 ul RT- Ansatz (2 pg RNA in RT-Reaktion eingesetzt)
1x PCR- Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

10 nM dNTP-Mix (Gencraft, Ludinghausen, Germany)

je xpmol  antisense/ sense genspezifische Primer

(MWG Biotech, Ebersberg, Germany)
25U Biotherm DNA-Polymerase (Gencraft, Ludinghausen, Germany)
ad 50 pl H.O
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PCR- Programm im Thermocycler:

94<C 10 min.
94<C 1 min.

Annealing 45 sec.
72 90 sec.
72<C 10 min.

DNA- Probenpuffer (5x):

25 mm Tris/ HCL (pH 7,0)

150 mm EDTA (Sigma, Deisenhofen, Germany)

0,05% Bromphenolblau (Sigma, Deisenhofen, Germany)
25% Glycerin (Sigma, Deisenhofen, Germany)

Annealing-

Zielgen- Primer Konzentration Temperatur Zyklen
3-Aktin-F/R Je 25 pmol 60T 34
Oct-4-F/R Je 25 pmol 60T 34
Nanog-F/R Je 25 pmol 60T 34
Sox-2-F/IR Je 25 pmol 60T 34
NGF-F/R Je 25 pmol 60C 34
BDNF-F/R Je 25 pmol 60C 34
GDNF-F/R Je 25 pmol 60C 34
NT-3-F/R Je 25 pmol 60T 34
Tab. 2.4: PCR- Bedingungen und Primerkombinationen

2.5.6 Zu detektierende Gene bzw. Genabschnitte
*Qct-4:
Die Abkilrzung Oct-4 steht fur den Transkriptionsfaktor Octamer-4. Es handelt

sich hierbei um einen Faktor, der an der Erneuerung von undifferenzierten
embryonalen Stammzellen beteiligt ist. Oct-4 wird als Marker fur
undifferenzierte Zellen verwendet und gilt somit als Nachweis von Stammzellen

(Niwa et al., 2000; Prusa et al., 2003).

*Nanog:
Ein Gen, welches in embryonalen Stammzellen exprimiert wird. Es stellt einen

Schlusselfaktor dar, der es Zellen mdglich macht, ihre Pluripotenz zu erhalten.

Dieser Marker ist zusammen mit Oct-4 einer der wichtigsten Stammzellmarker
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fur Zellen, die in der Lage sind, sich in vivo und in vitro in Derivate aller drei
Keimblatter zu differenzieren (Zhang et al., 2006). Ein Verlust von Nanog fuhrt

zur Differenzierung von Stammzellen in andere Zelltypen (Li et al., 2006).

*Sox-2:

Essenzieller Transkriptionsfaktor fir embryonale Stammzellen. Er gilt als
Charakteristikum far pluripotente Zellen und wird deshalb als Stammzellmarker
verwendet (Qi and Pei, 2007). Des Weiteren ist Sox-2 ein Marker fir
multipotente neuronale Stammzellen (Ellis et al., 2004), neurale Vorlauferzellen
(Graham et al., 2003) und Astrozyten (Komitova and Eriksson, 2004).

*BDNF, NGF, NT-3:
Die Neurotrophine BDNF?, NGF?* und NT-3% sind aus dem menschlichen

Gehirn stammende Proteine, welche untereinander deutliche Sequenzhomolgie
aufweisen und viele Neuronenarten im ZNS beeinflussen. Es wurde gezeigt,
dass sie an dem Uberleben und Wachstum von sensiblen Ganglienzellen,
dopaminergen, cholinergen und GABA-ergen Neuronen und Motorneuronen
beteiligt sind (Henderson, 1996). BDNF wird vorwiegend in Gehirn und
Ruckenmark von Gliazellen produziert (Leibrock et al., 1989), aber auch
Schwannzellen, die mit peripheren Motorneuronen assoziiert sind, zeigen eine
deutliche BDNF-Produktion (Acheson et al., 1991).

Das Vorkommen dieser Neurotrophine ist also ein deutlicher Indikator fur das
Differenzierungspotential in eine Nervenzelle oder dementsprechend fur das

Vorliegen einer ausdifferenzierten neuronalen Zellpopulation (Tolkovsky, 1997).

*GDNE:

Der sogenannte “Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor” wurde 1993 von
Lin entdeckt und nachgewiesen, dass er einen potenten Uberlebensfaktor fiir
dopaminerge Neurone darstellt (Lin et al., 1993). Seitdem wurde weiter gezeigt,
dass es sich bei GDNF zusatzlich um einen lebensnotwendigen

Wachstumsfaktor fir spinale Motorneurone (Henderson et al., 1994,

% prain-derived-neurotrophic-factor
1 Nerve Growth Faktor

2 Neurotrophin-3
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Oppenheim et al., 1995), fir noradrenerge Neurone im Bereich des Nucleus
coeruleus (Arenas et al., 1995) und fur Gruppen von peripher sensorischen,
sympathischen und parasympathischen Neuronen handelt (Buj-Bello et al.,
1995). Wie die oben aufgefuhrten Neurotrophine ist also auch GDNF ein
selektiver Faktor, den nur Nervenzellen oder deren Vorlauferzellen produzieren

kdnnen.

2.6 ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

2.6.1 Ziel der ELISA Untersuchungen
Um neben der qualitativen Aussage der RT-PCR auch noch eine quantitative

Aussage treffen zu kénnen, werden per ELISA NGF und BDNF quantitativ
analysiert, stellvertretend fur die in der RT-PCR detektierten neurotrophen

Faktoren.

2.6.2 Allgemeine Einfihrung und Versuchsbeschreibung

Bei dem verwendeten Ej.x® ImmunoAssay System (Promega, Mannheim,
Germany) handelt es sich um das sogenannte Sandwich-ELISA-System, dem
die sensitive (Minimum 15,6 pg/ml der gesuchten Faktors) und spezifische
Detektion der gewiinschten Substanz, hier der neurotrophen Faktoren NGF und
BDNF, im Sandwich-Format zu Grunde liegt. Die gewinschten Faktoren
werden mit einer Spezifitdt von mehr als 97 % detektiert, da es in weniger als
3% zu Kreuzreaktionen der Antikorper mit anderen neurotrophen Faktoren

kommt.

96er-Wells (Promega, Mannheim, Germany, # 7630) werden zunachst mit Anti-
NGF oder Anti-BDNF-Antikorper beschichtet, der dann den in den
unterschiedlichen Proben enthaltenen Faktor bindet. Die restlichen freien
Bindungsstellen in der Platte werden anschlieend mit Sample-(1x)-Puffer
blockiert, um falsch-positiven Ergebnissen vorzubeugen. Dann werden die
Proben zugegeben, der gesuchte Faktor gebunden und mit einem weiteren
spezifischen Antikérper (AK) markiert. Dieser AK wiederum bindet einen
Spezies-spezifischen Antikérper, an den Horseradish-Peroxidase (HRP)
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gekoppelt ist. Inkubiert man nun den Inhalt der Wells mit einem chromogenen

Substrat, hier TMB-One-L6sung, findet eine Reaktion mit der HRP statt und es

entsteht eine Farbveranderung, anhand derer man den Gehalt des gesuchten

Faktors messen kann; dieser ist proportional zur Farbverdnderung, ausgelost

durch die Red-Ox-Reaktion der Peroxidase mit der TMB-One-LOsung. Bei einer

Wellenlange von 450 nm wird die jeweilige Absorption der Probe gemessen und

mit der parallel dazu hergestellten Standardkurve verglichen. So lasst sich der

exakte Gehalt des gesuchten Faktors bestimmen.

2.6.3 Detalilliertes Versuchsprotokoll nhach dem E.x® ImmunoAssay System

am Beispiel von BDNF

Beschichtung der Platte: 5 pl Anti-BDNF mAK in 5 ml Coating-Buffer
|6sen, davon in jedes Well 100 ul geben

Uber Nacht bei 4C inkubieren

Platte ausklopfen und 1 x mit TBST waschen

Blocken der Platte: 42,4 ml H,O dest. und 10,6 ml Block-and-Sample
Buffer?®-(5X) steril entnehmen, mischen und 200 ul dieser BaSB-(1X)
L6sung in jedes Well geben

Bei RT fur 60 min. inkubieren
Platte ausklopfen, 1 x mit TBST waschen und Standardkurve zugeben
Praparieren der Standardkurve: BDNF Standard in BaSB 1:2000

verdinnen,

in die ersten Wells 200 pl zugeben, die restlichen mit 100 ul BaSB fullen
und dann jeweils 100 pl aus den vorigen Wells den nachfolgenden
zufiigen, so entstehen die nachfolgenden Konzentrationen (Grafik 2.5).

Zugabe der Proben: In Reihe A 100 ul unverdinnte Proben zugeben und

dann jeweils mit BaSB-(1X) im Verhdltnis 1:2 und 1:4 verdinnen und in
B und C geben (Restliche Probenverteilung siehe 2.6.5)

Fir 2 Std. bei RT auf Schuttler inkubieren

5 x fur 2 min. mit TBST waschen, Platte jeweils ausklopfen

Anti-BDNF pAK zugeben: 10 ul Anti-BDNF in 4.990 ul BaSB-(1X) losen
und dann je 100 pl/Well auf die Platte geben

% BaSB
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- 5 xfir 2 min mit TBST waschen, Platte ausklopfen

- Zugabe von Anti-IgY-HRP-Konjugat: 25 pl Anti-lgY-HRP-Konjugat in
4.975 pl BaSB-(1X) I6sen und 100 pl in jedes Well geben

- Fur 1 Std. bei RT auf Schiittler inkubieren

- 5 xflr 2 min. mit TBST waschen, Platte ausklopfen

- Entwickeln der Farbe: 100 pl von der auf RT erwarmten TMB-One-

Losung in jedes Well geben, bei RT auf Schittler 10 min. inkubieren —
Inhalt der Wells wird blau. Reaktion durch Zugabe von 100 pl 1IN HCI
abstoppen — Inhalt der Wells wird gelb

- Absorptionsmessung: bei 450 nm innerhalb von 30 min. nach

Reaktionsende die Absorption der unterschiedlichen Proben messen

Fur die Absorptionsmessung verwendete Software:
Revelation (Version 4.2.1), Dynex Technologies, Chantilly,VA,USA

BDNF
Standard
Test Samples Curve
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Abb. 2.5 ELISA-Platte fiir Standardkurve und Proben
© Promega, Mannheim, Germany

Der Versuchsaufbau und die Versuchsdurchfiihrung des NGF-
Emax®Immunoassay (Promega, Mannheim, Germany) unterscheidet sich nur
geringfugig von dem oben aufgefihrten Protokoll, so dass ich an dieser Stelle

auf www.promega.com, NGF-Eh®Immunoassay Technical Bulletin #226

verweisen maochte.
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2.6.4 Schematische Darstellung der Versuchsdurchfihrung am Beispiel des

Protokolls fir den BDNF Ena®Immunoassay

1 Coat well with
Anti-BDNF mAb.

N N
\mab s\ mab
'

Block nonspecific
binding with Block
& Sample 1X Buffer.

;f\,f\ N

4 Incubate immaobilized

Anti-BDNF mAb with
BDNF Standard or test
samples.

f\{*%

1 Incubate with Anti-Human
BDNF pAb.

| Incubate with Anti-lgY HRA
Conjugate.

Add TMB One Solution.
Detect color in plate reade

Schematische Darstellung des BDNF ImmunoAssay aus Technical Bulletin #257,
© Promega, Mannheim, Germany
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2.6.5 Verwendete Substanzen, Puffer und LOosungen

BDNF Assay (#G7610)
Anti-BDNF mADb
Block-and-Sample-(5x)-Buffer
BDNF-Standard
Anti-human-BDNF pAb
Anti-IgY HRP Conjugate
TMB-One-Solution

NGF Assay (#G7630)
Anti-NGF pAb
Block-and-Sample-(5x)-Buffer
NGF-Standard

Anti-NGF mAb

Anti-Rat IgG, HRP Conjugate
TMB-One-Solution

Alle Substanzen fur den BDNF- und NGF-Assay stammen von Promega,

Mannheim, Germany

Carbonate Coating Buffer, pH 9.7

0,025 M Natriumbicarbonat
0,025 M Natriumcarbonat
mit 1 N HCIl oder 1N NaOH auf pH 9.7 einstellen

TBST Wash Buffer, pH 7.6
20 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

0.05% (v/v) Tween® 20

2.6.6 Fur die Ena®ImmunoAssays verwendete Proben

Um herauszufinden, ob und in welchem MaRe die immortalisierten AFDS
neurotrophe Faktoren sezernieren, werden zu verschiedenen Passagen in den
jeweiligen Medien die Uberstande gesammelt und bei —80CT eingefroren.
Untereinander verglichen werden soll die neurotrophe Sekretion der Zellen in
den verschiedenen Medien (Standardmedium, NM1 und NM2). Die Uberstande
werden bei dem Standardmedium in den Passagen 2, 6, 10 und 13 und bei
NM1 und NM2 in den Passagen 2, 8 und 13 abgenommen. Als Positivkontrolle
wird Astrozytentiberstand verwendet. Die Verteilung der Proben (siehe auch
Grafik 2.5) lautet dann:
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Standardmedium (10 ml FCS, 1 ml L-Glutamin, 1 ml Penicillin/Streptomycin,

aMEM)
StP02

StP02
StP06
StP06
StP10
StP10
StP13
StP13
StP13

unverdinnt
Verdinnung 1:2
unverdinnt
Verdinnung 1:2
unverdinnt
Verdinnung 1:2
unverdinnt
Verdinnung 1:2
Verdinnung 1:4

— Al+2
— B1+2
— C1+2
— E1+2
— F1+2
— G1+2
— A3+4
— B3+4
— C3+4

NM1 (10 ml FCS, 1 ml L-Glutamin, 1 ml Pen/Strep, DMEM/Ham sF12,

1 ml N2+EGF+bFGF)

NM1PO02 unverdinnt — E 3+4
NM1P02  Verdinnung 1.2 —F 3+4
NM1PO02 Verdinnung 1:4 — G 3+4
NM1P08 unverdinnt — A 5+6
NM1PO08 Verdinnung 1:2 — B5+6
NM1P08  Verdinnung 1:4 — C5+6
NM1P13 unverdinnt — E 5+6
NM1P13  Verdinnung 1:2 — F5+6
NM1P13 Verdinnung 1:4 — G 5+6
NM2 (10 ml ECS, 1 ml L-Glutamin, 1 ml Pen/Strep,
DMEM/Ham sF12+RA+FGF-8)

NM2P02 unverdinnt — A7+8
NM2P02  Verdinnung 1:2 — B7+8
NM2P02 Verdinnung 1:4 — C 7+8
NM2P08 unverdinnt — E 7+8
NM2P08 Verdinnung 1:2 — F 7+8
NM2P08  Verdinnung 1:4 — G 7+8
NM2P13 unverdinnt — A 9+10
NM2P13  Verdinnung 1:2 — B 9+10
NM2P13  Verdinnung 1:4 — C 9+10

Astrozyteniberstand als Positivkontrolle

AU unverdinnt

AU Verdinnung 1:2
AU Verdinnung 1:4
AU Verdinnung 1:8
Standardkurve

— E 9+10
— F 9+10
— G 9+10
— H 9+10

Von A bis H 11+12, Konzentrationen siehe Grafik 2.5
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2.7 Stereotaktische Implantation

2.7.1 Vorbereitung der Zellen und Markieren mit GFAP

Ein adenoviraler Vektor der dritten Generation wird nach der Beschreibung von
Dinser (Dinser et al., 2001) generiert. Der Vektor HC-Ad.FK7 exkrimiert GFP?*.
48 Stunden vor der Injektion werden die Zellen mit einer Virusstockldsung
inkubiert, die eine Konzentration von 2x10° infektidsen Einheiten/pl enthalt (ca.
50 MOI?® pro Einzelzelle). Dazu wird der Vektor einfach der Kulturschale mit
den mit Medium bedeckten Zellen zugesetzt, es handelt sich hierbei um die
AFDS in Standardmedium.

24 Stunden nach der Infektion wird die Transduktionseffizienz bestimmt, indem
die EGFP-positiven Zellen unter der Fluoreszenzlampe im Verhaltnis zu der
Gesamtzellzahl, sichtbar gemacht durch Hoechst Dye Kernfarbung, ausgezahit
werden (siehe Kapitel Immunzytochemie). Diese ist ausreichend, und so

konnen die Zellen fir den Injektionsversuch verwendet werden.

Unmittelbar vor der Injektion werden die Zellen von Medium befreit und durch
Inkubation mit Accutase (PAA, Colbe, Germany) abgelést. In 8 ml
Kulturmedium aufgenommen (Standardmedium: 10% FCS, 1 ml L-Glutamin, 1
ml Penicillin/Streptomycin, aMEM), werden die Zellen in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen dberfihrt und bei 800 U/min 5 min. lang zentrifugiert. Das
entstandene Zellpellet wird in 1 ml Basalmedium (Alpha Modification of Eagle’s
Medium (PAA , Colbe, Germany)) ohne weitere Zuséatze wie FCS oder
Antibiotika resuspendiert. Mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer wird die Zellzahl
bestimmt, das Volumen, welches 60.000 Zellen enthalt errechnet, aus der
Suspension abpipettiert, in ein Eppendorf-Gefald tberfuhrt, erneut zentrifugiert,
bis sich ein Zellpellet abgesetzt hat, dann in 5 pl Basalmedium resuspendiert
und sofort auf Eis gelegt; pro durchgefuhrter Injektion werden 60.000 Zellen in

einem Gesamtvolumen von 5 ul bendtigt.

24 enhanced green-fluorescent Protein — EGFP
%> muliplicities of infection
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2.7.2 Durchfihrung
Fur die Injektion werden sechs 8-12 Wochen alte Wistar-Ratten (250-300g

schwer) verwendet. Anésthesiert mit einem Gemisch aus 6 mg/kgkG?® Xylazine
und 60 mg/kgKG Ketamin (Ratiopharm, Ulm, Germany) werden die Ratten
vorsichtig in einen Stereotaxierrahmen (Stoelting Co, Wood Dale, Il, USA)
eingespannt, nachdem sichergestellt ist, dass die Narkosetiefe ausreicht
(Verlust der Nozizeption). Der Schéadel wird prazise fixiert, das Schadeldach
plan ausgerichtet, der Kopf Uber dem Scheitel geschoren und anschliel3end
desinfiziert. Es erfolgt eine 0,2-0,5 mm lange Inzision mittels Einwegskalpell
genau 2 mm lateral des Bregmas der Ratte und die Entfernung des Periosts.
Mit Hilfe des Stereotaxierrahmens wird nun die Position fur die Trepanation der
Schadeldecke eingestellt, indem die Spritzenkanulle genau Uber dem Bregma in
Position 0 gebracht wird. Von dort aus lassen sich die exakten Koordinaten fur
die Injektion ausrichten. In diesem Fall werden die Zellen ins rechte Striatum
injiziert, daraus ergibt sich folgende Einstellung laut stereotaktischem
Rattenanatomieatlas von Paxinos und Watson (1996):

Bregma =0

AP (anterior-posterior): Omm

ML (medio-lateral): -3.5 mm (rechts)

DV (dorso-ventral): -5.4 mm

Mit Hilfe eines Dentalbohrers wird exakt tlber dem angegebenen Punkt ein Loch
durch die Schadeldecke gebohrt, ohne die Hirnhaut zu verletzen. Die in
Suspension befindlichen GFP-markierten Zellen (5 pl) werden in eine Spritze
aufgezogen, die Kanile vorsichtig aufgesetzt und, ausgehend von der Dura,
langsam 5,4 mm ventral in das Gehirn vorgeschoben. Ist das Striatum erreicht,
werden den Tieren diese 60.000 Zellen Uber einen Zeitraum von 5 min injiziert.
Nach der Injektion wird die Kantle noch 2 min. in ihrer Position belassen, um
ein Angleichen an den finalen Injektionsdruck zu ermdglichen, dann vorsichtig
und langsam aus dem Gewebe entfernt. Die Hautwunde wird mit einem
monifilen 1-0 Polysorb Faden in Einzelnahttechnik verndht und Nebacetin®
Wundsalbe auf die Wunde gegeben. Praventiv erfolgen taglich Cyclosporin-A-
Injektionen (10 mg/kgKG) zur Immunsuppression, um das AbstoR3en der Zellen

zu verhindern und Infektionen vorzubeugen. Nach 14 (n=3) und 30 (n=3) Tagen

% mg pro kg Kdrpergewicht
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werden die Tiere in tiefer Narkose (s.0.) durch intrakardiale Perfusion getotet.
Zur Perfusion werden PBS, Heparin und Procainhydrochlorid, gefolgt von

gepuffertem PFA (4%-ig), verwendet.
Alle oben beschriebenen Tierversuche werden nach den Richtlinien der
Bundesrepublik Deutschland und nach bestem Wissen und Gewissen mit

ausdrucklicher Genehmigung der Universitat zu Kéln durchgefihrt.

2.7.3 Succrose-Einbettung

Die Gehirne werden nach der Perfusion in toto enthommen und dann fur 24
Stunden bei 4T in 4%-igem PFA nachfixiert. Zum Auswaschen der
Fixierlésung werden die Gehirne anschlieRend am nachsten Tag mehrmals mit
0,1 M PBS (pH 7,4) gewaschen und darin auch tber Nacht belassen. Um die
Struktur des Gewebes durch Reduktion von Kristallbildung besser erhalten zu
kénnen, wird es 24 Stunden lang bei 4T in einer 18 %-igen Succroselésung in
0,1 M PBS inkubiert und dann in Aluminiumfolie bei -80C eingefroren.
Anschlielend werden mit einem Kryostaten (Jung, Frigocut 2800E, Leica) 8 um
dinne Transversalschnitte 5 mm vor und hinter der Injektionsstelle angefertigt,
um die Integration, Migration und Differenzierung der intrastrial injizierten AFDS
beurteilen zu konnen. Die Schnitte werden auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager (zur besseren Haftung des Gewebes) verbracht und kénnen nun
bei -20C fur die Immunzytochemie aufbewahrt werden. Fir das weitere

immunzytochemische Vorgehen siehe 2.4.2.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zellmorphologie der Amniozyten in Standardmedium

Um die immortalisierten, vorher kryokonservierten AFDS morphologisch zu
charakterisieren, werden diese regelmafig unter dem Mikroskop kontrolliert und
fotografiert. Die hier aufgefiihrten Zellen werden in Standardmedium, 10%-igem
aMEM, kultiviert. Mit voranschreitender Kulturdauer verdichtet sich sichtbar die
Zellzahl in den Kulturschalen und es erfolgt eine deutlichere Auspragung der
Zellkontakte der einzelnen Zellen untereinander, siehe Abbildung 7 im Vergleich
zu Abbildung 6. Interessanterweise kbnnen die Zellen stetig weiter passagiert
werden und weisen durch die Immortalisierung keine Limitation hinsichtlich ihrer
Passagenanzahl auf.

Des Weiteren zeigen die Zellen unabh&ngig von der Passagenummer ein
morphologisch identisches Wachstum, und auch in ihrem Verhalten in Kultur

fallen keine gravierenden Unterschiede auf.

S i ( 3 %
R i b5 7/ 0¥

Abb.6: Zelldichte nach 3 Tagen in Kultur Abb.7: Zelldichte nach 6 Tagen in Kultur
AFDS in Standardmedium, P3 (200x bzw. 100x)

Die Untersuchung dieser undifferenzierten Zellen ergeben, dass diese homogen die

typische Form epithelialen Wachstums in vitro aufweisen.
(MaR3stab: Balkenldange = 10mm)
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Weiterhin zeigen die Zellen charakteristischerweise inselartiges, in Gruppen
zusammenhangendes Wachstum polygonaler Morphologie. Es kommt zur
Ausbildung deutlicher Zellkontakte zu benachbarten Zellen, welche sich mit

zunehmender Dauer der Kultur immer starker auspragen.

* o L ¢

Abb.8: Zelldichte nach 5 Tagen in Kultur. AFDS in Standardmedium, Passage 3
(200x). Sichtbar sind hier besonders die polygonale Form der Zellen und die
Zellkontakte.

3.1.2 Verhalten und Morphologie nach erneuter Kryokonservierung und

anschlieendem Auftauen

Die Zellen werden in kryokonserviertem Zustand vom Labor fir Zellbiologie
entgegengenommen und weiterkultiviert. Dennoch ist es interessant zu
erfahren, ob wiederholtes Einfrieren das Zellverhalten und die Morphologie
verdndert oder ob es kein Problem darstellt, die Zellen mehrfach zu
kryokonservieren und aufzutauen. Zu diesem Zweck werden diese Versuche
durchgefihrt. Als Ergebnis zeigt sich, dass die Zellen unabhangig von der
Anzahl der Kryokonservierungen oder anschlieRendem Auftauen stets ihre
typisch inselartige, polygonale Charakteristik beibehalten und somit keine

Alteration vorliegt.
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Abb.9: AFDS in Standardmedium nach zweimaligem Einfrieren und Auftauen.
Im direkten Vergleich mit Abb. 1-3 findet sich kein morphologischer Unterschied.

3.1.3 Untersuchung des Differenzierungsverhaltens in Bezug auf die

Zellmorphologie in den neuronalen Medien

3.1.3.1 Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF
Die Zellen werden auch hinsichtlich ihrer Morphologie in dem neuronalen

Differenzierungsmedium A (NM1) untersucht und mit den Zellen im

Standardmedium verglichen.

Die Zellen in NM 1 formieren sich in Zellgruppen und zeigen typische
Phanotypen epithelialer Zellen. Zu beobachten ist jedoch, dass sich mit
zunehmender Passagenzahl, und somit Dauer der Kultur im
Differenzierungsmedium, die  Uberwiegend polygonalen  epithelialen
Morphologien zugunsten von eher typisch glialen Morphologien &ndern, was
sich durch zahlreiche Fortsatze an den Zellkérpern verdeutlicht. Hier lasst sich

bereits visuell feststellen, dass die Zellen ausdifferenzieren.

3.1.3.2 Zugabe der Wachstumsfaktoren FGF-8 und Retinsaure

Die gleichen Beobachtungen wie unter 3.1.3.1 lassen sich ebenfalls unter
Zugabe des Differenzierungsmediums B (NM2) machen. Es sind Fortsatze am
Zellkérper zu erkennen, und es zeigt sich eher gliale Charakteristik. Auch hier
verandern die Zellen ihre Form im Zuge der beginnenden Ausdifferenzierung.
Die Unterschiede in der Morphologie verdeutlichen die Abbildungen 10-13.
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Abb.10 Abb.11

AFDS in den jeweiligen Differenzierungsmedien in P4 (Abb. 5 in NM1 [100x]; Abb. 6 in
NM2 [200x]) zu Beginn der Differenzierungsversuche.

Die Zellen zeigen, wie auch die AFDS in Standardmedium, polygonales Wachstum und
formieren sich in Zellgruppen. Ein morphologischer Unterschied im direkten Vergleich
der beiden Differenzierungsmedien miteinander ist visuell nicht auszumachen.

Abb.12: AFDS in NM1 (200x) Abb.13: AFDS in NM2 (200x)
Zum Zeitpunkt n=14 Tage lassen sich in beiden Differenzierungsmedien teilweise glia-
artige Fortsatze an den Zellkérpern erkennen, die Zellen sehen im Vergleich zu vorher
und im Vergleich zum Standardmedium deutlich verandert aus.
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Bei n&herer Betrachtung eines Zellklusters von Zellen 14 Tage nach
Differenzierungsinduktion am Beispiel von NM1 fallt deutliches Auswachsen
von glia-artigen Fortsatzen aus den Zellkérpern auf. Auch der direkte Vergleich
mit den oben prasentierten Abbildungen in Standardmedium wirft deutliche
Unterschiede im Bereich der Morphologie auf. Diese Zellen (Abb.14) haben ihre
typische polygonale Form und ausschlief3lich epitheliale Charakteristik verloren
und beginnen sich in die neuronale Richtung zu differenzieren.

-~

Abb.14: Zellkluster 14 Tage nach Differenzierungsinduktion (NM1), (300x). Die glia-
artigen Fortséatze sind deutlich zu sehen.

3.1.4 Proliferationsergebnisse

Unter unterschiedlichen Kulturbedingungen wird das Proliferationsverhalten der
Zellen untersucht. Es erfolgen Gegenuberstellungen jeweils von Standard- und
hypoxischen Bedingungen (siehe Material und Methoden) innerhalb eines
Mediums. Spéater sollen auch die einzelnen Medien untereinander verglichen

werden.

Die Zellen werden zu den angegebenen Stunden genau ausgezahlt, die
Zellzahl bestimmt und der Zeitpunkt seit der Aussaat gegen die Gesamtzellzahl
aufgetragen. Anschlielend kdénnen dann die Verdopplungszeiten nach der
unter 2.2.9 angegebenen Formel exakt berechnet und miteinander verglichen

werden.

Nach Auswertung dieser Daten lasst sich das Wachstumsverhalten der Zellen

genau analysieren. Man erhalt Aufschluss, welche Zellpopulation in welchem
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Medium unter welchen Kulturbedingungen am besten oder schlechter bzw. gar
nicht wachst. Die Versuche werden pro Versuchsansatz und Medium jeweils
mehrfach durchgefuhrt. Da sich die Ergebnisse allerdings nur minimal
unterscheiden, wird fur das Proliferationsverhalten in allen Medien jeweils
Passage 6 graphisch ausgewertet. Fur die Verdopplungsraten werden die
Passagen 2, 4, 8 und 13 in den neuronalen Medien und 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 13
im Standardmedium stellvertretend fur alle Passagen, in denen die Versuche

ebenfalls stattfanden, zur graphischen Auswertung herangezogen.

3.1.4.1 Proliferation in Standardmedium unter Normalbedinqungen und Hypoxie

Die hypoxischen Bedingungen werden geschaffen, um das
Proliferationsverhalten einmal unter weniger Sauerstoff zu beobachten und mit
den Normalbedingungen vergleichen zu kénnen. Es wird angenommen, dass
sich die Zellen unter Hypoxie schneller vermehren kdnnen, da sie aufgrund
ihrer naturlichen Herkunft an eine Umgebung niedrigen Sauerstoffgehaltes
adaptiert sein missen. Um dies genauer zu untersuchen und dann entweder
widerlegen oder bestéatigen zu kdnnen, werden die nun folgenden Versuche
exakt gleich, nur mit der Vorgabe des unterschiedlichen Sauerstoffgehalts,

durchgefuhrt.

Wie oben erwahnt, unterscheiden sich die Versuchsergebnisse der Kulturen zu
unterschiedlichen Passagen untereinander nicht nennenswert, deshalb die
nahere Betrachtung von Passage 6. Zunéchst wird das Zellwachstum im

Standardmedium (10 % aMEM) unter den jeweiligen Bedingungen verglichen.
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Proliferationsrate AFDS in Standardmedium
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Abb.15: Proliferationsrate der AFDS in Passage 6

Wahrend sich unter Normalbedingungen die urspringlich 4.400 ausplattierten
Zellen zu circa 14.200 Zellen vermehrt haben, weisen die unter Hypoxie
kultivierten Zellen eine deutlich starkere Proliferation auf. Sie haben sich mit
29.100 Zellen in der gleichen Zeit um mehr als das Doppelte im Vergleich zu
den Normalbedingungen vermehrt. Das bedeutet eine Wachstumszunahme um
105 % (Abb. 15). Es l&sst sich, betrachtet man den Kurvenverlauf, wie erwartet
ein exponentielles Wachstum nachweisen.
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Weiterhin soll auch die Verdopplungszeit bestimmt werden. Dazu werden die
Passagen, in denen die Versuche stattfinden, in Bezug auf die Gesamtzellzahl
am Ende des Versuchs und die Dauer der Beobachtungen miteinander
verglichen. Es ergeben sich folgende Werte, siehe Abbildung 16:

Vergleich der Verdopplungszeiten von verschiedenen Proben AFDS unter
21% und 3% Sauerstoff in Standardmedium
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EVZ unter 21% 02 47,98 45,33 46,74 41,47 45,15 40,73 50,16
OVZ unter 3% 02 31,74 335 41,17 34,45 35,11 33,93 34,46

Abb.16: Proben 1-7 von AFDS in Standardmedium. Die Proben repréasentieren die
Passagen 2, 3, 4, 6, 8, 10, 13
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Werden die Verdopplungszeiten gemittelt, siehe Abbildung 17, ergeben sich fur
die AFDS unter Normalbedingungen 45,43+3,37 Stunden und unter Hypoxie im
Vergleich 34,91+2,92 Stunden.

Verdopplungszeiten der AFDS, kultiviert in Standard medium

55 4

E Verdopplungszeit unter 21%02
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—t—
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Verdopplungszeiten [h]

15

10 ~
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0,

Verdopplungszeit unter 21%02 Verdopplungdzeit unter 3%02
‘I Mittelwert 45,36571429 34,90857143

Abb.17: Gemittelte Verdopplungszeit der AFDS in Standardmedium im direkten
Vergleich. Standardabweichung £3,37 und £2,92.

Die Zellen in Standardmedium proliferieren deutlich schneller unter hypoxischen
Bedingungen.

64



3.1.4.2 Proliferation in den neuronalen Differenzierungsmedien unter

Normalbedingungen und Hypoxie

Auch das Proliferations- und Verdopplungsverhalten in den neuronalen
Differenzierungsmedien der AFDS soll aufgefuhrt, ausgewertet und schlie3lich

miteinander verglichen werden.

Die Zellen in NM1 haben sich, wie in Abbildung 18 dargestellt, von anfanglich
4.400 ausplattierten Zellen auf 11.440 unter Normalbedingungen und 17.600
Zellen unter 3% Sauerstoff vermehrt. Nominal bedeutet das eine
Wachstumssteigerung um 54,4%. Ihr Proliferationsverhalten verlauft ebenfalls
exponentiell.

Proliferationsrate AFDS in NM1
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‘—O—Zellzahl unter 3% O2 —— Zellzahl unter 21% 02

Abb.18: Proliferationsrate der AFDS in NM1 in Passage 6
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Im Hinblick auf die Verdopplungszeit beim Wachstum unter Hypoxie im

Vergleich zur Standardbedingung 21% Sauerstoff lasst sich notieren, dass die

Zellen unter hypoxischen Bedingungen deutlich schneller proliferieren. Hier

anhand von vier unterschiedlichen Passagezustanden dokumentiert, siehe

Abbildung 19:
Verdopplungszeiten der AFDS unter 21% und 3% Sauers  toff in NM1
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OVZ unter 3% O2 38,41 36,62 32,56 36,09

Abb.19: Die Proben 1-4 reprasentieren die Verdopplungszeit der Passagen 2, 4, 8 und

13 der AFDS in NM1
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Es ergeben sich die folgenden Mittelwerte im direkten Vergleich, bei einer
Standardabweichung von +2,42 unter 3% und +2,45 unter 21% Sauerstoff,
siehe Abbildung 20.

Gemittelt betragt die Verdopplungszeit 35,9 Stunden im Vergleich zu 42,8
Stunden. Das bedeutet eine Zunahme der Verdopplungszeit um gut 20%.

Verdopplungszeiten der AFDS,
kultiviert in 10%DMEM / Ham’s F12+N2+EGF+bFGF
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EReihel 42,7975 35,92

Abb.20: Gemittelte Verdopplungszeit der AFDS in NM1 im direkten Vergleich.
Standardabweichung +2,45 und £2,.42.
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Anschlieend werden die Zellen in NM2 untersucht. Sie haben sich, wie in
Abbildung 21 dargestellt, von anfanglich 4.400 ausplattierten Zellen auf 22.400
unter Normalbedingungen und 42.020 Zellen unter 3% Sauerstoff vermehrt.
Nominal bedeutet das eine Wachstumssteigerung um 87,59%. Ihr
Proliferationsverhalten verlauft exponentiell.

Proliferationsrate AFDS in NM2
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Abb.21: Proliferationsrate der AFDS in NM2 in Passage 6
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Im Hinblick auf die Verdopplungszeit beim Wachstum unter Hypoxie im
Vergleich zur Standardbedingung 21% Sauerstoff lasst sich notieren, dass die
Zellen unter hypoxischen Bedingungen deutlich schneller proliferieren. Hier
anhand von vier unterschiedlichen Passagezustanden dokumentiert, siehe
Abbildung 22:

Verdopplungszeiten der AFDS unter 21% und 3% Sauers  toff in NM2
90 .
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OVZ unter 3% O2
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BEVZ unter 21% 02 | 73,7352673 | 68,92158678 | 74,4926227 | 65,71500072
OVZ unter 3% 02 | 49,61292054 | 49,76193012 | 46,49042356 | 43,63509198

Abb.22: Die Proben 1-4 reprasentieren die Verdopplungszeit der Passagen 2, 4, 8 und
13 der AFDS in NM2.
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Es ergeben sich die folgenden Mittelwerte im direkten Vergleich bei einer
Standardabweichung von +2,91 unter 3% und 4,15 unter 21% Sauerstoff (Abb.
23).

Gemittelt betragt die Verdopplungszeit 47,38 Stunden im Vergleich zu 70,72
Stunden. Das bedeutet eine Zunahme der Verdopplungszeit um 33,5%.

Verdopplungszeiten der AFDS, kultiviert in 10% DMEM  /Ham’s F12+RS+FGF8
80

70 1

60

50 A

40

30 A

Verdopplungszeit [h]

20 -

10

0

Verd.rate bei 21%02 Verd.rate bei 3%02
EReihel 70,71611938 47,37509155

Abb.23: Gemittelte Verdopplungszeit der AFDS in NM2 im direkten Vergleich.
Standardabweichung +4,15 und +2,91.
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3.1.4.3 Vergleich der Proliferationsergebnisse innerhalb aller eingesetzten

Medien

Im direkten Vergleich aller fur die Zellkultur eingesetzten Medien lasst sich
zunachst einmal festhalten, dass unabhangig von dem Ausgangsmedium in
jeder Probe die Proliferationsrate deutlich hoher ist, wenn die Zellen hypoxisch
kultiviert werden. Somit ist die Verdopplungszeit unter Hypoxie deutlich
geringer, d.h., die Zellen haben das Potential, sich bei einem niedrigen
Sauerstoffgehalt (3%) deutlich schneller zu teilen. Die Standardabweichung

aller Proben ist in etwa gleich, siehe Abbildung 24:

Vergleich der Verdopplungszeiten in den Medien unte  reinander
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Abb.24: Gemittelte Verdopplungszeit der AFDS in allen drei Medien im direkten
Vergleich.

Alle Versuche finden mit anfanglich ausplattierten 4.400 Zellen statt, dennoch
unterscheidet sich am Ende die Anzahl der Zellen deutlich voneinander.
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Auffallig sind die Werte in NM2. Wahrend sich die Verdopplungszeiten fir
Standardmedium und NM1 durchaus &hneln, was den Unterschied zwischen
Normal- und hypoxischen Bedingungen angeht, so bendtigen die Zellen
kultiviert in NM2 schon unter Normalbedingungen 304,15 Stunden langer, um
sich zu verdoppeln. Sie proliferieren also deutlich langsamer. Die
Beobachtungen lassen sich unter Hypoxie ebenfalls bestatigen, auch hier

bendtigen die Zellen in NM2 12+2,91 Stunden langer um sich zu verdoppeln.

3.1.4.4 Untersuchung zum Proliferationsverhalten nach Kryokonservierung

Es kann in Bezug auf das Proliferationsverhalten nach erneuter
Kryokonservierung kein Unterschied im Vergleich zu der Ursprungspopulation
in den Versuchen nachgewiesen werden. Allerdings muss gewébhrleistet sein,
dass nach dem Auftauen 60% der Zellen Uberlebt haben und in der neuen
Kulturschale adharent geworden sind. Ist dies der Fall, befinden sich gentigend

lebende Zellen in Kultur.

3.2 Charakterisierung der Zellen mittels Immunzytoc hemie

Die immunzytochemisch gefarbten Zellen werden mit Hilfe eines Axiophot
Fluoreszenzmikroskops beurteilt, wobei Zellen in funf aufeinanderfolgenden,
zufallig ausgewahlten Sichtfeldern ausgezahlt werden. Durch Darstellung der
Gesamtzellpopulation mit dem Kernmarker Hoechst Dye lasst sich der
Prozentsatz an immuno-positiven Zellen im Verhéaltnis zur Gesamtzellzahl
ermitteln. Die Anzahl an positiv ausgezahlten Zellen wird mit +x% der aus drei
unabhangigen Experimenten ausgezahlten Zellen ausgedrickt. Die statistische
Analyse der Immunzytochemie wird mittels Student-T-Test, die des ELISA mit
ANOVA (one way analysis of variance) mit Hilfe der Microcal Origin Software
(Northhampton, MA, USA) ausgewertet.

Die immunzytochemischen Farbungen werden in allen Medien jeweils in den
Passagen 2, 4 und 8 durchgefiihrt. Wegen lediglich minimaler Unterschiede
stammen die Fotografien aus unterschiedlichen Passagen, abhangig von der

Fotoqualitat.
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3.2.1 Charakterisierung der Zellen in Standardkulturmedium

Wie vorher beschrieben, zeigen die Zellen im Standardmedium ein epitheliales
Zellwachstum. Um dies genauer zu untersuchen, sollen in der
Immunzytochemie typisch epitheliale Marker detektiert werden und zwar unter
Verwendung von Anti-Cytokeratin bzw. Anti-E-Cadherin Antikérpern. Das

Vorkommen von Cytokeratin stellt gleichzeitig sicher, dass es sich tatsachlich

um die gewtunscht selektionierten Zellen des Typs AF aus der Amnionflissigkeit
handelt.

Abb.25: AFDS in Standardmedium (400x) Abb.26: AFDS in Standardmedium (400X)
Anti-Cytokeratin (rot) Anti-E-Cadherin (rot)
jeweils mit HD-Kernfarbung (blau)

Wie auf den Fotografien zu erkennen ist, zeigt sich in beiden Fallen eine
deutliche Markerexpression, sowohl von Cytokeratin (100%) als auch von E-
Cadherin (100%). Aufgrund der phasenkontrastmikroskopischen und der
immunzytochemischen Beurteilung kann sicher davon ausgegangen werden,
dass es sich hier um die gewlnschte, aus der Amnionflissigkeit extrahierte,

homogene Population von epithelialen Zellen (AFDS) handelt.
Die Stammzelleigenschaften werden in weitergehenden Untersuchungen

immunzytochemisch unter Verwendung verschiedener Stammzellmarker
untersucht. Dabei spielt der Marker SSEA-1/CD-15 eine bedeutende Rolle.
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Abb.27: AFDS aus Standardmedium (40x), Anti-CD15 (rot) und HD-Kernfarbung (blau)
9545,5% der Zellen exprimieren CD15.

Die Zellen sind einheitlich immuno-positiv fir CD 15, welcher als Marker fur
pluripotente Zellen verwendet wird. Die Expressionsrate kann als 95+5,5%
detektiert werden. Das gezeigte Expressionsmuster, mit der gepunkteten
Farbung auf der Zelloberflache, ist typisch fur CD 15.

Weiterhin kénnen bei der Mehrheit der Amniozyten die flr pluripotente Zellen
typischen Marker c-kit/CD 117 und CD 90 nachgewiesen werden. Hier liegen
die Expressionsraten der Gesamtpopulation bei 94+5,5% fir den Marker CD 90
und flr 88+4,9% fir c-kit.

Abb.28: AFDS in Standardmedium(400x) Abb.29: AFDS in Standardmedium (400x)
Anti-CD 117 (rot) Anti-CD 90 (rot)

jeweils mit HD-Kernfarbung (blau)

88+4,9% der Zellen exprimieren c-kit. 94+5,5% der Zellen exprimieren CD90.
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Diese Daten beweisen die Annahme, dass die Zellen Stammzelleigenschaften
besitzen. Fast in der gesamten Zellpopulation der in Standardmedium
kultivierten Zellen lassen sich die oben aufgefliihrten Stammzellmarker
immunzytochemisch detektieren. Aber es gilt nicht nur herauszufinden,
inwieweit die oben genannten Stammzelleigenschaften bei den AFDS
vorhanden sind. Da  hier besonders auch das  neuronale
Differenzierungsverhalten und die damit angenommene Pluripotenz betrachtet
werden sollen, werden auch die fur neuronale Stammzellen, neuronale
Vorlauferzellen, Glia- und Nervenzellen typischen Eigenschaften unter
Verwendung verschiedener Antikérper untersucht. Es soll herausgefunden
werden, ob eine Veradnderung der Markerexpression abhangig vom

verwendeten Medium erfolgt.

Interessant  ist, dass  sich bei den  AFDS  schon unter
Standardkulturbedingungen eine Vielzahl an neuronalen Markern detektieren
lassen. Weitere Untersuchungen zeigen, dass schon dort eine hohe
Prozentzahl der Zellen den neuronalen Stammzellmarker Nestin (Abb.30)
(65+7%), den Marker Vimentin (Abb.31) als glialen (70+3%) und A2B5 (Abb.32)
als oligodendrozytaren Vorlauferzellmarker (42+2%) exprimieren. Ein kleiner
Anteil von 11+3% zeigt sogar die Expression des Astrozytenmarkers GFAP
(Abb.33).

Abb.30: AFDS in Standardmedium (100x) Abb.31: AFDS in Standardmedium (40x)

Anti-Nestin (rot) Anti-Vimentin (rot)
jeweils mit HD-Kernfarbung (blau)
65+7% der Zellen exprimieren Nestin. 70+£3% der Zellen exprimieren Vimentin.
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Abb.32: AFDS in Standardmedium (400x) Abb.33: AFDS in Standardmedium (400x)

Anti-A2B5 (rot) Anti-GFAP (rot) (Ausschnitt)
jeweils mit HD-Kernfarbung (blau)
42+2% der Zellen exprimieren A2B5. 11+3% der Zellen exprimieren GFAP.

3.2.2 Charakterisierung nach Induktion der Differenzierung

Die oben durchgefiihrten immunzytochemischen Untersuchungen der AFDS in
Standardmedium beweisen nicht nur deren epitheliale Herkunft und somit die
gewilnschte Selektion von AFDS, sondern auch deren potentielle
Stammzelleigenschaften. Unter dieser Voraussetzung und der Annahme, dass
eine neuronale Differenzierung erreicht werden kann, werden nun die far
neuronalen Vorlauferzellen und/oder Neurone spezifischen Marker und deren
Expression untersucht. Es soll ermittelt werden, inwieweit sich die Expression
dieser verandern bzw. nachweisen lasst und ob so davon ausgegangen werden
kann, dass hier die Induktion der neuronalen Differenzierung méglich ist und
stattgefunden hat. Dieser Annahme zufolge ist auch noch interessant zu
beobachten, ob eine Regredienz der Stammzellmarker festgestellt werden
kann, bzw. ob sich ebenfalls ein Unterschied der Differenzierung abhangig vom

verwendeten Differenzierungsmedium (A/NM1 oder B/NM2) einstellt.

Zunachst soll die Expression von Markern neuronaler Vorlauferzellen genauer
betrachtet werden. Es handelt sich hierbei um Vimentin, HNK-1 und Nestin. Die
Grafiken Abbildung 34, 36 und 38 zeigen die statistische Auswertung der
immuno-positiven Zellen. Die Expression fur Vimentin ist Gberraschenderweise
schon unter Standardbedingungen mit 69+3% relativ hoch. In den neuronal
induzierten Zellen belauft sie sich auf 87+4% fir Zellen, die in NM1 und
85+4,5% fiur Zellen, die in NM2 kultiviert werden.
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Als Bildbeispiel wird jeweils ein Foto der Zellen des Mediums angefihrt,
welches die grofite Expressionsrate des zu detektierenden Antigens aufweist.

Vimentinexpression in %
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100% - ONM1
HENM2

90% T

80%

70% -+
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30% -+
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[%] an der Gesamtzellzahl

10%

0%

Vimentinexpression in %

Abb.34: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fir die Zellen in
Standardmedium eine Vimentin Expression von 69%, in NM1 von 87% und flr
NM2 von 85%.

Abb.35: AFDS in NM1 (100x) Anti-Vimentin (rot) und HD-Kernféarbung (blau). 87+ 5,5%
der Zellen exprimieren Vimentin.

77



Im Standardmedium sind lediglich 1,5+0,5% der Zellen positiv fir HNK-1. Ein
signifikanter Anstieg ist dagegen bei den Zellen in den neuronalen
Differenzierungsmedien zu beobachten. Die Expression von HNK-1 belduft sich
im Medium NM1 auf 73£8% und im Medium NM2 auf 68+5,5%.

HNK-1 Expression in % O Standardmedium
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Abb.36: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fur die Zellen in
Standardmedium eine HNK-1 Expression von 1,5%, in NM1 von 73% und in NM2 von
68%.

Abb.37: AFDS in NM1 (40x) Anti-HNK-1 (rot) und HD-Kernfarbung (blau). 736 % der
Zellen exprimieren HNK-1.
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Fur den neuronalen Stammzellmarker Nestin zeigt sich in den neuronalen
Differenzierungsmedien eine signifikant hohere Expression als unter
Standardkulturbedingungen. Hier liegt die Expression in NM1 bei 95+2% und
90+4% in NM2. Im Vergleich dazu liegt die Anzahl der Nestin immuno-positiven

Zellen bei nur 62+6,5% im Standardmedium.

Nestinexpression in % O Standardmedium

ONM1
100% ENM2

90%

95%

80%

70% -

60% | T

62%
50%
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30% -

[%] an der Gesamtzellzahl

20%

10%

0%

Nestinexpression in %

Abb.38: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fur die Zellen in
Standardmedium eine Nestinexpression von 62%, in NM1 von 95% und in NM2
von 90%.

Abb.39: AFDS in NM1 (100x) Anti-Nestin (rot) und HD-Kernfarbung (blau). 95+3,5%
der Zellen exprimieren Nestin.
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In Bezug auf die Marker fur neuronale Vorlauferzellen lasst sich feststellen,
dass die Expression aller drei Marker am ausgepréagtesten in NM1 ist; ebenso
deutlich, mit ein paar Prozentpunkten weniger, in NM2. Interessanterweise
zeigen auch die Zellen ohne Induktion im Standardmedium eine
Immunopositivitat far Vimentin und Nestin mit jeweils Uber 60%. Die HNK-1
Expression im Standardmedium dagegen belauft sich nur auf 1,5%. Insgesamt
zeigt sich eine erfolgreiche Induktion, da die neuronalen Vorlauferzellmarker zu
einem deutlich héheren Prozentsatz in den neuronal induzierten Zellen als in

den nicht-stimulierten Zellen exprimiert werden.

Als Vertreter von Markern der frihen Neurogenese werden zusatzlich die
Expressionsraten von A2B5 und a-Internexin ausgewertet. Die Grafiken
Abbildung 40 und 42 zeigen die statistische Auswertung der immuno-positiven
Zellen. Die Expression fur A2B5 und a-Internexin sind Uberraschenderweise
schon unter Standardbedingungen mit 71+£3,5% bzw. 65,9+7% relativ hoch. In
den neuronal induzierten Zellen belaufen sich auf 89+4,2% bzw. 88+6,3% in
NM1 und 90£2% bzw. 89,315,5% in NM2.
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Abb.40: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fur die Zellen in
Standardmedium eine A2B5 Expression von 71%, in NM1 von 89% und in NM2 von
90%.

Abb.41: AFDS in NM2 (40x) Anti-A2B5 (rot) und HD-Kernfarbung (blau). 90+8,5% der
Zellen exprimieren A2B5.
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Abb.42: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fur die Zellen in
Standardmedium eine a-Internexinexpression von 65,9%, in NM1 von 88% und in
NM2 von 89,3%.

Abb.43: AFDS in NM2 (100x) Anti-a-Internexin (rot) und HD-Kernféarbung (blau).
89,3+ 4% der Zellen exprimieren a-Internexin.
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In Bezug auf die Marker friher neuronaler Entwicklung lasst sich also
festhalten, dass die Expression beider Marker deutlich ausgepragter in den

Medien neuronaler Induktion ist, und zwar in etwa im gleichen Verhaltnis.

Um auch die Expression der Markerproteine fur ausdifferenzierte Neurone und
Gliazellen zu untersuchen, wird im nachsten Abschnitt die Expression von
Neurofilament, B-3-Tubulin und GFAP analysiert. Ein positiver Nachweis dieser
Marker gibt einen deutlichen Hinweis auf die neuralen Qualitdten der
Amnionzellen. Eine Neurofilamentexpression ist im Standardkulturmedium
kaum nachweisbar. Der Prozentsatz der Neurofilament-exprimierenden Zellen
liegt bei 0,5%. Es sind also nur ganz vereinzelt positive Zellen zu detektieren.
Nach der Induktion in den Differenzierungsmedien zeigen die Zellen eine
Expression von Neurofilament mit einem Prozentsatz von 46+6,2% in NM1 und
von 63+5,5% in NM2 (Abb.44):

Neurofilamentexpression in %
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Abb.44: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fur die Zellen in
Standardmedium eine Neurofilamentxpression von 0,5%, in NM1 von 46% und in NM2
von 63%. 83



Vereinzelt kbnnen sogar typische neurale Morphologien detektiert werden. Die

Zellen weisen nach Induktion ein charakteristisches neurales Perikaryon mit

mehreren Fortsatzen auf (Abb. 45).

Abb.45: AFDS in NM2 (400x). 63+5,5% der Zellen exprimieren Neurofilament. Es
konnen typische neuronale Morphologien erkannt werden.

Die Expression fur B-3-Tubulin und GFAP in den in Standardmedium
kultivierten Zellen ist schon wie die fir Neurofilament sehr gering. Es sind nur
einzelne Zellen positiv, 1% bzw. 5£1%. Im Vergleich dazu nimmt die Expression
der Marker nach neuronaler Induktion um ein Vielfaches zu. Gegeniber der
unbehandelten Kontrolle ist ein signifikanter prozentualer Anstieg der neuralen
Markerexpression zu verzeichnen: auf 16+2,2% (NM1) und 34,8+4,1% (NM2)
fur B-3-Tubulin und sogar bis auf 43+7% (NM1) und 67+6,3% (NM2) fir GFAP.
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Abb.46: AFDS in NM2 (100x) beta-3-Tubulin und HD-Kernfarbung. 34,8+4,1% der
Zellen exprimieren B-3-Tubulin.

beta-3-Tubulin Expression in %
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Abb.47: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fir die Zellen in
Standardmedium eine B-3-Tubulin Expression von 1%, in NM1 von 16% und in NM2
von 34,8%.
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Abb.48: AFDS in NM2 (400x), GFAP (rot) und HD-Kernféarbung (blau). 67+6,3% der
Zellen exprimieren GFAP.
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Abb.49: Gemessen an der Gesamtzahl der Zellen zeigt sich fir die Zellen in
Standardmedium eine GFAP Expression von 5%, in NM1 von 43% und in NM2 von
67%.

Ob sich nach neuronaler Induktion eine Regredienz an Stammzellmarkern
eingestellt hat, wird stellvertretend am Beispiel fur CD15 untersucht. Vorher
zeigt sich eine Expression an CD15 von 95+5,5% im Standardmedium. Nach
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neuronaler Induktion belduft sich die Expression fur CD15 in NM1 auf 63+4,6%
bzw. 60+2% in NM2. Die Expression des Stammzellmarkers ist somit deutlich
zurickgegangen. Das bestatigt die Annahme, dass die Zellen mit der

Differenzierung begonnen haben.

3.3 Ergebnisse der RT-PCR

3.3.1 Nachweis der Transkripte der Stammzellmarker Oct-4, Nanog und Sox-2
Mittels RT-PCR sollen unterschiedliche Passagen der AFDS auf das

Vorkommen der Transkripte fir Sox-2, Nanog und Oct-4 als Stammzellmarker
untersucht werden. Es werden jeweils zwei Proben aus Passage 4 und
Passage 13 in Standardmedium aufgetragen. Als Kontrolle wird der unter 2.8.5
beschriebene 100 bp DNA-Marker verwendet.

1000—»

500 >

200 —»
100 —>

Abb.50: Darstellung des 100 bp- Markers

Die Ergebnisse sind in Abb. 51 dargestellt. Wie ersichtlich, ist in allen Anséatzen
die erste Bande fiur Sox-2, Nanog und Oct-4 kaum oder nur schwach
ausgepragt. Es muss sich dabei um einen Fehler beim Auftragen auf das
Agarose-Gel gehandelt haben, da die Nachbarbande ebenfalls Passage 4

darstellt und sehr deutlich ausgeprégt ist.
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Es zeigt sich, abgesehen von der jeweiligen ersten Banden, eine starke
Auspragung der einzelnen Spuren. Die Expressionen der Marker unterscheiden

sich nicht, auch nicht abhangig von der Passage. Sie sind Uberall sehr deutlich.

100bp -

i ——— — e

P4 P4 P13 P13 P4 P4 P13 P13 P4 P4 P13 P13

Abb.51: Darstellung der Banden fir die Transkripte Sox-2, Nanog und Oct-4 aus den
in Passage 4 und 13 in Standardmedium kultivierten AFDS.

3.3.2 Nachweis der Transkripte der neurotrophen Faktoren NGF, BDNF, GDNF
und NT-3
Wie bereits erwahnt, zeigen die praselektionierten AFDS immunzytochemisch

schon unter Standardbedingungen eine Auspragung an neuronalen Markern,
allerdings ohne wesentliche neuronale Morphologie aufzuweisen. Daher sollen
schon an den Zellen in Standardmedium die Untersuchungen zur Expression
neurotropher Faktoren durchgefiihrt werden, auch im Hinblick auf einen
maoglichen therapeutischen Nutzen der AFDS in Bezug auf Regeneration und

Erneuerung von Nervenzellen, beispielsweise im ZNS.
Wie oben schon beschrieben, werden auch hier Zellen, die in dem

Standardmedium kultiviert und verschiedenen Passagen gewonnen worden

sind, eingesetzt. Es handelt sich um Zellen aus den Passagen 2, 8 und 13.
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R-Aktin
(512bp) ==

NT-3

Abb.52: Darstellung der Banden fiur die Transkripte der neurotrophen Faktoren
NGF, BDNF, GDNF und NT-3. Passagen 2, 8 und 13 AFDS in Standardmedium.
Als Housekeeping- Gen wird 3-Aktin verwendet.

Die Daten aus drei unabhangigen Experimenten zeigen, dass schon in
unselektionierten, noch nicht neuronal induzierten Zellen Transkripte fur die vier
neurotrophen Faktoren NGF, BDNF, GDNF und NT-3 in drei unterschiedlichen

Passagen nachweisbar sind.

3.4. Auswertung des ELISA-Assay

3.4.1 Untersuchung und Quantifizierung von NGF

Mit Hilfe der Immunzytochemie und der RT-PCR lassen sich qualitative
Aussagen Uuber das Vorkommen von neuronalen Markern und neurotrophen
Faktoren machen. Um aber ebenfalls quantitativ analysieren zu kénnen, nicht
nur in welchem Ausmal3e die Zellen die neurotrophen Faktoren produzieren,
sondern auch ob sich mit zunehmender Differenzierung und abhangig von der
Zahl der Passagen die Sekretion andert, werden in diesem Abschnitt die in den
Medien enthaltenen Konzentrationen von NGF bzw. BDNF analysiert und

miteinander verglichen. Der ELISA-Assay macht dies mdglich.
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Die RT-PCR hat bereits gezeigt, dass sich schon unter
Standardkulturbedingungen die neurotrophen Faktoren in den AFDS in

verschiedenen Konzentrationen nachweisen lassen (Abb.53):

¢(NGF) [ng] in Standardmedium

31 -

30 A

29 A

28 - Ec(NGF) [ng]

¢(NGF) [ng]

27

26 ~

25 ~

P2 P6 P10 P13
B c(NGF) [ng] 30,6 27,7 28,8 273

Abb.53: Konzentration von NGF im Amniozytenlberstand des Standardmediums in
den Passagen 2, 6, 10 und 13 [jeweils n=2; fir P13 n=3].

Schon in einer fruhen Passage zeigt sich mit 30,6 ng/ml an NGF eine deutliche
Produktion des neurotrophen Faktors. Wenn die Kulturiberstande nach ihrer
Herkunft aus den verschiedenen Passagen analysiert werden, ist mit
zunehmender Passagenzahl eine Schwankung der Konzentrationen zu
beobachten. Da die Sekretion aber zwischen Passage 6 und 10 wieder
zunimmt, lassen sich die Schwankungen wohl am ehesten mit
unterschiedlichen Voraussetzungen bei der Versuchsdurchfiihrung erklaren. Es
kann nie von der exakt gleichen Menge Zellen beim Passagieren, der exakt
gleichen Menge an Medium oder der identischen Versuchsdurchfiihrung zum
Beispiel beim Pipettieren wahrend des ELISAs ausgegangen werden. Dennoch
ist insgesamt eine Regredienz der NGF- Sekretion zu beobachten.
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Bei Betrachtung des Uberstandes der in NM1 Kkultivierten Zellen, siehe

Abbildung 54, fallt sofort auf, dass schon in niedriger Passage (P2) mit 104,5

ng/ml eine deutlich starkere Sekretion von NGF als im Vergleich zum

Standardmedium vorliegt, welche mit zunehmender Passagenzahl und somit

Kulturdauer, deutliche Progredienz zeigt. Von Passage 2 bis Passage 13 nimmt

die Sekretion um etwa 20%, auf 124,5 ng/ml zu.

130 +

125 4

120 A

115

110 A

c¢(NGF) [ng]

105

100 +

95 +

90 -

P2

P8

¢(NGF) [ng] AFDS in 10%DMEM/Ham’s F12 +N2+EGF+bFGF

B c(NGF) [ng]

P13

Bc(NGF) [ng]

104,5

119,74

124,51

Abb.54: Konzentration von NGF im Amniozyteniberstand von NM1 in den Passagen
2, 8 und 13 [jeweils n= 3).
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Die Beobachtungen fir NM1 gelten in gleicher Weise auch fur den Uberstand
der in NM2 kultivierten Zellen (Abb.55). Allerdings ist die Sekretion von NGF im
Vergleich zu NM1 mit 63,1 ng/ml in Passage 2 geringer, aber immer noch
deutlich starker als in der Standardkultur. Auch hier zeigt sich eine Progredienz
der NGF Sekretion von 63,1 ng/ml auf 112,6 ng/ml in Passage 13. Das

entspricht einer Steigerung um 78%.

¢(NGF) [ng] AFDS in DMEM/Ham’s F12+RS+FGF8

120 ~

B c(NGF)[ng]

100 ~

80

60 -

40 -

20 A

0,

P2 P8 P13
BCc(NGF)[ng] 63,1 72,87 112,6

Abb.55: Konzentration von NGF im Amniozyteniberstand von NM2 in den Passagen
2, 8 und 13 [jeweils n=3].
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Der direkte Vergleich aller Proben untereinander ist aus Abbildung 56

ersichtlich. Wahrend unter Standardkulturbedingungen die NGF-Konzentration

als 27,66 ng/ml ermittelt werden kann, zeigt sich ein signifikanter Anstieg der

Konzentration in den Differenzierungsmedien NM1 mit 116,9+10,4 ng/ml und

NM2 mit 82,9+29,8 ng/ml.

Die Sekretion von NGF ist also um ein vielfaches hoher, betrachtet man die

Zellen nach neuronaler Induktion. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zu

dem Standardmedium. Weiterhin kann beobachtet werden, dass sich NM1 auf

die NGF-Produktion und Sekretion am starksten auswirkt, da auch im Vergleich

zu NM2 die Konzentration mit 116,9+10,4 ng/ml signifikant hoher ist als
82,9£29,8 ng/ml in NM2.

Vergleich c(NGF) [ng] in den unterschiedlichen Medi  en
140 -
120 - I O Standardmedium
ONM1
ONM2
100
= 80 - l
A=)
o
S
S 60 -
40 -
T
I
20 A
0 .
Standardmedium NM1 NM2
B c(NGF) [ng] 27,6 116,9 82,9

Abb.56: Vergleich der Konzentration von NGF im Amniozytentberstand aller drei

eingesetzten Medien.
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3.4.2 Untersuchung und Quantifizierung von BDNF
Die AFDS in Standardmedium zeigen nebst NGF auch eine deutliche BDNF
Sekretion, siehe Abbildung 57:

c(BDNF) [ng] AFDS in Standardmedium

90
80 O c(BDNF) [ng]

70 A
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30 —

20 +

10 —

0
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Bc(BDNF)[ng] | 80,1 63,9 49,2 36.8

Abb.57: Konzentration von BDNF im Amniozyteniberstand unter
Standardkulturbedingungenin den Passagen 2, 6, 10 und 13 [jeweils n=2, fir P13 n=3].

Die BDNF-Konzentration im Standardmedium ist mit 80,1 ng/ml deutlich héher
als die von NGF. Weiterhin zeigen sich keine Schwankungen, sondern die
Zellen scheinen ganz klar mit zunehmender Passage die BDNF Sekretion zu
senken bzw. herunterzuregulieren. Von Passage 2 bis zu Passage 13 hat sich
die BDNF-Konzentration von 80,1 ng/ml auf 36,8 ng/ml um mehr als die Halfte

reduziert.
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Bei Betrachtung des Uberstandes der in NM1 kultivierten Zellen, siehe

Abbildung 58, fallt wie bei NGF auch schon auf, dass auch in niedriger Passage

(P2) mit 89,12 ng/ml eine deutlich starkere Sekretion/héhere Konzentration von

BDNF im Vergleich zum Standardmedium vorliegt, welche mit zunehmender

Passagenzahl und somit Kulturdauer deutliche Progredienz zeigt. Von Passage
2 bis zu Passage 13 hat die BDNF-Konzentration von 89,2 ng/ml auf 123,45

ng/ml zugenommen. Das entspricht einer Steigerung um 39%.

140 +

120
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Abb.58: Konzentration von BDNF im Amniozyteniberstand von NM1 in den Passagen

2, 8 und 13 [jeweils n=3].
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Die Beobachtungen fiir NM1 gelten in gleicher Weise auch fiir den Uberstand
der in NM2 kultivierten Zellen (Abb.59). Allerdings ist die Sekretion von BDNF
im Vergleich zu NM1 mit 116,4 ng/ml in Passage 2 deutlich mehr als in der

Standardkultur und ebenfalls mehr als in NM1.

Anhand des Balkendiagramms ist ersichtlich, dass sich auch bei den in NM2
kultivierten Zellen eine deutliche Progredienz der BDNF Konzentration von

116,4 ng/ml auf 134,8 ng/ml zeigt. Das entspricht einer Steigerung um 16%.

¢(BDNF) [ng]AFDS in DMEM/Ham’s F12+RS+FGF8
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Oc(BDNF) [ng]

135 ~

130 -

125 —
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105

P2 P8 P13
T c(BDNF) [ng] 116,4 127,3 134,8

Abb.59: Konzentration von BDNF im Amniozyteniiberstand von NM2 in den Passagen
2, 8 und 13 [jeweils n=3].
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Der direkte Vergleich aller Proben miteinander ist in Abbildung 60 dargestellt.
Wahrend unter Standardkulturbedingungen die BDNF-Konzentration als
57,5+22,5 ng/ml ermittelt werden kann, zeigt sich ein signifikanter Anstieg in
den Differenzierungsmedien NM1 mit 98,9+20,6 ng/ml und NM2 mit 126,2+11

ng/ml.
Vergleich c(BDNF) [ng] in den unterschiedlichen Medien
160
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_ ONM1
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g |
=3
% 80 -
a
g
° 60 - ]:
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Standardmedium NM1 NM2
B c(BDNF) [pg] 57,5 98,9 126,2

Abb.60: Vergleich der Konzentration von BDNF im Amniozyteniberstand aller drei
eingesetzten Medien.

Der Vergleich der Konzentrationen in allen drei Medien zeigt einen Unterschied
in der Sekretion der neurotrophen Faktoren NGF und BDNF. Wahrend fir NM1
die Konzentration an NGF mit 116,9£10,4 ng/ml am hdchsten ist, dominiert in
NM2 die BDNF Konzentration mit 126,2+11 ng/ml. In beiden Féllen sind die

Werte der neuronalen Medien aber deutlich gréRer als die im Standardmedium.

Zusammenfassend zeigt die mittels ELISA durchgefuhrte Analyse die
Steigerung der Konzentrationen an neurotrophen Faktoren bei Zellen, die

neuronal induziert worden sind. Es machen sich signifikante Unterschiede
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bemerkbar. In beiden neuronalen Medien beweist sich so eine stattgefundene
und gegluckte neuronale Differenzierung, da sonst die Konzentration an NGF
und BDNF nicht so deutlich von der Konzentration im Standardmedium
abweichen wirde. NM1 wirkt sich dabei positiver auf Zellen aus die NGF, NM2

auf Zellen, die in hoherem Ausmalie BDNF sezernieren.

3.5 Stereotaktische Implantation der Amniozyten

3.5.1 Beurteilung der Integration der mit GFP markierten Zellen im Striatum

Die bisherigen Experimente an den AFDS zeigen deren Charakteristik,
Eigenschaften und Verhalten in vitro. Ziel all dieser Untersuchungen soll es
langfristig aber sein, Amniozyten als Stammzellen neurogener Potenz
beispielsweise zur Heilung neurodegenerativer Erkrankungen heranzuziehen
und zu etablieren. Daher ist es notwendig die Zellen auch in vivo auf ihre
neuronale Differenzierungskapazitat bzw. Migration und Adaptation an ihre
Umgebung in einem Empfangergewebe zu testen. Die Applikation der Zellen
findet deshalb in das ZNS adulter Ratten statt. Nach adenoviraler Transduktion
in vitro mit einem Vektor, der die Sequenz fur GFP tragt, werden die
immortalisierten Amniozyten stereotaktisch in das Striatum adulter Ratten

injiziert, siehe 2.7 Material und Methoden.

3.5.2 Untersuchungen der Zellen nach Transplantation

14 bzw. 30 Tage nach der Injektion kdnnen autofluoreszierende Zellen (GFP
Fluoreszenz) in Kryostatschnitten des Striatum in unmittelbarer Nahe der
Injektionsstelle detektiert werden. GFP-exprimierende Zellen sind in die
Peripherie der Injektionsstelle und des Stichkanals gewandert und kdnnen dort
als einzelne Zellen neuronaler Morphologie detektiert werden. Einige Zellen
scheinen sich auch in das Ventrikelependym integriert zu haben. Dabei macht
es keinen nachweislichen Unterschied, ob die Standzeiten der Tiere 14 oder 30
Tage betrugen. Anhand der GFP Expression der Zellen kann eine vergleichbare
Migration der markierten Amniozyten dargestellt werden.

Zur genaueren Betrachtung werden die morphologischen Untersuchungen

zusammen mit einer immunzytochemischen Analyse fur die AntikGrper Nestin,
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GFAP und Neurofilament durchgefihrt. Nestin wird charakteristischerweise in
der axonalen Wachstumsphase von Nervenzellen exprimiert, Neurofilament und
GFAP weisen Zellen der Neuro- und der Gliogenese nach und sind somit
Marker fur Neuronen und Gliazellen, siehe 2.4.3 Material und Methoden. Die
Ko-Expression und der Nachweis dieser Marker in den Kryostatschnitten des
Injektionsareals haben die morphologische Integration der GFP-markierten
AFDS im Striatum bestatigt. Im Bereich der eingebrachten Zellen und in deren
Migrationsareal kann keine Beschéadigung der ortsstandigen Nachbarzellen
detektiert werden. Im Zeitraum der Untersuchungen zeigten sich weder
immunologische Reaktionen der Tiere auf die injizierten Zellen noch
offensichtlicher Nachweis einer Tumorformation in den histologischen
Schnitten.
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Abb.61: Detektion GFP-markierter AFDS im Striatum adulter Ratten 30 Tage
nach Transplantation. Integration in die lokale Umgebung mit Ko-Darstellung des
neuronalen Vorlauferzellmarkers Nestin (a), dem glialen Marker GFAP (b) und
dem neuronalen Marker Neurofilament (c).

Besonders bemerkenswert ist die Formation der GFP-markierten Zellen in ihrer
Nachbarumgebung. (Mal3stab = 10mm in a-c)



4. DISKUSSION

4.1 Zielsetzung der Dissertation

Wie angefuhrt, wird standig nach  alternativen  Zelltypen  mit
Stammzelleigenschaften gesucht. Besitzt eine Zelle diese Eigenschaften, muss
es auch mdoglich sein, sie durch verschiedene Faktoren so zu beeinflussen,
dass sie sich in eine gewinschte Richtung ausdifferenziert. In dieser Arbeit
werden Amniozyten verwendet. Nach Untersuchungen auf
Stammzelleigenschaften dieser Zellen wird eine Induktion in die neuronale
Richtung angestrebt. Das Ziel dieser Dissertation ist es, die neuronale
Differenzierungskapazitat  immortalisierter  humaner  Amniozyten Zu

untersuchen.

Zunachst werden unterschiedliche Kulturbedingungen in unterschiedlichen
Medien geschaffen. Ein Standardkulturmedium und zwei neuronale
Differenzierungsmedien sollen unter Normalbedingungen (21% Sauerstoff) und
Hypoxie (3% Sauerstoff) verglichen werden, ebenso wie die Proliferationsrate
der Zellen und deren Morphologie und Wachstumsverhalten. An den
unterschiedlich kultivierten Zellen wird dann eine immunzytochemische
Untersuchung durchgeftihrt, um zu ermitteln, welche Zellen unter welchen
Kulturbedingungen  welche  Stammzell- bzw. Differenzierungsmarker
exprimieren. Als qualitative Marker werden sowohl Stammzell- als auch Marker
neuronaler Zellen verwendet. Zu den eingesetzten Stammzellmarkern gehéren
CD90, CD15 und CD117. Zur Untersuchung der neuronalen
Differenzierungskapazitat werden Antikorper gegen Nestin, a-Internexin, A2B5
und HNK1, R3-Tubulin, GFAP und Neurofilament in die Studie aufgenommen.
Zur ldentifizierung der verschiedenen Zellpopulationen aus der
Amnionflussigkeit werden zusétzlich Antikdrper gegen Vimentin, E-Cadherin
und Cytokeratin verwendet. Anhand des Expressionsmusters und des
prozentualen Anteils der immuno-positiven Zellen lassen sich dann auch

quantitative Aussagen zum Vorkommen der Marker machen.
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Mittels RT-PCR werden diverse Genabschnitte der Amniozyten naher
betrachtet und qualitativ auf das Vorkommen der Genabschnitte fur die
Stammzellmarker Oct-4, Nanog und Sox-2 und die neuronalen Marker BDNF,
NGF, NT-3 und GDNF untersucht. Anschliel3end erfolgt der Nachweis der von
den Zellen synthetisierten neurotrophen Faktoren NGF und BDNF mittels
ELISA, um eine quantitative Aussage uber deren Vorkommen machen zu
kénnen. AbschlieRend erfolgt eine Transduktion der Zellen mit Hilfe eines
adenoviralen Vektors zur Einschleusung der Reportergensequenz EGFP und
die stereotaktische Implantation der so markierten Zellen in das Striatum von
adulten Ratten. Die Zellen verbleiben dort 14 bzw. 30 Tage. Nach Tétung der
Tiere werden ihre Gehirne unter Kryoprotektion eingefroren und anschliel3end
mit Hilfe eines Kryostaten Gefrierschnitte angefertigt. Via Immunfluoreszenz
lasst sich dann die Integration und Adaptation der Zellen an ihre Umgebung im

Empfangergewebe auswerten.

4.2 Kritik der Methode

Das Ziel dieser Arbeit, die Amniozyten umfassend auf ihre Eigenschaften zu
untersuchen, soll erreicht werden, indem mdoglichst unterschiedliche, etablierte
und gut anwendbare Verfahren zum Einsatz kommen, die dariber hinaus auch
leicht reproduzierbar sind. Des Weiteren sollen die Zellkulturbedingungen so
ausgewahlt werden, dass mdglichst viele Informationen Uber die Eigenschaften
der AFDS gewonnen und dabei qualitative als auch quantitative Ergebnisse

aufgezeigt werden kdnnen.

Diese Arbeit stutzt sich sowohl auf lichtmikroskopische Verfahren zur
Dokumentation des Zellwachstums und der morphologischen Charakteristika
der Zellen in Kultur als auch auf immunzytochemische Untersuchungen, die
sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen Uber eine Markerexpression
zulassen. Dariber hinaus erfolgen qualitative molekularbiologische
Untersuchungen mittels RT-PCR und quantitative ELISA-Untersuchungen zum
Nachweis neurotropher Faktoren. Die Transplantationsversuche in vivo sollen

schlief3lich die Differenzierungskapazitat in einem Empfangergewebe durch das
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Vor-Ort-Milieu zeigen und einen Hinweis auf einen mdglichen therapeutischen

Einsatz der Zellen bei neurodegenerativen Erkrankungen geben.

Die Auswahl dieser Verfahren ist von entscheidender Bedeutung, denn so kann
das Ziel der Arbeit im Vorhinein klar definiert werden. Im vorliegenden Falle
sollte untersucht werden, ob immortalisierte Amniozyten neuronale
Eigenschaften aufweisen konnen. Die Auswahl der genannten Verfahren
basiert darauf, dass die Zellen auf unterschiedliche Charakteristika untersucht
werden. So kann beispielsweise das Verhalten in Kultur in den
unterschiedlichen Medien und das Wachstumsverhalten auf unterschiedliche
Morphologien schliel3en lassen. Wie in der Literatur bereits beschrieben, zeigen
die Anmiozyten in Kultur abhangig vom Medium unterschiedliche
lichtmikroskopische Morphologien, beispielweise gliazell- oder
fibroblastendhnlich (Woodbury et al., 2006). Mit Hilfe der Immunzytochemie
wird dann auf das Vorkommen verschiedenster, ausgewahlter Marker
untersucht. Mit diesem Verfahren konnte beispielsweise auch bei Woodbury
schon eine Expression an [(-3-Tubulin in kultivierten Amniozyten gezeigt
werden. Dabei steht die Untersuchung zur Expression von Stammzellmarkern,
aber auch das Vorkommen von neuronalen Markern im Vordergrund. Die
Auswahl dieser Marker erfolgte aufgrund schon bekannter Ergebnisse aus
vergleichbaren Arbeiten und ist hinreichend wéhrend der
Versuchsbeschreibungen begrindet  worden. Die unterschiedliche
Markerexpression in Abhangigkeit der Zellkulturmedien von Medium und
Passage lasst eindeutige Ruckschlisse auf die Zellcharakteristik zu, nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ nach Auszahlen der immuno-positiven

Zellen in Relation zur Gesamtzellzahl.

Die Anwendung der RT-PCR und die Untersuchung auf Transkripte fir
Stammzellmarker wie auch auf neurotrophe Faktoren erlauben lediglich eine
gualitative Aussage. Auch hier konnten Woodbury et al. bereits 2006 eine
Expression an Oct-4 als Pluripotenznachweis und eine Expression von GAP-43
als neuronalen Marker zeigen. Diese Nachweise gelangen in diesem Fall
ebenfalls mit Oct-4 als Stammzell- und beispielsweise GDNF als

Neuronenmarker. (Woodbury et al., 2006) Der ELISA zum Nachweis von
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neurotrophen Faktoren dient dazu, die molekularbiologischen Ergebnisse zu
bestatigen und dariber hinaus sogar eine quantitative Aussage Uber die
Syntheserate der entsprechenden Faktoren zu machen. Die Ergebnisse unter
den verschiedenen Kultur- und Differenzierungsbedingungen kdnnen
anschlieBend untereinander verglichen werden. Durch die Nutzung
unterschiedlichster Verfahren konnte hier somit eine mdglichst weite
Betrachtung der Zellcharakteristika stattfinden und die neuronale

Differenzierung erreicht werden.

Sicherlich sind die tierexperimentellen Untersuchungen zur Integrationsfahigkeit
der Zellen nach stereotaktischer Implantation in das Striatum von Ratten in vivo
in dem hier dargestellten Umfang keinesfalls hinreichend. Um Aussagen Uber
das tatsdchliche Verhalten in vivo machen zu koénnen, ist die Zahl der
Versuchstiere mit n=6 dafur nicht ausreichend. Dennoch bieten diese
Untersuchungen erste Anhaltspunkte fur die Integrationsfahigkeit der Zellen in
vivo. Um allerdings fundierte Aussagen Uber die Mdglichkeit diese AFDS zur
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen am Menschen einzusetzen treffen
zu kénnen, mussen noch weitere Untersuchungen dieser Art folgen. Dennoch
ist mit dieser Arbeit der Weg flur eine mégliche therapeutische Applikation der

Zellen grundsatzlich aufgezeigt.

4.3 Diskussion der Befunde

Auf der Suche nach Zellpopulationen, die als Quelle fir Zell-Ersatz-Therapien
dienen konnen, standen bisher embryonale oder adulte Stammzellen im
Zentrum des Interesses Eine ebenso interessante wie gut zugangliche
Alternative konnten fetale Stammzellen aus der Amnionflissigkeit darstellen.
Aufgrund ihres fetalen Ursprungs koénnten sie einen weit hdheren
Plastizitatsgrad als andere Zelltypen, beispielsweise mesenchymale oder adulte
Stammzellen, aufweisen. Ein weiterer Vorteil der AFDS ist sicherlich auch, dass
die Zellen ohne ethische Grundsatze zu verletzen, gewonnen und kultiviert

werden kénnen.
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Im Laufe der Zeit sind schon einige Daten zu dem Potential und Verwendung
der Amnionzellen als Stammzellen veréffentlicht worden (Prusa and
Hengstschlager, 2002; Prusa et al., 2003). All diese Verdoffentlichungen haben
sich mit den unterschiedlichen Zelltypen, die im Amnion und in der
Amnionflussigkeit vorkommen, und deren Eigenschaften auseinandergesetzt. In
dieser Arbeit werden Zellen des Typs AFDS charakterisiert, die durch die
Transduktion mittels eines adenoviralen Vektors (Schiedner et al., 2000)
immortalisiert worden sind. Dies ist die erste vorliegende Arbeit zur
Charakterisierung von Zellen dieses Typs. Die homogene Population an
immortalisierten AFDS wurde hier sowohl auf ihre Stammzelleigenschaften als

auch auf ihre neuronale Differenzierungskapazitat untersucht.

Die Betrachtung des Verhalten der Zellen in Kultur zeigte zu Beginn der
Versuche eindeutig, dass es sich um die gewlnscht selektionierten Zellen des
Typs AFDS (siehe Einleitung) handeln musste, da die Zellen in
Standardmedium  kultiviert, lichtmikroskopisch epitheliales Zellwachstum
aufwiesen. Sie formierten sich in Zellgruppen, bildeten deutliche Zellkontakte
aus und zeigten polygonale Morphologien. Dies wurde auch durch die Detektion
der immunzytochemischen Marker E-Cadherin, zum Nachweis von Zell-zu-Zell-
Kontakten von epithelialen Zellen, und Cytokeratin, als spezifisches
Intermediarfialament von epithelialen Zellen, bestatigt. Durch die Transduktion
mittels des adenoviralen Vektors (Schiedner et al., 2000) konnte eine
unlimitierte Passagenanzahl erreicht werden, die auch bei fortschreitender
Kulturdauer ebenso schnell proliferierende Zellen epithelialen Wachstums
hervorzubringen in der Lage war. Eine erneute Kryokonservierung hat in Kultur,
lichtmikroskopisch und immunzytochemisch, keine Veranderung gezeigt, was
bedeutet, dass die Zellen nach Expansion in flussigem Stickstoff problemlos
gelagert und aufbewahrt werden koénnen. In Anbetracht des madglichen
therapeutischen Nutzens der Amniozyten ist es von grol3er Bedeutung, dass die
Moglichkeit gegeben ist, die Zellen Uber Jahre hinweg in flissigem Stickstoff bei
-196C aufbewahren zu konnen. Der Nachweis von E-Cadherin sowie
Cytokeratin als epitheliale Marker und die unlimitierte Mdoglichkeit des
Passagierens und der Kryokonservierung ist 2001 durch Kaviani beschrieben

und in unseren Versuchen bestatigt worden (Kaviani et al., 2001).
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Auch die Zellen, die in neuronalen Induktionsmedien kultiviert worden sind,
zeigten hinsichtlich ihrer Passagenzahl keine Limitationen. Lichtmikroskopisch
konnte das Auswachsen glialer Fortsatze eindeutig dokumentiert und das
unterschiedliche Wachstumsverhalten im Vergleich zur Standardkultur
festgehalten werden. Morphologisch wurden somit neuronale Charakteristika
nachgewiesen, was spatere immunzytochemische Untersuchungen unter
Verwendung neuronaler Marker bestéatigen konnten. Erneutes Kryokonservieren
hatte auch hier keinen Einfluss auf den Fortbestand und Differenzierbarkeit in

Kultur. Die Zellen lie3en sich ohne Probleme lagern.

Sowohl fir die Standard- als auch fur die neuronalen Kulturen zeigte sich
einheitlich eine hohere Proliferationsrate unter hypoxischen Bedingungen. Im
direkten Vergleich proliferierten die Zellen in allen Fallen deutlich besser unter
3% im Vergleich zu 21% Sauerstoff. Die Zellen in Standardkultur zeigten eine
Wachstumszunahme um 105% unter Hypoxie im Vergleich zu
Normalbedingungen, auch die Verdopplungszeit verkirzte sich. Die in NM1
kultivierten Zellen waren in der Lage unter Hypoxie ihr Wachstum um 54,4% zu
steigern und somit die Verdopplungszeit ebenfalls zu verkiirzen. In NM2 zeigte
sich eine Wachstumssteigerung um 87,59% bei einer ebenfalls verkirzten
Verdopplungszeit unter Hypoxie im Vergleich zu Normalbedingungen. 2003
fuhrte Kaviani auch Versuche an Amniozyten unter hypoxischen
Kulturbedingungen durch und gelangte zu ahnlichen Ergebnissen beziiglich der
Proliferationseigenschaften. Auch in diesen Versuchen, die allerdings in
Standard- und nicht in Induktionsmedien stattfanden, zeigte sich eine signifikant

hohere Proliferationstendenz unter Sauerstoffmangel (Kaviani et al., 2003).

Die Verdopplungszeit der Zellen in Kultur wies keine signifikanten Unterschiede
zwischen dem Standardmedium und dem Differenzierungsmedium NM1 auf.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass sich das Wachstumsverhalten der Zellen
nach Differenzierung in NM2 dem der tbrigen Kulturen annaherte. Es konnte
ermittelt werden, dass sich die Hypoxie ebenfalls positiv auf die Zellen in NM2
auswirkte, sie vermehrten sich unter Hypoxie rund 30% schneller als unter 21%
Sauerstoff. Zusammenfassend zeigte sich, dass sich fir das Zellwachstum das

Standardmedium unter Hypoxie bei undifferenzierten Zellen am positivsten
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auswirkt und fur die Zellen in diesem Versuchsansatz die besten
Kultivierungsbedingungen vorherrschten, so dass sie sich in klrzester Zeit
verdoppeln konnten. Den Versuchsansatzen gemein war, dass alle Zellen,
undifferenziert und in beginnender Differenzierung, besser auf einen
erniedrigten Sauerstoffgehalt in der Atmosphére ansprachen. Diese Ergebnisse
bestatigten die Erwartungen: Amnionzellen und auch die unterschiedlichen
Typen von Nervenzellen missen an einen erniedrigten Sauerstoffgehalt

adaptiert sein.

Wie Held und Sonnichsen in Versuchen an Amnionzellen unter Standard- und
hypoxischen Bedingungen bereits beschrieben haben, herrscht in der
Amnionflussigkeit Sauerstoffmangel (Held and Sonnichsen, 1984). Da die
Zellen an einen erniedrigten Sauerstoffgehalt adaptiert sind, zeigen sie unter
Hypoxie deutlich mehr Tendenz zu proliferieren. Von anderen Stammzelltypen
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Differenzierung zu Nervenzellen
unter hypoxischen Bedingungen besser ablauft als unter 21% O2. So war
beispielsweise in in vitro Versuchen an neuralen Stammzellen der Maus, in der
diese Zellen unter 20%, 4% und 2% Sauerstoff kultiviert worden waren, die
grosste Proliferations- und Differenzierungsrate unter 2% nachweisbar (Horie et
al., 2008). Dieses Ergebnis deckt sich mit den hier vorliegenden Ergebnissen.
Die Untersuchungen haben also bestatigt, dass Zellen, die aus einer an
niedrigen Sauerstoffgehalt adaptierten natirlichen Umgebung stammen,
Mechanismen entwickelt haben, sich bestens an ihre Umwelt anzupassen
(Sikkema-Raddatz et al., 2006), und auch auf ischamische Bedingungen
reagieren konnen (Wang et al., 2008). Die Tatsache, dass die undifferenzierten
Zellen in ihrer Gesamtheit schneller als die Zellen nach Induktion proliferierten,
ist ein erwartetes Ergebnis, denn Nervenzellen sind eine Zellart, die sich im
Vergleich zu anderen Zellarten langsam teilen und entwickeln. So findet
beispielsweise bei Nerven nach Verletzungen in der Peripherie das Wachstum
mit einer Geschwindigkeit von circa 1mm/Tag statt (Physiologie des Menschen;
Schmidt/Lang/Thews, Springer Verlag, 29. Auflage). Die Ergebnisse der
Proliferationsversuche kénnen deshalb als ein weiterer Schritt einer gelungenen
Induktion gedeutet werden. Dies wird zusétzlich dadurch unterstrichen, dass die

Zellen, die mit dem N&hrmedium 2 induziert worden sind, das Potential haben
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sich in ausgereifte Neurone zu entwickeln, wie sich in spéateren Versuchen
herausgestellt hat, wahrend sich die Zellen aus NM1 eher im Stadium

neuronaler Vorlauferzellen befinden und somit schneller teilen konnen.

Immunzytochemische  Untersuchungen  wurden zur Detektion von
Stammzellmarkern und Markern zum Nachweis neuronaler Charakteristika
herangezogen. Da in dieser Arbeit eine moégliche Zelldifferenzierung angestrebt
wird, sollten zunédchst Stammzellmarker detektiert werden, denn das Vorliegen
von Stammzelleigenschaften ware die Voraussetzung fir eine mdgliche
Differenzierungskapazitat dieser Zellpopulation. Die hier verwendeten
Stammzellmarker CD15, CD117 und CD90 (Morrison et al., 1997; Muramatsu
and Muramatsu, 2004; Yanagisawa and Yu, 2007) konnten alle zu einem hohen
Prozentsatz detektiert werden. Bei der vorliegenden Population an AFDS zeigte
sich somit eine deutliche Stammzellcharakteristik und mogliche
Differenzierungskapazitat. Besonders CD15 konnte einheitlich in der AFDS
Population nachgewiesen werden. CD15 als Oberflachenmarker wird auf
primordialen Keimzellen und embryonalen Stammzellen von Mausen und
humanen primordialen Keimzellen exprimiert (Muramatsu and Muramatsu,
2004; Fenderson et al., 2006), wurde aber auch bei humanen embryonalen
Stammzellen nachgewiesen (Klassen et al., 2001). Auch der Nachweis von
CD117, einem Oberflachenmarker, der Auskunft Uber die
Selbsterneuerungsfahigkeiten von Stammzellen gibt, und das Vorkommen von
CD90 in Uber 80% der Zellen, als spezifische Oberflachenmarker fir eine
Vielzahl von Stammzellen (Kemshead et al., 1982; Morrison et al., 1997),
unterstrichen die Stammzelleigenschaften. In diesem Zusammenhang ist noch
interessant zu erwahnen, dass erst kirzlich Uber eine CD117 positive
Population mesenchymaler Zellen in der Amnionfliissigkeit berichtet worden ist,
die in der Lage sind, sich in alle drei embryonalen Keimblatter

auszudifferenzieren (De Coppi et al., 2007).
Die Annahme, die Zellen besalen Stammzelleigenschaften, wurde zusatzlich in

der RT-PCR bestatigt. In den Untersuchungen auf die Stammzellmarker Oct-4,

Nanog und Sox-2 (Prusa et al., 2003; Komitova and Eriksson, 2004) konnten

108



die  entsprechenden  Banden  sichtbar gemacht und so die
Stammzellcharakteristik der AFDS eindeutig bewiesen werden.

In den undifferenzierten Zellen lieRen sich ebenfalls einige neuronale Marker
wie Nestin, Vimentin und A2B5 nachweisen. Dies heildt, dass die Zellen schon
in undifferenziertem Zustand neuronale Eigenschaften aufwiesen und die
Mdoglichkeit zur neuronalen Induktion unter Verwendung der entsprechenden
Induktionsmedien gegeben war. Unter diesen Voraussetzungen wurden die
Zellen in den beiden unterschiedlichen Medien neuronal induziert und nach
erfolgter neuronaler Induktion erneut auf die Expression neuronaler/ neuraler
Marker getestet und festgestellt, dass die Expression nach Induktion deutlich

anstieg.

Nach statistischer und graphischer Darstellung lassen sich die
immunzytochemischen Untersuchungen also wie folgt auswerten: Generell ist
festzuhalten, dass die AFDS auch ohne Induktion ganz deutlich neuronale
Charakteristika zeigten. Die Zellen exprimierten in Standardkultur schon in
beachtlichem Ausmald Marker fir neuronale Vorlauferzellen. Die neuralen
Marker, die typisch fir reife Nervenzellen sind, lieRen sich ohne Induktion
allerdings nicht detektieren. Die Zellen zeigten zwar neuronale Eigenschaften in
Bezug auf die Expression des neuronalen Stammzellmarkers Nestin, des
Markers Vimentin als glialen und A2B5 als oligodendrozytaren
Vorlauferzellmarker, haben sich aber noch nicht in ausgereifte Nervenzellen
differenzieren kdnnen, da sich keiner der anderen Marker fur reife Neurone und
Gliazellen nachweisen lie3. Anders verhielten sich die Zellen in den
Induktionsmedien. Dort konnte zundchst eine signifikant hohere
Expressionsrate der Marker fir neuronale Vorlauferzellen als im
Standardmedium detektiert werden. Darlber hinaus konnten unter diesen
Bedingungen sowohl Marker fir ausgereifte neuronale Zellen (B-3-Tubulin,
Neurofilament) als auch fur Astrozyten (GFAP), die unter Standardbedingungen
nicht nachweisbar waren, aufgezeigt werden. Wéahrend fur Neurofilament, (3-3-
Tubulin und GFAP kaum eine Expression im Standardmedium sichtbar
gemacht werden konnte, stieg die Expression dieser nach Induktion sehr

deutlich. Im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle war ein signifikanter
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prozentualer Anstieg der neuralen Markerexpression fur Neurofilament, -3-
Tubulin fur GFAP zu verzeichnen. Das Vorkommen dieser Marker bedeutete
gleichzeitig, dass die Induktion tatséchlich erfolgreich gewesen ist. Es ist an
dieser Stelle der Nachweis erfolgreicher Induktion gelungen, was aussagt, dass

die AFDS das Potential besitzen, in Neurone ausreifen zu kénnen.

Die neuronalen Medien zeigten auch Unterschiede im direkten Vergleich,
abhangig von dem verwendeten Medium. Die Auswertung bewies eine
deutliche Praferenz fir die Entwicklung der Zellen in neuronale Vorlaufer (HNK-
1, Vimentin, Nestin) (Messam et al., 2000; Sultana et al., 2000) unter Zugabe
des Mediums NM1l. Die Marker fur reife Zellen (Nachweis GFAP,
Neurofilament,  B-3-Tubulin)  konnten eher nach  Kultivierung im
Induktionsmedium NM2 detektiert werden. Die immunzytochemischen
Untersuchungen an den Zellen, die neuronale Morphologien aufwiesen,
konnten also somit auch bestatigen, dass HNK-1 als Marker neuronaler
Vorlaufer betrachtet werden kann (Yanagisawa and Yu, 2007). In Bezug auf
den Markernachweis der frihen neuronalen Entwicklung (A2B5, a-Internexin)
(Wang et al.,, 2006) blieb das Zahlenverhaltnis immuno-positiver Zellen fur
beide Medien in etwa gleich. Weiterhin zeigte sich, dass sich nach neuronaler
Induktion eine Regredienz an Stammzellmarkern eingestellt hatte, was
stellvertretend am Beispiel fur CD15, der als Marker fir embryonale
Stammzellen gilt (Klassen et al., 2001), untersucht wurde. Vor der Induktion der
Differenzierung belief sich die CD15-Expression auf 95+55% im
Standardmedium, nach neuronaler Induktion konnte lediglich eine Expression
fur CD15 in NM1 von 63%4,6% bzw. 60£2% in NM2 nachgewiesen werden. Die
Expression des Stammzellmarkers ist somit deutlich zurickgegangen. Das
bestatigte die Annahme, dass in den Zellen tatsachlich

Differenzierungsvorgénge abgelaufen sind.

Als Ergebnis all dieser Versuche zeigte sich, dass eine Differenzierung der
immortalisierten Zellen aus der Amnionfliissigkeit mdglich ist, was sogar
selektiv durch die entsprechende Wahl des Mediums gesteuert werden konnte.
Abhangig vom gewiinschten Ergebnis kann man die Zellen entweder mit EGF,
bFGF und N2 oder FGF-8 und Retinsdure versetzen. Die Wahl des
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Differenzierungsmediums sollte dann nach dem gewinschten Ergebnis
erfolgen. Um einen moglichst breiten therapeutischen Nutzen zu erreichen und
den Zellen auch beispielsweise noch nach einer intrazerebralen Injektion die
Moglichkeit zur Adaption an die Nachbarzellen und zur Differenzierung zu
geben, sollte der Zusatz von bFGF und EGF angestrebt werden. Ist eine
Population an ausgereiften Nervenzellen erwinscht, sollte das neuronale
Induktionsmedium mit Retinsaure- und FGF8-Zusatz gewahlt werden, um die
Differenzierung im Vorhinein zu erreichen (Maden, 2007). So ist schon bei
Maden et al. beschrieben, dass RS bei der Induktion neuraler Differenzierung,
Auswachsen von Motorneuronen und neuralem Vernetzungsmuster einer der
wichtigsten Faktoren ist. Sogar die Rolle nach erfolgter Entwicklung ist immens.
Erhbhte RS-Spiegel konnten bei der Nervenregeneration als Trigger fur das
Auswachsen von Axonen nachgewiesen werden, wahrend eine niedrige RS-
Konzentration mit neurodegenerativen Prozessen assoziiert zu sein scheint,
beispielsweise bei der Motorneuronenkrankheit, der Entwicklung von Alzheimer
und sogar der des Morbus Parkinson (Maden, 2007; Morrison and Hof, 1997).
Ahnliche Ergebnisse sind schon fiir die AFDS nach Induktion neuronaler
Differenzierung beschrieben worden, bei diesen Untersuchungen wurde die
Differenzierung mittels Retinsaure und FGF4  als neuronale

Differenzierungsfaktoren eingeleitet (Miki et al., 2005).

Die oben angefuhrten neuronalen Charakteristika, die durch die
immunzytochemischen Markerexpressionen belegt wurden, haben sich
zusatzlich noch durch das Vorkommen der Gentranskripte der neurotrophen
Faktoren NGF, BDNF, GDNF und NT-3 in der RT-PCR an den
unselektionierten AFDS nachweisen lassen. Es zeigten sich in allen
Versuchansétzen eindeutige Expressionen der Transkripte fur die
entsprechenden neurotrophen Faktoren. Der Nachweis dieser neurotrophen
Faktoren bedeutet, dass die Zellen genetisch so ausgestattet sind, dass sie
neurogenes Potential besitzen bzw. auch in der Lage sind, entsprechende
neurotrophe Faktoren zu synthetisieren (Acheson et al., 1991; Lin et al., 1993),
somit die Voraussetzungen zur Differenzierung mitbringen und davon
auszugehen ist, dass sie diese auch selber induzieren kdénnen. Bei dem

tatsachlichen Nachweis und einer Quantifizierung der neurotrophen Faktoren
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NGF und BDNF mittels ELISA, stellvertretend fur alle in der PCR
nachgewiesenen neurotrophen Faktoren, konnte gezeigt werden, dass die
Sekretion dieser vom Differenzierungsgrad und der Passagenanzahl anhangig
war. Die Konzentration an NGF konnte im Standardmedium mit 27,66 ng/ml, in
NM1 mit 116,9+10,4 ng/ml und in NM2 mit 82,9+29,8 ng/ml detektiert werden,
damit war die Konzentration des neurotrophen Faktors in den Induktionsmedien
deutlich groRRer. Innerhalb der einzelnen Medien zeigte sich auch, dass mit
zunehmender Passagenzahl im Standardmedium die Konzentration der
neurotrophen Faktoren kontinuierlich abnahm, wahrend nach erfolgter Induktion
in NM1 und NM2 mit zunehmender Induktionsdauer und Passagenzahl die
Sekretion zunahm. Im Verlauf von Passage 2 zu Passage 13 hat die Sekretion
von NGF in NM1 um 20%, in NM2 um 78% zugenommen. Die gleichen
Beobachtungen konnten auch fir BDNF gemacht werden: Im Verlauf von
Passage 2 zu Passage 13 zeigte sich auch hier eine Zunahme der Sekretion
um 39% in NM1 und um 16% in NM2. Die ELISA-Analyse bewies eindeutig die
Steigerung der Sekretion neurotropher Faktoren bei Zellen, die neuronal
induziert worden sind und sich in fortschreitender Differenzierung befunden
haben. NM1 wirkte sich dabei positiver auf Zellen aus die NGF, NM2 auf Zellen,
die in hoherem Ausmalle BDNF sezernierten. Generell war die grolite
Steigerung der Produktion der neurotrophen Faktoren fir NM2 zu beobachten.
Ausgehend davon, dass NGF in PNS und BDNF vorrangig im ZNS nachweisbar
ist (Yamamoto and Gurney, 1990) und die Faktoren dort die jeweiligen
Nervenzellen stimulieren (Henderson, 1996), Uberrascht das Ergebnis nicht.
Wie die angewandten immunzytochemischen Untersuchungen zeigten, war die
Expressionsrate der Marker fir reife Nervenzellen des ZNS in NM2 nicht nur
am groften, sondern auch signifikant héher als in den anderen Medien. Daher
ist auch die Produktion an BDNF dort deutlich groRer. NGF als Vertreter eines
peripheren neurotrophen Faktors konnte in NM1 vermehrt nachgewiesen
werden, was sich auch mit der immunzytochemischen Expression der Marker
fur neuronale Vorlaufer peripherer Nervenzellen bestéatigen lie3. Je nach
Induktionsrichtung konnten sich somit entweder NGF oder BDNF vermehrt

detektieren lassen.
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Warum und inwieweit sich die verschiedenen Differenzierungsmedien
letztendlich unterschiedlich auf die Zelldifferenzierung auswirkten, konnte hier
nicht geklart werden. Es kann allerdings davon ausgegangen werden, dass die
zur Induktion eingesetzten Faktoren (EGF, bFGF und N2 bzw. RS und FGF8)
auf die Zellen einwirken und sie dazu veranlassen eine Reihe
unterschiedlichster Zytokine und trophischer Faktoren zu produzieren und somit
deren Differenzierungsrichtung zu beeinflussen. Dieses ware von
entscheidender Bedeutung bei der Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen und wurde in &hnlicher Weise unter Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen, die aus Knochenmark gewonnen worden sind,

schon einmal nachgewiesen (Arnhold et al., 2006).

Ziel dieser Untersuchungen war es, modellhaft an einer Zelllinie immortalisierter
Amnionzellen zu zeigen, dass Zellen dieses Typs und dieser Herkunft langfristig
dazu geeignet sind, bei der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen als
Ausgangspopulation fur Zellersatztherapien Anwendung zu finden. Vor diesem
Hintergrund fanden auch die Injektionen und Transplantationen der Zellen in
Hirne adulter Ratten statt. Nach GFP-Markierung wurden die
autofluoreszierenden Zellen stereotaktisch in das Rattenstriatum verbracht und
deren Adaption an das umliegende Gewebe untersucht. In Kryostatschnitten,
verbunden mit immunhistochemischen Untersuchungen hinsichtlich einer Ko-
Expression von Nestin, GFAP und Neurofilament, konnte eindeutig eine
erfolgreiche Integration der Zellen in das umliegende Gewebe nachgewiesen
werden. Die Zellen zeigten neuronale Morphologien und das Auswachsen glia-
artiger Fortsatze ohne dabei das Nachbargewebe zu schadigen oder
immunologische Reaktionen im umliegenden Gewebe hervorzurufen. Es
konnten weder Zeichen einer Entzindung, noch einer Abstol3ungsreaktion
sichtbar gemacht werden. Es ist also mdoglich, die Zellen in das Gehirn zu
injizieren und eine Adaptation hervorzurufen, wie es mit mesenchymalen
Stammzellen, aus Knochenmark gewonnen, kurzlich schon beschrieben
worden ist (Arnhold et al., 2006).
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4.4 Schlussfolgernde Betrachtungen

Ziel und Ergebnis der hier vorgestellten Untersuchung war die Anwendung
verschiedener Differenzierungsmedien und Betrachtung der
Differenzierungskapazitat humaner immortalisierter Amniozyten in vitro und in
vivo unter experimentellen  Bedingungen, um  potentielle  neue
Behandlungsstrategien fur neurodegenerative Erkrankungen aufzuzeigen. Es
wurde in dieser Arbeit dargelegt, dass Amniozyten immortalisiert werden
konnen und dann, durch verschiedenste Einflisse, das Potential besitzen als
Stammzellquelle mit zusatzlichen neurogenen Eigenschaften zu dienen. Als
Zellen fetalen Ursprungs, die unter einfachen Bedingungen gewonnen werden
kénnen und mit einem breiten Differenzierungspotential ausgestattet sind,
haben sie die besten Voraussetzungen, als therapeutische Zellen Verwendung
zu finden. Unsere ersten Untersuchungen die Zellen in vivo einzusetzen, waren
erfolgreich. Es mussten nun eine Vielzahl von Studien zu dem Einsatz in vivo
erfolgen, um eine definitive Aussage machen zu kénnen, ob sich Zellen aus der
Amnionflussigkeit mit den hier gezeigten Eigenschaften langfristig zur Therapie
neurodegenerativer Erkrankungen eignen. Die Daten dieser Arbeit zeigen das

Potential der Amnionzellen dazu auf.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit Zellen aus der Amnionflissigkeit,
die Uber eine Transduktion mittels eines adenoviralen Vektors immortalisiert
wurden. Unter Verwendung dieser Zelllinie sollten modellhaft die generellen
Stammzelleigenschaften von Zellen aus der Amnionflussigkeit untersucht
werden. Darlber hinaus sollte eine neuronale Differenzierung angestrebt
und das Zellverhalten in vivo und in vitro beurteilt werden. Weiterhin wurden
die Zellen lichtmikroskopisch auf ihre Morphologie untersucht und ihr
Verhalten in Kultur, ihre Proliferationsrate und ihr unterschiedliches
Verhalten unter Hypoxie jeweils in unterschiedlichen
Differenzierungsmedien analysiert. Zur neuronalen Induktion wurden zwei
verschiedene Kulturmedien, eines mit EGF und bFGF, eines mit Retinsdure
und FGF-8 als Induktionsfaktoren, eingesetzt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Zellen unter Hypoxie, unabhangig vom Medium, in allen
Fallen schneller proliferierten und sich ein erniedrigter Sauerstoffgehalt
positiv auf das Zellwachstum und auch die neuronale Differenzierung
auswirkte. Anschlielend wurden die Zellen mit Hilfe unterschiedlichster
Verfahren wie der Immunzytochemie, RT-PCR, ELISA und letztlich noch
Implantationsversuchen in Rattenhirne auf ihre Stammzellcharakteristik und
neuronale Differenzierungskapazitat untersucht. Dabei gaben das
Zellkulturverhalten, die immunzytochemische Expression von Stammzell-
und neuronalen Markern, der Nachweis vorhandener Gentranskripte fir
Stammzellmarker und neurotrophe Faktoren und die quantitative ELISA-
Analyse der Sekretion dieser, Hinweise auf das Potential, das Amnionzellen
besitzen, moglicherweise in der Zukunft therapeutisch genutzt zu werden.
Bei den Zellen hat sich eindeutig Stammzellcharakteristik, durch Expression
der entsprechenden Marker (CD15, CD117, CD90) in der
Immunzytochemie und Nachweis der Gentranskripte in der RT-PCR
(Nanog, Sox-2, Oct-4), und eine erfolgreiche neuronale Induktion feststellen
lassen. Die Zellen in den neuronalen Medien zeigten mit zunehmender
Passage und Kulturdauer eine progrediente gliale Morphologie, steigende

Expression an neuronalen (z.B. HNK-1, a-Internexin) und neuralen Markern

115



(z.B. Neurofilament, GFAP) und eine Regression der
Stammzellcharakteristika, morphologisch und immunzytochemisch. So ging
die Expression des Stammzellmarkers CD15 von anfanglichen 95% im
Standardmedium auf 60% in den Induktionsmedien zuriick. Des Weiteren
konnten diese Ergebnisse durch nachgewiesene Gentranskripte
neurotropher Faktoren (NGF, GDNF, BDNF, NT-3) gestutzt und mittels
guantitativer ELISA-Analyse schlief3lich bewiesen werden. Die Sekretion
der neurotrophen Faktoren NGF und BDNF war in den induzierten Zellen
deutlich hoher als in der Kontrollgruppe im Standardmedium. Die
stereotaktische Implantation der Zellen, die vorher mittels eines
adenoviralen GFP-Vektors transduziert worden waren, erfolgte in das
Striatum adulter Ratten und anschlieend wurde die Migration, Adaptation
und Verhalten der Zellen in Bezug auf ihr Nachbargewebe untersucht.
Kryostatschnitte der entsprechenden Hirnareale bzw. Injektionsbereiche
zeigten, jeweils mit immunzytochemischer Ko-Expression von Nestin,
Neurofilament und GFAP, eine erfolgreiche Migration und Integration der

Zellen in das umliegende Gewebe sowie eine orttypische Differenzierung.

In dieser Arbeit wurde die Vermutung bewiesen, dass immortalisierte
Amniozyten Stammzellcharakteristik besitzen und in der Lage sind, sich
neuronal zu differenzieren und Nervenzellen bzw. deren Vorlaufer
hervorzubringen. Sie sind sogar fahig, sich in vivo in Empfangergewebe zu
integrieren und zu differenzieren, so dass davon auszugehen ist, das
Amniozyten kinftig als potentielles Zellmaterial, beispielsweise fur die Therapie

neurodegenerativer Erkrankungen, zur Verfigung stehen kdnnten.
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