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Zusammenfassung

Nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft existieren im adulten Gehirn zwei Regi-
onen, in denen wéhrend des gesamten Lebens neue Nervenzellen gebildet werden: Dies ist
zum einen die Subventrikulérzone (SVZ) der lateralen Ventrikel und zum anderen die Subgra-
nularschicht im Gyrus dentatus (GD) des Hippocampus (HC). Die kontinuierliche Bildung
von Nervenzellen (Neurogenese) innerhalb dieser Areale basiert auf der Prdsenz von neuralen
Stammzellen, die sich durch ihre Fahigkeit zur unbegrenzten Selbsterneuerung durch Teilung
und das Potential zur Differenzierung in gliale (Astrozyten, Oligodendrozyten) und neuronale
Zelltypen (Neurone) auszeichnen. Die Proliferation neuraler Stammzellen wird, neben weite-
ren Einflissen, unter anderem durch Wachstumsfaktoren reguliert. Ein Faktor, der die Prolife-
ration einer Vielzahl von Zellen moduliert, ist Transforming Growth Factor-betal (TGF-be-
tal). Im intakten Gehirn findet man das pleiotrope Zytokin vorwiegend im choroidalen Plexus
und der Hirnhaut vor. Unter pathologischen Bedingungen wie Schlaganfall, Parkinson, Multi-
ple Sklerose usw. wird der Wachstumsfaktor vorwiegend in Mikroglia, aber auch von neuro-
nalen und astroglialen Zellen, in erhohtem Malie exprimiert. Die Expression des fur die Sig-
naltbertragung erforderlichen Rezeptors, TGFRII, lasst sich in beiden neurogenen Regionen
des adulten Gehirns nachweisen; TGFRII-mRNA wird dort unter anderem in Neuronen, As-
troglia und Mikroglia vorgefunden. Experimentelle Untersuchungen an Zellen aus der SVZ
belegen, dass TGFRII-mRNA (und -Protein) dartiber hinaus auch in adulten neuralen Stamm-
und Vorlauferzellkulturen (aNSZ-Kulturen) exprimiert wird. Weiterfiihrende Analysen konn-
ten zudem zeigen, dass der Wachstumsfaktor TGF-betal das proliferative Potential dieser
Kulturen verringert, wahrend er das Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential nicht
beeinflusst. Daruber hinaus sind die molekularen und zellularen Mechanismen der Kontrolle
aNSZ durch TGF-betal jedoch weitgehend unbekannt, wenngleich verschiedene Aspekte zu-
satzliche Funktionen, unter anderem in Bezug auf das Zellschicksal aNSZ, vermuten lassen.
Die vorliegende Arbeit beschreibt 1) die TGF-betal-induzierte Regulation von 619 Genen in
aNSZ-Kulturen unter Proliferationsbedingungen. Die signifikant regulierten Gene wurden im
Rahmen der Identifizierung biologischer Funktionen unter anderem den ,,Gene Ontolo-
gy“-Kategorien ,,Zellproliferation* und ,,-wachstum®, ,,Regulation der Zellproliferation*, ,,Re-
gulation des Zellzyklus®, ,,Neuron Reifung®, ,,Neuron Differenzierung®, ,,.Determinierung des
Zellschicksals* sowie ,,Neurogenese* zugeordnet. Die Arbeit zeigt auBerdem, dass TGF-betal
2) die Expression der zur Signaliibertragung relevanten Rezeptoren tangiert; wéhrend die Ex-

pression von TGFRI unverdndert blieb, wurde eine reduzierte Expression des alternativen
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TGFRI, Acvrll, sowie eine signifikant erniedrigte TGFRII-Expression deutlich. 3) inhibito-
risch auf die Zellproliferation aNSZ wirkt, indem es eine Teilpopulation der Zellen dazu ver-
anlasst, aus dem Zellzyklus auszutreten; die Uberfilhrung in die GO-Phase resultierte in einer
verminderten S-Phase bei konstanter G1- und G2/M-Phase-Fraktion im Vergleich zu Kon-
troll-Kulturen. 4) die Zellidentitét proliferierender aNSZ beeinflusst. So fuhrte die Inkubation
aNSZ mit TGF-betal nachweislich zu einer verminderten Expression des neuroektodermalen
Stammzellmarkers Nestin (Nes) und des oligodendroglialen Markers Myelin basic protein
(Mbp), wéhrend sich die Zahl der Glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positiven Astrozyten
nicht signifikant anderte. Gleichzeitig erhohte TGF-betal die Expression des neurogenese-
assoziierten Proteins Doublecortin (Dcx), welches spezifisch in neuronalen Vorlauferzellen
exprimiert wird. 5) Der Anstieg der neuronalen Zellpopulation in TGF-betal-behandelten
Kulturen spiegelte sich in einer zunehmenden Dichte der Natriumstréme wider und korre-
lierte mit der Existenz von Aktionspotentialen. In Kontroll-Kulturen waren dagegen keine Na-
triumstrome detektierbar; dementsprechend war keine der vermessenen Zellen in der Lage, in-
folge der Strominjektion ein Aktionspotential auszuldsen. Im Gegensatz dazu lieRen unter
Differenzierungsbedingungen weder kontroll- noch TGF-betal-behandelte Zellen Natrium-
strome erkennen, sodass es beiden Kulturen nicht moglich war, Aktionspotentiale zu generie-
ren. Weiter verweist die vorliegende Arbeit auf 6) den Einfluss von TGF-betal auf aNSZ
unter gezielten, oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen. Die im Anschluss an die
Differenzierung durchgefiihrte Analyse ergab - jeweils in Ubereinstimmung mit den Daten,
die unter Proliferationsbedingungen generiert wurden - keinen Einfluss auf die GFAP-Ex-
pression, allerdings eine signifikant reduzierte Anzahl an Mbp-exprimierenden Zellen. Des
Weiteren fuhrte die Kultivierung in mesenchymal-konditioniertem Medium zu einem voll-
standigen Verlust der Population A2B5-positiver, glialer Vorlauferzellen durch TGF-betal,
wohingegen der Wachstumsfaktor keinen Einfluss auf die Microtubule associated protein 2ab
(Map2ab)-Expression zu haben schien. 7) die neuroprotektive Wirkung, welche TGF-betal
auf aNSZ-Kulturen entfaltet. Die Inkubation aNSZ mit TGF-betal resultierte im Ausbleiben
des spezifischen, mit Apoptose assoziierten Lipid-Signals bei 1.28 ppm, welches in Kon-
troll-Kulturen nachweisbar war. Die Quantifizierung des 1.28-ppm-Peaks ergab eine signifi-
kant erniedrigte Lipid-Signalintensitat in TGF-betal-behandelten Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Dariiber hinaus zeigten die erhobenen Daten, dass TGF-betal aNSZ sowohl vor
nekrotischem Zelltod bewahrt als auch den Anteil an apoptotischen Zellen im Vergleich zur

Kontrolle signifikant reduziert. 8) die - schon nach wenigen Tagen - verminderte Anzahl pro-
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liferierender Spheres in TGF-betal-behandelten Kulturen, wenn TGF-betal von Beginn der
Kultur an ins Nahrmedium zugesetzt wurde. TGF-betal-behandelte Kulturen wiesen aufer-
dem, im Gegensatz zu Kontroll-Kulturen, adhérente Zellen mit teils neuron-artiger Morpho-
logie auf. Daruiber hinaus zeigten sich schon bald deutliche Unterschiede die Spheregrofiie be-
treffend; wahrend in TGF-betal-behandelten Kulturen nur vereinzelt Spheres von zudem ge-
ringer Grolie anzutreffen waren, enthielten die Kontrollzellen eindeutig mehr und bei Weitem
grolere Spheres. Dementsprechend waren die ermittelten Zellzahlen am Ende von Passage 1
stark unterschiedlich. Die kontroll-behandelte Kultur expandierte stark; die Zellzahl der
TGF-betal-behandelten Kultur lag jedoch deutlich unter der urspriinglich ausgeséaten Zahl an
Zellen. Letztlich starben die TGF-betal-behandelten Zellen nach der dritten Passage innerhalb
weniger Tage. Die durch die vorliegende Arbeit gewonnenen Erkenntnisse sind von grofRer
Relevanz, um die zukiinftige Entwicklung von Medikamenten fur die Therapie neurodegene-
rativer Erkrankungen voranzutreiben. Auch im Rahmen neurorekonstruktiver Therapieansétze
lassen sich die Ergebnisse nutzen, um beispielsweise Zellen im Vorfeld einer Transplantation

neuronal zu determinieren.

5-Bromo-2'-Deoxyuridin (BrdU) wird vielfach zur Markierung sich teilender Zellen ein-
gesetzt. Nach systemischer Gabe von BrdU wird das Basenanalogon wihrend der S-Phase des
Zellzyklus anstelle von Thymidin in die neu synthetisierte DNA eingebaut, wo es nachfol-
gend mithilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden kann. Die weitere Charakterisie-
rung der BrdU-markierten Zellen wird durch die Kombination mit immunhistochemischen
Markern wie z. B. Dcx zum Nachweis der Neurogenese ermdglicht. Bislang haben sich nur
wenige Arbeitsgruppen mit der Frage befasst, ob sich eine BrdU-Markierung per se grund-
sitzlich negativ auf das jeweils untersuchte Modellsystem auswirkt; diesbeziigliche Daten lie-
gen daher derzeit nur in geringem Umfang vor. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand somit eine
Reihe an Untersuchungen, welche die potentiellen Einfliisse des Thymidinanalogons auf
aNSZ der Ratte in vitro und in vivo betreffen. Die Analyse BrdU-induzierter Effekte auf
aNSZ nach 48-stlindiger Inkubation mit dem Basenanalogon ergab 1) einen inhibitorischen
Einfluss auf die Zellproliferation aNSZ im Konzentrationsbereich von 1,0 pM bis 20,0 uM
BrdU, wobei der maximale Effekt bereits bei einer Konzentration von 1,0 uM erreicht war. 2)
eine Beeintrachtigung der Zellen beim Fortgang durch den Zellzyklus im Konzentrationsbe-
reich von 1,0 uM bis 20,0 uM infolge des kontinuierlichen Einbaus von BrdU in die DNA.
Dies fihrte zu einem signifikanten Anstieg der GO/G1-Phase bei gleichzeitig signifikanter

Abnahme der S- und G2/M-Phase. Entgegen der nur geringfugig inhibierten S-Phase bei der
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Inkubation mit 0,2 uM BrdU (die mit einer konstanten Proliferation korrelierte), zeigte sich
bei dieser Konzentration bereits ein signifikanter Anstieg der GO/G1-Phase sowie ein signi-
fikanter Abfall der G2/M-Phase. Die Sensitivitdt aNSZ gegeniber der anti-proliferativen Wir-
kung von BrdU liel? sich trotz des Einsatzes von Desoxycytidin (DC) nicht reduzieren; die
Zellzyklusverteilung blieb dennoch nahezu unverdndert. 3) eine Zunahme des Zelltods in
aNSZ-Kulturen infolge der BrdU-Exposition im gesamten, untersuchten Konzentrationsbe-
reich von 0,2 uM - 20,0 uM. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen auBerdem, dass 4) aNSZ
durch die Inkubation mit BrdU adharent werden. Der beobachtete Effekt war jedoch dosisab-
héngig: Eine Konzentration von 0,2 uM BrdU nahm keinen Einfluss auf die Spheres, wohin-
gegen Spheres, die mit 1,0 uM BrdU behandelt wurden, vereinzelt adhé&rierten. Zudem wiesen
diese Kulturen bereits eine signifikant niedrigere Zahl an freischwimmenden Spheres im Ver-
gleich zur Kontrolle auf. Dagegen fiihrten Konzentrationen zwischen 2,5 uM und 20,0 uM
BrdU zu einem signifikanten Anstieg der Zahl adhérenter Zellen. Zymografische Untersuch-
ungen konnten ein reduziertes MaR an aktiver Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2) fiir die
Induktion der Adhé&renz innerhalb dieser Kulturen verantwortlich machen. 5) die Anwesenheit
von BrdU im Kulturmedium die Differenzierung aNSZ beeinflusst. Zwar ergaben sich keine
Hinweise auf eine veranderte Expression astroglialer Marker bei BrdU-Konzentrationen von
0,2 uM, 1,0 uM oder 20,0 uM; die Zahl Dcx-positiver, neuronaler Vorlauferzellen war aller-
dings schon bei 0,2 uM BrdU signifikant reduziert, wobei der beobachtete Effekt bei den ho-
heren Konzentrationen noch deutlicher ausgepragt war. Zudem war bei Konzentrationen von
1,0 uM und 20,0 uM BrdU die Expression des oligodendroglialen Markers Mbp signifikant
erniedrigt. Trotz dieser nachgewiesenen Einflusse von BrdU auf den Phénotyp aNSZ blieb
deren grundlegende Fahigkeit zur Differenzierung in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neu-
rone (Multipotenz) - selbst in der mit 20,0 uM BrdU behandelten Gruppe - erhalten. 6) BrdU
in Konzentrationen von 50 mg/kg oder 200 mg/kg die endogene Proliferation aNSZ in vivo
- kontrar zu der in-vitro-Situation - nicht inhibiert. Die vorliegende Arbeit beschreibt weiter 7)
den fehlenden Einfluss einer BrdU-Markierung mit 0,2 uM, 1,0 uM oder 2,5 uM auf die Pro-
liferation transplantierter aNSZ. Allerdings kdnnte die kontinuierliche Proliferation der mar-
kierten Zellen nach der Transplantation zu einer starken Verdinnung der BrdU-Konzentra-
tion in der Niedrig-Dosis-Gruppe geflihrt haben, sodass letztlich nur ein Teil der Zellen, die
mit 0,2 uM BrdU markiert wurden, detektiert wurde. Somit ist nicht auszuschliel3en, dass die
Zahl BrdU-positiver Zellen in dieser Gruppe unterschétzt wurde, wodurch die moglicherweise

doch verminderte Proliferation bei hoheren Konzentrationen verdeckt worden sein kodnn-
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te. Darauf deuten die Ergebnisse einer FACS-Analyse hin, die, verglichen mit der mit
1,0 uM BrdU behandelten Gruppe, eine deutlich schwachere BrdU-Farbe-Intensitét in der mit
0,2 UM BrdU behandelten Gruppe belegen. 8) die Induktion von TGF-betal-mRNA in
aNSZ-Kulturen durch eine 48-stindige Inkubation mit 2,5 uM BrdU sowie eine signifikante
Erhohung von TGF-betal-Protein nach der Inkubation mit 1,0 uM, 2,5 uM und 20,0 pM
BrdU. 9) die Aktivierung des TGF-betal-Signalweges (Phosphorylierung von Smad2) in
BrdU-behandelten aNSZ-Kulturen. Diese Erkenntnisse verweisen auf die dringende Notwen-
digkeit, die Auswirkungen einer BrdU-Applikation auf das jeweilig untersuchte Modellsys-
tem prézise abzuklaren; zudem ermdglicht die Berlicksichtigung dieser Befunde in Zukunft
die angemessene Interpretation von Daten im Zusammenhang mit der Untersuchung aNSZ

und beugt einer Fehlinterpretation derselben vor.
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1. Einleitung

Neurologische Erkrankungen und Schadigungen des zentralen Nervensystems (ZNS)
sind sehr haufig durch den Verlust neuronaler Zellen gekennzeichnet. Im Gegensatz zu an-
deren Geweben des menschlichen Organismus wie z. B. der Leber wird der Zellverlust im
Gehirn autonom nicht in ausreichendem MaRe ausgeglichen. Die Voraussetzung fur eine
Regeneration des ZNS, das Vorhandensein neuraler Stammzellen, ist allerdings durchaus ge-
geben: Proliferierende Stammzellen, die sich durch ihre Fahigkeit zur unbegrenzten Selbster-
neuerung durch Teilung und das Potential zur Differenzierung in neurale und gliale Zelltypen
auszeichnen, existieren auch im erwachsenden Gehirn. Sie sind grundlegend dazu in der Lage,
den Zellverlust bei neurodegenerativen Erkrankungen sowie den damit einhergehenden Funk-
tionsverlust durch Proliferation, Induktion, Spezifizierung, Migration und Differenzierung zu
kompensieren. Eine Kernfrage in diesem Zusammenhang ist daher, warum das Gehirn im
Falle von Schadigungen davon absieht, das in den Stammzellen ruhende Potential zur Neuro-
regeneration zu nutzen. Da neurale Stamm- und Vorl&uferzellen (NSZ) in eine zellulare und
extrazelluldare Mikroumgebung, die sogenannte Stammzellnische eingebettet sind (Doetsch,
2003), liegt die Vermutung nahe, dass in vivo inhibierende Faktoren der Mikroumgebung
wirksam sind, die der Entstehung neuer Nervenzellen (Neurogenese) durch Teilung unreifer
Stamm- und Vorlauferzellen entgegenwirken. Somit ist das Mal} an Neurogenese unter patho-
logischen Bedingungen, wahrscheinlich bedingt durch molekulare und zellulare Anderungen
der Stammzellnische, deutlich verandert. Nach akuten Léasionen wie dem Schlaganfall zeigt
sich nach einer kurzzeitigen Erhdhung eine langfristig erniedrigte Neurogeneserate. Ebenso
beobachtet man bei chronisch neurodegenerativen und entziindlichen ZNS-Erkrankungen in
der Regel eine verminderte Neurogenese.

In den vergangenen Jahren konnte eine Vielzahl von Faktoren identifiziert werden, die den
komplexen Vorgang der Neurogenese in vivo auf unterschiedlichen Ebenen regulieren. Dies
kann zum einen auf molekularer Ebene (durch Hormone, Neurotransmitter sowie Wachs-
tumsfaktoren, ...) geschehen, zum anderen kdnnen aber auch externe Bedingungen (wie reiz-
reiche Umgebung, physische Aktivitat, ...) die Neurogenese modulieren. Trotz zahlreicher
neuer Erkenntnisse auf diesem Gebiet weill man noch immer zu wenig von den viel-
schichtigen, molekularen und zellularen Mechanismen, die die Neurogenese beeinflussen und
steuern. Ein groRes Defizit besteht zudem noch um das Wissen uber die Identitat der
beteiligten Zelltypen (Seri et al., 2001; Gotz et al., 2002; Sanai et al., 2004). Auch Uber die



1. Einleitung 14

tatsachliche Bedeutung der kontinuierlichen Neubildung von Nervenzellen und die Funktion
der adulten Neurogenese lasst sich derzeit, abgesehen von vergleichsweise wenigen Erkennt-
nissen, nur spekulieren. Nachgewiesen ist hingegen, dass die Proliferation der NSZ als ein
Teilaspekt der Neurogenese ein entscheidender Faktor ist, der letztlich das Mal} an Neuro-
genese mitbestimmt. Im Verlauf vieler neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. Morbus
Parkinson oder Morbus Alzheimer, ist die Bildung neuer Nervenzellen, bedingt durch eine
reduzierte Stammzellproliferation, erniedrigt (Monje et al., 2003). Die genauen, molekularen
Mechanismen, die zur verminderten Proliferation unter pathologischen Bedingungen fiihren,
sind derzeit nur unzureichend bekannt. Erste Hinweise lassen jedoch vermuten, dass Entzin-
dungsfaktoren an der Reduktion der Proliferation mitbeteiligt sind. VVor wenigen Jahren konn-
te der Wachstumsfaktor und Immunmodulator Transforming Growth Factor-betal (TGF-be-
tal) als ein wesentlicher Faktor identifiziert werden, der die Neurogenese in vivo inhibiert
(Wachs et al., 2006). Experimentell konnte gezeigt werden, dass TGF-betal die Proliferation
adulter neuraler Stamm- und Vorldauferzellen (aNSZ) in vitro und in vivo verringert, wahrend
das Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential der Zellen erhalten bleibt (Wachs et al.,
2006). Interessanterweise wird TGF-betal unter pathologischen Bedingungen im Gehirn in
erhohtem Male exprimiert: So findet sich eine gesteigerte Expression von TGF-betal bei
Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson, Amyotropher Lateralsklerose, Kreutzfeldt-Jakob,

Schlaganfall, Gehirntrauma sowie bei Multipler Sklerose.

Seit bekannt ist, dass nicht nur im embryonalen Nervensystem eine Vielzahl an Stammzellen
existiert, sondern dass sich auch das adulte Sdauger-Gehirn, einschlieBlich dem des Men-
schen, eine gewisse, wenn auch begrenzte Plastizitat erhalten hat (Carpenter et al., 1999;
Nunes et al., 2003), sind neurale Stammzellen verstarkt in den Mittelpunkt des Interesses der
Neurowissenschaftler geriickt. Dieses Wissen um die Anwesenheit von Stammzellen im adul-
ten Gehirn hat die Hoffnung geweckt, adulte neurale Stammzellen in ndherer Zukunft thera-
peutisch einsetzen zu kdnnen, um Zellverluste bei neurodegenerativen Erkrankungen aus-
zugleichen. Der Ersatz abgestorbener Neurone konnte einerseits durch Modulation der adulten
Neurogenese Uber die Stimulierung endogener Stammzellen im Gehirn erfolgen. Denkbar
wére aber auch das Propagieren kdrpereigener Stammzellen in vitro mit anschlieRender
Transplantation in die betroffene Gehirnregion. Neue Therapieformen zielen in der Regel pri-
mér auf eine Transplantation von neuronal determinierten Zellen in das erkrankte Gehirn ab.
In der Praxis hat sich jedoch gezeigt, dass die Uberlebensrate transplantierter Zellen bislang

sehr niedrig einzustufen ist (Brundin et al., 2000). Auch ber das Verhalten der Zellen nach
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der Transplantation ist noch wenig bekannt. Unabdingbare VVoraussetzung fir eine zukiinftige
klinische Anwendung neuraler Stammzellen, in der ein Verlust von Nervenzellen durch Stei-
gerung der adulten Neurogenese oder Zelltransplantation ausgeglichen werden soll, ist dem-
zufolge in erster Linie ein besseres Verstandnis der Neurogenese. Im Sinne einer moéglichst
gezielten und effizienten Anwendung im Bereich neurologischer Erkrankungen, die mit
einem Verlust von Neuronen im adulten Gehirn einhergehen, sollte man die physiologische
Funktion der Stammzellen sowie die Regulation durch unterschiedliche Einflisse genauestens
kennen, um vielfaltige Behandlungsmaglichkeiten zu erlauben. Dartiber hinaus waéren tiefere
Einsichten in pathophysiologische Prozesse wiinschenswert, um Strategien zu entwickeln, die
es ermoglichen, adulte Stammzellen als autologe Quellen zur Therapie neurodegenerativer
Erkrankungen zu nutzen. Eine Grundvoraussetzung, um die auf Stammzellen basierende The-
rapie sicher und wirkungsvoll zu machen, wére zudem ein detailliertes Wissen dariber, was
Stammzellproliferation (und -differenzierung) im Einzelnen beeinflussen kann. Besondere
Beachtung verdienen deshalb Fragen nach den Mechanismen der Proliferation und ihrer
Modulierung durch verschiedene Faktoren. Denn eine verminderte Stammzellproliferation hat
sehr wahrscheinlich zur Folge, dass am Ende weniger neue Nervenzellen gebildet werden. So-
mit wére hier eine Forderung der Proliferation angebracht, aber dennoch alleinig nicht aus-
reichend. Um abgestorbene Neurone zu ersetzen, gilt es insbesondere auch neuronale Induk-

tion, Determinierung, Migration und Differenzierung zu begunstigen.

Die vorliegende Promotionsarbeit ist ein weiterer Baustein auf dem Weg zu einem besseren
Verstandnis der molekularen und zellularen Grundlagen adulter Neurogenese und ihrer Re-
gulation auf den Ebenen der Proliferation und Differenzierung. Einleitend werden nun zu-
néchst die wissenschaftlichen Hintergriinde, die in direktem Kontext mit dieser Arbeit stehen,
zusammengefasst: Ausgehend von einem historischen Rickblick auf die Entdeckung der
Neurogenese im adulten Gehirn, wird anschlieBend die Definition des Begriffs der ,,Adulten
Neurogenese* beleuchtet. Weiter werden grundsitzliche Eigenschaften von neuralen Stamm-
zellen sowie die neurogenen Regionen des adulten Gehirns beschrieben. In der Folge wird
dann auf die Regulation der adulten Neurogenese durch unterschiedliche Faktoren eingegan-
gen und es werden Methoden zur Untersuchung adulter Neurogenese dargestellt. AuRerdem
wird die Expression und Funktion von TGF-betal im ZNS aufgezeigt und der Ablauf der
Signaltransduktion veranschaulicht. Erlauterungen Uber die erhdhte Expression von TGF-be-
tal bei Erkrankungen des ZNS und ihre moglichen Auswirkungen auf die Neurogeneserate

fiihren hin zur Zielsetzung dieser Dissertation.
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1.1. Neurogenese im adulten Gehirn

1.1.1. Die Entdeckung der Neubildung von Nervenzellen im adulten Gehirn

Lange Zeit war die Meinung vorherrschend, dass Neurogenese, die Neubildung von
Nervenzellen, mit dem Durchlaufen der Embryonalentwicklung abgeschlossen sei. Eine weit-
verbreitete und allgemein anerkannte Vorstellung war demzufolge das Fehlen jeglicher
Neubildung von Nervenzellen im adulten Sauger-Gehirn. Dieses Dogma der Neurowissen-
schaften war auf friihe Studien gegen Ende des 19. Jahrhunderts zuriickzuftihren, die belegten,
dass das Gehirn sehr bald nach der Geburt seine endgultige Struktur erreicht hatte und dartber
hinaus nicht in der Lage sei, sich im Laufe des Lebens zu verédndern (Koelliker, 1896; His,
1904). Ausgehend von diesen Beobachtungen formulierte der Nobelpreistrager Santiago
Ramodn y Cajal Anfang des letzten Jahrhunderts (Cajal, 1928) folgende, dogmatische These:

.-.. 1Im adulten Gehirn sind die Nervenbahnen fixiert, beendet, unveranderlich. Alles
kann sterben, nichts kann regeneriert werden. Es liegt, wenn maoglich, in den Héanden der

zukiinftigen Wissenschaft, dieses raue Urteil zu widerlegen ...*

Obwohl es bereits in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts Hinweise gab, die dieser Lehr-
meinung widersprachen, konnte der Nachweis flr die Neubildung von Nervenzellen in unter-
schiedlichen Regionen des adulten Rattengehirns erst in den 60er Jahren durch Joseph Altman
unter Verwendung von [*H]-Thymidin-Autoradiografien erbracht werden (Altman, 1962;
1963; Altman & Das, 1965a; 1965b). Diesen, aus heutiger Sicht, bahnbrechenden Erkennt-
nissen wurde jedoch in den beiden folgenden Jahrzehnten nur wenig Beachtung geschenkt,
zumal sie nicht den damaligen Vorstellungen entsprachen. Erst als Kaplan und Hinds in den
70er Jahren, 15 Jahre nach Altmans erster Verdffentlichung, durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen autoradiografisch-markierter Zellen adulte Neurogenese im Hippocampus
(HC) und Riechkolben drei Monate alter Ratten bestatigten (Kaplan & Hinds, 1977), war der
definitive Nachweis flr die Neubildung von Nervenzellen gelungen und dieses Forschungs-
gebiet riickte langsam in den Mittelpunkt des Interesses der Neurowissenschaftler. Ein wei-
terer entscheidender Fortschritt auf dem Weg der Neurogeneseforschung konnte in den 90er
Jahren mit der Einflihrung neuer Techniken, wie der 5-Bromo-2'-desoxyuridin (BrdU)-Mar-
kierung proliferierender Zellen, der Konfokal-Mikroskopie sowie der Immunhistochemie,
erzielt werden. Durch die Anwendung dieser Methoden in einer Vielzahl an Veroffentlich-
ungen und der damit verbundenen, vereinfachten Identifizierung neuer Nervenzellen, konnten

letzte Zweifel ausgerdumt werden, dass die Neubildung von Nervenzellen auch im adulten
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Gehirn fortbesteht. SchlieRlich wurde gegen Ende der 90er Jahre adulte Neurogenese in
Primaten (Gould et al., 1997; Gould et al., 1999; Kornack & Rakic, 1999), einschlie8lich des
Menschen (Eriksson et al., 1998), beschrieben.

1.1.2. Adulte Neurogenese

Der Begriff ,,Adulte Neurogenese“ beschreibt die Bildung neuer Nervenzellen im
adulten Gehirn. Obwohl Neurogenese oftmals lediglich mit der Proliferation von Vorldaufer-
zellen assoziiert wird, stellt sie vielmehr einen komplexen Prozess dar, der mit der Teilung
der Vorlauferzelle (Proliferation) beginnt, gefolgt von Migration und Differenzierung, und
schlie3lich mit der Existenz und Integration eines neuen, vollstdndig funktionsféhigen, Neu-
rons endet. Das beinhaltet, dass Neurogenese weitaus mehr ist, als nur die Teilung einer VVor-
lauferzelle. Um ausgehend von der Stammzelle iiber die Zwischenstufe unreifer Vorlaufer-
zellen zur ausdifferenzierten Nervenzelle zu gelangen, sind zahlreiche Entscheidungen auf
Ebene des zelluldren Programms notwendig. So involviert Neurogenese zunédchst Entschei-
dungen auf Vorlauferzellebene, wie die Frage, ob symmetrische Teilungen (mit identischen
Tochterzellen) oder asymmetrische Teilungen (mit unterschiedlichen Tochterzellen) stattfin-
den werden (Kempermann, 2006). Nach Ablauf einer asymmetrischen Teilung und dem Aus-
tritt der Zellen aus dem Zellzyklus bestimmen dann verschiedene, zum Teil genetische, Fakto-
ren das Schicksal der entstandenen Zellen. Von Sonic hedgehog, Sox 1-3 und Notch/Hes weil3
man, dass sie den Stammzellstatus einer Zelle erhalten konnen. Dagegen aktivieren C/EBP,
Mash1, Neurogenin 1/2 sowie NeuroD und Math3 neuronale Gene und férdern unter An-
wesenheit bestimmter Wachstumsfaktoren wie Fibroblast Growth Factor (FGF) die neuronale
Differenzierung (Gangemi et al., 2004). Daruber hinaus sind es jedoch auch epigenetische
Faktoren, die die neuronale Differenzierung aus Stammzellen lenken (Hsieh & Gage, 2004):
hierzu zdhlt man unter anderem den Einfluss neurogener Transkriptionsfaktoren auf die
Aktivitdt des Chromatins. Die Neubildung von Nervenzellen beinhaltet in der Folge auch das
Sicherstellen des Uberlebens der entstandenen Zellen, da das Ergebnis der Neurogense stark
von der Fdhigkeit der unreifen Neurone abhéngt, zu iiberleben und nicht dem Zelltod zu
unterliegen. Des weiteren schliesst sie auch die Migration der differenzierenden Zelle sowie
die Differenzierung selbst mit ein, in deren Ablauf Gene entsprechend dem neuronalen Profil
an- und abgeschaltet werden (Kempermann, 2006). Die Neubildung von Nervenzellen bedingt
im weiteren Verlauf zudem die Ausbreitung der zelluldren Fortsitze wie der Dendriten und
Axone, die Verbindungen herstellen und Synapsen ausbilden. Nicht zuletzt involviert Neu-

rogenese die Erfiillung elektrophysiologischer Kriterien eines funktionsfdahigen, reifen Neu-
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rons: SchlieBlich miissen sich die entstandenen Neurone durch die Prdsenz von Natri-
umkandlen und die Fihigkeit, Aktionspotentiale zu generieren, als funktionsfdhig erweisen
(Kempermann, 2006). Insgesamt leisten all diese Faktoren einen Beitrag zur Neurogenese und

jeder fiir sich muss dementsprechend als ihr zugehorig betrachtet werden.

1.1.3. Neurale Stammzellen im adulten Gehirn

Vor wenigen Jahren konnte gezeigt werden, dass adulte Neurogenese direkt mit der
Anwesenheit multipotenter, neuraler Stammzellen verknipft ist, und sogar bis ins hohe Alter
aufrechterhalten wird (Gage, 2000). Unter physiologischen Bedingungen kénnen proliferie-
rende Stammzellen in groRerer Anzahl nur in zwei Gehirnregionen gefunden werden: im
Gyrus dentatus (GD) des Hippocampus (HC) sowie in der Subventrikuldrzone (SVZ) der
lateralen Ventrikel. Dennoch konnten in tierexperimentellen Versuchen neurale Stammzellen
auch aus weiteren Regionen des erwachsenen Gehirns (z. B. Striatum, Neocortex, Amygdala
und Rickenmark) isoliert werden (Palmer et al., 1995; Palmer et al., 1999; Bernier et al.,
2002). Da die hierzu vorliegenden Forschungsbefunde jedoch keine Aufklarung uber den

Ursprung der aufgefundenen Stammzellen bieten, ist dieser bislang ungeklart.

Stammzellen lassen sich allgemein aufgrund ihrer Eigenschaften nach unterschiedlichen
Kriterien einteilen: 1) bezuglich ihrer Potenz als totipotent bis multipotent, 2) bezlglich ihres
ontogenetischen Entwicklungsgrades in adulte oder embryonale Stammzellen und 3) gemaf
ihrer Spezifitat fur bestimmte Organe. Die Potenz einer Stammzelle beschreibt ihre Moglich-
keiten zur Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen. Wéhrend embryonale Stammzellen
totipotente Eigenschaften aufweisen und demzufolge alle im Organismus vorhandenen
Zelltypen aus embryonalen Stammzellen hervorgehen kdnnen, sind diese Eigenschaften bei
sogenannten pluripotenten Stammzellen bereits deutlich eingeschrénkt. Zwar sind sie in der
Lage, uber die jeweilige Organ- bzw. Keimblattgrenze hinaus Zellen zu bilden; allerdings
besteht nicht mehr die Mdglichkeit, den gesamten Organismus zu generieren. Multipotente,
sogenannte gewebespezifische Stammzellen, haben die Fahigkeit, die verschiedenen Zell-
typen eines Organs zu bilden, bleiben dabei aber auf ihr jeweiliges Keimblatt beschrankt. Ein
Vertreter der Gruppe der multipotenten Stammzellen sind die neuralen Stammzellen des
zentralen Nervensystems. Sie konnen Uber die Zwischenstufe der neuronal bzw. glial
determinierten Vorlauferzellen in die drei hauptsachlichen, neuroektodermalen Zelltypen des
ZNS, Neurone (neuronale Differenzierung), Astrozyten und Oligodendrozyten (gliale Dif-

ferenzierung) ausreifen (vgl. Abbildung 1). Diese Zelltypen lassen sich in Zellkulturexperi-
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menten mit Antikorpern gegen Markerproteine wie Map2ab fir Nervenzellen, GFAP fir
Astrozyten und GalC fir Oligodendrozyten nachweisen. Umstritten ist derzeit, inwieweit
multipotente Stammzellen ihre Spezifitat fiir ein bestimmtes Organ oder Gewebe - beispiels-
weise fur das mesenchymale oder hdmatopoetische System - wieder verlieren kdnnen, um
nachfolgend Zellen anderer Gewebe - z. B. des ZNS - zu generieren. Zwar lieBen sich hdma-
topoetische Zellen verschiedenen Studien zufolge bereits sowohl in vitro als auch in vivo
neuronal differenzieren (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000; Priller et al., 2001a;
Priller et al., 2001b; Jiang et al., 2003). Die Hinweise darauf, dass organspezifische Stamm-
zellen ihr Programm im Sinne einer Transdifferenzierung auf ein anderes Gewebe umstellen
oder ihre Spezifitat auf weitere Organe ausweiten (Dedifferenzierung) kdnnen, wurden jedoch
durch Daten infrage gestellt, die belegen, dass hdmatopoetische Stammzellen mit anderen

Zellen fusionieren kdnnen (Alvarez-Dolado et al., 2003).

multipotente .D

Stammzelle
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Vorlauferzelle (® D
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Abbildung 1: Neurale Stammzellen und ihr Differenzierungspotential. Neurale Stammzellen sind multi-
potent, kdnnen sich selbst erneuern sowie in Astrozyten, Oligodendrozyten und Nervenzellen ausreifen.
Im Vergleich zur Stammzelle besitzt die unreife, aber bereits determinierte, Vorlauferzelle ein einge-
schranktes Entwicklungspotential.

Neben dem Potential zur Differenzierung in neuronale (Neurone) und gliale (Astrozyten und
Oligodendrozyten) Zelltypen (Multipotenz) zeichnen sich neurale Stammzellen auch durch
ihre Fahigkeit zur unbegrenzten Selbsterneuerung durch Teilung aus (McKay, 1997). Durch
das Kriterium der Selbsterneuerung wird sichergestellt, dass durch Teilung der Stammzelle
mindestens eine identische Kopie der Mutterzelle erzeugt wird. Fihrt die Teilung zu zwei
identischen Tochterzellen, spricht man von einer symmetrischen Teilung. Asymmetrische

Teilungen hingegen produzieren eine Stammzelle, identisch zur Mutterzelle, und eine Zelle,
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die einen Weg einschlégt, der irreversibel zur endgultigen Differenzierung fihrt. Diese, be-
reits glial oder neuronal determinierten Tochterzellen, weisen reduzierte Stammzelleigen-
schaften wie limitierte Selbsterneuerungsfahigkeit auf und werden als Vorlauferzellen be-
zeichnet. Sie sind, verglichen mit Stammzellen, durch ein hoheres Proliferationspotential und
die Maoglichkeit, durch symmetrische Teilungen Tochterzellen hervorzubringen, die zwar in
sich identisch, aber nicht identisch zur Ursprungszelle sind, gekennzeichnet (Kempermann,
2006).

1.1.4. Die neurogenen Regionen des adulten Gehirns

Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft kennt man zwei Regionen des adulten
Gehirns (vgl. Abbildung 2), in denen, unter physiologischen Bedingungen, wéhrend des
gesamten Lebens kontinuierlich neue Nervenzellen in groBerer Zahl gebildet werden: Dies ist
zum einen die Subgranulérschicht des GD im HC (Altman & Das, 1965a; Kaplan & Bell,
1984; Palmer et al., 1997) und zum anderen die SVZ der lateralen Ventrikel (Lois & Alvarez-
Buylla, 1993; 1994; Doetsch et al., 1999).

Abbildung 2: Neurogene Regionen des adulten Gehirns.
Neurale Stammzellen, die sich selbst erneuern (symme-
trische Teilung) und zudem Vorléufer von reifen Gliazellen
und Neuronen hervorbringen (asymmetrische Teilung),
existieren in der lateralen Ventrikelwand (blau) sowie im
HC (rot) in groRer Zahl (modifizierte 3-D-Abbildung aus
interBRAIN, Topografische Anatomie des ZNS des Men-
schen; CD-ROM).

Diese sogenannten neurogenen Regionen zeichnen sich durch die Présenz unreifer Vorlaufer-
zellen, aus denen sich neue Nervenzellen entwickeln kénnen sowie eine Mikroumgebung aus,
die es erlaubt, Neurogenese geschehen zu lassen. Bislang gibt es nur wenige Arbeiten, die
adulte Neurogenese auch in anderen Regionen, z. B. dem Cortex, belegen (Gould et al., 1999;
Gu et al., 2000; Magavi et al., 2000), obwohl neurale Stammzellen auch im Septum, Striatum
(Palmer et al., 1995), der Retina (Tropepe et al., 2000), im Rickenmark (Shihabuddin et al.,
1997) und in Regionen weiller Substanz wie Corpus callosum und Nervus opticus (Palmer et

al., 1999) gefunden wurden. Dies legt die Vermutung nahe, dass hier inhibierende Faktoren
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der Mikroumgebung der Neubildung von Nervenzellen entgegenwirken, wéhrend die Mi-
kroumgebung der SVZ und des HC offensichtlich fur die Neurogenese privilegiert sind

(Kempermann, 2006).

1.1.4.i. Adulte Neurogenese in der Subventrikuldrzone der lateralen VVentrikel

Die SVZ des adulten Gehirns ist ein Residuum des embryonalen Vorderhirns. Im Ver-
lauf der Embryonalentwicklung entstehen dort neurale Stammzellen in der so genannten ven-
trikuldren Zone (VZ), einer epithelialen Struktur, welche das frithe Neuralrohr auskleidet. Zu
Beginn der Embryogenese steht zunédchst die VergroBerung des Stammzellpools durch die
Bildung gleichartiger, proliferierender Tochterzellen infolge symmetrischer Teilungen. Da-
nach setzen etwa am Embryonaltag 11 (E 11) der Maus bzw. in der 5. Schwangerschafts-
woche beim Menschen (Sidman & Rakic, 1973; Meyer et al., 2000) asymmetrische Teilungen
ein: Wiéhrend eine der entstehenden Tochterzellen als Stammzelle im Epithel verbleibt,
sondert sich die andere Tochterzelle aus dem mit Stammzellen besetzten Epithel ab und
wandert als postmitotische, neuronale Vorlduferzelle iiber mehrere Hundert Zell-Léngen in
den sich entwickelnden Hirnmantel (zerebraler Cortex) ein (Sidman & Rakic, 1973), ohne
weitere Teilungen zu durchlaufen. Am Zielort angelangt, erfolgt die Ausreifung zur Nerven-
zelle sowie die Einbindung in das neuronale Netzwerk (Caviness et al., 1995; Couillard-
Despres et al., 2001). Nachfolgend werden auch Astrogliazellen gebildet; Oligodendrozyten
entstehen erst gegen Ende der Embryonalentwicklung bis nach der Geburt. Im Verlauf der
gesamten Entwicklung verringert sich der Anteil an Stammzellen in dramatischer Weise.
Wihrend bei der Maus am Embryonaltag 8.5 50 % Stammzellen in der Wand des Neural-
rohres aufzufinden sind, besteht kurz nach der Geburt in der SVZ nur noch ein Anteil an

Stammzellen von ca. 1 % (Temple, 2001).

Dennoch persistieren auch in der SVZ des adulten Gehirns multipotente Stammzellen, die
durch Proliferation kontinuierlich neue Vorlauferzellen hervorbringen. Lange Zeit war um-
stritten, welcher der dort lokalisierten Zelltypen die eigentliche Stammzelle darstellt. 1997
konnte jedoch gezeigt werden, dass GFAP-exprimierende Astrozyten, sogenannte B-Zellen,
als die primdren Stammzellen in der adulten SVZ fungieren (Doetsch et al., 1997). Man
unterscheidet hier zwei Typen von Astrozyten: B1-Zellen nahe des Ependyms und B2-Zellen
in der N&he des Striatums (Doetsch et al., 1997), wobei nicht eindeutig geklart ist, inwieweit

beide Teile zu der Population adulter Stammzellen in der SVZ beitragen.



1. Einleitung 22

Die GFAP-exprimierenden Stammzellen der SVZ generieren durch Teilung schnell proli-
ferierende, unreife Vorlauferzellen (Typ-C-Zellen), die ihrerseits zu unreifen Neuronen oder
Neuroblasten (Typ-A-Zellen) fiihren. Nach ihrer Entstehung wandern diese neuronal deter-
minierten, begrenzt proliferierenden Typ-A-Zellen Uber eine Distanz von mehreren Milli-
metern aus der SVZ des Nagergehirns durch den Rostralmigratorischen Strom (RMS) in

Richtung des primaren Riechzentrums, des Bulbus olfactorius (BO) (vgl. Abbildung 3).

Abbildung 3: Durch Proliferation der Stammzellen in der SVZ der Iateralenenrikel werden Vor-
lauferzellen generiert. Diese neu gebildeten Zellen (griin - BrdU Markierung) migrieren entlang des RMS
in den BO, wo ca. 99 % der Zellen zu GABAergen Granularzellen und 1 % der Zellen zu dopaminergen,
periglomerulédren Interneuronen ausdifferenzieren.

Die Migration erfolgt dabei, zu Ketten aufgereiht, entlang dinner Fortsatze der Typ-B2-Zel-
len (,,Chain Migration*). Diese sind allerdings nicht zwingend erforderlich, um eine Wan-
derung zu ermdglichen. Vielmehr stehen die migrierenden Zellen selbst in engem gegen-
seitigen Kontakt zueinander und weisen sich so den Weg (Doetsch & Alvarez-Buylla, 1996).
Aufgrund der fehlenden Existenz fester anatomischer Fihrungsstrukturen nimmt man an, dass
zudem Adhésionsmolekiile die Richtung der Migration steuern. Es konnte gezeigt werden,
dass migrierende Typ-A-Zellen Marker fir unreife, neuronale Zellen wie Polysialylated
neural cell adhesion molecule (PSA-NCAM) oder Doublecortin (Dcx), welches mit neuro-
naler Migration assoziiert wird (Gleeson et al., 1999), exprimieren. Auch PSA-NCAM gilt als
migrationsfordernd, ist allerdings weder spezifisch noch hinreichend (Hu et al., 1996).
Dariiber hinaus scheint das Protein Slit bei der Migration insofern eine Rolle zu spielen, dass
es als Repellent migrierende Zellen von der Wanderung in andere Gehirnregionen abhélt (Wu
et al., 1999). Von iibergeordneter Bedeutung ist in diesem Zusammenhang allerdings die
Tatsache, dass migrierende Neuroblasten den fiir die Migration erforderlichen Faktor Slit {iber
einen autokrin regulierten Mechanismus selbst exprimieren und ausschiitten und dadurch die

Richtung der Migration bestimmen.
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Wahrend der ,,Chain Migration* entlang des RMS setzen die Typ-A-Zellen ihre Proliferation
deutlich verlangsamt fort (Smith & Luskin, 1998) und initiieren in der Folge die neuronale
Reifung (Menezes et al., 1995). Sobald sie im priméren Riechzentrum angekommen sind,
werden die noch unreifen Neurone schliellich durch einen derzeit unbekannten Mechanismus
dazu veranlasst, die Richtung ihrer Migration zu andern und sich radial in die Granularzell-
schicht und die Periglomerularschicht (Kempermann, 2006) zu bewegen, wo sie zu GABA-
ergen und dopaminergen Interneuronen differenzieren (Luskin, 1993) und ins neuronale Netz-

werk integrieren.

Die Existenz des BO als Teil einer neurogenen Zone in der Ratte wurde bereits 1965 in einer
Studie Altmans postuliert, in der er nach Injektion von [*H]-Thymidin in die SVZ innerhalb
kurzer Zeit eine starke Abnahme der markierten Zellen dokumentierte. Im gleichen Jahr
konnte er zeigen, dass Zellen, welche postnatal in der SVZ generiert wurden, in den Riech-
kolben migrieren und dort zu Neuronen ausreifen (Altman & Das, 1965a; 1965b). 1969 be-
schrieb Joseph Altman schlieBlich als Erster detailliert den RMS in der Ratte (Altman, 1969).
Im Menschen wurde allerdings, bis heute, weder die anatomische Struktur eines RMS noch
die ,,Chain migration“ nachgewiesen. Somit ist es fraglich, ob die Migration von Neuro-
blasten zwischen SVZ und BO auch im Menschen existiert (Sanai et al., 2004).

1.1.4.1i. Adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus

Auch im GD des HC erfolgt kontinuierlich eine Neubildung von Nervenzellen im adul-
ten Gehirn. Die Entstehung neuronaler Vorlauferzellen durch Proliferation von Stammzellen
findet in einer diinnen Schicht, der Subgranuléren Zone (SGZ), zwischen Granularzellschicht
und Hilus, statt. Im Vergleich zum olfaktorischen System (SVZ/RMS/BO) ist die hippo-
campale Neurogenese rdumlich weitaus begrenzter. Wahrend die Zellen der Ventrikelwand
Uber weite Bereiche entlang des RMS in das primare Riechzentrum einwandern, um dort zur
Nervenzelle auszudifferenzieren, verwandeln sich die Zellen des HC in der Nahe ihres
Entstehungsorts zu sogenannten Granuldrnervenzellen. Zudem unterscheidet sich die Quanti-
tat beider neurogener Regionen in drastischer Weise: Der Generierung von taglich ca. 30000
Neuronen in der SVZ der Ratte steht die Entstehung von vergleichsweise wenig neuen Zellen,
namlich nur mehreren Tausend, im HC gegenlber (Cameron & McKay, 2001). Trotz dieser
Einschrankung ist die Entdeckung der hippocampalen Neurogenese von auf3erordentlicher
Wichtigkeit, insbesondere im Hinblick auf ihre potentiell hdhere, funktionelle Relevanz beim

Menschen. Bekannt ist, dass dem HC eine zentrale Rolle bei der Filterung von Information



1. Einleitung 24

zukommt, bevor die Langzeitspeicherung in neokortikalen Regionen erfolgt. Neue Befunde
bestatigen zudem, dass neue Nervenzellen im HC mit dem Lernen und Abrufen von Ge-

dachtnisinformationen in Verbindung stehen (Barnea & Nottebohm, 1996).

Die Stammzellen der adulten SGZ, sogenannte Typ-1-Zellen, stellen eine Population von
Zellen dar, die, wie die Stammzellen der SVZ, Eigenschaften von Astrozyten aufweisen (Seri
et al., 2001). Im Gegensatz zu den korrespondierenden Typ-B-Zellen der SVZ zeigen die
Typ-1-Zellen des GD eine charakteristische Morphologie, die denen radialer Gliazellen
dhnelt. Ihre Ahnlichkeit kommt durch einen langen und starken, apikalen Fortsatz, der sich bis
in die Granulérzellschicht erstreckt, zustande (Filippov et al., 2003). Typ-1-Zellen ex-
primieren, neben Nestin, das Astrozyten-Protein GFAP, sind allerdings negativ fiir S1008,
einen weiteren astrozytaren Marker (Seri et al., 2004; Steiner et al., 2004). Die asym-
metrische Teilung der Typ-1-Zellen fuhrt zur Existenz von Typ-2-Zellen, welche ein
ausgesprochen hohes Proliferationspotential besitzen (Filippov et al., 2003). Man unter-
scheidet Typ-2a-Zellen, die sich durch eine fehlende immunhistologische Nachweisbarkeit
von Dcx auszeichnen und Typ-2b-Zellen, die immunreaktiv fur Dcx (Marker fur unreife,
neuronale Zellen) sind (Kronenberg et al., 2003). Untersuchungen konnten belegen, dass die
Dcx-Expression mit der Initiierung der neuronalen Differenzierung sowie Migration assoziiert
werden kann (Francis et al., 1999). Das Typ-2-Zellstadium beinhaltet somit den Ubergang
von einer gliadhnlichen Vorlauferzelle zur neuronal determinierten Zelle. Die nachste Stufe
der Entwicklung stellt die Transition vom proliferativen Status der Typ-2-Zellen zu dem post-
mitotischen Stadium unreifer Neurone dar, den Typ-3-Zellen. Diese Zellen exprimieren wei-
terhin Dcx, wogegen die Expression von Nestin bereits reduziert ist. Obwohl noch zur Tei-
lung beféhigt, vollziehen Zellen in diesem Stadium eher morphologische Veranderungen
(Kempermann, 2006). Weiterhin erfolgt jetzt auch die radiale Migration der Zellen Uber eine
kleine Distanz entlang der Fortsétze von existierenden Neuronen und radialen, gliadhnlichen
Zellen in Richtung der Granulérzellschicht (Seki & Arai, 1999). Nachdem die Typ-3-Zellen
den Zellzyklus verlassen haben, beginnen sie dort, die spezifischen, morphologischen und
funktionellen Eigenschaften der Granulérnervenzellen auszubilden und ins bestehende Netz-
werk zu integrieren. Die neu gebildeten Neurone projizieren dabei ihre Axone in die CA3-Re-
gion des HC und bilden synaptische Verbindungen aus (Stanfield & Trice, 1988; Markakis &
Gage, 1999; Carlen et al., 2002). In elektrophysiologischen Studien konnte kirzlich gezeigt
werden, dass die entstandenen Granuldrzellen tatsachlich funktionelle Synapsen aufweisen

und sich diesbeziiglich nicht von Zellen, die wahrend der frilhen Entwicklung generiert wur-
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den, unterscheiden (Snyder et al., 2001). Sie exprimieren, nach der transienten Expression
von Calretinin, den reifen Granulédrzellmarker Calbindin sowie den postmitotischen, neuro-
nalen Marker NeuN (Brandt et al., 2003).

Sowohl wahrend der embryonalen als auch der adulten Neurogenese generieren die Vorlau-
ferzellen einen enormen Uberschuss an neuronal vorbestimmten Zellen. Im GD der Ratte wer-
den jeden Tag mehrere Tausend neue Zellen geboren (Cameron & McKay, 2001). Dies zeigt
die immense Kapazitat des adulten Gehirns, innerhalb der neurogenen Regionen neue Ner-
venzellen zu bilden. Dennoch werfen diese Erkenntnisse die Frage nach dem Schicksal dieser
Zellen auf, zumal das Gehirn durch die Schédelknochen stark in seinem Volumen begrenzt
ist. Es konnte gezeigt werden, dass durch Selektionsvorgénge nur ein Bruchteil der neu gebil-
deten Zellen Uberlebt (Oppenheim, 1991) und rekrutiert wird. Die Mehrheit der Zellen wird,
ahnlich wie bei der Entwicklung des Gehirns, einem Eliminierungsprozess durch program-
mierten Zelltod (Apoptose) unterworfen (Biebl et al., 2000). So weisen Regionen adulter
Neurogenese bis zu 100-mal mehr apoptotische Zellen auf als nicht-neurogene Bereiche. Das
Ausmal der hier wirkenden apoptotischen Mechanismen unterliegt allerdings unterschiedlich-
en Faktoren. Durch eine reizreiche Umgebung konnte in Studien der Prozentsatz an spon-
tanem, apoptotischen Zelltod im HC um 45 % gesenkt werden (Young et al., 1999). Zudem
erwies sich auch der Rekrutierungsvorgang der Zellen als aktivitatsabhéngig (Kempermann et
al., 1997; Kempermann et al., 1998). Die molekularen Mechanismen, die steuern, ob eine neu
geborene Zelle tberlebt und sich funktionell in das bestehende Netzwerk integriert oder ab-
stirbt, sind aufgrund mangelnder Studien auf diesem Gebiet bis dato noch unzureichend

erforscht.

1.1.5. Die Requlation der adulten Neurogenese durch unterschiedliche Faktoren

Mittlerweile konnte eine Vielzahl von Faktoren identifiziert werden, die auf unter-
schiedlichen Ebenen (Proliferation, Migration, Differenzierung und Zelltod) regulierend in
den Ablauf der Neurogenese in vivo eingreifen. So kann Neurogenese von externen Be-
dingungen beeinflusst, aber auch auf molekularer Ebene sowohl positiv als auch negativ

moduliert werden.

Externe und physiologische Bedingungen beeinflussen adulte Neurogenese. Tiere, die in
einer reizreichen Umgebung mit der Mdoglichkeit zur Ausbildung motorischer, visueller,
auditiver und sozialer Fahigkeiten gehalten wurden, zeigten eine verstarkte Bildung neuer

Nervenzellen im Vergleich zu Kontrolltieren (Barnea & Nottebohm, 1994; Kempermann et
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al., 1997b; Kempermann et al., 1998; Nilsson et al., 1999; Kempermann et al., 2002). Die
reizreiche Umgebung schien dabei insbesondere neuroprotektiv auf junge Neurone, die unter
Standardlaborbedingungen zum Teil durch Apoptose eliminiert werden, zu wirken (Young et
al., 1999). Tiere, die in einer reizreichen Umgebung lebten, zeigten zudem eine verbesserte
Feinmotorik sowie bessere Ergebnisse bei Lernaufgaben (Nilsson et al., 1999). Am bedeu-
tendsten war jedoch, dass der stimulierende Effekt auf die Neurogenese auch bei Tieren im
hohen Alter auftrat und sogar dann, wenn die Tiere nur fir wenige Wochen den reizreichen
Bedingungen ausgesetzt waren (Kempermann et al., 1998). Auch die Mdglichkeit der physi-
schen Aktivitat fuhrte in Nagern zu einer gesteigerten Neurogeneserate (van Praag et al.,
1999a; van Praag et al., 1999b), verursacht durch eine erhéhte Zellproliferation, welche sogar
tber mehrere Tage bis zu Wochen anhielt. So findet sich nach der Anbringung eines Lauf-
rads in einen Standardlaborkafig eine erhebliche Steigerung der hippocampalen Neurogenese
(Isaacs et al., 1992). Dagegen gibt es auch Faktoren, die sich nachteilig auf das Neuro-
genesepotential auswirken. In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass mit zunehmendem
Alter ein Ruckgang der Neubildung von Nervenzellen zu verzeichnen ist (Altman & Das,
1965a; Seki & Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Kempermann et al., 1998; Cameron & McKay,
1999; Bizon & Gallagher, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die verminderte Neuro-
genese hier mit einer reduzierten Proliferation der neuronalen Vorlauferzellen korreliert,
wéhrend die Proliferation anderer Zellen unberihrt bleibt (Kuhn et al., 1996). Wie man heute
weil3, ist der altersabhangige Abfall der Neurogenese teilweise auf einen Anstieg des Cortico-
steroidspiegels zuriickzufuhren. So zeigen alte Ratten nach einer Adrenalektomie (chirur-
gische Entfernung der Nebennieren) eine Neurogeneserate, die derjenigen junger Ratten
entspricht (Cameron & McKay, 1999). Weitere Einflussfaktoren, die zu den negativen Stimuli
gezahlt werden, stellen Réntgenstrahlung oder der Geruch eines natlrlichen Feindes dar. In
Studien konnte nachgewiesen werden, dass Réntgenstrahlen eine Inhibierung der Proliferation
in der SGZ des HC verursachen (Parent et al., 1999; Monje et al., 2002; Santarelli et al.,
2003; Raber et al., 2004) und zu lang anhaltenden Schaden fuhren (Mizumatsu et al., 2003;
Rola et al., 2004). Untersuchungen konnten auBerdem belegen, dass Nagetiere, die dem Ge-
ruch ihrer natirlichen Feinde ausgesetzt waren, mit einer verminderten Zellproliferation im
HC reagierten (Tanapat et al., 2001). In diesem Kontext ist auch die eminente Rolle von
Stress als weiterer negativer Modulator des Neurogenesepotentials zu erwahnen. Dass Stress
die Neurogenese verringert, konnte sowohl in Nagetieren als auch bei Primaten gezeigt wer-
den (Gould et al., 1998; Tanapat et al., 1998; Gould & Tanapat, 1999). Da akuter wie chro-
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nischer Stress zu einer erhdhten Freisetzung von Glucocorticoidhormonen der Nebenniere
sowie von erregenden Neurotransmittern fihren (Gould et al., 1997), ist dies auch keineswegs
verwunderlich. So hat prénataler Stress einen lang anhaltenden Einfluss auf die adulte Neuro-
genese und scheint sogar den Grundumsatz adulter, hippocampaler Neurogenese zu beein-
trachtigen (Lemaire et al., 2000; Coe et al., 2003). Hingegen ist aufgrund mangelnder Unter-
suchungen nicht bekannt, wie lang anhaltend der Effekt von Stress im Erwachsenenalter ist.
Zumindest aber sind die negativen Effekte auf die adulte, hippocampale Neurogenese, sogar
die durch lang anhaltenden Stress verursachten, reversibel (Heine et al., 2004). Nicht zuletzt
nehmen auch die genetische Pradisposition (Kempermann et al., 1997a) sowie die Erndhrung
Einfluss auf das Neurogenesepotential. So bewirkte eine Kalorienreduktion bei Nagetieren
eine Zunahme der Zellproliferation im GD des HC (Lee et al., 2002).

Pathologische Bedingungen beeinflussen adulte Neurogenese. Zu den Stimuli, die Neu-
rogenese fordern, z&hlen zudem pathologische Ereignisse wie z. B. zerebrale Ischdmien
(Takagi et al., 1999; Liu et al., 2000; Jin et al., 2001; Takasawa et al., 2002) oder epileptische
Anfélle (Bengzon et al., 1997; Parent et al., 1997; Madsen et al., 2000; Jiang et al., 2003).
So fuhrte die Induktion epileptischer Aktivitat durch elektrische Stimulation oder die Appli-
kation chemokonvulsiver Substanzen im Tiermodell zu einem Anstieg der Neurogeneserate
(Bengzon et al., 1997; Parent et al., 1997; Scharfman et al., 2003). Darlber hinaus gelten me-
chanische Verletzungen des Gehirns als weitere Induktoren zur Stimulierung der Neubildung
von Nervenzellen. Auch hier wird eine erhdhte Teilungsaktivitat der Zellen als Grund fir die
steigende Neurogeneserate angesehen. Kontrovers diskutiert werden hingegen derzeit die Zu-
sammenhénge zwischen Neurogenese und Depression (Duman et al., 2001; Kempermann &
Kronenberg, 2003; Henn & Vollmayr, 2004). In Tiermodellen konnte eine Verminderung der
adulten Neurogenese wéhrend depressionsartiger Zustande beobachtet werden. In diesem Zu-
sammenhang wurde kirzlich dokumentiert, dass Antidepressiva wie Fluoxetin, die den Sero-
toninspiegel anheben, eine Stimulation der hippocampalen Neurogenese zur Folge haben
(Malberg et al., 2000). Interessanterweise nimmt die Wirkung von Fluoxetin auf die Neu-
bildung von Nervenzellen mit zunehmendem Alter ab. Somit zeigt sich, dass die therapeu-
tischen Effekte von Antidepressiva, zumindest in alteren Patienten, nicht durch eine Modu-
lierung der Neurogeneserate mediiert sind. Insgesamt ist noch weitgehend unklar, inwieweit
ein Zusammenhang zwischen der klinischen Manifestation der Depression und Neurogenese
besteht (Couillard-Despres et al., 2009).
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Hormone und Neurotransmitter beeinflussen adulte Neurogenese. Neben diesen Fakto-
ren sind auch Hormone und Neurotransmitter beschrieben, die an der Regulation der adulten,
hippocampalen Neurogenese beteiligt sind. Um den inhibierenden Effekt von Glucocortico-
iden wie Cortisol und Corticosteron, die von der Nebennierenrinde sekretiert werden, zu be-
legen, wurde in Experimenten die Freisetzung dieser Hormone durch die Entfernung der
Nebennieren gehemmt, was einen Anstieg der Zellproliferation nach sich zog (Gould et al.,
1992; Cameron & Gould, 1994; Cameron & McKay, 1999; Montaron et al., 1999). Im Ge-
gensatz dazu konnte eine Forderung der Proliferation durch Ostrogen festgestellt werden
(Tanapat et al., 1999). Weiter wurde dokumentiert, dass durch die Blockierung des N-Me-
thyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors mit dem Glutamat-Rezeptor-Antagonisten MK-801 eine
gesteigerte Neurogenese unter physiologischen und pathologischen Bedingungen bewirkt
werden kann (Gould et al., 1994; Arvidsson et al., 2001; Okuyama et al., 2004). In Analo-
gie dazu findet sich nach Aktivierung des Rezeptors ein Rickgang der Proliferationsrate
(Cameron et al., 1995; Cameron et al., 1998).

Wachstumsfaktoren beeinflussen adulte Neurogenese. Eine bedeutende Rolle hinsicht-
lich der Beeinflussung der adulten Neurogenese auf den Ebenen der Proliferation und Dif-
ferenzierung wird auch den Wachstumsfaktoren zugewiesen. Von in-vitro-Daten wei3 man,
dass Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) oder Epidermal Growth Factor (EGF) benétigt wer-
den, um neurale Vorlauferzellen in einem nicht differenzierten, proliferativen Zustand zu hal-
ten (Reynolds et al., 1992; Ray et al., 1993). In-vivo-Studien konnten belegen, dass die intra-
ventrikulare Infusion von EGF in das ventrikuldre System adulter Ratten eine deutliche
Erh6hung der Proliferation in der SVZ nach sich zieht. Die intraventrikulére Infusion hatte
dagegen keinen proliferationsinduzierenden Effekt auf die SGZ des GD (Kuhn et al., 1997).
Uberraschenderweise hatte EGF zudem keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen, son-
dern verursachte vielmehr eine Verschiebung des Gleichgewichts von der neuronalen zu-
gunsten der glialen Differenzierung. FGF-2 férderte hingegen Proliferation, Uberleben und
neuronale Differenzierung im System SVZ/RMS/BO, nicht aber im HC (Kuhn et al., 1997).
Dariiber hinaus gelten die Infusion von Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) bzw.
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), die einen deutlichen Anstieg der Zahl neu gebildeter
Neurone im BO bzw. GD zur Folge haben (Zigova et al., 1998; Aberg et al., 2000), als po-
sitive Regulatoren der Neurogenese. Im Gegensatz dazu konnte kirzlich der Wachstumsfaktor
und Immunregulator TGF-betal als ein weiterer wesentlicher Faktor identifiziert werden, der

die Neurogenese in vivo auf Ebene der Zellproliferation inhibiert (Wachs et al., 2006).
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1.1.6. Die Untersuchung der Neurogenese

Die Neubildung von Nervenzellen sowie die Regulation dieses Prozesses durch ver-

schiedene Faktoren und Einflisse kdnnen sowohl in vivo als auch in vitro untersucht werden.

Untersuchung der Neurogenese in vivo. Fur die Analyse der Neurogenese in vivo exis-
tieren verschiedene Nachweismethoden, die alle auf einer Markierung sich teilender Zellen
basieren. Zur Darstellung der Neurogenese eignen sich einerseits sogenannte Mitosemarker
wie PCNA oder aber Infektionen mit einem Retrovirus. Ein Nachteil dieser Methoden besteht
allerdings in der fehlenden, weiteren Charakterisierbarkeit der Zellen. So kénnen anhand die-
ser Verfahren Stammzellen sowie gliale und neuronale Zellen nicht voneinander abgegrenzt
werden. Der Einsatz von synthetischen Thymidin-Analoga wie BrdU bietet dagegen den Vor-
teil der einfachen Kombinierbarkeit mit immunhistochemischen Markern und ermdglicht so
eine zusatzliche Charakterisierung der BrdU-markierten Zellen. Nach systemischer Gabe von
BrdU wird es wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA sich teilender Zellen eingebaut
(Miller & Nowakowski, 1988). Die markierten Zellen kdnnen nachfolgend durch die Ver-
wendung von Antikorpern gegen BrdU sichtbar gemacht werden. Ein limitierender Faktor
dieser Methode ist allerdings, dass BrdU zur Markierung der proliferierenden Zellen in den
lebenden Organismus appliziert werden muss, bevor post mortem die Auswertung erfolgen
kann. Dies schlieft Studien am Menschen ganzlich aus und macht insgesamt Verlaufsbe-
obachtungen lebender Organismen unméglich. Abgesehen von dieser Einschrankung erge-
ben sich bei der Anwendung von BrdU zur Markierung proliferierender Zellen weitere
Schwierigkeiten im Hinblick auf eine angemessene Dosierung. Wahrend bei einer Uberdo-
sierung die Gefahr einer toxischen Wirkung auf den Organismus besteht, werden bei zu ge-
ringer Applikation von BrdU die sich teilenden Zellen moglicherweise nur unzureichend
markiert. Unterschétzt werden sollte auch nicht die potentielle Wechselwirkung zwischen
BrdU und anderen zur Untersuchung der Regulation der Neurogenese verwendeten Substan-
zen und die mogliche Auswirkung auf verschiedene zu analysierende Faktoren. Dennoch
stellt die Markierung mit BrdU eine bedeutsame Methode dar, um Neurogenese nachzu-
weisen, da sie eine zusatzliche Charakterisierung der markierten Zellen erlaubt. In diesem Zu-
sammenhang hat sich in den letzten Jahren Dcx als Marker flr neuronal determinierte Vor-
lauferzellen etabliert (Brown et al., 2003; Rao & Shetty, 2004). Dcx wird transient in mi-
grierenden, postmitotischen neuronalen Vorlauferzellen exprimiert und ist zudem weder in
Stammzellen oder glialen Vorlauferzellen noch in adulten Nervenzellen nachweisbar. Diese

spezifische Expression macht das Protein zu einem einzigartigen Marker flir Neurogenese.
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Durch die gleichzeitige Verwendung von Dcx- und BrdU-Antikérpern in immunhistoche-
mischen Farbungen im Anschluss an die BrdU-Markierung wird ermdglicht, das Ausmal} der
Neurogenese in vivo durch eine Quantifizierung der neugebildeten, neuronalen Zellen, im Be-

sonderen auch unter modulierenden Bedingungen, abzuschatzen.

Kultivierung neuraler Stamm- und Vorléauferzellen zur Untersuchung der Neurogenese
in vitro. Wie bereits erwahnt, sind zur Klarung und Untersuchung vieler biochemischer und
zellbiologischer Fragestellungen direkte Experimente am lebenden Organismus nicht durch-
fihrbar. In diesem Fall bedient man sich verschiedenster Modellsysteme, die moglichst ver-
gleichbare Bedingungen liefern und somit tbertragbare Ergebnisse erwarten lassen. Ein wei-
terer Zweig der Neurogenese- und Stammzellforschung setzt sich daher mit der Kultivierung
und Charakterisierung priméarer Zellkulturen aus NSZ in vitro auseinander. Zur Aufklarung
verschiedener Aspekte, die in vivo nicht dokumentiert werden kénnen, werden aNSZ isoliert
und in Kultur gebracht. Sie kdnnen dann einerseits als schwimmende Aggregate, sogenannte
,Neurospheres®, im Nahrmedium kultiviert werden (Reynolds & Weiss, 1992). Andererseits
gelingt die Expansion aNSZ auch als adhdrente Kultur, wobei die Zellen auf beschichteten
Oberflachen ausgesat werden und binnen kurzer Zeit einen adhdrent wachsenden Zellrasen
am Boden des Kulturgefdlles formen. Zellen, die aus dem Gehirn von adulten Ratten oder
Mé&usen gewonnen werden, konnen in der beschriebenen Weise nur in Anwesenheit der
Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 kultiviert und Uber mehrere Passagen hinweg expandiert
werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass undifferenzierte Vorldauferzellen aus dem adul-
ten HC so ber lange Zeit in Kultur gehalten werden kdnnen, ohne das Potential zur Dif-
ferenzierung in neuronale und gliale Zelltypen zu verlieren. Nachdem sie in den HC einer
adulten Ratte implantiert wurden, konnte sowohl eine neuronale als auch eine gliale Dif-
ferenzierung beobachtet werden (Gage et al., 1995a). Bei Implantation der Zellen in die SVZ
wanderten sie entlang des RMS in den BO ein, um dort neuronal auszudifferenzieren
(Suhonen et al., 1996). Durch Entzug der Wachstumsfaktoren und zusétzlichen Einsatz von
Serum kann die Differenzierung einer aNSZ-Kultur in die drei Hauptzelltypen des ZNS
(Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone) induziert werden (Reynolds & Weiss, 1992;
Gage et al., 1995b; Johansson et al., 1999; Arsenijevic et al., 2001). Ein weiterer Vorteil der
aNSZ-Kulturen besteht in der einfachen Charakterisierbarkeit hinsichtlich des Neurogenese-
potentials sowie weiteren Merkmalen durch eine Kombination verschiedenster immunhisto-
chemischer Marker. Diese Eigenschaften und die gute Verfligbarkeit machen NSZ aus Ratten

und Méusen zu einem optimalen Versuchsmodell, das neue Einsichten in wichtige Konzepte
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der Vorlauferzellbiologie wie Selbsterneuerung, Multipotenz, Spezifizierung und Differen-

zierung erlaubt.

Trotz all dieser Mdglichkeiten sind die derzeitigen Methoden in der Zellkultur noch nicht in
der Lage, die Situation in vivo hinsichtlich der dort vorherrschenden Mikroumgebung adaquat
zu imitieren. Vielmehr bedeutet die Kultur in vitro noch immer einen radikalen Wechsel der
Umwelt. Obwohl sich Stammzellen bereits Gber langere Zeitrdume kultivieren lassen, darf
nicht dartber hinweggesehen werden, dass es dabei zu einer langsamen Veranderung der
Eigenschaften der Zellen in Bezug auf ihren Charakter, ihr Potential und ihr Verhalten
kommen kann, was offensichtlich durch die unnattrliche Umgebung hervorgerufen wird. Ein
weiterer limitierender Faktor ist der begrenzte Zugang zu kultivierbaren Zellen, der insbe-
sondere humane Zellen betrifft. Zudem sind gerade in diesem Bereich die Kulturbedin-
gungen aufgrund fehlender, weitreichender Erfahrungen deutlich erschwert. Ratten- oder
Mauszellen sind dagegen vergleichsweise leicht zugénglich, allerdings beschranken hier nicht
standardisierte Kulturbedingungen die Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse sowie deren
Aussagekraft. Ein weiteres Problem besteht auch in der Inhomogenitat der extrahierten Zell-
population, die von Prdparation zu Préaparation variieren kann. Da Aspekte wie Selbsterneu-
erungspotential und Multipotenz in vivo nur schwer analysiert werden kénnen, scheint die
ex-vivo-Analyse trotz gewisser Einschrankungen unvermeidlich und durchaus angebracht.
Auch im Hinblick auf Zellersatz durch Transplantation bei neurodegenerativen Erkrankungen
ist die Expansion aNSZ in vitro von auf3erordentlicher Wichtigkeit. Studien konnten zeigen,
dass im Fall von Morbus Parkinson nédherungsweise 250000 dopaminerge Neurone zugrunde
gehen, bevor Kklinische Symptome in Erscheinung treten (Dunnett & Bjorklund, 1999). Da
bei einer Transplantation nur 5-20 % der transplantierten Neurone uberleben (Dunnett &
Bjorklund, 1999), erfordert eine erfolgreiche Zelltherapie des ZNS eine sehr hohe Zahl an
Zellen, die in vitro generiert werden konnen. Erste Erfolge sprechen fur sich: In humanen
Patienten mit Morbus Parkinson konnte bereits durch die Implantation von fotalen Vorlaufer-
zellen, die in vitro generiert wurden, eine teilweise, funktionelle Regeneration bewirkt werden
(Piccini et al., 1999; Brundin et al., 2000; Freed et al., 2001).
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1.2. Expression und Funktion von TGF-beta im Zentralnervensystem

1.2.1. Die Familie der TGF-betas

Die Superfamilie der TGF-betas umfasst eine Vielzahl von Proteinen. Derzeit kennt
man mehr als 100 zugehorige, verschiedene Eiweil3stoffe, wovon in etwa 40 den Saugetieren
zugeordnet werden. Neben vielen weiteren Faktoren wie z. B. Aktivin, Inhibin, Bone Mor-
phogenetic Protein (BMP) und Faktoren fur Wachstum und Differenzierung (Growth/Dif-
ferentiation Factors = GDFs), wird die Superfamilie der TGF-betas unter anderem durch eine
kleine Gruppe multifunktioneller Zytokine reprasentiert, den TGF-betas. Diese Unterfamilie
zahlt bei S&ugern drei verschiedene Isoformen: TGF-betal, TGF-beta2 und TGF-beta3
(Massague, 1998; Bottner et al., 2000).

Die Peptide der drei Mitglieder der TGF-beta-Familie weisen strukturell groRe Ahnlichkeiten
auf. Ihr Aufbau ist gegliedert in ein N-terminales Signal-Peptid von 20-30 Aminosduren
Lange flr die Sekretion, eine Prodoméne (genannt latency associated peptide oder LAP)
sowie eine 112-114 Aminosduren lange, C-terminale Region. Die Struktur der TGF-betas
entspricht damit dem typischen Aufbau sezernierter Signalmolekile. TGF-betas werden von
der Zelle als inaktive Vorlduferproteine abgesondert. So wird TGF-betal zunéchst in einer
391 Aminosauren langen Vorstufe synthetisiert; TGF-beta2 und TGF-beta3 sind hingegen in
Form von 412 Aminosauren verschlusselt. Bevor die inaktiven Vorlauferproteine an die Ziel-
struktur auf der Zelloberflache binden konnen, muss ihre Aktivierung erfolgen. Das reife
TGF-beta-Molekul entsteht hierbei durch proteolytische Abspaltung der C-terminalen Region,
aus der das reife Peptid entsteht, von dem am Aminoterminus gelegenen Sekretionssignal
zusammen mit der Pro-Region. Im Fall von TGF-betal wird das reife Peptid aus einer 112
Aminosduren langen, C-terminalen Region gebildet. In der Folge dimerisiert es in die
biologisch aktive Form, ein 25 kDa Homodimer, bestehend aus zwei jeweils 12,5 kDa
schweren Peptiden, die Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Bottner et al.,
2000; Dennler et al., 2002).

Abbildung 4: Die Proteinstruktur von TGF-betal (Emw, Wikimedia Commons, lizenziert unter Crea-
tiveCommons-Lizenz by-sa-3.0, URL: http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/legalcode).
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1.2.2. Die Expression von TGF-beta und TGF-beta-Rezeptoren im Nervensys-

tem

Im adulten, intakten Gehirn findet man TGF-betal vorwiegend im Choroid Plexus und
der Hirnhaut. Nach Verletzungen des ZNS wird TGF-betal zudem in astroglialen und neu-
ronalen Zellen sowie vordergrindig in Mikroglia exprimiert (Unsicker et al., 1991; Constam
et al., 1992; Bottner et al., 2000; Zhu et al., 2000; Unsicker & Krieglstein, 2002).
Verschiedene Gruppen konnten TGF-betal-Expression auch in Neuronen und Astrozyten in
Kultur nachweisen (Lindholm et al., 1992; Morganti-Kossmann et al., 1992; Vivien et al.,
1998; de Sampaio e Spohr et al., 2002; Mittaud et al., 2002; Sousa Vde et al., 2004). Daruber
hinaus nehmen die Hinweise zu, wonach TGF-betal wéhrend der Cortexentwicklung, im
Sinne einer Expression in proliferativen Regionen, duf3erst bedeutsam sein konnte (Miller,
2003).

Verglichen mit den Expressionsdaten, die fur TGF-betal vorliegen, sind die Daten zur
Verbreitung von TGF-beta2 und TGF-beta3 im ZNS weitaus umfangreicher und konsistenter.
Waéhrend der friihen Embryonalentwicklung sind TGF-beta2 und TGF-beta3 sowie deren
Rezeptoren in mehreren Arealen des ZNS anzutreffen: So findet sich ihre Expression in der
Chorda Dorsalis, in der Bodenplatte und in der Mittelhirnanlage, wo die TGF-betas in
Synergie mit anderen Wachstumsfaktoren das Uberleben dopaminerger Neurone beglinstigen.
Es herrscht Ubereinstimmung dariiber, dass ihnen hier offensichtlich auch eine Rolle in der
Regulation neuronaler Migration und Differenzierung, sowie dartber hinaus in der Pro-
liferation und Differenzierung von glialen Zellen zukommt (Poulsen et al., 1994; Farkas et
al., 2003; Roussa et al., 2004; Roussa & Krieglstein, 2004). Wéhrend der Entwicklung wie
auch im adulten Nervensystem werden TGF-beta2 und TGF-beta3, meist in Kombination,
sowohl von Gliazellen als auch von Neuronen exprimiert und sind weit verbreitet (Flanders et
al., 1991; Pelton et al., 1991; Flanders et al., 1998; Bottner et al., 2000; Unsicker & Strelau,
2000; Miller, 2003).

Auch die zur Signallbertragung erforderlichen Rezeptoren, TGFRI und TGFRII, sind im
embryonalen sowie adulten ZNS nachweisbar (Bottner et al., 1996; Vivien et al., 1998;
Bottner et al., 2000). Der zur Aktivierung des TGFRI benétigte TGFRII ist im Gehirn auf
einer Vielzahl von Zellen exprimiert, einschlieBlich Neuronen, Astroglia, Mikroglia, Endo-
thelzellen und anderen nicht-neuronalen Zellen wie jenen des Choroid Plexus. Die Expression

von TGFRII (und TGFRI) lasst sich dartiber hinaus auch in radialen Gliazellen belegen
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(Galter et al., 1999; Miller, 2003). Zudem findet sich TGFRII-mRNA in verschiedensten
Bereichen des Gehirns, darunter Mittelhirn, Kleinhirn, Hirnstamm, aber auch im zerebralen
Cortex (Morita et al., 1996; Ata et al., 1999; De Groot et al., 1999; Sousa Vde et al., 2006).
Kurzlich gelang der Nachweis des TGFRII in vivo in den beiden neurogenen Regionen des
adulten Gehirns, dem HC und der SVZ. Im HC wurden TGFRII-immunreaktive Zellen
vornehmlich im GD beobachtet. Im Bereich der SVZ zeigte sich eine Kolokalisation des
Rezeptors in Zellen, die den neuralen Stammzellmarker Nestin exprimierten, jedoch selten in
GFAP-positiven, astroglialen Zellen und beinahe nie in S100R-immunreaktiven ependyma-
len/glialen Zellen (Wachs et al., 2006). In vitro konnte die MRNA-Expression von TGFRI,
TGFRII und TGFRIII sowie die Expression von TGFRII-Protein in einer aNSZ-Kultur aus
der SVZ der Ratte dokumentiert werden (Wachs et al., 2006). Auch hier fand sich TGFRII-
Expression vorwiegend in Nestin-positiven Zellen, wéahrend neuronale und astrogliale Marker
sowie Marker fur gliale Vorlauferzellen nicht oder nur schwach mit TGFRII ko-exprimiert

waren.

1.2.3. Die TGF-beta-Signaltransduktion

Die Wirkung der TGF-betas auf die Zielzelle wird Gber Rezeptoren vom Typ-1 (TGFRI,
53 kDa), Typ-Il (TGFRII, 70-100 kDa) und Typ-11l (TGFRIII, 200-400 kDa) an der Zell-
oberflache vermittelt (Massague, 1990; Derynck & Feng, 1997; 1998). Typ-IlI-Rezeptoren
(Betaglycan und Endoglin) spielen in erster Linie bei der Signalibertragung durch TGF-beta2
eine entscheidende Rolle. Hier erhohen sie die Affinitat von TGF-beta2 fiir den TGFRII und
ermdglichen dadurch die Bindung des Liganden, ohne aber ein direktes Signal zu vermitteln.
Im Gegensatz dazu erfolgt die Signaltransduktion von TGF-betal und TGF-beta3, unab-
hangig vom TGFRIII, Gber Typ-1- und Typ-ll-Rezeptoren (Bierie & Moses, 2006). Derzeit
sind sieben verschiedene Rezeptoren vom Typ-I und finf vom Typ-1l beschrieben (Bierie &
Moses, 2006). Diese Rezeptoren sind Glykoproteine und tragen zur Klasse der transmem-
branen Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren bei. Sie bestehen aus einer kurzen, Cystein-reichen
extrazellularen Doméne zur Bindung des Liganden, einem Transmembransegment und einer
intrazelluldaren Region mit Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat (Massague, 1992; Wrana et al.,
1994; 1998; Bottner et al., 2000; Massague & Chen, 2000b; Shi & Massague, 2003).
Typ-1-Rezeptoren weisen zudem eine charakteristische, stark konservierte Sequenz auf, die
reich an Glycin und Serin ist; sie bildet die sogenannte GS-Doméne (Shi & Massague, 2003).
Daruber hinaus unterscheiden sich Typ-I- und Typ-I1-Rezeptoren hinsichtlich ihrer Aktivitat.
Wahrend die Typ-11-Rezeptor-Kinase standig aktiv ist, erfordert die Typ-I-Rezeptor-Kinase
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zunéchst eine Aktivierung. Diese wird durch Bindung von TGF-betal an den Typ-11-Rezeptor
eingeleitet. AnschlieBend erfolgt die zusétzliche Anlagerung des Liganden an den Rezeptor I,
wodurch sich ein kurzlebiger Komplex aus Rezeptor I, Il und TGF-betal bildet (vgl. Ab-
bildung 5). Nachfolgend findet eine Transphosphorylierung der GS-Domane des Typ-I-Re-
zeptors durch die Typ-l1-Rezeptor-Kinase statt (Wrana et al., 1994). Dadurch kommt es zu
einer Anderung der Konformation des Typ-1-Rezeptors, die mit der Aktivierung seiner Kinase
einhergeht (Dennler et al., 2002). Die aktivierten Typ-I-Rezeptoren kdnnen im Anschluss mit
einer Reihe von spezifischen, zytoplasmatischen Proteinen in Interaktion treten. Als wichtig-
ste Gruppe ist hier die Familie der Sma-mad-homology (Smad)-Proteine zu nennen. Diese
sind Vertebraten-Homologe zu den Sma- bzw. Mad-Proteinen aus Caenorhabditis elegans

bzw. Drosophila melanogaster (Gomes et al., 2005).

Genexpression

7/ DNA

A/ DNA

Abbildung 5: Die TGF-betal-Signaltransduktion. Aktiviertes TGF-betal bindet an den TGFRII. Nach-
folgend bildet sich ein kurzlebiger Komplex aus Rezeptor | und Il sowie TGF-betal. Der Typ-lI-Rezeptor
transphosphoryliert die GS-Doméne des Typ-1-Rezeptors und tragt dadurch zu dessen Aktivierung bei.
Durch den aktivierten Typ-1-Rezeptor kommt es zur Phosphorylierung intrazelluldrer Smads sowie der
Transduktion aktivierter Smads in den Nukleus, wo diese direkt und im Zusammenspiel mit weiteren
Regulatoren die Genexpression beeinflussen. Das Signal wird schlieBlich durch Ubiquitinylierung bzw.
proteasomalen Abbau der Smads wieder abgeschaltet.

Charakteristisch fur Smad-Proteine ist das Vorhandensein zweier, am Amino- und Carboxy-
ende gelegenen Doméanen, MH1 und MH2 (mad homology domains). MH1 wird flr die Bin-
dung an die DNA verantwortlich gemacht, wahrend MH2 Funktionen, die die Interaktion mit
anderen Proteinen wie Inhibitoren und Aktivatoren des Smad-Systems betreffen, zugeschrie-
ben werden (Shi et al., 1998). Nach ihren strukturellen und funktionellen Eigenschaften unter-
teilt man die Smads in drei Gruppen: rezeptorregulierte ,,R-Smads* (Smadl, Smad2, Smad3,
Smad5, Smad8), ,,Co-Smads“ (Smad 4) und inhibitorische ,,I-Smads“ (Smad6, Smad7)
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(Dennler et al., 2002). Rezeptorregulierte Smads werden direkt durch Typ-I1-Rezeptor-Ki-
nasen an Serinresten des Carboxyendes phosphoryliert und aktiviert (Souchelnytskyi et al.,
1997). Fur den TGF-betal-Signalweg sind dabei vor allem Smad2 und Smad3 von Bedeutung
(Nakao et al., 1997b). Nach der Aktivierung formen die ,,R-Smads* iiber ihre MH2-Doménen
Komplexe mit dem ,,Co-Smad“ Smad4. Der entstandene Smad/Proteinkomplex wandert in
den Nukleus, um dort auf DNA-Ebene die Transkription der Zielgene zu regulieren (Dennler
et al., 2002). Die inhibitorischen Smads wirken als Antagonisten, indem sie die Aktivierung
signaltransduzierender ,,R“- und ,,Co-Smads* verhindern. ,,I-Smads* interagieren effizient mit
Typ-1-Rezeptoren und konkurrieren mit ,,R-Smads® um die Bindung an den aktivierten

Typ-1-Rezeptor (Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997a).

1.2.4. Die vielfaltigen Funktionen von TGF-betal im adulten Nervensystem

TGF-betal wurde erstmals 1981 aufgrund seiner Fahigkeit, Wachstum in Nieren- und
Fibroblastenzelllinien von Ratten zu induzieren, entdeckt, und danach benannt (Moses et al.,
1981; Roberts et al., 1981). Schon kurze Zeit spater wurde jedoch deutlich, dass seine
biologische Aktivitat keineswegs auf die wachstumsférdernde Wirkung beschrankt ist.
Vielmehr konnte eine multifunktionelle Natur des Proteins - die offenbar stark von der je-
weiligen Umgebung der Zelle sowie dem Zusammenwirken mit zusétzlichen, modulierenden
Faktoren abhédngt - nachgewiesen werden (Roberts, 1998): So entfaltet TGF-betal, entgegen
der urspriinglichen Vorstellung einer wachstumsférdernden Wirkung, unter anderem auch
anti-proliferative Eigenschaften. Seit den 90er Jahren ist bekannt, dass TGF-beta auch im
Nervensystem exprimiert wird und dort vielerlei Funktionen erfillt (Bottner et al., 2000). Auf
welche Art und Weise die TGF-betas ihre vielseitigen Wirkweisen auf zellularer Ebene
regulieren, ist allerdings noch nicht endgultig geklart. Man nimmt an, dass neben zelltyp-spe-
zifisch exprimierten Rezeptoren andere Modulatormolekille wie extra- und intrazellulare
Inhibitoren bzw. Aktivatoren bedeutsam sind, um die vielféltigen Effekte durch TGF-betal zu
vermitteln (Shi & Massague, 2003). Vermutlich fiihren auch Unterschiede in der Struktur der
Rezeptoren, die Dauer der Bindung an den Rezeptor sowie die ortliche Verteilung des
Proteins dazu, dass im jeweiligen molekularen und zelluldren Kontext die beabsichtigte Wirk-
ung eintritt (Massague, 2000; Dennler et al., 2002). Dementsprechend ist TGF-betal dazu in
der Lage, gleichzeitig Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose, Adhasion und Migration
von verschiedenen Zelltypen sowie die Bildung von Proteinen der extrazellularen Matrix zu
modulieren. Abhangig von Zelltyp und Umgebung, fordert TGF-betal daher das Uberleben

der Zelle oder induziert Apoptose, stimuliert Zellproliferation oder begiinstigt Differenzierung
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und ruft Entziindungen hervor oder 16st diese auf (Roberts & Sporn, 1996; Massague et al.,
2000a; Dennler et al., 2002). Die vielfaltigen Funktionen des Wachstumsfaktors werden im

Anschluss naher beschrieben.

TGF-betal als Entziindungsmodulator im ZNS. Eine Schlisselfunktion kommt TGF-be-
tal in der Regulation der Immunantwort zu (Franzen et al., 1993). Jede Art von Schadigung
des ZNS, ob durch akut entziindliche Vorgénge (z. B. Enzephalitis oder Multiple Sklerose),
Neurodegeneration (z. B. Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer) oder ischamische/hypo-
xische Ereignisse hervorgerufen (z. B. Schlaganfall, Herzstillstand), geht mit einer Aktivie-
rung von mikroglialen Zellen einher. Diese sezernieren verschiedene signalgebende Zytokine,
unter anderem TGF-betal, welches nach einem entsprechenden Schaden am ZNS schwere,
inflammatorische Reaktionen reguliert und einddmmt, indem es die Proliferation und Akti-

vierung von Mikroglia unterdriickt (Suzumura et al., 1993; Boche et al., 2006).

TGF-betal als neurotropher Faktor. TGF-betal zeichnet sich aufRerdem durch seine
neuroprotektive Wirkung gegenuber zahlreichen Toxinen aus (Flanders et al., 1998), indem es
seine schitzenden Einflisse auf eine Vielzahl peripherer und zentraler Neurone entfaltet.
Dartiber hinaus tragt der Wachstumsfaktor zur Uberwachung des neuronalen Zelltods bei und
fordert in diesem Zusammenhang das Uberleben der Nervenzellen (Krieglstein et al., 1998a;
Krieglstein et al., 1998b; Krieglstein et al., 1998c; Roussa et al., 2004). In Ubereinstimmung
belegen Studien, dass sich der Verlust von TGF-betal in TGF-betal-deletierten Mé&usen
negativ auf die Uberlebensrate neuronaler Zellen auswirkt. So weisen diese Tiere vermehrt
apoptotische Neurone sowie eine weitverbreitete Aktivierung von mikroglialen Zellen auf
(Brionne et al., 2003).

TGF-betal beeinflusst die Migration von Zellen. Zudem konnte eine Beteiligung
TGF-betas an der Zellmigration im zerebralen Cortex wahrend der Entwicklung nachge-
wiesen werden (Siegenthaler & Miller, 2004). Bekannt ist auBerdem, dass TGF-betal Einfluss
auf die Migration und Motilitat von Astrozyten nimmt. Diesbeziglich konnte gezeigt werden,
dass TGF-betal in vitro Zell-Zell-Kontakte von astroglialen Zellen verringert, wohingegen
fokale Kontakte beglnstigt werden. In der Folge erhoht sich die Bewegungsfahigkeit der
Zellen (Baghdassarian et al., 1993; Siegenthaler & Miller, 2004).

TGF-betal beeinflusst die Produktion extrazellularer Matrix. TGF-betal ist ein pleio-
tropes Zytokin mit einer zentralen Funktion in der Wundheilung und Wiederherstellung von
Geweben (Border & Noble, 1997). So kommt dem Wachstumsfaktor eine bedeutende Rolle



1. Einleitung 38

bei der extrazellularen Matrixbildung, z. B. bei der Bildung von Narben nach Lé&sionen des
ZNS, zu (Brionne et al., 2003). Hier fordert TGF-betal insbesondere die Produktion von
Moleklen der extrazellularen Matrix (engl.: extracellular matrix, ECM) und beeinflusst maR-
geblich deren Gestalt (Moon & Fawcett, 2001). Letztere Funktion ist jedoch keineswegs auf
das lasionierte Gehirn beschrankt; vielmehr kann TGF-betal die ECM auch im intakten ZNS
verédndern. In Astrozyten-Kulturen und transgenen Mausen, die TGF-betal spezifisch in
Astrozyten Uberexprimieren, steigert TGF-betal die Expression von ECM-Molekilen wie La-
minin und Fibronektin (Wyss-Coray et al., 1995). In Analogie weisen TGF-betal-Knock-

out-Mé&use eine verminderte Expression von Laminin auf (Brionne et al., 2003).

TGF-betal beeinflusst das Zellwachstum und inhibiert Neurogenese in vivo. Entgegen
seiner urspringlich postulierten Eigenschaften, Wachstum in Nieren- und Fibroblastenzell-
linien von Ratten zu induzieren, besitzt TGF-betal unter anderem auch anti-proliferative
Eigenschaften. Proliferationshemmende Effekte durch TGF-betal wurden erstmals an in vitro
kultivierten Astrozyten beschrieben (Johns et al., 1992; Lindholm et al., 1992; Morganti-
Kossmann et al., 1992; Baghdassarian et al., 1993; Hunter et al., 1993; Rich et al., 1999).
Heute weil3 man allerdings, dass TGF-betal zudem Schlusselfunktionen bei der Differen-
zierung der astroglialen Zellen zukommen (Sousa Vde et al., 2004). Darlber hinaus ist
bekannt, dass der Wachstumsfaktor die Proliferation von Mikroglia und Oligodendroglia
inhibiert (McKinnon et al., 1993; Suzumura et al., 1993) und seine anti-proliferative Wirkung
auf fotale kortikale, postnatale cerebelldre sowie retinale Neuroblasten und Vorlauferzellen
entfaltet (Constam et al., 1994; Miller & Luo, 2002; Close et al., 2005). Erste in-vitro-Studien
uber den Einfluss von TGF-betal auf aNSZ des HC und der SVZ belegen aufRerdem, dass
auch die Proliferation dieser Zellen nach 7-tagiger Inkubation mit TGF-betal deutlich ver-
langsamt ist. In Ubereinstimmung zeigte eine durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse eine
Zunahme der GO/G1-Population nach TGF-betal-Behandlung. Zeitgleich wurde eine dosis-
abhangige Reduktion der aNSZ-Expansion beobachtet, die sich in einer reduzierten Zellzahl
widerspiegelte. TGF-betal hatte dabei keinen messbaren Einfluss auf die Fahigkeit der
Stammzellen zur Selbsterneuerung und Differenzierung in die drei neuralen Zelltypen, Neu-
rone, Astrozyten und Oligodendrozyten (Wachs et al., 2006). Des Weiteren blieb die Anzahl
der Neurosphéroide unveréndert; auch gab es keinen Anhaltspunkt, der auf einen vermehrten,
apoptotischen Zelltod hingedeutet hatte. Eine 7-tdgige intracerebroventrikulare Infusion von
TGF-betal in vivo bestétigte die in vitro gewonnenen Daten und zeigte ebenfalls eine re-

duzierte Zellproliferation in den neurogenen Regionen auf. Zudem fanden sich dort nach der



1. Einleitung 39

Infusion weniger Dcx-positive, neuronale Vorlauferzellen (Wachs et al., 2006). Kirzlich vor-
gestellte Ergebnisse von Untersuchungen an transgenen Mausen, die TGF-betal unter dem
Promotor des GFAP-Gens spezifisch in Astrozyten Uberexprimieren, konnten die angefiihrten
Daten in vitro und in vivo verifizieren und ebenso eine stark eingeschrankte Proliferation der
NSZ nachweisen (Buckwalter et al., 2006).

1.2.5. Die erhdhte Expression von TGF-betal bei Erkrankungen des Zentralner-

vensystems und ihre moglichen Auswirkungen auf die Neurogeneserate

Wahrend TGF-betal in der Entwicklung eine herausragende Rolle spielt, ist der Wachs-
tumsfaktor im intakten, adulten Nervensystem gewdhnlich nur geringfligig nachweisbar
(Bottner et al., 2000). Hier ist die Funktion von TGF-betal vorwiegend im Zusammenhang
mit Lasionen und degenerativen Erkrankungen zu sehen: Unter pathologischen Bedingungen
wird TGF-betal im Gehirn in erhdhtem Masse exprimiert. Dies betrifft zum einen akute
Schédigungen und Traumata wie sie bei Ischamien oder Epilepsien auftreten (Klempt et al.,
1992; Krupinski et al., 1996; Aronica et al., 2000; Martinez et al., 2001). Andererseits findet
sich erhohte TGF-betal-Expression auch im Verlauf neuroinflammatorischer Ereignisse wie
der Multiplen Sklerose (Link et al., 1994; Nicoletti et al., 1998; De Groot et al., 1999).
Gesteigerte TGF-betal-Konzentrationen werden zudem bei neurodegenerativen Erkrankung-
en vorgefunden (van der Wal et al., 1993; Grammas & Ovase, 2002; Tarkowski et al., 2002).
Durch in-vivo-Studien an transgenen Mé&usen konnte gezeigt werden, dass die chronische
Uberproduktion von TGF-betal durch Astrozyten die mikrovaskulare Degeneration sowie
Amyloidbildung, welche primar mit der Alzheimer'schen Krankheit assoziiert werden, fordert
(Wyss-Coray et al., 2000). Auch in Parkinson-Patienten konnten signifikant erhohte Mengen
an TGF-betal in den dopaminergen Regionen des Striatums und im zerebrospinalen Fluid
detektiert werden (Mogi et al., 1995; Vawter et al., 1996). Erhohte Gehirnexpression von
TGF-betal findet sich auBerdem bei Amyotropher Lateral Sklerose (ALS) (Houi et al., 2002;
llzecka et al., 2002) sowie zahlreichen weiteren Erkrankungen des ZNS, wie Rickenmarks-
verletzungen und -kontusionen (Semple-Rowland et al., 1995), Hydrozephalus (Takizawa et
al., 2001), Kreutzfeldt-Jakob (Baker et al., 1999) und Gehirntrauma (Rimaniol et al., 1995).
Aber auch im alternden Gehirn sind erhéhte Mengen an TGF-betal vorhanden (Bye et al.,
2001). Verstarkte Expression lasst sich zudem in Tumoren nachweisen; hier fungiert TGF-be-
tal zwar einerseits als Tumorsuppressor-Protein, kann aber andererseits die Krebserkrankung

auch begunstigen (Derynck et al., 2001).
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Die angefuhrten neurologischen Erkrankungen, die mit einer gesteigerten Expression von
TGF-betal einhergehen, kdnnen die Neurogeneserate auf unterschiedliche Weise beein-
flussen. So konnen insbesondere akute Schadigungen des Gehirns nach Schlaganfall oder
Ischdmie die Neubildung von Nervenzellen im HC und der SVZ kurzzeitig erhdhen
(Arvidsson et al., 2002; Parent et al., 2002; Jin et al., 2006). Im Gegensatz dazu ist wahrend
vielen chronischen neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Morbus
Alzheimer sowie entziindlichen ZNS-Erkrankungen die Neurogeneserate vermindert (Monje
et al., 2003). Obwohl die an der Regulation der Neurogenese beteiligten Signalmolekiile noch
weitgehend unbekannt sind, scheint es naheliegend, dass TGF-betal zu den molekularen
Ursachen fir die verédnderte Neurogenese unter pathologischen Bedingungen zahlt, da sowohl
bei akuten wie auch chronischen L&sionen am ZNS eine Aktivierung von mikroglialen Zellen
erfolgt, welche in der Folge eine Entziindungsreaktion hervorrufen und TGF-betal sezer-
nieren (Lehrmann et al., 1998). Vermutlich ist die gleichzeitig angenommene neurogenese-
fordernde bzw. -inhibierende Wirkung TGF-betas im Anschluss Uber eine Vielzahl an weite-
ren Faktoren moduliert, sodass TGF-betal seine Einflisse als multifunktionelles Protein ab-
hédngig vom jeweiligen zelluldaren und molekularen Kontext entfalten kann. Inwieweit
TGF-betal letzten Endes aber tatsachlich als (Mit-)Ursache fir die verdnderte Neurogenese
unter pathologischen Bedingungen angesehen werden kann und die Auspragung verschie-
dener neurologischer Erkrankungen, die mit dem Absterben von Neuronen einhergehen,

beeinflusst, liegt derzeit noch im Dunkeln und bedarf noch vieler weiterfihrender Studien.

1.3. Ziel der Arbeit

Wie in den vorhergehenden Abschnitten eingehend dargestellt, gehen neurologische
Erkrankungen und Lisionen des ZNS sehr hdufig mit dem Verlust neuronaler Zellen einher.
Zudem ist das Ausmal3 der Neubildung von Nervenzellen unter pathologischen Bedingungen,
meist verursacht durch eine reduzierte Stammzellproliferation, erniedrigt. In den letzten Jah-
ren konnte eine Vielzahl an Faktoren identifiziert werden, die den komplexen Vorgang der
Neurogenese unter physiologischen Bedingungen regulieren. Die vielschichtigen molekularen
und zellularen Mechanismen und Zusammenhénge, die zu einer verminderten Proliferation
der aNSZ beitragen und infolgedessen zu einer reduzierten Neurogenese im Verlauf neuro-
logischer Erkrankungen fiihren, sind dennoch nur in Ansdtzen verstanden. Diese missen
zweifelsohne noch sehr viel eingehender untersucht werden, um letztlich die Voraussetzung

fur eine gezielte Modulation der Neurogenese im Rahmen einer klinischen Anwendung zu
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schaffen. In der Literatur gibt es erste Daten, die darauf hindeuten, dass Entziindungsfaktoren
an der Reduktion der Neurogenese unter pathologischen Bedingungen beteiligt sind. Der
Wachstumsfaktor TGF-betal wird bei Erkrankungen des ZNS im Gehirn in erhéhtem Male
exprimiert und gilt in diesem Zusammenhang als ein wesentlicher Faktor, der zu einer
verminderten Stammzellproliferation fuhrt und dadurch die Neurogenese beeinflusst. Es
konnte gezeigt werden, dass TGF-betal die Proliferation von aNSZ sowohl in vitro als auch
in vivo verringert (Wachs et al., 2006). Ein groRes Defizit besteht hingegen noch immer um
das Wissen (ber den Einfluss von TGF-betal auf die Differenzierung aNSZ. Prélimindre
Daten einer DNA-Array-Genexpressionsanalyse TGF-betal-behandelter aNSZ weisen darauf
hin, dass TGF-betal moglicherweise die Zellidentitdt sowie Komponenten der TGF-be-

tal-Signaltransduktion verandert. Die Daten zeigen

e eine verminderte Expression des neuroektodermalen Stammzellmarkers Nestin (Nes)

e eine erhohte Expression des neuronalen Vorlauferzellmarkers Doublecortin (Dcx)

e ceine verminderte Expression des oligodendroglialen Markers Myelin basic protein
(Mbp) sowie

e eine verminderte Expression des TGF-betal-Binderezeptors TGFRII
nach TGF-betal-Behandlung.

Basierend auf den angefihrten VVorarbeiten und den préaliminaren Daten lassen sich nun fol-

gende Ziele fur die Promotionsarbeit formulieren:

1.) Im ersten Teil der Arbeit soll eine vollstandige Auswertung der DNA-Array-Genex-
pressionsanalyse TGF-betal-behandelter aNSZ erfolgen. Hierzu sollen die Ergebnisse des
DNA-Arrays zunéchst vergleichend den Ergebnissen eines anderen, unter gleichen Beding-
ungen durchgefuhrten Arrays, gegenubergestellt und nachfolgend gemeinsam analysiert wer-
den. Durch Realtime-PCR-Analysen soll im Anschluss die veranderte Expression von ausge-
wahlten Kandidatengenen nach TGF-betal-Behandlung verifiziert werden. Darlber hinaus
soll mithilfe dieser Methode das Expressionsmuster verschiedener Zielgene im zeitlichen Ver-

lauf bestimmt werden.

2.) In einem zweiten Schritt soll die geplante Arbeit den Einfluss von TGF-betal auf das
Zellschicksal aNSZ im Detail analysieren, das heiflt sowohl auf zelluldrer (Proliferation, Dif-
ferenzierung) wie auch auf molekularer Ebene. Die prialimindren Daten weisen diesbeziiglich
auf eine TGF-betal-induzierte Verdnderung der neuralen Stamm- und Vorlduferzellidentitit

hin, die mit einer Induktion des neuronalen Phénotyps korreliert. Moglicherweise treibt
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TGF-betal die Zellen von einem neuralen Stammzellphénotyp (Verlust von Nestin) hin zu
einem neuronalen Vorlduferzellphénotyp (erhohte Expression des neuronalen Vorlduferzell-
markers Dcx). Diese Hypothese soll im Rahmen der Promotionsarbeit an Zellkulturen aNSZ
ausfiihrlich getestet werden. Um Aufschluss tber den Einfluss von TGF-betal auf das Zell-
schicksal zu erhalten, sollen neben mRNA-Untersuchungen auch Expressionsanalysen auf
Proteinebene durchgefuhrt werden. Eine besondere Beriicksichtigung soll hierbei das Schick-
sal der neuronalen Zellen finden. Des Weiteren soll der potentielle Einfluss von TGF-betal

auf neu generierte, nicht etablierte Kulturen beurteilt werden.

3.) Ausgehend von der verdnderten Proliferation nach TGF-betal-Behandlung richtet sich ein
weiterer Fokus der Arbeit auf die Charakterisierung TGF-betal-induzierter Verdnderungen im
Zellzyklus von aNSZ mittels durchflusszytometrischer Analysen. Zu diesem Zweck soll eine
FACS-Methode etabliert werden, die es erlaubt, die Anteile der Zellpopulationen in den ver-
schiedenen Phasen des Zellzyklus aNSZ zu quantifizieren. Unter Einbezug der Array-Daten
sollen Zellzyklusgene, deren Expression durch TGF-betal verandert ist, in einer Ubersicht
zusammengestellt werden. Diese stellen mogliche Zielgene zur Entwicklung pharmakologi-
scher Substanzen dar, die das Mal3 an adulter Neurogenese erhéhen, und damit zur struktur-
ellen und funktionellen Verbesserung bei neurodegenerativen Erkrankungen beitragen kon-

nen.

4.) Das vorgestellte Projekt dient dariiber hinaus der Abklarung und Spezifizierung einer
moglichen, funktionellen Rolle TGF-betas. Mittels elektrophysiologischer Untersuchungen
soll geklart werden, ob die neuronal determinierten Zellen nach TGF-betal-Behandlung elek-
trische Eigenschaften von Nervenzellen aufweisen und damit funktionell von Bedeutung sind.
Weiter soll in diesem Zusammenhang die postulierte neuroprotektive Wirkung TGF-betas
durch NMR-Analysen an aNSZ Uberpruft und sein moglicher Einfluss auf Zelltod evaluiert

werden.

Die auf diesem Wege gewonnenen Daten sollen einen Beitrag dazu leisten, die Regulation
adulter Neurogenese, insbesondere unter pathologischen Bedingungen (in deren Verlauf
TGF-betal verstdrkt exprimiert wird), besser zu verstehen. Gerade im Hinblick auf die Ent-
wicklung von Therapeutika ist ein umfassenderes Verstdndnis dariiber, wie verschiedene Fak-
toren die Neurogenese im Einzelnen beeinflussen von grof3er Relevanz, gleichzeitig aber auch
unabdingbare Voraussetzung, um das latent vorhandene, kdrpereigene Regenerationspoten-

tial in Zukunft in optimaler Weise therapeutisch nutzen zu koénnen. Ausgehend von neuen
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Erkenntnissen konnten gezielt Medikamente entwickelt werden, die basierend auf einer Er-
hohung der Neurogeneserate, den neuronalen Zellersatz bei neurodegenerativen Erkrankung-

en und damit strukturelle und funktionelle Verbesserungen fordern sollen.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von BrdU auf aNSZ. Wie
bereits beschrieben (vgl. 1.1.6.), wird BrdU standardméssig eingesetzt, um in Kombination
mit einem Marker flir neuronale Vorlduferzellen (Dcx) den Nachweis fiir Neurogenese bei
verschiedenen Bedingungen (z. B. TGF-betal-Stimulation) zu erbringen. In Studien, in denen
BrdU zur Markierung sich teilender Zellen angewendet wird, werden mdgliche Wechsel-
wirkungen mit anderen Substanzen sowie direkte Einfliisse des Thymidinanalogons auf die
jeweiligen Zellen in der Regel aber nicht beriicksichtigt. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht
daher auch eine Reihe von Untersuchungen, die dem Zweck dienen, die potentiellen Aus-
wirkungen einer BrdU-Markierung auf aNSZ in vitro und in vivo zu erfassen. Insbesondere

sollen folgende spezifischen Ziele erreicht werden:

1.) Es soll eine mogliche Beeinflussung der Zellproliferation aNSZ durch BrdU sowie ge-

gebenenfalls des Zellzyklus mittels durchflusszytometrischer Analysen untersucht werden.

2.) Unter gezielten oligodendroglialen, neuronalen und astroglialen Differenzierungsbeding-
ungen soll dariiber hinaus der Einfluss von BrdU auf die Differenzierung aNSZ analysiert
werden. Hierzu sollen Expressionsanalysen (mRNA: Realtime-PCR) unter Anwendung zell-
typ-spezifischer Marker durchgefiihrt werden, um deren moéglicherweise verdnderte Expres-
sion nach BrdU-Markierung nachzuweisen und die Identitit der betroffenen Zellen zu er-
mitteln. Anhand dieser Daten soll aulerdem gekléart werden, ob BrdU womoglich auch die

Neubildung von Nervenzellen beeinflussen kann.

3.) Nach einer ausreichenden Charakterisierung soll weiterhin tberprift werden, ob BrdU
Zelltod in aNSZ verursacht. In Vorversuchen, in denen BrdU in Zellkulturen appliziert wurde,
wurde beobachtet, dass die BrdU-behandelten Zellen nach einer gewissen Zeit adhérent wer-
den. Im Rahmen der vorliegenden Studie sollen an diesem Prozess beteiligte Faktoren identi-

fiziert werden.

4.) Dariiber hinaus soll der Einfluss von BrdU auf die Proliferation und das Uberleben aNSZ
in vivo evaluiert werden. Hierfir soll einerseits BrdU direkt in Versuchstiere injiziert werden;
andererseits sollen Zellen, die in vitro mit BrdU markiert wurden, durch eine Transplantation

in Versuchstiere eingebracht werden. Im Anschluss soll jeweils eine Quantifizierung erfolgen.
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Die Ergebnisse dieses Teilprojekts der vorliegenden Promotionsarbeit sollen ermdglichen,
umfangreichere Kenntnisse tber die grundlegenden Auswirkungen einer BrdU-Markierung
auf proliferierende aNSZ zu erlangen. Ein erweitertes Verstandnis der Zusammenhange soll
darliber hinaus dazu beitragen, kinftig Effekte, die durch eine BrdU-Markierung verursacht
sind, eindeutig von Effekten, die durch die im jeweiligen Versuch applizierten Substanzen
(z. B. TGF-betal) hervorgerufen werden, abzugrenzen. Dies ist insbesondere auch im Hin-
blick auf die Untersuchung der Neurogenese von auRerordentlicher Wichtigkeit, um die Még-
lichkeit einer Fehleinschatzung von Daten auszuschlie3en, die im Falle einer Beeinflussung
aNSZ durch BrdU gegeben ware. Der tatsachliche Nachweis einer Wirkung von BrdU auf
aNSZ wirde deshalb erfordern, dass in letzter Konsequenz andere Methoden zur Markierung
der proliferierenden Zellen zum Einsatz kommen, die selbst keinen Einfluss auf das zu unter-
suchende System austiben und somit nicht die Gefahr einer fehlerhaften Einschatzung der

Datenlage in sich bergen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

In diesem Kapitel sind Materialien und deren Herkunft aufgefiihrt, die nicht eigens im

Methodenteil erwahnt werden.

2.1.1. Tiere

Fir den tierexperimentellen Teil dieser Arbeit sowie zur Gewinnung primarer Zellen

wurden, sofern nicht anders angegeben, adulte (ca. 3-4 Monate alte), weibliche Fischer-344-

Ratten der Firma Charles River (Sulzfeld) verwendet.

2.1.2. Medien, Zusatze und Wachstumsfaktoren fir die Zellkultur

Chemikalie Firma
a-minimal essential medium (MEM) Gibco BRL, Karlsruhe
Accutase'" Innovative Cell Technologies, USA

Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt

Bone morphogenetic protein 4 (BMP-4)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt

5-Bromo-2'-desoxyuridin (BrdU)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

B27 supplement

Gibco BRL, Karlsruhe

2'-Desoxycytidin (DC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dispase 11

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DNase |

Worthington Biochemicals, USA

Dulbeccos Phosphat-gepufferte Salzlésung (DPBS)

Gibco BRL, Karlsruhe

Epidermal Growth Factor (EGF)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt

Fotales Kalberserum (FCS)

PAN™ BIOTECH GmbH, Aidenbach

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

PAA Laboratories GmbH, Osterreich

Heparin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Laminin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Glutamin PAN"™ BIOTECH GmbH, Aidenbach
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt

Menadion Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Neurobasal Medium (NB) Gibco BRL, Karlsruhe

Papain Worthington Biochemicals, USA
Penicillin PAN"™ BIOTECH GmbH, Aidenbach
Poly-L-Ornithin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Retinsdure Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Streptomycin

PAN™ BIOTECH GmbH, Aidenbach

Transforming growth factor betal (TGF-betal)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt

2.1.3. Sonstige Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Firma

Acepromazinmaleat

Sanofi-Ceva GmbH, Diisseldorf

Acrylamid-Bisacrylamid 30 % (v/v) /0,8 % (v/v)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Adenosintriphosphat (ATP)

Calbiochem, USA

Agarose fiir DNA-Elektrophorese

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Chemikalie/Reagenz

Firma

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % w/v

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Borsédure

Merck, Darmstadt

Bovine Serum-Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bradford-Reagenz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Brij 35

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

Casiumchlorid (CsCl)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Coomassie brilliant blue R-250

Merck, Darmstadt

4',6'-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-
Hydrat (DAPI)

Molecular Probes, USA

3,3’-Diaminobenzidine (DAB)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfonséure (DSS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetra-
zoliumbromid (MTT)

Merck, Darmstadt

Deuterium-Wasser (D,0)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dithiothreitol (DTT)

Merck, Darmstadt

Esel-Serum PAN™ BIOTECH GmbH, Aidenbach
Essigséure 100 % Merck, Darmstadt
Ethanol Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA)

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Ethylenglykol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N'N'-
tetraessigséure (EGTA)

AppliChem, Darmstadt

FACS Clean Reinigungsflissigkeit

Becton Dickinson, Heidelberg

FACS Rinse Spilflussigkeit

Becton Dickinson, Heidelberg

Fischhaut-Gelatine

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fluoromount-G

Southern Biotech, USA

Formamid Merck, Darmstadt
Gelschaum Braun, Melsungen
Glukose Merck, Darmstadt
Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Merck, Darmstadt
Harnstoff Merck, Darmstadt

HiPerFect Transfection Reagent

Qiagen, Hilden

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-
sdure (HEPES)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid (KOH)

Merck, Darmstadt

Ketamin

WDT, Garbsen

Kochsalz (NaCl)-Ldsung

Braun, Melsungen

Magnesiumchlorid (MgCly)

Merck, Darmstadt

Master Mix 2,5 x

Eppendorf, Hamburg

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Methanol

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natrium Dodecyl Sulfat (SDS)

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt

Natriumphosphat

Merck, Darmstadt

Neo-Mount

Merck, Darmstadt

Nickelchlorid

Merck, Darmstadt

Oligonukleotide

MWG-Biotech, Ebersberg; Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Pepsin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ponceau S

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Chemikalie/Reagenz

Firma

Prolong Gold antifade reagent

Molecular Probes, USA

2-Propanol (70 %)

B. Braun, Melsungen

Propidiumiodid (PI)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Quanti Tect® Primer Assays

Qiagen GmbH, Hilden

RNase A Roche, Grenzach-Wyhlen
Salzséure Merck, Darmstadt
Sucrose Merck, Darmstadt

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tissue Tek Einbettmedium

Sakura, USA

Triton-X100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trizma® Base (Tris) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tween-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt

Xylazinhydrochlorid

Bayer, Leverkusen

Xylencyanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.4. Gebrauchsfertig zusammengestellte Reagenzien (Kits)

Kit

Firma

Annexin-V-FLUOS Staining Kit

Roche, Grenzach-Wyhlen

Cell Death Detection ELISA™-YS

Roche, Grenzach-Wyhlen

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay

Promega, Mannheim

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Promega, Mannheim

ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

Amersham Biosciences, England

Quanti Tect™ SYBR® Green PCR Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Rat TGF-betal-ELISA

Bender MedSystems GmbH, Osterreich

Reverse Transcription System

Promega, Mannheim

RNase-Free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy Midi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Vectastain Elite ABC Kit

Vector Laboratories, USA

2.1.5. Verwendete Puffer und LAsungen

Puffer bzw. Ldsung Zusammensetzung
Auftragspuffer (10 x) 0,3 % w/v Bromphenolblau,
0,3 % w/v Xylencyanol,

0,02 M EDTA, pH 8.0,
60 % v/v Glycerin

Entfarbeldsung

50 % Methanol,
10 % Essigsaure,
40 % dH,O

Entwicklungspuffer (1 x)

50 mM Tris,

50 mM Tris-HCl,
0,2 M NacCl,

5 mM CaCl,,
0,02 % Brij 35

Fish Skin Gelatine (FSG)-Puffer

0,1 M Tris-HCI, pH 7.5,

0,15 M NaCl,

1 % wi/v BSA,

0,2 % v/v Fischhaut-Gelatine,
optional: 0,1 % v/v Triton X-100
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Puffer bzw. Losung Zusammensetzung
Fish Skin Gelatine (FSG)-Puffer fiir Western blot 20 mM Tris-HCI pH 7.3,
0,9 % w/v NaCl,

1 % v/v Fischhaut-Gelatine,
0,1 % v/v Tween-20

Kryoprotekt-Lésung

25 % viv Glycerin,
25 % v/v Ethylen-Glykol,
50 mM Phosphat-Puffer, pH 7.4

Laufpuffer

25 mM Tris,
1,92 M Glycerin,
1 % SDS

Laufpuffer fur Zymografie (1 x)

24 mM Tris,
192 mM Glycin,
3,5 mM SDS

Loading dye (6 x)

0,35 M Tris-HC1 pH 6.8,

30 % v/v Glycerin,

10 % w/v SDS,

0,6 M DTT,

0,012 % w/v Bromphenolblau in dH,0

Lysepuffer

20 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NacCl,

1 % Triton X-100,

0,1 % SDS

PFA-L6sung

4 % wiv PFA,
2,5 mM NaOH,
0,4 mM CaCl,,
50 mM Sucrose,
0,1 M NazPO,

PPD-L0Osung

0,01 % Papain,

0,1 % Dispase 11,

0,01 % DNase I,

12,4 mM MgSO, in HBSS (ohne Mg und Ca"™)

Probenpuffer (2 x)

25 % 0,5 M Tris-HCI pH 6.8,
40 % v/v SDS (10 % wiv),
20 % v/v Glycerin,

5 % viv Bromphenolblau,

10 % dH,0
Renaturierungspuffer (10 x) 2,5 % v/v Triton X-100 in dH,0
SUB-Puffer 0,5 % SDS,

2 % 2-Mercaptoethanol,
8 M Harnstoff

TBE-Puffer (0,5 X)

90 mM Tris,
90 mM Borsaure,
2 mM EDTA, pH 8.0

TBS 0,1 M Tris-HCI, pH 7.5,
0,15 M NaCl
Transferpuffer 25 mM Tris,
150 mM Glycin
2.1.6. Verwendete Standards
Nukleinsdurestandards: Firma

PCR Marker, Bandenspektrum 50-766 bp

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

Protein-Gelelektrophorese-Standards:

Firma

E-PAGE'™ MagicMark"™ Unstained Protein Stan-
dard, Bandenspektrum 20 bis 220 kDa

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

E-PAGE ™ SeeBlue® Pre-Stained Standard, Banden-
spektrum 20 bis 260 kDa

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.1.7. Verbrauchsmaterial

Material

Firma

BD Plastipak'"' Spritzen (1 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg

BD Microlance™ Kaniilen (Nr. 1)

Becton Dickinson, Heidelberg

Chamberslides

Nunc, Déanemark

Deckgléser und Objekttréger

Menzel Gléser, Braunschweig

FACS-R6hrchen

Becton Dickinson, USA

Handschuhe Hartmann, Heidenheim;
Semperit, Osterreich

Kryoréhrchen Nunc, Danemark

Netzeinsétze Corning, Miinchen

NMR-Réhrchen

Shigemi Inc., USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht

Reaktionsgefasse

Eppendorf, Hamburg; Falcon BD, Heidelberg;
Sarstedt, Numbrecht; TPP, Schweiz

Well-Platten (12-, 24-, und 96-Well)

TPP, Schweiz

Whatman-Papier

Whatman Int. Ltd., England

Zellkulturflaschen T 25 (100 ml)

TPP, Schweiz

Zellkulturflaschen T 75 (250 ml)

TPP, Schweiz

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht

2.1.8. Verwendete Gerate

Gerat

Firma

Brutschrank HERA cell

Heraeus/Kendro, Hanau

Consort E 835 Netzgerét

Frobel Labortechnik, Lindau

Durchflusszytometer FACS Calibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Emax Precisions Microplate Reader

Molecular Devices, USA

Eppendorf-Pipetten

Eppendorf-Netheler-Hiz GmbH, Hamburg

Fastblot Elektroblotter

Biometra, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop Leica DMR
mit SPOT Dokumentationssystem

Leica, Solms
Diagnostic Instruments, USA

"H-NMR Avance 600 und 800 MHz Spektrometer

Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

Inverses Fluoreszenzmikroskop fiir die Zellkultur:
Olympus IX 70
mit Color View Dokumentationssystem

Olympus, Hamburg
Soft Imaging Systems, Miinster

Konfokales Scanning-Lasermikroskop mit Leica
Confocal Software

Leica, Heidelberg

Kryostat CM 3000

Leica, Bensheim

Kihl-Tischzentrifuge Eppendorf 5417 R

Eppendorf, Hamburg

Lichtmikroskop DM RBE

Leica, Bensheim

Lichtmikroskop Olympus CK 30

Olympus, Hamburg

Megafuge 1.0 R

Heraeus/Kendro, Hanau

Milli Q Water System

Millipore S. A., Frankreich

Minigel Twin Apparatur fur SDS-PAGE

Biometra, Gottingen

Mx 3000 P® QPCR System

Stratagene, USA

My Cycler thermal cycler

BIO-RAD Laboratories, USA

Picospritzer I

General Valve, USA

Plattformschiittler Rotamax 120

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach

Photodokumentation Ethidiumbromid Gele

MWG-Biotech, Ebersberg

Photometer Ultrospec 2000

Amersham/Pharmacia Biotech, Freiburg

Schlittenmikrotom SM 2000 R

Leica, Bensheim

Sicherheitswerkbank HERA safe

Heraeus/Kendro, Hanau

Thermocycler Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge Eppendorf mini spin plus

Eppendorf, Hamburg

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, USA
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Gerét

Firma

Wasserbad

GFL, Burgwedel

2.1.9. Verwendete Programme

Programm

Firma oder Internetadresse

Adobe Illustrator 10

Adobe Systems GmbH, Miinchen

Adobe Photoshop® CS 2 v 9.0

Adobe Systems GmbH, Miinchen

Analysis Color View 3.0 Soft Imaging Systems, Minster

BD CELL Quest"" Pro Becton Dickinson, Heidelberg

Expo 32v1.2 Phoenix Flow Systems, USA

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, USA

Imagel http://rsb.info.nih.gov/ij/

Microsoft Office Microsoft GmbH, Unterschlei3heim

Mx Pro"™ QPCR Software Stratagene, USA

PRIMER3 Biology Workbench of the San Diego Supercomputer
Center: http://workbench.sdsc.edu

Softmax Molecular Devices, USA

Stereoinvestigator MicroBrightField, USA

Spot 3.5.9. fir Mac OS

Diagnostic Instruments, USA

Win Cycle 32 v 11.05.02 Beta

Phoenix Flow Systems, USA

Win MDI 2.8

http://facs.scripps.edu/software.html
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden der Zellpraparation und Zellkultivierung

2.2.1.i. Gewinnung primérer Zellen aus dem Gehirn der Ratte

Das experimentelle System der vorliegenden Arbeit bildeten NSZ-Kulturen der adulten

Ratte. Alle Experimente wurden an Zellen aus der SVZ durchgefiihrt.

Zellen aus dem Gehirn weiblicher Fischer-344-Ratten wurden gemé&l eines modifizierten,
bereits beschriebenen Protokolls (Wachs et al., 2003), isoliert. Alle Tierexperimente wurden
in Ubereinstimmung mit der European Communities Council Directive (86/609/EEC) und
gemal den Richtlinien des Instituts flir Neurologie durchgefihrt. Fiinf Ratten pro Préparation
wurden zundchst mit einer Mischung aus Ketamin (24,8 mg/ml; 10 % Ketamin), Ace-
promazinmaleat (0,248 mg/ml; Vetranquil) und Xylazinhydrochlorid (1,26 mg/ml; Rompun)
anasthesiert, getotet und dekapitiert. Im Anschluss wurden die Gehirne unter sterilen
Bedingungen freigelegt, um dann die SVZ des Gehirns zu entnehmen. Die Gewebeproben
wurden in einer Sicherheitswerkbank mechanisch mit einer Rasierklinge zerkleinert, in
15-ml-Rohrchen mit ca. 10 ml eiskalter Dulbeccos phosphat-gepufferter Salzlosung (DPBS)
uberfihrt und einmal fir 5 min bei 120 x g und 4°C gewaschen. Das Zellpellet wurde in 4 ml
PPD-L6sung aufgenommen und wahrend der ndchsten 30 bis 40 min bei 37°C alle 10 min
kraftig mit einer 10-ml-Pipette trituriert. Die dissoziierten Zellen wurden durch eine Zentri-
fugation fur 5 min bei 120 x g pelletiert und einmal in 10 ml NB-B27-not-all-Medium (Zu-
sammensetzung siehe Tabelle 1) gewaschen. Zuletzt wurden sie in NB-B27-all-Medium (Pro-
liferationsmedium, Zusammensetzung siehe Tabelle 1) resuspendiert und in Kulturflaschen

ausgesat. Diese Zellen werden im Folgenden als Passage 0 (P0)-Zellen bezeichnet.

NB-B27-not-all NB-B27-all
Neurobasal Medium (NB) Neurobasal Medium (NB)
1:50 v/v B27-Supplement 1:50 v/v B27-Supplement
2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin 100 U/ml Penicillin
0,1 mg/ml Streptomycin 0,1 mg/ml Streptomycin
20 ng/ml EGF
20 ng/ml FGF-2
2 pg/ml Heparin

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Medien.

In Anwesenheit des epidermalen Wachstumsfaktors EGF und/oder des Fibroblastenwachs-
tumsfaktors FGF-2 proliferieren, unter serumfreien Bedingungen, selektiv NSZ und generie-
ren sogenannte ,,Neurospheres* oder ,,Neurosphéroide“ (Wachs et al., 2003), welche als Sus-
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pensionszellen, frei im Nahrmedium schwimmend, wachsen. Da diese Primarkulturen, im
Gegensatz zu etablierten Zelllinien, mit hoherer Passagenzahl (>20) ihr multiples Differen-
zierungspotential verlieren und chromosomalen Verénderungen unterworfen sind (Wachs et
al., 2003), mussten im Rahmen der vorliegenden Arbeit regelmassig aNSZ-Kulturen generiert
werden. Zu Beginn jeder Kultivierung musste in kurzen Zeitabstdnden das Medium erneuert

werden.

2.2.1.11. Standardzellkultur

Allgemeines. Samtliche Kulturen eukaryontischer Zellen erfolgten in wasserdampf-
geséttigter, 5 % CO,-enthaltender Atmosphére bei 37°C im Begasungsbrutschrank ,,HERA
cell“. Alle Arbeiten an den Zellkulturen wurden zum Schutz vor Kontamination an einer

Sicherheitswerkbank (,,HERA safe*) ausgefiihrt.

Alle Zellen wurden - sofern nicht anders angegeben - in Gewebe-Kulturflaschen aus Plastik
mit 75 cm? Flache in einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen/ml in 10 ml NB-B27-all-Medium
ausgesat. Jeweils an Tag 4 wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt. Hierbei wurde die Halfte

des teilweise verbrauchten Mediums durch Neues ersetzt.

Passagieren der Zellen. Nachdem die PO-Zellen (ber einen Zeitraum von ca. 7 Tagen
kultiviert worden waren, wurden sie mit Accutase vereinzelt. Zum Passagieren der Spha-
roiden (PO => P1) wurde zundchst die Zellsuspension aus der Kulturflasche enthommen, in
ein Zentrifugenrohrchen Gberfiihrt und bei 120 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 100 pl Accutase resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde kraftig trituriert und 10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert, um die Zellen zu
vereinzeln. Das Abstoppen der Accutase-Reaktion erfolgte durch Zugabe von 900 pl
NB-B27-all-Medium. AnschlieRend musste zunéchst die Zellzahl bestimmt werden, bevor die
Zellen in der gewiinschten Dichte ausgesat werden konnten. Im Allgemeinen wurden die
Primérzellkulturen dann nach einem weiteren Proliferationszyklus von 7 Tagen wieder pas-
sagiert (P1 => P2). Um sicherzustellen, dass die fiir die Experimente benutzten Kulturen an-
gemessen proliferierten und zudem grof3tenteils frei von Verunreinigungen (z. B. Zellschrott,
unerwiinschte Zelltypen) waren, wurden - sofern nicht anders angegeben - fiir alle Experi-
mente aNSZ ab P2 (bis P8) verwendet.

Bestimmung der Zellzahl. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Z&hl-
kammer verwendet. Aus einer mit Accutase vereinzelten Zellsuspension wurde ein Aliquot

von 10 pl steril entnommen und mit 90 pl Trypanblau-L6sung verdinnt (1:10). Die Verdn-
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nung wurde auf die Zahlkammer gegeben und unter dem Mikroskop ausgewertet. Es wurden
alle 4 Quadranten, welche jeweils in 16 kleine Quadrate unterteilt waren, ausgezéhlt. Durch
das Trypanblau werden tote Zellen blau geférbt, lebende hingegen erscheinen farblos. Nach

dem Auszahlen l&sst sich die Zellzahl pro ml folgendermal3en berechnen:
Zellzahl/4 x Verdiinnung x 10* = Zellzahl pro ml

Einfrieren von Zellen. Um die Zellen einzufrieren, wurden sie nach der Ernte 5 min bei
120 x g pelletiert und anschlieBend fiir 15 min auf Eis gestellt. Danach wurde das Medium
abgesaugt. Die Zellen wurden in 500 pl kaltem Einfriermedium (70 % NB-B27-all, 20 %
FCS, 10 % DMSO) resuspendiert und in Kryordhrchen Gberfiihrt. Nachdem sie einige Tage
bei -80°C gelagert wurden, konnten sie zur Langzeitlagerung bei -179°C in einen Flussig-

stickstofftank Uberfihrt werden.

Auftauen von Zellen. Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Kryo-
rohrchen aus dem Stickstofftank entnommen und rasch im Wasserbad (37°C) aufgetaut. Dann
wurden die Zellen mit warmen NB-B27-not-all-Medium gewaschen und anschlielend in
NB-B27-all-Medium in Kulturflaschen ausgesét.

Vorbehandlung und Beschichtung von Glasdeckglasern fir die Kultivierung von Zellen.
Die Glasdeckglaser wurden zun&chst fur 4-6 h bei 60°C mit 1 M HCI inkubiert und an-
schlieend dreimal mit dH,O gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurden sie in
70%igem (v/v) Isopropanol aufbewahrt. Unter der Sicherheitswerkbank wurden die vorbe-
handelten Glasdeckglaser dann mit einer Pinzette aus dem Isopropanol entnommen und ein-
zeln in die Vertiefungen einer Well-Platte gestellt. Nachdem der Alkohol verdampft war, wur-
den sie vorsichtig in die Vertiefungen gelegt und mit je 500 pl Poly-L-Ornithin (250 pg/ml)
bedeckt. Es folgte eine zweistundige Inkubation bei 37°C im Begasungsbrutschrank. Im An-
schluss daran wurde das Poly-L-Ornithin abgesaugt und die Platte dreimal mit je 500 pl dH,0
pro Well gewaschen. Die Glasdeckglaser wurden an der Luft getrocknet und mit je 500 pl
Laminin (15 pg/ml) in DPBS beschichtet. Die folgende Inkubationszeit im Brutschrank be-
trug ebenfalls 2 h. Wahrend der letzten halben Stunde wurden die Zellen, die spéater auf der
beschichteten Platte ausgesat werden sollten, bereits durch Vereinzeln und Auszahlen vor-
bereitet und in der gewiinschten Dichte in Medium aufgenommen. Nachdem die zweistiindige
Inkubation beendet war, wurde das Laminin vorsichtig abgesaugt. Unmittelbar danach wur-
den die Zellen auf die Glasdeckglaser ausgesat.



2. Material und Methoden 54

2.2.1.iii. Stimulation einer neu generierten Kultur (P0) mit TGF-betal

PO-Zellen aus der SVZ der Ratte wurden nach der Isolierung (vgl. 2.2.1..) in
NB-B27-all-Medium in T25-Kulturflaschen ausgesét. Da es aufgrund von Verunreinigungen
(Zellschrott, unerwiinschte Zelltypen) in der neu generierten Kultur unmoglich war, die Zel-
len zu zdhlen, wurden zundchst gleiche Volumina an Zellsuspension fiir Kontrollzellen und
TGF-betal-behandelte Zellen ausgesdt. Am darauffolgenden Tag (Tag 1) erfolgte die erste
Zugabe von TGF-betal, gelost in 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Stockkonzentration: 10
pg/ml), in einer Endkonzentration von 10 ng/ml. Im Folgenden wurde TGF-betal zweimal
wochentlich, jeweils an bestimmten Tagen, bei gleicher Konzentration zugesetzt. Kontroll-
zellen erhielten zu allen Zeitpunkten der TGF-betal-Stimulation anstelle des Wachstumsfak-
tors entsprechende Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA. Da es sich um eine neu gene-
rierte Kultur handelte, wurden, wenn nétig, jeweils am Tag der TGF-betal-Zugabe Medien-
wechsel durchgefiihrt und TGF-betal erst im Anschluss zugesetzt. Ebenso wurden die Zellen
nach Bedarf vereinzelt und in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml Medium wieder in Kultur-

flaschen ausgesét.

2.2.1.iv. Stimulation einer bereits etablierten Kultur (P > 2) mit TGF-betal

TGF-betal-Standardstimulation (7d). Zellen der SVZ (P > 2) wurden nach dem Passa-
gieren in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesét (Tag 0). Am darauffolgenden Tag (Tag
1) erfolgte die Zugabe von TGF-betal, geldst in 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Stockkonzen-
tration: 10 pg/ml), in einer Endkonzentration von 10 ng/ml. Weiter wurde TGF-betal an Tag
4 sowie Tag 7 bei gleicher Konzentration zugesetzt. Kontrollzellen erhielten zu allen Zeit-
punkten der TGF-betal-Stimulation anstelle des Wachstumsfaktors entsprechende Volumina
an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA. Wéhrend der 7-tdgigen Kultivierung in Anwesenheit von
TGF-betal bzw. HCI/BSA wurde kein Mediumwechsel durchgefiihrt. An Tag 8 wurden die

Zellen unterschiedlichen Analysemethoden unterzogen.

TGF-betal-Stimulation im zeitlichen Verlauf (2h, 24h, 4d, 7d, 10d). Zur Untersuchung
der Expression verschiedener Kandidatengene unter dem Einfluss von TGF-betal fiir 2h, 24h,
4d, 7d und 10d erfolgte die Aussaat aNSZ der SVZ (P > 2) in unterschiedlichen Zelldichten
(Tag 0). Fur die 4-, 7- und 10-tagige Kultivierung in Anwesenheit von TGF-betal wurden die
Zellen in der ublichen Dichte von 5 x 10* Zellen/ml in 10 ml NB-B27-all-Medium in
T75-Kulturflaschen ausgesét. Zur Kurzzeitbehandlung mit TGF-betal (2h, 24h) wurden 20 x
10° Zellen pro 10 ml Kulturmedium (4fache Dichte) ausgesat. An Tag 1 war fir alle An-
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sétze eine Stimulation mit 10 ng/ml TGF-betal bzw. 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle)
vorgesehen. Die erste RNA-Isolierung (vgl. 2.2.5.i.) wurde 2h nach der Zugabe durchgefihrt
(2h-Wert); weiterhin wurde RNA nach 24 h isoliert (24h-Wert). Fur alle Ubrigen Ansétze
war eine weitere Behandlung mit TGF-betal (10 ng/ml) an Tag 4 festgelegt. Im Folgenden
wurde RNA jeweils einen Tag nach der letzten TGF-betal-Zugabe extrahiert. So erfolgte
die RNA-Isolierung fir den 4d-Wert an Tag 5 der Kultivierung. An Tag 7 wurde abermals
TGF-betal (10 ng/ml) in die verbliebenen Ansétze (7d und 10d) zugegeben und an Tag 8
RNA fur den 7d-Wert isoliert. Fir den 10d-Wert war die letzte Stimulation mit 10 ng/ml
TGF-betal an Tag 10 geplant, gefolgt von der RNA-Isolierung an Tag 11 der Kultivierung.
Kontrollzellen erhielten zu allen Zeitpunkten der TGF-betal-Stimulation anstelle des Wachs-
tumsfaktors entsprechende Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA. Wahrend der 2-stiin-
digen bis 10-tdgigen Kultivierung in Anwesenheit von TGF-betal bzw. HCI/BSA wurde kein
Mediumwechsel vorgenommen. Schlie3lich wurde mittels Realtime-PCR (vgl. 2.2.7.) die Ex-
pression verschiedener Kandidatengene nach TGF-betal-Behandlung im zeitlichen Verlauf

analysiert.

2.2.1.v. BrdU-Inkubation einer bereits etablierten Kultur (P > 2)

BrdU-Standardstimulation (48h). Zellen der SVZ (P > 2) wurden nach dem Passagieren
in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesét (Tag 0). An Tag 2 wurde dem Medium BrdU
(gelost in DPBS, Stockkonzentration: 1 mM) in einer Endkonzentration von 0,2 uM, 1,0 uM,
2,5 uM, 5,0 uM, 10,0 uM und 20,0 uM zugesetzt. Kontrollzellen erhielten zum Zeitpunkt der
Zugabe von BrdU entsprechende Volumina an DPBS. Wéhrend der folgenden 48-stlindigen
Inkubation in Anwesenheit von BrdU bzw. DPBS wurde kein Medienwechsel durchgefiihrt.
Im Anschluss wurden die Zellen unterschiedlichen Analysemethoden unterzogen. Um die
Zellen, welche aufgrund des Einbaus von BrdU in die DNA sensitiv gegeniiber kurzwelligem
Licht waren, dabei vor lichtinduzierten Schdden zu schiitzen, wurde versucht, die Exposi-

tionsdauer moglichst gering zu halten.

In einem separaten Versuchsansatz wurde an Tag 2 neben BrdU auch 2'-Desoxycytidin (DC)
in den jewelils entsprechenden, halb-&quimolaren Mengen in das Kulturmedium zugesetzt,
um potentiellen BrdU-induzierten Stérungen des Nukleotidstoffwechsels entgegenzuwirken
(Kaufman & Davidson, 1978; Davidson & Kaufman, 1979). Auch diese Zellen wurden nach
48-stiindiger Inkubation mit BrdU/DC bzw. DPBS der Analyse unterzogen.
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BrdU-Stimulation zur Untersuchung der Smad2-Phosphorylierung in BrdU-behandel-
ten Kulturen. Um den Smad2-Phosphorylierungsgrad BrdU-behandelter aNSZ-Kulturen zu
analysieren, wurden Zellen der SVZ nach dem Passagieren in einer Dichte von 2,5 x 10 Zel-
len pro Well in jeweils 500 pl NB-B27-all-Medium auf Poly-L-Ornithin/Laminin-beschichtet-
en (vgl. 2.2.1.ii.) 24-Well-Platten ausgesit (Tag 0). An Tag 2 wurde den dafiir vorgesehenen
Ansidtzen BrdU (gelost in DPBS, Stockkonzentration: 1 mM) in einer Konzentration von
2,5 uM oder TGF-betal (Konzentration: 10 ng/ml; Positivkontrolle fiir pSmad2-Phosphory-
lierung) zugesetzt. Unbehandelte Kontrollzellen erhielten anstelle von BrdU entsprechende
Volumina an DPBS. Wihrend der folgenden 48-stiindigen Inkubation wurde kein Medien-
wechsel durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen fiir 30 min in PFA fixiert und bis zur im-

munzytochemischen Untersuchung der Smad2-Phosphorylierung (2.2.8.1.) bei 4°C gelagert.

2.2.2. Proliferationsassays

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay. Zur Durch-
fihrung des MTT-Assays wurden 5 x 10* Zellen pro Well in je einem Milliliter Medium in
12-Well-Platten ausgesat und im Anschluss mit BrdU (vgl. 2.2.1.v.) oder TGF-betal (vgl.
2.2.1.iv.) behandelt. Nach der 48-stiindigen Inkubation mit BrdU bzw. der 7-tagigen Inku-
bation mit TGF-betal wurde pro Well 1/10 der Mediummenge an MTT (Stockkonzentration:
5 mg/ml) zugesetzt (100 pl MTT pro 1 ml Medium). Es folgte eine 2-stiindige Inkubation bei
37°C im Brutschrank. Die Zellsuspensionen wurden aus den Wells in 1,5-ml-R6hrchen
uberfihrt und die Wells mit jeweils 200 pl DPBS nachgespllt. Danach wurden die Zellen fur
5 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und die Uberstande groRtenteils abge-
nommen. Die Proben wurden erneut zentrifugiert und schlieflich das Medium vollstandig
entfernt. Im Anschluss wurde das Pellet in 200 pl MTT-Solvent (0,1 M HCI in Isopropanol)
resuspendiert und flr kurze Zeit inkubiert. Nachdem sich das MTT gel6st hatte, wurden die
Proben auf eine 96-Well-Platte pipettiert und am Emax Precisions Microplate Reader bei

einer Wellenlénge von 590 nm - 650 nm vermessen.

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS-Assay). Fur den
MTS-Assay wurden 5 x 10* Zellen pro Well in je 100 pl Medium in 96-Well-Platten ausgesat
und im Anschluss mit BrdU (vgl. 2.2.1.v.) behandelt. Nach der 48-stiindigen Inkubation mit
BrdU bzw. DPBS wurden pro Well 20 pl CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent
(MTS) zugegeben. Die Well-Platten wurden fiir 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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Im Anschluss wurde die Absorption am Emax Precisions Microplate Reader bei einer Wellen-

lange von 490 nm gemessen.

2.2.3. Differenzierung adulter neuraler Stamm- und Vorlauferzellen

2.2.3.1. Gezielte oligodendrogliale Differenzierung unter dem Einfluss von TGF-
betal und BMPs

Zur Untersuchung des Einflusses von TGF-betal bzw. BMP2 und BMP4 auf aNSZ
wurden 2,5 x 10* Zellen pro Well in 500 pl a-minimal essential medium (MEM) mit 10 %
FCS in beschichteten (vgl. 2.2.1.ii.) 24-Well-Platten ausgesat (Tag 0). Am néchsten Tag er-
folgte fir die Halfte der Wells ein Mediumwechsel zu mesenchymal konditioniertem Medium
(mesenchymal conditioned medium, MSC-CM), um die Zellen gezielten oligodendroglialen
Differenzierungsbedingungen auszusetzen (Rivera et al., 2006). Das MSC-CM wurde im
Vorfeld aus dem Uberstand mesenchymaler Zellen, welche fiir drei Tage in Anwesenheit von
a-MEM mit 10 % FCS Kkultiviert worden waren, gewonnen. Direkt im Anschluss an den
Medienwechsel wurde TGF-betal oder BMP2 und BMP4 oder TGF-betal und BMP2 und
BMP4 jeweils in einer Endkonzentration von 10 ng/ml zugesetzt. Kontrollzellen erhielten an-
stelle von TGF-betal bzw. BMPs entsprechende Volumina an a-MEM, MSC-CM oder 4 mM
HCI mit 1 mg/ml BSA. Ein weiterer Mediumwechsel mit erneuter Zugabe der Faktoren wurde
an Tag 5 durchgefuhrt. An Tag 8 wurden die Zellen fixiert und im Anschluss der immunzyto-

chemischen Untersuchung (vgl. 2.2.8.i.) unterzogen.

2.2.3.ii. Gezielte Differenzierung BrdU-behandelter, adulter neuraler Stamm-

und Vorlauferzellen

Zur Analyse BrdU-behandelter aNSZ unter gezielten astroglialen, neuronalen oder oli-
godendroglialen Differenzierungsbedingungen wurden die Zellen zunéchst in einer Dichte
von 5 x 10* Zellen/ml in beschichteten (vgl. 2.2.1.ii.) T75-Kulturflaschen oder 24-Well-Plat-
ten in NB-B27-all-Medium ausgesét. Im weiteren Verlauf wurde BrdU, wie unter 2.2.1.v. be-
schrieben, in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt. 48 h spater wurde ein Medien-
wechsel zu oligodendroglialem (MSC-CM), astroglialem (NB-B27-all-Medium mit 10 ng/ml
BMP2 und 10 ng/ml BMP4) oder neuronalem (NB-B27-not-all + 5 % FCS + 2 uM Retin-
séure) Differenzierungsmedium durchgefuhrt. Die Zellen wurden flr weitere 7 Tage unter den
jeweiligen Differenzierungsbedingungen kultiviert. Im Anschluss wurde aus den Zellen in

den Kulturflaschen RNA isoliert (vgl. 2.2.5.i.) und mittels Realtime-Quantifizierung (vgl.
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2.2.7.) die Expression von Myelin basic protein (Mbp) unter oligodendroglialen Bedingun-
gen, Doublecortin (Dcx) unter neuronalen Bedingungen und Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) unter astroglialen Bedingungen bestimmt. Die Zellen in den 24-Well-Platten wurden
fixiert und einer immunzytochemischen Untersuchung (vgl. 2.2.8.i.) hinsichtlich der Expres-
sion von GFAP (astrogliale Bedingungen), Microtubule associated protein 2ab (Map2ab; neu-
ronale Bedingungen) und Galactocerebrosid (GalC; oligodendrogliale Bedingungen) unter-

zogen.

2.2.4. Zelltodassays

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay. Zur Durchfiihrung des CytoTox 96
Non-Radioactive Cytotoxicity Assays wurden 5 x 10* Zellen pro Well in je einem Milliliter
Medium in 12-Well-Platten ausgesat und im Anschluss mit BrdU (vgl. 2.2.1.v.) oder TGF-be-
tal (vgl. 2.2.1.iv.) behandelt. Nach der 48-stiindigen Inkubation mit BrdU bzw. der 7-tdgigen
Inkubation mit TGF-betal wurden die Zellen aus den Well-Platten in 1,5-ml-Réhrchen tber-
fihrt und fur 5 min bei 240 x g zentrifugiert. Es wurden je 50 pl Medium pro Probe aus dem
Uberstand abgenommen und in 96-Well-Platten pipettiert. Weiter erfolgte die Zugabe von
50 ul Substrat-Mix pro Well. Nach 30 min Inkubation im Dunkeln bei R.T. wurde die Reak-
tion durch Zugabe von 50 ul Stopp-L6sung beendet. Im Anschluss wurde die Absorption am
Emax Precisions Microplate Reader bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen.

Cell Death Detection ELISA™™Y*. Fir die Untersuchung, ob BrdU bzw. TGF-betal bei
aNSZ Apoptose und/oder Nekrose induziert, wurden 5 x 10* Zellen pro Well in je einem
Milliliter Medium in 12-Well-Platten ausgesét und wie unter 2.2.1.v. bzw. 2.2.1.iv. beschrie-
ben behandelt. Nach der Inkubation mit BrdU bzw. TGF-betal wurden die Zellen aus den
Well-Platten zun&chst in 1,5-ml-Rohrchen Gberfihrt und 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Zur
Detektion von Nekrose wurde im Anschluss der Uberstand vorsichtig abgenommen und bis
zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert. Das Pellet wurde zur Untersuchung der Apoptose
in 200 pl Lysepuffer resuspendiert und fur 30 min bei R.T. inkubiert. Danach wurden die Ly-
sate fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert. 20 pl des Uberstands (zytoplasmatische Fraktion)
wurden zur Analyse in Streptavidin-beschichtete Mikroplatten transferiert. Ebenso wurden
20 pul der Kulturliberstande, die zwischenzeitlich bei 4°C gelagert wurden, auf die Mikroplat-
ten Uberflhrt. Es folgte die Zugabe von 80 ul Immunreagenz pro Well. Daraufhin wurde die
Mikroplatte mit einer selbstklebenden Folie bedeckt und fiir 2 h bei R.T. auf einem Schttler

inkubiert. Das Immunreagenz wurde vorsichtig abgesaugt und die Platte dreimal mit je 250 pl
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Inkubationspuffer gewaschen. Im Anschluss wurden pro Well 100 pul ABTS Lésung pipettiert
und es wurde bis zu einer ausreichenden Farbentwicklung auf dem Schittler inkubiert (ca.
10-20 min). Zuletzt wurde ABTS-Stopp-L6dsung (100 ul pro Well) zugegeben, bevor die Pro-
ben am Emax Precisions Microplate Reader bei einer Wellenldnge von 405 nm vermessen

werden konnten.

2.2.5. Nukleinsiuretechniken

2.2.5.1. Isolierung und Quantifizierung von Ribonukleinsdure (RNA)

Isolierung von RNA. RNA wurde aus kultivierten Zellen (vgl. 2.2.1.iv. und 2.2.3.ii.)
- sofern nicht anders angegeben - mithilfe des RNeasy Mini Kits weitestgehend entsprechend
dem darin enthaltenen Protokoll ,,Animal Cells Spin* extrahiert. Hierfiir wurden die Zellen
aus der Zellkulturflasche entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt. AnschlieRend
wurden sie bei 120 x g fir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde mdglichst vollstandig ab-
gesaugt und das Rohrchen auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen in 350 ul RLT-Puffer
aufgenommen und kraftig trituriert. Die Probe wurde zun&chst mechanisch homogenisiert, in-
dem das Lysat einige Male durch eine Spritze auf und ab gezogen wurde und dann durch
Zugabe von 350 pl 70%igem Ethanol denaturiert. Im Folgenden wurden maximal 700 ul des
Zelllysats auf eine RNeasy-Minisdule in einem 2-ml-Sammelréhrchen aufgebracht und wie-
derum 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es schloss sich ein
Waschschritt mit 350 pl RW1-Puffer an, woraufhin ebenfalls zentrifugiert und der Durch-
fluss verworfen wurde. Um jegliche Verunreinigungen durch DNA zu eliminieren, wurde als
Néchstes ein DNase-Verdau durchgefuhrt. Hierfir wurden 10 pl DNase | und 70 pl
RDD-Puffer (RNase-Free DNase Set) in ein 0,2-mI-R6hrchen pipettiert und nur durch leichtes
Schwenken gemischt, da die DNase sehr empfindlich fir mechanische Denaturierung ist. Der
DNase-Inkubations-Mix wurde direkt auf die Sdule aufgebracht und fir 15 min bei R.T. inku-
biert. Es erfolgte wiederum ein Waschschritt mit 350 pul RwW1-Puffer, woraufhin zentrifugiert
(15 s bei 8000 x g) und der Durchfluss verworfen wurde. Die Miniséule wurde in ein neues
2-ml-Sammelréhrchen Gberfihrt, 500 ul RPE-Puffer wurden auf die S&ule pipettiert und 15 s
bei 8000 x g zentrifugiert. Das Sammelréhrchen wurde entleert und der vorherige RPE-Schritt
wiederholt. Allerdings wurde nun 2 min zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Die
RNeasy-Minisaule wurde in ein neues Sammelréhrchen gesteckt und 1 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Dann wurde sie wiederum in ein neues 1,5-ml-Sammelréhr-

chen tberflhrt, woraufhin 40 pul RNase-freies Wasser (RNase-Free DNase Set) direkt auf die
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Membran pipettiert wurden. Durch Zentrifugation fiir 1 min bei 8000 x g wurde die RNA von

der Saulenmembran eluiert und konnte im Anschluss am Photometer vermessen werden.

Quantifizierung von RNA. Um die Konzentration der RNA in Lésung zu bestimmen,
wurde ein Aliquot von 2 pl entnommen und mit sterilem Wasser 1:50 verdiinnt. 100 pl dieser
Verdunnung wurden in eine Quarzkuvette (Quarzglas-Suprasil, 100 pl, Hellma, Miillheim)
Uberfihrt und mit einem Spektralphotometer vermessen. Es wurde die optische Dichte (OD)
gegen Wasser bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient beider Absorptionen dient als
Anhaltspunkt fur die Reinheit der Praparation, wobei fur RNA Werte um 2,0 angestrebt wer-
den. Die Konzentration der RNA l&sst sich gemal folgender Formel berechnen:

OD260nm x 40 (Faktor fiir RNA) x Verdiinnung = Konzentration in pg/ml
Eine Absorption bei 260 nm von 1 entspricht somit einer Massenkonzentration von 40 pg/ml
RNA.

2.2.5.11. Reverse Transkription (RT) von mRNA und Polymerasekettenreaktion

RT von mRNA in cDNA. Da RNA selbst nicht als Template fiir eine Polymeraseketten-
reaktion (,,polymerase chain reaction”, PCR) geeignet ist, musste zunichst eine RT erfolgen,
in der zur RNA komplementére (,,complementary*) DNA, genannt cDNA, hergestellt wurde.
Diese Erststrangsynthese erfolgte mithilfe des Reverse Transcription Systems. Es wurde 1 pg
total-RNA mit sterilem Wasser verdinnt (maximales Gesamtvolumen: 9 ul) und fiir 10 min
im Thermocycler auf 70°C erhitzt, sodass die Sekundarstrukturen der RNA aufgebrochen
wurden (Hitzedenaturierung). Im Anschluss wurde das Probenréhrchen aus dem Cycler ent-
nommen und auf Eis gestellt, um 11 pl des bereits im Vorfeld hergestellten Mastermix (Zu-

sammensetzung siehe Tabelle 2) zuzugeben.

Reagenz Volumen pro Reaktion

1 ug RNA x ul
Nuklease-freies Wasser 9-x pl
Gesamtvolumen: 9 pl

Mastermix

MgCl,, 25mM 4 ul
10 x RT-Puffer 2 ul
dNTP Mixture, 10mM 2 ul
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
AMV Reverse Transcriptase 0,7 ul
Random Primer 1yl
Nuklease-freies Wasser 0,8 ul

Endvolumen: 20 pl

Tabelle 2: Pipettierschema fur die RT.
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Unter Anwesenheit von dNTPs, AMV RTase, RNasin, MgCl,, 10 x RT-Puffer, Random Pri-
mern sowie Wasser erfolgte die Synthese von cDNA dann in einem néachsten Schritt wahrend
10 min bei R.T. und anschlieBend wéhrend 15 min bei 42°C im Thermocycler. Zuletzt wurde
das Enzym AMV RTase durch Inkubation bei 95°C und 4°C, jeweils fiir 5 min, inaktiviert.
Das Pipettierschema fir die RT ist in Tabelle 2 gezeigt.

PCR. AnschlieRend wurden spezifische Sequenzabschnitte der so gewonnenen cDNA in
einer PCR vermehrt. Fir den zu amplifizierenden Abschnitt wurden spezifische Primer (Kon-
zentration je 10 pmol/ul) und ein 2,5 x Master Mix (62,5 units/ml Tag DNA-Polymerase, 125
mM KCI, 75 mM Tris-HCI pH 8.3, 3,75 mM Mg(OAc),, 0,25 % lgepal®-CA630, 500 pM pro
dNTP und Stabilisatoren) benétigt. Auf einen 4-mindtigen Denaturierungsschritt (94°C) folg-
ten 35 bis 40 Zyklen, jeweils mit 45 s bei 94°C, 45 s bei der je nach Primer-Sequenz vari-
ierenden Annealing-Temperatur sowie 1 min Elongation bei 72°C. An diese zyklische Tem-
peraturfolge schloss sich ein letzter Elongationsschritt (8 min bei 72°C) an, um noch nicht
fertiggestellte Amplikons zu vervollstdndigen. Das Pipettierschema fir die qualitative PCR ist
in Tabelle 3 dargestellt.

Reagenz Volumen pro Reaktion

Master Mix 2,5 x 10 pl

Nuklease-freies Wasser 13 ul

Forward Primer 0,5 ul

Reverse Primer 0,5 ul

cDNA 1l
Endvolumen: 25 pl

Tabelle 3: Pipettierschema fiir die qualitative PCR.
2.2.5.11l. Qualitative Analyse der TGF-betal-Rezeptorexpression durch RT-PCR

Im Folgenden sind die fir die qualitative Untersuchung der TGF-betal-Rezeptorex-
pression verwendeten Primer und Primer-Assays gezeigt. Die Sequenzen fir die TGFRII-Pri-
mer wurden mit Hilfe des PRIMER3-Programms, wie unter 2.2.7. beschrieben, erstellt und
bei MWG Biotech geordert. Die QuantiTect® Primer Assays (vgl. 2.2.7.) fir TGFRI (ALK 5)
und Activin receptor-like kinase 1 (Acvrll, ALK 1) wurden tber die Firma Qiagen bezogen.
Die genauen Reaktionsbedingungen fiir jeden Primer wurden mittels eines Temperaturgra-

dienten von 53°C bis 57°C am Thermocycler Mastercycler gradient ausgetestet.

Gen Sequenz (forward) Sequenz (reverse) Amplikon- | T
Lange (°C)

TGFRI keine Angabe durch den keine Angabe durch den 147 bp 55

(ALK 5) Hersteller Hersteller

Acvrll keine Angabe durch den keine Angabe durch den 86 bp 55

(ALK 1) Hersteller Hersteller

TGFRII GGCTCCCTGAACACTACCAA | AGGGAGCAAGTCCTTGGTTT | 139 bp 55

Tabelle 4: Primer-Sequenzen mit Amplikon-L&nge und Annealing-Temperatur.
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Zur Bestimmung der Expression der TGF-betal-Rezeptoren in Zellkulturen der SVZ wurde
die RT-PCR, wie unter 2.2.5.ii. dargestellt, durchgefiihrt.

2.2.5.1v. Agarose-Gelelektrophorese

Nach Beendigung der PCR wurde die DNA pro Ansatz mit je 2 ul Auftragspuffer (10 x)
vermischt, auf das Gel aufgetragen und elektrophoretisch nach Molekulargewicht aufgetrennt.
Hierfur wurden 1,5 bis 2,0%ige Agarosegele mit TBE-Laufpuffer (0,5 x) verwendet. Diese
wurden im Vorfeld mit Ethidiumbromid (EtBr, Endkonzentration: 0,5 pg/ml) versetzt, wo-
durch sich die DNA indirekt nachweisen lasst. Erfolgt eine Anregung durch UV-Strahlung
(A =254 nm), so wird vom EtBr-Molekiil sichtbares Licht (A = 590 nm) zuriickgeworfen; die-
se Fluoreszenz ist deutlich starker, wenn EtBr an die DNA gebunden vorliegt. Als Span-
nungsquelle diente der Consort E835, wobei die Feldstarke 5 VV/cm betrug.

2.2.6. DNA-Array-Genexpressionsanalyse

2.2.6.1. RNA-Isolierung und Microarray-Analyse

Isolierung von RNA. Zur Gewinnung von RNA fur die Microarray-Analyse wurden die
Zellen in einer Dichte von 8 x 10* Zellen/ml Medium in Kulturflaschen ausgesat. Nach der
7-tagigen Inkubation mit TGF-betal bzw. HCI/BSA (vgl. 2.2.1.iv.) wurde die RNA mithilfe
des RNeasy Midi Kits nach dem darin enthaltenen Protokoll ,,Animal Cells* extrahiert. Dieser
Kit ist im Wesentlichen identisch zu dem in Kap. 2.2.5.i. beschriebenen RNeasy Mini Kit, ist

allerdings fiir hohere Zellmengen ausgelegt.

Microarray-Analyse. In Zusammenarbeit mit dem Kompetenzzentrum fir Fluoreszente
Bioanalytik (KFB) in Regensburg wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten DNA-Micro-
array-Analysen, jeweils von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen, durchgefiihrt. Die
Ergebnisse beider Experimente (im Folgenden als Experiment 1 und 2 bezeichnet) wurden im

Anschluss miteinander verglichen.

Ausgehend von 1-5 g total-RNA wurde im ersten Schritt biotinylierte cRNA entsprechend
dem Standard Affymetrix Protokoll (Affymetrix, 2001) hergestellt. Nach der Fragmentierung
wurde die cRNA auf die DNA-Microarrays (Experiment 1: GeneChip® Rat Genome 230 2.0
Array; Experiment 2: GeneChip® Rat Expression 230A Array) hybridisiert. Danach wurden
die Arrays gewaschen und in der Affymetrix Fluidics Station 400 gefarbt. AnschlieRend wur-
den sie mit dem Hewlett-Packard GeneArray Scanner G2500A gescannt, um die Intensitat der

Hybridisierungen sichtbar zu machen (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Ubersicht iiber den Ablauf einer DNA-Array-Analyse (www.affymetrix.com, modifiziert).
Aus den gescannten Bildern wurde mithilfe der Affymetrix Gene Chip Operating Software

(GCOS 1.2) und der Affymetrix Microarray Suite 5.0 Software (MAS 5.0) unter Benutzung
von Affymetrix Standardeinstellungen die Intensitat (=Expressionssignal) jedes Spots ermit-
telt. Zudem wurden mit dem GCOS/MAS 5.0 Algorithmus die Detection Calls (“present”,
“absent”, and “marginal”) und Detection p-values fiir 31099 (GeneChip® Rat Genome 230 2.0
Array, Experiment 1) und 15923 (GeneChip® Rat Expression 230A Array, Experiment 2)
Proben-DNAs kalkuliert. Der errechnete Detection Call gibt an, ob ein Gen exprimiert (pre-
sent: P), schwach exprimiert (marginal: M) oder nicht exprimiert (absent: A) wird. Der zu-
gehorige Detection p-value spiegelt die Konfidenz des Detection Calls wider. In unserer Ana-
lyse wurden Transkripte mit Detection p < 0.04 als “present” definiert. “Marginal” Detections
waren solche Transkripte mit 0.04 < p < 0.06 und Transkripte mit p > 0.06 wurden als

“absent” bezeichnet.

Um die Qualitat der durchgefiihrten GeneChip® Expressionsanalysen bzw. der dabei erhal-
tenen Originaldaten von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen beurteilen zu kénnen,
wurde vom KFB fiir jeden Array eine Affymetrix GCOS Expression Report Datei generiert.
Diese enthielt Informationen tber die detektierte Hintergrundfluoreszenz, die Signalwerte der
Hybridisierungskontrollen, das 3°-5’-Verhaltnis der internen Kontrollen und den Scale Factor.
Die Werte fiir die unspezifische Hintergrundfluoreszenz lagen bei allen vier Arrays unterhalb
des Grenzwertes, was auf eine spezifische Hybridisierung hindeutet. Zudem konnten samt-
liche Hybridisierungskontrollen, die als gespeikte B2-Kontrolloligos auf Affymetrix-Chips
vorhanden waren, als exprimiert detektiert werden. Somit wurde sichergestellt, dass keine

Fehler bei der Hybridisierung vorlagen. Uber sog. Housekeeping Controls wurde zudem die
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Gute der enzymatischen Reaktion wahrend der cDNA- bzw. cRNA-Synthese tberpruft. Hier-
fur wurden bei den internen Kontrollen B-Aktin und Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH) jeweils Expressionssignale am 3’- und am 5°-Ende bestimmt. Aus dem be-
rechneten 3’- zu 5°-Verhaltnis, das idealerweise nahe bei 1 liegen und nicht groier als 3 sein
sollte, konnten ineffiziente Reaktionen wie eine nicht vollstandige cDNA- bzw. cRNA-Syn-

these sowie schlechte RNA-Qualitat ausgeschlossen werden.

Um einen spateren Vergleich mehrerer Arrays untereinander zu ermdglichen, wurde Global
Scaling als Normalisierungsmethode fiir jeden der insgesamt 4 Arrays (T GF-betal-behandelte
und Kontrollzellen aus Experiment 1 und Experiment 2) gewahlt. Somit konnten Assayvari-
ablen wie z. B. Pipettierfehler oder Fehler bei der Hybridisierung ausgeglichen werden. Die
mittlere Fluoreszenzintensitat jedes Arrays wurde hierfiir unter Verwendung eines Scale Fac-
tors auf einen benutzerdefinierten Wert (= Target (TGT) value), standardméaf3ig 100, normali-
siert. Der niedrigste Wert des Skalierungsfaktors aller Arrays unterschied sich nicht mehr als
um den Faktor drei vom hochsten, was eine gute Vergleichbarkeit der einzelnen DNA-Micro-

arrays untereinander gewahrleistet.

Nach der Uberpriifung der Qualitat und der Normalisierung der erhaltenen Daten wurden in
einem néchsten Schritt mit der GCOS/MAS 5.0 Software Change Calls (“increase”, “mar-
ginal increase”, “decrease”, “marginal decrease” and “no change”), Change p-values und Sig-
nal Log Ratios (SLR) durch paarweisen Arrayvergleich (TGF-betal-behandelte gegen kon-
troll-behandelte Zellen) fur jedes Experiment separat berechnet. Der Change Call gibt an, ob
es zu einer Erhéhung (increase: | bzw. marginal increase: MI), zu einer Erniedrigung (de-
crease: D bzw. marginal decrease: MD) oder zu keiner Veranderung (no change: NC) der
Transkription kommt, wéhrend der Change p-value zeigt, ob die detektierte Veranderung
statistisch signifikant ist. Der SLR représentiert die Veranderung der Expression in TGF-be-
tal-behandelten Zellen verglichen mit der Kontrolle unter Verwendung des logarithmischen
MaRstabs mit der Basis 2. Folglich bedeutet ein SLR von +1 eine zweifache Erh6hung des
Transkriptlevels der TGF-betal-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle, wohingegen

ein SLR von -1 auf eine zweifache Erniedrigung schlieBen lasst (SLR=0, keine Veranderung).

Nachdem die Image-Analyse beendet war, wurden die erhaltenen Daten aus Experiment 1 und
Experiment 2 vom KFB jeweils in Form eines Excel-Worksheets exportiert. Zuletzt wurden
die Daten beider Experimente in einem Excel-Worksheet vergleichend gegentibergestellt und

in dieser Form zur Auswertung an uns ausgehandigt.
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2.2.6.1i. Statistische Analyse und Gene Ontology (GO)-Gruppenklassifikation

Die statistische Auswertung des DNA-Microarrays erfolgte in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Wurst am Institut fur Entwicklungsgenetik des Helm-

holtz Zentrums Miinchen.

Die vergleichende Gegenuberstellung der Daten aus Experiment 1 und Experiment 2 im
Excel-Worksheet (2.2.6.i.) wurde als Grundlage fur funktionelle Analysen nach der Gene
Ontology (GO)-Klassifikation eingesetzt. Als Auswahlkriterium wurden aus dieser Liste nur
Transkripte bertlicksichtigt, die in mindestens einem der vier Arrays als “present” detektiert
wurden. Zudem wurde gefordert, dass die Transkripte differentielle Expression fur TGF-be-
tal- und kontroll-behandelte Zellen aufwiesen und die daraus resultierenden Change Calls in
die gleiche Richtung zeigten. Folglich wurde ein unterschiedlich exprimiertes Gen dann aus-
gewdhlt, wenn sein korrespondierender Change Call im Fall der Hochregulierung “increase”
in beiden Experimenten oder “increase” und “marginal increase” oder im Fall der Ernie-
drigung “decrease” in beiden Experimenten oder “decrease” und “marginal decrease” zeigte.
Gene, welche einen “no change” Change Call aufwiesen, wurden hingegen von der weiteren
Analyse ausgeschlossen. 90 % der Gene, die auf diese Art und Weise selektiert wurden, wur-
den durch den Detection Call aller 4 Arrays als “present” zugeordnet. Um die Korrelation
beider Experimente zu beurteilen, wurden die SLR-Werte von Experiment 1 und Experiment
2 mit der statistischen Software R (http://www.r-project.org) in einem ,,Scatter Plot* gegen-

einander aufgetragen.

Die in beiden Experimenten signifikant regulierten Gene (619 Gene) wurden im Anschluss
mit der GeneRanker Software (Genomatix, Germany) analysiert und GO-Kategorien zuge-
ordnet, um ihre biologische Funktion zu identifizieren. Zur Ermittlung Uberreprasentierter
GO-Terme wurde von der GeneRanker Software fur jeden Term ein z-score berechnet. Dieser
reprasentiert den Unterschied zwischen beobachteter und erwarteter Annotation und ist auf
die Standardabweichung einer hypergeometrischen Verteilung normalisiert. Ein z-score von
1.96 entspricht einem p-value von 0.05. Um ,,Multiples Testen* zu beriicksichtigen, wurde
nach Umrechnung jedes z-scores in den entsprechenden p-Wert eine false discovery rate (fdr)
fur jeden z-score mithilfe der R-Funktion p.adjust im package ,stats” kalkuliert. Wir be-
ricksichtigten GO-Terme mit einem fdr-Wert kleiner als 0,19; fdr-Werte < 0,085 gelten als
signifikant.
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Die gesamten Genexpressionsdatensatze wurden in der NCBI Gene Expression Omnibus
(GEO)-Datenbank (Edgar et al., 2002) abgelegt und sind dort unter der Kennung GSE14562
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE14562) und GPL1355 (Experiment
1) sowie GSE14556 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE14556) und
GPL341 (Experiment 2) zugénglich.

2.2.7. Quantitative Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR

Gewohnlich wird bei der Realtime-PCR cDNA als Template-DNA eingesetzt. Zur Be-
stimmung der Expression verschiedener Gene nach TGF-betal- (vgl. 2.2.1.iv.) bzw. BrdU-
Behandlung (vgl. 2.2.1.v. und 2.2.3.ii.) wurden vorbehandelte Zellen deshalb zunachst einer
RNA-Isolierung (vgl. 2.2.5.i) mit anschlieBender RT zur Umschreibung in cDNA (vgl.
2.2.5.ii.) unterzogen. Bevor die so gewonnene cDNA als Template-DNA fur die Quantifi-
zierung verwendet werden konnte, mussten in einem néchsten Schritt passende Primer flr die

Kandidatengene generiert werden.

Primer-Design. Die Primer-Sequenzen fir unmodifizierte Primer wurden mithilfe des
PRIMERS3-Programs erstellt. Hierftr wurde zunéchst unter Benutzung der iHOP-Datenbank
(http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/) die gesamte Sequenz des zu untersuchenden Gens
in der gewiinschten Spezies ermittelt. Die Gensequenz wurde Uber einen Link (NCBI RefSeq)
in der NCBI-Nucleotide-Datenbank angezeigt und konnte dann in das PRIMER3-Programm
eingelesen werden, um unter Anwendung geeigneter Auswahlkriterien (gewunschte Ampli-
kon-L&nge, optimale Schmelztemperatur, usw.) passende Primer zu generieren. Diese wurden

im Anschluss Gber MWG-Biotech oder Invitrogen bezogen.

Dariiber hinaus wurden bereits optimierte Primer, sogenannte Quanti Tect® Primer-As-
says, Uber Qiagen erworben. Diese Assays bestehen aus spezifischen ,,forward“- und ,,re-
verse“-Primern, welche von Gensequenzen abgeleitet wurden, die in der NCBI-Datenbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/RefSeq) enthalten sind. Die Primersequenzen wurden, wenn
maoglich, so gewahlt, dass der ,,forward*- und der ,,reverse*“-Primer an unterschiedliche Exons
binden, um eine Koamplifikation genomischer DNA zu verhindern. In Tabelle 5 sind die Se-

guenzen aller verwendeten Primer gezeigt.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE14562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE14556
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Gen Sequenz (forward) Sequenz (reverse) Amplikon- | T
Lange (°C)

Acvrll keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 86 bp 55
(ALK 1)

Ascll GGCTCAACTTCAGTGGCTTC TGGAGTAGTTGGGGGAGATG | 291 bp 58
Bmprla AAAGGCCGGTATGGAGAAGT | ACCGGTGCCTTTAATGTCTG | 177 bp 58
Ccnbl keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 88 bp 55
Ccnd2 TTACCTGGACCGTTTCTTGG TGCTCAATGAAGTCGTGAGG | 240 bp 58
Cdknlc keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 96 bp 55
Dcx GGAAGGGGAAAGCTATGTCTG | TTGCTGCTAGCCAAGGACTG | 138 bp 58
DIl ATATCTGTAGCACCGCACCC AAATACGCCAGAGCTCCAGA | 249 bp 58
FGFRI ACCAAGAAGAGCGACTTCCA | TTATCCAGACCGATGGCTTC | 299 bp 58
G6PDH CCAGCCTCCACAAGCACCTCA | AATTAGCCCCCACGACCCTC | 406 bp 58

AC AGTA

GFAP keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 131 bp 55
Gfral GGAGCTGAACTTTGAGTGGC CACTGCCTTAGTGTGCGGTA | 282 bp 58
Grinl AAGCTACAGTGGGGGCCTAT GCGTCTGAGGAAGCCTATTG | 290 bp 58
Hes1 AAACCCTCAACTGCTCCGTA GCGCCTCTTCTCCATGATAG | 273 bp 58
Jagl CTCCTGTCGGGATTTGGTTA CTTGCCCTCGTAGTCCTCAG 289 bp 58
Mbp GCTTCTTTAGCGGTGACAGG CCAGCTAAATCTGCTGAGGG | 290 bp 58
Nes CATTGAGGCCTCCAGAAGAG TGTTCCTCTTGGTCCTGTCC 301 bp 58
Pdgfra ATTGAGCGCAGATAGTGGCT GATAGACACTCCGAGCCTGC | 261bp 58
Qscn6 ATGGTTCTGTTTCCCGAGTG GGCCAATACTGCCACAAACT | 287 bp 58
TGF-betal | keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 145 bp 55
TGFRI keine Angabe durch den Hersteller keine Angabe durch den Hersteller | 147 bp 55
(ALK 5)

TGFRII GGCTCCCTGAACACTACCAA AGGGAGCAAGTCCTTGGTTT | 139 bp 58
Wifl CAAGTTGGTTTCCCGTGTCT CAGAAGCCAGGAGTGACACA | 287 bp 58

Tabelle 5: Primer-Sequenzen mit Amplikon-L&nge und Annealing-Temperatur.

Herstellung der Standards. Im Vorfeld der Realtime-PCR musste zudem eine Standard-

gerade in Form einer 6-stufigen Verdiinnungsreihe fir die Quantifizierung der cDNASs erzeugt
werden. Hierfiir wurden cDNAs von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen bzw. kon-
troll- und BrdU-behandelten Zellen gemischt und zur Erstellung der Verdinnungsreihe mit
gleichen Volumina an Wasser versetzt (z. B. 20 pul cDNA kontroll-behandelter Zellen + 20 pl
cDNA TGF-betal-behandelter Zellen + 40 pl Wasser). Im ndchsten Schritt wurden 40 ul der
ersten Verdinnungsstufe 1:2 mit Wasser verdunnt. Auf diese Weise wurde eine 12-stufige
Verdlnnungsreihe erstellt, von welcher die Stufen eins (1:2), drei (1:8), flnf (1:32), sieben
(1:128), neun (1:512) und elf (1:2048) zur Erstellung der Standardgerade eingesetzt wurden.

Durchfiihrung der Realtime-PCR. Die Realtime-PCR wurde an einem Mx 3000 P®
QPCR System Realtime-Cycler der Firma Stratagene durchgefiihrt. Als Template-DNA wur-
den sowohl die cDNA-Proben der kontroll-behandelten und der TGF-betal-behandelten Zell-
kulturen bzw. der kontroll-behandelten und BrdU-behandelten Zellkulturen als auch die oben
beschriebenen Standard-Verdiinnungsstufen eingesetzt, und jeweils die relative Kopienzahl

gemessen. Da die cDNA eine komplementdre Form der mRNA ist, konnte anhand der Er-
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gebnisse eine Aussage uber die urspriinglich vorhandene Menge der mRNA eines jeden Gens

und somit Gber das Ausmal seiner Expression getroffen werden.

Die Reaktion erfolgte in 0,2 ml fassenden, transparenten Reaktionsgefdlen. Die Proben-
cDNAs wurden zunédchst 1:5 mit Wasser verdiinnt und zusammen mit den Standards fiir die
Messung vorbereitet. Um gleiche Bedingungen zu gewéhrleisten und die Handhabung zu er-
leichtern, wurde fiir jedes Primerpaar ein Mastermix erstellt, der alle Reagenzien, auBer der
Template-cDNA, enthielt. Dieser wurde dann auf die entsprechenden Reaktionsgefdlle auf-
geteilt, sodass im letzten Schritt nur noch die unterschiedlichen cDNAs der Proben und der
Standards zugegeben werden mussten. Dabei wurden alle Ansdtze in dreifacher Ausfithrung

angefertigt.

Die einzelnen Ansétze wurden nach folgendem Pipettierschema (Tabelle 6) vorbereitet:

Reagenz Volumen pro Reaktion
Primer 1pl
Template-cDNA 4 ul
RNase-freies Wasser 5 ul
2 x Quanti Tect™ SYBR® Green PCR Master Mix 10 pl

Gesamtvolumen: 20 pl

Tabelle 6: Pipettierschema fur die Realtime-PCR.
Um den Mastermix auf eventuelle Verunreinigungen zu Uberpriufen, wurde bei jeder Messung
zusétzlich eine Non-Template-Kontrolle mitgefiihrt, die anstelle der Template-cDNA Wasser
enthielt. Zudem wurde eine sog. -RT-Kontrolle eingesetzt, wodurch eine mogliche Kontami-
nation mit genomischer DNA in den Proben auszuschlielen war. Hierfur wurde die RNA

direkt, das heil3t, ohne vorhergehende RT, fiir die PCR verwendet.

Bevor die Messung begonnen werden konnte, wurde zunéchst der Realtime-Cycler konfi-
guriert. Erst danach wurden die Ansétze in das Gerat Uberfihrt und die Messung gestartet.
Der Ablauf des PCR-Programms fur die Realtime-PCR ist in Tabelle 7 gezeigt.

Temperatur und Dauer Schritt

95°C fiir 10 min Einmalige Denaturierung zu Beginn der PCR
95°C fir 30 s Denaturierung I

x°C fir 1 min (x abhdngig von Primern) Annealing L 40 Zyklen
72°C fiir 1 min Elongation |

95°C fiir 1 min Fluoreszenzmessung -

Schmelzkurve von 65°C bis 95°C

Tabelle 7: PCR-Programm fur die Realtime-PCR.

Direkt im Anschluss an die PCR erfolgte zur Kontrolle der spezifischen Amplifikation eines
DNA-Fragments die Bestimmung der charakteristischen Schmelztemperatur des PCR-Pro-
dukts mittels einer Schmelzkurvenanalyse. Hierfiir wurde die Temperatur kontinuierlich von

65°C auf 95°C erhoht und gleichzeitig die Fluoreszenz gemessen. Beim Erreichen der spezi-
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fischen Schmelztemperatur des PCR-Produkts denaturiert der DNA-Doppelstrang zu zwei
Einzelstrangen. Dadurch wird SYBR® Green | freigesetzt, was sich in einer Abnahme der
Fluoreszenz zeigt. Unspezifische Primer-Dimere kénnen durch niedrigere Schmelzpunkte von

spezifischen PCR-Produkten abgegrenzt werden.

Auswertung der Messergebnisse mithilfe der Mx Pro™ QPCR Software. Die gemes-
senen Daten wurden mithilfe der Mx Pro™ QPCR Software analysiert. Dafiir wurden sie zu-
néchst auf eventuelle Ausreil3er bei den Messwerten, welche beispielsweise durch Pipettier-
fehler verursacht werden kénnen, tberprift. Da solche Werte die Qualitat der Standardkurve
enorm beeintrachtigten konnen, wurden diese, wo ndétig, im néchsten Schritt eliminiert und
aus den verbliebenen Werten wurde eine neue Standardkurve berechnet. Mittels der Auftra-
gung der Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl (C+-Wert) wurde dann der Fluoreszenz-Schwel-
lenwert ermittelt, bei dem sich die Fluoreszenz der Proben signifikant von der Hinter-
grundfluoreszenz abhob. Anschlieend wurden die jeweils zugehtrigen Ct-Werte pro Probe
auf Hohe des Schwellenwerts bestimmt. Ausgehend von diesen Ct-Werten wurden anhand
der Standardgerade die relativen Quantitaten (= Kopienzahl/Reaktion) der einzelnen Proben

berechnet, bevor die Daten zur weiteren Auswertung in Excel exportiert wurden.

Normalisierung. Um Unterschiede in der Probenbehandlung sowie Variationen im
RNA-Gehalt und in der Effizienz der RT zu kompensieren und einen Vergleich der einzelnen
Proben (z. B. Kontrolle versus TGF-betal) untereinander erlauben zu kénnen, musste eine
Normalisierung der Ausgangsmenge an cDNA jeder einzelnen Probe durchgefiihrt werden.
Die Normalisierung wurde durch Abgleich der relativen Kopienzahl des Targetgens gegen ein
Referenzgen erreicht, welches sich durch die Eigenschaft auszeichnet, als Antwort auf die
experimentelle Behandlung nicht in seiner Expression zu variieren. Hierfur wurde im Vorfeld
eine weitere Realtime-PCR (analog zu den oben beschriebenen Bedingungen) unter Verwen-
dung von 18s-rRNA- bzw. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH)-Primern durchge-
fuhrt. Die Normalisierung der einzelnen Proben erfolgte gemé&R der nachstehenden Formel:

Gen (normalisiert) = relative Kopienzahl (Targetgen) / relative Kopienzahl (Referenzgen)

Die unterschiedliche Expression zweier Proben A und B (z. B. Kontrolle gegen TGF-betal)

relativ zueinander wird als Quotient dargestellt und ergibt eine n-fache Expression:

Gen (normalisiert) (Gruppe A) / Gen (normalisiert) (Gruppe B) = n-fache Expression Gruppe
A zu Gruppe B
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2.2.8. Immunfarbungen an Zellen

2.2.8.i. Immunzytochemische Untersuchung von Zellkulturen

Gemél der hier beschriebenen Methode wurden die unter 2.2.1.iv. bzw. 2.2.3.i. be-
schriebenen TGF-betal-behandelten Zellkulturen sowie die unter 2.2.1.v. bzw. 2.2.3.ii. be-
schriebenen BrdU-behandelten Zellkulturen aus der SVZ adulter Ratten immunzytochemisch
untersucht. Hierfur wurden sie im Vorfeld auf Poly-L-Ornithin/Laminin-beschichteten (vgl.
2.2.1.ii.) 24-Well-Platten in einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen pro Well in jeweils 500 pl Me-

dium ausgesat und kultiviert.

Fixieren der Zellen. Um die Zellen zu fixieren, wurde zunachst das Medium vorsichtig
abgesaugt und durch 500 pl 37°C warme, phosphat-gepufferte, 4%ige Paraformaldehyd
(PFA)-Losung pH 7.4 pro Well ersetzt. Die Fixierung erfolgte tber einen Zeitraum von 30
min bei R.T..

Farbung der Zellen. Nach der Fixierung wurden die auf den Glasdeckglasern adha-
renten Zellen dreimal fir 5 min mit je 500 pl TBS gewaschen. AnschlieRend wurde mindes-
tens 2 h bei R.T. mit Fish Skin Gelatine (FSG)-Puffer blockiert. Da bei Oberflachenanti-
genen (wie z. B. GalC) die immunhistologische Detektion empfindlich gegenuber der Anwe-
senheit von Triton X-100 ist, wurde in diesem Fall auf einen Zusatz von Triton X-100 in den
FSG-Puffer verzichtet. Die Markierung der Zellen mit den primdren, gegen verschiedene
Marker-Proteine gerichteten Antikorpern, erfolgte Gber Nacht bei 4°C in FSG-Puffer. Die ver-
wendeten Antikorper sind in der folgenden Tabelle 8 aufgefihrt.

Primdrantikdrper Zelltyp/Molekil Hersteller Verdinnung
Kaninchen anti-Dcx neuronale New England Biolabs GmbH, 1:500
Vorlduferzellen Frankfurt am Main
Kaninchen anti-GalC Oligodendrozyten Chemicon, USA 1:200
Kaninchen anti-GFAP Astrozyten Dako Cytomation, Ddnemark 1:1000
Kaninchen anti-pSmad?2 phosphoryliertes Cell Signaling Technology Inc., 1:100
Smad2 USA
Maus anti-A2B5 gliale VVorlauferzellen Chemicon, USA 1:100
Maus anti-GalC Oligodendrozyten Chemicon, USA 1:500
Maus anti-Map2ab junge Neurone Sigma, Taufkirchen 1:250
Maus anti-Mbp Oligodendrozyten Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg | 1:750
Meerschweinchen anti-GFAP | Astrozyten Progen, Heidelberg 1:500

Tabelle 8: Die verwendeten, primaren Antikdrper mit der Angabe des Zelltyps, der detektiert wird, des
Herstellers und der eingesetzten Verdinnung.

Am néchsten Tag wurden die Zellen drei Waschschritten & 10 min in FSG-Puffer unterzogen.
Die sekundéren, Fluorochrom-konjugierten Antikorper wurden anschlieRend im selben Puffer
verdinnt (Volumen: 500 ul), auf die Zellen gegeben und fur mindestens 4 h inkubiert (bei

R.T.). Tabelle 9 zeigt die verwendeten Sekundarantikorper.
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Sekundarantikorper Hersteller Verdiinnung
Alexa Fluor 488°-konjugierter Esel anti-Kaninchen Molecular Probes, USA 1:1000
Alexa Fluor 488°-konjugierter Esel anti-Maus Molecular Probes, USA 1:1000
Alexa Fluor 488°-konjugierter Esel anti-Meerschweinchen | Molecular Probes, USA 1:1000
Rhodamine Red"'-X-konjugierter Esel anti-Kaninchen Dianova, Hamburg 1:1000
Rhodamine Red"-X-konjugierter Esel anti-Maus Dianova, Hamburg 1:1000

Tabelle 9: Die verwendeten, sekundéaren Antikdrper mit der Angabe des Herstellers und der eingesetzten
Verdinnung.

Alle Inkubationsschritte fur Fluoreszenzmarkierungen wurden unter abgedunkelten Beding-
ungen durchgefiihrt, um einem Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe entgegenzuwirken. Zur
Gegenfarbung der Zellkerne diente DAPI (4',6'-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-
Hydrat) in 500 ul FSG-Puffer. DAPI wurde mit einer Stockkonzentration von 0,25 pg/ul in
einer 1:1000-Verdunnung eingesetzt. Die Farbung erfolgte wahrend 15 min bei R.T.. Es
wurden zwei weitere Waschschritte mit 500 pl FSG-Puffer und 500 pl DPBS pro Well fiir
10 min durchgefuhrt. Danach wurden die Glasdeckglaser mithilfe einer Pinzette aus der
24-Well-Platte entnommen und einzeln auf mit Fluoromount-G- oder ProLong Gold-Medium
betropfte Glas-Objekttrédger geklebt. Bei Doppelfarbungen wurde erst das Oberflachenantigen
unter Vermeidung von Triton X-100 detektiert; nach einer weiteren Fixierung wurde dann in
Histologie-Gelatinepuffer mit Triton X-100 permeabilisiert und schlieBlich gegen das zellu-
lare Antigen gefarbt.

2.2.8.11. Mikroskopie und Auswertung der Zellkultur-lmmunhistologie

Bestimmung verschiedener Parameter im Vergleich zur Gesamtzellzahl. Das Fluores-
zenzmikroskop Leica DMR ermdglichte unter den Anregungs-Wellenldngen 488 nm, 568 nm
und 358 nm die getrennte Detektion von Alexa Fluor 488°, Rhodamine Red™ sowie DAPI.
Unter einer Vergroflerung von 20 x je Probe wurden 3 zufillig gewdhlte Gesichtsfelder aus-
gezihlt. Dabei wurde zunéchst die Gesamtzahl der im Gesichtsfeld vorhandenen Zellen iiber
die Kernfarbung bestimmt, und anschlieBend, je nach Ansatz, die Zahl der fiir den bzw. die
gefarbten Marker positiven Zellen. SchlieBlich wurden die Mittelwerte aus den drei Gesichts-
feldern errechnet und daraus prozentuale Anteile an den jeweiligen Marker-exprimierenden

Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl bestimmt.

2.2.9. Proteinbiochemische/Immunologische Methoden

2.2.9.1. Gewinnung von Proteinextrakten

Gewinnung von Proteinextrakten fiir Westernblot. Zur Herstellung von Proteinextrakten

aus TGF-betal-behandelten Zellkulturen (vgl. 2.2.1.iv.) wurde zunéchst die Zellsuspension
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aus der Kulturflasche in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Nach 5 min Zentrifugation
bei 120 x g wurde das Zellpellet in 50 ul SUB-Puffer resuspendiert. Das Material wurde
homogenisiert, indem man es mindestens 5-mal durch eine auf eine 2-ml-Einwegspritze auf-
gesetzte Injektionsnadel mit 0,9 mm Durchmesser presste. AnschlieBend wurde das Zelllysat
10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Ep-
pendorf-Rohrchen tiberfiihrt und die Proteinextrakte wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei

-20°C gelagert. Das Pellet wurde verworfen.

Gewinnung von Proteinextrakten fiir Zymografie. Zur Gewinnung von Proteinextrakten
aus BrdU-behandelten Zellkulturen (vgl. 2.2.1.v.) wurden die adhdrenten Zellen zun&chst
sorgfaltig von der Kulturflasche abgespdlt und in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt.
Danach war ein Zentrifugationsschritt von 5 min bei 120 x g vorgesehen. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde in 100 ul Lysepuffer resuspendiert. Die Lysate
wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.9.ii. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford
durchgefuhrt. Zunéchst wurde eine Standardgerade mit unterschiedlichen BSA-Konzentra-
tionen etabliert. Hierfiir wurden 200 pl Bradford-Reagenz mit verschiedenen Volumina an
BSA versetzt und mit Wasser auf ein Endvolumen von 500 ul aufgefullt. Zuletzt wurden je-
weils 5 pl SUB-Puffer pro Ansatz zugegeben. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in
den zu untersuchenden Proben wurden jeweils 5 pl der Probe mit 200 pl Bradford-Reagenz
und 300 pl Wasser verdiunnt. Nachdem alle Ansatze in eine 96-Well-Platte Gberfihrt wurden,
wurde anschliefend mit einem ELISA-Reader die Absorption bei einer Wellenlange von
590 nm bestimmt. Anhand der erstellten Standardgerade konnte dann die Proteinkonzentra-

tion in den zu analysierenden Proben berechnet werden.

2.2.9.111. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Westernblot

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Fiir die elektrophoretische Auftrenn-
ung von Proteinen nach ithrem Molekulargewicht kam die von Laemmli beschriebene Metho-
de der SDS-PAGE zur Anwendung. Die Elektrophorese erfolgte in der Minigel Twin Appara-
tur der Firma Biometra unter Benutzung von diskontinuierlichen Gelen, welche aus Sammel-

(pH 6.8) und Trenngel (pH 8.8) bestehen (Zusammensetzung siehe Tabelle 10).
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Trenngel (12,5 %) Sammelgel (5 %)

1,1 ml destilliertes Wasser 0,87 ml destilliertes Wasser

1,2 ml 0,5 % SDS 0,4 ml 0,5 % SDS

1,2 ml 1,88 nM Tris-HCI pH 8.8 0,4 ml 0,625 % Tris-HCI pH 6.8
2,5 ml 30 % Acrylamid/0,8 % 0,33 ml 30 % Acrylamid/0,8 %
Bisacrylamid Bisacrylamid

15 ul TEMED 5 ul TEMED

50 ul 10 % APS 15 ul 10 % APS

Tabelle 10: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Die Gele wurden vor jeder Anwendung frisch gegossen. Dazu mussten zundchst die Acryl-
amid-L6sung, SDS, Tris-HCI und Wasser gemischt werden, bevor TEMED und APS zu-
gegeben werden konnten. Wegen der im Anschluss unmittelbar einsetzenden Polymerisation
wurden die Gele dann schnellstmdglich gegossen. Nach dem Ende der Polymerisation wurden
sie in die Elektrophorese-Apparatur eingebracht und mit Laufpuffer Gberschichtet. Ein Pro-
benvolumen entsprechend 1 - 5 ug Protein wurde mit 3 pl Loading Dye (6 x) versetzt und mit
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 15 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde fiir 5 min aufgekocht,
auf Eis gestellt, und zusammen mit dem Molekulargewichtsstandard auf ein Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte zunédchst bei 10 mA und 150 W, bis die Lauffront die Grenze von
Sammelgel zu Trenngel erreicht hatte. AnschlieBend wurde auf 25 mA und 500 W erhéht und
die Elektrophorese fiir 1,7 h fortgefiihrt.

Westernblot. Der elektrophoretische Transfer der Proteine auf eine Membran erfolgte
im Anschluss an die SDS-PAGE im Fastblot Elektroblotter der Firma Biometra. Hierfiir wur-
de das Gel nach der Elektrophorese von den Glasplatten abgeldst und auf eine in Trans-
ferpuffer getriankte Nitrozellulose-Membran mit 0,45 pm PorengréBe (Protran BA 85, Schlei-
cher+Schuell, Dassel) gebracht. Weiter wurde das Gel samt Membran, beidseitig eingebettet
in mit Transferpuffer getrinktem Whatmanpapier (je ca. 3 Stiick), auf die Anodenplatte der
Blotting-Apparatur tberfiihrt. Der Aufbau wurde abschlieBend mit der Kathodenplatte be-
deckt, um das Protein bei 250 mA und 10 W auf die Membran zu iibertragen (0,7 h). Zur
Uberpriifung, ob Protein auf die Membran geblottet wurde, wurde diese im Folgenden mit
Ponceau S geférbt, welches reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen von Proteinen
bindet. Damit die Membran danach fiir den immunchemischen Nachweis der gebundenen
Proteine weiterverwendet werden konnte, wurde die Ponceau S-Firbung dann in mehreren

Waschschritten mit Wasser wieder entfernt.
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2.2.9.1v. Immunchemischer Nachweis von Proteinen durch Chemolumineszenz

und densitometrische Quantifizierung

Immunchemischer Nachweis von Proteinen durch Chemolumineszenz. Das Blockieren
der Membran, die Waschschritte sowie die Inkubation mit Antikdrpern geschahen in FSG-
Puffer flr Westernblot. Um Dcx oder Aktin (als Kontrolle) immunologisch nachzuweisen,
wurde die Membran fiir 1h bei R.T. gegen unspezifische Antigen-Antikorper-Reaktionen
blockiert. AnschlieBend wurden die geblotteten Proteine iiber Nacht bei 4°C folgenden Anti-
korpern ausgesetzt: anti-Dcx (Kaninchen IgG, 1:2000, Cell Signaling, USA) oder anti-Aktin
(Kaninchen IgG, 1:5000, Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Die Membranen wurden am néchsten
Tag dreimal fiir 10 min auf einem Rotationsschiittler gewaschen und danach mit einem Meer-
rettich-Peroxidase-konjugierten Esel anti-Kaninchen-IgG-Antikdrper (Dianova, Hamburg;
Verdiinnung 1:10000) fiir 2 h bei R.T. inkubiert. Nach 3 bis 4 weiteren Waschschritten zur
Entfernung von iiberschiissigem, nicht gebundenem Antikdrper, erfolgte die Detektion der
Peroxidase-Aktivitit, gestiitzt auf das ECL-Plus Western Blotting Detection System. Die an
den Sekundirantikorper gekoppelte Peroxidase oxidiert dabei unter Katalyse von H,O, das
zyklische Diacylhyddrazin Luminol, was zur Freisetzung von Licht fiihrt (Chemolumines-
zenz). Hierfir wurde die Membran mit der Proteinseite nach unten auf eine saubere,
durchsichtige Folie gelegt, auf der zuvor 2 ml Reagenz A und 50 pl Reagenz B gemischt wur-
den. Nach einer Inkubation von 5 min wurde die Membran ohne Luftblasen zwischen zwei
Klarsichtfolien in einer Entwicklerkammer gebracht. Um die Lumineszenz zu detektieren,
wurde in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm (Hyperfilm, Amersham-Pharmacia, Freiburg)

auf die Folie gelegt, fiir einige Sekunden exponiert und der Film entwickelt.

Densitometrische Quantifizierung. Die Expression von Dcx wurde quantitativ anhand
der Intensitdt des Signals (Schwirzung der Banden) auf dem Rontgenfilm erfasst; dies
geschah mittels densitometrischer Auswertung unter Verwendung der Software Imagel
(http://rsb.info.nih.giv/ij/), wobei zwei Westernblots unabhéngig erstellt und ausgewertet

wurden.

2.2.9.v. Die Zymografie

Die Durchfihrung der Zymografie erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Hans-Christian Bauer am Institut fiir Organismische Biologie der Universitat Salz-

burg.
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Im Anschluss an die Proteinextraktion aus BrdU-behandelten Zellen (vgl. 2.2.9.i.) wurden die
Proben 1:2 mit Probenpuffer (2 x) verdinnt und fir 10 min inkubiert. Danach wurden gleiche
Ausgangsmengen an Protein in 10-25 pl Probenvolumen auf 7,5%ige Polyacrylamidgele mit
0,1 % Gelatine (1 mg/ml) geladen. Die Gele wurden fur 1-2 h bei konstanter Spannung
(125 V) in Laufpuffer (1 x) laufen gelassen und der Lauf beendet, sobald der Bromphenol-
blau-Farbstoff die Unterkante des Gels erreicht hatte. Nach der Elektrophorese wurden die
Gele fur 30 min unter leichtem Schitteln in 100 ml Renaturierungspuffer inkubiert (R.T.).
Der Puffer wurde abgesaugt und durch 100 ml Entwicklungspuffer ersetzt. Die Inkubation er-
folgte wahrend 30 min bei R.T. und weiter fur mindestens 4h in frischem Entwicklungspuffer
bei 37°C. Um maximale Sensitivitat zu erreichen, wurden die Gele Uber Nacht inkubiert. Da-
nach wurden sie fir 30 min mit 0,5 % Coomassie brilliant blue R-250 gefarbt und mit einer
Entfarbe-Losung entférbt, bis die Bereiche mit Proteaseaktivitét als klare Banden vor einem

dunkelblauen Hintergrund erkennbar waren.

2.2.9.vi. Der TGF-betal-Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Fur die Bestimmung der TGF-betal-Konzentration in BrdU-behandelten Zellen kam der
Rat TGF-betal-ELISA Kit zur Anwendung.

Durchfiihrung des ELISAs. Dissoziierte NSZs wurden in einer Zelldichte von 5 x 10°
Zellen/ml in 12-Well-Platten ausgeséat (Tag 0) und an Tag 2 mit unterschiedlichen BrdU-Kon-
zentrationen von 0,2 - 20,0 uM (vgl. 2.2.1.v) behandelt. An Tag 4 wurde der TGF-be-
tal-ELISA, entsprechend dem Protokoll des Herstellers, durchgefuhrt. Dazu wurden die
Zellen aus den Well-Platten in Eppendorf-Rohrchen tberfuhrt und bei 120 x g fur 5 min zen-
trifugiert. Aus jeder zu untersuchenden Probe wurden 20 pl des Uberstands abgenommen und
mit 180 ul Assay-Puffer verdinnt. Dann wurden 20 pl 1 N HCI pro Probe zugegeben und es
wurde 1h bei R.T. inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Neutralisation durch 20 pl 1 N NaOH.
Die Mikrowellplatten wurden zweimal mit je 400 pl Waschpuffer pro Well gewaschen, der
Waschpuffer wurde abgesaugt und eine Standardreihe erstellt. Hierfir wurden in die Stan-
dard-Wells zundchst 100 pl Assay-Puffer vorgelegt. Zur Erstellung der ersten Verdinnungs-
stufe wurden 100 pl Standard mit einer Konzentration von 4000 pg/ml in eines der Wells
pipettiert (1:2-Verdinnung). Nach ausreichender Durchmischung mit dem Assay-Puffer wur-
den 100 pl des 1. Standards in das darauffolgende Well Gberfuhrt. Auf diese Weise wurde
eine 7-stufige Verdiinnungsreihe von 2000 pg/ml - 31.3 pg/ml erstellt. Standards sowie Pro-

ben wurden jeweils in doppelter Ausfiihrung angefertigt. 100 pl der 1:12-verdlnnten Proben
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wurden ebenfalls auf die Mikrowellplatten Gberfuhrt, die Platten wurden mit einer selbst-
klebenden Folie bedeckt und fur 2 h bei R.T. auf einem Plattformschuttler inkubiert. Danach
wurden sie finfmal mit je 400 ul Waschpuffer pro Well gewaschen und es wurden 100 pl
Biotin-Konjugat (1:100-Verdunnung in Assay-Puffer) je Well zugegeben. Nach 1-stundiger
Inkubation bei R.T. und anschlieBenden funf Waschschritten wurden je 100 ul des Strepta-
vidin-HRP-Konjugats (1:100 in Assay-Puffer) zugegeben, 1h auf dem Schdittler inkubiert und
die ELISA-Platte anschliefend wiederum funfmal gewaschen. Die Farbreaktion wurde durch
Zugabe von 100 pl Tetramethylbenzidin-Substratlosung pro Well hervorgerufen. Als Inkuba-
tionszeit waren hierfir maximal 30 min bei R.T. vorgesehen. Die Substratreaktion wurde
durch Zugabe von 100 ul Stopp-LOsung beendet, sobald der hdchste Standard eine dunkel-
blaue Farbe entwickelt hatte. SchlieRlich wurde die Absorption der Substratlosung am Emax

Precisions Microplate Reader bei einer Wellenldange von 450 nm gemessen.

Auswertung der ELISA-Daten. Zur Auswertung der erhaltenen Daten wurden aus den
doppelt bestimmten Proben und Standards jeweils die Mittelwerte der gemessenen Absorp-
tionen gebildet. Als nachstes wurde eine Standard-Eichkurve durch Auftragung der ge-
mittelten Standardabsorptionen gegen die TGF-betal-Konzentration erstellt. Anhand dieser
Ausgleichskurve wurde die Konzentration des zirkulierenden TGF-betal fur jede Probe auf
Hohe der jeweilig gemessenen Absorption bestimmt. Zuletzt wurde der ermittelte Wert mit 12
multipliziert, um die Verdinnung der Probe bei der Versuchsdurchfiihrung zu berticksich-

tigen.

2.2.10. Durchflusszytometrische Fluoreszenzanalytik

Die Durchflusszytometrie bietet die Mdglichkeit, Zellen hinsichtlich ihrer biologischen,
physikalischen, chemischen und physiologischen Eigenschaften zu analysieren. Hierfur wer-
den Einzelzellen in einem Flissigkeitsstrom in geordneter Reihenfolge an einer fokussie-
renden Lichtquelle (Laser) vorbeigeleitet. Uber die Messung der dabei erzeugten Vorwdrts-
(,,forward scatter light, FSC) und Seitwartsstreulichtsignale (,,sideward scatter light*, SSC)
konnen Informationen tber die GroRe und die Granularitat einer Zelle gewonnen werden. Die
Anwendung von DNA-Farbstoffen und fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdérpern erlaubt
zudem, die Zellen und Zellpopulationen Uber die beobachtbaren Fluoreszenzlichtsignale (FL)

in Bezug auf ihren DNA-Gehalt sowie ihre Antigenexpression zu charakterisieren.
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2.2.10.i. Fixierung der Zellen

Fur die durchflusszytometrische Analyse mussten die Zellen - sofern nicht anders an-
gegeben - fixiert werden. Mit BrdU oder TGF-betal vorbehandelte Zellen (vgl. 2.2.1.v. bzw.
2.2.1.iv.) wurden zunéchst vereinzelt (vgl. 2.2.1.ii.) und danach fir 5 min bei 120 x g zentri-
fugiert. Die Accutase wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 1 ml eiskaltem, 70%igen
Ethanol resuspendiert. Die Fixierung erfolgte mindestens liber Nacht bei -20°C.

2.2.10.11. Zellpraparation fur die einparametrische DNA-Farbung

In einparametrischen DNA-Farbungen wurden aNSZ der SVZ auf eine Beeinflussung
der Zellproliferation durch eine 48-stiindige BrdU-Inkubation untersucht. Die fixierten,
BrdU-behandelten Zellen (2.2.1.v.) wurden einer Zentrifugation fir 5 min bei 120 x g
unterzogen. Anschlielend wurde der Ethanol abgesaugt und durch 470 ul DPBS ersetzt. Es
wurden je 5 ul RNase A mit einer Konzentration von 1 mg/ml (Endkonzentration: 10 pg/ml)
erganzt und eine Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die DNA-Farbung erfolgte durch
Zugabe von 25 ul 1 mg/ml Propidiumiodid (Pl, Endkonzentration: 50 pg/ml). Die Proben
wurden durch kurzes Vortexen gemischt und bis zur Vermessung am Durchflusszytometer
mit den in Tabelle 22 aufgelisteten Geréteeinstellungen im Dunkeln gelagert. Aus den er-
stellten Histogrammen wurden die prozentualen Anteile der Zellen in der S-Phase sowie der
GO0/G1- und G2/M-Phase bestimmt.

2.2.10.iii. Zellpraparation fiir die zweiparametrische DNA-Férbung

Zellpraparation fir die Ki67/P1-Farbung. Um zu untersuchen, an welcher Stelle des
Zellzyklus TGF-betal-behandelte aNSZ arretiert sind, wurden sie, wie unter 2.2.1.iv. dar-
gestellt, vorbehandelt. Anschliefend wurden die Zellen dissoziiert, in je 1 ml eiskaltem,
70%igen Ethanol fixiert (vgl. 2.2.10.ii) und bis zur Farbung bei -20°C gelagert. Friihestens am
néchsten Tag wurden die Zellen nach einem teilweise modifizierten Protokoll von Endl et al.
(1997) gefarbt. Zu Beginn der Farbung wurden zunéchst 2 ml eiskaltes DPBS pro Ansatz zu-
gegeben. Die Zellen wurden wéhrend 5 min bei 600 x g zentrifugiert und in 500 ul kaltem
DPBS mit 0,1 % Triton X-100 resuspendiert. Es schloss sich eine 5-minitige Inkubation auf
Eis an, worauf die Zellen zweimal mit 2 ml DPBS gewaschen wurden, gefolgt von zwei Zen-
trifugationsschritten bei 600 x g. Die Markierung mit den FITC-konjugierten Maus an-
ti-Mensch Ki67- bzw. 1gG1-Isotypkontrollantikérpern (FITC Mouse anti-human monoclonal

antibody set, BD Pharmingen, USA) erfolgte wéhrend einer 45-minitigen Inkubation im
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Dunkeln nach den Angaben des Herstellers in 100 pl DPBS mit 20 pl Antikdrper. Im An-
schluss wurden die Zellen noch einmal gewaschen und in 470 ul DPBS aufgenommen. Um
eine mogliche Wechselwirkung von PI mit RNA zu umgehen, wurden 5 pl RNase A
(1 mg/ml; Endkonzentration 10 pg/ml) zu jedem Ansatz gegeben und 1 h bei 37°C im Was-
serbad inkubiert. SchlieRlich wurden 25 pl Pl (1 mg/ml; Endkonzentration: 50 pg/ml) in die
Ansétze pipettiert und die Proben bis zur Vermessung am Durchflusszytometer bei 4°C licht-

geschutzt aufbewahrt.

BrdU-Inkubation und Zellpraparation fir die Pulsmarkierung (anti-BrdU-Technik)/
Pl-Farbung. Die anti-BrdU-Technik bietet die Moglichkeit, BrdU-behandelte Zellen mittels
Durchflusszytometrie zu analysieren. Dazu werden die Zellen zunédchst fur kurze Zeit dem
halogenierten Basenanalogon BrdU ausgesetzt, welches wahrend der Replikation in der
S-Phase anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird. Die BrdU-Inkorporation kann im
Anschluss durch eine Farbung mit einem gegen BrdU gerichteten, FITC-konjugierten Anti-
korper durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Aufgrund des kiirzeren, zum BrdU-Ein-
bau zur Verfugung stehenden zeitlichen Intervalls, zeigen Zellen, die wahrend des BrdU-Pul-
ses in die S-Phase eintreten oder gerade aus ihr austreten, hierbei einen geringeren BrdU-Ge-
halt und folglich eine geringere FITC-Fluoreszenzintensitat. Durch eine zusatzliche Farbung
mit dem stochiometrisch in die DNA interkalierenden Farbstoff Pl konnen aullerdem an-
hand einer zweidimensionalen Auftragung beider Parameter, BrdU und PI, die Anteile der
BrdU-positiven Zellen in der S-Phase und der BrdU-negativen Zellen in der GO/G1- bzw.
G2/M-Phase zur Zeit der Probenentnahme sowie die Intensitat der Farbung bei den unter-

schiedlichen BrdU-Konzentrationen bestimmt werden.

In Vorbereitung auf die anti-BrdU-Technik wurden aNSZ in einer Dichte von 5 x 10* Zel-
len/ml ausgesat (Tag 0) und fiir 4 Tage kultiviert. Danach war ein BrdU-Puls fur 20 min
vorgesehen. Dazu wurde dem Kulturmedium BrdU in einer Endkonzentration von 0,2 uM,
1,0 uM, 2,5 uM, 5,0 uM, 10,0 uM oder 20,0 uM zugesetzt und im Brutschrank inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen aus den Kulturflaschen in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt, fir 5
min bei 120 x g zentrifugiert und mit DPBS gewaschen. Dann wurden sie, wie unter 2.2.10.i.
beschrieben, mit Accutase vereinzelt und schlieflich Uber Nacht in Ethanol fixiert. Vor Be-
ginn der Farbung wurden die Zellen fiir 5 min abzentrifugiert und dreimal mit kaltem DPBS
mit 2 % BSA gewaschen. Das Zellpellet wurde in 50 pl DPBS mit 2 % BSA resuspendiert
und mit 100 pl einer 1 mg/ml RNase-A-Stammlésung fir 12 min bei 37°C im Wasserbad in-

kubiert. Nach 40-min(tiger Inkubation bei R.T. und einem Waschschritt wurde das Pellet in
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50 ul DPBS mit 2 % BSA aufgenommen, fur 3 min bei 37° erwdrmt und 4 min mit 1 ml
frisch hergestellter Pepsinldsung (5 mg Pepsin in 15 ml 0,01 N HCI) inkubiert, um das Zyto-
plasma und die Zytoplasmamembran zu verdauen und so unspezifische Bindungen von Farb-
stoff und Antikdrpern zu verhindern. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 3 ml
kaltem DPBS mit 2 % BSA gestoppt. Die Zellkerne wurden wahrend 3-5 min abzentrifugiert
und die DNA mit 400 ul 2 N HCI denaturiert, sodass sie fiir den gegen BrdU gerichteten Anti-
korper zugéanglich wurde. Dazu wurden die Zellen fir 10 min bei R.T. inkubiert. Danach
erfolgten mindestens zwei Waschschritte; diese mussten jedoch so lange wiederholt werden,
bis der pH-Wert der Zellsuspension im neutralen Bereich lag. Die Zellen wurden zentri-
fugiert, und in 100 pl DPBS mit 2 % BSA aufgenommen. Entsprechend den Angaben des
Herstellers wurden im Anschluss 20 pl eines FITC-konjugierten Maus anti-BrdU-Antikorpers
bzw. Maus anti-lgG1-Isotypkontrollantikérpers zugesetzt (FITC Mouse Anti-BrdU Set, BD
Pharmingen, USA). Nach 45-minitiger Inkubation im Dunkeln wurden die Zellkerne ge-
waschen und in 200 pl DPBS resuspendiert. Zuletzt wurden 0,5 pl einer 1 mg/ml PI-Stamm-
I6sung zugesetzt und die Zellen nach wenigen Minuten am FACS Calibur mit den in Tabelle

23 aufgelisteten Geréteeinstellungen vermessen.

2.2.10.iv. Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen

Standardsoftware. Alle Messungen, die am Durchflusszytometer durchgefuhrt wurden,
erfolgten an einem Macintosh Computer mit der Software BD CELL Quest™ Pro. Die ge-
wonnenen Daten, die zundchst als list-mode-Datenfile FCS 2.0 (Flow Cytometry Standard
2.0) gespeichert wurden, wurden zur Auswertung auf einen Standard-PC (bertragen. Die
quantitative, einparametrische Analyse der Zellzyklusverteilung erfolgte mithilfe der Software
Expo 32 v 1.2 und Win Cycle 32 Version 11.05.02 Beta. Zweiparametrische DNA-Messun-

gen wurden mit Win MDI 2.8 ausgewertet.

Datendarstellung und Datenverarbeitung. Zur graphischen Darstellung zweier gemes-
sener Parameter wurde in Win MDI 2.8 ein zweidimensionaler Dot-Plot erstellt. Dazu wurde
zundchst das FSC-Signal (Grosse der Zelle) auf der Abszisse gegen das SSC-Signal (Granu-
laritat) auf der Ordinate aufgetragen (vgl. Abbildung 7 A). Da Zelltrimmer und Farbstoff-
aggregate (Debris) schwache FSC- und SSC-Signale liefern, kann anhand dieser Darstellung
die Zellpopulation mit intakten, vitalen Zellen identifiziert werden. Die gewinschte Zellpo-
pulation wurde mithilfe einer Region (R1), die um die Population gezeichnet wurde, markiert.

Durch die Definition dieser Region als ,,Gate* bot sich die Moglichkeit, nur den Datensatz der
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Zellen, die sich innerhalb der gewéhlten Region befanden, zu extrahieren und zur graphischen
Darstellung in einen weiteren Dot-Plot zu Ubertragen, um im Anschluss zusatzliche Eigen-
schaften dieser Zellen (z. B.: den DNA-Gehalt) zu untersuchen. Zunachst mussten aber Zell-
aggregate, sogenannte Zelldubletten, von der weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Dafiir
wurde in einem Dot-Plot die Signalflache der PI-Fluoreszenz (FL3-A, Signalintegral) auf der
Ordinate gegen deren Signalweite (FL3-W, Signaldauer) auf der Abszisse aufgetragen (vgl.
Abbildung 7 B). Zelldubletten zeichnen sich im Vergleich zu Einzelzellen durch groéRRere
FSC-Signale aus und bendtigen demzufolge mehr Zeit, um den Laserstrahl zu passieren. Da
sich dieser Sachverhalt folglich in einer langeren Signaldauer widerspiegelt, konnten mithilfe
einer Region 2 (R2) Zellaggregate leicht von Einzelzellen abgegrenzt werden. Ferner wurden
dabei auch Zelltruimmer, die zwar eine gewisse Fluoreszenz aufwiesen, aber nicht zu der
gewiinschten Population zéhlten, von der weiteren Analyse ausgeschlossen. In einem letzten
Schritt wurden die zur Auswertung verbliebenen Zellen (R2) auf zusatzliche Eigenschaften
hin untersucht. Fir die Auftragung eines einzelnen Parameters wie beispielsweise des

DNA-Gehalts (PI-Fluoreszenz = FL3) wurde die Darstellung als Histogramm gewahlt. Dazu

wurde die Anzahl der Ereignisse (Haufigkeit des Ereignisses) auf der y-Achse gegen die Sig-
nalflache (FL3-A) der PI-Farbung auf der x-Achse aufgetragen (Abbildung 7 C).
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Abbildung 7: A: Gating in einem FSC (Grofe der Zellen)/SSC (Granularitat der Zellen)-Dot-Plot: Durch
die Region R1 wird die Population vitaler Zellen markiert. B: Die in A ausgewé&hlten Zellen sind in einer
Auftragung der Signalflache (FL3-A) der PI-Fluoreszenz gegen die Signalweite (FL3-W) der PI-Fluores-
zenz abgebildet. Durch die Region R2 werden Zelldubletten von der Auswertung ausgeschlossen. C: Der
DNA-Gehalt der in R2 ausgewéhlten Zellen wird anhand der Auftragung der Anzahl der Ereignisse gegen
die Signalflache (FL3-A) der PI-Fluoreszenz in einem Histogramm dargestellt.

Bei Verwendung basenpaarspezifischer DNA-Farbstoffe wie Pl entsprach das erstellte Histo-
gramm dem Verteilungsmuster der DNA (G0/G1-, S- und G2/M-Phase) der untersuchten
Zellpopulation. Mithilfe des Programms Win Cycle 32 Version 11.05.02 Beta konnte im An-
schluss die Zellzyklusverteilung der einparametrischen DNA-Messung quantitativ ermittelt
werden. Die Auswertung des S-Phase-Anteils wurde dabei mit einer S-Phasen-Bestimmung
nullter Ordnung durchgefihrt, das heilt die Verteilung der GO/G1- und G2/M-Phase-Peaks
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wurde zundchst als symmetrisch und ,,gauBBverteilt angenihert, bevor, unter der Annahme
geringer Uberlappung, der dazwischenliegende Bereich der S-Phase zugeordnet wurde
(Rabinovitch, 1993). Alternativ wurden Zellzyklusverteilungen auch mit Win MDI 2.8 be-
rechnet. Fir die gleichzeitige Auftragung zweier gemessener Parameter (z. B.: Ki67-Expres-
sion und DNA-Gehalt) der in R2 verbliebenen Zellen wurde wiederum die graphische Dar-
stellung als Dot-Plot (siehe oben) gewéhlt, um die Zellen auf zusatzliche Eigenschaften hin zu

untersuchen.

2.2.11. Elektrophysiologische Methoden

Elektrophysiologische Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Olaf StrauR am Institut fir Experimentelle Ophthalmologie der Universitétskli-
nik Regensburg. Zur Analyse der elektrischen Eigenschaften von Nervenzellen wurden aNSZ,
die unter Proliferations- oder Differenzierungsbedingungen in Anwesenheit von TGF-betal

kultiviert worden waren, herangezogen.

Proliferierende Zellen wurden hierfir im Vorfeld wie unter 2.2.1.iv. beschrieben mit TGF-be-
tal stimuliert und im Anschluss an die 8-tdgige Inkubation auf Poly-L-Ornithin-Laminin-be-
schichteten (vgl. 2.2.1.ii.) 24-Well-Platten in einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen in 500 pl
NB-B27-all-Medium pro Well ausgesat. Im Verlauf der nichsten drei Tage wurden die Zellen
jeweils elektrophysiologischen Untersuchungen unterzogen, wobei am Morgen des zweiten

Tages (Tag 10) nochmals TGF-betal in einer Konzentration von 10 ng/ml zugesetzt wurde.

Zur Analyse der elektrischen Eigenschaften differenzierter Zellen, wurden die Zellen nach
dem Passagieren direkt auf beschichteten (vgl. 2.2.1.ii.) 24-Well-Platten (2,5 x 10* Zellen in
500 pl Medium pro Well) ausgesat, zunachst jedoch unter Proliferationsbedingungen. Am
nachsten Tag wurden die Zellen einem Medienwechsel auf Differenzierungsmedium
(NB-B27-not-all-Medium mit 5 % v/v FCS) unterzogen. Einige Stunden spater erfolgte die
erste Stimulation mit TGF-betal. Weitere Zugaben wurden an Tag 4 und Tag 7, wie unter
2.2.1.iv. beschrieben, durchgefuhrt. An Tag 8 bis 10 wurden die Zellen vermessen, wobei am

Morgen des zehnten Tages nochmals TGF-betal zugesetzt wurde.

Die Patch-Clamp-Technik. Die Patch-Clamp-Technik ist eine von Neher und Sakmann
entwickelte elektrophysiologische Methode (Neher & Sakmann, 1976), die ermdglicht, elek-
trische Stréme durch lonenkanale in der Zellmembran einer Zelle darzustellen und zu analy-
sieren. Sie basiert auf der Technik der Spannungsklemme (Voltage-Clamp-Technik), und er-

laubt im Gegensatz dazu, neben der Messung von Strdmen der gesamten Zellmembran auch
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die Messung von Stromen auf Einzelkanalebene. Anders als die VVoltage-Clamp-Technik, die
eine Elektrode benétigt, um eine Halte- oder Kommando-Spannung vorzugeben, wahrend mit
einer weiteren Elektrode die auftretenden Strome Uber die Membran aufgezeichnet werden,
erfordert die Patch-Clamp-Technik darliber hinaus nur die Verwendung einer einzelnen Elek-
trode. Diese wird sowohl zur Strominjektion als auch zur Messung des Potentials eingesetzt.
Eine zweite Elektrode, die sogenannte Badelektrode, dient hierbei lediglich als Referenzelek-
trode (Numberger & Draguhn, 1996; Molleman, 2003).

Durchfuhrung der Messung. Zur Durchfiihrung einer Patch-Clamp-Messung wurde ein
Deckglas mit den zu untersuchenden, adhérenten Zellen in der Perfusionskammer platziert
und mit Badlésung umspult. Mithilfe eines Inversmikroskops wurde im ndchsten Schritt eine
adaquate, intakte Zelle zur Vermessung ausgewdahlt. Nach Erzeugen eines Uberdrucks wurde
die Patchpipette in die Badldsung eingetaucht und behutsam mithilfe des Mikromanipulators
in die N&he der ausgewéhlten Zelle gebracht. Indem die Pipettenspitze auf die Zellmembran
aufgesetzt wurde, wurde eine elektrisch dichte Verbindung zwischen Pipettenspitze und
Membran erzeugt und folglich ein Membranfleck (sog. ,,patch®) isoliert. Der dadurch hervor-
gerufene Anstieg des Widerstandes wurde durch einen Abfall des Kontrollstromes sichtbar.
Nach Anlegen eines Unterdrucks in der Pipette kam es zur Ausbildung der sogenannten ,,cell-
attached“-Konfiguration. Da die entstehenden elektrischen Widerstande zwischen dem Pipet-
ten-Inneren und der Badlosung in der GroRenordnung von mehreren Giga-Ohm (10° Ohm)
liegen, wird diese Verbindung auch als ,,Giga-Seal* (engl.: to seal — versiegeln) bezeichnet.
Durch Bildung des Giga-Seals werden die vorhandenen Leckstréome zwischen Membran-
oberflache und Pipettenspitze auf ein Minimum reduziert und so das Hintergrundrauschen
insgesamt verringert. Ausgehend von der ,.cell-attached-Konfiguration als Basiskonfigura-
tion wurde im Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich die ,,whole-cell“-Konfiguration verwen-
det, bei der keine Einzelkanalstrome, sondern die Gesamtstromantwort einer Zelle als Summe

aller aktiven Kanale gemessen wurde.

Der Messplatz. Um Storeinfliissen durch mechanische Schwingungen und Erschiitter-
ungen der Umgebung vorzubeugen, wurde die Messapparatur, bestehend aus Mikroskop, Per-
fusionskammer, Mikromanipulator mit Pipettenhalter und Vorverstéarker, auf einem schwing-
ungsgedampften Tisch angebracht. Zur elektrischen Abschirmung wurde die gesamte Mess-
apparatur von einem Faradaykafig umgeben. Alle Messungen wurden unter optischer Kon-
trolle mithilfe eines inversen Mikroskops (Axiovert FS, Zeiss, Jena, Deutschland) durchge-

fiihrt, wobei die Zellen bei 40facher VergroRerung ausgewdahlt wurden. Signallbertragung
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und Datenerfassung erfolgten aullerhalb des Faradaykéfigs mithilfe eines Patch-Clamp-Ver-
starkers (EPC-10-Amplifier HEKA, Lamprecht, Deutschland), eines AD/DA-Wandlers (Ba-
telle, Frankfurt) sowie eines Computers, der mit entsprechender Software (TIDA, Turbo
Pascal Interface for Data Aquisition, HEKA) zur Datenaufnahme und -analyse ausgestattet
war. Alle Komponenten des Systems waren elektrisch geerdet. Der Vorverstarker war mit
dem Hauptverstarker (EPC-10-Amplifier HEKA electronics, Lambrecht, Deutschland) ver-
bunden, der das Stromsignal erfasste und als Spannung auslas (Strom-Spannungs-Wandler).

Die Patchpipetten. Die verwendeten Pipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Sci-
ence Products GmbH, Hofheim, Deutschland) hergestellt. Um sicherzustellen, dass die Mem-
bran der Zelle durch Aufsetzen der Pipettenspitze nicht durchstochen wird, wurden die Ka-
pillaren mithilfe eines automatischen Pipettenziehgerates (DMZ Universal Microelectrode
Puller, Zeitz, Augsburg) in einem zweistufigen Ziehverfahren direkt vor der Benutzung ge-
zogen. Die Pipetten erhielten dadurch einen stumpfen Offnungsradius mit einem Durchmesser
<1 um. Im néchsten Schritt wurden die Pipetten durch einen Heizdraht poliert. Dadurch wird
eine bessere Haftung zwischen Pipette und Membran erreicht, was zu einer Verlangerung der
Lebensdauer des ,,patch® fithrt und die Ausbildung eines Giga-Seals beglnstigt. Die ent-
standene Pipette wurde mit einer intrazelluldren Pipettenldsung (Zusammensetzung: vgl. Ta-
belle 11 c) gefullt. Nachdem sichergestellt wurde, dass die Ldosung in der Pipette frei von
Luftblaschen war, wurde die Pipette tiber den Elektrodendraht im Pipettenhalter gestilpt. Der
Widerstand betrug 3-5 Mega-Ohm (10° Ohm).

Die Patch- und die Referenzelektrode bestanden jeweils aus diinnen Silberdréhten, die mit
einer Schicht aus Silberchlorid Gberzogen waren. Die Patchelektrode war mit einem elektrisch
betriebenen Mikromanipulator verbunden (Scientific Precision Instruments SPI, Oppen-
heim/Rhein), der eine prazise dreidimensionale Bewegung der Pipette ermdglichte. Dariiber
hinaus war die Pipette (iber ein Schlauchsystem und einen Dreiwegehahn an einer U-Wasser-
saule angeschlossen, sodass je nach Bedarf das Anlegen eines Uber- oder Unterdruckes mog-
lich war. Die Referenzelektrode befand sich in der mit Badlésung durchspilten Messkam-

mer, die Messelektrode dagegen in der mit Pipettenldsung gefillten Patchpipette.

Elektrische Stimulation und Pulskontrolle. Um die Vergleichbarkeit der Daten, die unter
verschiedenen experimentellen Bedingungen erhalten worden waren, zu gewahrleisten, wur-
den im Rahmen dieser Arbeit standardmaRig zwei verschiedene Stimulationsprotokolle fiir

die Patch-Clamp-Messungen verwendet, das R50- und das R500-Pulsprotokoll. Eine Mo-
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mentaufnahme der zelluldren Stromantwort auf verschiedene Potentiale erfolgte mit dem
R50-Pulsprotokoll. Ausgehend von einem Initialwert von -80 mV (-40 mV fir den Nachweis
von Kaliumkanalen) wurde die zu vermessende Zelle fur den Nachweis von Natriumkanalen
insgesamt 18 verschiedenen Spannungen von je 50 ms Dauer ausgesetzt. Mit den ersten 9
Schritten wurde die Zelle bis auf ein Potential von +10 mV depolarisiert (+50 mV fir den
Nachweis von Kaliumkandlen), anschlielend folgten 9 hyperpolarisierende Schritte bis zu
einem Spannungswert von -170 mV (-130 mV fur den Nachweis von Kaliumkanalen). Die
Amplitudendifferenz zwischen den aufeinanderfolgenden Spannungsschritten betrug jeweils
10 mV. Die Anwendung dieses Protokolls ermdglichte die exakte Zuordnung der gemessenen
Stromstdrke zum exponierten Potential und somit die Berechnung einer Strom-/Spannungs-
kurve. Zur Beobachtung des Inaktivierungsverhaltens der Strome erfolgte die Stimulation
durch das R500-Pulsprotokoll (Dauer der Stimulation: 500 ms). Um darlber hinaus die An-
wesenheit von Natriumkandlen zu verifizieren, wurde vor der Vermessung Tetrodotoxin
(TTX) in einer Konzentration von 10 nM in die Extrazellul&rlésung gegeben. Durch TTX

konnen Natriumkandle reversibel geblockt werden.

Losungen fur Patch-Clamp-Experimente. Fir jedes Experiment wurde jeweils eine
extrazellulare Badlésung und eine intrazellulére Pipettenlésung benétigt. Alle Lésungen wur-
den nach der Zubereitung gefiltert und, um den pH-Wert stabil zu halten, mit HEPES ge-
puffert. Der pH-Wert der extrazelluldren Badlosungen wurde mit NaOH, der der Intrazellu-
larlosung mit KOH auf 7.3 eingestellt. Badlésungen wurden im Kihlschrank bei 4° C aufbe-
wahrt und innerhalb von 7 Tagen aufgebraucht, wohingegen die intrazellulére Pipettenlésung

aliquotiert und bei -20° C eingefroren wurde.

Die genaue Zusammensetzung der fir die Patch-Clamp-Messungen verwendeten Losungen

ist in den Tabellen 11 a-c zusammengefasst:

Chemikalie | Konzentration Stammlésung (mM) Menge pro |

(mM) (g bzw. ml)
NaCl 130 7,59 ¢
CsClI 5 0,849
MgCl, 4 0,81¢g
CaCl, 1 100 10 ml
EGTA 2,5 0,959
HEPES 10 2,389
Glukose 5 0,99 ¢

Tabelle 11 a: Zusammensetzung der extrazelluldren Badlésung fur Neu-
rone, kalium-frei.
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Chemikalie | Konzentration Stammldsung (mM) Menge pro |

(mM) (g bzw. ml)
NaCl 130 7,594
KCI 5 0,379
MgCl, 4 0,81g
CaCl, 1 100 10 ml
EGTA 2,5 0,959
HEPES 10 2,38¢g
Glukose 5 0,99¢

Tabelle 11 b: Zusammensetzung der extrazelluldren Badlésung fur Neu-
rone, kalium-haltig.

Chemikalie | Konzentration Stammlésung (mM) Menge pro
(mM) 100 ml

(g bzw. ml)
KCI 140 1,049
MgCl, 2 100 2,0ml
CaCl, 1 100 1,0 ml
EGTA 2,5 0,10¢
HEPES 10 0,24 ¢
ATP 3 100 0,3 ml

Tabelle 11 c: Zusammensetzung der intrazellularen Lésung fiir Neurone.

2.2.12. Kernspinresonanzspektroskopie

2.2.12.1. Theoretische Grundlagen der Kernspinresonanzspektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie; von engl.: nuclear magnetic
resonance) ist eine spektroskopische Methode, welche die Untersuchung der elektronischen
Umgebung einzelner Atome und der Wechselwirkungen mit seinen Nachbaratomen erlaubt.
Sie ermoglicht dadurch die Aufklarung der dreidimensionalen Struktureigenschaften bio-
logischer Molekile und erfasst dartiber hinaus auch deren Dynamik. Bei der Strukturauf-
klarung spielen vor allem die *H-Isotope des Wasserstoffs, die in organischen Molekiilen in
groBer Zahl vorhanden sind, eine wichtige Rolle. Weitere NMR-aktive Atomkerne sind zu-

dem °N- und *C-Kerne.

Die hochauflésende NMR-Spektroskopie eignet sich, neben der grundlegenden Analyse
einzelner Molekile unter der Einwirkung eines starken Magnetfelds, auch fir eine Vielzahl
weiterer Untersuchungen. So kénnen beispielsweise Proteinstrukturen und deren Wechsel-
wirkungen mit anspruchsvollen, multidimensionalen spektroskopischen Methoden ermittelt
werden. Des weiteren kénnen biologische Fluide sowie Gewebe- und Zellextrakte analysiert
werden, indem bis zu Tausende Stoffwechselprodukte simultan vermessen werden. Trotz
seiner moderaten Sensitivitat in vivo kann die NMR-Spektroskopie auch in lebenden Zellen
und Organismen angewandt werden. Hier bietet sie die Moglichkeit, die molekulare Kompo-

sition von Zellen und Geweben unter physiologischen Bedingungen aufzuklaren. Als nicht-in-
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vasive Technik ist sie folglich flr das Verstandnis grundlegender Prozesse in der Zelle pra-
destiniert und ermdglicht hoch multivariate Untersuchungen des zellularen Stoffwechsels, wie
beispielsweise des Lipidstoffwechsels. Zahlreiche Berichte lassen darauf schlielen, dass der
1.28-ppm-Peak in NMR-Spektren verschiedener Zelltypen mit einer Gruppe von zelluléren
Lipid-Molekdilen, genannt NMR-sichtbare mobile Lipide (Hakumaki & Kauppinen, 2000),
korreliert und mit der Induktion von Apoptose und/oder Wachstumsarrest assoziiert wer-
den kann (Blankenberg et al., 1996). In diesem Zusammenhang wurde dem spezifischen
NMR-Signal bei 1.28 ppm kdrzlich auch in NSZ die Eigenschaft als Sensor fiir Prozesse wie
Apoptose und Stammzellquieszenz, die stark mit der Neurogenese und NSZ in vivo verbun-
den sind, zugeordnet (Ramm et al., 2009). So konnte dieses Signal unter wachstumsarrest-for-
dernden Bedingungen oder Apoptose nachgewiesen werden, nicht aber in frisch isolierten
NSZ-Kulturen (Ramm et al., 2009). Weiter konnte gezeigt werden, dass das 1.28-ppm-Signal
auch in NSZ mit dem Auftreten von mobilen Lipid-Tropfchen einhergeht (Ramm et al.,
2009).

2.2.12.ii. Durchfiihrung der Kernspinresonanzspektroskopie

Die NMR-Spektroskopie erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Dr. Hans Robert Kalbitzer am Institut fiir Biophysik und physikalische Biochemie der Uni-
versitat Regensburg.

Um lebende Zellen NMR-spektroskopisch zu untersuchen, wurde eine Probe der Zellsus-
pension in ein starkes Magnetfeld gebracht und durch Einstrahlung von Radiowellen an-
geregt. Flr die Durchfiihrung wurden 3-10 Millionen Zellen, die mit TGF-betal vorbehan-
delt waren (vgl. 2.2.1.iv.), aus mehreren Kulturflaschen zusammengefasst, zweimal in DPBS
gewaschen und in 500 pl DPBS mit 10 % Deuterium-Wasser (D,O) und 40 pM 4,4-Di-
methyl-4-silapentan-1-sulfonsdure (DSS) aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen in
ein 5-mm-Shigemi-NMR-Ro6hrchen Uberfuhrt, welches die Sedimentation innerhalb des em-
pfindlichen Volumens der Radio-Frequenz-Spule erlaubte. Die Proben wurden auf 5°C ge-
kdhlt, und die Magnetresonanz-Messung wurde innerhalb von 15 min gestartet. Alle Mes-
sungen wurden an hochauflésenden *H-NMR Bruker Avance 600 und 800 MHz Spektro-
metern unter Verwendung einer gradientenbasierten Wasserunterdriickungspulssequenz bei
5°C durchgefuhrt. Es wurden jeweils 64 Scans mit 64k Datenpunkten und 4,7 s Wieder-
holungszeit akkumuliert, gefolgt von einer exponentiellen Linienverbreiterung von 0.3 Hz.

Nach der Fourier-Transformation wurden die Spektren manuell Phasen- und Basislinien-
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korrigiert. DSS wurde als interner Referenzstandard (O ppm) verwendet. Die Quantifizierung
erfolgte durch Dekonvolution der zu analysierenden Spektralregion zwischen 1.5 und 0.7 ppm
mithilfe einer Matlab-fitting-Routine. Der Fettsduremethylenpeak in der N&he von 1.28 ppm
und das makromolekulare Methyl-Multiplett zwischen 1.05 und 0.80 ppm, welches zur Nor-
malisierung auf die Zelldichte verwendet wurde, wurden von den (berlappenden Multipletts
kleiner Molekile wie Laktat, Ethanol und Aminosduren separiert. Diese Evaluationsprozedur
unterschatzt die 1.28-ppm-Peak-Intensitat bei hohen Werten aufgrund des nicht unbedeu-
tenden Fettsduremethyl-Beitrags zur makromolekularen Methylintensitét eher und ist folglich
zur Verifizierung von signifikanten Fettsauresignalerhéhungen geeignet. Die Signifikanz wur-
de mit dem Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) getestet. Die Werte wurden

als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

2.2.13. In-vivo-Experimente zur Analyse des Effekts einer BrdU-Markierung auf
die Proliferation aNSZ

2.2.13.i. Analyse des Effekts einer intraperitonealen BrdU-Applikation auf die

Proliferation endogener Zellen im Hippocampus

15 ménnliche Fischer-344-Ratten mit einem Gewicht von ca. 200 g wurden zufallig in
drei Gruppen (5 Tiere pro Gruppe) eingeteilt. An Tag 1 und 2 erhielten die Tiere intraperito-
neale Injektionen von BrdU geldst in NaCl-Ldsung (Gruppe 2: 50 mg/kg BrdU; Gruppe 3:
200 mg/kg BrdU) oder NaCl-Ldsung (Gruppe 1) als Kontrolle. An Tag 4 wurden alle Tie-
re intrakardial mit einer 0,9 % Kochsalzlosung, gefolgt von 4 % PFA in 0,1 M Phosphat-Puf-
fer, perfundiert (vgl. 2.2.13.iii.). Um das Ausmal} der Proliferation nach intraperitonealer
BrdU-Applikation zu bestimmen, wurden die Gehirne im Anschluss der immunhistochemi-

schen Untersuchung durch eine chromogene PCNA-Farbung unterzogen.

2.2.13.1i. Analyse des Effekts einer BrdU-Markierung auf die Proliferation ins

Rickenmark transplantierter Zellen

Dieses Experiment wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe fiir Axonale Regenera-
tion unter der Leitung von Prof. Dr. Norbert Weidner an der Universitatsklinik Regensburg

durchgefinhrt.

Vorbehandlung der Zellen fiir die Transplantation. aNSZ wurden im Vorfeld der Trans-
plantation fiir 48 h in Proliferationsmedium mit 0,2 uM, 1,0 uM oder 2,5 uM BrdU inkubiert

(vgl. 2.2.1.v.). Im Anschluss wurden die Zellen passagiert, ein Aliquot der Einzelzellsus-
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pensionslosung wurde mit Trypanblau gefdarbt und in einer Neubauer-Zédhlkammer zur Er-
mittlung der Zellzahl ausgewertet. Die restliche Einzelzellsuspension wurde zweimal gewa-
schen und schlieBlich in einer Endkonzentration von 1,2 x 10° NSZ/ul in DPBS resuspendiert,

um die Zellen fiir die Transplantation vorzubereiten.

Zelltransplantation in das intakte Riickenmark. Fir alle chirurgischen Eingriffe wurden
die Tiere mit einer Mischung aus Ketamin (62,5 mg/kg), Xylazinhydrochlorid (3,175 mg/kg)
und Acepromazinmaleat (0,625 mg/kg) in 0,9 % steriler Kochsalzlosung anéasthesiert. Zur
Transplantation BrdU-markierter Zellen in das intakte Rickenmark wurden adulte, weibliche
Fischer-344-Ratten mit einem Gewicht von 160-180 g (Alter: 3-4 Monate) verwendet. Die
Tiere erhielten zunéchst eine partielle Laminektomie auf Hohe des dritten Halswirbels. Dann
wurde ein Gesamtvolumen von 2 pl Zellsuspension mit 1,2 x 10° Zellen/pl, welche mit
a) 0,2 uM BrdU n= 6, b) 1,0 uM BrdU n=5) oder c) 2,5 uM BrdU n=6) gelabelt waren, unter
stereotaktischer Fihrung (medio-laterale Mittellinie, dorso-ventral -0,08) mit Hilfe des Pico-
spritzer IT durch eine gezogene Glasmikropipette (100 um Innendurchmesser) in das Riicken-
mark injiziert. Die Glasmikropipette wurde geringfligig angehoben und fur mindestens 1 min
an der Injektionsstelle belassen, um die Zelldiffusion hoch in den Nadelkanal zu minimieren.
Zuletzt wurde die Implantationsstelle mit Gelschaum bedeckt, bevor die Muskelschichten neu
arrangiert wurden und die Haut Uber der Lasion geklammert wurde. 4 Tage nach der Opera-
tion wurden die Tiere transkardial mit einer 0,9 % Kochsalzlésung, gefolgt von 4 % PFA in
0,1 M Phosphat-Puffer, perfundiert (vgl. 2.2.13.iii.). Um das Ausmal} der Proliferation der
transplantierten, BrdU-markierten Zellen zu bestimmen, wurden die Ruckenmarker im An-
schluss der immunhistochemischen Untersuchung durch eine BrdU/PCNA-Fluoreszenzfar-
bung unterzogen. Die Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen wurde Uber eine chromogene
BrdU-Farbung ermittelt.

2.2.13.11i. Perfusionsfixierung und Erstellen der Gewebeschnitte

Perfusionsfixierung. Vor Beginn der Perfusionsfixierung wurden die Ratten zunichst
tief narkotisiert, und zwar mit einer Mischung aus Ketamin (24,8 mg/ml; 10 % Ketamin),
Acepromazinmaleat (0,248 mg/ml; Vetranquil) und Xylazinhydrochlorid (1,26 mg/ml; Rom-
pun). Den Tieren wurde der Brustraum gedffnet, eine Perfusionsnadel wurde in die linke
Herzkammer eingefiihrt und bis zur Aorta vorgeschoben. AnschlieBend wurde der rechte
Vorhof des Herzens gedffnet, um vendses Blut abflieBen zu lassen. Dann wurde tber die Per-

fusionsnadel fur 5 min eisgekuhltes 0,9 % (w/v) NaCl in den Blutkreislauf des Tieres ge-
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pumpt, und schliel3lich ebenfalls fiir 5 min mit 4 % (w/v) PFA in 0,1 M Phosphat-Puffer, pH
7.4, durchstromt.

Im Anschluss wurden die Tiere dekapitiert, um die Gehirne zu entnehmen bzw. die Ricken-
mérker freigelegt und Gber Nacht bei 4 °C in 4 % (w/v) PFA, gel6st in 0,1 M Phosphat-Puffer,
nachfixiert. Das Gewebe wurde fur mindestens 48 h bei 4°C in 30 % (w/v) Sucrose/0,1 M
Phosphat-Puffer (pH 7.4) gelagert, und danach bis zur Erstellung der Gewebeschnitte in
Kryoprotekt-Lésung aufbewahrt.

Gewebeschnitte am Schlittenmikrotom. Das Schneiden der perfusionsfixierten Gehirne
erfolgte mithilfe eines modifizierten Schlittenmikrotoms. Anstelle des vorgesehenen Kopfes
des Mikrotoms wurde ein speziell angefertigter Kupferschlitten eingesetzt, der das Auffrieren
der Gehirne erlaubte. Hierzu wurde der Schlitten zunichst mit einem Gemisch aus Trockeneis
und Ethanol vorgekiihlt, und anschlieBend eine Schicht Tissue Tek Einbettmedium aufge-
bracht. Die Gehirne wurden darauf mit einem Tropfen Phosphat-Puffer festgefroren und mit
Trockeneis liberhduft, um sie durchzufrieren. Danach wurden sagittale Gehirnschnitte von
40 um Dicke erstellt und bis zur Immunférbung in Kryoprotekt-Losung bei —20°C gelagert.
Jeder sechste Schnitt (240 um Intervall) der am Schlittenmikrotom erstellten Gehirnschnitte
der linken Hemisphére wurde pro Tier einer immunhistochemischen Untersuchung unterzo-

gen.

Schneiden im Kryostaten. Zervikale Riickenmarksschnitte (sagittal) von 35 um Dicke
wurden im Kryostaten erstellt. Die Schnitte wurden bis zur immunhistochemischen Unter-
suchung in 25 % Glycerin und 25 % Ethylenglykol in 0,1 M Natriumphosphat-Lésung bei
4°C aufbewahrt. Jeder 7. Schnitt wurde zur Durchfiihrung einer Nissl-Farbung gesammelt, um
den Schnitt, der die Einstichstelle der Injektionsnadel bei der Transplantation zeigte, zu be-
stimmen. Ausgehend von diesem Schnitt wurden die Schnitte der benachbarten Wells, welche
folglich die meisten transplantierten Zellen enthielten, fur weitere immunhistochemische Un-

tersuchungen ausgewahlt.

2.2.13.iv. Immunhistochemische Untersuchung von Gewebe

Immunfarbungen. Farbung wie Waschschritte erfolgten unter standigem Schiitteln in
Zellkulturschalen; Netzeinsatze ermdglichten das Umsetzen zwischen den verschiedenen L6-
sungen. Freischwimmende Gewebeschnitte wurden zunédchst 3 x 5 min in TBS gewaschen
und fir 30 min in 0,6 % H,O,/TBS inkubiert, um die endogene Peroxidase zu hemmen und

dadurch unspezifische Reaktionen zu vermeiden. Danach wurden die Schnitte wiederum 3
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Waschschritten @ 5 min in TBS unterzogen. Als Nd&chstes musste das Gewebe durch
DNA-Denaturierung vorbehandelt werden, sodass in die DNA eingebautes BrdU fur Anti-
korper zugénglich wurde. Hierflr wurden die Schnitte bei 65°C fur 2 h in einer Losung aus
50 % (v/v) Formamid/2xSSC (0,3 M NaCl, 30 mM Citrat-Puffer, pH 7.0) inkubiert, danach
5 min in 2xSSC gewaschen, und anschlieBend bei 37°C fir 30 min in 2 M HCI inkubiert.
SchlieRlich wurde ein weiterer Waschschritt in 0,1 M Borat-Puffer, pH 8.5, fir 10 min bei
R.T. durchgefuhrt. Nach 4 Waschschritten fir 5 min in TBS wurden die Schnitte fir 2 h in
FSG-Puffer mit 0,1 % Triton-X100 blockiert. Im Anschluss wurden sie tber Nacht bei 4°C
mit den priméren Antikorpern in FSG-Puffer mit 0,1 % Triton-X100 geférbt.

Primérantikérper | Zelltyp Hersteller Verdiinnung
Maus anti-PCNA | proliferierende Zellen Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg | 1:500
Ratte anti-BrdU proliferierende Zellen AbDSerotec, United Kingdom 1:500

Tabelle 12: Die verwendeten, primaren Antikorper mit der Angabe des Zelltyps, der detektiert wird, des
Herstellers und der eingesetzten Verdinnung.

Am néchsten Tag wurde die Schnitte dreimal flr jeweils 5 min in TBS gewaschen und an-
schlielend zur chromogenen oder epifluoreszenten Immundetektion mit spezifischen Sekun-

darantikorpern inkubiert.

Chromogene Immundetektion. Zur chromogenen Immundetektion mittels 3,3’-Di-
aminobenzidine (DAB) wurden die Schnitte im Anschluss fiir 1h mit biotin-konjugierten, spe-

zies-spezifischen Sekundarantikérpern in FSG-Puffer mit 0,1 % Triton-X100 gefarbt.

Sekundérantikorper Hersteller Verdiinnung
Biotin-konjugierter Esel anti-Maus | Dianova, Hamburg 1:500
Biotin-konjugierter Esel anti-Ratte | Dianova, Hamburg 1:500

Tabelle 13: Die verwendeten, sekundaren Antikdrper mit der Angabe des Herstellers und der eingesetzten
Verdinnung.

Nachdem die Schnitte wiederum 3-mal fiir 5 min in TBS gewaschen worden waren, wurden
sie fur 1h in Avidin-Biotin-Peroxidase-L6osung (Vectastain Elite ABC Kit) inkubiert und drei-
mal 5 min in TBS gewaschen. Die Peroxidase-Aktivitat der Immun-Komplexe wurde unter
Verwendung einer Losung aus 0,25 mg/ml DAB, 0,01 % (v/v) H,O, und 0,04 % (w/v) NiCl,
in TBS im Verlauf von 5-10 min sichtbar gemacht. Nach weiteren 4 Waschschritten mit Was-
ser wurden die Schnitte auf gelatine-beschichtete Objekttrager aufgezogen und mithilfe von

Neo-Mount eingedeckelt.

Immundetektion mittels Epifluoreszenz. Gefolgt auf die drei Waschschritte, wurde im
Fall epifluoreszenter Immunfarbungen fiir 2 h bei R.T. mit dem spezies-spezifischen, fluoro-

chrom-konjugierten Sekundérantikorper inkubiert.
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Sekundérantikorper Hersteller Verdiinnung
Alexa Fluor 488°-konjugierter Esel anti-Maus Molecular Probes, USA 1:1000
Rhodamine Red"-X-konjugierter Esel anti-Ratte | Dianova, Hamburg 1:1000

Tabelle 14: Die verwendeten, sekundéren Antikdrper mit der Angabe des Herstellers und der eingesetzten
Verdinnung.

Nachdem die Schnitte ein letztes Mal in TBS gewaschen worden waren, wurden sie auf Ob-

jekttrager aufgezogen und mit Prolong Gold antifade reagent eingedeckelt.

2.2.13.v. Quantitative Auswertung der Immunféarbungen an Geweben

Quantifizierung der PCNA-positiven Zellen (DAB-Farbung) im GD des HC. Zur Quan-
tifizierung der PCNA-positiven Zellen in sagittalen Gehirnschnitten wurde jeder sechste
Schnitt (Intervall 240 um) der linken Gehirn-Hemisphare pro Tier herangezogen. Mithilfe
einer gekiihlten CCD-Videokamera wurde ein Bild der Farbung aufgenommen, auf einen
Computer uUbertragen und mittels eines halbautomatischen Stereologie-Systems mit dem Ana-
lyse-Programm ,,Stereoinvestigator« ausgewertet. Dieses Programm ermdglicht die Volumen-
und Zelldichtebestimmung von Gehirnstrukturen. Das Referenz-Volumen des GD wurde flr
jeden Schnitt aus der Flache der Granularzellschicht, die mithilfe eines Zahlrahmens automa-
tisch ermittelt wurde, multipliziert mit der Schnittdicke (40 um) errechnet. Um die Zellpro-
liferation im GD zu erfassen, wurde die Anzahl der PCNA-positiven Zellen innerhalb des
Zéahlrahmens in einer 40 x VergrofRerung bestimmt. Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl der
PCNA-positiven Zellen bzw. des Gesamtvolumens des GD wurde eine Hochrechnung durch-
gefuhrt, indem die ermittelten Zellzahlen bzw. Volumina der einzelnen Schnitte jeweils ad-
diert und mit 6 multipliziert wurden. Daraus konnte die Dichte der PCNA-positiven Zellen im
gesamten GD berechnet werden. Alle Endergebnisse beziehen sich auf eine Gehirn-Hemis-

phéare und missen zur Bestimmung der Gesamtzahl je Gehirn verdoppelt werden.

Quantifizierung der BrdU-positiven Zellen (DAB-Fdrbung) im Riickenmark. Um das
Uberleben der transplantierten aNSZ abzuschitzen, wurden die BrdU-markierten Zellen in
den beiden Schnitten, die die meisten transplantierten Zellen enthielten, mithilfe eines Leica
DMR Mikroskops mit SPOT Dokumentationssystem ausgezihlt. Die Schnitte wurden dabei
so ausgewdhlt, dass sie mindestens einen Abstand von 70 um zueinander aufwiesen, um

sicherzustellen, dass kein Zellkern doppelt erfasst wurde.

Die auszuzéhlende Flache wurde unter Nutzung eines 5 x Objektivs durch ein Rechteck mit
definierter GroRe festgelegt. Die GroRe des Rechtecks (16 cm x 10,5 cm, entsprechend einer
Flache von 124960 pm?) wurde so gewahlt, dass die Mehrheit der BrdU-markierten Zellen
aus allen Gruppen (0,2 uM BrdU; 1,0 uM BrdU; 2,5 uM BrdU) eingeschlossen war. Zur
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Quantifizierung der BrdU-positiven Zellen je Schnitt wurde das Rechteck jeweils an der
Injektionsstelle Uber die transplantierten Zellen positioniert und die BrdU-positiven Zellen
wurden in je 20 zufallig gewahlten Quadraten (50 um x 50 um) unter Benutzung eines
20 x Objektivs ausgezadhlt. Daraus wurde jeweils die Zahl der BrdU-positiven Zellen im
gesamten Rechteck (Flache: 124960 um?) fiir jeden Schnitt kalkuliert. Als Erstes wurde hierzu

die tatsachlich ausgezéhlte Flache pro Schnitt folgendermaRen berechnet:
Flache des ausgezahlten Quadrats X Anzahl der ausgezahlten Quadrate:
50 pm x 50 pm x 20 =50000 pm?.

Dann wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen, die in 50000 um? gezahlt wurden, auf die

Zahl BrdU-positiver Zellen im gesamten Rechteck (Flache: 124960 pm?) extrapoliert:

gesamte auszuzdhlende Flache (124960 um?) / tatsachlich ausgezahlte Flache (50000 pm?) x

gezahlte Zellzahl = Zahl BrdU-positiver Zellen im gesamten Rechteck
Zuletzt wurde aus den beiden analysierten Schnitten eines Tieres der Mittelwert berechnet.

Quantifizierung der BrdU/PCNA-positiven Zellen (Fluoreszenz-Farbung) im Riicken-
mark. Um das Ausmal der Proliferation der transplantierten, BrdU-markierten Zellen im
Rickenmark zu beurteilen, wurde ein Schnitt je Tier am konfokalen Lasermikroskop unter-
sucht. Die Anteile BrdU/PCNA-doppelt-positiver Zellen wurden mittels der Analyse von
30-35 optischen Schnitten durch die Z-Achse eines 35 um dicken, sagittalen Schnitts bei
400 x VergrolRerung bestimmt. Die Kolokalisation galt als bestatigt, sobald der Proliferati-
onsmarker PCNA in mehreren aufeinanderfolgenden optischen Schnitten raumlich mit der

BrdU-Kernfarbung zur Deckung kam.

2.2.14. Statistische Auswertung

Fir alle Untersuchungen wurden jeweils mindestens drei unabhangige Versuchsreihen
durchgefuhrt. Die Daten sind als Durchschnittswerte mit ihren zugehoérigen Standardab-
weichungen (SD) angegeben. Statistische Analysen wurden unter Verwendung der GraphPad
Prism 5 Software ausgefiihrt. Hierbei wurden Unterschiede mit p < 0.05 als statistisch signi-

fikant festgelegt.
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3. Ergebnis I: Der Einfluss von TGF-betal auf eine bereits
etablierte aNSZ-Kultur (P > 2)

3.1. Vergleichende Genexpressionsanalyse von kontroll- und TGF-be-
tal-behandelten aNSZ

3.1.1. Vergleich der globalen mRNA-Expressionsprofile anhand der kollektiven

Auswertung zweier unabhangiqg durchgefihrter Experimente

In friheren Studien aus unserer Arbeitsgruppe wurde das Genexpressionsprofil TGF-be-
tal-behandelter aNSZ im Vergleich zu kontroll-behandelten Zellen mittels Microarray-Tech-
nologie untersucht. Dazu wurde total-RNA aus TGF-betal- und kontroll-behandelten Zellen
eingesetzt, die im Verlauf einer 8-tdgigen Kultivierung dreimal (Tag 1, 4, 7) mit 10 ng/ml
TGF-betal bzw. entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) sti-
muliert worden waren. Die Expressionsprofile wurden unter Verwendung von Affymetrix Rat
Expression 230A Array Genchips analysiert. Um die Regulation der Genexpression dieser
ersten Studie zu vervollstdndigen und zu verifizieren, verglichen wir im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit deren Genexpressionsprofile mit denen eines weiteren Experiments unter An-
wendung von Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Arrays. Bei diesem Modell handelt es sich um
ein neuere Generation des Affymetrix Rat Expression 230A Array Genchips. Neben einer
Vielzahl weiterer Proben-DNAs, sind darauf alle auf dem Rat Expression 230A Array repra-

sentierten Proben-DNAs inkludiert.

3.1.2. Kollektive biostatistische Auswertung der DNA-Microarray-Analysen

3.1.2.1. Korrelation der Microarray-Experimente

Um die Qualitat der Korrelation der Microarray-Experimente zu Uberprifen, wurden
die Signal Log Ratios (vgl. 2.2.6.i.) aus Experiment 1 und Experiment 2 mit dem Statistik-
programm ,,R* gegeneinander aufgetragen. Die Korrelation zwischen beiden Datensatzen ist
in Abbildung 8 als Scatter-Plot dargestellt. Durch die Datenpunkte wurde eine lineare Re-
gressionsgerade gelegt, aus der sich ein Korrelationskoeffizient von 0,81 berechnen lieR. Das
Ergebnis dieser Auftragung zeigt somit eine enge Korrelation beider Experimente, d. h., der
uberwiegende Anteil an Genen mit verminderter Expression in Experiment 1 nach TGF-be-
tal-Behandlung zeigt ebenso eine verringerte Expression in Experiment 2 (Quadrant links

unten). Dementsprechend sind die in Experiment 1 erhdhten Expressionen bestimmter Gene
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auch in Experiment 2 reproduzierbar (Quadrant rechts oben), wahrend nur ein relativ geringer
Anteil von Genen eine differentielle Regulation in beiden Experimenten aufweist (Quadrant

links oben und rechts unten).

Experiment 1

Experiment 2

Abbildung 8: Die Auftragung der Signal Log Ratios (SLRs) im Scatter-Plot zeigt eine enge Korrelati-
on zwischen Experiment 1 und 2. aNSZ wurden im Verlauf einer 8-tdgigen Kultivierung dreimal mit
10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) stimu-
liert. Danach wurde eine DNA-Array-Analyse durchgefuhrt. Die SLRs, welche die Veréanderung der Ex-
pression in TGF-betal-behandelten Zellen verglichen mit der Kontrolle représentieren, wurden mit der
GCOS/MAS 5.0 Software berechnet. Ein SLR von +1 bedeutet eine zweifache Erhéhung des Transkript-
levels, wohingegen ein SLR von -1 auf eine zweifache Erniedrigung schlief3en I&sst.

3.1.2.1i. Biostatistische Auswertung zur Analyse der differentiellen Genexpres-

sion nach TGF-betal-Behandlung

Die Ergebnisse von Microarray-Analysen spiegeln eine Vielzahl von simultan ablaufen-
den biologischen Prozessen wider, wobei nur ein Teil der auftretenden Expressionsénder-
ungen direkt durch die jeweiligen experimentellen Bedingungen (z. B. TGF-betal-Behand-
lung) verursacht wird. Eine Hauptaufgabe der detaillierten Analyse von Microarray-Daten
besteht deshalb darin, Gene zu identifizieren, deren Expression sich bedingt durch die experi-
mentellen Gegebenheiten andert und sie in der Folge eindeutig von Effekten biologischer
Ungleichheit oder allgemeiner Stressantwort der Zelle zu unterscheiden. Um mRNA mit sta-
tistisch signifikant verdnderten Expressionsleveln zu identifizieren und sich auf aussage-
kraftige Regulationsereignisse zu beschranken, wurden flr die biostatistische Auswertung nur

Transkripte mit folgenden Eigenschaften berlcksichtigt:

1) Die Transkripte mussten in mindestens einem der vier Arrays als ,,present” (Ppetection <
0.04) detektiert werden.

2) Weiterhin mussten sie eine differentielle Expression fur TGF-betal- und kontroll-behan-
delte Zellen aufweisen und die daraus resultierenden Change Calls beider Experimente muss-
ten in die gleiche Richtung zeigen. Folglich wurde ein unterschiedlich exprimiertes Gen dann

ausgewadhlt, wenn sein korrespondierender Change Call im Fall der Hochregulierung ,.in-
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crease” (Pchange Nahe 0) in beiden Experimenten oder ,,increase” und ,,marginal increase” oder
im Fall der Erniedrigung ,,decrease” (Pchange Na@he 1) in beiden Experimenten oder ,,decrease”

und ,,marginal decrease” zeigte.

3) Gene, welche einen ,,no change” (Pchange Nahe 0.5) Change Call aufwiesen, wurden hin-
gegen von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die Analyse der Expressionsprofile nach diesen Kriterien belegte eine in beiden Experimen-
ten Ubereinstimmende, signifikante Regulierung im Fall von 872 Proben-DNAs (448 mit er-
hohter Expression, 424 mit erniedrigter Expression) nach TGF-betal-Behandlung. Es zeigte
sich, dass entsprechend 619 Gene eine kongruente Regulierung aufwiesen, wovon die Mehr-
zahl der Gene (335; 54,1 % aller signifikant regulierten Gene) eine reduzierte Expression er-
kennen lielRen wie zum Beispiel der Transforming Growth Factor Receptor Il (TGFRII), der
Stammzellmarker Nestin (Nes), der Oligodendrozytenmarker Myelin basic protein (Mbp),
die Mitogen activated protein kinase 3 (Mapk3) sowie der Zellzyklusinhibitor Cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 1c (Cdknic). Der Ubersichtlichkeit halber sind in der Folge nur die 100
Gene gezeigt, deren Expression nach TGF-betal-Behandlung am starksten verringert war (Ta-
belle 15). Fur die vergleichende Analyse der Expressionswerte (TGF-betal versus Kontrolle)
wurden die Fold change Werte jedes Experiments geméal folgender Formel berechnet:

Fold change = (-1)*25'9"! L9 Ratie £ Sjgnal Log Ratio<O.

Fold change
(TGF-betal versus Kontrolle)

Name des Gens Gensymbol Experiment 1 | Experiment 2 | Mittelwert
gerine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member Serpinb7 2,83 6,50 4,66
Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein | 1d3 -5,28 -2,46 -3,87
myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) Myc -2,14 -3,73 -2,94
selenoprotein P, plasma, 1 Seppl -1,74 -4,29 -3,01
prostaglandin D2 synthase Ptgds -4,29 -1,41 -2,85
CD44 antigen Cd44 -2,30 2,64 -2,47
asparagine synthetase Asns -1,87 -2,83 -2,35
G protein-coupled receptor 37 Gpr37 -2,46 -1,74 -2,10
similar to RIKEN cDNA 1810029B16 (predicted) RGD1305222_predicted -1,41 -3,03 -2,22
similar to RIKEN cDNA 2310075C12 (predicted) RGD1305625_predicted -2,00 -2,00 -2,00
eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 Eifdebpl -1,74 -2,30 -2,02
nucleoporin 107 Nup107 -1,32 -3,03 -2,18
Transforming growth factor, beta receptor 11 Tgfbr2 -2,00 -1,87 -1,93
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57) Cdknlc -2,00 -1,87 -1,93
serine hydroxymethy! transferase 2 (mitochondrial) (predicted) Shmt2_predicted -1,62 -2,30 -1,96
Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 Nr2f2 -2,00 -1,74 -1,87
similar to tetraspanin similar to TM4SF9 (predicted) RGD1305714_predicted -1,74 -2,00 -1,87
Similar to RIKEN cDNA 1300002C08 gene (predicted) --- -1,74 -2,00 -1,87
(pg?é:(jeis;?dgl) of precursor 1, ribonuclease P/MRP family, (S. cerevisiae) Pop1_predicted 174 -2.00 1,87
similar to FLI-LRR associated protein-1 LOC367314 -1,74 -2,00 -1,87
serine hydroxymethy! transferase 1 (soluble) (predicted) Shmtl_predicted -1,62 -2,14 -1,88
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nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 Nolcl -1,52 -2,30 -1,91
similar to Putative methyltransferase HUSSY-03 (Williams-Beuren
syndr_ome chromosome region 22 protein h_omolog) /Il similar to LOC360830 /// 152 230 191
Putative methyltransferase HUSSY-03 (Williams-Beuren syndrome LOC368084 ! ! !
chromosome region 22 protein homolog)
plasticity-related protein PRG-2 RGD:727823 -2,14 -1,52 -1,83
actin related protein 2/3 complex, subunit 1B Arpclb -1,87 -1,74 -1,80
Suppressor of cytokine signaling 2 Socs?2 -1,87 -1,74 -1,80
glutamate oxaloacetate transaminase 1 Gotl -1,74 -1,87 -1,80
similar to RIKEN cDNA D430044G18 (predicted) RGD1309038_predicted -2,00 -1,62 -1,81
phosphoserine aminotransferase 1 Psatl -1,62 -2,00 -1,81
myosin IG (predicted) Myolg_predicted -1,41 -2,30 -1,86
inosine 5-monophosphate dehydrogenase 2 Impdh2 -1,41 -2,30 -1,86
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), Slc7al 1,62 1,87 175
member 1
3-phosphoglycerate dehydrogenase Phgdh -1,62 -1,87 -1,75
spermidine/spermine N1-acetyl transferase Sat -1,62 -1,87 -1,75
nestin Nes -1,41 -2,14 -1,78
Similar to RIKEN cDNA 2010309E21 (predicted) -1,41 -2,14 -1,78
similar to hypothetical protein FLJ12442 (predicted) RGD1305524_predicted -1,32 -2,30 -1,81
similar to A230072116Rik protein (predicted) RGD1306819_predicted -1,23 -2,46 -1,85
replication factor C (activator 1) 4 (predicted) Rfc4_predicted -1,15 -2,64 -1,89
myelin basic protein Mbp -2,30 -1,23 -1,76
tropomyosin 3, gamma /// tropomyosin isoform 6 Tpm3 /// RGD:708368 -1,52 -1,87 -1,69
similar to methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NAD) (EC
1.5.1.15) / methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase (EC 3.5.4.9) LOC313410 -1,41 -2,00 -1,71
precursor - mouse
similar to RIKEN cDNA 6720458F09 gene MGC94251 -1,41 -2,00 -1,71
similar to nucleolar protein family A, member 1 LOC499709 -1,41 -2,00 -1,71
Cell division cycle associated 7 (predicted) -- -1,32 -2,14 -1,73
kinesin family member 20A (predicted) Kif20a_predicted -1,32 -2,14 -1,73
Fibrillarin (predicted) - -1,23 -2,30 -1,76
spermidine synthase Srm -1,23 -2,14 -1,69
Origin recognition complex, subunit 6-like (S. cerevisiae) (predicted) --- -1,23 -2,14 -1,69
similar to RIKEN cDNA 1810014L12 (predicted) RGD1307423_predicted -1,23 -2,14 -1,69
aldehyde dehydrogenase 2 Aldh2 -1,87 -1,41 -1,64
nidogen 2 (predicted) Nid2_predicted -1,87 -1,41 -1,64
FtsJ homolog 3 (E. coli) (predicted) Ftsj3_predicted -1,52 -1,74 -1,63
isoleucine-tRNA synthetase (predicted) lars_predicted -1,52 -1,74 -1,63
matrix metalloproteinase 11 Mmp11 -1,41 -1,87 -1,64
Unknown function Bing4 -1,41 -1,87 -1,64
S-adenosylhomocysteine hydrolase Ahcy -1,32 -2,00 -1,66
macrophage migration inhibitory factor Mif -1,32 -2,00 -1,66
translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog a (yeast) Timm8a -1,32 -2,00 -1,66
?:_r:gllliz:(r;gmh;/gg;hetlcal brain protein similar to X96994 BR-1 protein MGC95260 132 22,00 1,66
polymerase (DNA directed), delta 2, regulatory subunit (predicted) Pold2_predicted -1,32 -2,00 -1,66
EJF:eSdlicrtlgcgsome biogenesis regulator homolog (S. cerevisiae) . 132 -2.00 1,66
o e o s ™| RGD1311708 rece
Ribosomal protein, mitochondrial, L12 - -1,32 -2,00 -1,66
Stromal cell-derived factor 2-like 1 (predicted) - -1,15 -2,30 -1,72
similar to RIKEN cDNA 2610029G23 LOC363485 -1,15 -2,30 -1,72
mitogen activated protein kinase 3 Mapk3 -1,87 -1,32 -1,59
hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase Hprt -1,41 -1,74 -1,58
adenosine kinase Adk -1,41 -1,74 -1,58
guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar) Gnl3 -1,41 -1,74 -1,58
NMDA receptor-regulated gene 1 (predicted) Nargl_predicted -1,41 -1,74 -1,58
complement component 1, g subcomponent binding protein Clgbp -1,32 -1,87 -1,59
AKT1 substrate 1 (proline-rich) (predicted) Aktlsl_predicted -1,32 -1,87 -1,59
nudix-type motif 5 Nudt5 -1,32 -1,87 -1,59
minichromosome maintenance protein 7 RGD:1303018 -1,23 -2,00 -1,62
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Ly1 antibody reactive clone (predicted) Lyar_predicted -1,23 -2,00 -1,62
Similar to RIKEN cDNA 2810037C03 (predicted) -1,23 -2,00 -1,62
Eukaryotic translation initiation factor 1A (predicted) LOC317163 -1,23 -2,00 -1,62
similar to hypothetical protein FLJ10156 (predicted) RGD1308747_predicted -1,23 -2,00 -1,62
(Sg/rr;zri)(t:zt);?mm binding, cytoplasmic RNA interacting protein 123 2,00 162
similar to spermine synthase LOC363469 -1,23 -2,00 -1,62
ribosomal protein s25 Rps25 -1,15 -2,14 -1,65
FK506 binding protein 3 (predicted) Fkbp3_predicted -1,15 -2,14 -1,65
similar to prefoldin 4 LOC364186 -1,15 -2,14 -1,65
Chimerin (chimaerin) 2 Chn2 -1,62 -1,52 -1,57
glutamyl-prolyl-tRNA synthetase (predicted) Eprs_predicted -1,62 -1,52 -1,57
N-methylpurine-DNA glycosylase Mpg -1,52 -1,62 -1,57
apoptosis antagonizing transcription factor Aatf -1,52 -1,62 -1,57
threonyl-tRNA synthetase Tars -1,52 -1,62 -1,57
ornithine decarboxylase 1 QOdcl -1,32 -1,74 -1,53
cyclin G1 Cengl -1,32 -1,74 -1,53
solute carrier family 38, member 2 Slc38a2 -1,32 -1,74 -1,53
PDZ and LIM domain 1 (elfin) Pdlim1 -1,32 -1,74 -1,53
farensyl diphosphate synthase Fdps -1,32 -1,74 -1,53
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2 Dnajc2 -1,32 -1,74 -1,53
lamin B1 Lmnbl -1,32 -1,74 -1,53
tumor necrosis factor type 1 receptor associated protein Trapl -1,32 -1,74 -1,53
RuvB-like 2 (E. coli) (predicted) RuvblI2_predicted -1,32 -1,74 -1,53
WD repeat domain 3 (predicted) Wdr3_predicted -1,32 -1,74 -1,53
Eg;;ﬁgpaig—(c;rr:;gelg;e synthetase (glutamate gamma-semialdehyde Pycs_predicted 132 174 153

Tabelle 15: In Experiment 1 und 2 kongruent herabregulierte Gene. Es sind die 100 der insgesamt 335
Gene gezeigt, deren Expression nach TGF-betal-Behandlung am starksten verringert war. aNSZ wurden
wahrend der 8-tdgigen Kultivierung dreimal mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an
4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt. Danach erfolgte eine DNA-Array-Analyse.

Die Ubrigen 284 Gene (45,9 % aller signifikant regulierten Gene), darunter Achaete-scute
complex homolog-like 1 (Ascll), Delta-like 1 (DII1), Platelet derived growth factor receptor
alpha (Pdgfra), Jagged 1 (Jagl), Cyclin D2 (Ccnd2), Quiescin Q6 (Qscn 6), Bone morphoge-
netic protein receptor 1A (Bmprla), Fibroblast growth factor receptor 1 (Fgfrl) und Double-
cortin (Dcx), wiesen in beiden Experimenten eine vermehrte Expression nach TGF-betal-Be-
handlung auf. Der Ubersichtlichkeit halber sind in der Folge auch hier nur die 100 Gene ge-
zeigt, deren Expression nach TGF-betal-Behandlung am starksten erhoht war (Tabelle 16).
Fir die vergleichende Analyse der Expressionswerte wurden die Fold change Werte (TGF-be-
tal versus Kontrolle) jedes Experiments gemél folgender Formel berechnet:

Fold change = 2519 L9 Ratio 3 Sjgnal Log Ratio>0.

Fold change
(TGF-betal versus Kontrolle)

Name des Gens Gensymbol Experiment 1 | Experiment 2 | Mittelwert
transmembrane, prostate androgen induced RNA (predicted) Tmepai_predicted 9,19 7,46 8,33
biglycan Bgn 9,19 6,96 8,08
similar to chromosome 20 open reading frame 58 (predicted) RGD1305809_predicted 4,59 6,96 5,78
similar to RIKEN cDNA 1810057C19 MGC108778 4,59 5,66 5,13
delta-like 1 (Drosophila) DIl 1,87 8,57 5,22
N-myc downstream regulated gene 2 Ndrg2 3,73 3,73 3,73
similar to RIKEN cDNA D330045A20 LOC315911 3,73 3,73 3,73
similar to hypothetical protein FLJ30973 LOC363091 8,00 1,74 4,87
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Ng23 protein /// similar to Ng23 protein Ng23 /// LOC499403 2,14 6,06 4,10
crystallin, alpha B Cryab 4,92 2,64 3,78
prostaglandin F2 receptor negative regulator Ptgfrn 3,48 3,48 3,48
similgr to SPRY domain-containing SOCS box protein SSB-1 RGD1309319_predicted 348 325 337
(predicted)
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 5 Ptpn5 3,03 3,48 3,26
crystallin, lamda 1 Cryll 2,00 5,28 3,64
tenascin R Tnr 1,52 5,66 3,59
calcium/calmodulin-dependent protein kinase | gamma Camklg 2,14 4,00 3,07
CAMP responsive element binding protein-like 2 (predicted) Crebl2_predicted 1,32 6,06 3,69
quiescin Q6 Qscn6 1,41 5,66 3,54
Endothelial PAS domain protein 1 Epasl 2,64 3,03 2,84
Dipeptidylpeptidase 6 Dpp6 2,46 3,03 2,75
neurexin 1 Nrxnl 1,62 4,29 2,96
cyclin D2 Ccnd2 2,83 2,46 2,65
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide Atplb2 1,62 4,00 2,81
similar to RIKEN cDNA 6330512M04 gene LOC293632 3,03 2,14 2,59
septin 8 (predicted) Sept8_predicted 2,00 3,03 2,52
immediate early response 3 RGD:1303321 2,64 2,30 2,47
Calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4 Cacng4 1,87 3,03 2,45
jagged 1 Jagl 2,14 2,64 2,39
tweety homolog 1 (Drosophila) (predicted) Ttyhl_predicted 1,62 3,25 2,44
cytosolic cysteine dioxygenase 1 Cdol 2,64 2,00 2,32
chondroitin sulfate proteoglycan 5 Cspgb5 1,52 3,25 2,38
chondroitin sulfate proteoglycan 2 Cspg2 1,62 3,03 2,33
procollagen, type IX, alpha 1 (predicted) Col9al_predicted 2,00 2,46 2,23
Ca<2+-dependent activator protein for secretion Cadps 2,14 2,30 2,22
sodium channel, voltage-gated, type I, beta polypeptide Scnlb 2,30 2,14 2,22
Purkinje cell protein 4 Pcp4 1,87 2,46 2,16
C1lq and tumor necrosis factor related protein 5 (predicted) Clqtnf5_predicted 2,00 2,30 2,15
Calsenilin, presenilin binding protein, EF hand transcription factor Csen 2,14 2,14 2,14
Fas apoptotic inhibitory molecule 2 Faim2 2,14 2,14 2,14
i::éc;g;zh ?’lchlcz)irt:]e(r)?cl) ;C(Ir%(r)r? El;] )2 (juvenile) chromosome region, Als2cr3 141 3,03 2,22
ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide Atpla2 2,00 2,14 2,07
Syndecan 3 Sdc3 2,00 2,14 2,07
Similar to rap2 interacting protein x 1,62 2,64 2,13
abl-interactor 1 Abil 1,32 3,03 2,18
nuclear factor I/X Nfix 1,52 2,64 2,08
Beta-2 microglobulin B2m 1,74 2,30 2,02
protein tyrosine phosphatase, receptor type, N Ptprn 2,00 2,00 2,00
dedicator of cytokinesis 9 Dock9 2,14 1,87 2,00
Kazal-type serine protease inhibitor domain 1 (predicted) Kazald1_predicted 2,14 1,87 2,00
Similar to RIKEN cDNA 1810054013 (predicted) 2,14 1,87 2,00
synaptosomal-associated protein 25 Snap25 1,74 2,14 1,94
Monoglyceride lipase Mgll 1,74 2,14 1,94
peptidyl arginine deiminase, type Il Padi2 2,14 1,74 1,94
platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide Pdgfra 1,62 2,30 1,96
low density lipoprotein receptor-related protein 1 (predicted) Lrpl_predicted 1,62 2,30 1,96
ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 Abcgl 1,87 2,00 1,93
low density lipoprotein receptor-related protein 4 Lrp4 1,41 2,46 1,94
syndecan 2 Sdc2 1,62 2,14 1,88
G0/G1 switch gene 2 (predicted) GO0s2_predicted 1,74 2,00 1,87
neurexophilin 1 Nxphl 1,87 1,87 1,87
Down syndrome cell adhesion molecule Dscam 1,87 1,87 1,87
amiloride-sensitive cation channel 1, neuronal (degenerin) Accnl 1,52 2,30 1,91
RGD:735085 hypothetical protein LOC362246 1,52 2,30 1,91
similar to Ras-related protein Rab-27B LOC363410 2,64 1,32 1,98
low density lipoprotein receptor-related protein 6 (predicted) Lrp6_predicted 1,32 2,46 1,89
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glutamate receptor, ionotropic, kainate 4 Grik4 1,87 1,74 1,80
RAB14, member RAS oncogene family Rab14 1,15 2,83 1,99
Similar to RIKEN cDNA 5330414D10 (predicted) 1,15 2,83 1,99
glutamate receptor, ionotropic, AMPA3 (alpha 3) Gria3 1,23 2,64 1,94
Bone morphogenetic protein receptor, type 1A Bmprla 1,23 2,64 1,94
tyrosine kinase, non-receptor, 2 (predicted) Tnk2_predicted 1,41 2,30 1,86
synaptogyrin 3 (predicted) Syngr3_predicted 1,62 2,00 1,81
glutathione S-transferase, mu 1 Gstm1 1,41 2,14 1,78
glutamate receptor, ionotropic, 4 Gria4 1,41 2,14 1,78
tropomodulin 2 Tmod2 1,41 2,14 1,78
SH3-domain binding protein 4 Sh3bp4 141 2,14 1,78
Fibroblast growth factor receptor 1 Fgfrl 1,41 2,14 1,78
phospholipase C-like 1 Plcll 1,62 1,87 1,75
syntaxin 1B2 Stx1b2 1,74 1,74 1,74
contactin 6 Cntn6 1,74 1,74 1,74
transmembrane 4 superfamily member 11 Tm4sfll 1,74 1,74 1,74
nasal embryonic LHRH factor Nelf 1,74 1,74 1,74
zinc finger and BTB domain containing 4 (predicted) Zbtb4_predicted 1,74 1,74 1,74
similar to maestro LOC361348 1,74 1,74 1,74
Pyroglutamyl-peptidase | Pgpepl 1,87 1,62 1,75
diacylglycerol kinase, beta Dgkb 2,00 1,52 1,76
neurotrimin /// hypothetical gene supported by NM_017354 Hnt /// LOC360435 1,23 2,30 1,76
neuronal growth regulator 1 Negrl 1,23 2,30 1,76
ER transmembrane protein Dri 42 Ppap2b 1,23 2,30 1,76
potassium voltage gated channel, Shal-related family, member 3 Kend3 1,32 2,14 1,73
TSPY-like 4 (predicted) Tspyl4_predicted 1,32 2,14 1,73
aldolase C, fructose-biphosphate Aldoc 1,41 2,00 1,71
achaete-scute complex homolog-like 1 (Drosophila) Ascll 1,41 2,00 1,71
similar to RIKEN cDNA 0610030G03 LOC287472 1,41 2,00 1,71
leucine rich repeat neuronal 6A (predicted) Lrrn6a_predicted 1,41 2,00 1,71
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide Atplbl 1,52 1,87 1,69
erythrocyte protein band 4.1-like 1 Epb4.111 1,52 1,87 1,69
discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 1 Dlgapl 1,52 1,87 1,69
Olf-1/EBF associated Zn finger protein Roaz RGD:621664 1,52 1,87 1,69
doublecortin Dcx 1,23 2,14 1,69

Tabelle 16: In Experiment 1 und 2 kongruent hochregulierte Gene. Es sind die 100 der insgesamt 284
Gene gezeigt, deren Expression nach TGF-betal-Behandlung am starksten erhéht war. aNSZ wurden fiir
7 Tage mit TGF-betal oder HCI/BSA kultiviert. Im Anschluss erfolgte die DNA-Array-Analyse.

3.1.3. Funktionelle Zuordnung der durch TGF-betal requlierten Gene nach GO-

Klassifikation

Zur detaillierteren Analyse wurden die Microarray-Daten der 619 nach TGF-betal-Be-
handlung signifikant regulierten Gene im n&chsten Schritt einer funktionellen Analyse durch
die GeneRanker Software (Genomatix, Germany) unterzogen. Hierbei handelt es sich um ein
Programm, welches unter Anwendung von Gen-Annotationsdaten aus der Literatur ("litera-
ture mining™) und aus Datenbanken die Identifizierung besonders betroffener Kategorien von
Genen bei den gegebenen Versuchsbedingungen erlaubt. Dazu werden die signifikant regu-
lierten Transkripte des Arrays auf im GeneRanker enthaltene Gene abgebildet und biologisch
relevanten Gruppen zugeordnet. Der GeneRanker bericksichtigt dabei alle Annotationen, un-

abhangig von Co-Zitaten (vgl. Kap. 3.1.5.), und bietet zudem die Mdglichkeit, aus verschie-
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denen Annotationsdatensdtzen zur Analyse auszuwahlen. Neben einigen weiteren (MeSH
Disease, usw.) stehen auch die Genannotationen des Gene Ontology Consortiums (GO Mole-
cular Function, GO Cellular Component, GO Biological Process) zur Verfligung. In unseren
Analysen beschrankten wir uns auf die Zuordnung zu GO-Kategorien im Rahmen der
Identifizierung biologischer Funktionen (GO Biological Process). Zur Ermittlung ber- und
unterreprasentierter GO-Terme innerhalb der regulierten Gene wurde von der GeneRanker
Software fir jeden Term ein z-score kalkuliert. Die Abbildung der Microarraydaten auf nach
GO Kklassifizierte, biologische Prozesse zeigte u.a. eine besonders gehdufte differentielle Ex-
pression in den Kategorien der Zellproliferation, des Zellwachstums, der Regulation des Zell-
zyklus und der Neuron Reifung (z>1,96; p<0.05).

Zellproliferation: z=2.44; p=0.015; fdr=0,035 Zellwachstum: z=3.01; p=0.003; fdr=0,008
Name des Gens Regulation Name des Gens Regulation
7-dehydrocholesterol reductase l chondroitin sulfate proteoglycan 5 1
achaete-scute complex homolog-like 1 (Drosophila) cyclin E
acidic nuclear phosphoprotein 32 family, member B cyclin G1

Basic helix-loop-helix domain containing, class B3 Disabled homolog 2 (Drosophila)

caveolin DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2

cellular nucleic acid binding protein 1 Fibroblast growth factor receptor 1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57) nucleolar protein 5

Disabled homolog 2 (Drosophila) RuvB-like protein 1

solute carrier family 3 (activators of dibasic and
neutral amino acid transport), member 2

suppressor of cytokine signaling 2

Discs, large homolog 3 (Drosophila)

endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-
coupled receptor, 5

Fibroblast growth factor receptor 1 tumor protein p53

S|l ||« |« ||| |> |« |«

fibroblast growth factor receptor-like 1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting 2

Regulation des Zellzyklus: z=1.98; p=0.048; fdr=0,084
Name des Gens Regulation

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)

apoptosis antagonizing transcription factor l

hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

immediate early response 3
Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-

chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta)

loop-helix protein cyclin B1
inosine 5-monophosphate dehydrogenase 2 cyclin D2
jagged 1 cyclin E

macrophage migration inhibitory factor cyclin G1

minichromosome maintenance protein 7 cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
nucleophosmin 1 /// similar to Nucleophosmin (NPM)

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

Hexokinase 2

(Nucleolar phosphoprotein B23) (Numatrin)
nucleosome assembly protein 1-like 1

Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-
loop-helix protein

mitogen activated protein kinase 3

phosphatidic acid phosphatase 2a

platelet derived growth factor receptor, alpha
polypeptide

polo-like kinase 1 (Drosophila)

myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)

nuclear autoantigenic sperm protein

prothymosin alpha polo-like kinase 1 (Drosophila)

quiescin Q6 prothymosin alpha

tetraspan 2 quiescin Q6

TGFB inducible early growth response signal transducer and activator of transcription 1

thioredoxin reductase 1 tumor protein p53

Sl ||| ||| |« |« ||| |||« |« |«

von Hippel-Lindau syndrome homolog
Tabelle 17: Ubersicht Gber GO-Kategorien mit

besonders gehaufter, differentieller Genexpres-
sion nach 7-tagiger Kultivierung mit TGF-betal.

Transforming growth factor, beta receptor Il

tumor protein p53

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

v-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
neuroblastoma derived (avian)

— ||| ||| o ||| | |||« ||| > |||l |> |« |—
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Neuron Reifung: z=2.46; p=0.014; fdr=0,033

Name des Gens

Regulation

agrin

1

CD9 antigen

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

Tabelle 17 (Fortsetzung): Ubersicht tiber die GO-Ka-
tegorien mit besonders gehaufter, differentieller Gen-
expression nach TGF-betal-Behandlung.

myelin basic protein

neuroligin 1

— | | [« |

transmembrane 4 superfamily member 11

Um die genauen Mechanismen der Regulation aNSZ nach TGF-betal-Behandlung besser zu

verstehen, wurden die differentiell exprimierten Gene dariber hinaus auch folgenden funkti-

onellen Gruppen (z<1,96; p>0.05) zugeteilt:

Regulation der Zellproliferation: z=1.72; p=0.085; fdr=0,125
Name des Gens Regulation

7-dehydrocholesterol reductase l

acidic nuclear phosphoprotein 32 family, member B

caveolin

cellular nucleic acid binding protein 1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

Discs, large homolog 3 (Drosophila)

endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-
coupled receptor, 5

Fibroblast growth factor receptor 1

fibroblast growth factor receptor-like 1

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)

immediate early response 3

Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-
loop-helix protein

jagged 1

macrophage migration inhibitory factor

— == ||| || > ||| ||«

myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)

nucleophosmin 1 /// similar to Nucleophosmin (NPM)
(Nucleolar phosphoprotein B23) (Numatrin)
(Nucleolar protein NO38)

nucleosome assembly protein 1-like 1

—

phosphatidic acid phosphatase 2a

quiescin Q6

TGFB inducible early growth response

Transforming growth factor, beta receptor I

tumor protein p53

v-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
neuroblastoma derived (avian)

= e | [ | | |

Determinierung des Zellschicksals: z=1.42; p=0.157; fdr=0,189
Name des Gens Regulation

achaete-scute complex homolog-like 1 (Drosophila) 1
delta-like 1 (Drosophila) 1

jagged 1 1
Tabelle 18: Ubersicht tber die erweiterte funkti-
onelle Zuordnung der nach TGF-betal-Behand-
lung differentiell exprimierten Gene. Eine Viel-
zahl der regulierten Gene konnte den Bereichen
»Regulation der Zellproliferation®, ,,Determinie-
rung des Zellschicksals®, ,,Neuron Differenzie-
rung“ sowie dem Bereich ,,Neurogenese“ zuge-
ordnet werden. Man beachte hier die erhdhte Ex-
pression des neuronalen Vorlauferzellmarkers
Dcx, bei gleichzeitig erniedrigter Expression von
Nes und Mbp.

Neuron Differenzierung: z=1.45; p=0.147; fdr=0,185

Name des Gens

Regulation

achaete-scute complex homolog-like 1 (Drosophila)

1

agrin

CD9 antigen

chondroitin sulfate proteoglycan 5

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

Dihydropyrimidinase-like 3

Eph receptor B1 /// similar to Ndr3 protein /// similar
to N-myc downstream regulated gene 3

Fibroblast growth factor receptor 1

glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate
3A

hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)

Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-
loop-helix protein

myelin basic protein

nestin

neurexin 1

neuroligin 1

reticulon 1

suppressor of cytokine signaling 2

transmembrane 4 superfamily member 11

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

el el Rl el el Bl Rl Rl e e e e T e e B el e e

Neurogenese: z=1.61; p=0.108; fdr=0,1.

48

Name des Gens

Regulation

achaete-scute complex homolog-like 1 (Drosophila)

—

agrin

CD9 antigen

chondroitin sulfate proteoglycan 5

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

Dihydropyrimidinase-like 3

doublecortin

Eph receptor B1 /// similar to Ndr3 protein

Fibroblast growth factor receptor 1

glutamate receptor, ionotropic, NMDA 3A

hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)

Inhibitor of DNA binding 3

myelin basic protein

nestin

neurexin 1

neuroligin 1

Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2

reticulon 1

serine proteinase inhibitor, clade E, member 2

suppressor of cytokine signaling 2

transmembrane 4 superfamily member 11

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

e el Rl el e e B R R R e B T e e R R o e
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3.1.3.i. Requlation von Genen aus dem Bereich der Zellproliferation, des Zell-

zvklus und des Zellwachstums

Entsprechend den bereits bekannten anti-proliferativen Eigenschaften von TGF-betal
wurde ein betrachtlicher Anteil der nach TGF-betal-Behandlung differentiell exprimierten
Gene dem wesentlichen Bereich der ,,Zellproliferation* zugeordnet (Tabelle 17). So fand sich
beispielsweise eine verénderte Transkription von Genen, die fiir Rezeptoren von Wachstums-
faktoren kodieren. Insbesondere kam es hier zu einer vermehrten Expression von Platelet
Derived Growth Factor Receptor alpha (PDGFRalpha) und Fibroblast Growth Factor Recep-
tor 1 (FGFRI), der tber die Bindung seines Liganden FGF-2 eine wesentliche Rolle dabei
spielt, neurale Vorlauferzellen in einem nicht differenzierten, proliferativen Zustand zu halten
(Ray et al., 1993). Eine erhohte Expression wiesen dariiber hinaus das TGF-betal-Rezep-
tor-Adaptermolekiil Disabled homolog 2 (Dab2), dem eine besondere Bedeutung bei der Ein-
bindung der TGF-beta-Rezeptoren in den Smad-Pathway zukommt (Hocevar et al., 2001),
sowie die mit Zellproliferation assoziierten Gene Jagged 1 (Jagl) und Hairy and enhancer of
split 1 (Hesl) auf. Die Behandlung aNSZ mit TGF-betal fiihrte des Weiteren zu einer Induk-
tion von Achaete-scute complex homolog-like 1 (Ascll) und TGFB inducible early growth re-
sponse (KLF10). Der lberwiegende Anteil der regulierten Gene war jedoch vermindert ex-
primiert, darunter der TGF-betal-Binderezeptor Transforming Growth Factor-beta Recep-
tor 1l (TGFRII), der Cylin-abhé&ngige Kinase Inhibitor 1C (p57), der Tumorsuppressor p53
(Tp53), die Polo-like kinase 1 (PIk1l) sowie das minichromosome maintenance protein 7
(Mcm?7), dem bereits eine Beteiligung beim Ubergang von der G1- zur S-Phase nachgewiesen

werden konnte (Petrocca et al., 2008).

Innerhalb der Kategorie ,,Regulation der Zellproliferation* (Tabelle 18) waren induzierte und
reprimierte Gene zahlenmaRig annéhernd gleich verteilt, wobei die zugeordneten Gene im

Wesentlichen auch im Bereich der ,,Zellproliferation* enthalten waren.

Besonders aufféllig war die Regulation der Gene in der Kategorie ,,Regulation des Zell-
zyklus (Tabelle 17), innerhalb der die Mehrzahl der Gene nach TGF-betal-Behandlung ver-
mindert exprimiert war. So wiesen flr die Zellzyklusregulation wesentliche Cycline wie Cyc-
lin G1 (CCNG1), welches in der frihen G1-Phase induziert wird (Horne et al., 1996), Cyc-
lin E (CCNE), das am Ubergang von der G1- zur S-Phase exprimiert wird, und Cyclin B1
(CCNBL), welches uberwiegend in der G2/M-Phase der Zellteilung nachweisbar ist (Pines &
Hunter, 1989), eine reduzierte Expression auf. Zudem fand sich eine reprimierte Expression



3. Ergebnis | 103

des Cylin-abhdngigen Kinase Inhibitors 1C (p57), fur den eine Bedeutung als negativer
Regulator der Zellproliferation durch Inhibierung verschiedener Cyclin/CDK-Komplexe der
G1-Phase nachgewiesen wurde (Lee et al., 1995). Auch das fir die Zellteilung essentielle Gen
Cell division cycle 20 homolog (cdc20) und der Tumorsuppressor p53 (TP53) waren nach
TGF-betal-Behandlung in ihrer Expression vermindert. Unter normalen Bedingungen ist der
Transkriptionsfaktor p53 sehr instabil und nur in geringem Ausmal in der Zelle vorhanden.
Kommt es beispielsweise infolge von Rontgenstrahlung zu einer Schadigung der DNA, so er-
folgt rapide eine Erhdhung der p53-Konzentration. p53 bewirkt in der Folge eine Trans-
kription von Genen, die Zellzyklusarrest, Apoptose, DNA-Reparatur oder VVerédnderungen im
Metabolismus induzieren. Daneben scheint ihm auch eine Rolle bei der Induktion von Cyclin
G1 zuzukommen (Bates & Vousden, 1996). Des Weiteren fand sich eine Hemmung der
Polo-like kinase 1 (Plk1) sowie der in die Zellzyklusprogression involvierten Mitogen acti-
vated protein kinase 3 (Mapk3), wahrend Cylin D2 (CCND?2), das in der G1-Phase des
Zellzyklus exprimiert wird, und das Zellzyklus-assoziierte Gen Quiescin Q6 (QSCNG6) ver-
mehrt exprimiert waren. Von Quiescin Q6 ist bekannt, dass es eine Rolle beim Ubergang in

die quieszente Phase des Zellzyklus spielt.

Auch aus dem Bereich des ,,Zellwachstums® (Tabelle 17) war nach 7-tdgiger TGF-betal-Be-
handlung ein GroRteil der Gene vermindert exprimiert, wie zum Beispiel Cyclin E (CCNE),
Cyclin G1 (CCNG1) und der Suppressor of cytokine signaling 2 (Socs2). Andererseits zeigten
der Wachstumsfaktor-Rezeptor Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFRI) sowie das
TGF-betal-Rezeptor-Adaptermolekil Disabled homolog 2 (Dab2) eine vermehrte Expression
nach TGF-betal-Behandlung.

3.1.3.1i. Requlation Neurogenese-assoziierter Gene

Eine hohe Zahl an differentiell regulierten Genen konnte auch im Bereich der ,,Neuro-
genese“ (Tabelle 18) gefunden wurden, wobei die Mehrzahl der Gene eine erhdhte Expression
aufwies. Interessanterweise war unter anderem die Expression des Zelloberflachenrezeptors
Neurexin 1 (NRXN1) sowie seines Liganden Neuroligin 1 (NLGN1) erhoht. Deren Komplex-
bildung ist einerseits unabdingbar fur eine effiziente Neurotransmission, andererseits ist sie
entscheidend in die Ausbildung synaptischer Kontakte involviert (Reissner et al., 2008). Auch
das flr die Neurogenese essentielle Protein Hairy and enhancer of split 1 (Hes1) sowie der
Glutamate receptor ionotropic NMDA 3A (GRIN3A), der zur Superfamilie glutamat-regulier-

ter lonenkandle gehdrt und in Neuronen des gesamten ZNS présent ist (Andersson et al.,
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2001), zeigte eine erhohte Expression nach TGF-betal-Behandlung. Daruber hinaus war das
ausschlieBlich in unreifen Neuronen exprimierte, Microtubuli-assoziierte Protein Doublecor-
tin (Dcx), welches als Marker fur Neurogenese eingesetzt wird, induziert. Gleichzeitig fand
sich eine erniedrigte Expression des neuroektodermalen Stammzellmarkers Nestin (Nes) so-
wie des oligodendroglialen Markers Myelin basic protein (Mbp).

3.1.3.1ii. Requlation Zellschicksal-assoziierter Gene sowie von Genen aus dem

Bereich Neuron Differenzierung und Reifung

Zusétzlich war nach TGF-betal-Behandlung auch die Kategorie der ,,Neuron Differen-
zierung* (Tabelle 18) deutlich betroffen. Ahnlich wie in der Kategorie ,,Neurogenese* zeigte
der Grof3teil der regulierten Gene in diesem Bereich eine erhdhte Expression. Mit wenigen

Ausnahmen umfassten beide Kategorien die gleichen Gene.

Ein kleiner Anteil der differentiell exprimierten Gene kam aus dem Bereich ,,.Determinierung
des Zellschicksals* (Tabelle 18). Diese Kategorie zeigte als einzige Kategorie ausschlieRlich
hochregulierte Gene, darunter die Notch-Liganden Delta-like 1 (DII1) und Jaggedl (Jagl).
Der Notch-Signalweg beeinflusst die Determinierung des Zellschicksals sowie die Differen-
zierung von Zellen. Durch die Aktivierung der Notchl-Signalkaskade wird die Aufrechter-
haltung eines undifferenzierten Status adulter neuronaler Stammzellen begunstigt, was letzt-

lich zu einer Blockierung der Neurogenese fiihrt (Lutolf et al., 2002; Nyfeler et al., 2005).

Im Bereich der ,,Neuron Reifung“ (Tabelle 17) fanden sich sowohl induzierte als auch
reprimierte Gene. So war der neuronale Aggregationsfaktor Agrin (AGRN), welcher die
Aggregation von Azetylcholinrezeptoren und anderen postsynaptischen Proteinen auf Mus-
kelfasern induziert und wichtig fur die Ausbildung neuromuskuldrer Knotenpunkte ist, ebenso
wie Neuroligin 1, hochreguliert. Auf die Expression von Myelin Basic Protein (Mbp) hatte
TGF-betal dagegen einen hemmenden Einfluss, sodass es zu einer verminderten Transkrip-

tion kam.

3.1.4. Pathway-bezogene Auswertung der DNA-Microarray-Ergebnisse

Um die an Regulationsvorgéngen beteiligten Gene und deren Zugehdrigkeit zu regula-
torischen Pathways zu identifizieren, wurde eine Pathway-bezogene Auswertung der Micro-
array-Ergebnisse durchgefihrt. Diese erfolgte mit Hilfe des ArrayAnalyzers von Transpath
der Firma Biobase (http://www.biobase-international.com/index.php?id=481). Hierbei handelt

es sich, anders als bei GeneRanker, der auf Literatur-Mining und Genannotationsdatenbanken
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beruht, um eine manuell erstellte Signaltransduktionsdatenbank, die Gene und deren Inter-
aktionen beinhaltet. Derzeit enthalt die Transpath-Datenbank tber 100.000 bekannte meta-
bolische oder Signaltransduktionspathways und ca. 23.000 Gene unterschiedlicher Spezies.
Zur Analyse wurden, ahnlich wie bei den GO-Kategorien, zunédchst die regulierten Gene vom
Microarray auf vorhandene Signalkaskaden in der Datenbank abgebildet, um zu bestimmen,
wie viele Transkriptionsfaktoren und an Signaltransduktionsvorgangen beteiligte Gene inner-
halb der regulierten Gene in bestimmten Pathways auftreten. Mit dem in der Transpath-Sig-
naltransduktionsdatenbank integrierten ArrayAnalyzer Tool wurden weiter separat Upstream-
und Downstream-Analysen, basierend auf 90 regulierten Genen vom Microarray, die im
Signalnetzwerk der Transpath-Datenbank enthalten waren, durchgefuhrt. Der ArrayAnalyzer
sucht, basierend auf den manuell gespeicherten Interaktionen, in den Inputgenen up- oder
downstream nach sogenannten ,,most common molecules®, Schlusselregulatoren, die die
Expression einer Vielzahl von Genen kontrollieren. Das ,,most common molecule* ist dem-
nach das Gen oder Protein, das durch tberdurchschnittlich viele Reaktionen, ausgehend von
den Inputgenen, erreicht wird (Krull et al., 2003). Im Fall der Downstream-Analysen enden
hier viele Pathways. Abbildung 9 zeigt die Legende zu den in der Folge dargestellten Path-

ways.

TRANSPATHE b

Gene Molecule

Highlighting Men-reaction relationships Semantic notation

Family State sctivation
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existing orthogroup molecules malecule molecule

Abbildung 9: Ubersicht tiber die Bedeutung der Symbole, die in den in der Folge dargestellten Pathways
verwendet wurden.

3.1.4.i. Downstream-Analysen

In der Downstream-Untersuchung der Signaltransduktionswege wurden die R-Smads
als die am starksten gewichteten Schlusselmolekdle identifiziert. Die Signalwege downstream
von Mapk3, Mapk10, Calm1, Ptpn5, EphB1, Lyn, Cav und TGFRII kreuzen sich bei dieser
Molekulfamilie. Die Smad-Kaskade kann somit fiir die koordinierte Aktivierung/Repression
der genannten Molekiile und weiter auch fir die differentielle Expression von Genen in kon-

troll- und TGF-betal-behandelten Zellen verantwortlich sein.
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Abbildung 10: Schlisselmolekiile der Downstream-Analyse und ihre umgebenden Netzwerke. Die Ar-
rayAnalyzer-Suche identifizierte die R-Smads als ,,most common molecules®. aNSZ wurden fur 7 Tage
mit TGF-betal oder HCI/BSA (Kontrolle) kultiviert. Im Anschluss wurde eine DNA-Microarray-Analyse
durchgefiihrt. Schlielich wurden die Ergebnisse mit dem ArrayAnalyzer von Transpath analysiert, um
Schlusselregulatoren, die die Expression einer Vielzahl von Genen kontrollieren, zu identifizieren.

3.1.4.1i. Upstream-Analysen

In der Upstream-Analyse wurde Mek1 (Map2k1) als wichtigster Schliisselregulator er-
mittelt. Signalwege upstream von Cryab, Prnp, Gr, Hspcb, C-fos, Hsp60, Cptla, Cebpd, Odc,
Pthya, Tp53, Phas-1, Gnai2, CD44, Slc3a2, Mmp-2, Nrl, Parp-1, PDGFRa, Gria2, Atpla2,
Statl, TGFRII, Aldc, c-Myc sowie Hesl uberschneiden sich bei diesem Molekil. Somit
scheint Mek1 eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Genexpression in TGF-betal-be-

handelten Zellen im Vergleich zu kontroll-behandelten Zellen zu spielen.
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Abbildung 11: Das Schliisselmolekiil der Upstream-Analyse und seine umgebenden Netzwerke. Die Ar-
rayAnalyzer-Suche resultierte in der Identifizierung von Mek1 als Schiisselmolekl.

Ein weiteres stark gewichtetes Schlusselmolekil war auBerdem der Transkriptionsfaktor Neu-
roD (fur ,,neurogenic differentiation®), der in die Determinierung des Zelltyps involviert ist.
Die Signalwege zahlreicher Gene, darunter Gabbrl, Rareg-2.2, Nrl, Gr, CD44, Odc, c-Myc,



3. Ergebnis | 107

Aldc, Parp-1, Atpla2, PDGFRa, Gria2, Tp53, Gnai2, Mmp-2, Statl, TGFRII, C-fos sowie
Aox verbinden sich bei diesem Molekil. Somit scheint auch NeuroD bedeutsam fiir die dif-

ferentielle Genexpression in kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen zu sein.
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Abbildung 12: Ein weiteres stark gewichtetes Schlisselmolekul der Upstream-Analyse, NeuroD, und seine
umgebenden Netzwerke. aNSZ wurden fiir 7 Tage mit TGF-betal oder HCI/BSA kultiviert. Im Anschluss
an die DNA-Microarray-Analyse wurden die Ergebnisse mit dem ArrayAnalyzer von Transpath analy-
siert, um Schlisselregulatoren, die die Expression einer Vielzahl von Genen regulieren, zu identifizieren.

3.1.5. Netzwerk-Analyse der nach TGF-betal-Behandlung differentiell expri-

mierten Transkripte

Um tiefe Einblicke in die zugrunde liegenden regulatorischen Gen-Netzwerke nach
TGF-betal-Behandlung zu erlangen, wurde im nachsten Schritt eine Literatur-basierte Netz-
werk-Analyse der signifikant regulierten Transkripte, welche in den Microarray-Experimen-
ten detektiert wurden, durchgefiihrt. Dies hatte zum Ziel, funktionelle Subcluster innerhalb
der Inputgene zu finden und Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die die Expression die-
ser Gene kontrollieren. Hierzu benutzten wir die Bibliosphere PathwayEdition Software (Ge-
nomatix Software GmbH), die die biologische Evaluierung von wechselseitigen Beziehungen
zwischen Genen sowie zwischen Genen und Transkriptionsfaktoren erlaubt. Die Software
greift dazu auf Gber 12 Millionen Abstracts aus wissenschaftlichen Artikeln der PubMed-Da-
tenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) zu, um, ausgehend von Co-Zitaten, mégliche
Verbindungen zwischen den regulierten Transkripten zu erkennen und diese in Form von
Netzwerken aufzuzeigen. Als Inputdatei wurde die Liste der 619 nach TGF-betal-Behand-

lung signifikant regulierten Gene in die Bibliosphere Software importiert. Dadurch konnten
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Verbindungen zwischen den regulierten Transkripten und weiteren Genen bzw. Transkrip-
tionsfaktoren, die mit Genen der Inputliste co-zitiert waren, aufgedeckt werden. Um die Er-
gebnisse des Literaturminings fur so eine GréfRenordnung an Genen Ubersichtlich zu halten
und Netzwerke fokussiert auf bestimmte Fragestellungen darzustellen, mussten verschiedene
Filter eingesetzt werden. Zundchst wurde der MeSHAnatomy-Filter angewandt. Da RNA aus
Zellen der SVZ auf das Array aufgetragen wurde, wurde die Kategorie ,,laterale Ventrikel*
ausgewadhlt und das resultierende Co-Zitat-Netzwerk extrahiert (Abbildung 13). Das Netz-
werk zeigt 9 Knotenpunkte, darunter wichtige Transkriptionsfaktoren wie Ascll, Tp53 und
Fos sowie die Gene Ccnel, Fgfrl, Nes und Grinl. Daruber hinaus scheint auch dem Neu-
rogenesemarker Dcx sowie dem Oligodendrozytenmarker Mbp eine Rolle als Hauptmediator
der differentiellen Genexpression nach TGF-betal-Behandlung zuzukommen, da beide, in

direkter oder indirekter Weise, mit allen regulierten Transkripten des Netzwerks verbunden

sind.
@ Nes [ Fos
Tp53

Abbildung 13: Mit der Bibliosphere Software extrahiertes Netzwerk der Kategorie ,,laterale Ventrikel,
bestehend aus 11 Genen, von denen nach TGF-betal-Behandlung 6 hochreguliert und 5 reprimiert sind.
Hochregulierte Gene sind rot hinterlegt, in der Expression reprimierte Gene griin. Als wichtige Trans-
kriptionsfaktoren innerhalb der Inputgene wurden Ascll, Tp53 und Fos identifiziert; wichtige Mediato-
ren der differentiellen Genexpression nach TGF-betal-Exposition waren dartber hinaus Dcx und Mbp.
TF=Transkriptionsfaktor, IN=Input-Gen, M=Genprodukt ist Teil eines metabolischen Pathways, ST=
Genprodukt ist Teil eines Genomatix-Signaltransduktionspathways. Schwarz-griine Linien kennzeichnen
die Prasenz von Transkriptionsfaktor-Bindemotiven im potentiellen Ziel-Promoter. Schwarze Linien mar-
kieren dagegen Verbindungen ohne fachkundig kuratierte Annotationen.

Des Weiteren wurde der GO-Filter ,,Biological Process* eingesetzt, um regulatorische Co-Zi-
tat-Netzwerke zu etablieren. Das erstellte Netzwerk in Abbildung 14 zeigt den Einfluss der
TGF-betal-Behandlung auf die differentielle Expression von Transkripten im Bereich der
,,Neurogenese®“. Das extrahierte Netzwerk weist wichtige Knotenpunkte bei 1d3, Ascll, Dpysl3,
Mbp und Dcx auf. Der Hauptmediator ist jedoch der Stammzellmarker Nes, der in den Array-

daten eine verminderte Expression nach TGF-betal-Behandlung erkennen liel3. Auffallend ist,
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dass insgesamt 7 Transkripte, darunter 5 hochregulierte und 2 reprimierte, von Nes direkt

oder indirekt beeinflusst werden konnen oder Nes beeinflussen.

I Dpysi3

Abbildung 14: Mit der Bibliosphere Software extrahiertes Netzwerk der Kategorie ,,Neurogenese*, be-
stehend aus 10 Genen, von denen nach TGF-betal-Behandlung 7 hochreguliert und 3 reprimiert sind.
Hochregulierte Gene sind rot hinterlegt, in der Expression reprimierte Gene grin. Wichtige Mediatoren
der differentiellen Genexpression nach TGF-betal-Behandlung waren wiederum Dcx und Mbp, wenn-
gleich Nes eine Rolle als Hauptmediator zukam. TF=Transkriptionsfaktor, IN=Input-Gen, M=Genpro-
dukt ist Teil eines metabolischen Pathways. Schwarze Linien markieren Verbindungen ohne fachkundig
kuratierte Annotationen.

Das generierte Netzwerk in Abbildung 15 zeigt die differentiell exprimierten Transkripte, die

durch die Behandlung mit TGF-betal Einfluss auf die ,,Zelldifferenzierung* nehmen.

@ Dex

@ Pilp

Abbildung 15: Mit Bibliosphere extrahiertes Netzwerk der Kategorie ,,Zelldifferenzierung“, bestehend
aus 23 Genen, von denen nach TGF-betal-Behandlung 14 hochreguliert und 9 reprimiert sind. Hochre-
gulierte Gene sind rot hinterlegt, in der Expression reprimierte Gene griin. TF=Transkriptionsfaktor,
IN=Input-Gen, M=Genprodukt ist Teil eines metabolischen Pathways, ST=Genprodukt ist Teil eines Ge-
nomatix-Signaltransduktionspathways. Schwarz-griine Linien kennzeichnen die Prasenz von Transkrip-
tionsfaktor-Bindemotiven im potentiellen Ziel-Promoter. Schwarze Linien markieren dagegen Verbin-
dungen ohne fachkundig kuratierte Annotationen.

Wichtige Knotenpunkte innerhalb des Genclusters sind hier die Transkriptionsfaktoren 1d3,

Ascll und Epasl sowie die Gene DII1, Jagl, Bmprla, und Kras. Prominente Hauptmediato-
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ren scheinen daruber hinaus der Transkriptionsfaktor Tp53, Aktl, Fgfrl, Mbp und Nes zu
sein. So zeigt jedes der im Netzwerk enthaltenen, regulierten Transkripte eine direkte oder in-
direkte Verkniipfung zu den genannten Mediatoren, was darauf hindeutet, dass die genannten
Gene und Transkriptionsfaktoren als wichtige Schllsselregulatoren der veranderten Genex-
pression nach TGF-betal-Behandlung zu sehen sind.

3.1.6. Verifizierung der differentiellen Genexpression ausgewahlter Kandidaten-

gene nach TGF-betal-Behandlung

Zur Validierung der Daten aus der Genexpressionsanalyse wurde eine Realtime-PCR-
Quantifizierung durchgefuhrt. Hierzu wurden insgesamt 19 Kandidatengene, darunter 14
hoch- und 5 runterregulierte, ausgewahlt. Fir jeden Ansatz wurden Tripletts erstellt, d. h. fr
jedes Gen wurde dreimal dieselbe Reaktion durchgefuhrt und die erhaltenen Quantitaten ge-
mittelt. Zur relativen Quantifizierung der RNA-Expressionslevel wurden die Expressionswer-
te des jeweiligen Targetgens der kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen auf das Refe-
renzgen G6PDH bezogen (relative Kopienzahl Targetgen/relative Kopienzahl Referenzgen).
Die n-fache Expression der TGF-betal-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Fold
change) wurde durch die Bildung des Quotienten aus den beiden ermittelten Werten berechnet
(Tabelle 19). Auf diese Weise konnte die erhéhte Genexpression nach TGF-betal-Behand-
lung fur 13 von 14 untersuchten Genen, mit Ausnahme von Bmprla (p=0.051), bestétigt wer-
den (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Verifizierung der DNA-Array-Daten durch Realtime-PCR-Quantifizierung. Nachweis der
erhéhten mRNA-Expression nach TGF-betal-Behandlung durch genspezifische PCR flir Achaete-scute
complex homolog-like 1 (Ascll), Cyclin D2 (Ccnd2), Delta-like 1 (DII1), Disabled homolog 2 (Dab2) und
Doublecortin (Dcx). Die im Array gezeigte signifikant erhohte Expression der Bone morphogenetic pro-
tein receptor type la (Bmprla)-mRNA konnte nicht nachgewiesen werden. aNSZ wurden fir 7 Tage in
Anwesenheit von TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle)
kultiviert. Im Anschluss wurde die RNA isoliert und mittels Realtime-PCR die Expression verschiedener
Gene quantifiziert. Es sind die Mittelwerte aus n=3 £ SD dargestellt. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Abbildung 16 (Fortsetzung): Verifizierung der DNA-Array-Daten durch Realtime-PCR-Quantifizierung.
Nachweis der erhohten mRNA-Expression nach TGF-betal-Behandlung durch genspezifische PCR fur
Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFRI), Glial cell line derived neurotrophic factor family receptor
alpha 1 (Gfral), Glutamate receptor ionotropic NMDA 1 (Grinl), Hairy and enhancer of splitl (Hesl),
Platelet derived growth factor receptor alpha (Pdgfra), Quiescin Q6 (Qscn6), Wnt inibitory factor 1
(Wifl) und Jagged 1 (Jagl). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Die erniedrigte Expression nach TGF-betal-Behandlung konnte nur fur 2 der 5 untersuchten
Gene, TGFRII und Cdknlc, validiert werden (Abbildung 17). Dennoch wiesen auch die Ubri-
gen Gene, Nes (p=0.092), Mbp (p=0.057) und Ccnbl (p=0.084) tendenziell eine reduzierte
Expression nach TGF-betal-Behandlung auf.
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Abbildung 17: Verifizierung der DNA-Array-Daten durch Realtime-PCR-Quantifizierung. Nachweis der
erniedrigten mRNA-Expression nach TGF-betal-Behandlung durch genspezifische PCR fiir Transfor-
ming Growth Factor Receptor Il (TGFRII) und Cyclin-dependent kinase inhibitor 1c (Cdknlc/p57). Die
im Array gezeigte signifikant erniedrigte Expression von Nestin (Nes), Myelin basic protein (Mbp) und
Cyclin B1 (Ccnb1l) konnte nicht nachgewiesen werden. aNSZ wurden wéhrend der 8-tdgigen Kultivierung
dreimal mit TGF-betal oder HCI/BSA behandelt, bevor mittels Realtime-PCR die Expression verschie-
dener Gene quantifiziert wurde. Es sind die Mittelwerte aus n=3 + SD dargestellt. *p<0.05; **p<0.01
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Zum direkten Vergleich wurden in der folgenden Tabelle 19 die Fold change Werte der
DNA-Array-Analyse denen der Realtime-PCR-Quantifizierung gegenibergestellt. Fir den
GroRteil der validierten Gene zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse der
DNA-Array-Analyse mit den Ergebnissen der quantitativen PCR, was im Allgemeinen auf
eine hohe Zuverlassigkeit der DNA-Array-Analyse schlielen l&sst. Lediglich vier Gene
wiesen in der Realtime-Quantifizierung deutlich héhere Fold change Werte auf als in der
DNA-Array-Analyse, darunter Ascll, Hesl, Grinl und Gfral. Dies kénnte mdglicherweise

auf Sattigungs- bzw. Background-Effekte bei Hybridisierungen zurtickzufihren sein.

Fold change (TGF-betal versus Kontrolle)
Name des Gens Gensymbol DNA-Array-Analyse Realtime-PCR

Cyclin B1 Ccnbl -1,47 -1,33
Bone morphogenetic protein receptor type 1a | Bmprla 1,94 1,39
Nestin Nes -1,78 -1,41
Doublecortin Dcx 1,69 2,03
Myelin basic protein Mbp -1,76 -1,75
Cyclin D2 Cend2 2,65 2,51
Jaggedl Jagl 2,39 2,79
Disabled homolog 2 Dab2 9,79 8,17
Delta-like 1 Dll1 5,22 4,07
Quiescin Q6 Qscné 3,54 2,85
Platelet derived growth factor receptor alpha | Pdgfra 1,96 2,22
Fibroblast growth factor receptor 1 FGFR1 1,78 1,83
Transforming growth factor beta receptor I TGFRII -1,93 -2,67
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57) Cdknlc -1,93 -1,82
Wht inhibitory factor 1 Wifl 1,41 1,78
Achaete-scute complex homolog-like 1 Ascll 1,71 4,60
Hairy and enhancer of split 1 Hesl 3,00 5,01
Glutamate receptor ionotropic NMDA 1 Grinl 1,63 9,88
filrLaill ;igcggsoejlgﬁg ]rjeurotrophlc factor Gfral 1,62 5,10

Tabelle 19: Vergleichende Ubersicht tiber die Fold change Werte (TGF-betal versus Kontrolle) der
DNA-Array-Analyse und der Realtime-PCR. Mit Ausnahme der grau hinterlegten Gene zeigten die Er-
gebnisse beider Experimente eine gute Korrelation. aNSZ wurden wéhrend der 8-tagigen Kultivierung
dreimal mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA behan-
delt. Danach wurde die Expressionsanderung mittels DNA-Array-Analyse oder Realtime-PCR bestimmt.

3.1.7. Untersuchung der Genexpression von kontroll- und TGF-betal-behandel-

ten aNSZ im zeitlichen Verlauf

Neben der Validierung der Array-Daten wurde eine vergleichende Genexpressionsana-
lyse von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen im zeitlichen Verlauf durchgefihrt. Da-
zu wurden die Zellen fur 2h, 24h, 4d, 7d oder 10d den jeweiligen Bedingungen ausgesetzt und
im Anschluss die Expressionsprofile des Neurogenesemarkers Dcx, des glialen, Vorlaufer-
zell-induzierenden Notch-Liganden Jagl und des TGF-betal-Rezeptor-Adaptermolekiils
Dab2, dem eine besondere Bedeutung bei der Einbindung der TGF-beta-Rezeptoren in den

Smad-Pathway zukommt, mittels Realtime-PCR bestimmt. Abbildung 18 zeigt die Expression
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von Dcx im zeitlichen Verlauf. Auffallend ist hier der konsistente Trend in Richtung einer er-
hohten Dcx-Expression nach TGF-betal-Behandlung im Verlauf einer 2-stiindigen bis 10-ta-

gigen Kultivierung. Diese erwies sich nach 7 und 10 Tagen als signifikant.
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Abbildung 18: Dcx-Expression von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen bei unterschiedlicher Ex-

positionsdauer (2h, 24h, 4d, 7d, 10d). Nach 7d bzw. 10d der Kultivierung in Anwesenheit von TGF-betal
war die Expression von Dcx gegeniiber der Kontrolle signifikant erhéht. n=3; ***p<0.001

Die Expression des Adaptermolekiils Dab2 war dagegen, im Vergleich zur Kontrolle, schon
nach 24 h signifikant erhoht und stieg mit zunehmender Expositionsdauer noch weiter an.
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Abbildung 19: Dab2-Expression von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen bei unterschiedlicher
Expositionsdauer (2h, 24h, 4d, 7d, 10d). Nach 24h, 4d, 7d und 10d der Kultivierung in Anwesenheit von
TGF-betal war die Expression von Dab2 im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhéht. n=3; ***p<0.001

Ebenso zeigte sich die Expression von Jagl bereits nach 24h signifikant erhoht, wahrend nach
2-stlindiger TGF-betal-Exposition noch kein Effekt zu beobachten war.
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Abbildung 20: Jagl-Expression von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen bei unterschiedlicher
Expositionsdauer (2h, 24h, 4d, 7d, 10d). Nach 24h, 4d, 7d und 10d der Kultivierung in Anwesenheit von
TGF-betal war die Expression von Jagl, verglichen mit der Kontrolle, signifikant erhéht. n=3; **p<0.01;
***p<0.001

Targetgen/Referenzgen
i




3. Ergebnis | 114

3.2. Der Einfluss von TGF-betal auf die Expression der TGF-betal-

Rezeptoren

Zur Untersuchung der Expression der fir die TGF-betal-Signaltbertragung relevan-
ten Rezeptoren in kontroll- und TGF-betal-behandelten aNSZ-Kulturen aus der SVZ der
Ratte wurde zundchst eine RT-PCR durchgefiihrt (Abbildung 21). Der TGF-betal-Bindere-
zeptor, TGFRII, und der TGFRI waren in beiden Kulturen exprimiert. Dagegen war Acvrll
(ALK1), ein alternativer Typ-lI TGF-beta-Rezeptor in adulten neuralen Vorlauferzellen, nur in
den Kontroll-Kulturen nachweisbar. Die Aktivierung des ALK1-Signalwegs resultiert in der
Aktivierung der NF-kappaB-Signalkaskade und flhrt in der Folge zu einem gesteigerten

Uberleben von Neuronen unter neurotoxischen Stressbedingungen (Konig et al., 2005).

TGFRI (ALK5)
Acvrll (ALK1)

TGFRII
TGFRI (ALK5)

Acvrll (ALK1)

TGFRII
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: <139 bp
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Abbildung 21: RT-PCR-Analyse der Expression von TGF-betal-Rezeptor-mRNA in kontroll- und TGF-
betal-behandelten aNSZ-Kulturen aus der SVZ der Ratte. aNSZ wurden im Verlauf der 8-tégigen Kulti-
vierung dreimal mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA
(Kontrolle) stimuliert. TGFRI- und TGFRII-mRNA wurde sowohl in kontroll- als auch in den TGF-be-
tal-behandelten Kulturen detektiert. Die Expression des alternativen Typ-1 TGF-beta-Rezeptors Acvrll
konnte dagegen nur in der Kontroll-Kultur nachgewiesen werden.

Die im Anschluss durchgefuihrte quantitative Analyse der TGF-betal-Rezeptorexpression mit-
tels Realtime-PCR bestétigte die reduzierte Expression des Acvrll-Rezeptors nach TGF-be-
tal-Behandlung. Ebenso zeigte sich eine signifikant erniedrigte TGFRII-Expression nach der
Kultivierung in Anwesenheit von TGF-betal, wahrend die TGFRI-Expression unveréndert
blieb (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Analyse der TGF-betal-Rezeptorexpression durch quantitative PCR. aNSZ wurden im
Verlauf der 8-tdgigen Kultivierung dreimal mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an
4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) stimuliert. Zur relativen Quantifizierung der mRNA-Expression
wurden die Expressionswerte der kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen der Targetgene jeweils auf
das Referenzgen G6PDH bezogen (relative Kopienzahl Targetgen/relative Kopienzahl Referenzgen). Der
alternative Typ-1 TGF-betal-Rezeptor Acvrll und der TGFRII wiesen nach TGF-betal-Behandlung eine
signifikant erniedrigte Expression auf. Die TGFRI-Expression zeigte sich dagegen unbeeinflusst von der
TGF-betal-Behandlung. Es sind die Mittelwerte aus n=3 * SD dargestellt. **p<0.01; ***p<0.001
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3.3. Der Einfluss von TGF-betal auf das Zellschicksal aNSZ

3.3.1. Der Einfluss von TGF-betal auf die Proliferation aNSZ

Ein wichtiger Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war ein Befund aus der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Ludwig Aigner, der eine verminderte Proliferation aNSZ unter Einfluss
von TGF-betal anhand eines BrdU-ELISAs nachwies (Wachs et al., 2006). Da diese Beob-
achtung eine essentielle Grundlage dieser Dissertation darstellt, sollte sie zu Beginn mit einer
unabhangigen Methode verifiziert werden. Dazu wurden 5 x 10* Zellen/ml in 12-Well-Platten
ausgesat und an Tag 1, 4 und 7 mit jeweils 10 ng/ml TGF-betal behandelt. Im Anschluss
wurde an Tag 8 die metabolische Aktivitat lebender Zellen mithilfe des Tetrazoliumsalzes
MTT spektrophotometrisch gemessen. Mitochondriale Dehydrogenasen vitaler Zellen redu-
zieren das gelbliche MTT zu violetten Formazanderivaten, wobei die Farbintensitat propor-
tional zur Zahl der vitalen Zellen ist. Da ruhende Zellen metabolisch weniger aktiv sind als
proliferierende, weisen diese dementsprechend eine geringere Farbintensitat auf. Eine Ernie-
drigung der Zellzahl resultiert ndmlich in einer reduzierten Menge an Formazanderivaten und
folglich in einer verminderten Absorption. Abbildung 23 A gibt die gemessene Absorption
von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen wieder. Ersichtlich ist, dass TGF-betal den
Anteil an proliferierenden Zellen in aNSZ-Kulturen deutlich verringert. In Ubereinstimmung
konnte zudem eine wesentliche Reduktion in Bezug auf die Spheregréfie unter dem Einfluss
von TGF-betal festgestellt werden (Abbildung 23 B).
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Abbildung 23: TGF-betal beeinflusst die Proliferation aNSZ. aNSZ aus der SVZ der Ratte wurden in
einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat und fiir 8 Tage kultiviert. An Tag 1, 4 und 7 erfolgte jeweils
die Stimulation mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA.
An Tag 8 wurde die Proliferation der Zellen mittels MTT-Assay bestimmt. A) Ergebnisse des MTT-As-
says. Die TGF-betal-behandelten Zellen wiesen eine deutlich verminderte Proliferation im Vergleich zur
Kontrolle auf. Es sind die Mittelwerte aus n=3 £ SD dargestellt. ***p<0.001 B) Phasenkontrastaufnahmen
von Spheres einer kontroll-behandelten Kultur (links) und nach Kultivierung in Anwesenheit von
TGF-betal (rechts) in 100-facher VergroRerung. TGF-betal-behandelte Spharoide waren deutlich klei-
ner, die Anzahl der Spheres blieb jedoch unveréndert. Messbalken = 100 pm.
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3.3.2. Der Einfluss von TGF-betal auf die Differenzierung aNSZ

3.3.2.i. Differentielle Expression von Markergenen fir die Differenzierung in
aNSZ-Kulturen nach TGF-betal-Behandlung

Mit der im vorangehenden Kapitel beschriebenen DNA-Array-Genexpressionsanalyse
konnte eine umfangreiche, differentielle Regulation einer Vielzahl von Genen nach TGF-be-
tal-Behandlung unter Proliferationsbedingungen gefunden werden. In der folgenden Tabelle
20 sind die detektierten Expressionsédnderungen der bedeutendsten Markergene in aNSZ-Kul-
turen, die auf dem Array vertreten waren, in einer Ubersicht zusammengefasst. Die DNA-Mi-
croarray-Ergebnisse zeigten keine Expressionsdnderung hinsichtlich der Marker fur reife As-
trozyten und Neurone, GFAP und Tubb3, wahrend der neurale Stammzellmarker Nestin
vermindert exprimiert war. Interessanterweise war der Marker fur neuronale Vorlauferzellen,
Dcx, unter Proliferationsbedingungen verstéarkt exprimiert, wohingegen der Oligodendrozy-

tenmarker Mbp eine erniedrigte Expression aufwies.

Name des Gens Gensymbol Zelltyp Expressionsanderung (TGF-betal versus Kontrolle)
Doublecortin Dcx neuronale Vorlauferzellen | erhdhte Expression

Glial fibrillary acidic protein GFAP Astrozyten keine Verénderung

Tubulin, beta 3 Tubb3 Neurone keine Veranderung

Myelin basic protein Mbp Oligodendrozyten erniedrigte Expression

Nestin Nes neurale Stammzellen erniedrigte Expression

Tabelle 20: Ubersicht tiber die durch TGF-betal initiierte Expressionsanderung wichtiger Markergene in
aNSZ-Kulturen. aNSZ aus der SVZ der Ratte wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat und
fur 8 Tage kultiviert. An Tag 1, 4 und 7 erfolgte jeweils die Stimulation mit 10 ng/ml TGF-betal. An Tag 8
wurde die RNA isoliert und im Anschluss die Expressionsprofile mittels DNA-Array-Analyse bestimmt.
Der Differenzierungsmarker Dcx zeigte eine erhéhte Expression nach TGF-betal-Behandlung, Mbp war
vermindert exprimiert.

Von besonderer Wichtigkeit im Rahmen dieser Arbeit war die unter Proliferationsbeding-
ungen beobachtete, TGF-betal-induzierte Expression des neuronalen Vorlduferzellmarkers

Dcx. Deswegen wurde dieser Befund im Anschluss im Detail analysiert.

3.3.2.1i. Nachweis einer erhdhten Dcx-Proteinexpression nach TGF-betal-Be-

handlung

Um die Relevanz der unterschiedlichen Dcx-mRNA-Expression nach TGF-betal-Be-
handlung auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurden Westernblot-Analysen sowie Im-
munfluoreszenzfarbungen mit einem Antikorper gegen Dcx zur Markierung der neuronal de-
terminierten Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden dissoziierte Zellen in einer Zelldichte von
5 x 10* Zellen/ml in Kulturflaschen (Westernblot) oder in Well-Platten auf einer Poly-L-Or-
nithin/Laminin-Matrix (Immunférbungen) ausgesét. Innerhalb der né&chsten 8 Tage erfolgte
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eine dreimalige Applikation (Tag 1, 4, 7) von 10 ng/ml TGF-betal; als Kontrolle dienten
Zellen, die Uber den gleichen Zeitraum 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA erhielten. Im Anschluss
wurden die Zellen der Westernblot-Analyse zugefiihrt oder aber einer immunzytochemisch-
en Untersuchung unterzogen. Es konnte eine deutlich erhdhte Dcx-Proteinexpression nach
TGF-betal-Behandlung, verglichen mit der Kontrolle, nachgewiesen werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Erhohte Dcx-Proteinexpression nach TGF-betal-Behandlung. Die Zellen wurden 8 Tage in
Anwesenheit von TGF-betal oder 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) inkubiert. A) Dcx- und Aktin-
Westernblots von Proteinen, die aus kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen extrahiert wurden.
B) Ergebnis der densitometrischen Analyse der Blots. Es ist jeweils das Verhaltnis Dcx/Aktin der mittle-
ren Grau-Werte von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen mit der zugehdrigen Standardabwei-
chung gezeigt. n=3; ***p<0.001 C) Dcx-Immunfluoreszenzfarbungen von kontroll- (links) und TGF-be-
tal-behandelten Zellen (rechts) in 40-facher VergroBerung. Immundetektion von Dcx (grun); die Kern-
farbung wurde mit DAPI durchgefihrt (blau). Messbalken = 50 pm.

3.4. Die funktionelle Rolle von TGF-betal

3.4.1. Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften TGF-betal-be-

handelter Zellen unter Proliferationsbedingungen

Um aNSZ unter Proliferationsbedingungen hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften zu charakterisieren, wurden die Zellen zunachst in einer Dichte von 5 x 10*
Zellen/ml in Kulturflaschen ausgesét und wéhrend der 8-tagigen Kultivierung dreimal (Tag 1,
4, 7) mit 10 ng/ml TGF-betal oder 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt. Im
Anschluss wurden sie dissoziiert und auf Poly-L-Ornithin-Laminin-beschichteten 24-Well-
Platten in einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen in 500 pl NB-B27-all-Medium pro Well ausgesat.
Im Verlauf der néchsten drei Tage wurden die Zellen jeweils elektrophysiologischen Unter-
suchungen unterzogen. Fur die mit der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrten Ganzzell-Ab-
leitungen wurde initial eine Spannung von -80 mV angelegt. Dann wurden die Zellen ins-
gesamt 18 verschiedenen Spannungen von je 50 ms Dauer mit einer Amplitudendifferenz von
je 10 mV ausgesetzt und die korrespondierenden Strome gemessen. Mit den ersten 9 Schritten
wurden die Zellen bis auf ein Potential von +10 mV depolarisiert, anschlieend folgten 9 hy-
perpolarisierende Schritte bis zu einem Spannungswert von -170 mV. Zellen, die unter Kon-

trollbedingungen gewachsen waren, wiesen ausschliel3lich Auswartsstrome auf, die nicht in-
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aktivierten. Diese Strome waren spannungsabhdngig und zeigten kinetische Charakteristika
von verzdgerten Auswarts-Gleichrichter-Kaliumkanalen. In keiner der vermessenen Kontroll-
zellen (n=112) konnte ein Natriumeinstrom detektiert werden. Im Gegensatz dazu wiesen alle
TGF-betal-behandelten Zellen (n=50) einen transienten Einwartsstrom, gefolgt von einem
nicht inaktivierenden Auswartsstrom, als Antwort auf die depolarisierenden Spannungsschrit-
te auf. Der transiente Einwértsstrom konnte durch die Anwendung von 10 nM TTX reversi-

bel geblockt werden (n=70), was ihn als TTX-sensitiven Natriumkanal auswies.

Die ,,Stromklemme-Konfiguration“ wurde dazu verwendet, die Potentialdnderungen der Zel-
len nach einer Strominjektion (0.1-1.0 nA) zu verfolgen und dadurch die Erregbarkeit der
Zellen zu Uberprufen. Keine der Kontrollzellen war in der Lage, durch eine Strominjektion
Aktionspotentiale zu generieren. Dagegen war nach TGF-betal-Behandlung die Ausldsung
von Aktionspotentialen in 84 % der vermessenen Zellen moglich. Ein reprasentatives Akti-

onspotential einer TGF-betal-behandelten Zelle ist in Abbildung 25 gezeigt.

+10mV
-80mV
-170mV
Kontrolle TGF-betal
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Abbildung 25: Elektrophysiologische Eigenschaften von kontroll- und TGF-betal-behandelten aNSZ bei
der Kultivierung unter Proliferationsbedingungen. aNSZ aus der SVZ wurden wahrend der 8-tdgigen
Kultivierung dreimal mit 10 ng/ml TGF-betal oder entsprechenden Volumina an 4 mM HCI/BSA mit
1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt. Im Anschluss wurden sie unter Anwendung der Patch-Clamp- und
Current-Clamp-Technik vermessen. Die Vermessung wurde von Sabrina Kraus durchgefihrt. A) Auf-
gezeichnete, représentative Stromspur einer aNSZ-Kultur unter Kontrollbedingungen. Die Zellen zeigten
nicht inaktivierende Auswartsstrome; in keiner der vermessenen Zellen konnten Natriumeinstrome detek-
tiert werden. B) TGF-betal-behandelte Zellen wiesen spannungsgesteuerte Natriumkanéle auf, gefolgt
von nicht inaktivierenden Auswartsstromen. Die transienten Einwartsstrome konnten vollstandig durch
10 nM TTX geblockt werden, was ihre Identitat als TTX-sensitive Natriumstréme bestéatigt. C) Kontroll-
zellen, die sich durch fehlende Natriumkandle auszeichneten, waren elektrisch nicht reizbar; depolari-
sierende Stromimpulse konnten keine Aktionspotentiale auslésen. D) Repréasentative Aufzeichnung eines
Aktionspotentials. TGF-betal-behandelte Zellen waren in der Lage, wahrend der Depolarisation Aktions-

potentiale abzufeuern. Das Aktionspotential wurde durch depolarisierende Strominjektion von 1 nA fir
1s ausgelost und im ,,Stromklemme-Modus* aufgezeichnet.
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3.4.2. Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften TGF-betal-be-

handelter Zellen unter Differenzierungsbedingungen

Zur Analyse der elektrophysiologischen Eigenschaften differenzierter Zellen wurden
aNSZ unter Proliferationsbedingungen auf beschichteten 24-Well-Platten (2,5 x 10* Zellen in
500 pul Medium pro Well) ausgeséat. Am néchsten Tag wurden die Zellen einem Medienwech-
sel auf Differenzierungsmedium (NB-B27-not-all-Medium mit 5 % v/v FCS) unterzogen.
Einige Stunden spater erfolgte die erste Stimulation mit TGF-betal (Tag 1). Weitere Zuga-
ben wurden an Tag 4 und 7 durchgefuhrt, bevor die Zellen an den Tagen 8 bis 10 vermessen
wurden. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Zellen dabei im Be-
reich von -170 mV bis +10 mV hyper- bzw. depolarisiert und die korrespondierenden Strome
detektiert. Insgesamt wurden 18 verschiedene Spannungen mit einer Amplitudendifferenz von
10 mV und einer Dauer von 50 ms angelegt. Kontrollzellen (n=27) zeigten ausschliel3lich
verzogerte Auswarts-Gleichrichter-Kaliumstrome, wohingegen keine Natriumeinstréme nach-
weisbar waren. Analog dazu wiesen die TGF-betal-behandelten Zellen (n=25) ebenfalls keine
Natriumstrome auf; wiederum waren nur auswartsgerichtete Kaliumstrome detektierbar (Ab-
bildung 26). Um dennoch zu tberprifen, ob die Zellen, die unter Differenzierungsbedingun-
gen kultiviert wurden, in der Lage sind, Aktionspotentiale auszulsen, wurden sie zusatzlich
in der ,,Stromklemme-Konfiguration untersucht. Weder kontroll- noch TGF-betal-behandel-

ten Zellen war es maoglich, durch Strominjektion Aktionspotentiale zu generieren.
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Abbildung 26: Elektrophysiologische Eigenschaften von kontroll- und TGF-betal-behandelten aNSZ
bei der Kultivierung unter Differenzierungsbedingungen. Die Vermessung wurde von Sabrina Kraus
durchgefiihrt. A) Charakteristisches Stromprofil kontroll-behandelter aNSZ. Die Zellen zeigten aus-
schlie3lich nicht inaktivierende Kaliumauswartsstrome; dagegen konnten keine Natriumeinstrome detek-
tiert werden. B) Stromprofil TGF-betal-behandelter aNSZ. Die Zellen wiesen unterschiedliche (nicht in-
aktivierende und schnell inaktivierende), auswartsgerichtete Kaliumkanale auf. Natriumstrome konnten
nicht detektiert werden. C) Kontrollzellen waren elektrisch nicht reizbar, sodass depolarisierende Strom-
impulse keine Aktionspotentiale auslésen konnten. D) Auch TGF-betal-behandelte Zellen waren nicht in
der Lage, Aktionspotentiale abzufeuern.
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3.5. Nachweis der neuroprotektiven Wirkung von TGF-betal auf
aNSZ

Um die vielfach postulierte, neuroprotektive Wirkung von TGF-betal an aNSZ-Kultu-
ren NMR-spektroskopisch zu tiberpriifen, wurden die Zellen in einer Dichte von 5 x 10* Zel-
len/ml in Kulturflaschen ausgesét und fur 7 Tage in Anwesenheit von TGF-betal kultiviert
(Stimulationen mit 10 ng/ml TGF-betal erfolgten an Tag 1, 4 und 7). Im Anschluss wurden
die Proben vermessen und die erhaltenen NMR-Spektren hinsichtlich der Signalintensitat des
spezifischen Lipid-Signals bei 1.28 ppm, welches unter wachstumsarrest-fordernden Beding-
ungen oder Apoptose nachgewiesen werden kann (Ramm et al., 2009), ausgewertet. In Abbil-
dung 27 A sind drei reprasentative Spektren von kontroll- und TGF-betal-behandelten Zellen
dargestellt. Wéhrend die Kontrollen (rote Linien) durchwegs hohe 1.28-ppm-Peak-Signalin-
ten-sitaten aufwiesen, waren die zelltod-spezifischen Peaks in TGF-betal-stimulierten Zellen
(schwarze Linien) nahezu nicht vorhanden. Fir die Quantifizierung der Signalintensitaten
wurde eine Normalisierung auf die Zelldichte durchgefiihrt. Dazu wurde der Quotient aus der
Signalintensitat des Fettsauremethylenpeaks bei 1.28 ppm (CH; ipig) und der des makromole-
kularen Methyl-Multipletts zwischen 1.05 und 0.80 ppm (CH3 mm) flr kontroll- und TGF-be-
tal-behandelte Zellen gebildet. Der besseren Vergleichbarkeit halber wurde der Quotient der
Kontrolle gleich 1 gesetzt. Die Quantifizierung des 1.28-ppm-Peaks ergab eine deutlich ernie-
drigte Lipid-Signalintensitat der TGF-betal-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 27 B), was die neurqprotektive Wirkung von TGF-betal auf aNSZ beweist.

Quantifizierung des 1.28-ppm Peaks
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Abbildung 27: Neuroprotektive Wirkung von TGF-betal auf aNSZ. Die Signalintensitat des mit Zelltod
assoziierten 1.28-ppm-Biomarkers ist nach TGF-betal-Behandlung signifikant vermindert. Die Vermes-
sung wurde von Paul Ramm durchgefihrt. A) Représentative NMR-Spektren aus drei unabhéngig durch-
gefiihrten Messungen nach 8-tagiger Kultivierung mit und ohne TGF-betal. B) Quantitative Analyse der
1.28-ppm-Signalintensitat. Die Normalisierung des gemessenen 1.28-ppm-Signals auf die Zelldichte wurde
durch die Bildung des Quotienten aus der integrierten Signalflache des 1.28-ppm-Fettsauremethylenpeaks
(CH; Lipig) und der des makromolekularen Methyl-Multipletts zwischen 1.05 und 0.80 ppm (CHj3 mwm)
durchgefiihrt. n=3; *p<0.05

-
°

CH; Lipia/ CH3 mm
o
b

e
>

Kontrolle TGF-betat

Zur detaillierteren Analyse und Evaluierung dieser Daten wurde nach 7-tagiger Kultivierung

in Anwesenheit von TGF-betal zudem ein Zytotoxizitatsassay durchgefiihrt, um die Konzen-
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tration an LDH, einem Enzym das bei der Zelllyse nekrotischer Zellen freigesetzt wird, zu be-
stimmen. In klarer Ubereinstimmung mit den NMR-Daten konnte in TGF-betal-behandelten
Zellen signifikant weniger LDH und dementsprechend weniger Zelltod als in Kontrollzellen
detektiert werden (Abbildung 28 A). Dies deutet darauf hin, dass TGF-betal seine nachge-
wiesene, neuroprotektive Wirkung auf aNSZ dadurch entfaltet, dass es die Zellen vor nekro-
tischem Zelltod bewahrt. Durch die Durchfiihrung eines Zelltod-ELISAs, bei dem Apoptose
und Nekrose separat analysiert wurden, konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass TGF-be-
tal auch den Anteil an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant redu-
ziert (Abbildung 28 B). Zudem bestatigten diese Experimente den hemmenden Einfluss von
TGF-betal auf die Nekrose.
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Abbildung 28: Neuroprotektive Wirkung von TGF-betal auf aNSZ. TGF-betal hemmt Apoptose und Ne-
krose in aNSZ-Kulturen. aNSZ wurden fur 7 Tage mit TGF-betal oder HCI/BSA (Kontrolle) kultiviert.
Anschliefend wurden die Kulturen mittels LDH-Assay und Zelltod-ELISA auf Zelltod untersucht. A) Der
Zytotoxizitatsassay wies einen verminderten nekrotischen Zelltod nach TGF-betal-Behandlung nach. B)
Der Zelltod-ELISA konnte die Ergebnisse des LDH-Assays bestatigen. Zudem konnte gezeigt werden,
dass TGF-betal auch den Anteil an apoptotischen Zellen in aNSZ-Kulturen verringert. n=3; ***p<0.001

3.6. Charakterisierung TGF-betal-induzierter Veranderungen im Zell-

zvklus von aNSZ

3.6.1. Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusverteilung in aNSZ-Kul-

turen nach TGF-betal-Behandlung

Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen weitreichenden Einfluss von TGF-betal auf
aNSZ-Kulturen, darunter auch eine verminderte Proliferationsrate nach TGF-betal-Behand-
lung (vgl. 3.3.1). Da dieser Befund einen Einfluss von TGF-betal auf den Zellzyklus ver-
muten lasst, und in Vorarbeiten bereits belegt werden konnte, dass TGF-betal in aNSZ-Kul-
turen zu einer Verschiebung des Zellzyklus hin zur GO/G1-Phase fuhrt (Wachs et al., 2006),
war ein Ziel der vorliegenden Dissertation diese Verschiebung eingehender zu charakteri-
sieren und zu beschreiben. Zur Charakterisierung der TGF-betal-induzierten Verédnderungen
im Zellzyklus aNSZ wurde eine Immunféarbung gegen das Ki67-Antigen in Kombination mit
einer DNA-Farbung (PI) durchgefiihrt und mittels einer anschlieBenden durchflusszytome-

trischen Analyse die Zellzyklusverteilung ermittelt. Dazu wurden aNSZ ber einen Zeitraum
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von sieben Tagen in Anwesenheit von TGF-betal oder 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kon-
trolle) kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen dissoziiert, fixiert und mit einem 1gG-Kon-
troll- bzw. Ki67-Antikorper und Pl gefarbt. Das Ki67-Antigen ist in allen aktiven Phasen des
Zellzyklus (G1, S, G2/M) detektierbar, wahrend es in ruhenden Zellen (G0-Phase) nicht nach-
weisbar ist. Abbildung 29 zeigt die Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen GO/G1, S
und G2/M der Kontrolle (A) und nach TGF-betal-Stimulierung (B) anhand zweier beispiel-
hafter, einparametrischer DNA-Histogramme (PI-Farbung). Verglichen mit der Kontrolle be-
wirkte die Inkubation mit TGF-betal eine deutliche Erhéhung der GO/G1-Phase-Fraktion. So-
mit konnten die Daten aus den Vorarbeiten bestatigt werden.
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Abbildung 29: Reprasentative einparametrische DNA-Histogramme von Pl-gefarbten Zellen einer A)
kontroll-behandelten Kultur und B) einer TGF-betal-behandelten Kultur. aNSZ wurden im Vorfeld fur 7
Tage mit TGF-betal oder HCI/BSA kultiviert. Danach wurden die Zellen fixiert und mittels Pl gefarbt.
Schliel3lich wurden die einparametrischen DNA-Histogramme am Durchflusszytometer aufgezeichnet.
Der DNA-Gehalt wird anhand der Auftragung der Anzahl der Ereignisse gegen die Signalflache der PI-
Fluoreszenz (FL3-A) dargestellt. Die GO/G1-Phase-Fraktion der TGF-betal-behandelten Zellen ist gegen-
Uber der Kontrolle deutlich erhoht.

Um die genaue Position TGF-betal-behandelter aNSZ im Zellzyklus zu bestimmen, wurden
die am Durchflusszytometer gemessenen Daten mit der Software Win MDI 2.8. im Hinblick
auf die Zellzyklusverteilung ausgewertet, indem die prozentualen Anteile der Zellen in den
einzelnen Zellzyklusphasen bestimmt wurden. In den Abbildungen 30 und 31 sind die wich-
tigsten, zur Auswertung relevanten Messungen exemplarisch dargestellt. Abbildung 30 zeigt
eine reprasentative Immunfarbung gegen Ki67 mit zusétzlicher DNA-Farbung von kon-
troll-behandelten Zellen. In Teilabbildung A ist in einem zweiparametrischen Dot-Plot die
Granularitat der Zelle (SSC-H) gegen ihre GroRe (FSC-H) aufgetragen. ZelltrGmmer und
Farbstoffaggregate, die sich durch schwache FSC- und SSC-Signale auszeichnen, wurden be-
reits von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Es ist nur die Zellpopulation vitaler Zellen
dargestellt, die fiir die weitere Analyse ausgewahlt wurde. Um auch Zelldubletten von der
Auswertung auszuschlieen, wurde in einem weiteren Dot-Plot die Signalflache der PI-Fluo-
reszenz (FL3-A, Signalintegral) auf der Ordinate gegen die Signalweite der PI-Fluoreszenz
(FL3-W, Signaldauer) auf der Abszisse aufgetragen und die gewiinschte Zellpopulation durch

die Region R1 markiert (Teilabbildung 30 B). Die darin enthaltenen Zellen wurden dann in
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einer zusétzlichen Auftragung der Signalhthe der Ki67-Fluoreszenz (FL1-H) gegen die
Signalflache der PI-Fluoreszenz (FL3-A) veranschaulicht (Teilabbildung 30 C). Die Region
R2, welche die Ki67-negativen Zellen markiert und Region R3 (G0-Phase-Zellen) beinhaltet,
wurde anhand der IgG/PI-Féarbung von kontroll-behandelten Zellen festgelegt. Davon aus-
gehend wurden die Regionen R3 (G0-Phase-Zellen), R4 (G1-Phase-Zellen), R5 (S-Phase-Zel-
len) und R6 (G2/M-Phase-Zellen) zur Quantifizierung der Ki67-immunreaktiven Zellen de-
finiert und schlieBlich mittels Win MDI 2.8. die prozentualen Anteile der Zellen in den

einzelnen Zellzyklusphasen berechnet.
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Abbildung 30: Repréasentative Dot-Plots kontroll-be-
handelter Zellen. aNSZ wurden fiir 7 Tage mit HCl/
BSA kultiviert. Dann wurden sie fixiert und mit einem
Antikorper gegen Ki67 und Pl gefarbt, bevor sie am
FACS vermessen wurden. A: Gating in einem FSC
(GroRe der Zellen)/SSC (Granularitat der Zellen)-Dot-
Plot: Es sind nur die Zellen gezeigt, die fur die weitere
Analyse ausgewahlt wurden. B: Die in A ausgewéhlten
Zellen sind in einer Auftragung der Signalflache der PI-
Fluoreszenz (FL3-A) gegen die Signalweite der PI-Fluo-
reszenz (FL3-W) abgebildet. Durch die Region R1 wer-
den Zelldubletten von der weiteren Auswertung ausge-
schlossen. C: Auftragung der Signalhdhe der Ki67-Fluo-

reszenz (FL1-H) gegen die Signalflache der PI-Fluo- 0 FL3-A 1023
reszenz (FL3-A) der in R1 markierten Zellpopulation.

Ki67-immunreaktive Zellen werden den Regionen R4

(G1-Phase), R5 (S-Phase) und R6 (G2/M-Phase) zuge-

ordnet. GO-Phase-Zellen finden sich innerhalb R3.

Abbildung 31 gibt die Verhaltnisse in TGF-betal-behandelten Zellkulturen wieder. Auch hier
ist beispielhaft eine Immunfarbung gegen Ki67 mit zusatzlicher DNA-Farbung abgebildet.
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Die Auswertung erfolgte in analoger Weise zu der Auswertung der kontroll-behandelten Zel-
len, auBer dass die Region R2, welche die Ki67-negativen Zellen markiert und Region R3
(G0-Phase-Zellen) beinhaltet, anhand der 1gG/PI-Farbung von TGF-betal-behandelten Zellen
festgelegt wurde. Zur Quantifizierung der Ki67-immunreaktiven Zellen in TGF-betal-be-
handelten Kulturen wurden die Regionen R3 (GO-Phase-Zellen), R4 (G1-Phase-Zellen), R5
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(S-Phase-Zellen) und R6 (G2/M-Phase-Zellen) definiert und mit Hilfe von Win MDI 2.8. die
prozentualen Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen errechnet.
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Abbildung 31: Repréasentative Dot-Plots von TGF-be-
tal-behandelten Zellen. aNSZ wurden fur 7 Tage mit C
TGF-betal kultiviert. Dann wurden sie fixiert und mit
einem Antikérper gegen Ki67 und Pl gefarbt, bevor sie
am FACS vermessen wurden. A: Gating in einem FSC
(GroRe der Zellen)/SSC (Granularitat der Zellen)-Dot-
Plot: Es sind nur die Zellen gezeigt, die fur die weitere
Analyse ausgewahlt wurden. B: Die in A ausgewahlten
Zellen sind in einer Auftragung der Signalflache der PI-
Fluoreszenz (FL3-A) gegen die Signalweite der PI-Fluo-
reszenz (FL3-W) abgebildet. Durch die Region R1 wer-
den Zelldubletten von der weiteren Auswertung ausge-
schlossen. C: Auftragung der Signalhdhe der Ki67-Fluo- 0
reszenz (FL1-H) gegen die Signalflache der PI-Fluo-

reszenz (FL3-A) der in R1 markierten Zellpopulation.
Ki-67-immunreaktive Zellen werden den Regionen R4
(G1-Phase), R5 (S-Phase) und R6 (G2/M-Phase) zuge-

ordnet. GO-Phase-Zellen finden sich innerhalb R3.
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Die Mittelwerte aus jeweils drei durchgefuhrten, unabhangigen Messungen fir kontroll- und
TGF-betal-behandelte Zellen sind in Abbildung 32 mit der zugehdrigen Standardabweichung
in Form von Balkendiagrammen dargestellt. Die Quantifizierung der Zellzahlen in den
einzelnen Zellzyklusphasen ergab eine signifikante Erniedrigung der S-Phase-Fraktion in
TGF-betal-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle von 16,4 % auf 13,2 %. Demge-
genuber steht ein nahezu konstanter G2/M-Phase-Anteil (Kontrolle: 7,2 %; TGF-betal:
5,7 %) und ein ebenfalls nicht signifikant veranderter G1-Phase-Anteil von 48,7 % in kon-
troll-behandelten Kulturen und 39,2 % nach TGF-betal-Behandlung. Am stérksten beein-
flusst zeigte sich die GO-Phase-Fraktion, die in TGF-betal-behandelten Zellen signifikant er-
hoht war. So resultierte die Inkubation mit TGF-betal in einem Anstieg der Ki67-defizienten
Zellen auf 38,5 %, wahrend nur 24,8 % der Kontrollzellen der quieszenten GO-Phase zuge-

ordnet werden konnten.
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Abbildung 32: Quantifizierung der prozentualen Anteile aNSZ in den verschiedenen Zellzyklusphasen
nach 7-tagiger Kultivierung mit und ohne TGF-betal. Nach TGF-betal-Behandlung war der Anteil an
Ki67-negativen GO-Phase-Zellen signifikant erhéht, wahrend die S-Phase-Fraktion signifikant erniedrigt
war. Die berechneten Anteile der Ki67-immunreaktiven Zellen in der G1- und G2/M-Phase lieBen keine
Unterschiede zwischen kontroll- und TGF-betal-behandelten Kulturen erkennen. Es sind die Mittelwerte
aus drei unabhéngig durchgefihrten Messungen mit der Standardabweichung gezeigt. *p<0.05; **p<0.01

Insgesamt waren 72,3 % der Kontrollzellen immunreaktiv fiir den Proliferationsmarker Ki67;
in TGF-betal-behandelten Kulturen konnte nur in 58,1 % der Zellen die Expression von Ki67
nachgewiesen werden. Somit konnte die in Kap. 3.3.1 beschriebene Inhibierung der Zellpro-
liferation durch TGF-betal, welche anhand eines MTT-Assays nachgewiesen wurde, noch-
mals bestatigt werden. Diese lasst sich, wie gezeigt wurde, durch eine signifikant verminderte
S-Phase-Fraktion erkléren, die dadurch zustande kommt, dass aufgrund des Einflusses von
TGF-betal 38,5 % der Zellen den Zellzyklus verlassen und in die quieszente GO-Phase uber-
gehen.

3.6.2. Charakterisierung der molekularen VVeranderungen in der Expression von

Zellzyklusgenen nach TGF-betal-Behandlung

Zur allgemeinen Charakterisierung der molekularen Verénderungen in aNSZ-Kulturen
in Abhangigkeit von TGF-betal wurde eine DNA-Array-Genexpressionsanalyse durchge-
fihrt. Dazu wurden aNSZ sieben Tage in Anwesenheit von TGF-betal oder 4 mM HCI mit
1 mg/ml BSA (Kontrolle) kultiviert und anschliefend die Expressionsanderung einer Vielzahl
an Genen untersucht. Auffallend war dabei, dass zahlreiche regulierte Gene dem Bereich des
Zellzyklus zugeordnet werden konnten. Diese sind in der folgenden Tabelle 21 als Ubersicht
zusammengefasst. Besonders hervorzuheben ist die veranderte Expression mehrerer Cycline
nach TGF-betal-Behandlung wie Cyclin D2, Cyclin E, Cyclin G1 und Cyclin B1, welche eine
entscheidende Rolle bei der Progression der Zellen im Zellzyklus spielen. Dariiber hinaus

wird deutlich, dass die Mehrzahl der regulierten Zellzyklus-assoziierten Gene eine vermin-
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derte Expression nach TGF-betal-Behandlung aufweist, was die proliferationshemmende

Wirkung von TGF-betal weiter verdeutlicht.

Name des Gens Regulation
quiescin Q6 T
cyclin D2

von Hippel-Lindau syndrome homolog

response gene to complement 32

Synaptonemal complex protein 3

calmodulin 1

signal transducer and activator of transcription 1

prothymosin alpha

nuclear distribution gene C homolog (Aspergillus)

nuclear autoantigenic sperm protein

mediator of DNA damage checkpoint 1

tumor protein p53

polo-like kinase 1 (Drosophila)

acidic nuclear phosphoprotein 32 family, member B

Hexokinase 2

cyclin E

mini chromosome maintenance deficient 6 (S. cerevisiae)

karyopherin (importin) alpha 2

chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta)

cyclin G1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2

apoptosis antagonizing transcription factor

mitogen activated protein kinase 3

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

cyclin B1

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

nucleophosmin 1 /// similar to Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar
phosphoprotein B23) (Numatrin) (Nucleolar protein NO38)

myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)

Inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix
protein !

Tabelle 21: Ubersicht tiber die verdnderte Expression Zellzyklus-assoziierter Gene nach TGF-betal-Be-
handlung. aNSZ wurden fir 7 Tage mit TGF-betal oder 4 mM HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) kulti-
viert. AnschlieRend wurden die Expressionsdnderungen mittels einer DNA-Array-Analyse untersucht.

3.7. Der Einfluss von TGF-betal und BMPs auf die Differenzierung

aNSZ unter oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen

— | — ||| || || | | | | | | | | | | || = | [ ||| |—

Um den Einfluss von TGF-betal bzw. BMP2 und BMP4 auf die Differenzierung aNSZ
unter gezielten oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen zu untersuchen, wurden
aNSZ aus der SVZ der Ratte in a-MEM mit 10 % FCS ausgesét (Tag 0). Am ndchsten Tag er-
folgte fir einen Teil der Zellen ein Mediumwechsel zu mesenchymal konditioniertem Medi-
um (MSC-CM). Direkt im Anschluss wurde TGF-betal oder BMP2 und BMP4 oder TGF-be-
tal und BMP2 und BMP4 jeweils in einer Endkonzentration von 10 ng/ml zugesetzt. Ein wei-
terer Mediumwechsel mit erneuter Zugabe der Faktoren wurde an Tag 5 durchgefiihrt. An
Tag 8 wurden die Zellen einer immunzytochemischen Untersuchung unterzogen. Abbildung
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33 zeigt die Immunfluoreszenzfarbungen gegen die Proteine GFAP (Astrozyten) und Mbp
(Oligodendrozyten). Teilabbildung A gibt deren Expression bei unterschiedlichen Bedingun-
gen in a-MEM-Kontroll-Medium wieder, Teilabbildung B dokumentiert die Expression unter
oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen in MSC-CM. Die Quantifizierung der As-
trozyten in der a-MEM-Kontrollgruppe ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Bedingungen (Kontrolle, TGF-betal, BMPs, BMPs + TGF-betal), wenngleich sich
die in der Literatur vielfach beschriebene, férdernde Wirkung der BMPs auf die Differenzie-

rung in Astrozyten (Samanta & Kessler, 2004) etwas abzeichnete (Abbildung 33 C).
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Abbildung 33: Immunfluoreszenzfarbungen gegen GFAP (griin) und Mbp (rot). aNSZ wurden fiir 8 Tage
in a-MEM-Kontroll-Medium (A) oder MSC-CM (B) bei unterschiedlichen Bedingungen kultiviert und
anschlieBend gefarbt. Die Kernfarbung (blau) wurde mit DAPI durchgefihrt. C) Quantifizierung der
GFAP-Expression. Die a-MEM-Kontrollgruppe wies keine wesentlichen Unterschiede auf. Dagegen war
die GFAP-Expression in der MSC-CM-Gruppe nach simultaner TGF-betal- und BMP-Applikation ge-
genliber der MSC-CM-Kaontrolle signifikant erhéht. TGF-betal oder BMPs zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die Differenzierung in Astrozyten. D) Quantifizierung der Mbp-Expression. In der a-MEM-
Kontrollgruppe wurden keine Mbp-positiven Zellen detektiert. Die Kultivierung in MSC-CM ohne zu-
satzliche Faktoren forderte die Differenzierung in Oligodendrozyten; diese wurde allerdings durch TGF-
betal oder/und BMPs signifikant reduziert. Messbalken = 100 pm. n=3; *p<0.05; **p<0.01; p***<0.001

Unter dem Einfluss von MSC-CM zeigten sich dagegen deutliche Unterschiede zwischen den

einzelnen Bedingungen. Zwar nahm TGF-betal, in klarer Ubereinstimmung mit den Ergeb-
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nissen der DNA-Array-Analyse (vgl. 3.3.2.), keinen Einfluss auf die GFAP-Expression. Al-
lerdings war der Anteil an GFAP-exprimierenden Astrozyten nach der gemeinsamen Appli-
kation von TGF-betal und BMPs gegenuber der MSC-CM-Kontrolle signifikant erhéht, wéh-
rend BMPs alleine die GFAP-Expression nicht wesentlich anhoben. Letzteres konnte mog-
licherweise auf die bereits in der Literatur beschriebene, inhibierende Wirkung von MSC-CM
auf die Differenzierung in Astrozyten (Rivera et al., 2006) zurlickzufiihren sein, die im Rah-
men dieses Versuchs auch verifiziert werden konnte (vgl. a-MEM-Kontrolle mit MSC-CM-
Kontrolle). Offensichtlich dominiert dieser Effekt tber die astrozytdare Wirkung der BMPs.
Die Analyse der Mbp-Expression ergab keine Mbp-positiven Zellen in allen Bedingungen der
a-MEM-Kontrollgruppe (Abbildung 33 D). Der prozentuale Anteil der Mbp-exprimierenden
Oligodendrozyten in der MSC-CM-Kontrolle war gegeniiber der a-MEM-Kontrolle jedoch
signifikant erhéht, was den bereits beschriebenen Einfluss von MSC-CM auf die oligoden-
drogliale Differenzierung belegt (Rivera et al., 2006). Nach TGF-betal-Behandlung fand sich,
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der DNA-Array-Analyse (vgl. 3.3.2.) dieser
Dissertation, eine signifikant reduzierte Anzahl an Mbp-exprimierenden Zellen. Die Kulti-
vierung in Anwesenheit von BMPs bzw. BMPs und TGF-betal fuhrte dartiber hinaus sogar zu

einer totalen Inhibierung der Oligodendrogenese.

In Abbildung 34 sind die Immunfluoreszenzfarbungen gegen A2B5 (gliale Vorlauferzellen)
und GFAP gezeigt. Teilabbildung A veranschaulicht die Expression in a-MEM-Kontroll-Me-
dium bei den verschiedenen Bedingungen. Teilabbildung B dokumentiert die Expression un-

ter oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen.

Kontrolle TGF-betal -4 » BMPs + TGF-betat '

Kontrolle

»

Abbildung 34: Immunfluoreszenzfarbungen gegen A2B5 (rot) und GFAP (grin). aNSZ wurden fir 8
Tage in a-MEM-Kontroll-Medium (A) oder MSC-CM (B) bei unterschiedlichen Bedingungen kultiviert
und anschlieRend gefarbt. Die Kernfarbung (blau) wurde mit DAPI durchgefuhrt. Messbalken = 100 um.
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Abbildung 34 (Fortsetzung): Immunfluoreszenzfarbungen gegen A2B5 (rot) und GFAP (griin). C) Quan-
tifizierung der A2B5-Expression. Innerhalb der a-MEM-Kontrollgruppe zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die Anzahl an glialen Vorlauferzellen. Die Kultivierung in MSC-CM in An-
wesenheit von TGF-betal fuhrte allerdings zu einer drastischen Reduktion der A2B5-positiven glialen
Vorlauferzellen. BMPs und BMPs in Kombination mit TGF-betal hatten dagegen keinen Einfluss auf die
gliale Differenzierung. n=3; *p<0.05; **p<0.01

Der Vergleich der A2B5-Expression innerhalb der a-MEM-Kontrollgruppe ergab, wie auch
bei der Analyse der GFAP- und Mbp-Expression, keine wesentlichen Unterschiede (Abbil-
dung 34 C). Auch die Anzahl der glialen Vorlauferzellen in der MSC-CM-Kontrolle bewegte
sich auf einem dhnlichen Niveau. Interessanterweise fiihrte die Kultivierung in MSC-CM mit
TGF-betal aber zu einem vollstandigen Verlust der A2B5-positiven glialen Vorlauferzellen,
wéhrend weder BMPs noch BMPs in Kombination mit TGF-betal die A2B5-Expression ge-
genuber der MSC-CM-Kontrolle signifikant beeinflussten.

In Abbildung 35 sind Immunfarbungen gegen den Neuronmarker Map2ab dargestellt. Teil-

abbildung A gibt die Expression in a-MEM-Kontroll-Medium bei verschiedenen Bedingun-

gen wieder. Teilabbildung B zeigt die Expression unter oligodendroglialen Differenzierungs-

bedingungen in MSC-CM.
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Abbildung 35: Immunfluoreszenzfarbungen gegen Map2ab (rot). aNSZ wurden fur 8 Tage in a-MEM-
Kontroll-Medium (A) oder MSC-CM (B) bei unterschiedlichen Bedingungen kultiviert und anschlieRend
gefarbt. Die Kernfarbung (blau) wurde mit DAPI durchgefuhrt. Messbalken = 100 um.
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Abbildung 35 (Fortsetzung): Immunfluoreszenzfarbungen gegen Map2ab (rot). C) Quantifizierung der
Map2ab-Expression. Die a-MEM-Kontrollgruppe wies keine signifikanten Unterschiede auf. In der
MSC-CM-Gruppe konnten Map2ab-positive Zellen nur in der Kontrolle und nach TGF-betal-Behand-
lung detektiert werden. Durch die Anwendung von BMPs und BMPs in Kombination mit TGF-betal wur-
de die Bildung von Neuronen vollstandig inhibiert. n=3; **p<0.01

Die im Allgemeinen sehr geringe Map2ab-Expression war innerhalb der a-MEM-Kontroll-
gruppe relativ konstant (Abbildung 35 C). In der MSC-CM-Gruppe konnten MapZ2ab-positive
Neurone lediglich in der Kontrolle und nach TGF-betal-Behandlung detektiert werden. Die
Anwendung von BMPs flihrte dagegen zu einer totalen Inhibierung der neuronalen Differen-
zierung. Daruber hinaus wurde beim Vergleich der Kontrollen der a-MEM- und MSC-CM-
behandelten Kulturen deutlich, dass die Kultivierung aNSZ in MSC-CM die Differenzierung

in Neurone nicht wesentlich beeinflusst.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Anwendung von TGF-betal oder BMPs
die Differenzierung aNSZ in Astrozyten und Oligodendrozyten unter oligodendroglialen Dif-
ferenzierungsbedingungen, jeweils verglichen mit der Kontrolle, in &hnlicher Weise beein-
flusst. Anders verhélt es sich fur die A2B5-Expression. Wahrend TGF-betal die A2B5-Ex-
pression in MSC-CM vollstdndig inhibiert, zeigt sich diese nach BMP-Behandlung unverén-
dert. In Bezug auf die Map2ab-Expression verhélt es sich gerade umgekehrt; so inhibieren

BMPs die Map2ab-Expression, wohingegen TGF-betal keinen Einfluss darauf nimmt.
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4. Ergebnis Il: Der Einfluss von TGF-betal auf eine neu
generierte aNSZ-Kultur (P0)

Da gerade zu Beginn einer aNSZ-Kultur die Kultivierungsdauer bis zum 1. Passagieren
starken Schwankungen unterliegt, die eine gemeinsame Auswertung mehrerer Experimente
erschweren, ist in der Folge ein Experiment aus insgesamt 3 durchgefiihrten Experimenten
exemplarisch dargestellt. Der Vergleich der kontroll- und TGF-betal-behandelten Kulturen
hinsichtlich der Sphereanzahl und -gréR3e, der Expansion und des Phanotyps der Zellen in den

Kulturen lieferte jedoch in allen drei Experimenten sehr konstante Ergebnisse.

4.1. Der Einfluss von TGF-betal auf die GrolRe und Anzahl der Sphe-

res sowie den Phanotyp einer neu generierten aNSZ-Kultur

Um den Einfluss von TGF-betal auf eine neu generierte aNSZ-Kultur zu untersuchen,
wurden aNSZ aus der SVZ der Ratte prapariert und von Beginn der Kultur an zweimal
wadchentlich, jeweils an festgelegten Tagen, mit 10 ng/ml TGF-betal oder 4 mM HCI mit
1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt. Im Verlauf der Kultivierung wurden nach 6, 12 und 19
Tagen Phasenkontrastaufnahmen erstellt, und so die Entwicklung der Kulturen zum Vergleich
dokumentiert (Abbildung 36).

Abbildung 36: Phasenkontrastaufnahmen von
kontroll- (A, C, E) und TGF-betal-behandelten
(B, D, F) aNSZzZ-Kulturen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Kultivierung. aNSZ wurden von
Beginn der Kultur an zweimal wdchentlich mit
10 ng/ml TGF-betal oder 4 mM HCI mit 1 mg/ml
BSA (Kontrolle) stimuliert. Die Spheres sind
durch Pfeile gekennzeichnet. A) und B) Nach 6
Tagen der Kultivierung waren bereits deutlich
mehr proliferierende Spheres in der kontroll-be-
handelten Kultur vorhanden. C) und D) Nach ins-
gesamt 12 Tagen zeigten die Spheres zudem be-
reits deutliche GrofRenunterschiede. Wéhrend in
TGF-betal-behandelten Kulturen nur vereinzelt
Spheres von geringer Grofle anzutreffen waren,
wiesen die Kontrollzellen deutlich mehr und bei
Weitem groRRere Spheres auf. E) und F) Nach 19
Tagen in Kultur zeigte sich ein &hnliches Bild,
wobei die GroRenunterschiede immer deutlicher
wurden. B) D) F) TGF-betal-behandelte Kulturen
wiesen durchwegs adharente Zellen mit teils neu-
ron-artiger Morphologie auf. Messbalken = 100
pm.

TGF-betal h
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Nach 6 Tagen in Kultur waren in den kontroll-behandelten Zellen bereits einige Spheres
vorhanden. In den TGF-betal-behandelten Kulturen konnten dagegen wesentlich weniger
Spheres, die zudem Kleiner waren, aufgefunden werden. Im Gegensatz zur Kontrolle wiesen
diese Kulturen jedoch deutlich mehr adharente Zellen mit teils neuron-artiger Morphologie
auf (Abbildung 36 A und B). Nach 12-tagiger Kultivierung zeigten die Kontroll-Kulturen
schon geformte, grofle Spheres, wahrend die TGF-betal-behandelten Zellen nur vereinzelt
Spheres hervorbrachten. Diese wiesen auflerdem betréchtliche GroéRenunterschiede im Ver-
gleich zur Kontrolle auf; so waren die Spheres nur unwesentlich groRer als nach 6 Tagen in
Kultur. Ferner waren auch nach 12 Tagen in der TGF-betal-behandelten Kultur sehr viel
mehr adh&rente Einzelzellen mit ausgepragten Fortsatzen und neuronalem Phanotyp detek-
tierbar. Die wenigen adhdrenten Zellen der Kontrolle lieBen dagegen eher Charakteristika von
Fibroblasten oder Mikroglia erkennen (Abbildung 36 C und D). Nachdem die Zellen nach
12 Tagen in Kultur zum ersten Mal passagiert (PO nach P1) und im Anschluss fiir weitere
7 Tage kultiviert worden waren, bildeten die kontroll-behandelten Zellen viele schone, groRRe
Spheres. Die TGF-betal-behandelte Kultur schien sich zwar langsam zu etablieren, da die
Anzahl der generierten Spheres etwas zunahm. Allerdings war sowohl die Anzahl sowie die
GroRe der Spheres gegeniiber der Kontrolle immer noch deutlich limitiert. Auch konnten wie-
derum adharente Zellen mit neuron-artiger Struktur aufgefunden werden (Abbildung 36 E und
F).

Nach insgesamt 19 Tagen in Kultur wurde die Anzahl der Spheres in beiden Kulturen unter
dem Mikroskop ermittelt. Wéhrend die Kontroll-Kultur 132 Spheres enthielt, konnten in der
TGF-betal-behandelten Kultur nur 99 Spheres gezéhlt werden.

4.2. Der Einfluss von TGF-betal auf die Expansion einer neu gene-
rierten aNSZ-Kultur

Zur Beurteilung der Expansion einer neu generierten, mit TGF-betal behandelten
aNSZ-Kultur, wurden aNSZ aus der SVZ der Ratte prapariert, und im Anschluss gleichméalig
auf zwei Kulturflaschen aufgeteilt. Von Beginn der Kulturen an wurden diese zweimal wo-
chentlich, jeweils an festgelegten Tagen, entweder mit 10 ng/ml TGF-betal oder mit 4 mM
HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt. Bereits beim 1. Passagieren (PO nach P1) nach
12 Tagen in Kultur waren deutliche Unterschiede zwischen beiden Ansétzen in Bezug auf die
Anzahl der Zellen erkennbar. Wéhrend die kontroll-behandelte Kultur am Ende von PO 10,5 x
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10° Zellen enthielt, waren in der TGF-betal-behandelten Kultur nur 6,5 x 10° Zellen vorhan-
den (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Exemplarische Veranschaulichung der Expansion einer neu generierten aNSZ-Kultur mit
und ohne TGF-betal-Behandlung. Neu generierte aNSZ-Kulturen (P0) aus der SVZ der Ratte wurden
von Beginn der Kultur an, jeweils an 2 festgelegten Tagen der Woche, mit 10 ng/ml TGF-betal oder 4 mM
HCI mit 1 mg/ml BSA (Kontrolle) behandelt und fiir 12 Tage kultiviert (P0). AnschlieRend wurden sie
passagiert und in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml in T25-Kulturflaschen ausgesat (P1). Dargestellt sind
die ermittelten Zellzahlen am Ende von PO und P1. Wahrend die kontroll-behandelte Kultur stark expan-
dierte, nahm die Zellzahl der TGF-betal-behandelten Kultur drastisch ab.

Um die Kulturen besser vergleichen zu kdnnen, wurden im weiteren Verlauf nach jedem
Passagieren gleiche Zellzahlen (2,5 x 10° Zellen pro T25-Kulturflasche) fiir kontroll- und
TGF-betal-behandelte Kulturen ausgesét. Beim 2. Passagieren der Zellen (P1 nach P2) nach
insgesamt 22 Tagen in Kultur waren von den urspriinglich ausgesaten 2,5 x 10° P1-Zellen in
der TGF-betal-behandelten Kultur nur noch 1,65 x 10° Zellen auffindbar, das heit, TGF-be-
tal inhibierte die Expansion der aNSZ. Dies ist vermutlich zum einen auf eine verminderte
Proliferation nach TGF-betal-Behandlung, wie sie auch bei etablierten Kulturen nachweisbar
ist (vgl. Kap. 3.3.1), zurlickzufiihren. Moglicherweise fuhrt TGF-betal hier dartiber hinaus,
anders als in bereits etablierten Kulturen (vgl. Kap. 3.5.), auch zum Zelltod. Dies wiirde
zumindest die deutlich unter der Ausgangszellzahl liegende Zellzahl am Ende der P1 erklaren.
In der Kontroll-Kultur waren dagegen 14 x 10> Zellen nachweisbar, was einem annihernd
6-fachen Anstieg der Zellzahl wahrend 10 Tagen entspricht. Nach ingesamt 33 Tagen in Kul-
tur wurden die Kulturen ein drittes Mal passagiert. Zu diesem Zeitpunkt waren von den
TGF-betal-behandelten Zellen nur noch so wenige Zellen vorhanden, dass sie nicht mehr
sinnvoll ausgezéhlt werden konnten. Daher wurden alle noch vorhandenen Zellen direkt wie-
der ausgesat. Nach weiteren 4 Tagen der Kultivierung enthielt die TGF-betal-behandelte Kul-
tur Uberwiegend Zellschrott, wéahrend die kontroll-behandelten Zellen weiter proliferierten

und expandierten.
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5. Ergebnis I11: Der Einfluss von BrdU auf eine aNSZ-Kul-
tur

5.1. Der Einfluss von BrdU auf die Proliferation aNSZ

Um die Funktion von BrdU bei der Regulation der Proliferation neuraler Stamm- und
Vorléauferzellen zu bestimmen, wurden aNSZ-Kulturen, die aus der SVZ der Ratte generiert
wurden, verwendet. Diese Kulturen wachsen als Spheres, die aus undifferenzierten, neuralen
Stamm- und Vorlduferzellen, und, zu einem geringeren Anteil, aus bereits determinierten
Vorléauferzellen bestehen (Wachs et al., 2006). Die Zugabe von BrdU in verschiedenen Kon-
zentrationen von 1,0 uM bis 20,0 uM fiir 48 h verringerte die Expansionsrate der aNSZ-Kul-
turen signifikant auf etwa 60 % der Expansionsrate, die unter Kontrollbedingungen be-
obachtet wurde. Der maximale Effekt war dabei bereits bei einer Konzentration von 1,0 uM
BrdU ersichtlich. 0,2 uM BrdU hatte hingegen keinen inhibierenden Einfluss auf die Proli-
feration der aNSZ. Die Ergebnisse des durchgefiihrten MTS-Assays sind in Abbildung 38 ge-

zeigt.
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Abbildung 38: BrdU inhibiert die Proliferation von aNSZ in vitro. aNSZ aus der SVZ wurden in einer
Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium BrdU in einer Endkonzen-
tration von 0,2 uM, 1,0 uM, 2,5 pM, 5,0 uM, 10,0 pM oder 20,0 UM zugesetzt. Kontrollzellen erhielten
zum Zeitpunkt der Zugabe von BrdU entsprechende Volumina an DPBS. Nach weiteren 48 h in Kultur

zeigte der MTS-Assay eine verminderte Proliferation der Kulturen, die mit BrdU-Konzentrationen zwi-
schen 1,0 uM und 20,0 uM behandelt wurden, an. n=4; ***p<0.001

5.2. Charakterisierung BrdU-induzierter Veranderungen im Zellzyklus
von aNSZ

Da sich eine verminderte Proliferation aNSZ in einem veranderten Zellzyklus wider-
spiegeln sollte, wurde eine FACS-basierte Zellzyklusanalyse mit PI durchgefuhrt, um die be-
obachteten, inhibitorischen Einflisse von BrdU auf aNSZ zu validieren. Dazu wurden die
Zellen fir 48 h mit verschiedenen BrdU-Konzentrationen zwischen 0,2 uM und 20,0 uM
BrdU behandelt und schlielRlich die Zellzyklusprofile mit denjenigen von Kontrollzellen ver-

glichen. Die Analyse des DNA-Gehalts indizierte eine BrdU-induzierte Verschiebung von der
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G2/M- und S-Phase in Richtung der GO/G1-Phase (Abbildung 39). Erwartungsgeméal wurde
eine statistisch signifikante Reduktion der Zellen in der S-Phase von 13 % (Kontrolle) auf un-
gefahr 8 % beobachtet, wenn BrdU in Konzentrationen tber 0,2 uM eingesetzt wurde (Ab-
bildung 39 B). Wieder wurde der maximale Effekt schon bei einer Konzentration von
1,0 uM BrdU erreicht, wahrend die Anwendung von 0,2 uM BrdU keinen Einfluss auf den
prozentualen Anteil der Zellen in der S-Phase hatte. Die FACS-Analyse wies weiter einen sig-
nifikanten Anstieg der GO/G1-Phase-Zellen von 63 % (Kontrolle) auf etwa 76 % (Abbildung
39 A) und eine signifikante Abnahme der G2/M-Phase-Zellen von 23 % (Kontrolle) auf 15 %
(Abbildung 39 C) bei allen untersuchten BrdU-Konzentrationen (0,2 pM-20,0 uM) nach. Die-
se Ergebnisse belegen, dass die BrdU-Exposition zu einer ausgepragten Veranderung in der
Zellzyklusverteilung fihrt.
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Abbildung 39: BrdU beeinflusst die Zellzyklusverteilung in aNSZ-Kulturen. aNSZ aus der SVZ wurden in
einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium BrdU in einer Endkon-
zentration von 0,2 uM, 1,0 uM, 2,5 uM, 5,0 uM, 10,0 uM oder 20,0 uM zugesetzt. Im Anschluss an eine
48-stiindige Inkubation wurde eine DNA-Farbung mittels Pl durchgefuhrt. Dann wurden die DNA-Histo-
gramme am Durchflusszytometer gemessen, und die Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen
mit der Software Win MDI 2.8. quantifiziert. A) GO/G1-Phase. B) S-Phase. C) G2/M-Phase. Es sind je-
weils die Mittelwerte aus n=3 + Standardabweichung dargestellt. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass DC potentiellen BrdU-induzierten
Storungen des Nukleotidstoffwechsels entgegenwirkt (Kaufman & Davidson, 1978; Davidson
& Kaufman, 1979). Deshalb wurden die oben beschriebenen Experimente wiederholt, wobei
DC in jeweils der halbaquimolaren Konzentration von BrdU in das Medium zugesetzt wurde.
Die FACS-Analyse belegte eine signifikante Abnahme der S-Phase-Zellen von 19 % (Kon-
trolle) auf etwa 9 % (Abbildung 40 B) und einen ebenfalls signifikanten Anstieg der GO/G1-
Phase-Zellen (Abbildung 40 A) von 60 % (Kontrolle) auf ndherungsweise 75 % bei allen un-
tersuchten BrdU/DC-Konzentrationen (0,2 uM BrdU/0,1 uM DC-20,0 uM BrdU/10,0 puM
DC). Im Gegensatz zu den BrdU-behandelten Zellen ohne DC, welche im Vergleich zur Kon-
trolle eine signifikante Reduktion der G2/M-Phase-Zellen zeigten (Abbildung 39 C), blieb die
Anzahl der G2/M-Phase-Zellen nach der Inkubation mit BrdU und DC unverandert bei ca.
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16 % (Abbildung 40 C). Beim Vergleich der BrdU- mit den BrdU/DC-behandelten Kulturen
konnten dennoch keine signifikanten Verbesserungen in Bezug auf die Veranderung in der
Zellzyklusverteilung nach BrdU-Behandlung nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,

dass DC nicht imstande war, die BrdU-induzierten Effekte zu minimieren.
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Abbildung 40: Die Inkubation mit DC fihrt nicht zur Beseitigung der BrdU-induzierten Effekte auf die
aNSZ-Proliferation. aNSZ aus der SVZ wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h
wurden dem Kulturmedium BrdU und DC in einer Endkonzentration von 0,2 uM BrdU/0,1 uM DC,
1,0 uM BrduU/0,5 uM DC, 2,5 uM BrdU/1,25 uM DC, 5,0 uM BrdU/2,5 uM DC, 10,0 uM BrdU/5,0 uM DC
oder 20,0 uM BrdU/10,0 uM DC zugesetzt. Im Anschluss an eine 48-stiindige Inkubation wurde eine
DNA-Farbung mittels Pl durchgefihrt. Dann wurden die DNA-Histogramme am Durchflusszytometer
gemessen, und die Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen mit der Software Win MDI 2.8.
quantifiziert. A) G0/G1-Phase. B) S-Phase. C) G2/M-Phase. Es sind jeweils die Mittelwerte aus n=3 +
Standardabweichung dargestellt. ***p<0.001

5.3. Der Einfluss von BrdU auf den Zelltod in aNSZ-Kulturen

Um festzustellen, ob die Anwendung von BrdU Zelltod in aNSZ-Kulturen induziert,
wurden die Zellen fir 48 h mit verschiedenen BrdU-Konzentrationen von 0,2 uM bis 20,0
MM behandelt. Die anschlieBend durchgefiihrten LDH-Assays zeigten, dass eine Konzentra-
tion von nur 1,0 uM BrdU die Menge an LDH signifikant von 15 % (Kontrolle) auf etwa
25 % ansteigen lieR (Abbildung 41 A), wéhrend eine BrdU-Konzentration von 0,2 UM keinen
signifikanten Einfluss auf den Zelltod hatte. Uberraschenderweise war die Menge an LDH in
den mit 2,5 uM und 5,0 uM BrdU behandelten Gruppen gegentiber der mit 1,0 uM BrdU be-
handelten Gruppe signifikant auf 23 % bzw. 24 % reduziert. Nichtsdestotrotz fiihrten héhere
Konzentrationen von 10,0 uM und 20,0 uM BrdU, im Vergleich zu den mit 2,5 uM und
5,0 uM BrdU behandelten Zellen, zu einem signifikant erhéhten Mal an Zelltod (27 % bzw.
26 %). Dies lasst auf einen dosisabhangigen Effekt von BrdU auf den Zelltod aNSZ schlie-

Ren.
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Abbildung 41: Die Inkubation mit BrdU verursacht Zelltod in aNSZ-Kulturen. aNSZ aus der SVZ wur-
den in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium BrdU in einer
Endkonzentration von 0,2 uM, 1,0 uM, 2,5 uM, 5,0 uM, 10,0 uM oder 20,0 uM zugesetzt. Im Anschluss an
eine 48-stiindige Inkubation wurde A) ein LDH-Assay und B) ein Zelltod-ELISA durchgefihrt. Beide wie-
sen einen dosisabhéngigen Einfluss von BrdU auf den Zelltod in aNSZ-Kulturen nach. n=3; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001

Um die Beobachtung, dass BrdU Zelltod in aNSZ induziert, zu verifizieren, wurde darlber
hinaus ein Zelltod-ELISA zum Nachweis von nekrotischem Zelltod durchgefiihrt. Wie in Ab-
bildung 41 B veranschaulicht, wiesen unbehandelte Kulturen einen Absorptionswert von 1,5
auf (dieser Wert korreliert mit der Anzahl an Mono- und Oligonukleosomen, die von nekro-
tischen Zellen in den Zellkulturiberstand freigesetzt werden). Wahrend der LDH-Assay bei
einer Konzentration von 0,2 pM BrdU keinen Effekt nachwies, liell der Zelltod-ELISA
erkennen, dass das Ausmald an Nekrose hier bereits signifikant erhéht war. Dariber hinaus
liel die Zugabe von 1,0 uM BrdU die Quantitat der Nekrose auf eine Absorption von 3,0 an-
wachsen. Bei der Anwendung hoherer BrdU-Konzentrationen wie 2,5 uM und 5,0 uM war
der Absorptionswert, im Vergleich zu den mit 1,0 uM BrdU behandelten Zellen, wie beim
LDH-Assay, signifikant reduziert (Werte 2,4 und 2,2). Konzentrationen von 10,0 uM und
20,0 uM BrdU resultierten, verglichen mit der mit 2,5 uM und 5,0 uM behandelten Gruppe
und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des LDH-Assays, in einem erhéhten MaR an
Zelltod (Werte 4,4 und 4,3). Zusammenfassend bestatigen diese Experimente, dass die
BrdU-Exposition zu einem Anstieg der nekrotischen Zellen in aNSZ-Kulturen fiihrt.

5.4. Der Einfluss von BrdU auf die Adhasion von aNSZ

Bei der Durchfiihrung der vorherigen Experimente fiel auf, dass einige Neurospha-
roiden wéhrend der 48-stiindigen Inkubationsperiode mit BrdU adharent wurden. Allerdings
war der beobachtete Effekt abhangig von der verwendeten BrdU-Konzentration. Eine niedrige
Konzentration von 0,2 uM BrdU hatte keinen Einfluss auf die Spheres, wohingegen einige

wenige Spheres, die mit 1,0 uM BrdU behandelt worden waren, adharent wurden. Im Gegen-
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satz dazu fuhrten Konzentrationen zwischen 2,5 pM und 20,0 pM BrdU zur Adhérenz bei-

nahe aller Neurosphéroiden in der Kultur (Abbildung 42).

0,0 yM BrdU 0,2 pM BrdU T 1,0 yM BrdU

V5 pm—
\ = 50 ym

2,5 yM BrdU 5,0 M BrdU

20,0 pM BrdU

Abbildung 42: BrdU-Konzentrationen iber 1,0 uM initiieren die Adhéasion von Neurosphéroiden. aNSZ
aus der SVZ wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium
BrdU in einer Endkonzentration von 0,2 pM, 1,0 uM, 2,5 uM, 5,0 uM, 10,0 uM oder 20,0 pM zugesetzt.
Im Anschluss an eine 48-stiindige Inkubation wurden in 40-facher VergrofRerung Phasenkontrastaufnah-
men der Spheres erstellt. Messbalken =50 pm.

Um diese Beobachtungen zu validieren, wurde ein MTT-Assay, der die Aktivitat lebender
Zellen ber die mitochondriale Dehydrogenaseaktivitat misst, herangezogen. Der Assay wur-
de separat mit dem Zellkulturiiberstand, der die freischwimmenden Spheres enthielt, sowie
mit den adh&renten Zellen am Boden der Zellkulturplatte von kontroll- und BrdU-behandel-
ten Zellen durchgefthrt. SchlieBlich wurde die Absorption mithilfe eines 96-Well-Platten-Le-
segerats gemessen. Wahrend die Behandlung mit 0,2 uM und 1,0 uM BrdU gegenuber den
Kontrollzellen keinen signifikanten Einfluss auf die Adh&sion der Neurosphéroiden erkennen
lieR, flhrte die Anwendung von BrdU in Konzentrationen von 2,5 uM bis 20,0 UM zu einem
signifikanten Anstieg der Zahl adharenter Zellen (Abbildung 43 A). Umgekehrt war die An-
zahl der freischwimmenden Spheres im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringert, wenn
BrdU in Konzentrationen von 2,5 uM bis 20,0 uM zugesetzt wurde (Abbildung 43 B). Da es
innerhalb dieser Konzentrationen keine Unterschiede im Hinblick auf die Adhdrenz der Neu-

rospharoiden sowie die Anzahl der freischwimmenden Spheres im Uberstand gab, waren die
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durch BrdU verursachten Effekte in diesem Konzentrationsbereich dosisunabhédngig. Eine
Dosisabhangigkeit, die sich auf die Anzahl der freischwimmenden Spheres im Uberstand aus-
wirkte, zeigte sich dagegen im Bereich zwischen 1,0 uM und 2,5 uM BrdU. So wiesen zwar
bereits Zellen, die mit 1,0 uM BrdU behandelt wurden, eine signifikant geringere Zahl an
freischwimmenden Spheres im Uberstand im Vergleich zur Kontrolle auf. Dieser Effekt war
allerdings in den mit 2,5 uM BrdU behandelten Zellen noch deutlicher ausgepragt, sodass
sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Konzentrationen ergab. Zusammengefasst
zeigen diese Beobachtungen, dass BrdU in Konzentrationen von 2,5 pM bis 20,0 uM die Ad-

hésion von Neurosphéroiden induziert.
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Abbildung 43: BrdU-Konzentrationen iber 1,0 uM initiieren die Adhasion von Neurosphéaroiden. Ein re-
duziertes MaR an aktivem MMP-2 ist mutmalfilich fur die Induktion der Adharenz verantwortlich. aNSZ
aus der SVZ wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesét. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium
BrdU in einer Endkonzentration von 0,2 pM, 1,0 uM, 2,5 uM, 5,0 pM, 10,0 uM oder 20,0 pM zugesetzt.
Im Anschluss an eine 48-stiindige Inkubation wurde ein MTT-Assay zur Bestimmung der Aktivitat le-
bender Zellen, separat mit den adharenten Zellen am Boden der Zellkulturplatte (A) und dem Zellkul-
turtiberstand (B), durchgefiihrt. Zudem wurde eine Gelatine-Zymografie herangezogen, um zu kléaren, ob
MMP-2 an der Adhéasion der Neurospharoiden beteiligt ist. C) Gelatine-Zymografie von MMP-2. Die
Vermessung wurde von Christine Lehner durchgefiihrt. n=3; **p<0.01; ***p<0.001

Um mogliche Faktoren zu identifizieren, die in die Adhdsion der Neurosphdroiden nach
BrdU-Behandlung involviert sind, wurde der Fokus auf Proteine der Matrix-Metalloprotein-
ase (MMP)-Familie gelegt. MMPs sind fur ihre degradierende Wirkung auf extrazellulére
Matrix-Proteine bei reguléren physiologischen Abldufen bekannt. Des Weiteren wird ihnen
eine bedeutende Rolle im Hinblick auf die Proliferation, Migration (Adh&sion/Dispersion),
Differenzierung und Apoptose von Zellen nachgesagt. Deshalb wurde im Rahmen dieser Ar-
beit die Hypothese aufgestellt, dass Matrix-Metalloproteinasen an der Induktion der Adhérenz
BrdU-behandelter Neurosphéaroiden teilhaben konnten. Um diese Spekulationen zu untermau-
ern, wurde die Gelatine-Zymografie zur Analyse der Zelllysate kontroll- und BrdU-behan-
delter Zellen in Bezug auf die Anwesenheit von gelatinolytisch aktivem Proenzym, der Akti-
vierungszwischenstufe und reifen Formen des Enzmys angewendet. Es wurden zwei der

Schliusseleffektoren der extrazelluldaren Matrix-Umgestaltung, ndmlich MMP-2 und MMP-9,
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analysiert. In kontroll- und 1,0 uM BrdU-behandelten Kulturen waren alle funktionsféhigen
Formen des MMP-2-Enzyms, die bis dato beschrieben wurden (aktives MMP-2 mit einer
GroRe von 62 kDa, pro-MMP-2 mit ungefahr 68 kDa und die Aktivierungszwischenstufe mit
64 kDa), nachweisbar, wobei die Kontrolle die hochste Gelatinase-Aktivitat aufwies (Abbil-
dung 43 C). Zellen, die mit 2,5 uM BrdU behandelt wurden, verfuigten ebenso uber ein hohes
Ausmal an pro-MMP-2, wohingegen nur eine sehr geringe Menge an aktivem MMP-2 de-
tektiert wurde. Dies deutet auf eine verringerte Migration, bedingt durch weniger aktives
MMP-2, zugunsten verstarkter Adharenz hin. In Ubereinstimmung mit niedrigeren BrdU-
Konzentrationen zeichneten sich die mit 20,0 uM BrdU behandelten Kulturen ebenfalls durch
eine hohe Menge an pro-MMP-2 aus. Allerdings war die Doppelbande, die die aktiven For-
men des MMP-2-Enzyms représentiert, in dieser Gruppe nicht vorhanden. Was MMP-9 anbe-
langt, wurde weder in den Zelllysaten von Kontrollzellen noch in denen BrdU-behandelter
Zellen Enzym detektiert. Zusammengefasst implizieren diese Beobachtungen, dass ein redu-
ziertes MaR an aktivem MMP-2 die Adhdsion BrdU-behandelter Neurospharoiden bewirkt.

Um den Ablauf des Adhérierens zu visualisieren, wurde zusatzlich ein Zeitraffer-Video-Mi-
kroskopie-Experiment durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen mit 2,5 uM BrdU versetzt, und
im Verlauf der n&chsten 48 h, jeweils nach einem Intervall von 10 min, Aufnahmen erstellt.
Der Zeitraffer-Film veranschaulichte, dass die Spheres 19 h nach der initialen BrdU-Behand-
lung anfingen, sich am Boden der Zellkulturflasche anzuheften und Verzweigungen auszubil-

den.

5.5. Der Einfluss von BrdU auf die Differenzierung aNSZ

Da BrdU h&ufig angewendet wird, um proliferierende Zellen zu markieren, sollten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zudem die moglichen Effekte verschiedener BrdU-Konzen-
trationen zwischen 0,2 uM und 20,0 uM auf die Differenzierung aNSZ untersucht werden.
Um zu beurteilen, ob aNSZ nach der Behandlung mit BrdU ihre urspriingliche Fahigkeit zur
Differenzierung in Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten verlieren, wurde die quanti-
tative RT-PCR (gRT-PCR) eingesetzt und so das Ausmal} an Dcx-positiven, neuronalen Vor-
lauferzellen, GFAP-positiven Astrozyten und Mbp-positiven Oligodendrozyten bestimmt
(Abbildung 44).
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Abbildung 44: Die Kultivierung aNSZ mit BrdU beeinflusst den Phanotyp aNSZ. aNSZ aus der SVZ
wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesét. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium BrdU in
einer Endkonzentration von 0,2 uM, 1,0 uM oder 20,0 UM zugesetzt. Im Anschluss an eine 48-stlindige
Inkubation wurde ein Medienwechsel zu A) neuronalen, B) oligodendroglialen und C) astroglialen Diffe-
renzierungsbedingungen durchgefuhrt. Nach weiteren 7 Tagen wurde RNA isoliert und die Expression
von A) Dcx (neuronale Vorlauferzellen), B) Mbp (Oligodendrozyten) und C) GFAP (Astrozyten) quanti-
tativ ermittelt. Es sind die Mittelwerte aus n=3 + SD dargestellt. **p<0.01; ***p<0.001

Nach 7-tagiger Inkubation unter neuronalen Differenzierungsbedingungen wurde durch die
vorangegangene Anwendung von 0,2 uM BrdU eine in hohem Mal3e signifikante Erniedrig-
ung der relativen Dcx-mRNA-Expression von naherungsweise 2,1 (Kontrolle) auf 1,6 (0,2
MM BrdU) induziert, was einer Abnahme der mRNA um das 1,3-fache entspricht (Abbildung
44 A). Zellen, die mit 1,0 uM BrdU behandelt wurden, wiesen eine relative mRNA-Expres-
sion von 0,2 auf, die im Vergleich zu der mit 0,2 uM BrdU behandelten Gruppe signifikant
um das 8-fache reduziert war. In der mit 20,0 uM BrdU behandelten Gruppe wurde dagegen
eine gegen Null gehende Dcx-Expression detektiert. Diese Daten weisen auf einen dosisab-
héngigen Effekt von BrdU auf die Expression des neuronalen Vorlduferzellmarkers Dcx im
Konzentrationsbereich zwischen 0,0 uM und 1,0 uM BrdU hin. Eine hohere BrdU-Konzen-
tration von 20,0 UM verursachte keinen zusatzlichen, inhibitorischen Effekt, da die Abnahme
der Dcx-mRNA, verglichen mit der mit 1,0 uM BrdU behandelten Gruppe, nicht signifikant
war. Zellen, welche fur 7 Tage oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen ausgesetzt
waren, zeigten einen signifikanten Abfall der Mbp-mRNA-Expression von 2,4 (Kontrolle) auf
0,2 in der mit 1,0 uM BrdU behandelten Gruppe und 0,3 in der mit 20,0 uM BrdU behan-
delten Gruppe (Abbildung 44 B). Im Unterschied dazu hatte die Anwendung von 0,2 uM
BrdU, verglichen mit der Kontrolle, keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von
Mbp. In den gRT-PCR-Analysen im Anschluss an die astroglialen Differenzierungsbedin-
gungen war eine Tendenz in Richtung einer erhéhten Expression von GFAP-mRNA erkenn-
bar, wenn BrdU in Konzentrationen von 1,0 uM und 20,0 uM eingesetzt wurde (Abbildung
44 C). Diese Beobachtung war allerdings nicht statistisch signifikant. Insgesamt deuten diese
Daten auf eine verdnderte Expression der Marker flir neuronale Vorlauferzellen sowie reife

Oligodendrozyten nach BrdU-Behandlung hin, wie anhand der Dcx- und Mbp-Expression ge-
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zeigt wurde. Dies l&sst auf einen abweichenden Verlauf der Zelldifferenzierung schlieRen,

wenn aNSZ dem Thymidinanalogon BrdU ausgesetzt sind.

Um zu verifizieren, dass BrdU-behandelte aNSZ dennoch immer noch imstande sind, Neuro-
ne, Astrozyten und Oligodendrozyten zu generieren, wurden aNSZ nach 7-tagiger Inkubation
unter neuronalen, astroglialen oder oligodendroglialen Differenzierungsbedingungen zusétz-
lich gegen die Differenzierungsmarker Map2ab (reife Neurone), GFAP (Astrozyten) und
GalC (Oligodendrozyten) gefarbt. In Kontrollzellen und in der mit 0,2 uM BrdU behandelten
Gruppe wurden hauptsachlich Oligodendrozyten und Astrozyten nachgewiesen. Dagegen war
die Auspragung der MapZ2ab-Expression, welche den neuronalen Ph&notyp kennzeichnet, sehr
gering. Interessanterweise konnten sowohl Map2ab- und GalC- als auch GFAP-exprimie-
rende Zellen in der mit 20,0 uM BrdU behandelten Gruppe detektiert werden (Abbildung 45).

Zusammengefasst bestétigten die Immunfluoreszenzfarbungen, dass Zellen, die in Gegen-

wart von BrdU kultiviert werden, ihre multipotente Kapazitat bewahren, wenngleich sich der
Einbau von BrdU in die DNA auf den Phanotyp aNSZ-Kulturen auswirkt (vgl. Abbildung
C

44). A

Abbildung 45: Die Kultivierung aNSZ mit 20,0 uM BrdU beeintrachtigt nicht deren Multipotenz. aNSZ
aus der SVZ wurden in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 48 h wurde dem Kulturmedium
BrdU in einer Endkonzentration von 0,2 pM oder 20,0 uM zugesetzt. Im Anschluss an eine 48-stiindige In-
kubation wurde ein Medienwechsel zu A) oligodendroglialen, B) astroglialen und C) neuronalen Differen-
zierungsbedingungen durchgefiihrt. Nach weiteren 7 Tagen wurden die Zellen fixiert und Immunfluores-
zenzfarbungen gegen A) GalC (Oligodendrozyten, griin), B) GFAP (Astrozyten, griin) und C) Map2ab
(Neurone, grun) erstellt. Die Kernfarbung (blau) wurde mit DAPI durchgefiihrt. Messbalken = 100 um.

5.6. Der Einfluss von BrdU auf die endogene Proliferation aNSZ in vi-

VO

Um die Wirkung von BrdU auf die endogene Proliferation aNSZ in vivo zu untersu-
chen, wurden Versuchstieren an zwei aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneale Injektion-
en von 50 mg/kg oder 200 mg/kg BrdU, geldst in NaCl-Losung, oder nur NaCl-Ldsung als
Kontrolle verabreicht. 48 h spater wurden die Tiere intrakardial perfundiert. Die Zellprolifera-
tion wurde durch Quantifizierung der PCNA-positiven Zellen im GD des HC analysiert (Ab-

bildung 46 A). Nach der Injektion von BrdU wurde keine nennenswerte Reduktion der Zahl
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PCNA-positiver Zellen im GD im Vergleich zur Kontrolle verzeichnet, weder bei den mit
50 mg/kg BrdU noch bei den mit 200 mg/kg BrdU behandelten Tieren (Abbildung 46 B).
Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass die Anwendung von BrdU in vivo in Dosierun-
gen wie sie Ublicherweise in Neurogenese-Studien eingesetzt werden, zumindest in der akuten

Situation, nicht mit der Zellproliferation interferiert.
B
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Abbildung 46: Die Markierung aNSZ mit BrdU wirkt sich nicht auf deren endogene Proliferation in vivo
aus. 15 Fischer-344-Ratten wurden zuféllig in Gruppen mit jeweils 5 Tieren eingeteilt. An zwei aufeinan-
derfolgenden Tagen wurden den Tieren intraperitoneale BrdU-Injektionen (50 mg/kg BrdU oder 200
mg/kg BrdU), geldst in NaCl-Losung, oder NaCl-Lésung als Kontrolle verabreicht. Nach weiteren 2 Tagen
wurden die Tiere perfundiert und die erstellten Gewebeschnitte der immunhistochemischen Untersuch-
ung mittels einer chromogenen PCNA-Farbung unterzogen. A) PCNA-Féarbung im HC. Messbalken = 250
pum. B) Die Quantifizierung der PCNA-Farbung im GD des HC ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen mit und ochne BrdU-Behandlung (jeweils n=5).

5.7. Der Einfluss einer BrdU-Markierung auf die Proliferation aNSZ

nach der Transplantation ins intakte Tier

Die Markierung aNSZ mit BrdU im Vorfeld einer Transplantation wird haufig ange-
wendet, um die Zellen hinterher in vivo verfolgen zu kénnen. Zur Klarung der Frage, ob die
Vorbehandlung mit BrdU die Proliferation der aNSZ nach der Transplantation beeinflusst,
wurden aNSZ flr 48 h mit 0,2 uM, 1,0 uM oder 2,5 uM BrdU kultiviert, bevor sie in das
intakte Ruckenmark adulter weiblicher Fischer-344-Ratten transplantiert wurden. Nach wei-
teren 4 Tagen wurden die Versuchstiere transkardial perfundiert und Gewebeschnitte erstelit.
Im Anschluss wurde zur Beurteilung der Proliferation der transplantierten Zellen eine Dop-
pel-Immunfluoreszenzfarbung gegen BrdU und PCNA durchgefihrt. Zudem wurde eine
BrdU-Farbung (DAB) eingesetzt, um die Anzahl der BrdU-markierten Zellen zu analysieren.
Die Farbung lieR einen schwachen, aber nicht signifikanten, Anstieg der Zahl BrdU-positiver
Zellen in den mit 1,0 uM bzw. 2,5 uM BrdU behandelten Gruppen gegeniiber der mit 0,2 uM
BrdU behandelten Gruppe erkennen (Abbildung 47 A).
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Abbildung 47: Nachweis BrdU-markierter aNSZ in vivo nach der Transplantation ins intakte Ricken-
mark. Auf den ersten Blick scheint die steigende BrdU-Konzentration die Proliferation der aNSZ, anders
als in vitro, nicht nachhaltig zu beeinflussen. Mdglicherweise wurde die Zahl BrdU-positiver Zellen in der
mit 0,2 uM BrdU behandelten Gruppe aber aufgrund einer Verdiinnung der BrdU-Konzentration infolge
der kontinuierlichen Proliferation BrdU-markierter Zellen nach der Transplantation unterschatzt. aNSZ
wurden fur 48 h mit verschiedenen BrdU-Konzentrationen behandelt, bevor sie in das intakte Ricken-
mark adulter Ratten transplantiert wurden (0,2 uM: n=6; 1,0 uM: n=5; 2,5 uM n=6). Nach weiteren 4
Tagen wurden die Versuchstiere perfundiert und die Gewebeschnitte gegen BrdU bzw. BrdU/PCNA
gefarbt. A) Quantifizierung der BrdU-Farbung (DAB). B) Quantifizierung der BrdU/PCNA-Farbung.

Diese Resultate standen im deutlichen Gegensatz zu den in-vitro-Daten. Demnach scheint es
so, als ob die mit der BrdU-Applikation assoziierten Nebenwirkungen in vitro starker ausge-
pragt sind als in vivo, zumindest innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs. Aller-
dings ist nicht auszuschlielen, dass Zellen, die durch die Markierung mit BrdU geschédigt
wurden, wahrend der Transplantation starben und demzufolge nicht mehr langer nachweisbar
waren. Andererseits konnte die kontinuierliche Proliferation der BrdU-markierten Zellen nach
der Transplantation auch zu einer Verdlinnung der BrdU-Konzentration in der Niedrig-Dosis-
Gruppe gefiihrt haben. Diese Annahme impliziert, dass moglicherweise nur ein Teil der Zel-
len, die mit 0,2 uM BrdU markiert wurden, detektiert wurde, was wiederum zu einer Unter-
schatzung der Zahl BrdU-positiver Zellen in der mit 0,2 uM BrdU behandelten Gruppe ge-
fuhrt haben koénnte. In der Tat wiesen die Immunfluoreszenzfarbungen einen Trend in Rich-
tung eines hoéheren prozentualen Anteils an PCNA/BrdU-doppelt-positiven Zellen auf, nach-
dem die Zellen mit 1,0 uM und 2,5 uM BrdU behandelt wurden (Abbildung 47 B).

Um diese Hypothese zu evaluieren, wurde eine FACS-Analyse zur Bestimmung der Intensitéat
der BrdU-Farbung in aNSZ-Kulturen durchgefihrt, die mit 0,2 uM oder 1,0 uM BrdU behan-
delt worden waren. Wie in Abbildung 48 dargestellt, war die Intensitat der BrdU-Farbung in
der mit 0,2 uM BrdU behandelten Gruppe deutlich schwécher als in den mit 1,0 uM BrdU
behandelten Kulturen. Dies deutet darauf hin, dass die Zahl BrdU-positiver Zellen in der
Niedrig-Dosis-Gruppe tatsachlich unterschatzt wurde. Demzufolge konnte ein potentiell ho-
herer Anteil an Zelltod in den mit 1,0 uM und 2,5 puM BrdU behandelten Gruppen, bezogen

auf die Niedrig-Dosis-Gruppe, durch die scheinbar niedrigere Zahl BrdU-positiver Zellen in
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der mit 0,2 uM BrdU markierten Gruppe verdeckt werden. Das bedeutet, dass eine Markier-
ung mit 0,2 uM BrdU keinesfalls ausreicht, um transplantierte Zellen in vivo zu verfolgen.

Vielmehr flhrt diese sogar unweigerlich zu einer falschen Interpretation der Ergebnisse.
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Abbildung 48: Die Intensitat der BrdU-Farbung nach der Inkubation mit A) 0,2 uM BrdU ist deutlich
schwécher als nach der Inkubation mit B) 1,0 uM BrdU. Daher ist anzunehmen, dass die Zahl BrdU-posi-
tiver Zellen in der Niedrig-Dosis-Gruppe tatsachlich unterschatzt wurde. aNSZ aus der SVZ wurden in
einer Dichte von 5 x 10* Zellen/ml ausgesat. Nach 4 Tagen wurde dem Kulturmedium BrdU in einer End-
konzentration von 0,2 pM oder 1,0 uM zugesetzt. Im Anschluss an eine 20-minutige Inkubation wurden
die Zellen fixiert und mit einem Antikdrper gegen BrdU und PI geféarbt, bevor sie durchflusszytometrisch
analysiert wurden. Dargestellt sind reprasentative Dot-Plots der Farbung gegen BrdU und PI.
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6. Ergebnis IV: Der Einfluss von BrdU auf TGF-betal-Ex-
pression und Smad2-Phosphorylierung in aNSZ-Kulturen

Beim Vergleich der Ergebnisse aus den Experimenten mit TGF-betal- und BrdU-be-
handelten aNSZ-Kulturen zeichneten sich einige Parallelen ab. So wurde deutlich, dass so-
wohl in TGF-betal- als auch in BrdU-behandelten Kulturen 1) die Proliferation erniedrigt,
2) die Zellzyklusverteilung veréndert (Erh6hung des GO/G1-Phase-Anteils bei gleichzeitiger
Abnahme des S-Phase-Anteils) sowie 3) die Differenzierung beeintrachtigt war (Abnahme der
Mbp-Expression). Diese Befunde legten die Vermutung nahe, dass TGF-betal urséchlich fir
die hervorgerufenen Effekte in BrdU-behandelten Kulturen sein kénnte. Um der Frage nach-
zugehen, ob die einheitlichen Resultate moglicherweise auf eine BrdU-induzierte Expres-
sion von TGF-betal zuriickzufuhren sind, wurde zunéchst eine relative Quantifizierung der
TGF-betal-mRNA in BrdU-behandelten aNSZ-Kulturen durchgefihrt.

6.1. Der Nachweis einer erhdhten TGF-betal-Expression in BrdU-be-
handelten aNSZ-Kulturen

6.1.1. Erhdhte Expression von TGF-betal-mRNA nach BrdU-Behandlung

Die Realtime-PCR-Quantifizierung zur Analyse der relativen TGF-betal-mRNA-EX-
pression im Anschluss an eine 48-stiindige Inkubation mit 2,5 pM BrdU ergab eine 5,2-fach
erhohte TGF-betal-Expression in der BrdU-behandelten Kultur im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 49). TR
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Abbildung 49: Nachweis der erhdohten TGF-betal-mRNA-Expression nach Kultivierung mit 2,5 uM
BrdU. aNSZ wurden fiir 48 h mit 2,5 uM BrdU inkubiert. Anschliefend wurde RNA isoliert und die rela-
tive Expression von TGF-betal, bezogen auf das Referenzgen G6PDH, mittels Realtime-PCR bestimmit.
Es sind jeweils die Mittelwerte aus n=3 £ Standardabweichung dargestellt. *p<0.05

6.1.2. Erhdhte Expression von TGF-betal-Protein nach BrdU-Behandlung

Um die Expression von TGF-betal-Protein in BrdU-behandelten aNSZ-Kulturen zu
untersuchen, wurde ein TGF-betal-ELISA durchgefiihrt. Dieser belegte eine signifikant er-
hohte Expression von TGF-betal-Protein nach 48-stindiger Inkubation mit 2,5 uM BrdU
(Abbildung 50). Ein signifikanter Anstieg der TGF-betal-Konzentration wurde allerdings be-
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reits auch bei der Kultivierung mit 1,0 uM BrdU beobachtet. Dies l&sst vermuten, dass der in
Abschnitt 5.1. gezeigte Riickgang der Proliferation nach 48-stiindiger Inkubation mit 1,0 uM
BrdU sehr wahrscheinlich durch die erhéhte Konzentration an TGF-betal induziert wird, da

beide Effekte hier zusammenfallen.
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Abbildung 50: Nachweis der erhéhten TGF-betal-Protein-Expression nach Kultivierung mit BrdU. aNSZ
wurden in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ml ausgesét (Tag 0) und ab Tag 2 fiir 48 h mit unterschied-
lichen BrdU-Konzentrationen kultiviert. Im Anschluss wurde ein TGF-betal-ELISA zur Bestimmung der

Konzentration an TGF-betal-Protein durchgefihrt. Es sind jeweils die Mittelwerte aus n=3 +
Standardabweichung dargestellt.*p<0.05; **p<0.01

6.2. Der Nachweis der TGF-betal-Signaltransduktion in BrdU-behan-
delten aNSZ-Kulturen

Zum Nachweis der TGF-betal-Signaltransduktion in BrdU-behandelten aNSZ-Kultu-
ren wurde die Phosphorylierung von Smad2, einem zytoplasmatischen Protein, das bei der
TGF-betal-Signallbertragung mit dem aktivierten Typ-1-Rezeptor interagiert, untersucht. Da-
zu wurden die Kulturen zundchst fir 48 h mit 2,5 uM BrdU oder 10 ng/ml TGF-betal (als
Positiv-Kontrolle fiir Smad2-Phosphorylierung) behandelt, bevor die Zellen fixiert und mit

einem Antikdrper gegen phospho-Smad2 (pSmad2) gefarbt wurden. Die qualitative Analyse

bestétigte eine Zunahme der Smad2-Phosphorylierung nach BrdU-Behandlung im Vergleich

zur Kontrolle (Abbildung 51).
A

Kontrolle TGF-betal 2,5 uM BrdU

Abbildung 51: Nachweis der Smad2-Phosphorylierung in BrdU-behandelten aNSZ-Kulturen. aNSZ wur-
den im Vorfeld fur 48 h mit (A) DPBS (Kontrolle), (B) 10 ng/ml TGF-betal oder (C) 2,5 uM BrdU kulti-
viert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und mit einem Antikdrper gegen pSmad2 (rot) gefarbt. Die
Kernfarbung wurde mit DAPI durchgefuihrt (blau). Messbalken = 50 pm.
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7. Diskussion

Die vorliegende Arbeit wurde durch das primére Ziel bestimmt, die molekularen und
zelluldren Mechanismen der Kontrolle aNSZ durch TGF-betal eingehend zu untersuchen.
Im ersten Teil der Arbeit sollte eine detaillierte Auswertung der durchgefuhrten DNA-Ar-
ray-Genexpressionsanalyse TGF-betal-behandelter aNSZ erfolgen. Ausgehend von prilimi-
ndren Daten dieser Analyse, die auf eine Induktion des neuronalen Phénotyps durch TGF-be-
tal hindeuteten, sollte der Einfluss von TGF-betal auf das Zellschicksal aNSZ im Detail
analysiert werden. In diesem Zusammenhang sollte insbesondere die Hypothese, wonach
TGF-betal aNSZ von einem neuralen Stammzellphdnotyp (Verlust von Nestin) hin zu einem
neuronalen Vorlduferzellphdnotyp (erhohte Expression des neuronalen Vorlduferzellmarkers
Dcx) fiihrt, ausfiihrlich getestet werden. Dariiber hinaus sollte ein weiterer Fokus der Arbeit
auf die Charakterisierung TGF-betal-induzierter Verdnderungen im Zellzyklus von aNSZ ge-
richtet werden; hier galt es speziell auch die molekularen Verdnderungen hinsichtlich der
Expression von Zellzykluskandidatengenen und -faktoren durch TGF-betal nachzuweisen.
SchlieBlich sollte eine mogliche, funktionelle Rolle des Wachstumsfaktors spezifiziert, seine
neuroprotektive Wirkung an aNSZ-Kulturen tberpriift und sein potentieller Einfluss auf Zell-
tod evaluiert werden. Die folgende Diskussion beschéftigt sich nun auf der Grundlage der im
Rahmen dieser Promotionsarbeit erzielten Ergebnisse und mit Blick auf den bisherigen Stand

der Wissenschaft mit

e den TGF-betal-induzierten Veranderungen im Zellzyklus aNSZ (Kap. 7.1)

e der Modulation der adulten Neurogenese durch TGF-betal in vitro (Kap. 7.2)
e der neuroprotektiven Wirkung von TGF-betal auf aNSZ (Kap. 7.3).

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit den potentiellen Einfliissen des Thymidinana-
logons BrdU, welches standardmifBig zur Markierung sich teilender Zellen eingesetzt wird,
auf aNSZ. Ein besonderes Augenmerk der diesbeziiglich durchgefiihrten in-vitro-Experimente
wurde auf die Zellproliferation und -differenzierung, sowie die Adhédrenz und den Zelltod
BrdU-behandelter Zellen gelegt. Zusitzlich wurde der Einfluss von BrdU auf die Proliferation
und das Uberleben aNSZ in vivo eingehend untersucht. Ausgehend von den daraus gewonn-

enen Erkenntnissen setzt sich die nachfolgende Diskussion daher auch mit

e der BrdU-Sensitivitdt aNSZ und deren mdéglichen Ursachen (Kap. 7.4) auseinander.
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7.1. TGF-betal-induzierte Veranderungen im Zellzyklus aNSZ

7.1.1. Die Inhibierung der Proliferation durch TGF-betal

TGF-betal wurde erstmals 1981 im Zusammenhang mit seiner Fahigkeit, Nieren- und
Fibroblastenzelllinien von Ratten vermehrt zum Wachstum anzuregen, entdeckt (Moses et al.,
1981; Roberts et al., 1981). Einige Zeit spéter konnte die multifunktionelle Natur des Proteins
nachgewiesen werden (Roberts, 1998) und es wurde deutlich, dass die biologische Aktivitat
von TGF-betal keineswegs auf die wachstumsfordernde Wirkung beschrénkt ist. Im adulten
Organismus ist TGF-betal maRgeblich an vielfaltigen, zellularen Ablaufen beteiligt, und ne-
ben der Proliferation, auch in die Differenzierung und die Regulation des Uberlebens einer
Vielzahl an Zellen involviert. Weiter kommt dem Zytokin eine zentrale Bedeutung bei der Er-
neuerung von Geweben zu, indem es die Bildung von Proteinen der extrazellularen Matrix
stimuliert (Border & Noble, 1997).

Seit den 90er Jahren ist bekannt, dass TGF-betal auch im Nervensystem exprimiert wird, wo
es ebenfalls vielerlei - teils gegensatzliche - Funktionen erfullt (Bottner et al., 2000). So wirkt
der Wachstumsfaktor einerseits neuroprotektiv, limitiert aber andererseits den endogenen
Zellersatz durch die Inhibierung neuraler Stammzellproliferation (Aigner & Bogdahn, 2008).
In zahlreichen Tumoren, in denen TGF-betal verstéarkt exprimiert wird, agiert das Protein als
Tumorsuppressor, wahrend es gleichzeitig die Progression der Krebserkrankung auch begiins-
tigen kann (Derynck et al., 2001). Angesichts dieser zahlreichen - teilweise paradoxen und
vom zelluldren Kontext abh&ngigen - Wirkweisen scheint es nicht weiter zu verwundern, dass
TGF-betal, entgegen der ursprunglichen Vorstellung einer wachstumsfordernden Wirkung,
auch inhibierend in die Proliferation mancher Zellen eingreift (Shipley et al., 1986). So zeigt
TGF-betal eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von Leberzellen, sowie hdmatopo-
etischen, epithelialen und endothelialen Zellen (Coffey et al., 1988; Laiho et al., 1990;
Roberts & Sporn, 1990; Akhurst & Derynck, 2001; Tvrdik, 2004), wahrend es die Prolife-
ration von Nieren- und Fibroblastenzelllinien und Zellen mesenchymalen Ursprungs anregt
(Moses et al., 1981; Roberts et al., 1981; Battegay et al., 1990). Darlber hinaus entfaltet
TGF-betal sein anti-proliferatives Potential auch gegenuiber neuralen Zellen. Es inhibiert die
Proliferation von B104-Neuroblastomzellen und fétalen, kortikalen sowie retinalen Neuronen
(Luo & Miller, 1999; Miller & Luo, 2002; Close et al., 2005). Zudem (bt der Wachstums-
faktor einen negativen Einfluss auf die Proliferation von Mikroglia, Oligodendroglia und As-
trozyten in Kultur aus (Lindholm et al., 1992; McKinnon et al., 1993; Suzumura et al., 1993;
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Rich et al., 1999). Erkenntnisse aus der aktuelleren Literatur belegen daruber hinaus eine ver-
minderte Anzahl aktiv proliferierender Zellen in aNSZ-Kulturen aus der SVZ der Ratte nach
TGF-betal-Behandlung (Wachs et al., 2006). Die TGF-betal-induzierte Inhibierung der Zell-
teilung von aNSZ konnte durch eigene Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit erzielt wur-
den, bestatigt werden (vgl. Kap. 3.3.1.).

7.1.2. Der TGF-betal-induzierte Zellzyklusarrest in der GO-Phase

Im Allgemeinen geht eine Inhibierung der Proliferation mit einem Zellzyklusarrest ein-
her, der sich in der Folge in einer veradnderten Zellzyklusverteilung widerspiegelt. Es gibt
jedoch verschiedene Griinde, die zu einem Austritt von Zellen aus dem Zellzyklus fuhren.
Haufig ist der Zellzyklusarrest mit einer terminalen Differenzierung der Zelle oder dem pro-
grammierten Zelltod, der Apoptose, assoziiert. Alternativ kann die Zelle den Zellzyklus aber
auch nur zeitweilig, z. B. aufgrund eines reduzierten Nahrstoffangebotes, verlassen, um vor-
Ubergehend in einen quieszenten Zustand, die GO-Phase des Zellzyklus, einzutreten (Sang et
al., 2008). Dieser Ruhezustand ist in erster Linie durch jegliches Fehlen von Proliferation so-
wie eine verminderte Proteinsyntheserate gekennzeichnet (Lajtha, 1963; Pardee, 1974). Dari-
ber hinaus zeigen arretierte Zellen eine erhdhte Resistenz in Bezug auf Temperaturextreme

und anderen, umweltbedingten Stress (Murray & Hunt, 1993).

Unabhéngig von der Ursache, die letztlich zum Austritt einer Zelle aus dem Zellzyklus fihrt,
sind am Zellzyklusarrest gewohnlich Cyclin-abhangige Kinase-Inhibitoren (,,cyclin-depen-
dent kinase inhibitors*), sogenannte CDKI, beteiligt. Die Tatsache, dass die transkriptionelle
Signatur von quieszenten Zellen nicht durch die ausschlieliche, ektopische Expression von
CDKI rekapituliert werden kann (Coller et al., 2006), impliziert jedoch, dass Zellzyklusarrest
und zellulare Quieszenz funktionell nicht dquivalent sind (Sang et al., 2008). Im Gegensatz
zur terminalen Differenzierung, zum programmiertem Zelltod und zur Seneszenz, die allesamt
irreversibel ablaufen (Massague et al., 2000), ist die Quieszenz eine reversible, das heifit,
nicht permanente, Form des Zellzyklusarrests. Ruhende Zellen in der Lage, nach tage- oder
wochenlangem, manchmal aber auch jahrelangem Verharren in der Quieszenz im Zuge eines
Ubergangs in die G1-Phase wieder in einen proliferativen Zustand zu konvertieren (Lui &
Grandis, 2002).

Die Quieszenz ist ein charakteristisches Merkmal adulter Stammzellen (Berardi et al., 1995;
Ponchio et al., 1995; Jordan et al., 1996). Aus Untersuchungen an hamatopoetischen Stamm-

zellen ist bekannt, dass sich unter normalen Bedingungen anndhernd 75 % dieser Zellen in der
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GO-Phase des Zellzyklus befinden (Cheshier et al., 1999). Wie bereits dargelegt wurde, kon-
nen quieszente Zellen dazu veranlasst werden, wieder in den Zellzyklus einzutreten. Die An-
regung zur Zellteilung und der erneute Eintritt in den Zellzyklus wird durch extrazellulére Sti-
muli, z. B. wachstumsregulierende Faktoren wie Zytokine oder aber durch Zell-Interaktionen,
ausgeldst. aNSZ-Kulturen, die aus der SVZ der Ratte generiert wurden, konnen beispiels-
weise in Anwesenheit des epidermalen Wachstumsfaktors EGF und/oder des Fibroblasten-
wachstumsfaktors FGF-2 zur Proliferation angeregt werden und generieren infolgedessen
Neurosphdroide (Wachs et al., 2003). Ein Gen, welches die Reversibilitat der zellularen Qui-
eszenz reguliert, ist Hesl. An quieszenten Fibroblasten wurde beobachtet, dass die erhdhte
Expression von Hesl den irreversiblen Zellzyklusarrest blockiert, indem die frihzeitige Diffe-

renzierung der Zellen verhindert wird (Sang et al., 2008).

Es gibt verschiedenartigste Beweggriinde, auf deren Basis Zellen dazu angeleitet werden, den
Zellzyklus zu verlassen und in einen quieszenten Zustand iberzugehen. Manche Zellen wer-
den als Antwort auf den Entzug von Serum oder durch Zell-Zell-Kontakt in die GO-Phase
uberfihrt (Sang et al., 2008). Andererseits kdnnen aber auch anti-mitogene Signale, wie die
Stimulierung mit TGF-betal, Zellen dazu veranlassen, in den Ruhezustand einzutreten. Er-
gebnisse, die aus Untersuchungen an der humanen Non-Hodgkins-Lymphom B-Zelllinie
DoHH2 erzielt wurden, weisen in diesem Zusammenhang darauf hin, dass die Zahl der Zel-
len in der GO/G1-Phase nach 48-stindiger Behandlung mit TGF-betal signifikant ansteigt
(Tvrdik, 2004). Erst kirzlich konnte auch ein, durch TGF-betal verursachter Zellzyklusarrest
in Bauchspeicheldriisentumoren nachgewiesen werden (Cassar et al., 2010). Weitere Studien
belegen dartiber hinaus einen TGF-betal-induzierten Austritt aus dem Zellzyklus im sich
entwickelnden zerebralen Cortex (Siegenthaler & Miller, 2005). Vor wenigen Jahren konnte
schlieBlich der Nachweis erbracht werden, dass TGF-betal auch aNSZ aus der SVZ in die
GO0/G1-Phase des Zellzyklus zwingt (Wachs et al., 2006). Aus dieser Studie ging allerdings
nicht hervor, ob TGF-betal-behandelte aNSZ in der GO-Phase akkumulieren oder aber einem
verlangsamten Durchgang durch die G1-Phase des Zellzyklus unterliegen. Die im Rahmen
dieser Promotionsarbeit durchgefuhrten in-vitro-Versuche an aNSZ-Kulturen konnten erst-
mals differenzieren, dass TGF-betal aNSZ tatséchlich in die GO-Phase treibt, wahrend der
Anteil der Zellen in der G1-Phase konstant bleibt (vgl. Kap. 3.6.1.: Ergebnisse der Ki67/PI-
FACS-Analyse). Diesen Ergebnisse zufolge begiinstigt TGF-betal also den Ubergang in die
Quieszenz und tragt auf diese Weise vermutlich zur Erhaltung des Stammzellpools bei. Ein

weiterer Befund, der diese Ergebnisse stiitzt, kam aus der DNA-Array-Analyse, welche einen
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Anstieg der Quiescin Q6 (Qscn6)-Expression nach TGF-betal-Behandlung enthdillte (vgl. Ta-
belle 18: Regulation der Zellproliferation). Qscn6 spielt mutmaBlich eine Rolle beim Uber-
gang in die Quieszenz und deren Aufrechterhaltung (Coppock et al., 1993), und kénnte dem-
nach einen Beitrag zu dem TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrest in GO leisten. In diesem
Kontext scheint dariiber hinaus noch ein zusatzliches Resultat der DNA-Array-Analyse be-
deutsam: Auch Hesl, welches in die Regulation der Reversibilitat zellularer Quieszenz invol-
viert ist und einem irreversiblen Zellzyklusarrest entgegenwirkt (Sang et al., 2008), war nach
der Behandlung mit TGF-betal verstarkt exprimiert (vgl. Tabelle 18: Regulation der Zellpro-
liferation).

Trotz vieler neuer Erkenntnisse, die im Zusammenhang mit den mdglichen Mechanismen des
TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrests in aNSZ-Kulturen stehen (vgl. Folgekap. 7.1.3.), ist
immer noch unklar, auf welche Art von Zellen TGF-betal Einfluss nimmt, um den beob-
achteten Zellzyklusarrest herbeizufiihren. aNSZ-Kulturen sind ja bekanntlich nicht homogen,
sondern bestehen, neben neuralen Stammzellen, zu einem Grofteil aus VVorlauferzellen, soge-
nannten ,.transit-amplifying fast proliferating progenitor cells“ (Doetsch et al., 2002a). Auf
der Basis von Untersuchungen an hdmatopoetischen Zellen wurde postuliert, dass TGF-betal
vornehmlich Stammzellen in einen ruhenden, undifferenzierten Status Gberfiihrt, wahrend die
bereits determinierten Vorlauferzellen als weniger empfanglich fir die zytostatischen Effekte
erachtet wurden (Ohta et al., 1987; Scandura et al., 2004; Das & Levine, 2008). Aus mehrer-
en Grunden wurde bislang vermutet, dass TGF-betal auch in aNSZ-Kulturen, dhnlich wie im
hédmatopoetischen System, die Population der Stammzellen beeinflusst und in GO/G1 arretiert
(Wachs et al., 2006). Fur diese Theorie spricht zum einen die Tatsache, dass TGF-betal einen
lang anhaltenden Einfluss auf aNSZ-Kulturen ausibt. Dieser konnte im Rahmen einer Studie
nachgewiesen werden, die demonstrierte, dass der TGF-betal-induzierte Effekt auf aNSZ
zwar reversibel ist; jedoch benétigten aNSZ, die initial fir 7 Tage in Gegenwart von TGF-be-
tal kultiviert wurden, einen Zeitraum von 8 Wochen, um sich zu regenerieren und normale
Wachstumsraten wiederzuerlangen (Wachs et al., 2006). Die Ergebnisse einer klonalen Ana-
lyse zur Untersuchung der Selbsterneuerungsfahigkeit von aus Neurospharoiden abgeleiteten
Einzelzellen kdnnen das Modell eines TGF-betal-induzierten Stammzellarrests weiter unter-
mauern. Wahrend Kontrollzellen innerhalb von 3-4 Wochen in der Lage waren, Spheres aus-
zubilden, dauerte es in Anwesenheit von TGF-betal 2-3 Monate, Spheres dhnlicher Grof3e zu
generieren, wenngleich die Klonierungsraten unter beiden Bedingungen ahnlich waren, das
heif3t, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung blieb trotz TGF-betal erhalten (Wachs et al., 2006).
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Ergebnisse, die anl&sslich dieser Arbeit erzielt wurden, belegen tibereinstimmend, dass aNSZ,
die von Beginn der Kultur an mit TGF-betal stimuliert wurden, im Vergleich zu Kontroll-
zellen ebenfalls sehr viel mehr Zeit beanspruchen, um Spheres mit vergleichbarer GroRe her-
vorzubringen. Die Tatsache, dass die TGF-betal-behandelten Zellen nur wenige Passagen
uberlebten, bevor sie ausgeschopft waren und schlie3lich dem Zelltod unterlagen (siehe Kap.
4), lasst jedoch vermuten, dass in diesem Fall die Selbsterneuerungsféhigkeit der Stamm-
zellen beeintrachtigt war. Insgesamt ist auf der Basis des Gesagten also anzunehmen, dass
TGF-betal in aNSZ-Kulturen die Population der Stammzellen beeinflusst. Dennoch kann
nicht grundlegend ausgeschlossen werden, dass der Wachstumsfaktor auch Vorlauferzellen

tangiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, neben dem Zellzyklusarrest in der GO-Phase, der ge-
meinhin als reversibel gilt und nicht zwangslaufig in einer irreversiblen, terminalen Differen-
zierung endet, auch eine Zunahme der neuronalen Determinierung nach TGF-betal-Behand-
lung (vgl. Kap. 3.3.2.ii.). Liel3e sich diese Induktion des neuronalen Phanotyps tatséchlich
auch aufgrund eines GO-Arrests von Stammzellen, gefolgt von deren terminaler Differenzie-
rung erklaren, wirde das implizieren, dass der Stammzellpool letztlich frihzeitig ausge-
schopft wirde, was physiologisch nicht sinnvoll ware. Insofern liegt die Vermutung nahe,
dass TGF-betal, neben der Population der Stammzellen, auch Vorlduferzellen in die GO-Pha-
se Uberfuhrt. Ausschlaggebend hierfir kénnten zweierlei Intentionen sein: TGF-betal kénnte
durch einen reversiblen Arrest der Stammzellen zur Erhaltung des Stammzellpools beitragen
(wobei die Zellen gegebenenfalls wieder in den Zellzyklus eintreten kdnnten) und gleichzeitig
die terminale Differenzierung der Stammzellen unterbinden. Einhergehend mit einem irrever-
siblen Arrest der Vorlauferzellen konnte deren terminale Differenzierung eingeleitet werden,
ohne auf diese Weise den Stammzellpool zu erschopfen. Um diese Hypothese zu stitzen,
bedarf es allerdings noch einer grundlegenden Validierung durch weiterfiihrende Analysen.
Denkbar wére in diesem Zusammenhang insbesondere die Anwendung von Nestin-Promo-
tor-EGFP-Madusen (Lendahl et al., 1990), um Uber die transgene Expression von Reporter-
proteinen mittels fluoreszenzaktivierter Zellsortierung gezielt neurale Stammzellen aus ge-
mischten Zellkulturen aufzukonzentrieren. Im Anschluss kénnte die homogene, im FACS-Ge-
rat angereicherte, Zellpopulation separat mit TGF-betal behandelt, und so der Einfluss des
Wachstumsfaktors auf neurale Stammzellen im Detail untersucht werden. Daruber hinaus
waurden sich Vorldauferzell-Kulturen aus DCX-Promotor-DsRed2-Mausen eignen (Sawamoto
et al., 2001; Brown et al., 2003; Rao & Shetty, 2004), um diese im Hinblick auf eine ver-
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starkte neuronale Induktion durch TGF-betal zu analysieren. Im Idealfall kdmen doppelt
transgene Tiere, die sowohl Nestin unter dem EGFP-Promotor als auch DCX unter dem

DsRed-Promotor exprimieren, zur Anwendung.

7.1.3. Die Modulierung von Zellzykluskomponenten durch TGF-betal

TGF-betal ist ein wirksames, wachstumsinhibierendes Polypeptid, welches die Prolife-
ration vieler verschiedener Zellen, einschlieBlich aNSZ, beeinflusst (vgl. Kap. 3.3.1.). Der
TGF-betal-mediierte Wachstumsarrest erfolgt gewohlich durch eine Blockierung des Uber-
gangs in die S-Phase in der friihen oder spéaten G1-Phase des Zellzyklus (Howe et al., 1991;
Alexandrow & Moses, 1995b; Lee & Bae, 2002). In der frihen G1-Phase wird der Wachs-
tumsarrest ber Smad-Proteine mediiert, die im Anschluss transkriptionelle Zielgene regu-
lieren. Auf diese Weise unterdriickt TGF-betal Myc und Cyclin E-CDK2 und blockiert die
Bildung von Pra-Replikationskomplexen (Pietenpol et al., 1990a; Chen et al., 2002,
Mukherjee et al., 2010), welche aus einem origin recognition complex (ORC), Initiationsfak-
toren wie Cdtl, Cdc6 und minichromosome maintenance (MCM)-Proteinen bestehen und
eine bedeutende Rolle beim Ubergang in die S-Phase spielen (Bell & Dutta, 2002). In der spa-
ten G1-Phase scheint der Mechanismus des TGF-betal-induzierten Wachstumsarrests dage-
gen unabhangig von einer transkriptionellen Regulation. Der kurz vor dem Ubergang in die
S-Phase initiierte Zellzyklusarrest wird durch eine Funktionsbeeintrachtigung der Pra-Repli-
kationskomplexe verursacht und involviert, anders als der Arrest in der frihen G1-Phase,
nicht die Suppression von Myc und Cyclin E-CDK2. Vielmehr wird der spate G1-Arrest tiber
pRb mediiert; pRb bindet Uber eine direkte Interaktion mit MCM7 an den MCM-Komplex
und TGF-betal blockiert schlieRlich die fur den G1/S-Ubergang erforderliche Dissoziation
des Komplexes (Mukherjee et al., 2010).

In den TGF-beta-induzierten Wachstumsarrest der frilhen G1-Phase sind vorwiegend zwei
Kategorien anti-proliferativer Genantworten involviert. Allgemein fihrt zum einen die Inakti-
vierung von CDKs durch verminderte Expression von Cyclinen und/oder verstarkte Expres-
sion von CDKI zum Austritt aus dem Zellzyklus. Andererseits gilt auch die erniedrigte Ex-
pression von c-Myec als ein Schliisselmediator des durch TGF-betal verursachten Zellzyklus-
exits (Lee & Bae, 2002). Die molekularen Mechanismen, auf deren Grundlage TGF-betal
seinen inhibierenden Einfluss auf die Zellzyklusprogression entfaltet, sind jedoch zelltyp-spe-
zifisch. Wenngleich schon langere Zeit vermutet wird, dass die wachstumsinhibierende Wirk-

ung TGF-betas im Allgemeinen auch auf seine Fahigkeit zurtickgefiihrt werden kann, die
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Hyperphosphorylierung von pRb durch Cyclin-CDK-Komplexe zu unterbinden (wodurch
pRb in seiner hypophosphorylierten, wachstumshemmenden Form verbleibt) und so das Fort-
schreiten der Zelle im Zellzyklus zu blockieren (Laiho et al., 1990; Geng & Weinberg, 1993),
waren insbesondere die Verdnderungen in der Expression von regulatorischen Zellzykluspro-
teinen in aNSZ-Kulturen bis dato noch weitgehend unbekannt.

Durch die vorliegende Arbeit konnte im Rahmen der durchgefiihrten DNA-Array-Analyse
eine Vielzahl an Zellzyklus-assoziierten Genen identifiziert werden, die nach der TGF-be-
tal-Behandlung eine verénderte - groftenteils verringerte - Expression aufwiesen (vgl. Kap.
3.6.2.). So war die Expression von Cyclin E, dem eine tragende Rolle beim Ubergang von der
G1- zur S-Phase zukommt, deutlich vermindert. Cyclin E-CDK2-Komplexe sind, nach der
Initiierung der Phosphorylierung von pRb durch Cyclin D-CDK-Komplexe in der Mitte der
G1-Phase, maRgeblich an der weiteren Phosphorylierung von pRb beteiligt und ermdglichen
auf diese Weise die Progression durch den Zellzyklus (Matsushime et al., 1992; Ewen, 1994;
Meyerson & Harlow, 1994). Der stérende Einfluss von TGF-betal auf die Proliferation aNSZ
und der hervorgerufene Zellzyklusarrest in der GO-Phase kdnnten demnach sehr wahrschein-
lich unter anderem Gber die verminderte Cyclin E-Expression vermittelt werden. Auch in der
myeloischen Zelllinie NB4 konnte die Supprimierung des Wachstums, die mit einem Zellzyk-
lusarrest in der G1-Phase Kkorreliert, mit einer erniedrigten Cyclin E mRNA-Expression asso-
ziiert werden (Liang et al., 2009).

Dariiber hinaus wiesen auch die Cycline B1 und G1 in der DNA-Array-Analyse eine ernie-
drigte Expression als Folge der TGF-betal-Behandlung auf (vgl. Kap. 3.6.2.). Wahrend be-
kannt ist, dass B-Cycline zu Ende der G2-Phase und in der M-Phase die Progression durch
den Zellzyklus unterstutzen, ist die Funktion von Cyclin G noch nicht endgiltig geklart.
Allerdings konnten Untersuchungen zeigen, dass Cyclin G im Falle einer DNA-Schadigung
durch das Tumorsuppressorgen p53 aktiviert wird (Morgan, 1997). Im Gegensatz zu Cyclin
E, B1 und G1 zeigte sich Cyclin D2 nach der TGF-betal-Behandlung verstarkt exprimiert,
was indiziert, dass das Protein kein Effektor der anti-proliferativen Antwort als Folge der
TGF-betal-Behandlung ist. Die Cyclin-abhéngigen Kinasen CDK2 und CDKS6, welche wah-
rend der G1- und S-Phase mit D-, E- und A-Cyclinen in Interaktion treten, lieRen dagegen
keine veranderte Expression nach TGF-betal-Behandlung erkennen, was ihre Involvierung in
den TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrest ebenfalls ausschlief3t. Dartiber hinaus zeigte auch

das pRb keine veranderte Expression nach der Behandlung mit TGF-betal.
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TGF-betal agiert ber mehrere, moglicherweise kompensierende Mechanismen, um das
Wachstum von Zellen zu arretieren. Wahrend héufig die Progression von der G1- in die
S-Phase unterdrickt wird, indem die mit Cyclin D und E assoziierte Hyperphosphorylierung
von pRb verhindert wird, erhéht der Smad-Signalweg gewohnlich auch die Expression von
CDKI (Toyoshima & Hunter, 1994; Datto et al., 1995; Reynisdottir et al., 1995). Fir den
TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrest humaner, hdmatopoetischer Stamm- und Vorlaufer-
zellen ist beispielsweise eine erhdhte Expression des Zellzyklusregulators p57 von elementar-
er Bedeutung. So konnten in Versuchen, in denen siRNA zur Inhibierung von p57 ange-
wendet wurde, die zytostatischen Effekte von TGF-betal auf hd&matopoetische Zellen unter-
bunden werden (Scandura et al., 2004). Den weiteren Mitgliedern der Cip/Kip-Familie, p21
und p27, scheint dagegen keine Bedeutung im Hinblick auf die Hemmung der h&mato-
poetischen Stamm- oder Vorlauferzellproliferation durch TGF-betal zuzukommen (Cheng et
al., 2001). In den normalen, das heif3t, nicht durch TGF-betal verursachten, Zellzyklusarrest
h&matopoetischer Zellen sind dagegen sowohl die CDKI p18 und p21 als auch der CDKI p27
involviert. Allerdings scheint die Zellzyklusregulation in diesem Kontext in bemerkenswerter
Weise zelltyp-spezifisch zu sein. Experimente mit p27-Knockout-Mdausen konnten nachwei-
sen, dass der Mangel an p27 in einer selektiven Erhéhung der Anzahl an Vorlauferzellen in
der SVZ resultiert, wahrend sich der Verlust nicht auf die Zahl der Stammzellen auswirkte
(Doetsch et al., 2002b). Ebenso konnte durch eine Reduktion der Menge an p27 mittels eines
gezielten Einsatzes von Antisense-Oligonukleotiden, gekoppelt mit TGF-beta-neutralisieren-
den Antikorpern, der Eintritt hdmatopoetischer Vorlauferzellen in den Zellzyklus induziert
werden (Dao et al., 1998). Zusammengefasst implizieren diese Ergebnisse, dass p27 in erster
Linie den Zellpool der Vorlauferzellen reguliert (Cheng et al., 2000a; Cheng et al., 2001). Die
Aktivitdt von p18 und p21 scheint dagegen auf die Population der Stammzellen begrenzt
(Cheng et al., 2000b; Wu et al., 2003; Yuan et al., 2004). Humane, quieszente Stammzellen
exprimieren in hohem Mafe p21, weshalb angenommen wird, dass p21 eine bedeutende Rolle
in der Aufrechterhaltung der Selbsterneuerungsféhigkeit der Stammzellen zukommt. Wéahrend
hohere Konzentrationen an p21 demnach inhibierend auf die Zellzyklusprogression wirken,
scheinen niedrige Konzentrationen an p21 die Bildung aktiver Kinase-Komplexe und damit
den Eintritt in den Zellzyklus zu férdern (LaBaer et al., 1997).

In epithelialen Zellen fordert TGF-betal den Zellzyklusarrest durch erhéhte Expression der
zytostatischen Proteine p21 und pl15, wéhrend wachstumsstimulierende Proteine, besonders

c-Myc und Mitglieder der Id (,,inhibitors of differentiation*)-Familie, vermindert exprimiert
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sind (Scandura et al., 2004). So konnte durch in-vitro-Versuche an humanen, epithelialen
p21-Knockout-Zelllinien ein wachstumsstimulierender Effekt durch TGF-betal nachgewiesen
werden (Bachman et al., 2004). Der Befund, dass auch Fibroblasten aus Mausen mit einer
homozygoten Deletion von p27 oder p15 durch TGF-betal in ihrem Wachstum inhibiert wer-
den (Nakayama et al., 1996; Latres et al., 2000), legt nahe, dass vermutlich auch hier die Pra-
senz von p21 eine entscheidende Rolle spielt. Diesbeztglich sind allerdings noch weiterftih-
rende Analysen notig. Bereits nachgewiesen ist dagegen, dass der TGF-betal-induzierte Aus-
tritt aus dem Zellzyklus im sich entwickelnden zerebralen Cortex durch eine erhohte Expres-
sion von p21 vermittelt wird (Siegenthaler & Miller, 2005). Mehrere Studien konnten dartber
hinaus eine Beteiligung von p27 an einer Inhibierung der Zellproliferation durch TGF-betal
zeigen (Elbendary et al., 1994; Bouchard et al., 1997; Kamesaki et al., 1998; Wolfraim et al.,
2004). So wird der Zellzyklus im humanen Prostataepithelium durch die verstarkte Expres-
sion von p15, p21 und p27 in der G1-Phase blockiert (Robson et al., 1999). In der HEC-1A
Karzinom-Zelllinie scheint TGF-betal seine inhibierende Wirkung unter anderem dadurch zu
entfalten, dass es den proteasomalen Abbau von p27 zugunsten eines Zellzyklusarrests ver-
hindert (Lecanda et al., 2009).

Untersuchungen an adulten neuralen Stammzellen aus dem Vorderhirn von p21(-/-)-Mau-
sen machen deutlich, dass p21 auch in die Regulation neuraler Stammzellen involviert ist
und zu deren Quieszenz beitragt. Vor diesem Hintergrund scheint die Beobachtung, dass
p21(-/-)-Mduse im Alter von 16 Monaten eine deutlich reduzierte Anzahl an Stammzellen
aufweisen auf den ersten Blick kontrovers. Jedoch konnte eine Beeintréachtigung der Selbst-
erneuerungsfahigkeit als Ursache einer verminderten Zahl an Stammzellen in 16 Monate al-
ten Mausen ausgemacht werden (Kippin et al., 2005). Im Alter zwischen 60-240 d zeigten
p21(-/-)-Mduse dagegen, wie erwartet, aufgrund hoherer Proliferationsraten mehr Stammzel-
len als Wildtyp-Kontroll-Mé&use. Diese Befunde deuten an, dass Stammzellen moglicherweise
auf eine definierte Anzahl an Zellteilungen limitiert sind. Eine Expression von p21 in neu-
ralen Stammzellen ist demzufolge vermutlich erforderlich, um die Fé&higkeit zur Selbsterneu-

erung, und damit den Stammzellpool, lebenslang aufrechtzuerhalten (Kippin et al., 2005).

Im Gegensatz zu den oben dargelegten Studien gibt es fir die Beteiligung von CDKI an der
Regulation des Zellzyklus aNSZ nach 7-tdgiger Stimulation mit TGF-betal derzeit keine An-
haltspunkte (vgl. Kap. 3.6.2.). TGF-betal wirkte sich weder auf die Expression der CDKI p21
und p27, noch auf die von p15, p18, p19 (p16 war nicht auf den Arrays vertreten) aus. Zwar

zeigte sich, ahnlich wie im hamatopoetischen System, die Expression von p57 beeinflusst.
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Die Tatsache, dass p57 nach der 7-tdgigen Behandlung aNSZ mit TGF-betal vermindert ex-
primiert war, schliet allerdings aus, dass p57 ein Mediator des TGF-betal-induzierten
Wachstumsarrests sein und diesen erkléren konnte. Es ware aber denkbar, dass die vermin-
derte Expression von p57 eine andere Funktion als die im Zusammenhang mit einer Induktion
des Wachstumsarrests erfllt. Eine Studie, die kurzlich verdffentlicht wurde, beschreibt eine
reprimierende Wirkung von p57 auf die neuronale Differenzierung in neuralen Stammzellen
(Joseph et al., 2009). TGF-betal konnte die beobachtete Induktion des neuronalen Phanotyps
(vgl. Kap. 3.3.2.) also moglicherweise dadurch hervorrufen, dass es die Expression von p57
negativ reguliert und auf diese Weise die neuronale Differenzierung fordert.

Auf der Grundlage einer Studie an aNSZ, die eine Erhéhung der p21-mRNA 60 min nach
TGF-betal-Stimulierung belegte (Wachs et al., 2006), lasst sich spekulieren, dass die Induk-
tion von CDKI allgemein relativ zeitnah zum auslésenden Stimulus erfolgt, sodass diese mog-
licherweise zum Zeitpunkt der im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Vermessung nach 7
Tagen nicht mehr nachweisbar war. Angesichts des lang anhaltenden Einflusses von TGF-be-
tal auf aNSZ (Wachs et al., 2006) wére aber wahrscheinlich, dass TGF-betal seinen inhibie-
renden Einfluss auf die Proliferation aNSZ - entweder teilweise oder aber ausschlie3lich -
Uber andere Mediatoren entfaltet. Aus verschiedenen Beobachtungen wird ersichtlich, dass
CDKIs nicht zwangsweise erforderlich sind, um einen TGF-betal-induzierten Zellzyklus-
arrest zu forcieren. Ein fehlender Einfluss von TGF-betal auf die Expression von CDKI
wurde beispielsweise flr mehrere epitheliale Zelllinien belegt (lavarone & Massague, 1997;
Nagahara et al., 1999), die durch TGF-betal in ihrer Proliferation gehemmt werden. Zudem
stutzt ein weiterer wichtiger Befund das Modell eines CDKI-unabhangigen Zellzyklusarrests
in aNSZ-Kulturen nach TGF-betal-Behandlung: Selbst p27-, p15- oder p21-defiziente Zellen
erweisen sich namlich als sensitiv gegenlber einem TGF-betal-induzierten Wachstumsarrest
(Nakayama et al., 1996; lavarone & Massague, 1997; Wolfraim et al., 2004).

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass neben G1-Phase-Cyclinen, deren assoziierten Kina-
sen und CDKI auch c-Myc zu den molekularen Zielgenen von TGF-betal zahlt (Pietenpol et
al., 1990a; Geng & Weinberg, 1993). c-Myc ist ein pleiotroper Transkriptionsfaktor, der Zell-
wachstum, Proliferation und Apoptose fordert und gleichzeitig die terminale Differenzierung
inhibiert (Grandori & Eisenman, 1997; Facchini & Penn, 1998). Durch c-Myc wird eine Viel-
zahl an Genen reguliert: Wéhrend in die Zellzyklusprogression involvierte Gene wie cdc25a,
die Cycline A2, B1, E, D2, und CDK4 durch c-Myc positiv reguliert werden, reprimiert der
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Transkriptionsfaktor mehrere anti-proliferative Zielgene, darunter p15, p21 und p27 (Gartel &
Shchors, 2003; Jung & Hermeking, 2009).

Die Expression von c-Myc ist in proliferierenden Zellen stark ausgepragt; wahrend terminal-
er Differenzierung und Zellzyklusarrest ist sie jedoch deutlich vermindert. Die Literatur be-
schreibt in diesem Zusammenhang die zentrale Rolle einer c-Myc-Suppression beispielsweise
bei der Aktivierung der Smad-Signalkaskade beim TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrest
(Alexandrow et al., 1995a; Feng et al., 2002; Lee & Bae, 2002; Yagi et al., 2002). Dieses
Konzept wird durch Ergebnisse gestiitzt, die zeigen, dass TGF-betal-induzierte Effekte durch
die ektopische Expression von c-Myc unterbunden werden kdnnen (Pietenpol et al., 1990Db).
Auch in-vitro-Versuche mit Uberexpression des c-Myc-Onkoproteins in AKR-2B-Fibroblas-
ten, die eine chimire, durch Ostrogen induzierbare Form von c-Myc (mycER) exprimie-
ren, bestatigen, dass c-Myc die wachstumsinhibierende Wirkung von TGF-betal blockiert
(Alexandrow et al., 1995a). In analoger Weise fihrt die kiinstliche Repression der c-Myc-
Suppression zu einer Resistenz gegentber dem anti-proliferativen Potential TGF-betas
(Massague et al., 2000).

Ein rapider Abfall der c-Myc-Expression durch TGF-betal konnte beispielsweise in Myo-
blasten (spindelformige Vorlauferzelle der Skelettmuskelfasern beim Embryo) der Ratte beo-
bachtet werden. Dieser war begleitet von einer verlangsamten Progression durch die G1-Pha-
se des Zellzyklus, gefolgt von einer Determinierung zur terminalen Differenzierung (Zentella
& Massague, 1992). Eine rasche Reduktion der c-Myc-Expression durch TGF-betal konnte
darliber hinaus auch in Keratinozyten nachgewiesen werden. Die Behandlung von Maus
BALB/MK-Keratinozyten mit TGF-betal oder Antisense-c-Myc-Oligonukleotiden konnte
den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus unterbinden und auf diese Weise das Wachstum

der Zellen inhibieren (Pietenpol et al., 1990a).

Die Herabregulierung von c-Myc durch TGF-betal scheint notwendig, um in der Folge die
TGF-betal-vermittelte Inaktivierung von G1-Phase-CDKs durch Induktion von CDKI, insbe-
sondere p15 und p21, zu ermdglichen (Hannon & Beach, 1994; Warner et al., 1999; Claassen
& Hann, 2000). In-vitro-Versuche mit epithelialen Mv1Lu-Zellen aus der Lunge, die kon-
ditional humanes c-Myc exprimieren, konnten nachweisen, dass c-Myc die Induktion von p15
(INK4B) und folglich die Inhibierung von G1-Phase CDKs verhindert (Warner et al., 1999).
Die anti-mitotische Wirkung von TGF-betal auf Mv1Lu-Zellen beruht somit, neben der ver-

minderten Expression von c-Myc, auf der Involvierung CDK-inhibierender Genantworten.
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Die Inhibierung der Zellzyklusprogression von immortalisierten humanen Keratinozyten
durch TGF-betal ist dagegen durch eine erniedrigte Expression von c-Myc, begleitet von
einer positiven Regulierung von p21 charakterisiert. In humanen Keratinozyten mit stabiler
Expression von c-Myc kann die TGF-betal-vermittelte Induktion der p21-Transkription blo-
ckiert und auf diese Weise der Zellzyklusarrest unterbunden werden. Dariiber hinaus konnte
durch die Uberexpression von c-Myc in NIH 3T3-Zellen auch die basale Expression von p21
MRNA reprimiert werden (Claassen & Hann, 2000). Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass die Herabregulierung von c-Myc durch TGF-betal fir die nachfolgende Regulation von
CDKI und die Inhibierung des Zellzyklus, entscheidend ist.

Mdglicherweise kommt c-Myc auch eine bedeutende Rolle bei der Arretierung des Zellzyklus
aNSZ durch TGF-betal zu. Die im Rahmen dieser Arbeit nach 7-tégiger Behandlung mit
TGF-betal durchgefiihrte DNA-Array-Analyse enthillte diesbeziiglich eine signifikant ernie-
drigte Expression von Myc, dem Gen, welches fur das Protein c-Myc kodiert (vgl. Tabelle 15,
Abschnitt 3.1.2.ii.). Myc interagiert direkt mit Smad2 und Smad3, welche beide in entschei-
dender Weise in die TGF-betal-Signallbertragung involviert sind, und hemmt dadurch deren
wachstumsinhibierende Funktion (Feng et al., 2002). Zwar fehlt bis dato der Nachweis einer
verminderten c-Myc-Protein-Expression nach TGF-betal-Behandlung, jedoch wére nahelie-
gend, dass der TGF-betal-induzierte Zellzyklusarrest in aNSZ-Kulturen, neben der reduzier-
ten Expression von Cyclin E, B1 und G1, in erster Linie durch eine verminderte Expression
von c-Myc verursacht wird und zwar insofern, dass c-Myc als Schliisselmediator des TGF-be-
tal-induzierten Zellzyklusarrests agiert. Dies ist auch aufgrund der Tatsache wahrscheinlich,
dass c-Myc gewohnlich Proliferation und Apoptose begunstigt, wéhrend es gleichzeitig die
terminale Differenzierung inhibiert (Grandori & Eisenman, 1997; Facchini & Penn, 1998).
Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sind genau diese Effekte nach der
Behandlung mit TGF-betal invertiert, d. h., man beobachtet eine verminderte Proliferation
und Apoptose, wahrend die terminale Differenzierung, zumindest die neuronale, begunstigt
wird (eigene Ergebnisse).

Eine Studie konnte belegen, dass aNSZ, die fiir 7 Tage in Anwesenheit von TGF-betal kulti-
viert werden, erst nach 8 Wochen nachfolgender Kultivierung ohne TGF-betal Wachstums-
raten aufweisen, die mit denen unbehandelter Zellen vergleichbar sind (Wachs et al., 2006).
Falls Myc bzw. c-Myc tatsachlich fir die verminderte Proliferation und den Zellzyklusarrest
in aNSZ-Kulturen nach TGF-betal-Behandlung (mit-) verantwortlich ist, konnte dies mdg-

licherweise auch den in der Literatur beschriebenen lang anhaltenden Einfluss von TGF-betal
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auf die Proliferation aNSZ erklaren. Ein wesentlicher Aspekt, der diese Theorie untermauert,
ist ndmlich die Tatsache, dass die Expression von Myc, anders als die der CDKI, auch
nach 7-tdgiger TGF-betal-Behandlung noch stark reduziert war (vgl. Tabelle 15, Abschnitt
3.1.2.ii.).

Zusammenfassend identifizieren die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse
im Hinblick auf die Regulation von Zellzykluskomponenten einen molekularen Mechanis-
mus, der die zytostatischen Effekte von TGF-betal auf aNSZ und den resultierenden Wachs-
tumsarrest in der GO-Phase erkldren konnte. Es ist anzunehmen, dass TGF-betal seinen Ein-
fluss auf aNSZ 1) uber die verminderte Expression von Cyclinen, im Besonderen Cyclin E,
B1 und G1 und 2) durch die negative Regulation von Myc entfaltet. Um mehr Licht in diese
dennoch nur rudimentdr verstandenen Prozesse zu bringen, bedarf es sicherlich noch weiter-
fihrender Analysen und Validierungen, die letztlich ermdglichen sollen, die Vielfalt der Hin-
weise zu vernetzen und insbesondere auch die physiologische Relevanz des vorgeschlagenen
Kontrollmechanismus zu tberprifen. Weiterhin I&sst sich vermuten, dass neben den genann-
ten Faktoren, zusétzliche, bis dato unbekannte Schllsselregulatoren in den TGF-betal-indu-

zierten Zellzyklusarrest involviert sind. Auch diese gilt es in Zukunft aufzudecken.

7.2. Die Modulation der adulten Neurogenese durch TGF-betal in vi-

tro

7.2.1. Die Induktion des neuronalen Phédnotyps in TGF-betal-behandelten
aNSZ-Kulturen

Der Prozess der Neurogenese wird auf unterschiedlichen Ebenen reguliert und invol-
viert neben Migration, Determinierung und Zelltod unter anderem Proliferation und Differen-
zierung. Um terminal zu differenzieren, mussen Zellen zunéchst aus dem Zellzyklus austreten
und in die GO-Phase ubergehen (Yoshikawa, 2000), bevor sie schlieBlich eine gliale oder neu-
ronale Richtung einschlagen konnen. Erfolgt die Determinierung der Vorlauferzellen in Rich-
tung eines neuronalen Zellschicksals, so wird schon frih nach der neuronalen Determinierung
der Marker Dcx induziert, welcher transient und spezifisch in bis zu 4 Wochen alten neuro-
nalen Vorlauferzellen und jungen Neuronen exprimiert wird und sich gemald dieses Expres-
sionsmusters in herausragender Weise zur Detektion adulter Neurogenese eignet (Brown et
al., 2003; Couillard-Despres et al., 2005). Die vorliegende Arbeit demonstriert nun erstmals

die Modulation der Dcx-Expression und damit der adulten Neurogenese durch den Wachs-
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tumsfaktor TGF-betal in aNSZ-Kulturen der SVZ unter Proliferationsbedingungen. Nach der
Behandlung dieser Kulturen mit TGF-betal tber einen Zeitraum von 7 Tagen konnte, neben
einem Anstieg der Zellen in der GO-Phase, anhand der durchgefiihrten DNA-Array-Analyse
eine erhohte Dcx-mRNA-Expression nachgewiesen werden, wahrend gleichzeitig eine re-
duzierte Menge an Mbp-mRNA bei gleichbleibender GFAP-mRNA im Vergleich zu kon-
troll-behandelten Zellen detektiert wurde. Im Rahmen einer Realtime-PCR-Validierung wur-
de zudem ein konsistenter Trend in Richtung einer erhdhten Dcx-Expression nach TGF-be-
tal-Behandlung im Verlauf einer 2-stlindigen bis 10-tdgigen Kultivierung beobachtet, der sich
nach 7 und 10 Tagen als signifikant erwies; parallel wurde eine gesteigerte Dcx-Proteinex-
pression nach 7-tagiger TGF-betal-Behandlung unter Proliferationsbedingungen aufgezeigt.
Eine dhnliche Wirkung in Bezug auf die Differenzierung in Richtung eines neuronalen Zell-
schicksals wurde bereits fur TGF-beta2 und TGF-beta3 anhand von mesenzephalen Vorlau-
ferzellen der Maus beschrieben (Roussa et al., 2006). Im sich entwickelnden ZNS wei3 man
dagegen von der Forderung der oligodendroglialen Differenzierung durch TGF-betal (Hunter
et al., 1993; McKinnon et al., 1993). Die Resultate der DNA-Array-Analyse und der Real-
time-PCR-Validierung stehen damit im deutlichen Gegensatz zu diesen Erkenntnissen, da sie,
uber die Dcx-Induktion hinaus, zudem eine verminderte Mbp-Expression nach TGF-be-
tal-Behandlung in aNSZ-Kulturen im Vergleich zu Kontroll-Kulturen belegen. Diese be-
statigte sich anhand von Farbungen, die nach der Kultivierung aNSZ unter oligodendroglialen
Differenzierungsbedingungen durchgefuhrt wurden, auch auf Proteinebene (vgl. Kap. 3.7.).
Dariiber hinaus konnte in diesem Zusammenhang die unter Proliferationsbedingungen beob-

achtete, unveranderte Expression von GFAP nach TGF-betal-Behandlung verifiziert werden.

Eine Zunahme der neuronalen Differenzierung bei gleichbleibender Astrozytenzahl und paral-
leler Abnahme der oligodendroglialen Population konnten auch Untersuchungen an adulten
ZNS-Vorlauferzellen aus Nagetieren belegen, die mit Histon-Deazetylase-Inhibitoren behan-
delt wurden (Siebzehnribl, 2007). Durch deren Einsatz konnte im Rahmen der Anwendung
eines neuronalen Differenzierungsprotokolls die Menge differenzierender Neurone sogar ver-
funffacht werden. Interessanterweise fand sich auf molekularer Ebene zudem eine erhéhte Ex-
pression von Cyclin D2 (Siebzehnribl, 2007), dhnlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Dies
lasst auf einen gemeinsamen, der Wirkung von TGF-betal und Histon-Deazetylase-Inhibito-
ren zugrunde liegenden Mechanismus schlieBen. Da die Array-Analyse keine signifikante

Veranderung im Hinblick auf die Expression von Histon-Deazetylasen durch TGF-betal zeig-
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te, ware denkbar, dass die Anwendung von Histon-Deazetylase-Inhibitoren zu einer Indukti-

on von TGF-betal fiuhrt, welches im Anschluss die weiteren Effekte vermittelt.

Die Befunde dieser Promotionsarbeit stehen zudem auch im Einklang mit einer Studie, wel-
che eine neuronale Differenzierung in embryonalen NSZ aus dem ventralen Mesenzephalon
der Ratte im Anschluss an einen durch Deferoxamin-vermittelten Zellzyklusaustritt beschreibt
(Kim et al., 2006). Die Behandlung mit dem G1/S-Phase-Blocker im Vorfeld an die Kulti-
vierung in Differenzierungsmedium resultierte in einer erhdhten Anzahl RI11-Tubulin-posi-
tiver Neurone, begleitet von einer Erhéhung von Map2-mRNA und -Protein zulasten der
GFAP-Protein-Expression. Weiter forderte Deferoxamin nach 1-2 Tagen spezifisch die An-
h&ufung von p27-mRNA, welche nachfolgend eine Akkumulation des Proteins nach sich zog;
diese ging mit einer Aktivierung des NeuroD-Promoters und einer Erhéhung der Neu-
roD-mRNA einher (Kim et al., 2006). Ahnliches konnte eine unabhéngige Studie zeigen, die
nachwies, dass die Uberexpression proneuraler Gene wie NeuroD2, Mashl oder Neuroge-
nin-1 in embryonalen Maus-Karzinomzellen Gber die Induktion von p27 und einen Zellzyk-
lusarrest in G1 zur neuronalen Differenzierung fiihrt (Farah et al., 2000). Auch im sich ent-
wickelnden Rickenmark bewirkt die Aktivierung von neurogenen Faktoren und p27 ei-
nen Zellzyklusexit sowie die neuronale Differenzierung, ausgeldst durch die Aktivitat von
TGF-betal (Garcia-Campmany & Marti, 2007). Wenngleich die anldsslich dieser Arbeit
durchgefuihrte Array-Analyse keinen Hinweis auf einen Anstieg der p27- und NeuroD-mRNA
nach 7-tagiger Kultivierung mit TGF-betal ergab, konnte der Transkriptionsfaktor NeuroD
im Rahmen der Transpath-Analyse mit dem ArrayAnalyzer Tool dennoch als Schlusselmole-
kil ausgemacht werden, welches, ausgehend von den regulierten Genen vom Microarray,
durch Uberdurchschnittlich viele Reaktionen innerhalb der Signalnetzwerke der Transpath-
Datenbank erreicht wird, und die Expression einer Vielzahl an Genen reguliert. Vor diesem
Hintergrund ist nicht auszuschlieBen, dass eine verénderte p27- bzw. NeuroD-mRNA-Ex-
pression - obwohl maéglicherweise kurz nach Beginn der TGF-betal-Behandlung vorhanden -
nach 7 Tagen nicht mehr nachweisbar war.

Eine weiterfihrende Studie zur oben genannten Studie von Kim et al. konnte belegen, dass
der beobachtete Anstieg der Neurogeneserate infolge des G1/S-Zellzyklusarrests ber einen
Anstieg an TGF-betal-mRNA und -Protein 24 h nach Beginn der Differenzierung mediiert
wird (Misumi et al., 2008). Der G1/S-Phase-Blocker Deferoxamin induzierte zunéchst eine
gesteigerte Expression von TGF-betal, welches im Anschluss die neuronale Differenzierung

forderte. Folglich resultierte die Inhibierung des TGF-betal-Signalweges ber den TGFRI-In-
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hibitor SB-505124 in einer verminderten, DFO-induzierten Neurogenese, gepaart mit einer er-
niedrigten p27-Proteinexpression und einer reduzierten Smad3-Translokation in den Nukleus
(Misumi et al., 2008). Damit stiitzen diese Erkenntnisse die Ergebnisse dieser Promotionsar-
beit, welche einen Zellzyklusarrest sowie eine Induktion des neuronalen Phanotyps infolge
der TGF-betal-Behandlung belegen, in erheblichem Malie.

Normalerweise bleiben Zellen in einem undifferenzierten Zustand, solange sie proliferativen
Stimuli ausgesetzt sind, und leiten die Differenzierung erst ein, sobald die mitogene Stimula-
tion abnimmt. So konnte eine kiirzlich veroffentlichte Studie an aNSZ-Primérkulturen des
Gyrus dentatus eine gesteigerte Neurogeneserate nach TGF-betal-Behandlung unter Differen-
zierungsbedingungen, das hei8t nach Entzug von Wachstumsfaktoren, nachweisen (Battista et
al., 2006). Es gibt jedoch Hinweise, wonach die terminale Differenzierung auch durch die ak-
tive Interferenz von Mitogenen mit Wachstumsinhibitoren wie TGF-betal induziert werden
konnte (Zentella & Massague, 1992). Die besondere Bedeutung der im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse liegt nun darin, dass diese, neben dem anti-mitogenen Effekt von
TGF-betal auf aNSZ, erstmals eine Induktion der neuronalen Differenzierung in TGF-be-
tal-behandelten aNSZ-Kulturen unter Proliferationsbedingungen belegen. Da der Effekt von
TGF-betal offenbar ber die mitogenen Effekte von EGF und FGF in Kultur dominiert,
drangt sich die Vermutung auf, dass TGF-betal (iber eine Inhibierung des EGF/FGF-Signal-
weges agiert, um die Proliferation zu stoppen und die neuronale Differenzierung herbeizufuh-
ren. Angesichts dieser Annahme scheint die beobachtete Induktion der FGFRI-Expression
nach TGF-betal-Behandlung (vgl. Kap. 3.2.1.ii.) zunachst kontrovers. Jedoch kénnte sie dem
Zweck dienen, der Hemmung der EGF/FGF-Signaliibertragung durch TGF-betal entgegen-
zuwirken und insofern eine Art negativen Rickkoppelungs-Mechanimus darstellen, um die
Proliferation der Zellen in Anwesenheit von TGF-betal zumindest teilweise aufrechtzuerhal-
ten. TGF-betal-behandelte Zellen sind ja bekanntlich in ihrer Proliferation eingeschrénkt,
aber nicht vollstandig inhibiert. Die beobachtete Induktion von Cyclin D2 nach TGF-be-
tal-Behandlung, die im Zusammenhang mit dem TGF-betal-induzierten Zellzyklusarrest zu
Beginn ebenfalls ratselhaft erschien, konnte mdglicherweise Teil dieses Mechanismus sein
und in der Wirkung von FGF begriindet liegen, zumal bekannt ist, dass FGF die Expression
von Cyclin D2 und die Anzahl proliferativer Teilungen in kortikalen Stammzellen der Maus
erhoht (Lukaszewicz et al., 2002).

Die fuhrende Rolle eines TGF-betal-mediierten anti-proliferativen Signals gegeniiber mito-

genen Signalen konnte bereits anhand von weiteren Studien aufgezeigt werden. Auch in Zel-
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len aus der Neuralleiste dominierte TGF-betal iber bFGF/Neurotrophin und fiihrte - ahnlich
wie in aNSZ-Kulturen - zu einer gesteigerten Neurogeneserate (Zhang et al., 1997). Zu-
dem konnte eine terminale Differenzierung in Anwesenheit von Mitogenen, ausgeldst durch
TGF-betal, anhand von Untersuchungen an Myoblasten der Ratte demonstriert werden
(Zentella & Massague, 1992). Diese ging mit einer wachstumsinhibierenden Antwort einher,
die zu einer Akkumulation der Zellen in der G1-Phase flhrte und von einem rapiden und
persistenten Abfall der c-Myc-Expression sowie einem Abfall der Id-Expression begleitet war
(Zentella & Massague, 1992). Diese Befunde machen weitere Parallelen zu TGF-betal-be-
handelten aNSZ-Kulturen deutlich, nachdem aNSZ, die in Gegenwart von EGF und FGF
kultiviert wurden, ebenso durch TGF-betal in ihrem Wachstum inhibiert waren. Daruber
hinaus resultierte auch die Behandlung dieser Kulturen mit TGF-betal in einem Zellzyklus-
arrest, welcher mit einem Abfall der c-Myc-Expression einherging. Nicht zuletzt beeinflusste
TGF-betal in aNSZ-Kulturen auch die Expression von Id-Proteinen, welche im Allgemeinen
die Progression durch den Zellzyklus ber die Interaktion mit Zellzykluskomponenten fordern
(Ruzinova & Benezra, 2003), in negativer Weise. So enthillte die DNA-Array-Analyse eine
stark erniedrigte Expression von 1d3-mRNA nach der Behandlung aNSZ mit TGF-betal tber
einen Zeitraum von 7 Tagen (vgl. Tabelle 15; Kap. 3.1.2.ii.). Angesichts dieser zahlreichen
Homologien in Bezug auf die Wirkung TGF-betas auf aNSZ-Kulturen und Myoblasten muss
angenommen werden, dass TGF-betal die genannten Effekte tber einen allgemeingiltigen

Mechanismus entfaltet.

Extrazellulare Stimuli wie Mitogene beeinflussen tber eine Bindung an Rezeptor-Tyrosin-Ki-
nasen (RTK) wie z. B. FGFR und PDGFR die Aktivitdt Mitogen-aktivierter Protein (MAP)-
Kinasen. RTKs aktivieren dazu zundchst einen komplexen Mechanismus, der Uber die Bin-
dung von Ras an die Raf-Kinase initiiert wird und im Anschluss eine Protein-Kinase-Kaskade
in Gang setzt. Als Erstes erfolgt die Aktivierung der Map Kinase Kinase Mek uber die MAP
Kinase Kinase Kinasen c-Raf, c-Mos sowie Mekk mittels Phosphorylierung, bevor schlie8lich
Mek wiederum die MAP Kinase phosphoryliert und aktiv werden lasst. Letztere translokiert
in den Nukleus, wo viele Zielgene des MAP Kinase-Signaltransduktionsweges, einschlieBlich
Transkriptionsfaktoren, die tber MAP Kinase Phosphorylierungen reguliert sind (z. B. EIk-1,
c-Myc, c-Jun, c-Fos, und C/EBP beta), lokalisiert sind (Davis, 1995). Die Serin/Threonin-spe-
zifischen Proteinkinasen regulieren auf diese Weise zahlreiche zellulére Aktivitaten, wie Gen-
expression, Proliferation, Differenzierung und Zelltod (Pearson et al., 2001). Innerhalb der

Upstream-Analyse im Rahmen der Pathway-bezogenen Auswertung der DNA-Array-Analyse
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wurde Mekl (Map2kl) als Schlisselregulator, der die Expression einer Vielzahl an Genen
kontrolliert, identifiziert. Mek1 wird, ausgehend von den Inputgenen, durch tberdurchschnitt-
lich viele Reaktionen erreicht, zumal sich die Signalwege vieler Gene, darunter Tp53,
PDGFRa, TGFRII, c-Myc sowie Hesl bei diesem Molekul tberschneiden. Somit scheint
Mek1 eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Genexpression in TGF-betal-behandel-

ten aNSZ-Kulturen zuzukommen.

In kortikalen Vorlauferzellen agieren aktivierte PDGF- und FGF-Rezeptoren Gber den MAP
ERK Kinase (Mek)-C/EBP-Signalweg, um die Neurogenese zu steigern (Davis, 1995). Da
sich anlasslich der DNA-Array-Analyse eine erhdhte Expression von PDGFR und FGFR nach
TGF-betal-Behandlung, begleitet von einer verminderten Expression von MAPK3 (ERK1)
und c-Myc ergab, ist eine Involvierung des Ras/ERK/MAPK-Signalweges in die Vermit-
telung der TGF-betal-induzierten zelluldren Antworten wahrscheinlich. Die Aktivierung des
MAPK-Signalweges durch TGF-betal wurde zudem bereits in verschiedenen Zellsystemen
beobachtet (Massague, 2000). Mehrere Forschungsgruppen konnten zeigen, dass TGF-be-
ta sowohl Ras wie auch ERK1/2 aktivieren kann (Mulder & Morris, 1992; Hartsough &
Mulder, 1995; Frey & Mulder, 1997). Darlber hinaus ist bekannt, dass die Aktivierung des
Ras/ERK/MAPK-Signalweges durch TGF-betal eine autokrine Vervielfaltigung der TGF-be-
tal-Expression induzieren kann (Yue & Mulder, 2000). Uber die Art, wie TGF-betal zu einer
Aktivierung des MAPK-Signalweges flhrt, ist man sich dagegen noch uneinig. Zwar gibt es
Hinweise, wonach Smad-Proteine mit Mitogen-aktivierter Kinase interagieren (Seoane et al.,
2004); jedoch schlagen verschiedene Studien eher einen direkten, Smad- und transkription-
ell/translationell-unabhéngigen Mechanismus vor. Dies resultiert einerseits aus der Tatsache,
dass der MAPK-Pathway bereits innerhalb von Minuten nach der TGF-betal-Behandlung ak-
tiviert wird (Massague, 2000). Andererseits stlitzen aber auch Experimente mit Smad 4-defi-
zienten Zellen und dominant-negativen Smad-Formen die Theorie eines Smad-unabhangigen
Mechanismus zur Aktivierung des MAPK-Signalweges durch TGF-betal (Engel et al., 1999).
Erst kirzlich konnte die durch die RTK/Ras/MAPK-AKktivitat induzierte N-terminale Phos-
phorylierung von p53 als Verbindungsstelle, welche TGF-betal und Ras/s/MAPK-Signale inte-

griert, identifiziert werden (Cordenonsi et al., 2007).

Die neuronale Differenzierung wird durch verschiedene Faktoren streng reguliert (Ohnuma &
Harris, 2003). Wéhrend zum einen Transkriptionsfaktoren wie Mashl und trophische Fak-
toren wie z. B. Neurotrophin-3 Schllsseldeterminanten der neuronalen Differenzierung sind,

beeinflussen auch CDKI, neben ihrer Rolle als Inhibitoren der Zellzyklusprogression, uber
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einen CDK-unabhéngigen Mechanismus die Differenzierung neuraler Zellen (Ohnuma et al.,
2001; Cremisi et al., 2003; Joseph et al., 2003; Vernon et al., 2003; Lim et al., 2007). So
konnte dem universellen CDKI p27 eine essentielle Rolle im Hinblick auf die neuronale Dif-
ferenzierung zugewiesen werden (Levine et al., 2000; Dyer & Cepko, 2001), wenngleich p27
auch fir die Differenzierung von Astrozyten und Oligodendrozyten-Vorlaufern erforderlich
zu sein scheint (Durand & Raff, 2000; Koguchi et al., 2002). Dementsprechend fiihrte die De-
pletion von p27 im Rahmen einer unabhdngigen Studie zu einer Reduktion der neuronalen
Differenzierung (Carruthers et al., 2003), wahrend der Verlust der p27-Funktion im Sauger-
gehirn zudem in einer erhohten proliferativen Kapazitat von Oligodendrozyten-Vorldufern re-
sultierte (Casaccia-Bonnefil et al., 1999). In embryonalen Stamm- und Vorlauferzellen, die
mit dem Zellzyklusblocker Deferoxamin behandelt wurden, wurde dagegen eine Zunahme der
neuronalen Differenzierung aufgrund einer erhéhten p27-Proteinexpression beobachtet; auch
fiihrte die Transfektion von Neurospharoiden mit p27 zu einem Anstieg der Neurogeneserate
(Kim et al., 2006). Anlasslich dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass potentiell
jede Substanz, welche die Fahigkeit besitzt, einen G1/S-Phase-Arrest zu veranlassen, die neu-
ronale Differenzierung protegieren konnte (Misumi et al., 2008). Wenngleich auch die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Behandlung aNSZ-Kulturen mit TGF-betal
einen Zellzyklusarrest induziert und die neuronale Determinierung dieser Zellen fordert, sind
diese Hinweise dennoch unzureichend, um das postulierte Modell eindeutig zu belegen. Inso-
fern scheinen zusétzliche Experimente notig, um letztlich aufzuklaren, ob die Aktivierung des

Arrest-Pathways tatsachlich die grundlegende Ursache der gesteigerten Neurogeneserate ist.

Dem Anschein nach ist die gesteigerte Neurogeneserate in aNSZ-Kulturen nach 7-tagiger
Behandlung mit TGF-betal, anders als im embryonalen System, unabhéngig von einer erho-
hten p27-Expression, zumal im Rahmen der DNA-Array-Analyse keine veranderte Expres-
sion des CDKI verifiziert werden konnte. Auf der Basis von Untersuchungen, welche eine In-
duktion von CDKI innerhalb kurzer Zeit nach dem auslésenden Stimulus erkennen lieRen, ist
allerdings nicht auszuschlieRen, dass eine mdglicherweise verdnderte Expression von p27
und/oder weiteren Zellzyklus-Inhibitoren nach 7 Tagen nicht mehr detektierbar war. Das ein-
zig greifbare Indiz dafur, dass CDKI in die Differenzierung aNSZ involviert sein kénnten, lie-
ferte letztlich die verénderte Expression des Zellzyklusinhibitors p57 nach 7-tagiger TGF-be-
tal-Behandlung (vgl. Tabelle 15; Kap. 3.1.2.ii.). Eine Untersuchung an Zellen aus der Neural-
platte konnte ndmlich zeigen, dass die Funktion von p57 benétigt wird, um die Zellteilung

zu stoppen und die Differenzierung in Neurone zu beginstigen; dariber hinaus ist die
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CDKI-Funktion zudem fir die Spezifizierung von Oligodendrozyten von ventralen Riicken-
marksvorlaufern erforderlich. In diesem Zusammenhang scheint allerdings die Menge an
CDKI ein wesentlicher Faktor zu sein, der das Zellschicksal bestimmt. Wéhrend hohe Kon-
zentrationen an p57 den Zellzyklusarrest und die neuronale Entwicklung fordern, werden im
Verlauf der spaten Embryogenese neurale Zellen mit niedrigen p57-Konzentrationen fir das

oligodendrogliale Schicksal spezifiziert (Park et al., 2005).

Im Gegensatz zu der Studie von Park et al. gibt es auch Hinweise, wonach p57 in neuralen
Stammzellen als Repressor neuronaler Differenzierung nach Mitogen-Entzug agiert, wahrend
es die astrogliale Differenzierung nicht beeinflusst. Der CDKI entfaltet seine inhibierende
Wirkung hier durch Interaktion mit pro-neuronalen basic Helix-Loop-Helix (bHLH)-Faktoren
wie Mashl (Ascll) und NeuroD und reprimiert dadurch die Aktivitat der Transkriptionsfak-
toren (Joseph et al., 2009). Angesichts der verminderten Expression von p57 und einer erhoh-
ten Expression von Ascll auf mRNA-Ebene nach TGF-betal-Behandlung ist anzunehmen,
dass p57 in aNSZ-Kulturen, entgegen seiner allgemein beschriebenen Rolle als Inhibitor der
Zellzyklusprogression, eine Rolle bei der Differenzierung in Richtung eines neuronalen Zell-
schicksals zukommt. In diesem Kontext sind allerdings noch Studien nétig, um 1) aufzukla-
ren, ob die verminderte Expression von p57 tatsachlich fur die Induktion eines neuronalen
Phanotyps in aNSZ-Kulturen bedeutsam ist (insbesondere sollte auch die Expression von p57
auf Proteinebene untersucht werden) und wenn ja 2) ob die erniedrigte Expression von p57
die neuronale Differenzierung gezielt fordert oder nur erlaubend zul&sst und somit neben wei-

teren, Einfluss nehmenden Faktoren nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Es gibt Hinweise, wonach eine wechselseitige VVerbindung zwischen der p57-Expression und
dem Notch-Signalweg besteht. Beispielsweise kontrolliert der Notch-Pathway die Grolie der
Augenlinse, indem er die Expression von p57 reguliert (Jia et al., 2007). Auch konnten Stu-
dien am Zebrafisch nachweisen, dass der Notch-Signalweg in negativer Weise Einfluss auf
die p57-Expression nimmt (Park et al., 2005). Demzufolge macht der im Rahmen dieser Ar-
beit erbrachte Nachweis einer verminderten p57-Expression in aNSZ-Kulturen nach TGF-be-
tal-Behandlung eine Involvierung des Notch-Signalweges wahrscheinlich. Dariiber hinaus
macht ein weiterer Aspekt deutlich, dass die Aktivierung des Notch-Signalweges im Zusam-
menhang mit aNSZ-Kulturen, die mit TGF-betal behandelt wurden, bedeutsam sein konnte:
Auf der Grundlage von Untersuchungen an epithelialen Zellen konnte namlich bereits eine
Verbindung zwischen dem Notch- und dem TGF-beta-Signalweg nachgewiesen werden, die

uber eine TGF-betal-vermittelte Induktion des Notch-Liganden Jaggedl mediiert ist (Zavadil
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et al., 2004). Die beiden Signalwege sind zudem uber eine mogliche direkte Protein-Pro-
tein-Interaktion zwischen den Signal-transduzierenden Elementen beider Pathways, der intra-
zelluldren Doméne von Notch (NICD) mit dem intrazelluldren Signaltransducer Smad3, ver-
flochten (Blokzijl et al., 2003). Anhand einer kiirzlich veroffentlichten Studie, in der die hu-
mane NICD ektopisch in epithelialen Mauszellen exprimiert wurde, konnte die zentrale Be-
deutung der Notch-Signallbertragung in Bezug auf den TGF-betal-induzierten Wachstums-
arrest epithelialer Zellen demonstriert werden (Niimi et al., 2007). Die Blockierung der endo-
genen Notch-Signaliibertragung durch den Einsatz von y-Sekretase-Inhibitoren (Brunkan &
Goate, 2005) in Anwesenheit von TGF-betal machte weiter deutlich, dass endogenes
Notch-Signaling sogar essentiell ist, damit TGF-betal seine zytostatischen Effekte entfalten
kann, zumal der gleichzeitige Einsatz des Blockers und TGF-betal zwar zu einer unvoll-
standigen, aber dennoch wesentlichen Wiederherstellung des S-Phase-Eintritts im Vergleich
zu Zellen, die ausschliellich mit TGF-betal behandelt wurden, fiihrte. Darlber hinaus ent-
hillte eine transkriptomale Analyse nach der Blockierung von endogenem Notch-Signaling
verschiedene Gene wie p21, deren Regulation durch TGF-betal einen aktiven Notch-Pathway
erfordert (Niimi et al., 2007). Andererseits belegte eine 2003 veroffentlichte Studie aber eine
Blockierung des TGF-betal-mediierten Wachstumsarrests in Epithelzellen der Lunge durch
NICD. Die NICD beeintrachtigte diesbeziiglich nicht die TGF-beta-Signallibertragung per se,
sondern blockierte die Induktion des CDKI p15 durch andauernde, erhéhte Expression von
c-Myc in NICD-exprimierenden Zellen (Rao & Kadesch, 2003).

Neben seiner Involvierung in die Zellproliferation (Maillard et al., 2005), gilt Notch gemein-
hin als Hauptregulator des Zellschicksals (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Lai, 2004). Der
Signalubertragung durch die Jagged1/Notchl-Signalkaskade kommt eine Schlusselrolle bei
der Erhaltung der Selbsterneuerungsfahigkeit und des Potentials zur Differenzierung von
Stammzellen zu (Morrison et al., 2000; Hitoshi et al., 2002; Lutolf et al., 2002; Nyfeler et al.,
2005). Im entwickelnden ZNS bewahrt die Aktivierung der Notch-Signalkaskade den Pro-
genitor-Pool und inhibiert die neuronale und oligodendrogliale Differenzierung, wéhrend die
Astrogliogenese gefordert wird (Ge et al., 2002). Untersuchungen der retinalen Neurogenese
schlagen darlber hinaus, neben der Rolle von Notchl bei der Differenzierung unreifer Zell-
populationen, eine Involvierung von Notchl in die Erhaltung des differenzierten Status vor,
da die Aktivitdt von Notchl in diesem Zusammenhang mit unreifen und terminal differen-
zierten Zellen assoziiert wird (Ahmad et al., 1995). Sowohl Notchl als auch Jaggedl sind

auch in den adulten, neurogenen Nischen vertreten, wo sie eine wichtige Stellung bei der Er-
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haltung des Stammzellpools einnehmen und neuronale Stammzelldifferenzierung kontrollier-
en (Nyfeler et al., 2005). Auch in vitro agiert endogenes Jaggedl durch Notchl, um die
Selbsterneuerungsfahigkeit multipotenter neuraler Stammzellen aus der postnatalen SVZ zu
stimulieren (Nyfeler et al., 2005). Weiterfuhrende Studien weisen darauf hin, dass Notch, ne-
ben der Inhibierung der neuronalen Differenzierung, aktiv die Entwicklung einer glialen Iden-
titat fordern konnte (Gaiano et al., 2000; Morrison et al., 2000). So konnte in adulten, neura-
len Stammzellen aus dem Hippocampus eine Forderung der astroglialen Differenzierung
nachgewiesen werden (Tanigaki et al., 2001). Weiter konnte in verschiedenen Systemen
durch die Uberexpression einer aktiven Form von Notch die Gliogenese zulasten der Neuro-
genese erhoht werden (Gaiano & Fishell, 2002). Die Rolle von Notch wéhrend der Glioge-
nese in Vertebraten scheint allerdings nicht uniform zu sein, zumal Notchl und Jaggedl die
oligodendrogliale Differenzierung im optischen Nerv reprimieren (Wang et al., 1998). Ob und
inwieweit der Notch-Signalweg im Zusammenhang mit der verminderten Proliferation und
der Induktion des neuronalen Phanotyps in aNSZ-Kulturen nach TGF-betal-Behandlung von
Bedeutung ist, bleibt noch endgiiltig zu kldaren. Allerdings ergab die Auswertung der
DNA-Array-Analyse eine verdnderte Expression mehrerer Komponenten des Notch-Signal-
weges nach 7-tagiger TGF-betal-Behandlung, was die Theorie einer Involvierung des Notch-
Signalweges in die Vermittelung der TGF-betal-induzierten Effekte weiter untermauert.
Wenngleich die Notch-Rezeptoren selbst keine veranderte Expression nach TGF-betal-Be-
handlung erkennen lieRen, fand sich eine erhohte Expression der Notch-Liganden DII1 und
Jaggedl nach TGF-betal-Behandlung. Darlber hinaus waren auch verschiedene Zielgene des
Notch-Signalweges, z. B. Hesl und Ascll, betroffen, welche ebenfalls eine erhthte Expres-
sion nach TGF-betal-Behandlung aufwiesen.

Die Notch-Signalkaskade wird tber Rezeptoren (Notch 1-4), die auf der Zelloberflache loka-
lisiert sind, mediiert (Lai, 2004). Nach der Bindung eines, auf einer benachbarten Zelle expri-
mierten, Transmembranliganden (Delta-like 1, Delta-like 2, Delta-like 3 oder Jaggedl, Jag-
ged2) an den Rezeptor erfolgt im Anschluss die proteolytische Spaltung von Notch durch
TACE (tumor necrosis factor alpha converting enzyme) und y-Sekretase. Letztere flhrt zur
Freisetzung der NICD (Notch intracellular domain) von der Membran (Schroeter et al., 1998)
und erlaubt deren Translokation in den Nukleus, wo die NICD an den Transkriptionsfaktor
CSL bindet, der wiederum die Expression von Targetgenen stimuliert (Lai, 2004). Zu den
Zielgenen des Notch-Pathways z&hlen unter anderem die Hes-Transkriptionsfaktoren, welche

einen Aspekt der Notch-Signalubertragung, ndmlich die Blockierung der Neurogenese, ver-



7. Diskussion 171

mitteln. Der Transkriptionsfaktor Hes1, der zur Familie der bHLH-Transkriptionsfaktoren ge-
hort, reprimiert die neuronale Differenzierung (Chitnis, 1995) und tragt zur Erhaltung des
Stammzellpools bei, indem er die Transkription proneuraler Gene wie Ascll (Mashl) durch
direkte Bindung an den Ascl1-Promoter oder aber durch die Formierung eines nicht funktion-
alen Heterodimers mit E47 unterdriickt (Chen et al., 1997; Parks et al., 1997; Egan et al.,
1998; Cau et al., 2000; Nakamura et al., 2000; Nieto et al., 2001; Kageyama et al., 2005).
Dariiber hinaus beeinflusst Hes1 auch die gliale Differenzierung. So fiihrte die Uberexpres-
sion von Hesl in glial-determinierten Vorl&uferzellen zu einer verminderten Expression von
Mbp zugunsten einer erhdhten GFAP-Expression (Wu et al., 2003). Eine vor wenigen Jahren
veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass die Aktivierung des TGF-beta-Signalweges die Ex-
pression von Hesl sowohl in vitro als auch in vivo erhoht (Blokzijl et al., 2003). Dieses
Ergebnis konnte anlésslich der DNA-Array-Genexpressionsanalyse an aNSZ-Kulturen veri-
fiziert werden. Die ebenfalls beobachtete, erniedrigte Mbp-Expression nach TGF-betal-Be-

handlung kénnte demnach in Verbindung mit der Induktion von Hes1 stehen.

Neben Hesl kommt auch einem weiteren Mitglied der bHLH-Protein-Familie eine zentrale
Bedeutung bei der Regulation der Differenzierung neuraler Stammzellen (Kageyama et al.,
2005) zu: Ascll. Eine im Jahr 2000 veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass die Uberex-
pression von Ascll in embryonalen Maus-Zellen ein neuronales Zellschicksal induziert (Farah
et al., 2000). Ascll zahlt somit zu den aktivierenden bHLH-Transkriptionsfaktoren, den soge-
nannten proneuralen Proteinen. Proneurale bHLH-Transkriptionsfaktoren wie Ascll férdern
aber nicht nur die Spezifizierung eines neuronalen Zellschicksals, sondern inhibieren dartber
hinaus zugleich die friihzeitige, gliale Differenzierung in vitro und in vivo (Furukawa et al.,
2000; Nieto et al., 2001; Sun et al., 2001). Des Weiteren begunstigen sie auch die Expression
von Zellzyklusinhibitoren (Bertrand et al., 2002). Wie weiter oben bereits dargelegt, lasst sich
nach 7-tagiger Inkubation aNSZ-Kulturen in Anwesenheit von TGF-betal eine Zunahme der
Ascll-mRNA-Expression im Vergleich zu kontroll-behandelten Zellen beobachten. Ange-
sichts der Tatsache, dass Hesl gewdhnlich die Expression von Ascll innerhalb derselben
Zelle inhibiert, muss aufgrund der parallelen Erhéhung der Ascll- und Hesl-mRNA (eige-
ne Ergebnisse, siehe Kap. 3.1.3., Tabelle 18) angenommen werden, dass die veranderte
MRNA-Expression von Ascll und Hesl verschiedene Zellpopulationen der aNSZ-Kultur be-
trifft.

Dies liel3e sich moglicherweise tUber einen Mechanismus, &hnlich dem der lateralen Inhibi-

tion, welcher im Zusammenhang mit dem Notch-Signalweg wahrend der Entwicklung nach-
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gewiesen wurde, erklaren. Die laterale Inhibition beschreibt die interzelluldre Regulation
zweier Zellen, wobei die Signal aussendende Zelle die benachbarte Zelle hindert, ein ihr ana-
loges Zellschicksal zu forcieren. Im sich entwickelnden Saugergehirn geht dies folgender-
malen vonstatten: Das proneurale Protein Mashl interagiert mit dem Promoter des Notch-Li-
ganden DII1 und induziert dessen Expression. DII1 aktiviert in der Folge den Notch-Signal-
weg in benachbarten Zellen (Castro et al., 2006). Dadurch werden in diesen Zellen Hes1 und
Hes5 exprimiert, was dazu flhrt, dass die Zellen negativ fur die Expression von proneuralen
Genen und Notch-Liganden werden und als Stammzellen verbleiben (Artavanis-Tsakonas et
al., 1999), weil Hes die Expression proneuraler Gene innerhalb dieser Zellen inhibiert. Die
verminderte Expression von Notch-Liganden bewirkt anschlieend, dass der Notch-Signal-
weg in zur verbleibenden Stammzelle benachbarten Zellen nicht angeschaltet wird. Dies re-
sultiert wiederum in einer erhdhten Expression von proneuralen und Notch-Liganden-Genen
in der benachbarten Zelle, die schlie3lich neuronal ausdifferenziert. Auf der Basis dieses Me-
chanismus l&sst sich der Einfluss von TGF-betal auf die Neurogenese in aNSZ-Kulturen
moglicherweise anhand des folgenden Modells erklaren: Durch die Kultivierung aNSZ in An-
wesenheit von TGF-betal wird initial Ascll in Vorlauferzellen induziert. Infolgedessen steigt
in diesen Zellen die Expression von DII1 an, welches in benachbarten, Notch-exprimierenden
Zellen den Notch-Signalweg aktiviert und tber Hesl zu einer Hemmung der neuronalen Dif-
ferenzierung in diesen Zellen fiihrt, sodass sie als Stammzellen verbleiben. Die Signal aus-
sendenden Zellen, in denen urspringlich Ascl induziert wurde, schlagen dagegen einen Weg
in Richtung der neuronalen Differenzierung ein, zumal Ascll neuronale Gene aktiviert und
- unter Anwesenheit von Wachstumsfaktoren wie bFGF - die neuronale Differenzierung for-
dert (Gangemi, 2004). Ein derartiger Mechanismus scheint insbesondere auch vor dem Hin-
tergrund einer Notch-Expression in Stammzellen aus den neurogenen Regionen des adulten
Nagergehirns (Stump et al., 2002) nicht unwahrscheinlich und kénnte womaoglich die gestei-
gerte Dcx-Expression/Neurogeneserate nach TGF-betal-Behandlung erklaren. Da diese Uber-
legungen rein spekulativen Charakters sind, konnen letztlich aber nur zusétzliche Experi-
mente zeigen, ob die aufgestellte Hypothese von physiologischer Relevanz ist und inwieweit
die Signallbertragung durch die Notch-Signalkaskade zur Induktion des neuronalen Phano-
typs in TGF-betal-behandelten aNSZ-Kulturen beitragt. Im Zusammenhang mit diesen Unter-
suchungen ware sicherlich die Blockierung von Hesl im Hinblick auf die Mdéglichkeit, dass

sich die Neurogeneserate dadurch noch weiter steigern lieRe, von besonderem Interesse.
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Dass der Notch-Signalkaskade in jedem Fall eine Bedeutung bei der Vermittelung der
TGF-betal-induzierten Effekte in aNSZ zukommt, wird allerdings schon aufgrund eines wei-
teren Aspekts Klar ersichtlich. Neben der erhohten Expression von DII1 wurde im Rahmen der
DNA-Array-Expressionsanalyse ndmlich auch eine erhdhte Expression von Jaggedl nach
TGF-betal-Behandlung nachgewiesen, die mittels Realtime-PCR bestétigt werden konnte.
Jaggedl wird in neurogenen Regionen des adulten ZNS - in der adulten SVZ in direkter
Nachbarschaft zu Notch-exprimierenden Zellen - exprimiert (Stump et al., 2002). Untersuch-
ungen an Stammzellen aus der SVZ verweisen auf eine zentrale Rolle von Jaggedl bei der Er-
haltung ihrer Selbsterneuerungsfahigkeit und damit der Stammzellpopulation im postnatalen
Gehirn (Nyfeler et al., 2005). Der Funktionsverlust von Jaggedl fiihrte ndmlich zu einem
Verlust selbstreplizierender, neuraler Stammzellen in vitro, wahrend die Applikation von l6s-
lichem Jagged1l die Selbsterneuerungsfahigkeit und das neurogene Potential von multipoten-
ten neuralen Stammzellen wiederherstellte (Nyfeler et al., 2005). Die stetige Zunahme der
Jaggedl1-Expression, die im Verlauf von 10d wahrend der TGF-betal-Behandlung beobachtet
wurde (eigene Ergebnisse), konnte demzufolge die unveranderte Selbsterneuerungsfahigkeit
in aNSZ-Kulturen der SVZ nach TGF-betal-Behandlung erkldaren (Wachs et al., 2006). Aller-
dings scheint der Befund vor dem Hintergrund einer verminderten Proliferation aNSZ-Kultu-
ren nach TGF-betal-Behandlung zunéchst nicht plausibel, wiirde man aufgrund der dargeleg-
ten Studien doch vermuten, dass eine erhohte Jaggedl-Expression in aNSZ-Kulturen nach
TGF-betal-Behandlung die Selbsterneuerungsfahigkeit der Stammzellen und folglich deren
Proliferation fordert. Eine mdogliche Erklarung diesbeziglich kénnte ein fein abgestimmter
Mechanismus zwischen der Signallibertragung durch die Jagged1/Notch-Signalkaskade, wel-
che die Erhaltung der Selbsterneuerungsféhigkeit und damit die Proliferation der Stammzellen
begunstigt, in Konkurrenz zur Signallbertragung durch die Delta-like 1/Notch-Signalkaskade
liefern. Letztere konnte, wie oben beschrieben, im Rahmen eines Mechanismus &hnlich dem
der lateralen Inhibition tber die Induktion von Hesl in Notch-exprimierenden Zellen dazu
beitragen, dass diese als Stammzellen verbleiben. Da Hesl bekanntlich die Reversibilitat zel-
luldrer Quieszenz reguliert (Sang et al., 2008), steht dessen erhdhte Expression in TGF-be-
tal-behandelten Kulturen mdglicherweise in direktem Zusammenhang mit dem in der
FACS-Analyse beobachteten GO-Arrest. Auf der Basis dieser Uberlegungen lasst sich vermu-
ten, dass die Signalubertragung mittels Jaggedl oder Delta-like 1 unterschiedliche Zellpopu-
lationen betrifft. Es wére denkbar, dass Jaggedl die F&higkeit zur Selbstreplikation in einer

Teilpopulation von Stammzellen erhalt, wéhrend eine weitere Teilpopulation Uber die Induk-
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tion von DII1 bzw. Hesl zun&chst in GO Gberfihrt wird und folglich nicht proliferiert. Die
verminderte Proliferation trotz Jaggedl-Induktion nach TGF-betal-Behandlung lieRe sich
anhand dieses vorgeschlagenen Modells dadurch erklaren, dass der inhibierende Einfluss auf
die Proliferation, ausgeldst durch den GO-Arrest, Giberwiegt, sodass die Zellen mit TGF-betal
zwar proliferieren, aber im Vergleich zu unbehandelten Zellen in ihrer Proliferation limitiert
sind. Vor dem Hintergrund des postulierten Mechanismus, in dem der Einfluss des GO-Arrests
uber die Effekte von Jaggedl dominiert, lieRe sich zudem die verminderte Expression von
Nestin nach TGF-betal-Behandlung (eigene Ergebnisse) erkldren, zumal aufgrund des
GO-Arrests weniger Nestin-exprimierende Stammzellen generiert wiirden. Zur eindeutigen
Aufklarung der Mechanismen, die letztlich zu der verminderten Proliferation bei gleichzeitig
erhohter Jaggedl-Expression fiihren, sind dennoch zusétzliche Analysen notig. Interessant
waére beispielsweise die Fragestellung, ob die Blockierung der Jaggedl-Expression zu einer
weiteren Zunahme des GO-Arrests fiihren konnte. Um die funktionelle Relevanz der Jaggedl1-
Induktion nach TGF-betal-Behandlung zu untersuchen, kénnte endogenes Jaggedl durch den
Einsatz von siRNA dezimiert und anschlieRend die Zellzyklusverteilung analysiert werden.
Zumal der TGF-betal-induzierte Wachstumsarrest zwar lang anhaltend, aber auch reversibel
ist (Wachs et al., 2006), stellt sich weiter die Frage, ob und inwiefern Jaggedl im Hinblick

auf den Wiedereintritt in den Zellzyklus eine Rolle spielt.

Die Datenlage beziglich der Modulation der adulten Neurogenese durch TGF-betal in vivo
erscheint zum Teil noch kontrovers, was in Unterschieden in Bezug auf die jeweilig benutzten
Tiermodelle und in unterschiedlichen Analysemethoden begriindet sein mag. So konnte eine
Studie, in der TGF-betal tber einen Zeitraum von 7 Tagen (ber osmotische Minipumpen in
den lateralen Ventrikel adulter Ratten infundiert wurde, im Anschluss eine verminderte Neu-
rogeneserate im HC und in der SVZ nachweisen, wenngleich sich ein signifikanter Anstieg
der BrdU/NeuN-positiven, reifen Neurone im Bulbus olfactorius fand (Wachs et al., 2006).
Erstere Ergebnisse bestétigten sich im Rahmen eines Experiments an transgenen Mé&usen, die
TGF-betal unter dem Promoter des GFAP-Gens spezifisch in Astrozyten (berexprimieren,
zumal TGF-betal die hippocampale Neurogenese dieser Mause inhibierte und die Generie-
rung neuer Nervenzellen beinahe vollstandig blockierte (Buckwalter et al., 2006). Ergebnisse
aus erst kirzlich durchgefiihrten Studien legen dagegen eine Zunahme der Neurogenese in
vivo nach TGF-betal-Behandlung nahe. In transgenen Dcx-promo-Luziferase-Mausen, wel-
che die Glihwirmchen-Luziferase unter der Kontrolle des humanen Dcx-Promoters expri-

mieren, flhrte die Anwendung von TGF-betal zu einer gesteigerten Dcx-Expression (unver-
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oOffentlichte Ergebnisse von Finkl R., Couillard-Despres S., und Aigner L.). Ebenso konnte
eine unléngst publizierte Studie an Mausen zeigen, dass die intranasale Administration von
TGF-betal nach einem Schlaganfall die Zahl Dcx- und NeuN-positiver Zellen in der SVZ er-
héht (Ma et al., 2008). Dariiber hinaus fuhrte auch die Injektion adenoviraler, TGF-betal-ex-
primierender Vektoren in die SVZ adulter Ratten zu einer Steigerung der Neurogenese in der
ipsilateralen Hemisphére (Mathieu et al., 2010). Eine durch TGF-betal induzierte, gesteiger-
te Neurogeneserate in vivo konnte zudem bereits flr den Gyrus dentatus des HC belegt wer-
den, nachdem in Ratten, in denen chirurgisch die Nebennieren entfernt wurden, eine 10-fach
erhohte TGF-betal-mRNA-Menge detektiert wurde, welche mit dem Ausmal der Neuro-
genese korrelierte (Battista et al., 2006).

7.2.2. Die funktionelle Relevanz der TGF-betal-vermittelten neuronalen Induk-

tion

Um zu prifen, inwieweit die in dieser Arbeit nachgewiesene Induktion des neuronalen
Phénotyps (Dcx-Expression) in aNSZ-Kulturen nach TGF-betal-Behandlung in vitro funk-
tionell von Bedeutung ist, wurde mittels elektrophysiologischer Untersuchungen der Reife-
grad der Zellen analysiert. Dazu wurden die zu vermessenden Zellen nach folgendem Kri-
terium ausgewahlt: Sie durften keinen Kontakt zu Nachbarzellen aufweisen, sodass gewahr-
leistet war, dass jeweils nur der Besatz an lonenkandlen und die Stromdichte einer Zelle ge-
messen wurde. Die auf diese Weise gewonnenen Daten bestatigten die neuronale Determi-
nierung aNSZ infolge der TGF-betal-Behandlung, zumal jede der vorab in Anwesenheit von
TGF-betal kultivierten Zellen bei der Vermessung charakteristische, neu auftretende Natri-
umstrome aufwies. Erstaunlicherweise lieR der Grof3teil dieser Zellen bereits einen reifen
neuronalen Charakter erkennen und zeigte dementsprechend im Zuge der Depolarisation in-
folge einer Strominjektion die Ausbildung eines Aktionspotentials, was die grundlegende Ei-
genschaft eines funktionsfahigen, reifen Neurons darstellt. Insgesamt waren etwa 84 % der
vermessenen TGF-betal-behandelten Zellen (42 von 50 vermessenen Zellen) in der Lage, Ak-
tionspotentiale zu generieren, wahrend innerhalb der Kontroll-Kulturen in keiner der 112 ver-
messenen Zellen weder Natriumstrome noch Aktionspotentiale nachweisbar waren. Folglich
deuten die Ergebnisse dieser Untersuchungen darauf hin, dass die Inkubation aNSZ mit
TGF-betal nicht nur eine Induktion des neuronalen Phénotyps (Dcx-Induktion) bewirkt, son-
dern dartber hinaus auch zur funktionellen Ausreifung (Bildung von Aktionspotentialen)
eines GroRteils der Zellen beitragt. In Ubereinstimmung mit den Elektrophysiologie-Daten
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belegte die DNA-Array-Genexpressionsanalyse eine erhéhte Expression mehrerer mit neuro-
naler Transmission assoziierter Gene nach TGF-betal-Behandlung, darunter ,,sodium chan-
nel, voltage-gated, type I, beta polypeptide* (Scnlb), ,,amiloride-sensitive cation channel 1,
neuronal® (Accnl), ,,calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 4« (Cacng4), ,,Ca**-
dependent activator protein for secretion* (Cadps), ,,ATPase, Na*/K" transporting, alpha 2 po-
lypeptide (Atpla2) sowie ,,neurexin 1 (Nrxnl) (vgl. Kap. 3.1.2.ii., Tabelle 16). Bei Letzte-
rem handelt es sich um einen Rezeptor, der auf der Zelloberflache lokalisiert und Uber die
Bindung von Neuroliginen in die effiziente Neurotransmission involviert ist (Reissner et al.,
2008). ErwartungsgemaR fand sich daher auch eine verstarkte Expression von Neurologin 1
nach TGF-betal-Behandlung.

Dass dennoch ca. 16 % der TGF-betal-behandelten Zellen unreif waren, im Sinne einer nicht
vorhandenen Fahigkeit, Aktionspotentiale auszuldésen, mag in einer zu geringen Dichte der
vorhandenen Natriumkandle begriindet liegen. Tatséchlich zeigten sich ndmlich deutliche Un-
terschiede in Bezug auf die Dichte der Natriumkanéle zwischen Zellen, denen es moglich war,
Aktionspotentiale zu generieren und Zellen, die nicht dazu in der Lage waren. In einer unab-
héngigen Studie, in der die elektrophysiologischen Eigenschaften von Zellen innerhalb der
SVZ anhand von postnatalen Gehirnschnitten der Maus evaluiert wurden, wurde festgestellt,
dass neuronale Vorlauferzellen nicht fahig sind, Aktionspotentiale auszulsen, obgleich in et-
wa 60 % dieser Zellen Natriumstrome detektierbar waren (Wang et al., 2003). Auch Vorlau-
ferzellen aus dem vorderen Bereich der SVZ des neonatalen Rattengehirns, welche einen neu-
ronalen Phanotyp aufwiesen, zeigten grofitenteils Natriumstrome, wahrend aber nur 1 aus 12
Zellen in der Lage war, ein Aktionspotential zu erzeugen (Stewart et al., 1999). Wahrschein-
lich handelt es sich bei der Population an unreifen Zellen innerhalb der TGF-betal-behandel-
ten Kulturen gleichermalRen um neuronale Vorldauferzellen oder aber junge Neurone, welche
fiir gewohnlich (noch) Dcx exprimieren, wahrend die reiferen Zellen, die bereits fahig sind,
Aktionspotentiale hervorzubringen, vermutlich eine Population Dcx-negativer Zellen darstel-
len. Zumindest konnten auch in adulten, Dcx-exprimierenden Zellen aus der SVZ als Antwort
auf depolarisierende Stromimpulse keine Aktionspotentiale generiert werden (Walker et al.,
2007). Ubereinstimmend mit ihrem unreifen Phanotyp, zeigten diese Zellen zudem nur eine
mittlere Dichte der Natriumeinwartsstrome, bei gleichzeitig wenig ausgepragten Kaliumaus-

wartsstromen.

Der Befund, dass die Behandlung aNSZ-Kulturen mit TGF-betal tiber die Induktion von Dcx

hinaus zu funktionsfdhigen Neuronen fiihrt, lasst auf den (beraus starken Einfluss von
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TGF-betal in diesen Kulturen schlieRen. Dieser wird insbesondere auch vor dem Hintergrund
neuester Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe deutlich, die zeigen, dass aNSZ-Kulturen der Ratte
bereits in Richtung eines oligodendroglialen Schicksals determiniert sind, obwohl sie generell
die Fahigkeit besitzen, in Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone auszudifferenzieren. So
exprimierten die meisten der aus Neurosphéroiden abgeleiteten Zellen dieser Kulturen den
glialen Vorlauferzellmarker A2B5 (ca. 75 %) sowie den oligodendroglialen Marker O4, wéh-
rend auch ein relativ hoher Anteil der Zellen (ca. 20 %) den neuronalen Vorlaufermarker Dcx
exprimierte. Allerdings wiesen selbst diese Zellen fast ausschlielflich eine oligodendrogliale
Vorlauferzellmorphologie auf und nur ca. 1 % der Zellen zeigte tber die Dcx-Expression
hinaus auch eine neuronale Morphologie (Manuskript in Vorbereitung: Steffenhagen et al.,
2010). TGF-betal scheint demnach nicht nur in der Lage, ein neuronales Zellschicksal zulas-
ten der oligodendroglialen Differenzierung zu férdern (erhdhte Dcx-Expression und vermin-
derte Mbp-Expression nach TGF-betal-Behandlung). Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass durch TGF-betal eine Umprogrammierung des Zellschicksals stattfindet, die zu
einer Verschiebung von initial oligodendroglial determinierten Zellen in Richtung eines neu-
ronalen Zelltyps fuhrt. Diese Theorie deckt sich mit Ergebnissen dieser Arbeit, die aus in-vi-
tro-Experimenten, in denen aNSZ mit MSC-CM kultiviert wurden, resultieren. MSC-CM ent-
faltet gewohnlich einen starken Einfluss auf die Differenzierung aNSZ-Kulturen in Richtung
eines oligodendroglialen Zellschicksals (Rivera et al., 2006). Die Behandlung aNSZ mit
TGF-betal in MSC-CM flhrte jedoch zu einer vollstandigen Inhibierung der A2B5-Expres-
sion (gliale Vorlauferzellen) in diesen Kulturen, was indiziert, dass TGF-betal in diesem
Fall Gber die Effekte von MSC-CM dominiert. Parallel fand sich zudem eine verminderte
Mbp-Expression nach TGF-betal-Behandlung im Vergleich zu Kontrollzellen. Auf der Basis
der fehlenden A2B5-Expression lasst sich dieser Befund madglicherweise dadurch erklaren,
dass nur Zellen, welche die Differenzierung in Oligodendrozyten zum Zeitpunkt der TGF-be-
tal-Behandlung bereits initiiert hatten, oligodendroglial ausdifferenzieren. Oligodendroglial
determinierte Zellen, die ihre endgliltige Differenzierung noch nicht eingeleitet hatten, konn-
ten dagegen in Bezug auf ihr Zellschicksal umgelenkt werden. Wenngleich die durchgefihr-
ten Experimente in MSC-CM keine erhohte Expression des neuronalen Markers Map2ab in
TGF-betal-behandelten Kulturen, dhnlich der gesteigerten Dcx-Expression in NB-B27-all-
Medium, nachweisen konnten, kann eine neuronale Induktion in diesen Kulturen auf Grund-
lage dieses Ergebnisses nicht vollstdndig ausgeschlossen werden und bleibt Gegenstand kiinf-

tiger Untersuchungen. Um die Datenlage zu erganzen, kdénnten Farbungen mit einem Anti-
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korper gegen Dcx wertvolle Hinweise liefern, zumal seine Expression einerseits mit neu-
ronalen Vorlauferzellen, aber auch mit jungen Neuronen assoziiert wird (Brown et al., 2003;
Couillard-Despres et al., 2005; Karl et al., 2005; Couillard-Despres et al., 2006). Dcx und der
frih neuronale Marker Map2ab finden sich zwar hdufig in jungen Neuronen ko-exprimiert,
bevor NeuN, ein Protein, welches ausschliel3lich von ausgereiften Nervenzellen gebildet wird,
induziert wird, wie anhand von Untersuchungen an fétalen, telenzephalen Zellkulturen der
Maus gezeigt werden konnte (Karl et al., 2005). Postnatal zeigt sich allerdings eine geringere
Uberlappung beider Marker und Map2ab kennzeichnet grundlegend fortgeschrittenere, neu-
ronale Entwicklungsstufen, sodass eine Induktion dieses reiferen, neuronalen Ph&notyps zum
Zeitpunkt der durchgefuhrten immunzytochemischen Analyse nach einer Woche Differenzie-
rung in MSC-CM vermutlich noch nicht manifest war. Dies ware zumindest angesichts der
Tatsache denkbar, dass Dcx in vivo annédhernd 30 Tage exprimiert wird, bevor es in Folge der

neuronalen Reifung abnimmt (Brown et al., 2003).

Erstaunlicherweise erzeugte die Inkubation aNSZ-Kulturen mit TGF-betal unter Differenzie-
rungsbedingungen in NB-B27-not-all-Medium mit 5 % v/v FCS keine Zellen, die Charakter-
istika elektrophysiologisch funktionsfahiger, reifer Neurone aufwiesen. Ahnlich wie Kontroll-
zellen zeigten TGF-betal-behandelte Zellen ausschlieRlich verzégerte Auswaérts-Gleichrich-
ter-Kaliumstrome, wohingegen keine Natriumeinstrome nachweisbar waren (vgl. Kap. 3.4.2.).
Dementsprechend war es weder in kontroll- noch in TGF-betal-behandelten Kulturen mog-
lich, mittels Strominjektion Aktionspotentiale zu generieren. Diese Daten stehen, zumindest
was die Ergebnisse der kontroll-behandelten Kulturen betrifft, im Einklang mit Erkenntnissen
aus Untersuchungen an neuralen Zellen der SVZ, welche nach dem Entzug von Wachstums-
faktoren in Anwesenheit von 2 % FCS differenziert wurden, da im Zeitraum zwischen 0-9
Tagen nach dem Ausplatieren nur ein duBerst geringer Anteil von 6 % dieser Zellen in der
Lage war, Aktionspotentiale zu erzeugen (Liu et al., 1999). Vergleichbare Untersuchungen an

TGF-betal-behandelten Zellen stehen allerdings derzeit noch aus.

Ahnlich wie die Behandlung aNSZ mit TGF-betal nur unter Anwesenheit von EGF und FGF
zur Ausbildung funktionsfahiger Neurone fiihrt, beeinflusst TGF-betal auch die Differenzie-
rung von Myoblasten unter Proliferations- und Differenzierungsbedingungen in unterschied-
licher Weise. Wahrend der Wachstumsfaktor die Differenzierung in Gegenwart von Mito-
genen induziert (Zentella & Massague, 1992), (bt er einen inhibierenden Einfluss auf die
myogene Differenzierung in mitogen-armen Medium aus (Heino & Massague, 1990). Es wird

vermutet, dass der anti-myogene Effekt von TGF-betal in mitogen-armer Umgebung im Zu-
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sammenhang mit der Existenz eines physiologischen Prozesses steht, der die vorzeitige Dif-
ferenzierung verhindert, bevor eine ausreichende Gewebemasse akkumuliert wurde (Zentella
& Massague, 1992). Ahnliches konnte demzufolge auch fiir TGF-betal der Fall sein.

Zusammengefasst demonstriert die vorliegende Promotionsarbeit tber die neuronale Deter-
minierung (Dcx-Expression) aNSZ hinaus erstmals Ergebnisse, welche die funktionelle Rele-
vanz der TGF-betal-induzierten Dcx-Expression in vitro belegen, zumal die behandelten Zell-
kulturen in elektrophysiologischen Untersuchungen charakteristische Eigenschaften von Ner-
venzellen erkennen lieBen. Dieses dem Wachstumsfaktor innewohnende Potential zur Forde-
rung des neuronalen Phanotyps lasst sich moglicherweise in Zukunft im Rahmen von Trans-
plantationsexperimenten sinnvoll nutzen. Ein derzeit vorherrschendes Problem besteht nam-
lich darin, dass transplantierte NSZ bevorzugt glial ausdifferenzieren (Nishino et al., 2000).
Folglich scheinen sie - zumindest in ihrer urspriinglichen Form - nicht geeignet, um neurona-
len Zellverlust, wie er bei neurodegenerativen Erkrankungen auftritt, auszugleichen. Eine
vielversprechende Strategie flr rekonstruktiven Zellersatz wére aber die Transplantation von
neuralen Zellen, die bereits in vitro vordifferenziert wurden. Da TGF-betal in der Lage ist,
ein neuronales Zellschicksal zu induzieren, ware ein denkbarer Ansatz im Hinblick auf einen
effektiven, neuronalen Zellersatz folgende Vorgehensweise: aNSZ kdnnten zunéchst in vitro
vermehrt werden bis ausreichend viele Zellen fiir eine Transplantation erzeugt wurden. An-
schliefend konnten sie durch eine zeitlich begrenzte Kultivierung in Anwesenheit von
TGF-betal neuronal determiniert, mittels FACS-Sortierung selektiert und letztlich in das er-
krankte Gehirn transplantiert werden. Da TGF-betal nach der 7-tdgigen Behandlung in vitro
sowohl Dcx induzierte als auch zur Ausbildung reifer Neurone in aNSZ-Kulturen flhrte, wére
es womaglich sinnvoll, den Zeitraum der Inkubation so zu modulieren, dass die Zellen zwar
bereits neuronal determiniert werden, andererseits aber noch nicht ausgereift sind, zumal
transplantierte Neurone gewohnlich absterben, anstatt sich in das bestehende Netzwerk zu in-
tegrieren. Die Beobachtung, dass die Induktion des neuronalen Phanotyps durch TGF-betal
auch funktionell von Bedeutung ist, erdffnet also vollig neue Moglichkeiten im Hinblick auf
eine zukunftige, gezielte Anwendung im Sinne einer Therapie bei neurodegenerativen Er-
krankungen und stellt sicherlich einen ersten, entscheidenden Schritt in diese Richtung dar.
Um ein besseres Verstandnis hinsichtlich der Mechanismen, welche die neuronale Differen-
zierung in aNSZ regulieren, zu erlangen, bedarf es allerdings noch einer Reihe an weiterfuh-
renden Experimenten, bevor diese Erkenntnisse letztlich im Rahmen préklinischer Studien

angewandt werden kénnen. Ein erster moglicher Schritt, um die in-vitro-Befunde einer kli-
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nischen Relevanz n&herzubringen, wére die Untersuchung des Einflusses von TGF-betal auf
die Differenzierung aNSZ in organotypischen Schnittkulturen aus Nagergehirnen, da diese
der physiologischen Situation weitaus starker angenéhert sind als in-vitro-Kulturen, sowie die
Transplantation neuronal vordeterminierter Zellen in Versuchstiere. Da sich bislang die meis-
ten Transplantationsexperimente auf die Untersuchung des Uberlebens der transplantierten
Zellen beschrankten, sollte in diesen Studien insbesondere die F&higkeit der Zellen, sich in
das bestehende Milieu zu integrieren und funktionell auszureifen im Vordergrund des In-
teresses stehen. LieRe sich die Situation in vitro in dhnlicher Weise auf die Situation in vivo
ubertragen, sollten schlieBlich auch humane Zellkulturen zur Analyse herangezogen werden.
Das dadurch erlangte Verstandnis sollte dazu beitragen, die Kontrollmechanismen neuraler
Stammzelldifferenzierung weiter zu entschlisseln, da dies die grundlegende Voraussetzung

fiir eine kiinftige klinische Anwendung darstellt.

7.3. Die neuroprotektive Wirkung von TGF-betal auf aNSZ

SchlieBlich wurde die Frage adressiert, ob und inwieweit TGF-betal in aNSZ-Kulturen
uber die Induktion des neuronalen Phanotyps hinaus zusatzlich eine Rolle als neuroprotekti-
ver Faktor zukommt und zwar im Sinne einer Intervention, welche zu einer intrazelluldren
Veranderung in der Balance zwischen Uberlebens- und Todessignalen zugunsten des Uberle-
bens fiihrt. Die NMR-spektroskopische Analyse aNSZ im Hinblick auf die Intensitat des Li-
pid-Signals bei 1.28 ppm ergab eine deutlich verminderte Apoptoserate in TGF-betal-behan-
delten Kulturen im Vergleich zu Kontrollen und bestatigte damit frihere Ergebnisse, die die
inhibierende Wirkung von TGF-betal auf die Apoptose aNSZ der SVZ anhand eines Zell-
tod-ELISAs nachwiesen (Wachs et al., 2006). Die genannte Studie lieR allerdings die Unter-
suchung des Einflusses von TGF-betal auf nekrotischen Zelltod vermissen; dieser konnte im
Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit anhand von LDH-Assays und Zelltod-ELISAS
eindeutig belegt werden, zumal diese Ubereinstimmend auf eine verminderte Nekroserate in

TGF-betal-behandelten Kulturen verwiesen.

Obwohl diese Resultate vordergriindig darauf hindeuten, dass TGF-betal in aNSZ-Kulturen
sowohl Dcx induziert als auch protektiv wirkt, lasst sich auf der Grundlage der durchgefiihr-
ten Untersuchungen nicht ausschlielen, dass die verstarkte Expression von Dcx eine Folge
der neuroprotektiven Wirkung TGF-betas ist. Moglicherweise kommt die (nur scheinbare) In-
duktion des neuronalen Phanotyps dadurch zustande, dass in Gegenwart von TGF-betal auf-

grund einer verminderten Apoptose mehr - bereits vorhandene - neuronal determinierte Vor-
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lauferzellen (iberleben. Ausgehend von diesen Uberlegungen ergibt sich die Notwendigkeit,
weitere Analysen zur Aufklarung des zugrunde liegenden Sachverhalts durchzufiihren. Hierzu
eigneten sich beispielsweise Immunfluoreszenzfarbungen an aNSZ, die im Vorfeld der Kulti-
vierung in Anwesenheit von TGF-betal mit BrdU markiert und im Anschluss gegen Dcx ge-

farbt wurden.

Generell konnte die neuroprotektive Wirkung TGF-betas sowohl in vitro als auch in vivo be-
reits vielfach belegt werden. So bewahrt TGF-beta Neurone nachweislich vor Hypoxie/lsché-
mie, exzitotoxischen Schadigungen sowie vor dem schadigenden Einfluss von Neurotoxinen
(Krieglstein et al., 1995; Henrich-Noack et al., 1996; Boche et al., 2003). Auch zeigten Mdu-
se, denen TGF-betal nach einem Schlaganfall intranasal verabreicht wurde, verglichen mit
Kontrolltieren weniger TUNEL-positive Zellen im ipsilateralen Striatum, bei gleichzeitig re-
duziertem Infarktvolumen (Ma et al., 2008). Auf der Basis der positiven Effekte auf das
Uberleben von Zellen im Anschluss an Verletzungen des zentralen Nervensystems (Zhu et al.,
2002) wird die in diesem Zusammenhang rasch auftretende erhohte Expression von TGF-be-
tal im ZNS (Wiessner et al., 1993) mit einem endogenen Protektionsmechanismus assozi-
iert (Krieglstein et al., 1995). DemgemaR fiuhrte die Deletion von TGF-betal in neonatalen
TGF-betal(-/-)-Mdusen zu einem starken Anstieg degenerierender Neurone, wodurch sich die
Gehirne dieser Tiere durch vermehrt apoptotische Neurone auszeichneten (Brionne et al.,
2003). Der neuroprotektive Effekt von endogenem TGF-betal wurde bereits auch anhand von
kultivierten, embryonalen Neuronen nachgewiesen. So konnten Experimente an Motoneuro-
nen der Ratte, die in geringer Dichte auf Astrozyten-Monolayern aus dem Cortex kultiviert
wurden, eine 2-fache Zunahme des Uberlebens nach 9-11 Tagen in Kultur bei subnano-
molaren Konzentrationen von TGF-betal (40-500 pM) belegen. Dieser Effekt auf das Uber-
leben wurde einem TGF-betal-induzierten Anstieg der Cholinazetyltransferase (ChAT)-Akti-
vitat zugeschrieben (Martinou et al., 1990). Dementsprechend beeinflusste das Fehlen von
TGF-betal das Uberleben primérer Neurone in Kultur in stark negativer Weise (Brionne et
al., 2003).

Es gibt zahlreiche Hinweise, wonach TGF-betal seine protektive Wirkung nicht nur eigen-
stdndig, sondern auch in Kombination mit weiteren Faktoren entfalten kann. Ein derartiger
Effekt wurde beispielsweise an Kulturen mesenzephaler, dopaminerger Neurone beschrieben,
in denen TGF-beta in Kooperation mit Shh (Sonic hedgehog) und FGF8 die Zahl apopto-
tischer Zellen reduzierte. Zudem férderte TGF-beta das Uberleben dopaminerger Neurone in

vivo, sodass die Neutralisation von TGF-beta in einer verminderten Zahl dieser Neurone re-
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sultierte (Roussa et al., 2004). Auch in Verbindung mit neurotrophen Faktoren tragt TGF-beta
in entscheidendem MaRe zum Uberleben von Neuronen bei. So konnte an einer Vielzahl kul-
tivierter Neurone, unter anderem an sensorischen und dopaminergen Neuronen des ZNS, ge-
zeigt werden, dass GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) nur dann neuroprotektiv
aktiv wird, sobald es durch den Kofaktor TGF-beta erganzt wird (Krieglstein et al., 1998b).
Weiter scheint TGF-beta auch in das Uberleben peripherer Neurone involviert. Wenngleich
keine der TGF-beta-lsoformen betal, beta2, oder beta3 an sich einen trophischen, das Uber-
leben fordernden Effekt auf kultivierte, ziliare Ganglien-Neurone entfaltete, beeinflusste der
Wachstumsfaktor das tiber CNTF (ciliary neurotrophic factor) oder FGF-2 mediierte Uber-
leben dieser Neurone in positiver Weise (Krieglstein et al., 1998a).

Beobachtungen weisen darauf hin, dass eine neuronale Ca**-Uberlastung verantwortlich fiir
das Absterben von hippocampalen Neuronen in Ratten bei Schlaganfall und Epilepsie ist. Der
neuroprotektive Effekt von TGF-betal wird, neben weiteren Einfliissen des Wachstumsfak-
tors, unter anderem auf seine Fahigkeit, die Ca**-Homoostase zu stabilisieren, zuriickgefiihrt.
Weiterhin kann die Behandlung mit TGF-betal zu einem starken Anstieg der neuronalen
Bcl2-Expression, einem anti-apoptotischen Mitglied der Bcl2-Proteinfamilie, fihren, und
tragt auBerdem zur Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials bei (Prehn et
al., 1994). Dementsprechend beschreibt die Literatur ein vermindertes MaR an Bcl2-Protein
nach der Antikorper-vermittelten Neutralisation von endogenem TGF-betal in der Maus, wel-
che in apoptotischem Zelltod kortikaler Neurone resultierte (Tomoda et al., 1996). Neuere Er-
kenntnisse, die anhand von priméren, hippocampalen Kulturen der Ratte gewonnen wurden,
weisen darauf hin, dass TGF-beta seine neuroprotektiven Effekte zudem Gber die Fahigkeit,
die Aktivierung von Caspase-3 zu inhibieren, vermittelt. Konzentrationen von 1 und 10 ng/ml
TGF-betal waren ndmlich ausreichend, um die Staurosporin-induzierte Apoptose von Neuro-
nen in diesen Kulturen, welche von einer Aktivierung der Caspase-3 begleitet war, effektiv zu
vermindern (Zhu et al., 2001). Obwohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine identische
Konzentration von 10 ng/ml TGF-betal zum Einsatz kam, konnte anl&sslich der DNA-Ar-
ray-Analyse weder eine signifikant veranderte Expression von Caspase-3- noch Bcl2-mRNA
nachgewiesen werden, tber die sich die neuroprotektive Wirkung TGF-betas auf aNSZ-Kul-
turen potentiell erklaren lieRe. Zwar fiihrte einer der beiden Arrays eine verminderte Expres-
sion von Caspase-3 innerhalb TGF-betal-behandelter Kulturen an; dieses Ergebnis konn-
te allerdings durch den zweiten Array nicht bestatigt werden, was das Resultat letztlich

nicht glaubhaft erscheinen lie. Ebenso gab es keine Hinweise darauf, dass TGF-betal in
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aNSZ-Kulturen, dhnlich wie in Osteoklasten, Socs3 (suppressor of cytokine signaling 3) oder
LIF (leukemia inhibitory factor) induziert, um die Apoptose zu unterdriicken (Ruan et al.,
2010), zumal beide keine veranderte Expression nach TGF-betal-Behandlung zeigten. Inso-
fern muss davon ausgegangen werden, dass neben den genannten Einflissen noch zusétzliche
Faktoren zur protektiven Wirkung TGF-betas beitragen kdnnen, welche insbesondere auch in
aNSZ relevant sein konnten. Grundlegend ausgeschlossen werden kann die Moglichkeit, dass
die TGF-betal-induzierte Synthese von Neurotrophinen (Buchman et al., 1994) in diesem Zu-
sammenhang von entscheidender Bedeutung ist, zumal die Array-Analyse weder eine veran-
derte Expression von NGF (nerve growth factor) und BDNF (brain-derived neurotrophic fac-
tor) noch von NT (Neurotrophin)-3, -4 und -5 in TGF-betal-behandelten Kulturen ergab.
Maoglicherweise ist aber eine Regulation von Myc malgeblich in die Entfaltung der neuropro-
tektiven Effekte TGF-betas auf aNSZ involviert. Wenngleich bislang keine detaillierten Stu-
dien zur Rolle von Myc in diesem Kontext vorliegen, legen doch Untersuchungen an Darm-
krebszellen nahe, dass der Transkriptionsfaktor diesbeziiglich bedeutsam seine konnte. Die
genannte Studie konnte namlich zeigen, dass Myc die Expression von p21 supprimiert und in
der Folge das Ergebnis einer p53-abhangigen Antwort auf DNA-Schaden in Richtung Zelltod
beeinflusst, anstatt alternativ die Zytostase zu fordern (Seoane et al., 2002). Angesichts dieser
Resultate lasst sich vermuten, dass der Befund einer erniedrigten Expression von c-Myc bei
unveranderter p21-Expression in TGF-betal-behandelten Kulturen im Zusammenhang mit der
gleichzeitig beobachteten, protektiven Wirkung TGF-betas sowie dem TGF-betal-induzierten
Zellzyklusarrest in GO steht (eigene Ergebnisse). Dem Anschein nach sind auch die neuropro-
tektive Wirkung TGF-betas sowie seine Fahigkeit, den Zellzyklus aNSZ in der GO-Phase zu
arretieren nicht unabhangig voneinander zu sehen. Der Einsatz von G1/S-Phase-Blockern wie
Deferoxamin in PC12-Zellen war ndmlich in der Lage, den Zelltod in diesen Kulturen zu
unterdriicken (Farinelli & Greene, 1996), wéahrend im Gegensatz dazu Zellzyklusblocker, wel-
che den Zellzyklus in der S-, G2- oder M-Phase blockierten, Zelltod nicht verhindern konnten
(Farinelli & Greene, 1996; Park et al., 1997). Auch die verminderte Expression des Zellzyk-
lusinhibitors p57 in TGF-betal-behandelten aNSZ koénnte eine Funktion bei der Entfaltung
TGF-betal-induzierter, neuroprotektiver Effekte in aNSZ-Kulturen erflllen. Dies scheint ins-
besondere vor dem Hintergrund einer Férderung des Zelltods durch die Expression von p57,
welche in HelLa-Zellen (menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) nachgewiesen
wurde, vorstellbar. Aus den erwédhnten Untersuchungen ging hervor, dass die (ber p57 ver-

mittelte Sensibilisierung von HelLa-Zellen fur die Staurosporin-induzierte Apoptose intrinsi-
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sche, apoptotische Pathways initiiert, die zundchst zu einem Verlust des mitochondrialen
Transmembranpotentials durch Permeabilisierung der &uBeren mitochondrialen Membran
fiihren, gefolgt von einer Freisetzung von Cytochrom-C ins Cytosol, und schlieRlich der Akti-
vierung von Caspase-3 und -9 (Vlachos et al., 2007). Vermutlich ist auch die verminderte Ex-
pression von p53 in TGF-betal-behandelten Zellen an der reduzierten Apoptose in diesen
Kulturen beteiligt, da die Induktion von p53 durch pro-apoptotische Stimuli die Expression
pro-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie steuert (Hofseth et al., 2004). Zusatzliche
Substanz kann dieser Theorie aufgrund der Tatsache verliehen werden, dass sich TGF-beta
der Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren wie p53, die iber Smad-Proteine ko-re-

guliert sind, bedient, um seine pro-apoptotischen Effekte zu vermitteln (Zhang et al., 2006).

Obwohl die neuroprotektive Wirkung TGF-betas ein vieldokumentiertes Phanomen darstellt
und es viele Hinweise darauf gibt, welche Molekiile in die Vermittelung der neuroprotektiven
Effekte TGF-betas involviert sein konnten, sind die tatséchlich beteiligten Signalwege und
biochemischen Mechanismen, die diesen Effekt mediieren, immer noch schlecht verstanden.
Es wurde allerdings bereits deutlich, dass TGF-beta nicht ausschlieRlich Uber die Aktivierung
der Smad-Signalkaskade agiert, um seine neuroprotektiven Effekte zu tibermitteln. Gingery et
al. (2008) konnten belegen, dass, zumindest fur die TGF-beta-mediierte Unterstlitzung des
Uberlebens von Osteoklasten, sowohl das Beschreiten Smad-abhéngiger als auch Kinase-ab-
héngiger Signalwege erforderlich ist. Um Makrophagen vor der Apoptose zu bewahren, be-
dient sich TGF-betal des MAPK/ERK-Pathways und entfaltet auf diese Weise seine protek-
tive Wirkung (Chin et al., 1999). Ebenso erforderte die Vermittelung des anti-apoptotischen
Effekts durch TGF-betal in hippocampalen Zellen, in denen mittels Staurosporin Apoptose
induziert wurde, die Aktivierung der MAPK Erk1/2 und dessen ,,downstream target Rskl
(Ribosomal S6 Kinase 1), welches in der Folge Bad (Bcl2 antagonist of cell death), ein pro-
apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie, durch Phosphorylierung inaktivierte. Dies resul-
tierte, neben einem Anstieg der Bad-Phosphorylierung, in einer Inhibierung der Staurospo-
rin-induzierten Zunahme der Bad-Expression durch TGF-betal (Zhu et al., 2002). Dass
TGF-betal die Expression und das Verhaltnis von pro-apoptotischen (Bad) und anti-apopto-
tischen Proteinen (Bcl-2, Bcl-x1) der Bcl-2-Familie reguliert, um eine Umgebung zu schaffen,
die das Uberleben von Zellen begiinstigt, wurde bereits auch im Rahmen einer weiteren
Studie postuliert (Dhandapani & Brann, 2003). Ubereinstimmend wiesen Prehn et al. (1994)
nach, dass die Neuroprotektion durch TGF-betal die Hochregulierung von anti-apoptotischen

Proteinen wie Bcl2 und Bcl-xI involviert (Tamatani et al., 1999). Dennoch ergaben sich durch
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die DNA-Array-Genexpressionsanalyse aNSZ-Kulturen keine Anhaltspunkte, die auf eine
Beteiligung der MAPK-Signalkaskade hinsichtlich der neuroprotektiven Wirkung TGF-betas
in aNSZ hindeuteten, zumal diese, abgesehen von der verminderten Expression von ERK1
(Mapk3) nach TGF-betal-Behandlung, keine Veranderung in der Expression von pro- oder
anti-apoptotischen Genen wie Bad oder Bcl2 erkennen lieR. Da das Ausmal} der Aktivierung
des MAPK-ERK-Signalweges in direkter Weise mit der TGFRII-Expression zu korrelieren
scheint (Rojas et al., 2009) und die Expression von TGFRII in TGF-betal-behandelten Kul-
turen vermindert war (eigene Ergebnisse), scheint dieser Befund durchaus plausibel. Folglich
ist anzunehmen, dass der neuroprotektive Effekt TGF-betas auf aNSZ primar uber einen an-
deren Signalweg mediiert wird. Neuere Studien legen diesbeziglich die Involvierung des
NF-kappaB-Signalweges nahe. So konnte die Arbeitsgruppe um Zhu et al. (2004) den Nach-
weis erbringen, dass TGF-betal 1) den Transkriptionsfaktor NF-kappaB in Neuronen aktiviert
und 2) die Aktivierung von NF-kappaB erforderlich fir die durch TGF-betal hervorgerufene
Neuroprotektion ist. Eine unabhéngige Studie bestétigte, dass TGF-betal in der Lage ist,
zweierlei Pathways in Neuronen zu aktivieren, einerseits den gewodhnlichen Smad2/3-Path-
way sowie den Smad1/5-Pathway. Beide werden Uber unterschiedliche Typ-1-Rezeptoren ver-
mittelt; wéhrend der Smad2/3-Signalweg durch ALKS aktiviert wird, wird der Smad1/5-Path-
way Uber den alternativen Typ-I-Rezeptor ALK1 mediiert. Die Aktivierung des Smad1/5-Sig-
nalweges initiiert in der Folge Signalkaskaden, die in einer Aktivierung des anti-apopto-
tischen NF-kappaB-Pathways resultieren, was zu erhéhtem Uberleben unter neurotoxischen
Stresshedingungen fithrt (Konig et al., 2005). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen
fuhrte die Inhibierung von NF-kappaB durch Smad7 in epithelialen Zellen zu einem Anstieg
der Apoptose (Lallemand et al., 2001). Angesichts dieser Resultate stellt sich die Frage, ob
die Aktivierung des NF-kappaB-Signalweges womdglich auch im Zusammenhang mit dem
neuroprotektiven Effekt TGF-betas auf aNSZ-Kulturen steht. Dies ist zumindest nicht auszu-
schlieRen, zumal die Ergebnisse dieser Arbeit die Expression von ALK in aNSZ-Kulturen
aus der SVZ der Ratte belegen. Dennoch ist dieser Befund nicht ausreichend, um die Akti-
vierung des NF-kappaB-Signalweges im Rahmen neuroprotektiver Effekte in aNSZ-Kulturen

zu bestétigen, sodass zusétzliche Experimente dringend erforderlich scheinen.

Trotz der vielfaltigen Hinweise in Richtung einer neuroprotektiven Wirkung durch TGF-betal
ist die Rolle von TGF-betal nicht uniform. Vielmehr scheint der Einfluss von TGF-betal ge-
nerell abhdngig vom untersuchten Zelltyp, der Art des eingesetzten Stimulus, und nicht zu-

letzt auch von den allgemeinen, experimentellen Bedingungen. Letzteres wurde insbesonde-
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re durch in-vitro-Experimente an zerebellaren Neuronen deutlich, deren Apoptose durch
TGF-betal gefordert wurde, wenn sie in Medium mit physiologischen, niedrigen K*-Konzen-
trationen (5 mM K) kultiviert wurden; dagegen fiihrten hohe Kalium-Konzentrationen (25
mM K) zu einem gesteigerten Uberleben dieser Neurone (de Luca et al., 1996). Ebenso wur-
de im Zusammenhang mit humanen B-Zellen und B-Lymphom-Zelllinien (Chaouchi et al.,
1995) sowie kultivierten Hepatozyten (Oberhammer et al., 1992) eine Induktion der Apoptose
durch TGF-betal nachgewiesen. Weiter bestatigte sich ein vermindertes Uberleben neugebil-
deter Zellen im HC aufgrund einer Aktivierung der TGF-betal-Signallbertragung auch an-
hand eines transgenen Ratten-Tiermodells der Huntingtonschen Krankheit (Kandasamy et al.,
2010).

Auf welche Art TGF-betal seine gegenteiligen Effekte vermittelt, die dazu fihren, dass es ei-
nerseits Apoptose fordert, wahrend es andererseits neuroprotektiv wirkt, ist noch weitgehend
unbekannt. Nachgewiesen ist aber bereits, dass Smad7, ein TGF-beta Typ-I-Rezeptor-Anta-
gonist, dabei eine bedeutende Rolle einnimmt, zumal es, abhangig vom jeweiligen Kontext,
entweder als Effektor TGF-betal-induzierten Zelltods fungieren, oder aber Zellen vor der
Apoptose bewahren kann (Ishisaki et al., 1998; Lallemand et al., 2001). Neueste Studien deu-
ten darauf hin, dass dartiber hinaus das Ausmal der Expression von TGF-beta-Rezeptoren,
insbesondere TGFRII, die Spezifitat der Signalweg-Aktivierung reguliert. So scheint sowohl
die TGF-beta-induzierte Apoptose als auch die Induktion von p21 abhéngig von einer relativ
hohen TGFRII-Expression zu sein (Rojas et al., 2009). Folglich kénnte die im Rahmen der
NMR-spektroskopischen Analyse beobachtete und mittels Zelltod-ELISA bestétigte, vermin-
derte Apoptose sowie die, im Vergleich zu Kontroll-Kulturen, konstante p21-Expression in
TGF-betal-behandelten aNSZ im Zusammenhang mit der erniedrigten Typ-11-Rezeptor-Ex-

pression in diesen Kulturen stehen.

Entscheidend im Hinblick auf eine Apoptose-inhibierende oder Apoptose-induzierende Ant-
wort als Folge einer Behandlung mit TGF-beta scheint des Weiteren auch die Konzentration
des Wachstumsfaktors zu sein. In multipotenten Vorlauferzellen aus der Neuralleiste bewirk-
ten vergleichsweise hohe Konzentrationen an TGF-betal in erster Linie Apoptose, wohin-
gegen geringfiigig niedrigere Dosierungen die Neurogenese beginstigten (Hagedorn et al.,
2000). Eine Analyse Deferoxamin-behandelter Kulturen aus embryonalen Zellen des ventra-
len Ratten-Mesenzephalons ergab dagegen, dass der durch Deferoxamin verursachte, uber
TGF-betal-mediierte Zellzyklusarrest in diesen Kulturen keinen Einfluss auf die Zahl

TUNEL-positiver Zellen sowie das AusmaR der Caspase-3-Expression hatte. Die gemessene
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Konzentration von TGF-betal-Protein lag allerdings nur bei 214.3 pg/ml (Misumi et al.,
2008), war also im Vergleich zu der standardmafiig eingesetzten Konzentration von 10 ng/ml

eher gering zu bewerten.

Die erzielten Befunde dieser Arbeit belegen die neuroprotektive Wirkung TGF-betas auf
aNSZ. Allerdings wurde der Begriff ,,neuroprotektiv* im Hinblick auf seine Wirkweise zu-
néchst sehr vereinfacht und weitldufig dahingehend definiert, dass die Anwendung eines neu-
roprotektiven Faktors zu einem verminderten Zelltod zugunsten eines verstarkten Uberlebens
fihrt. Dabei wurde der Aspekt, ob TGF-betal, entsprechend einer begrenzteren Definition,
ausschlieBlich protektiv auf Neurone wirkt (anstatt die gesamte Kultur zu beeinflussen), be-
wusst ausgeklammert, und zwar aufgrund der Tatsache, dass aNSZ-Kulturen tGiberwiegend aus
oligodendroglialen Vorlauferzellen und nur zu einem duRerst geringen Anteil aus bereits aus-
differenzierten Zellen bestehen (Manuskript in Vorbereitung: Steffenhagen et al., 2010). Zu-
dem war der Einfluss von TGF-beta auf die Apoptose (und Nekrose) in TGF-betal-behandel-
ten Kulturen sehr ausgeprégt (eigene Ergebnisse), was nahelegt, dass sich TGF-betal nicht
nur positiv auf das Uberleben von Neuronen, sondern vielmehr auch auf das von Stamm- und
Vorléauferzellen in diesen Kulturen auswirkt. Eine genaue Untersuchung der protektiven Wir-
kung TGF-betas unter Beruicksichtigung der verschiedenen Zellpopulationen in aNSZ-Kultu-
ren konnte nicht nur diesbezliglich Aufklarung leisten, sondern dartiber hinaus helfen, zu
einem umfassenderen Verstandnis der vermutlich vielschichtigen Prozesse, welche letztlich in
die neuroprotektive Wirkung TGF-betas auf aNSZ involviert sind, zu gelangen und weiter

auch das Zusammenspiel der beteiligten Faktoren zu ergriinden.

7.4. Die BrdU-Sensitivitat aNSZ und deren mogliche Ursache

7.4.1. Der neqgative Einfluss von BrdU auf aNSZ-Kulturen

BrdU ist ein chemisches Basenanalogon in Form eines halogenierten Desoxyuridins,
welches wahrend der S-Phase des Zellzyklus anstelle von Thymidin in die neu synthetisierte
DNA eingebaut wird (Nowakowski et al., 1989). Aufgrund dieser Eigenschaft basieren zahl-
reiche Studien zur Untersuchung der Zellproliferation auf der Markierung sich teilender Zel-
len mit diesem mitogenen Marker (Taupin, 2007). Die Mdglichkeit, BrdU mit verschieden-
sten phanotypischen Markern wie Dcx, BIII-Tubulin, GFAP oder GalC zu kombinieren, und
die relativ einfache, immunhistochemische Nachweisbarkeit mithilfe spezifischer Antikorper

in vitro und in vivo machen seine Einsatzmdglichkeiten dartber hinaus duferst vielseitig, so-
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dass sich seine Anwendung, angefangen von der Determinierung des Entstehungszeitpunktes
endogener Zellen, bis hin zur Verfolgung des Schicksals neugenerierter Zellen erstreckt
(Corotto et al., 1993; Seki & Arai, 1993). Ferner eignet sich die Markierung von Zellen mit
BrdU im Vorfeld von Transplantationsstudien in herausragender Weise, um beispielsweise
transplantierte Stamm- und Vorlauferzellen nachfolgend identifizieren und deren Schicksal in

vivo verfolgen zu kénnen.

Die Markierung mit BrdU war fir vielerlei Entdeckungen entscheidend, so auch fir den er-
sten, grundlegenden Nachweis, dass Neurogenese im adulten, humanen Gehirn stattfindet
(Eriksson et al., 1998), wie anhand von Untersuchungen an postmortem-Gewebe von Patien-
ten, die therapiebedingt mit BrdU behandelt worden waren, gezeigt werden konnte. Heutzu-
tage ist der Einsatz von BrdU aus der aktuellen Forschung nicht mehr wegzudenken und stellt
die am haufigsten angewandte Technik dar, um - in Kombination mit zusatzlichen Markern -
neugebildete Nervenzellen zu identifizieren (Taupin, 2007) und die Regulation der Neuroge-
nese unter verschiedensten Bedingungen zu analysieren. Aufgrund von zahlreichen Erkennt-
nissen, die die heutige Wissenschaft dem Einsatz von BrdU verdankt und friihen Studien zu-
folge, die zundachst annehmen lielen, dass sich eine Thymidin-Substitution durch BrdU in vi-
vo nicht toxisch auf die Nachkommen auswirke, zumal keine Veranderungen bezuglich Wurf-
grolle, neonatalem Gewicht oder typische, teratologische Zeichen wie offenkundige neurolo-
gische Dysfunktionen ersichtlich waren (Miller & Nowakowski, 1988), wurden die moglich-
en, negativen Folgen einer BrdU-Markierung lange Zeit ibergangen und deren experimentel-
len Uberpriifung wurde nur wenig Beachtung geschenkt. Dennoch gab es schon relativ friih
auch Hinweise, die auf die Toxizitdt BrdUs wéhrend embryonaler und neonataler Entwick-
lung hindeuteten (Garner, 1974; Agnish & Kochhar, 1976; Pollard et al., 1976; Barasch &
Bressler, 1977). So konnten Studien, entgegen derjenigen von Miller et al., eindeutig nach-
weisen, dass BrdU-Injektionen in das Muttertier wahrend einer Schwangerschaft zu Fehlbil-
dungen bei den Nachkommen fiihren. Seit die Untersuchung BrdU-induzierter Effekte neuer-
dings langsam in den Mittelpunkt des Interesses von Forschern verschiedenster Fachrichtun-
gen ruckt, haufen sich die Hinweise, wonach die Markierung mit BrdU einen nicht unerheb-
lichen Einfluss auf vielerlei Zellsysteme ausiibt. Eine Beeintrachtigung der proliferativen Ak-
tivitat durch BrdU konnte bereits fur Fibroblasten der Maus und humane, diploide Fibroblas-
ten, lymphoblastoide Zelllinien sowie periphere Blut-Lymphozyten nachgewiesen werden
(Poot et al., 1994). In der neueren Literatur finden sich zudem Angaben Uber die BrdU-Sensi-

tivitat von Brust- und Blasenkrebszelllinien (Diermeier et al., 2004). Trotz seines allgegen-
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waértigen Gebrauchs in der neuralen Stammzellforschung, im Besonderen zur Untersuchung
der adulten Neurogenese und deren Regulation, wurden die mdglichen Auswirkungen einer
BrdU-Markierung auf die zelluldre Funktion multipotenter, neuraler Stamm- und Vorlaufer-
zellen bis dato nicht systematisch untersucht, sodass man tber die BrdU-Sensitivitat aNSZ
derzeit vergleichsweise wenig weiss. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit
die Auswirkungen einer BrdU-Exposition auf das Verhalten aNSZ eingehend untersucht, wo-
bei sich die eingesetzten BrdU-Konzentrationen Uber einen Bereich von 0,2-20,0 uM er-
streckten. Im Verlauf der durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich eine Reihe an schéd-
lichen Einflissen - unter anderem auf die Proliferation aNSZ - als Folge der Inkorporation
von BrdU in die DNA. Um BrdU auf eine zytotoxische Wirkung auf aNSZ hin zu tUberprifen,
war zunachst die Proliferation aNSZ, die fir 48 h mit BrdU kultiviert worden waren, ana-
lysiert worden. Die Présenz von 0,2 uM BrdU im N&hrmedium zeigte keinen inhibierenden
Einfluss auf die Proliferation aNSZ. Uberraschenderweise resultierte aber bereits die Inkuba-
tion mit 1,0 uM BrdU in vitro in einer signifikant reduzierten Proliferation aNSZ im Ver-
gleich zu Kontrollen. Die Tatsache, dass hohere Konzentrationen bis einschlieBlich 20,0 uM
BrdU diesen Effekt nicht weiter verstarkten, suggeriert, dass wahrscheinlich schon bei 1,0 uM
eine Sattigung durch BrdU erreicht war. Allerdings bleibt aufgrund der durchgefiihrten Unter-
suchungen unklar, welche Zellpopulation der aNSZ-Kultur infolge der BrdU-Exposition in
ihrer Proliferation limitiert wird. Wenngleich angesichts der starken Hemmung der Proli-
feration ab 1,0 uM anzunehmen ist, dass BrdU hauptséchlich die Population der neuralen
Stammzellen beeinflusst, sollte die Klarung dieser Frage unbedingt Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Die gewonnenen Daten stehen dartiber hinaus zweifelsohne im Ein-
klang mit Erkenntnissen aus der aktuellen Literatur, die einen tiefgreifenden und anhaltenden,
anti-proliferativen Effekt durch BrdU auf kultivierte, neurale Stamm- und Vorlauferzellen der
Maus beschreiben (Ross et al., 2008).

Im Gegensatz zu der in-vitro-Situation ergab die Analyse der endogenen Proliferation
BrdU-markierter aNSZ in vivo keine nennenswerte Reduktion der Zahl PCNA-positiver Zel-
len im GD des HC im Vergleich zu Kontrollen (siehe Abschnitt 5.6.), was darauf schlielRen
lasst, dass die Anwendung von BrdU in vivo in Dosierungen von 50 mg/kg oder 200 mg/kg
(wie sie Ublicherweise in Neurogenese-Studien eingesetzt werden) - zumindest in der akuten
Situation - nicht mit der Zellproliferation interferiert. Ebenso gab es keinen Hinweis auf eine
veranderte Proliferation BrdU-markierter aNSZ, die ins intakte Riickenmark von Ratten trans-

plantiert wurden, wenngleich die Doppel-Immunfluoreszenzfarbung gegen BrdU und PCNA
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einen schwachen, aber nicht signifikanten Anstieg der Zahl BrdU/PCNA-positiver Zellen in
den mit 1,0 uM bzw. 2,5 uM BrdU behandelten Gruppen gegentber der mit 0,2 uM BrdU
behandelten Gruppe erkennen liel3 (siehe Kapitel 5.7.). Obwohl die vorgestellten Daten dem-
nach bei den gegebenen Bedingungen keinen schadigenden Einfluss von BrdU auf die Proli-
feration aNSZ in vivo belegen, kénnen allein auf der Grundlage dieser Untersuchungen Effek-
te auf die Proliferation, die sich als Folge einer langer andauernden BrdU-Behandlung er-

geben kdnnten, nicht ausgeschlossen werden.

Die voneinander abweichenden Effekte in vitro und in vivo erschienen zundachst stark kontro-
vers. Allerdings ergab eine unabhdngige Studie, in der der Einfluss von BrdU auf die Zellpro-
liferation im GD adulter Ratten in Konzentrationen von 40-480 mg/kg untersucht wurde, ver-
gleichbare Resultate, die einen fehlenden Einfluss von BrdU auf die Zellproliferation in vivo
belegten (Hancock et al., 2009). Ebenso erwiesen sich BrdU-Applikationen in Dosierungen
von 50 mg/kg Uber einen Zeitraum von bis zu 12 aufeinanderfolgenden Tagen sowie Dosie-
rungen bis zu 300 mg/kg in adulten Ratten als nicht einflussreich, zumal keine physiologi-
schen Nebenwirkungen wie Gewichtsverlust oder Verhaltensauffalligkeiten bei den Tieren
sowie keine offensichtlichen, toxischen Effekte auf sich teilende Zellen im GD (Cameron &
McKay, 2001; Cooper-Kuhn & Kuhn, 2002) erkennbar waren. Entgegen dieser Beobachtun-
gen gibt es jedoch auch Hinweise, wonach bereits eine kurze BrdU-Kur in vivo das prolifera-
tive Potential nachfolgend isolierter, Neurosphere-bildender Zellen aus der subependymalen
Zone reduziert (Ross et al., 2008).

Weshalb sich die Kurzzeit-Behandlung mit BrdU in vitro negativ auf die Zellproliferation
auswirkt, wahrend eine vergleichbare Behandlung in vivo keinen schwerwiegenden Einfluss
zu haben scheint, ist angesichts mangelnder Studien noch nicht ausreichend erforscht. Mdog-
licherweise liegt der Unterschied jedoch darin begriindet, dass die Verfuigbarkeit von BrdU in
vivo aufgrund einer raschen Verstoffwechselung relativ begrenzt ist. Es wird angenommen,
dass BrdU nach systemischer Injektion im adulten Gehirn nur fir ndherungsweise 2h zur
Markierung von Zellen zur Verfligung steht, bevor die extrazellulare Konzentration an BrdU
erwiesenermalien drastisch abnimmt (Packard et al., 1973; Hayes & Nowakowski, 2000).
Unter der Annahme, dass die S-Phase des Zellzyklus 8h beansprucht und BrdU nur fiir 2h im
Blutstrom zirkuliert (Phuphanich & Levin, 1985) werden darliber hinaus nur ca. 40 % aller
sich teilenden Zellen mit einer einzelnen BrdU-Injektion markiert (Kuhn & Cooper-Kuhn,
2007). Zusatzlich erreicht nur ein Bruchteil der eingesetzten Dosis nach systemischer Admi-

nistration berhaupt erst das Gehirn, sodass die lokale Konzentration des Thymidinanalogons
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sicher niedriger einzuschéatzen ist als diejenige Konzentration, die ursprunglich appliziert wur-
de (Taupin, 2007). Des Weiteren wird BrdU nicht stabil in die DNA integriert, sondern mog-
licherweise im Anschluss an die Inkorporation, initiiert durch eine Dehalogenierung, gefolgt
von dem Herausschneiden des Uracil-Rests aus der DNA durch das Uracil-Glycosylase-Re-
paratur-System, wieder abgebaut (Hume & Saffhill, 1986). Dagegen sind unter in-vitro-Be-
dingungen die Prozesse, die den BrdU-Metabolismus normalerweise unterstitzen, womdglich
unterbrochen, sodass eine relativ konstante, extrazellulare Konzentration an BrdU wéhrend
des Inkubationszeitraumes besteht. Zusammengefasst fiihren die geschilderten Sachverhalte
vermutlich dazu, dass Zellen, die in vitro mit BrdU behandelt werden, letztlich vergleichs-

weise hoheren Konzentrationen ausgesetzt sind als solche in vivo.

Auf der Basis der verminderten Proliferation in BrdU-behandelten aNSZ-Kulturen wurde
weiter eine Analyse des Zellzyklus durchgefuhrt, zumal sich eine verénderte Proliferation in
einer verschobenen Zellzyklusverteilung, vermutlich in Kombination mit einem Zellzyklusar-
rest, widerspiegeln sollte. Wie erwartet, wirkte sich die kontinuierliche Applikation von BrdU
ins Kulturmedium nachteilig auf die Zellzyklusphasenverteilung aNSZ aus. So fand sich eine
signifikant verminderte S- und G2/M-Phase-Fraktion innerhalb derjenigen Kulturen, die mit
1,0-20,0 uM BrdU behandelt wurden, sowie ein signifikanter Anstieg der GO-Phase-Fraktion
(siehe Abschnitt 5.2.). Da die BrdU-induzierten Effekte nicht, wie in der Literatur beschrie-
ben, durch die Zugabe von DC ins Kulturmedium ausgeglichen werden konnten (Kaufman &
Davidson, 1978; Davidson & Kaufman, 1979), ist anzunehmen, dass entweder die eingesetzte
DC-Konzentration zu gering war oder aber die induzierten Effekte auf Proliferation und Zell-
zyklus nicht in erster Linie im Zusammenhang mit einer Stérung des Nukleotidstoffwechsels
stehen. Alternativ konnte eine Reihe weiterer molekularer Mechanismen dazu beitragen, dass
BrdU die Zellproliferation aNSZ stort. Dazu zahlen eine direkte DNA-Schadigung sowie ver-
anderte Bindungseigenschaften der DNA gegenuber regulatorischen Proteinen, deren Funkti-
on auf der Wechselwirkung mit der DNA beruht (Poot et al., 1994), infolge konformativer
Anderungen der 3-D-DNA-Struktur (Goz, 1977). Der Einbau des groRen Brom-Atoms in die
DNA beeinflusst aber keineswegs nur die Struktur der DNA und folglich deren Methylierung
und transkriptionelle Aktivitat (Kuhn & Cooper-Kuhn, 2007); vielmehr scheint die Integrati-
on von BrdU in die DNA auch deren Stabilitat zu veradndern, was die Gefahr von Schwester-
chromatid-Austauschen, Mutationen und DNA-Doppelstrangbriichen erhéht (Taupin, 2007).

Die Daten dieser Arbeit belegen auRerdem eine Induktion der Adhérenz in aNSZ-Kulturen
durch BrdU. Der beobachtete Effekt scheint jedoch dosisabhangig zu sein: Wahrend die Kul-
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turen, die mit 2,5-20,0 uM BrdU behandelt wurden, durchwegs adhédrent wurden, zeigten nur
einige wenige Spheres, die mit 1,0 uM behandelt wurden, die Tendenz zu adhérieren. Die
separate Durchfuhrung eines MTT-Assays mit dem Zellkulturiiberstand, der die freischwim-
menden Neurosphdaroiden enthielt, sowie den adhérenten Zellen am Boden der Zellkultur-
platte von kontroll- und BrdU-behandelten Zellen, bestétigte die Beobachtungen am Mikros-
kop und verwies auf einen signifikanten Anstieg der Zahl adh&renter Zellen bei der Anwen-
dung von BrdU in Konzentrationen von 2,5 uM bis 20,0 uM. Soweit bekannt, wurde ein der-
artiger Einfluss von BrdU bisher weder fiir aNSZ noch fur andere Zellsysteme beschrieben.
Dass BrdU die Fahigkeit von Zellen zu adhérieren grundlegend beeinflussen kann, geht je-
doch aus einer Studie an Fibroblasten hervor. In diesem Zusammenhang fuhrte die Présenz
von BrdU, entgegen der beschriebenen, adharenz-fordernden Wirkung in aNSZ-Kulturen,
allerdings zu einer herabgesetzten Anheftungseffizienz der Fibroblasten (Berger, 2001). Um
die Ursache der BrdU-induzierten Adh&renz in aNSZ-Kulturen zu erforschen, wurde der Fo-
kus auf eine moglicherweise verénderte Expression innerhalb der Protein-Familie der Ma-
trix-Metalloproteinasen (MMPs), im Besonderen MMP-2 und -9, in BrdU-behandelten Kultu-
ren gelegt. MMPs werden durch Sdugetierzellen zunéchst als Zymogene, das heif3t, inaktive
Enzymvorstufen sezerniert; ihre Aktivierung fihrt zum Abbau extrazelluldrer Matrix, da sie
Kollagene und Proteoglykane proteolytisch abbauen (Strongin et al., 1995). Die durchge-
fiihrten Experimente zeigten, dass eine verminderte Expression von aktivem MMP-9 nach-
weislich nicht in die Adhdrenz BrdU-behandelter Kulturen involviert war, zumal MMP-9 in
aNSZ-Kulturen erst gar nicht detektiert werden konnte. Allerdings bestatigten die erhobenen
Befunde eine hohe MMP-2-Gelatinase-Aktivitat in kontroll- und 1,0 uM BrdU-behandelten
Kulturen, wéhrend im Gegensatz dazu Kulturen, die mit 2,5 uM bzw. 20,0 uM BrdU be-
handelt wurden, nur ber ein sehr geringes bzw. ein nicht mehr vorhandenes MaR an aktivem
MMP-2 verfugten. MMP-2 konnte demnach eindeutig als der Faktor identifiziert werden,
welcher maligeblich dazu beitragt, dass kontroll-behandelte Sphéroiden und zum Teil auch
die Sphéroiden, die mit 1,0 uM BrdU behandelt wurden, nicht adhdrent wurden. Weiter er-
klart die verminderte Expression von aktivem MMP-2 bei hoheren BrdU-Konzentrationen die
zunehmende Adharenz innerhalb von Kulturen, die mit 2,5 pM oder 20,0 uM BrdU behandelt

wurden.

Die pro-Form von MMP-2 war kontrar zu der aktiven Form von MMP-2 (iber den gesamten,
untersuchten Konzentrationsbereich von 0,0 uM bis 20,0 uM BrdU unverandert exprimiert.

Dieser Befund legt nahe, dass BrdU nicht die MMP-Expression per se, sondern vielmehr den
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Ubergang von der pro-Form in die aktive Form beeinflusst. Mdglicherweise spielen in diesem
Zusammenhang die TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases)-Proteine eine entschei-
dende Rolle, zumal diese als endogene Hauptregulatoren der MMP-Aktivitat gelten (Gomez
et al., 1997), welche die Fahigkeit besitzen, MMPs reversibel zu inhibieren (Sternlicht et al.,
1999). Vermutlich fuhrt BrdU in Konzentrationen ab 2,5 UM zu einer erhohten Expression
dieser Inhibitoren und hemmt auf diese Weise die Aktivierung der MMPs. Da bekannt ist,
dass niedrige bis moderate Mengen an TIMP2 die Aktivierung von MMP-2 an der Zellober-
flache durch einen mehrstufigen Signalweg, an dem unter anderem die C-terminale Doméne
von TIMP2 beteiligt ist, fordern, wohingegen hohere Mengen an TIMP2 (iber dessen N-termi-
nale Domane die Aktivierung von MMP-2 inhibieren (Strongin et al. 1995), sollte im Rahmen
weiterfihrender Experimente die Untersuchung der Expression von TIMP-Proteinen, insbe-

sondere TIMP2, ins Auge gefasst werden.

SchlieRlich beschreibt die vorliegende Dissertation auch den Einfluss einer 48-stiindigen In-
kubation mit BrdU auf die Differenzierung aNSZ in vitro. Es lieR sich eine reduzierte Expres-
sion des neuronalen Vorlauferzellmarkers Dcx und des Oligodendrozytenmarkers Mbp infol-
ge der BrdU-Behandlung nachweisen. In Ubereinstimmung mit den gezeigten Daten in Ab-
schnitt 5.5. belegt die Literatur einen negativen Einfluss von BrdU auf die neuronale Diffe-
renzierung embryonaler, striataler VVorlauferzellen der Ratte (Caldwell et al., 2005). Aller-
dings wirkten sich im Rahmen dieser Studie erst Konzentrationen ab 1,0 uM BrdU eindeutig
negativ auf die Expression von TuJ1 (BIII-Tubulin) in sich entwickelnden Neuronen aus, wo-
gegen die vorliegende Arbeit eine signifikant verminderte Dcx-Expression schon bei einer
Konzentration von 0,2 uM BrdU anfiihrt. Des Weiteren wies die genannte Studie keinen Ein-
fluss von BrdU auf die gliale Differenzierung in Astrozyten und Oligodendrozyten im unter-
suchten Konzentrationsbereich bis einschlieBlich 10,0 uM BrdU nach. Entgegen dieser Beob-
achtungen lieRen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zwar einen signifikanten Einfluss
auf die oligodendrogliale Differenzierung ab einer Konzentration von 1,0 uM BrdU erken-
nen, konnten dartiber hinaus allerdings die unveranderte Expression von GFAP in aNSZ-Kul-
turen, trotz der Anwesenheit von BrdU im Kulturmedium, bestatigen. Worauf diese teils ge-
gensatzlichen Befunde beruhen, ist bislang aufgrund fehlender Untersuchungen noch nicht
geklart. Als Ursache kénnte zum einen die unterschiedliche Herkunft der untersuchten Zellen
(im Rahmen dieser Dissertation wurden Zellen aus der SVZ verwendet) sowie darauf basie-
rend die Tatsache, dass die hier eingesetzten Zellen einer neurogenen Region entstammen,

wahrend striatale Zellen grundlegend als nicht neurogen gelten, in Betracht gezogen werden.
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Denkbar ware auch, dass sich die differierenden Ergebnisse infolge der unterschiedlichen Ent-
wicklungsstufen (adult versus embryonal) der verwendeten Zellen ergeben und dadurch be-
griinden lassen. Moglicherweise spielt zudem die Inkubationsdauer mit BrdU im Vorfeld der
Differenzierung, die in der Studie von Caldwell et al. 24h, hier jedoch 48h, betrug, eine be-
deutende Rolle. In klarem Gegensatz zu den in-vitro-Studien beeintrachtigte die Anwendung
von BrdU in vivo in Konzentrationen von 240 mg/kg und 480 mg/kg die Population unreifer,
Dcx-positiver Neurone im HC adulter Ratten offenbar in keinster Weise (Hancock et al.,
2009); eine Tatsache, die woméglich in einer raschen Verstoffwechselung von BrdU in vivo
infolge intakter Prozesse, die den BrdU-Metabolismus unterstutzen, begriindet liegt.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde belegen, dass BrdU-behandelte aNSZ, trotz
eines veranderten Phanotyps, ihre grundlegende Fahigkeit zur Differenzierung in Astrozyten,
Oligodendrozyten und Neurone beibehalten, selbst wenn sie in Anwesenheit von 20,0 uM
BrdU kultiviert werden. Vergleichbare Ergebnisse konnten zuvor bereits anhand von Unter-
suchungen an neuralen Stamm- und Vorl&uferzellen der Maus erzielt werden, die zundchst fir
24h einem Puls von 50,0 uM BrdU ausgesetzt waren und im Anschluss dennoch in der Lage
waren, in BIII-Tubulin-positive Neurone sowie GFAP-positive Astrozyten auszudifferenzie-
ren (Ross et al., 2008). Des Weiteren bestétigten auch Experimente an striatalen Vorlaufer-
zellen der Ratte, dass eine 24-stlindige Inkubation mit 10,0 uM BrdU im Vorfeld einer Diffe-
renzierung deren Multipotenz nicht beeintrachtigt (Caldwell et al., 2005). Andererseits er-
gaben weiterfiihrende Experimente der erstgenannten Studie von Ross et al., in denen die Zel-
len bereits wéhrend der Spherebildung, das heiflt, von Beginn der Kultur an, fir 7 Tage mit
BrdU behandelt wurden, eine starke Beeintrachtigung der terminalen Differenzierung, die
letztlich keine typischen BIII-Tubulin- und GFAP-Farbungen mehr erkennen liel3. Gerade die-
ser Befund unterstreicht die Notwendigkeit, insbesondere den mdéglichen Einfluss einer langer
andauernden Inkubation mit BrdU unbedingt zu bedenken und im voraus, vor der Durch-

fuhrung der eigentlichen Experimente, sorgfaltig abzukl&ren.

Neben einer verdnderten Differenzierung BrdU-behandelter Zellen wurde in vitro zudem eine
deutliche Zunahme des Zelltods in den Kulturen, die mit 1,0-20,0 uM BrdU behandelt wur-
den, nachgewiesen (vgl. Kap. 5.3.). Diese Daten decken sich mit Erkenntnissen, die nach ei-
ner Applikation von 60-600 mg/kg BrdU in vivo gewonnen wurden und auf die Induktion
von neuronalem Zelltod wahrend embryonaler und neonataler Entwicklung bei hoéheren
BrdU-Konzentrationen im ZNS verweisen (Bannigan, 1985; Nagao et al., 1998). In &hnlicher

Weise zeigten auch in-vitro-Experimente von Caldwell et al. eine 30%ige Abnahme des
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Uberlebens von Zellen bei einer BrdU-Konzentration von 10,0 uM, wahrend die Inkubation
mit 0,2 uM BrdU keinen Einfluss auf Zelltod zu haben schien und ein Uberleben von
signifikant mehr Neuronen, als bei hoheren Dosierungen nach sich zog (Caldwell et al.,
2005). Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Augenmerk zunéchst allgemein auf die
maogliche Induktion von Zelltod durch BrdU gelegt, ungeachtet dessen, welche Zellpopulation
innerhalb der untersuchten Kulturen vom Zelltod betroffen war. Im Unterschied dazu ver-
weisen die beiden letztgenannten Studien explizit auf den Zelltod neuronaler Zellen durch
BrdU. Da die Ergebnisse dieser Arbeit aber eine, mit zunehmender BrdU-Konzentration
verminderte Dcx-Expression in aNSZ-Kulturen belegen, ist nicht auszuschlieRen, dass diese,
alternativ zu einer reduzierten Bildung Dcx-positiver Zellen bei hoheren BrdU-Konzen-

trationen, durch einen ansteigenden Zelltod neuronal determinierter Zellen zustande kommt.

Hinsichtlich der aufgezeigten Induktion von Zelltod stehen die Daten der vorliegenden Ar-
beit zusammen mit den Erkenntnissen von Caldwell et al. im eindeutigen Gegensatz zu den
Ergebnissen einer Studie an neuralen Stamm- und Vorl&uferzellkulturen der Maus, die, trotz
der 24-stiindigen Behandlung mit 50,0 uM BrdU, keine Hinweise auf einen signifikanten An-
stieg spontanen Zelltods infolge der BrdU-Behandlung gab. Interessanterweise zeigten die
BrdU-behandelten Zellen in diesem Kontext vielmehr eine zunehmende Resistenz gegentber
einer chemisch hervorgerufenen Apoptose. Die Autoren verweisen diesbeziiglich auf eine In-
duktion der Seneszenz innerhalb dieser Kulturen, die zwar zu einem progressiven Abfall der
Replikation sich schnell teilender Stamm- und Vorlauferzellen fuhrt, aber keine Apoptose in-
duziert (Ross et al., 2008). Worauf diese grundlegenden Unterschiede zwischen Stamm- und
Vorlauferzellen der Ratte und der Maus beruhen, ist derzeit noch nicht verstanden. Denkbar
waére jedoch, dass die spezies-spezifische BrdU-Sensitivitat in der unterschiedlichen Zusam-
mensetzung der Zellpopulationen adulter neuraler Stamm- und Vorlauferzellen der Ratte im

Vergleich zur Maus (Manuskript in Vorbereitung: Steffenhagen et al., 2010) begrundet liegt.

Auch uber welchen Signalweg die toxische Wirkung BrdUs auf aNSZ mediiert wird, wurde
bis dato nicht untersucht und bleibt daher in weiteren Experimenten zu klaren. Jedoch gibt es
Daten, die darauf hinweisen, dass eine Inhibierung von ERK (Extrazellular Regulierte Kina-
se) im Zusammenhang mit der Induktion von Zelltod eine entscheidende Rolle spielt (Xia et
al., 1995). Dementsprechend wirkte sich die Aktivierung der MAPK ERK1/2 durch TGF-be-
tal protektiv auf hippocampale Zellen in vitro aus (Zhu et al., 2002). Zusétzlich konnten
Untersuchungen von Caldwell et al. zeigen (2005), dass die Inkubation von Zellen des Stri-

atums, einer der SVZ nahe benachbarten Region, mit 10,0 uM BrdU in einer Abnahme der
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ERK-Phosphorylierung und folglich einem Anstieg von Zelltod im Vergleich zu Kontroll-
zellen resultiert. Dies wirft die Frage auf, ob &hnliche Mechanismen den BrdU-induzierten
Zelltod in aNSZ-Kulturen bewirken und ob dieser Zelltod auf eine verminderte Phosphory-
lierung bzw. eine Inhibierung von ERK bei hoheren BrdU-Konzentrationen zuriickzufiihren
ist. Da die mit Zellen aus der SVZ durchgefiihrte DNA-Array-Analyse, entgegen der Akti-
vierung von ERK1/2 in hippocampalen Zellkulturen (Zhu et al., 2002), eine verminderte Ex-
pression von ERK1 (=Mapk3) nach TGF-betal-Behandlung ergab (siehe Abschnitt 3.1.2.ii.:
Tabelle 15) und im Rahmen weiterer Experimente gezeigt wurde, dass die Behandlung aNSZ
mit BrdU die Expression von TGF-betal hervorruft (siehe Abschnitt 6), wére die Invol-
vierung des ERK-Signalweges in den BrdU-vermittelten Zelltod aNSZ zumindest nicht un-

wahrscheinlich.

Abgesehen von den hier nachgewiesenen, vielféltigen Einflissen von BrdU auf aNSZ, die bei
einer Markierung mit BrdU zur Untersuchung weiterer Parameter dringend berticksich-
tigt werden midissen, erfordert auch die Interpretation von Daten, die aus Experimenten mit
BrdU-behandelten Zellen oder Tieren gewonnen wurden, per se erhéhte Vorsicht. BrdU ist
namlich, wenngleich oft falschlicherweise angenommen, kein Marker der S-Phase des Zell-
zyklus. Vielmehr markiert das Thymidinanalogon neu synthetisierte DNA, woraus sich ab-
leiten lasst, dass es nicht nur in proliferierende Zellen, sondern auch in Zellen, deren DNA
repariert wird oder solche, die erneut in den Zellzyklus eintreten, eingebaut wird (Taupin,
2007). Ein weiterer Aspekt, der unbedingt Beachtung finden sollte, ist die Tatsache, dass be-
schadigte oder degenerierende, terminal differenzierte, postmitotische Neurone des adulten
Gehirns Zellzyklus-assoziierte Proteine aktivieren und erneut in den Zellzyklus eintreten kon-
nen, bevor sie letztlich dem Zelltod unterliegen (Katchanov et al., 2001; Herrup & Arendt,
2002). Dies konnte eine Studie an adulten Nagetieren tber die Analyse der BrdU-Inkorpora-
tion, gepaart mit der Expression von G1/S-Phase-Ubergangsmarkern, bestétigen, in der, aus-
gelost durch die Kombination einer Hypoxie mit einer Ischdmie, Neurone dazu veranlasst
wurden, die DNA-Synthese erneut aufzunehmen. Gleichzeitig zeigte die Mehrheit BrdU/
NeuN-immunreaktiver Zellen eine positive Antwort auf die TUNEL-Farbung, was ihre apop-
totische Natur unter Beweis stellte (Kuan et al., 2004). All dies erschwert die Interpretation
von Daten, die aus Experimenten mit BrdU-markierten Zellen oder Geweben gewonnen wur-
den, zunehmend, sodass beispielsweise zum Nachweis der Neurogenese nach Verletzungen
des Gehirns, Uber den Einsatz von BrdU in Kombination mit neuronalen Markern hinaus,

dringend die Anwendung apoptotischer Marker erforderlich scheint, um einer Verfélschung
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der Ergebnisse vorzubeugen. Ein noch schwerwiegenderes Problem bezuglich der Verwen-
dung von BrdU stellt sich jedoch beim Einsatz des Nukleotidanalogons zur Markierung von
Zellen, die anschlielend transplantiert und in vivo verfolgt werden sollen. Ein mittlerweile
vielfach dokumentiertes Phdnomen ist der Befund, dass transplantierte Zellen, die zuvor mit
BrdU markiert wurden, bevorzugt absterben, anstatt sich in die neue Umgebung zu integrieren
und funktionell auszureifen - eine Tatsache, die unter Umstdnden wiederum im Zusammen-
hang mit der oftmals unsachgemafien und inadédquaten Anwendung von BrdU zur Markierung
von Zellen stehen konnte. Eine erst kirzlich verdffentlichte Studie weist zudem darauf hin,
dass BrdU aus Zellen des Transplantats in das Genom adulter, neuronaler Zellen des Empfan-
gers transferiert werden konnte (Burns et al., 2006), was in der Folge maligeblich zu einer

Fehlinterpretation der gewonnenen Daten beitragen wirde.

Trotz all der genannten negativen Aspekte, die im Zusammenhang mit einer BrdU-Markie-
rung stehen, gibt es derzeit vergleichsweise wenig Alternativen, was die Markierung sich tei-
lender Zellen betrifft. Zwar bietet beispielsweise eine retrovirale Markierung gegentber der-
jenigen mit BrdU den Vorteil, dass retrovirale Gene an alle Nachkommen der urspriinglich in-
fizierten Zelle weitergegeben werden, unabhdngig davon, wie viele Teilungen diese Zelle
durchlauft, wahrend BrdU im Verlauf jedes Zellzyklus weiter verdinnt wird. Der grundle-
gende Nachteil dieser Methode besteht allerdings in einer moglichen Inaktivierung des Pro-
moters, die demzufolge in einer verminderten oder sogar vollends ausbleibenden Reporter-
gen-Expression resultiert (Kuhn & Cooper-Kuhn, 2007). Endogene Marker wie PCNA und
Ki67 eignen sich dagegen zwar in hervorragender Weise zur Untersuchung von Biopsien und
humanen Geweben postmortem, wo der Einsatz von BrdU - wenn nicht schon zu Lebzeiten
im Rahmen Krebs-therapeutischer Malinahmen angewandt - nicht vertretbar ist. Insbesondere
zum Nachweis der Neurogenese sind sie jedoch ungeeignet, zumal ihre Expression nicht auf
neu gebildete Neurone hinweist, sondern lediglich die Proliferation der untersuchten Zellen
bestétigt. Ein strenger Nachweis der Neurogenese mithilfe von PCNA oder Ki67 erfordert da-
her unbedingt die Kombination mit zusatzlichen, phénotypischen Markern wie Dcx (Eisch &
Mandyam, 2007).

Die negativen Einfliisse einer BrdU-Markierung sind lber einen langen Zeitraum nicht in
Publikationen beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Auswir-
kungen einer Thymidin-Substitution durch BrdU auf verschiedenste Parameter aNSZ-Kultu-
ren der Ratte eingehend untersucht. Zusammengefasst haben die Untersuchungen gezeigt,

dass BrdU eine zytotoxische Wirkung auf die verwendeten aNSZ auslibt und sowohl deren
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Proliferation, Zellzyklus und Differenzierung als auch deren Uberleben und Adhésionsver-
halten in vitro negativ beeinflusst. Diese kritischen und dennoch oftmals unterschatzten bzw.
vernachlassigten Aspekte einer BrdU-Markierung unterstreichen die Notwendigkeit, den
maoglicherweise vorhandenen Einfluss dieses Markers auf das verwendete Modellsystem im
Vorfeld der eigentlichen Untersuchungen abzuklaren, zumal mit dem Thymidinanalogon ein
Fremdstoff in die DNA eingefuhrt wird, dessen zytostatische und zytotoxische Effekte auf die
biologischen Reaktionen des Modellsystems nicht ohne Weiteres grundlegend ausgeschlossen
werden koénnen. Dies schlief3t ein, dass selbst bei nahe verwandten Spezies wie Ratte und
Maus nicht grundsétzlich davon ausgegangen werden kann, dass sich die Ergebnisse beziig-
lich der BrdU-Sensitivitat (bertragen lassen; denn nicht einmal innerhalb verschiedener Re-
gionen wie z. B. HC und SVZ derselben Spezies fiihrt die Substitution des Thymidins durch
BrdU zwangsweise zu vergleichbaren Befunden. Wird BrdU stattdessen eingesetzt, ohne die
damit verbundenen Auswirkungen genau zu kennen, besteht die Gefahr, verfalschte Messer-
gebnisse zu generieren, die letztlich zu einer fehlerhaften Interpretation der gewonnenen Da-
ten infolge der gewahlten Detektionsmethode flihren. Gerade diese Uberaus wichtige Tatsache

sollte beim Einsatz von BrdU streng berlicksichtigt werden.

Insgesamt stellt die Markierung mitotischer Zellen mit BrdU eine adaquate Methode dar, vor-
ausgesetzt man ist sich dartiber im Klaren, dass die Anwendung grundsatzlich auch Risiken
bergen kann und in jedem Fall gewisse Vorsicht erfordert, sodass der Einsatz von BrdU mit
Bedacht erfolgen sollte. Auch wenn die Verwendung von BrdU mangelnden Alternativen zu-
folge oftmals nicht umgangen werden kann, so sollte zumindest im Vorfeld abgeklart wer-
den, ob BrdU selbst einen Einfluss auf das jeweilig untersuchte Modellsystem besitzt, sodass
dies gegebenenfalls bei der Bewertung der gefundenen Resultate mit einflielen kann. Da die
verwendete BrdU-Konzentration im Hinblick auf schadliche Nebenwirkungen eine entschei-
dende Rolle zu spielen scheint (wie in Abschnitt 5 gezeigt wurde), kénnte im Falle einer
nachgewiesenen Beeintréchtigung durch BrdU die angemessene Menge an Basenanalogon
durch entsprechende Experimente titriert und folglich womaglich reduziert werden, um die
Zelltoxizitat und dadurch hervorgerufene, experimentelle Artefakte zumindest so gering wie
maoglich zu halten. Allerdings sollte beachtet werden, dass die verwendete Konzentration aus-
reicht, um gentigend Zellen zu markieren, da auch der Einsatz zu geringer BrdU-Konzentra-
tionen aufgrund einer zu schwachen Intensitat der nachfolgenden BrdU-Farbung am Ende die
Gefahr einer falschen Interpretation der Ergebnisse birgt. Sind die BrdU-induzierten Effekte

jedoch zu stark, sodass sie nicht eindeutig von den eigentlichen Ergebnissen abgegrenzt wer-
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den konnen, bleibt nur die Mdglichkeit, nach alternativen Methoden zu forschen, um verlass-
liche Ergebnisse zu generieren. In jedem Fall sollte nicht selbstverstandlich angenommen
werden, dass BrdU-markierte Zellen und deren Nachkommen sich in Bezug auf proliferatives
Potential, Differenzierung und Zelltod sowie weitere funktionelle Parameter dhnlich wie un-
behandelte Zellen verhalten. Mdglicherweise erfordert insbesondere die Anwendung von
BrdU in Langzeitstudien in vivo, in denen BrdU wiederholt und teils in hohen Konzentrati-

onen appliziert wird, erhohte Vorsicht.

7.4.2. Die BrdU-induzierte TGF-betal-Expression und -Signalibertragung in
aNSZ-Kulturen

Die im vorangehenden Kapitel beschriebenen Beobachtungen im Zusammenhang mit
den Auswirkungen einer BrdU-Markierung auf aNSZ liel3en einige Parallelen zu den gleich-
falls im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Einflissen von TGF-betal auf aNSZ erken-
nen. So fuhrte die Inkubation aNSZ mit BrdU oder TGF-betal zu einer deutlichen Reduktion
des proliferativen Potentials in aNSZ-Kulturen. Erwartungsgemal spiegelte sich dies beider-
seits in einer veranderten Zellzyklusverteilung in Form einer erhdhten G0/G1-Phase-Fraktion
bei gleichzeitig verminderter S-Phase wider. Zusatzlich fand sich in weiteren Experimenten
sowohl in BrdU- als auch in TGF-betal-behandelten Kulturen ein Einfluss auf die Differen-
zierung bestatigt, der in einer verminderten oligodendroglialen Differenzierung bei jeweils
konstanter astroglialer Differenzierung resultierte, wobei die Multipotenz der aNSZ-Kulturen
jedoch grundlegend erhalten blieb. Die erhobenen Befunde warfen die Frage auf, worauf die-
se gleichartigen Resultate zurlickzufiihren waren. Einen Uberaus interessanten Hinweis liefer-
te in diesem Zusammenhang die relative Quantifizierung der TGF-betal-mRNA in BrdU-be-
handelten aNSZ-Kulturen, welche eine erhohte Expression von TGF-betal innerhalb dieser
Kulturen ergab. Wenngleich ein derartiger Einfluss von BrdU auf die Expression dieses Zyto-
kins in aNSZ bisher nicht gezeigt wurde, verweist eine erst kirzlich veréffentlichte Studie auf
erhohte Transkriptlevel eines weiteren Mitglieds der TGF-Familie, Inhibin-BA (Aktivin A), in
HeLa-Zellen, die BrdU in Kombination mit Distamycin A, einem ebenfalls die vorreife Se-
neszenz induzierenden Reagenz, ausgesetzt waren (Novakova et al., 2010). Weiterflihrende
Experimente bestétigten zudem eine signifikant erhdhte Expression von TGF-betal auf Pro-
teinebene ab einer Konzentration von 1,0 uM BrdU sowie eine Zunahme der Smad2-Phos-
phorylierung infolge einer Aktivierung der TGF-betal-Signaltransduktion in BrdU-behandel-
ten Kulturen im Vergleich zu Kontrollen. Dies lasst vermuten, dass zumindest ein Teil der be-
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obachteten Effekte, die durch BrdU hervorgerufen werden, im Zusammenhang mit der Induk-
tion von TGF-betal in diesen Kulturen steht. Insbesondere der in Abschnitt 5.1. gezeigte
Rickgang der Proliferation nach 48-stiindiger Inkubation mit 1,0 uM BrdU scheint sehr wahr-
scheinlich durch die erhéhte Expression von TGF-betal induziert. Diese Schlussfolgerung
wird dadurch bekréftigt, dass beide Effekte, die signifikant gesteigerte Expression von
TGF-betal und die reduzierte Proliferation BrdU-behandelter Kulturen bei dieser Konzen-
tration konvergieren (vgl. Abschnitt 5.1. und 6.1.2.). Um die Beteiligung von TGF-betal bei
der Ubertragung der BrdU-induzierten Effekte zweifelsohne nachzuweisen, sind dennoch
weitere Experimente dringend erforderlich, zumal die Zusammenh&nge gegenwartig nicht
verstanden sind. Vorstellbar ware diesbezlglich die Anwendung von ALK-Inhibitoren im
Vorfeld der Behandlung aNSZ mit BrdU, mit dem Ziel, die Signaltibertragung durch TGF-be-
tal innerhalb dieser Kulturen zu hemmen. Lief3e sich auf diese Weise die unter Kontroll-
bedingungen beobachtete, unverfélschte Proliferation aNSZ-Kulturen trotz der Inkubation mit
BrdU wieder herstellen, wéare der eindeutige Nachweis erbracht, dass die BrdU-induzierte
Inhibierung der Proliferation Uber TGF-betal mediiert wird. Letztlich kénnten die aus der-
artigen Experimenten gewonnenen Erkenntnisse dazu dienen, unerwiinschte Nebeneffekte
einer BrdU-Markierung, die nachweislich in Verbindung mit der Expression von TGF-betal
stehen, durch eine Blockierung der TGF-betal-Signaliibertragung gezielt zu umgehen oder

zumindest zu minimieren.
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8.1. Gerateeinstellungen des Durchflusszytometers

Im Folgenden sind die Einstellungen am Durchflusszytometer FACS Calibur fir die

ein- und zweiparametrischen Messungen gezeigt (vgl. Tabelle 22 und 23).

Kanal Verstarkerspannung Modus Verstarkung [A] Kompensation

[Vl
FSC E-1 lin 7,99 FL1-0,1%FL2
SSC 300 log 1,0 FL2-0,0% FL1
FL1 403 log 1,0 FL2-0,0 % FL3
FL2 389 log 1,0 FL3-0,0% FL2
FL3 400 lin 1,0
FL3-A lin 1,0
FL3-W lin 3,99
Schwellenwert FSC =80

Tabelle 22: Gerateparameter fur die einparametrischen PI-Messungen sowie die zweiparametrischen

Ki67/P1-Messungen am FACS Calibur.

Kanal Verstérkerspannung Modus Verstarkung [A] Kompensation

4
FSC E-1 lin 7,99 FL1-0,1% FL2
SSC 300 log 1,0 FL2 -0,0 % FL1
FL1 550 log 1,0 FL2 -0,0 % FL3
FL2 389 log 1,0 FL3-0,0% FL2
FL3 462 lin 1,0
FL3-A lin 1,0
FL3-W lin 3,99
Schwellenwert FSC =80

Tabelle 23: Gerateparameter fiir die zweiparametrischen BrdU/P1-Messungen am FACS Calibur.

8.2. Abklrzungsverzeichnis

% Prozent

T mikro (10°)

°C Grad Celsius

o-MEM o-minimal essential medium

A Adenin

A2B5 Marker fir unreife, gliale Vorlduferzellen
aNSZ adulte, neurale Stamm- und Vorlduferzellen
ATP Adenosintriphosphat

APS Ammoniumpersulfat

BMP Bone Morphogenetic Protein

BO Bulbus olfactorius

bp Basenpaare

BrdU 5-Bromo-2'-desoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

cDNA complementary DNA, zur mRNA komplementdre DNA
cm’ Quadratzentimeter
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CO, Kohlendioxid

d Tag

Da Dalton

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAPI 4'6'-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-Hydrat
DC 2'-Desoxycytidin

Dcx Doublecortin

d. h. das heift

dH,O destilliertes Wasser

DM Dichroitischer Spiegel

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleotid-Triphosphat

DPBS Dulbeccos Phosphat-gepufferte Salzlésung
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N'N'-tetraessigsaure
ELISA Enzyme-Linked-lmmunosorbent-Assay

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FACS fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

FCS fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FGF Fibroblast Growth Factor

FITC Fluorescein

FL Fluoreszenz

FL3-A Signalflache, Signalintegral der Fluoreszenz 3
FL3-H Signalhdhe, Signalintensitét der Fluoreszenz 3
FL3-W Signalweite, Signaldauer der Fluoreszenz 3
FSC forward scatter light, VVorwartsstreulicht

g Gramm

g Einheit der Erdbeschleunigung

G Guanin

GalC Galactosylceramidase

GD Gyrus dentatus

GFAP Glial fibrillary acidic protein

h Stunde(n)

HBSS Hanks Balanced Salt Solution

HC Hippocampus

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-sdure
HRP Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase)
IgG Immunglobulin vom Subtyp gamma

k kilo

Kap. Kapitel

I Liter

lin linear

log logarithmisch

M MaReinheit der Molaritat (mM = 10° M, uM = 10° M)
mA Milli-Ampere

Map2ab Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 ab

Mbp Myelin Basic Protein

mg Milligramm (107 g)

min Minute

ml Milliliter

mol Einheit der Stoffmenge

MRNA Messenger-RNA

MSC-CM mesenchymal konditioniertes Medium
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MW Molekulargewicht
ng Nanogramm (107 g)
nm Nanometer (10 m)
NSZ neurale Stamm- und Vorlauferzellen
ODy im Optische Dichte bei einer Wellenldnge von x nm
p Piko (10™)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PFA Paraformaldehyd
pH negativer Logarithmus der H'-lonenkonzentration
Pl Propidiumiodid
PMT Photomultiplier
ppm parts per million
pSmad?2 phosphoryliertes Smad?2
RMS Rostralmigratorischer Strom
RNA Ribonukleinsure
RT Reverse Transkription
R.T. Raumtemperatur
S Sekunde
S. siehe
SD Standardabweichung (standard deviation)
SDS Natriumdodecylsulfat
SGZ Subgranuldrzone
s0g. sogenannte
SP Kurzpassfilter
SSC sideward scatter light, Seitwartsstreulicht
SUB Protein-Extraktionspuffer mit SDS, Harnstoff und B-Mercaptoethanol
Svz Subventrikuldrzone
T Thymidin
T Temperatur
T75 75 cm’ Gewebe-Kulturflaschen
Tag-Polymerase DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBS Tris-gepufferte Salzlosung
TEMED N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
TGF-betal Transforming Growth Factor-betal
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-HCI Tris-Puffer, pH mit Salzsdure eingestellt
TTX Tetrodotoxin
Tween Polyoxyethylensorbitmonolaurat
u.a. unter anderem
uv Ultraviolettes Licht
\Y Volt
vgl. vergleiche
v/v Volumen/Volumen (volume per volume)
wiv Gewicht/Volumen (weight per volume)
wiw Gewicht/Gewicht (weight per weight)
X mal
z. B. zum Beispiel
ZNS zentrales Nervensystem
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