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1. Einleitung

1.1. Historischer Riickblick zur Erforschung adulter Neurogenese

Bis zur Hilfte des letzten Jahrhunderts galt das Dogma des Wissenschaftlers Santiago Ramon
y Cajal von 1928 als unumstritten: nach der embryonalen Entwicklung werden keine neuen
Neuronen im Gehirn gebildet. Héufig zitiert wurde dementsprechend folgende Aussage
(Ramon y Cajal 1928, Kempermann 2011): “Once development was ended, the fonts of growth
and regeneration of the axons and dendrites dried up irrevocably. In adult centres the nerve
paths are something fixed, ended, immutable. Everything may die, nothing may be
regenerated.“, was als Konsequenz die Irreversibilitit neuronaler Schiden und
neurodegenerativer Erkrankungen in sich trigt. 1949 entdeckte Donald Hebb die Féhigkeit der
Neurone, aktivititsabhéngig die Funktion ihrer Synapsen zu verdndern, was als neuronale
Plastizitdt bezeichnet wird (Welsch 2014). Den ersten Hinweis auf sich teilende Zellen im
adulten Gehirn erbrachte jedoch Altman im Jahr 1962, indem er durch eine autoradiographische
Studie nach intrathekaler Injektion von radioaktiv markiertem Thymidin die postnatale
Existenz von sich teilenden Zellen nach Verletzung im Hippocampus der Ratte aufzeigte und
diese in seiner Arbeit ,,Are there dividing cells in the adult brain? * verdffentlichte (Altman
1962). Einige Jahre spidter entdeckte erneut Altman die subventrikulidre Zone (SVZ) als
anatomischen Ursprung sich teilender Zellen. Kurze Zeit spédter wurde der rostrale
Migrationsstrom (RMS) beschrieben, in welchem die neugeborenen Zellen im Frontallappen
nach rostral in den olfaktorischen Bulbus (OB) wandern. Zusédtzlich wurde die subgranulére
Zone (SGZ) des Hippocampus als weitere anatomische Region adulter Neurogenese entdeckt
(Altman und Das 1965, Altman 1969). Fiir diese frithen Beschreibungen wurde durchgehend
die autoradiographische Methode der Detektion sich teilender Zellen angewandt, die keine
Darstellung des Phénotyps oder der exakten anatomischen Lokalisation der radioaktiv
markierten Zellen erlaubte.

Erst fiinfzehn Jahre spiter untersuchte der Neurowissenschaftler Kaplan den Hippocampus und
die SVZ elektronenmikroskopisch und konnte die neuronalen FEigenschaften der dort
anséssigen Zellen beweisen (Kaplan und Bell 1984). Im selben Jahr wurden im Gehirn adulter
Singvogel proliferierende Zellen nachgewiesen (Paton und Nottebohm 1984). Ab diesem
Zeitpunkt erhielt die Forschung an neuronalen Stammzellen einen Aufschwung, der auch durch
die Entdeckung des Thymidinanalogons Bromodesoxyuridin (BrdU) als in vivo Marker fiir sich

teilende Zellen gefordert wurde. Im Jahr 1988 untersuchten Miller und Nowakoski mit



zweifacher histologischer Markierung durch BrdU und neuronale Marker die entdeckten
Zellen; eine Methode, auf welche heute noch zuriickgegriffen wird und welche auch in dieser
Arbeit durchgefiihrt wurde (Nowakowski, Lewin et al. 1989). Reynolds und Weiss studierten
und bewiesen 1992 endgiiltig die SVZ als Stammzellreservoir im Nagergehirn durch Isolation
und in vitro Kultivierung entnommener Stammzellen (Reynolds, Tetzlaff et al. 1992), was 1993
durch Corotto und Luskin bestitigt wurde. Diese konnten einen Migrationsstrom im Frontalhirn
- dem RMS entsprechend - nachweisen (Corotto, Henegar et al. 1993, Luskin, Parnavelas et al.
1993). Im Verlauf wurde als zweite Region mit persistierender Neurogenese 1996 der
Hippocampus bestétigt (Kuhn, Dickinson-Anson et al. 1996). Weitere bahnbrechende Arbeiten
wurden durch Alvarez-Buylla und Doetsch in den folgenden Jahren angefertigt. Zu beachten
ist, dass alle genannten Studien lediglich den Nachweis der Existenz adulter Neurogenese im
Tiermodell erbrachten, wihrend die Existenz und Relevanz der adulten Neurogenese im

humanen ZNS noch umstritten ist (Sorrells, Paredes et al. 2018).

1.2.Anatomische Regionen adulter Neurogenese

Aus der jahrzehntelangen Forschung konnten oben genannte Regionen persistierender
Neurogenese im adulten Gehirn nachgewiesen werden, welche im Folgenden detaillierter

dargestellt werden sollen.

1.2.1. SVZ-RMS-System

1.2.1.1. Subventrikuliire Zone (SVZ)

Die SVZ befindet sich im Bereich des Seitenventrikels und entspricht der aus der embryonalen
Entwicklung persistierenden Keimzone des Vordergehirns. Anatomisch ist diese als die laterale
Wand des lateralen Ventrikels definiert worden und setzt sich dabei aus ependymalen und
subependymalen Zellen zusammen (Mitro und Palkovits 1981, Doetsch, Garcia-Verdugo et al.
1997, Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo 2002). Die SVZ erstreckt sich iiber die gesamte
Linge des lateralen Ventrikels (Doetsch und Alvarez-Buylla 1996). Ein Teil der ansdssigen
Zellen befindet sich in kettenférmiger Migration und setzt sich nach rostral in den RMS fort.
Bereits in der SVZ scheint eine molekulare und anatomische Heterogenitédt mit mosaikartigem
Aufbau zu existieren. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass aus
verschiedenen anatomischen Ebenen der SVZ jeweils verschiedene Unterformen von

Interneuronen des OBs entstehen; es wird diskutiert, ob anatomische Destination und Phénotyp
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durch den anatomischen Ursprung vorgegeben sind (Merkle, Mirzadeh et al. 2007, Alvarez-
Buylla, Kohwi et al. 2008).

Die zelluldre Zusammensetzung der subventrikuldren Zone ist durch zahlreiche histologische
und elektromikroskopische Studien detailliert beschrieben. Die erste elektronenmikroskopische
Analyse erfolgte durch Doetsch und Kollegen (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997).

Die adulten neuronalen Stammzellen in der SVZ lassen sich nach Morphologie, histologischen
Markern und Léange des Zellzyklus einteilen.

Die Stammzellen, von welchen die Entwicklung aller weiteren adulten neuronalen
Vorlauferzellen ausgeht, sind die Typ-B-Zellen, welche den ruhenden neuronale Stammzellen
entsprechen. Aufgrund ihres Stammzellcharakters besitzen sie die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung. Die Typ-B-Zellen sind langsam teilende Zellen mit astrozytiren
Eigenschaften, die wihrend der embryonalen Entwicklung aus radialen Gliazellen
hervorgingen. Die radialen Gliazellen fungierten wihrend der Embryogenese als
Vorléduferzellen der spéteren adulten neuronalen Stammzellen sowie als Stiitzstruktur des RMS
(Herrera, Garcia-Verdugo et al. 1999, Merkle, Tramontin et al. 2004, Malatesta und Gotz 2013).
Elektronenmikroskopisch zeigen sich die fiir Astrozyten typischen langen Fortsdtze, die in
direktem Kontakt mit dem Ventrikel und somit dem Liquor stehen (Gage, Kempermann et al.
2008). Auch bei der immunhistologischen Charakterisierung zeigen sie astrozytire
Eigenschaften; die Typ-B-Zellen sind positiv fiir die Marker GFAP, Sox1, Mashl und Nestin
(Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997). Die Typ-B-Zellen formen rohrenformige Strukturen um
die restlichen Zellen der SVZ und trennen diese vom umgebenden Gewebe. Morphologisch
lassen sich zwei Untertypen unterscheiden: die Typ-B1-Zellen sind grofler als die Typ-B2-
Zellen; elektronenmikroskopisch lédsst sich bei den Typ-Bl-Zellen ein helleres Zytoplasma
nachweisen. Sie sind in anatomisch unterschiedlichen Regionen lokalisiert: B1-Zellen trennen
die wandernden Zellen von der ependymalen Wand; B2-Zellen bilden die Abgrenzung zum
Striatum. Nach experimenteller Ablation der sich teilenden Zellen der SVZ zeigte sich, dass
von den Typ-B-Zellen die Wiederbesiedelung der SVZ ausgeht (Doetsch, Garcia-Verdugo et
al. 1997, Doetsch, Caille et al. 1999).

Aus den Typ-B-Zellen gehen die Typ-C-Zellen (schnell teilende neuronale Vorlduferzellen)
hervor, welche die sich am schnellsten teilenden und morphologisch grofiten Zellen der SVZ
darstellen. Diese sind beziiglich der immunhistologischen Marker fiir Vorlduferzellen lediglich
fiir Nestin immunoreaktiv und treten in Clustern proliferierender Zellen im réhrenférmigen

Netzwerk der Typ-B-Zellen auf (Doetsch et al. 1999).



Diese wiederum bilden Typ-A-Zellen, die den Neuroblasten entsprechen und zum
olfaktorischen Bulbus wandern. Diese deutlich kleineren Zellen teilen sich wéhrend der
Migration ebenfalls, jedoch deutlich langsamer als die Typ-C-Zellen der SVZ. Neuroblasten
im Migrationsstrom sind immunoreaktiv fiir die Marker Nestin und die Migrationsmarker PSA-

NCAM, Doublecortin und Tujl (Doetsch et al. 1999).

2> 2>
B-Zellen mit astrozytérer C- Zellen (unreife A- Zellen (migrierende
Eigenschaft und Féhigkeit Vorléauferzellen) Neuroblasten)
zur Selbsterneuerung

Abb.1: Schematische Darstellung der zelluldren Zusammensetzung der SVZ. Aus den B-
Zellen, die morphologisch Astrozyten dhneln, entstehen die Typ-C- und Typ-B-Zellen. Die
Typ-C-Zellen sind in Clustern zwischen den Typ-B-Zellen angeordnet. Die Typ-A-Zellen
wandern rohrenformig angeordnet iiber den RMS in den OB. Die Typ-B-Zellen haben
Stammzelleigenschaften und konnen sich selbst erneuern. Die Wand des Ventrikels wird
durch Ependymzellen (E) ausgekleidet (modifiziert nach Garcia-Verdugo, Doetsch et al.
1998).

Ein weiterer Zelltyp der SVZ sind die Typ-E-Zellen (Ependymzellen), die die Wand des
lateralen Ventrikels auskleiden und in direktem Kontakt mit dem Liquor stehen. Sie sind
ebenfalls immunreaktiv fiir GFAP und wurden lange Zeit fiir Stammzellvorlduferzellen
gehalten, da ihre Teilung sowie die Produktion von Zellen des OB in vivo nachgewiesen wurde
(Chojnacki, Mak et al. 2009). Jedoch konnten in vitro keine Stammzelleigenschaften wie
Selbsterneuerung und Multipotenz festgestellt werden (Palmer, Willhoite et al. 2000). Andere
Studien konnten neuronale Stammzellmarker auf den Typ-E-Zellen identifizieren und stellten

die Hypothese, dass es sich um eine noch langsamer als die Typ-B-Zellen teilende



Stammzellpopulation handeln kdnnte (Coskun, Wu et al. 2008). Eine besondere Rolle scheinen
die ependymalen Zellen bei der Rekrutierung adulter neuronaler Stammzellen nach Verletzung
zu spielen (Coskun, Wu et al. 2008, Carlen, Meletis et al. 2009).

Eine quantitative Analyse der Zelltypen der SVZ ergab eine Dominanz von Typ-A-Zellen als
héufigsten Zelltyp; die Typ-B-Zellen bilden den zweithdufigsten Zelltyp. Die Typ-C-Zellen
stellten lediglich circa 10% der Zellpopulation dar. Die Ratio entsprach 3:2:1 fiir A:B:C-Zellen
(Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997).

Zwischen den Zellen wird eine interne Riickkoppelung vermutet; so wird ein mdglicher
hemmender Einfluss der Typ-A-Zellen auf die Proliferation von Typ-B- und Typ-C-Zellen

angenommen (Pignatelli und Belluzzi 2010).

1.2.1.2. Rostraler Migrationsstrom (RMS)

Der RMS ist ein Netzwerk aus Neuroblasten sowie Astrozyten und vaskuldren Strukturen, die
den neugeborenen Zellen den Weg zum OB leiten. Von der SVZ wandern die Neuroblasten
durch sogenannte Kettenmigration mit einer Geschwindigkeit von circa 100 um pro Stunde
(Nakaguchi, Masuda et al. 2011) zum OB, im Gehirn der Maus einer Distanz von circa 5 mm
entsprechend, wo sie circa zwei Wochen nach ihrer Entstehung zu Interneuronen differenzieren
(Lois, Garcia-Verdugo et al. 1996, Peretto, Merighi et al. 1997). Kettenmigration bedeutet, dass
die Neuroblasten bis zum Erreichen des OB in Ketten organisiert sind; die Migration orientiert
sich an der vorhergehenden Zelle (Lois, Garcia-Verdugo et al. 1996). Die rohrenférmigen
Zellstrange aus Neuroblasten werden durch astrozytire Zellen flankiert (Gritti, Bonfanti et al.
2002).

Der Mechanismus, der die wandernden Zellen letztendlich zum adulten OB leitet, ist nicht
vollstdndig geklart. Es wird von einer sogenannten Kettenmigration ausgegangen (Zhao, Deng
et al. 2008). Wihrend der embryonalen Entwicklung hingegen orientiert sich die Migration an
den radialen Gliazellen. Fiir die Kettenmigration ist das Adhésionsprotein PSA-NCAM
essentiell, welches auch zur histologischen Charakterisierung wandernder Neuroblasten
benutzt wird (Tomasiewicz, Ono et al. 1993, Hu, Tomasiewicz et al. 1996). Da die
migrierenden Zellen héufig in der Néhe von vaskuldren Strukturen nachweisbar sind, wird eine
Funktion der BlutgefdaBe als Leitstruktur der Migration diskutiert (Snapyan, Lemasson et al.
2009). Zudem scheinen die umgebenden, rohrenférmigen Astrozyten eine wichtige Leitstruktur
fiir die Migration zu sein. Als wegweisende Signale werden auch weiter rostral sezernierte

Chemokine diskutiert. Experimentell konnte jedoch gezeigt werden, dass auch nach



Ausschaltung des OBs eine Kettenmigration nach rostral stattfindet (Kirschenbaum, Doetsch
et al. 1999). Zudem ist es interessant, dass nach chirurgischer Durchtrennung des RMS
weiterhin eine Migration nach rostral stattfindet und die Zellen vor der Lasion akkumulieren
(Alonso, Ortega-Perez et al. 2008).

Wihrend ihrer Migration durch den RMS teilen sich die Neuroblasten weiterhin, sind jedoch
nicht selbsterneuernd. Daher sind Neuroblasten nicht als neuronale Stammzellen, sondern als

Vorlauferzellen definiert (Alvarez-Buylla und Lois 1995, Lim, Suarez-Farinas et al. 2006).

olfactory bulb

Abb. 2: Kettenmigration von Neuroblasten im RMS. Die Neuroblasten werden von
BlutgefaBen und rohrenférmigangeordneten Astrozyten flankiert (olfactory bulb = OB,
chain of new neurons = Ketten neuer Neuronen, blood vessel = Blutgefal3, astrocytic
tunnel = astrozytirer Tunnel) (modifiziert nach Kaneko, Kako et al. 2011).

Bereits auf dem Weg von der SVZ zum OB sterben ungefdhr 50% der neu entstandenen Zellen
durch Apoptose (Alvarez-Buylla, Garcia-Verdugo et al. 2001, Ninkovic, Mori et al. 2007).
Verschiedene Faktoren nehmen auf die Apoptoserate der neugeborenen Zellen Einfluss
(Langenfurth, Gu et al. 2016). Beispielsweise scheint ein erhohter olfaktorischer Input die
Neurogenese zu stimulieren und die Uberlebensrate unter den neugeborenen Zellen zu erhdhen
(Gage, Coates et al. 1995).

In bestimmten Féllen kann es zu einer Abweichung der migrierenden Zellen von der anatomisch
definierten Struktur des RMS kommen. So wurde beobachtet, dass bei Verletzung in anderen
anatomischen Regionen, wie dem Corpus callosum oder dem Striatum, die neu geborenen
Zellen zu diesen Strukturen wandern (Pignatelli und Belluzzi 2010).

Lange wurde der RMS lediglich als reine Transportstruktur neugeborener Zellen angesehen. In
den letzten Jahren konnte jedoch in mehreren Arbeiten der Nachweis im RMS anséssiger
adulter neuronaler Stammzellen erbracht werden (Gritti, Bonfanti et al. 2002, Merkle, Mirzadeh

et al. 2007, Mendoza-Torreblanca, Martinez-Martinez et al. 2008). Beispielsweise konnten
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Gritti et al. nach vorangegangener antimitotischer Behandlung Zellen aus dem Beginn des RMS
isolieren und in vitro deren Stammzelleigenschaften nachweisen. Dabei bleibt das
Zusammenspiel zwischen Neurogenese in der SVZ und im RMS unklar. In vorangegangenen
Experimenten mit Unterbrechung der Migration von Neuroblasten aus der SVZ, sowie in
retroviralen Untersuchungen des intakten RMS, konnte eine Produktion periglomerulérer
Neuronen fiir den OB durch im RMS ansissige Vorlduferzellen nachgewiesen werden (Hack,
Saghatelyan et al. 2005).

Noch ungeklért ist die Frage, ob die Neuroblasten des RMS bis zum Erreichen des OB eine
homogene Population darstellen oder ob der endgiiltige Phénotyp bereits bei Entstehung der

Zellen vorherbestimmt ist (Hack, Saghatelyan et al. 2005).

OB

NC

CB

Abb.3: Schematische, sagittale Darstellung von SVZ, RMS und OB. Je nach
Entwicklungsstadium und anatomischer Position exprimieren die Zellen im Verlauf
spezifische Marker, wodurch sie durch histologische Farbungen niher einzuordnen

sind. (LV= Lateraler Ventrikel, cc= Corpus Callosum, NC= Neocortex, CB =

Cerebellum) (nach Petreanu und Alvarez-Buylla 2002).

1.2.1.3. Olfaktorischer Bulbus (OB)

Der OB ist fiir die primére Verarbeitung von olfaktorischen Impulsen zusténdig, was in einem
Netzwerk von Mitralzellen und zum GroBteil inhibitorischer Interneuronen erfolgt. Dabei
werden durch adulte Neurogenese Interneuronen fiir die duflere periglomerulédre Schicht sowie

die innere granuldre Schicht gebildet (Lledo, Merkle et al. 2008). Nach Ankunft der
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neugeborenen Zellen {iber den RMS 16sen sich circa 10% der ankommenden Zellen sich aus
der Struktur der Kettenmigration und wandern tangential in die &uf3ere periglomeruldre Schicht.
Von diesen Zellen entwickeln sich circa 65-75% zu dopaminergen Zellen, die sich histologisch
durch das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) nachweisen lassen (Huisman, Uylings et al. 2004).
Diese Zellen sowie auch die periglomeruldren nicht-dopaminergen Zellen sind ebenfalls fiir
Calretinin und Calbindin immunoreaktiv (Kosaka, Aika et al. 1995, Zhao, Hui et al. 2008).
Die anderen 90% der Neuroblasten differenzieren sich zu GABA-ergen Zellen und verbleiben
in der granuldren Zone des OB (Alvarez-Buylla, Kohwi et al. 2008).

Téaglich werden dadurch ca. 10.000 bis 30.000 Zellen dem olfaktorischen Bulbus hinzugefiigt,
was circa einem Prozent der gesamten Zellzahl des OB entspricht (Kaplan, McNelly et al. 1985,
Biebl, Cooper et al. 2000). Zur morphologischen Ausreifung und funktionellen Integration
benoétigen die granuldren Zellen etwa zwei Wochen, die periglomeruldren Zellen vier Wochen
(Ryu, Hong et al. 2016). Beziiglich der Funktion der Neurogenese scheint die adulte
Neurogenese wichtig, jedoch nicht unabdingbar, fiir die Fahigkeit des OB zur Unterscheidung
verschiedener Gerliche zu sein (Gage, Coates et al. 1995). Dabei scheint insbesondere der
hemmende Einfluss der neugeborenen GABA-ergen Interneurone eine wichtige Rolle zu

spielen (Kosaka, Toida et al. 1998, Brill, Ninkovic et al. 2009).

Abb.4: Schematische Darstellung des OB mit periglomeruldrer Zone (periglomerular
layer, PGL) und granuldrer Zone (granular cell layer, GCL). Dargestellt sind
ankommende neuronale Vorlauferzellen (rote Zellen) aus dem RMS, welche tangential
in die entsprechende Schicht wandern. Bis zum Erreichen des olfaktorischen Bulbus
ist der RMS von Astrozyten (blaue Zellen) umgeben (Wittko-Schneider, Schneider et
al. 2013).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass dhnlich zum RMS ein Grofteil der im
OB neu angekommenen Zellen nach kurzer Zeit - circa zwischen 15-45 Tagen nach Entstehung

— durch Apoptose sterben. Die absolute Zellzahl des OB bleibt langfristig stabil (Petreanu und
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Alvarez-Buylla 2002). Beziiglich der Relevanz der Neurogenese im OB wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die ankommenden Neurone bestimmte Reize oder Signale erhalten miissen,
damit ein Uberleben gewihrleistet ist. Ein erhohte olfaktorische Stimulation fiihrte zu einer
erhohten Uberlebensrate der neu gebildeten Neurone (Pignatelli und Belluzzi 2010).

In einzelnen Studien konnten aus dem OB wie auch aus dem RMS anséssige Zellen mit
Stammzelleigenschaft isoliert werden. So konnten Liu et al. Nestin-positive Zellen aus dem OB
im Nager und Menschen nachweisen, aus denen in Zellkultur Astrozyten, Neurone und

Oligodentrozyten produziert werden konnten (Liu und Martin 2003).

1.2.2. Hippocampus

Die zweite nachgewiesene neurogene Nische des adulten Gehirns ist die SGZ des
Hippocampus. Ein Unterschied zur SVZ besteht darin, dass die adulte Neurogenese im
Hippocampus lokal in der SGZ stattfindet; eine Migration der neugeborenen Neuronen wie im
RMS findet somit nicht statt. Die SGZ ist eine definierte Zellschicht im Gyrus dentatus, in der
sich die Vorlduferzellen befinden (Gage, Coates et al. 1995). Durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen (Ziv, Ron et al. 2006) konnte festgestellt werden, dass die Stammzellen in der
SGZ wie in der SVZ ebenfalls Eigenschaften von Gliazellen aufweisen. Diese bilden
Vorlauferzellen, die wiederum Neuroblasten bilden, die in die innere Granularzellschicht
einwandern. Nach antimitotischer Behandlung mit Ara-C sind es auch im Hippocampus die
Zellen mit astrozytdren Eigenschaften, die als erstes neu entstehen und diesen erneut besiedeln
(Ziv, Ron et al. 2006).

Als Funktion der hippocampalen Neurogenese werden ein Einfluss auf die kognitiven
Funktionen, insbesondere die Gedéchtnisbildung sowie die Anpassung erlernter Muster
diskutiert (Parent, Yu et al. 1997).

Die adulte Neurogenese im Hippocampus ist geringer ausgeprigt als in der SVZ; so wird
geschitzt, dass im Hippocampus des adulten Nagergehirns tiglich ca. 9.000 Zellen gebildet
werden (Cameron und McKay 2001).
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1.3. Stammzelldefinition und Definition neurogener Nischen

Stammzellen werden grundsidtzlich durch ihre Eigenschaften zur Selbsterneuerung,
Proliferation und Pluri- bzw. Multipotenz definiert (Calza, Giardino et al. 1998, Sun, Halabisky
et al. 2009, Zhang, Deguchi et al. 2010). Selbsterneuerung bedeutet, dass aus jeder einzelnen
Stammzelle mehr als eine weitere Stammzelle entstehen kann. Dies kann im Rahmen einer
symmetrischen oder asymmetrischen Teilung verlaufen. Bei der symmetrischen Teilung
werden zwei identische Zellen, bei der asymmetrischen zwei verschiedenartige Zellen
produziert. Von diesen Zellen muss erneut mindestens eine Zelle Stammzelleigenschaft
aufweisen. Im Falle adulter neuraler Stammzellen findet eine asymmetrische Teilung statt,
wobei die Typ-B-Zellen als Mutterzellen eine sich schnell teilende Typ-C-Zelle und eine
weitere Typ-B-Zellen produzieren (Kempermann und Gage 2000).

Der Begriff Pluripotenz bedeutet, dass eine Stammzelle sich zu jeglichem Zelltyp der drei
Keimblitter entwickeln kann, wohingegen sich multipotente Stammzellen zu mehr als einem
Zelltyp einer bestimmten Zelllinie entwickeln konnen. Adulte neuronale Stammzellen
entsprechen multipotenten Stammzellen, die sich zu Astrozyten, Oligodentrozyten und
Neuronen entwickeln konnen. Obwohl fiir aus der SVZ entnommene Vorlduferzellen in vitro
eine Multipotenz nachgewiesen werden konnte, produzieren diese in vivo hauptsdchlich
neuronale Zellen (Kempermann und Gage 2000).

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, den Begriff der neuronalen Stammzelle (,, neural stem
cell”) von den neuronalen Vorlduferzellen (,,neuronal progenitor cells‘) abzugrenzen.
Neuronale Vorlduferzellen sind multipotente Zellen mit kurzen Zellzyklen, welche
Nervenzellen hervorbringen konnen. Sie besitzen jedoch nicht mehr die Eigenschaft zur
Selbsterneuerung und konnen somit nach Ablation einer Population diese nicht
wiederherstellen. Héufig werden beide Zelltypen mit dem englischen Begriff ,, progenitor
cells “ umschrieben (Palmer, Willhoite et al. 2000). Neuronale Stammzellen hingegen kénnen
sich zu Gliazellen und Nervenzellen entwickeln und kdnnen weitere Stammzellen bilden.
Beziiglich der adulten neuronalen Stammzellen wird inzwischen angenommen, dass die
beschriebenen Typ-B-Zellen mit astrozytiren Eigenschaften die neuronalen Stammzellen
darstellen (Alvarez-Buylla und Lim 2004). Die Typ-C-Zellen hingegen entsprechen den oben
beschriebenen neuronalen Vorlduferzellen (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997).

Der in vitro Nachweis der oben beschriebenen Stammzelleigenschaften adulter neuronaler
Stammzellen gelang 1992 durch Kultur aus SVZ und RMS entnommener Zellen (Taupin und
Gage 2002).
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Abb.5: Schematische Darstellung der adulten neuronalen Stammzellen (S=
Stammzelle, P= Vorlduferzellen (progenitor cells), N = Neuron, O = Oligodentrozyt,
As = Astrozyt). Links wird die Fahigkeit der Stammzellen, sich selbst zu erneuern und
die Multipotenz mit Féhigkeit zur Entwicklung zu Astrozyten, Neuronen und
Oligodentrozyten dargestellt. In der Mitte und rechts sind die Vorlduferzellen
dargestellt, die aus Stammzellen entstehen und sich dann entweder in Neuronen,
Oligodentrozyten oder Astrozyten entwickeln konnen. Dabei sind diese bereits auf
einen Subtyp festgelegt (Ming und Song 2011).

Die Neurogenese wird in den sogenannten neurogenen Nischen ermoglicht. Diese beherbergen
die Stammzellen und liefern ihnen unter normalen Bedingungen essentielle Faktoren zur
funktionellen Entwicklung (Ming und Song 2011). In dieser Umgebung scheinen einerseits
bestimmte unterstiitzende Faktoren und Bedingungen vorzuherrschen und andererseits
bestimmte restriktive Faktoren zu fehlen, was den Ablauf der Neurogenese ermoglicht. Als
Nachweis der permissiven Eigenschaft dieser Zonen gilt, dass Vorlduferzellen, die in die
jeweilige Region implantiert werden, sich ohne weiteres Hinzufligen von externen Faktoren zu
Neuronen differenzieren (Kempermann 2006). AuBBerhalb dieser Nischen differenzieren sich
diese transplantierten Vorlduferzellen lediglich zu Gliazellen oder werden durch Apoptose
zerstort. Sporadisch auftretende Vorlduferzellen mit in vitro Stammzellpotential konnten aus
diversen Gehirnregionen isoliert werden (Lledo, Alonso et al. 2006), diese erreichten in vivo
aullerhalb von SVZ und Hippocampus jedoch keine Stammzellaktivitdt. Dies zeigt, dass
Neurogenese nur funktionieren kann, wenn sowohl eine permissive neurogene Nische als auch
Stammzellen oder Vorlduferzellen vorhanden sind.

In einer Studie aus dem Jahr 1995 (Gage, Coates et al. 1995) wurden Vorlauferzellen aus der
SGZ des Hippocampus in verschiedene anatomische Regionen auflerhalb der SVZ
transplantiert. Ein Teil der Zellen wurde in den RMS transplantiert und entwickelte sich zu
funktionell integrierten olfaktorischen Interneuronen. In den restlichen untersuchten
Gehirnregionen unterliefen die transplantierten Zellen Apoptose, wie in nachfolgenden Studien
bestitigt werden konnte (Herrera, Garcia-Verdugo et al. 1999, Zhang, Zhang et al. 2003). In

einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass neuronale Vorlduferzellen, die in die SGZ
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oder SVZ transplantiert werden, sich hingegen zu reifen Neuronen entwickeln (Ming und Song
2011).

Entscheidende Bestandteile der neurogenen Nischen sind lokale Einflussfaktoren wie
Astrozyten, endotheliale Zellen, Mikroglia und Neurotransmitter benachbarter Neuronen sowie
diverse Faktoren, die iiber die Blut-Hirn-Schranke an die Stammzellen herangetragen werden
(Kempermann 2006). Astrozyten werden somit nicht nur als eventuelle Vorlduferzellen der
neugeborenen Neuronen angenommen; es wurde auch nachgewiesen, dass Faktoren, die von
ihnen abgegeben werden, Teilung, Migration und Wanderung der neugeborenen Neuronen
beeinflussen (Ming und Song 2011). Es wird angenommen, dass Mikroglia und Makrophagen
besonders im verletzten oder entziindeten Gehirn einen fordernden Effekt auf die Neurogenese
haben (Ziv, Ron et al. 2006).

Als weitere Erkldrung, warum sich die Stammzellen nur in den genannten Regionen
differenzieren konnen, wird die Expression inhibitorischer Faktoren auflerhalb der neurogenen
Nischen diskutiert, die die Stammzellen daran hindern, ihre Fidhigkeit zur
Stammzellproliferation auszuiiben (Arias-Carrion, Freundlieb et al. 2007).

Unklar ist noch, inwieweit bestimmte Faktoren der neurogenen Nische einen Einfluss auf den
spéteren Zellphdnotyp haben bzw. der Ursprung der Vorlduferzellen den spiteren Zelltyp

bestimmt.

1.4. Adulte Neurogenese beim Menschen

Bei vielen der hier beschriebenen Erkenntnisse handelt es sich um Ergebnisse aus
Tiermodellen. Dadurch bleibt die Frage der Existenz dhnlicher anatomischer Strukturen im
menschlichen Gehirn weitestgehend offen. Methodisch sind die Moglichkeiten zur Erforschung
der Neurogenese beim Menschen eingeschriankt: zur Untersuchung der teilenden Zellen in vivo
sind hdufig MaBBnahmen wie beispielsweise die Verabreichung radioaktiver Substanzen oder
eines Chemotherapeutikums notig. 1998 untersuchte Erikson die Neurogenese bei Patienten,
denen aufgrund eines zerebralen Tumors ein Thymidinanalogon verabreicht wurde. Durch
Nachweis proliferierender, neuronaler Zellen im Hippocampus konnte somit erstmalig der
Nachweis adulter Neurogenese im menschlichen Gehirn erbracht werden (Eriksson, Perfilieva
et al. 1998).

2001 gelang es Arsejenvic, multipotente Stammzellen aus dem frontalen Kortex aus
Resektionsmaterial im Rahmen von Epilepsiechirurgie oder bei Resektionen nach Schédel-

Hirn-Trauma zu isolieren und zu kultivieren (Arsenijevic, Villemure et al. 2001). Der Nachweis
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adulter neuronaler Stammzellen im adulten humanen Gehirn wird mittlerweile als erwiesen
angesehen. Die Existenz des RMS als Verbindung der SVZ zum OB im menschlichen Gehirn
wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert (Sanai, Tramontin et al. 2004, Sierra, Encinas et al.
2011). Zwar wird anerkannt, dass im OB neue Zellen entstehen, jedoch bleibt unklar, ob diese
lokal entstehen oder durch Migration durch den RMS eingewandert sind (Kam, Curtis et al.
2009). Eine Studie zeigte, dass im Kindesalter eine dem RMS &hnliche Struktur nachweisbar
ist, die jedoch im Erwachsenenalter nicht mehr eindeutig festzustellen ist (Pignatelli und
Belluzzi 2010). Eine ausfiihrliche Studie hierzu wurde 2007 durch Curtis et al. durchgefiihrt.
Die Studie benutzte humanes post mortem Gewebe und fithrte eine Reihe
immunhistochemischer Farbungen mit PCNA als Proliferationsmarker durch, welche einen
Migrationsstrom vom lateralen Ventrikel zum OB nachweisen konnten. Auch die
Markerexpression stellte sich dhnlich zum Nagergehirn dar.

Zu beriicksichtigen ist, dass im humanen Gehirn der OB einen lediglich sehr geringen Anteil
der absoluten Gehirnmasse ausmacht, wihrend bei der Ratte 2% des Gehirns auf den OB fallen,
was eine mogliche Erkldrung fiir die geringe Ausprigung des RMS im Menschen darstellen
konnte (Pignatelli und Belluzzi 2010). Auch im humanen Gehirn scheint die adulte
Neurogenese der SVZ reaktiv auf multiple Pathologien zu sein, wihrend die SGZ im
Hippocampus ab dem 20. Lebensjahr eine stabile, gering ausgeprégte Population zeigt (Kam,
Curtis et al. 2009). Eine kiirzlich veroffentlichte Studie sorgte fiir Aufsehen, da sie die
hippocampale Neurogenese im adulten humanen Gehirn génzlich in Frage stellte: in humanem
post-mortem-Gewebe sowie in Primaten konnte eine starke Abnahme sich teilender Zellen im
frithen Kindesalter nachgewiesen werden; bei {iber 18-Jihrigen Probanden war keine
Zellteilung im Hippocampus mehr nachvollziehbar (Sorrells, Paredes et al. 2018).

Im GroBen und Ganzen bleibt trotz iiberzeugender Studien unklar, ob der RMS und somit eine
SVZ, welche Zellen fiir den OB produziert, im humanen Gehirn in relevantem Ausmal
existiert. Eine neue potentielle Methode zur Erforschung humaner adulter Neurogenese in vivo
ergibt sich durch kernspintomographische Studien, wobei von der Korrelation von

Angiogenese und Neurogenese Gebrauch gemacht wird (Sierra, Encinas et al. 2011).

1.5. Idiopathisches Parkinsonsyndrom (IPS) und Stammzellen

1.5.1. Idiopathisches Parkinsonsyndrom

Das idiopathische Parkinsonsyndrom ist die nach der Alzheimer-Demenz am weitesten

verbreitete neurodegenerative Erkrankung mit steigender Pravalenz (Marras, Beck et al. 2018).
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Es handelt sich um eine klinische Diagnose, die durch die Kardinalsymptome Akinesie bzw.
Bradykinesie, Rigor und Ruhetremor gekennzeichnet ist. Pathophysiologisch liegt der
Erkrankung eine Degeneration der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra (pars
compacta) zugrunde, welche zu einer verminderten dopaminergen Innervation des Striatums
fithrt. Durch die komplexen anatomischen Verschaltungen und Funktionen der Basalganglien
fiihrt dies zu oben genannten motorischen Symptomen (Dauer und Przedborski 2003, Beitz
2014). Dariiber hinaus werden nicht-motorische Symptome beobachtet, zu welchen
Depressionen, Angststorungen sowie ein Verlust des Geruchssinnes zdhlen. Die
zugrundeliegende Pathologie der nicht-motorischen Symptome liegt grofBtenteils noch im
Unklaren. Zeitlich treten diese Symptome zum Grofiteil vor den ersten motorischen
Symptomen auf und sprechen nur maBig auf die medikamentdsen Therapien mit Dopamin an,
was suggeriert, dass die beschriebenen Symptome durch eine Stérung eines iiber die
Basalganglien hinausgehenden Systems zustande kommen konnten (Hoglinger, Rizk et al.
2004).

Die Therapie der motorischen Symptome basiert hauptsdchlich auf der Substitution des
Neurotransmitters Dopamin, was einer effektiven symptomatischen, jedoch héufig nur
tempordr wirksamen Therapie entspricht, welche den Krankheitsprogress nicht authalten kann
und hiufig zu relevanten Nebenwirkungen fiihrt. Bisher gibt es keine zugelassenen
verlaufsmodifizierenden Therapieoptionen fiir das IPS. Die nicht-motorischen Symptome
stellen eine schwierigere therapeutische Herausforderung dar und konnen trotz ausgepragter

Reduktion der Lebensqualitét hdufig nur unzureichend kontrolliert werden.

1.5.2. Adulte Neurogenese beim idiopathischen Parkinsonsyndrom

Eine Verdnderung der adulten Stammzellproliferation wird als mogliche Ursache nicht-
motorischer Symptome beim IPS diskutiert (Hoglinger, Rizk et al. 2004). Als pathologisches
Korrelat wurde eine verringerte Proliferation neuronaler Vorlauferzellen in der SVZ in Betracht
gezogen, welche aus einer verminderten dopaminergen Innervation der dort ansédssigen Typ-C-
Zellen resultiert (Hoglinger, Rizk et al. 2004). Eine verminderte Vorlduferproliferation in der
SVZ konnte im Mausmodell sowie in post mortem Untersuchungen des Gehirngewebes an
Morbus Parkinson erkrankter Personen nachgewiesen werden konnte (Hoglinger, Rizk et al.
2004). Interessanterweise konnten bei der Parkinsonerkrankung eine erhdhte Anzahl
dopaminerger Interneurone im OB als mogliches Korrelat des frithen Verlusts des Geruchssinns

nachgewiesen werden (Huisman, Uylings et al. 2004).
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1.5.3. Ansiitze zur Stammzelltherapie beim idiopathischen Parkinsonsyndrom

Aufgrund des Fehlens krankheitsmodifizierender Therapien fiir das IPS wird ein Ersatz der
zugrunde gegangenen Zellen durch die Transplantation neuronaler Stammzellen kontrovers
diskutiert.

Als Quelle der neuronalen Stammzellen kommen embryonale Stammzellen (ES),
mesenchymale Stammzellen und induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) in Frage. Zudem
konnen neuronale Stammzellen aus dem fetalen Gehirn und den Regionen adulter Neurogenese
isoliert werden (Fu, Li et al. 2015). Mehrere Studien im Tiermodell konnten eine funktionelle
Integration der transplantierten Zellen sowie eine kurzfristige Verbesserung der klinischen
Symptome zeigen; in den meisten Féllen konnte jedoch kein Langzeitiiberleben der Zellen
erreicht werden (Ben-Hur, Idelson et al. 2004, Fu, Li et al. 2015). In einem Parkinsonmodell
im Primaten konnten nach Transplantation von iPSCs eine Integration der Zellen in das
neuronale Netzwerk sowie eine Symptomverbesserung beobachtet werden (Kikuchi, Morizane
etal. 2017).

Aufgrund der Eigenschaft der Pluripotenz der ES, der Gefahr der Mittransplantation
undifferenzierter Vorlduferzellen und der nodtigen genetischen Programmierung der iPSCs
besteht bei der Transplantation neuronaler Stammzellen ein erhohtes Risiko zur
Tumorformation (Fu, Li et al. 2015). Zudem sind ethische Fragen bei der Entnahme von ES
anzufiihren (Kempermann 2006). Beziiglich der lingerfristigen Auswirkungen bestehen zwei
Bedenken. Zum einen war es in mehreren priklinischen und klinischen Studien zu durch die
Transplantation ausgeldste Dyskinesien gekommen (Carlsson, Carta et al. 2009, Yasuhara,
Kameda et al. 2017), zum anderen konnte ein Ubergreifen der dem IPS zugrundeliegenden
Pathologie der Lewy-Bodies auf die transplantierten Zellen gezeigt werden (Xiao, Ng et al.
2016).

Eine weitere Mdglichkeit, von der adulten Neurogenese zu profitieren, ergibt sich durch die
exogene Beeinflussung der endogenen adulten Neurogenese. Da wie oben beschrieben in
bestimmten Féllen eine Migration von Neuroblasten aus der SVZ in eine Region neuronalen
Schadens beobachte wurde, wurde bereits in mehreren Studien versucht, dies experimentell zu
nutzen (Kempermann 2006, Andres, Choi et al. 2011). Hiufig jedoch starb ein Grofteil der
Zellen durch Apoptose, bevor sie sich in funktionell integrierte Neurone differenzieren konnten.
Studien, welche im Tiermodell der Parkinsonerkrankung eine Migration und Differenzierung

von Neuronen im Bereich des Striatums zeigen konnten, werden kontrovers diskutiert. Somit
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gilt es, die Faktoren, die eine funktionelle Integration und ein Langzeitiiberleben der
neugeborenen Zellen auBlerhalb der bekannten neurogenen Nischen ermoéglichen, zu

identifizieren (Obernier, Tong et al. 2014).

2. Fragestellung dieser Arbeit

Die aktuelle Studie untersucht die Frage, ob der RMS lediglich einen Transportweg der
Neuroblasten zwischen RMS und OB darstellt, oder ob dieser selbst adulte neuronale
Stammzellen oder Vorlduferzellen beherbergt und somit als Region adulter Neurogenese dient.
Wir untersuchten die Existenz, zytologische Identitit und anatomische Lokalisation von
neuronalen Stammzellen oder Vorlduferzellen im adulten RMS der Maus.

Zu diesem Zweck dezimierten wir die proliferierenden Zellen des RMS durch Infusion mit dem
Zytostatikum Ara-C und untersuchten im Zeitverlauf nach der Beendigung der Infusion die
Lokalisation der im RMS proliferierenden Zellen sowie deren Expression von
charakteristischen Markern von Stammzellen oder Vorlduferzellen. Um zwischen lokal
proliferierenden Zellen einerseits und einwandernden Zellen aus der SVZ andererseits
unterscheiden zu kdnnen, implantierten wir in den rechten RMS eine physikalische Barriere,
die die Immigration von Neuroblasten verhinderte. Der linke RMS blieb fiir immigrierende
Neuroblasten passierbar.

Mit dieser experimentellen Anordnung erhofften wir eindeutig kldren zu konnen, ob im RMS
der adulten Maus eine Zellpopulation vorhanden ist, die, nach Entfernung der migrierenden
Neuroblasten und nach Abbruch der Verbindung zur SVZ, in der Lage ist, den RMS erneut mit
migrierenden Neuroblasten zu fiillen.

3. Methoden

3.1. Uberblick zur Methodik des Nachweises adulter neuronaler Stammzellen

Bei den immunhistochemischen Methoden, die zur Detektion und Charakterisierung von
proliferierenden Vorlduferzellen in vivo angewandt werden, wird von verschiedenen
Oberflichenmarkern der adulten neuronalen Vorlduferzellen Gebrauch gemacht. Um jedoch
abschlieBend die oben genannten Stammzelleigenschaft nachzuweisen, ist es ndtig, die
jeweiligen Zellen zu isolieren und ihre in vitro Eigenschaften wie Selbsterneuerung und

Multipotenz nachzuweisen (Taupin 2007).
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Dabei sollen im Folgenden die etablierten und von uns verwendeten Stammzellmarker kurz

vorgestellt werden.

3.1.1. Nachweis von proliferierenden Zellen

Um den Prozess der Neurogenese als Proliferation von Nervenzellen in vivo nachzuweisen und
zu quantifizieren, stehen verschiedene Methoden zu Verfligung. Eine hédufig angewandte
Methode ist es, die Duplikation der DNA, die im Rahmen der Zellteilung durchgefiihrt wird,
sichtbar zu machen. Hierfiir wird ein Basenanalogon verabreicht, welches mit einem
immunhistochemischen oder radioaktiven Marker verbunden ist. Dieses Basenanalogen wird
wihrend der Zellteilung anstatt der urspriinglichen Base eingebaut und durch den mit dem
Basenanalogon verbundenen Marker anschlielend sichtbar gemacht (Kempermann 2006). Bei
der urspriinglichen Entdeckung der Neurogenese 1969 verwendete Altmann mit radioaktivem
Tritium markiertes Thymidin. AnschlieBend wurden histologische Schnitte angefertigt, auf die
eine Photoemulsion gegeben wurde. Radioaktiven markierten Zellen verfarbten sich schwarz.
Diese Methode erlaubte jedoch nur eine unscharfe anatomische Zuordnung und grobe
Quantifizierung, jedoch keine Korrelation mit weiteren, die Zellen identifizierenden
Oberflichenmarker (Kempermann 2006).

Im Verlauf setzte sich vor allem die Methode der Markierung der proliferierenden Zellen durch
Bromdesoxyuridin (BrdU) durch (Nowakowski, Lewin et al. 1989). Auch hier wird ein
Basenanalogon, in diesem Fall 5-Bromuracil verbunden mit Desoxyribose, wahrend der DNA-
Synthese eingebaut. Der Nachweis erfolgt immunhistochemisch durch Detektion mit einem
monoklonalen Antikdrper, an welchen ein fluoreszenzmarkierter sekundirer Antikorper bindet.
Neben der Moglichkeit der Ko-Fiarbung mit weiteren Oberflichenmarker bietet sich durch die
Nutzung von BrdU der Vorteil, dass eine Art ,,Geburtsanalyse® der neugeborenen Zellen
durchgefiihrt werden kann. So wird BrdU in proliferierende Zellen eingebaut und von diesen
an die jeweilige Tochterzelle weitergegeben, so dass die Entwicklung und Differenzierung der
neugeborenen Zellen auch {iber langere Zeit nachverfolgt werden kann (Nowakowski, Lewin
et al. 1989).

Beziiglich der notigen Menge an BrdU muss zwischen neurotoxischer Wirkung und
Markierung einer reprisentativen Anzahl proliferierender Zellen abgewogen werden. In einer
ausfiihrlichen Studie wurde eine ideale Dosis zwischen 100 mg/kg und 300 mg/kg beschrieben
(Cameron und McKay 2001), bei welcher alle teilenden Zellen mit BrdU geséttigt seien bei

gleichzeitig nur geringen Nebenwirkungen.
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Alternativ zur beschriebenen Markierung mit BrdU gibt es verschiedene Zellzyklusproteine
und Proliferationsmarker wie Ki67 und PCNA, die wihrend der Zellteilung exprimiert werden
und direkt immunhistologisch nachgewiesen werden konnen. PCNA ist ein Protein einer DNA-
Polymerase-Untereinheit, welche zur DNA-Neusynthese, aber auch Reparatur nétig ist. Ki67
ist ein fir DNA-Neusynthese spezifisches Protein und wird wéhrend der gesamten

Zellteilungsphase exprimiert.

3.1.2. Nestin

Ein Marker, der auf allen Untertypen der Vorlduferzellen nachweisbar ist, ist das
Intermediérfilament Nestin. Bereits wihrend der prinatalen Entwicklung des Gehirns wird
Nestin in Astrozyten und den radialen Gliazellen exprimiert. Am Ende der
Entwicklungsperiode wird Nestin herunterreguliert und kann nur noch in den neurogenen
Zonen der SVZ und des Hippocampus kontinuierlich nachgewiesen werden. Dabei ist Nestin
ein zuverldssiger Stammzellmarker, der jedoch ebenfalls einige Limitation aufweist (Morshead,
Reynolds et al. 1994, Taupin und Gage 2002). Seine Spezifitit ist dadurch eingeschréankt, dass
Nestin im Rahmen hypoxischer oder traumatischer Hirnschdden auch durch postmitotische

Zellen erneut exprimiert werden kann (Lin, Matesic et al. 1995, Taupin und Gage 2002).

3.1.3. GFAP

GFAP (glial fibrillary acidic protein) gilt als klassischer Marker filir Gliazellen und gewann,
nach der Entdeckung sich langsam teilender Stammzellen mit morphologisch, aber auch
immunhistochemisch astrozytdren Eigenschaften, an Bedeutung als Stammzellmarker
(Doetsch, Caille et al. 1999). GFAP wird von den Typ-B-Zellen sowie von den Typ-E-Zellen
der SVZ exprimiert. Es bestechen Gemeinsamkeiten mit dem Expressionsmuster des
Stammzellmarker Sox2 (von Bohlen und Halbach 2011).

In Experimenten mit chemischer oder physikalischer Ablation der Vorlduferzellproliferation in
der SVZ und im Hippocampus zeigt sich GFAP im Rahmen der Neubesiedelung der SVZ als
erster erneut nachweisbarer Stammzellmarker (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1999).

Da GFAP auch auf Gliazellen nachweisbar ist, ist seine Spezifitit als Stammzellmarker
begrenzt. Zusammen mit anderen Markern erlaubt er jedoch eine ndhere Einordnung der

Vorlauferzelle.
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3.1.4. PSA-NCAM

Im Rahmen der adulten Neurogenese wird der Marker PSA-NCAM (polysialylated-neural cell
adhesion molecule) von sich schnell teilenden, migrierenden Neuroblasten (Typ-A-Zellen)
exprimiert. PSA-NCAM besitzt als Bindungsprotein eine wichtige Aufgabe bei der Migration
der Neuroblasten. Nach Reifung der Neurone wird PSA-NCAM herunterreguliert. Die
Expression von PSA-NCAM auf Migrationszellen erfolgt weitestgehend iiberlappend mit dem
Migrationsmarker Doublecortin (Kempermann 2006).

PSA-NCAM ist als neurales Adhdsionsprotein relativ spezifisch fiir neuronale Zellen, jedoch
konnte im Rahmen entziindlicher oder degenerativer Vorgénge auch eine Expression des
Proteins ex vivo auf beteiligten Gliazellen nachgewiesen werden (Kempermann 2006).
Kortikale Verletzungen fiihren zu einer Zunahme der Expression von PSA-NCAM in der SVZ
(Szele und Chesselet 1996). AuBlerhalb der bekannten neurogenen Regionen konnte PSA-
NCAM - beispielsweise im Hypothalamus - auch auf Gliazellen nachgewiesen werden (Kiss,

Wang et al. 1993).

3.1.5. Pax6

Pax6 (paired type homebox 6) ist ein Transkriptionsfaktor, der in der embryonalen Entwicklung
in Stamm- und Vorlduferzellen exprimiert wird und eine entscheidende Rolle fiir die neuronale
Entwicklung und Differenzierung bestimmter Hirnregionen spielt (Osumi, Shinohara et al.
2008). Im adulten Gehirn kann der Transkriptionsfaktor in deutlich weniger Zellpopulationen
nachgewiesen werden; so konnte eine Persistenz von Pax6 lediglich in den periglomeruléren,
dopaminergen Zellen des OB sowie in einer Untergruppe der neuronalen Vorlduferzellen im
SVZ-RMS-System nachgewiesen werden (Hack, Saghatelyan et al. 2005). Im Hippocampus
wird Pax6 ebenfalls von fiir Nestin und GFAP positiven Vorlduferzellen exprimiert. Zudem
exprimiert ein Grofiteil der Typ-C-Zellen in der SVZ Pax6 (Kohwi et al 2005). Bei
Untersuchung des RMS konnte Kohwi et al. eine kontinuierliche Abnahme der Pax6-
Exprimierung wihrend der Migration zum OB feststellen. Eine in vitro Untersuchung aus RMS
und SVZ entnommenen Vorlduferzellen ergab eine unterschiedliche Pax6-Expression der
ansonsten immunhistochemisch und morphologisch sehr dhnlichen Zellen. Pax6 spielt eine
wichtige Rolle fiir das Uberleben dopaminerger Zellen: Nach experimenteller Ausschaltung der
Pax6-Expression konnte ein ausgeprigter Riickgang der dopaminergen Zellen in der

periglomeruliren Zone des OB beobachtet werden (Brill, Snapyan et al. 2008, Ninkovic, Pinto
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et al. 2010). In transgenen Méusen mit einer Punktmutation im Pax6-Gen konnte eine deutliche
Reduktion der dopaminergen Neurogenese im OB festgestellt werden (Dellovade, Pfaff et al.

1998).

3.1.6. Uberblick iiber die immunhistologischen Stammzellmarker

PSA- | NeuN | GFAP | Paxé6 Tyrosin- Nestin
NCAM Hydroxylase

Typ-A-Zellen + + +
Typ-B-Zellen + +
Typ-C-Zellen + +

Granulire +

Zellen OB

Periglomerulire + + +

Zellen OB

Typ-E-Zellen + n

Tab. 1: Uberblick iiber die histologischen Stammzellmarker. Die verschiedenen Untertypen

der Stammzellen exprimieren unterschiedliche Marker und sind somit immunhistochemisch

voneinander abgrenzbar (nach Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997, Kempermann and Gage
1999, Lledo, Alonso et al. 2006, von Bohlen Und Halbach 2007, Zhao, Deng et al. 2008).

3.2. Verwendete Gerite und Materialien

Material/Gerit Hersteller

Deckgléser 24x40 mm, 24x50 mm, 24x60 mm | Gerhard Menzel GmbH - Braunschweig,
Deutschland

Einmalhandschuhe, NOBA Verbandmittel Danz GmbH & Co.

NOBAGLOVE®-Nitril weil3, KG — Wetter, Deutschland

Einmal-Skalpelle B. Braun Melsungen AG — Melsungen,
Deutschland

Mikrotomklingen = Breitband-Einwegklingen, | Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH -
Typ 818 Wetzlar, Deutschland
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Nahtmaterial Prolene, Ethicon

Johnson & Johnson Medical GmbH -
Norderstedt, Germany

Minipumpen Alzet, Brain Infusion Kit 3
(1-3 mm), Flussrate 0,5 pl/h

Durect Corporation, Alzet Osmotic Pumps —

Cupertino, California, USA

Cryotube CryoPure 1,8 ml

Sarstedt AG & Co. -

Deutschland

Niimbrecht,

Objekttrager, 25x75x1 mm

Gerhard Menzel GmbH - Braunschweig,
Deutschland

Pipetten, 10-100 pl/ 100-1000 pl/ 1000 pl

Eppendorf AG — Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf AG — Hamburg, Deutschland

Overhead-Folie aus Polyester (Stirke 0,11
mm), Herstellung der physikalischen Barriere

Avery Zweckform GmbH — Oberlaindern,
Deutschland

Phosphatzement Pulver und Fliissigkeit

Heraeus Kulzer GmbH -  Hanau,

Deutschland

Terralin-Liquid (Desinfektionsmittel)

Schiilke & Mayr — Norderstedt, Deutschland

Trockeneis

Apotheke DZNE Miinchen, Deutschland

Kaltlichtlampe Flexilux 300 longlife

Scholly Fiberoptic GmbH — Denzlingen,
Deutschland

Koordinatenmesser

Stoelting Co. — Wood Dale, Illinois, USA

Schiittelwasserbad 1083

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH —
Burgwedel, Deutscland

Trepanationsbohrer Proxxon Werkzeug GmbH — Niersbach,
Deutschland
Priparierbesteck Carl Roth GmbH & Co. KG — Karlsruhe,

Deutschland

Prizisionswaage 440-47N, Wigebereich
maximal 2000 g

Ohaus — Greifensee, Schweiz

Elektronische Prizisionswaage 770-13,
Wiigebereich 600 ct

Ohaus — Greifensee, Schweiz

Stereo Investigator® - System

MBF Bioscience — Williston, Vermont, USA

Stereotaxierahmen

Stoelting Co. — Wood Dale, Illinois USA

Mikrotom Cryostat Leica CM3050 S

Nussloch GmbH -
Nussloch, Deutschland

Leica Biosystems
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Konfokalmikroskop TCS SP5

Leica Biosystems Nussloch GmbH -
Nussloch, Deutschland

Schwenkschiittler

neoLab — Heidelberg, Deutschland

Routine-Stereomikroskop M80 mit Kamera
IC80 HD

Leica Biosystems Nussloch GmbH -
Nussloch, Deutschland

3.3. Chemikalien, Puffer und Losungen

Substanz

Hersteller

DABCO Mounting Medium anti-fade

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

0,9% NaCl-Losung (steril)

Applichem - Maryland Heights, MO, USA

Vectashield Antifade Mounting Medium

Vectorlabs - Burlingame, CA, USA

Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth — Karlsruhe, Deutschland

5-Bromo-2 -Desoxyuridin (BrdU)

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Ara-C 10% (Cytosine B-D-arabinofuranoside
hydrochloride)

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Normal Goat Serum (NGS) 2,5%

Vectorlabs - Burlingame, CA, USA

VECTASTAIN® ABC-Staining Kit

Vectorlabs, Burlingame, CA, USA

Natriumphosphat (monobasisch)

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Methanol 99,5%

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

HCI rauchend 37%, ROTIPURAN®

Carl Roth — Karlsruhe, Deutschland

Ethanol, jeweils 70%, 80%, 90%

Thermo Fisher Scientific -

Massachusetts, USA

Waltham,

DAPI (4',6- Diamidin-2-phenylindol) — | Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA
Reagens

Borséaure Carl Roth — Karlsruhe, Deutschland
TWEEN ® 20 Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Einbettmedium fiir Gefrierschnitte
(Tissue freezing medium)

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH -
Wetzlar, Deutschland

Glycerin

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA
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Triton™ X-100

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Gelatine

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Zitronensiure

Thermo  Fisher Scientific  -Waltham,

Massachusetts, USA

Paraformaldehyd-Pulver

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Bovine serume albumine (BSA)

Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA

Losungen Herstellung
0,1 M Phosphat-Puffer-Losung ad 10 I:
(PBS-Gebrauchslosung, pH 7,4) 10 1 dest HyO

230 g Na;HPO4*2H,0

52,44 g NaH,PO4*H20
Boratpuffer Fiir 450 ml
(pH 8,5) Borséure 3,09 g

450 ml H2Odest.

ad 450 ml

pH 8,5 mit SN NaOH einstellen
DAB - Firbelosung ad 20 ml

Tris 20 ml

DAB 10 mg

H>O, 2 pl
DAB - Konzentrat 100 mg DAB

10 ml H>O dest.

10 ml 0,2 M PB
Citratpuffer ad 11
(pH 5.8) 1,92¢g Zitronenséure

pH 5,8 mit 1 M HCI einstellen
0,5 ml Tween 20 dazugeben

Blockierlosung 0,3% (V/V) -Triton-X mit
PBS und NGS

100 ml PBS

3 ml Triton X-100
50 ml NGS

ad 1000 ml H20 dest.
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Peroxidasenblockadelosung ad 11

200 ml Methanol

30 ml H20>

Mit 0,1M PB zu einem Liter auffiillen
Antifreeze- Gefrierschutzlosung 5,18 g Na,HPO4*2H,0

1,57 g NaH>PO4*2H,0

400 ml H20 dest.

300 ml Ethylenglycol

300 ml Glyzerin

Gelatine-Losung 13 g Gelatine

0,18 g Chromkaliumsulfat
300 ml H2O dest.

8% (m/V) -PFA-Losung 20 g PFA

241,6 ml H>O dest.

1 Tropfen 30% NaOH

3.4. Versuchstiere

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um Méiuse vom Wildtyp C57BL/6
(Charles River, Sulzfeld), welche zum Zeitpunkt des Experiments zwischen 8 und 10 Wochen
alt waren. Dabei handelte es sich um adulte, ménnliche Méuse, deren Korpergewicht zwischen
20-25 g betrug. Der Tierstamm ist ein hédufig in der Erforschung zerebraler Prozesse
verwendeter, validierter Stamm. Wihrend und bis zur experimentellen Phase wurden die Miuse
in Macrolon-Kédfigen (Firma Ehret GmbH, Emmendingen, Germany) unter kontrolliert
pathogenfreien Bedingungen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser und bei gesetzlich
vorgeschriebener Temperatur und Luftfeuchtigkeit gehalten. Der Hell-/Dunkel-Zyklus in den
Tierstéllen war auf 12/12 Stunden eingestellt (Hellphase 7-19 Uhr, Dunkelphase 19-7 Uhr). Die
Tiere wurden taglich auf Auffilligkeiten untersucht. Der olfaktorische Input oder die Aktivitdt
wurde nicht iiberwacht; generell herrschten jedoch fiir alle Versuchstiere identische
Bedingungen.

Alle Versuche waren durch das Regierungsprisidium GieBen genehmigt worden

(Ordnungsnummer V54—-19¢20-15(1) MR20/15Nr.41/2009).
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3.5. Versuchsaufbau und zeitlicher Ablauf

3.5.1. Implantation der physikalischen Barriere

Die Unterbrechung des RMS mittels physikalischer Barriere (PB) wurde entsprechend dem
Protokoll von Mendoza und Kollegen (Mendoza-Torreblanca, Martinez-Martinez et al. 2008),
7 Tage vor Beginn Ara-C-Infusion durchgefiihrt. Die PB wurde selbststidndig aus einer
Overhead-Folie aus Polyester hergestellt und mit einem Cutter ein Stiick mit folgenden Mal3en
ausgeschnitten: die Lange betrug 3,5 mm, die Breite 2,0 mm und die Dicke 0,11 mm.

Die Versuchstiere wurden fiir den Eingriff durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (80
mg/kg KG) und Xylazin (2%, 4 mg/kg KG) verdiinnt in NaCl (0,9%) in Vollnarkose versetzt.

Fiir den Eingriff wurden die Méduse nach ausreichender Narkotisierung, welche durch Setzen
eines Schmerzreizes gepriift wurde, in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Es wurde eine
rechtsseitige Kraniotomie mit Er6ffnung der Schiadelkalotte durch Trepanation durchgefiihrt.
Hierfiir wurde im Bereich des Schidels das Fell entfernt; durch Desinfektion und Séduberung
mit einem Tupfer wurden aseptische Bedingungen geschaffen. Im Bereich der Mittellinie
wurde dann ein sagittaler Hautschnitt durchgefiihrt. Die Schidelkalotte wurde anschlieend mit
einem Feinbohrer erdffnet. AnschlieBend wurde die Dura mater unter Erhaltung der
GefaBversorgung vorsichtig eréffnet. Die Position der PB wurde relativ zum Bregma unter
Verwendung des Mausatlas von Paxinos und Franklin (Paxinos und Franklin 2001) ermittelt.

Die Implantation erfolgte an folgenden Koordinaten:

- die Barriere befindet sich +1,75 mm anterior des Bregmas
- in der rechten Hemisphére betrugen die Koordination ausgehend vom Bregma 0 bis +2,0
mm (Breite der PB, von median nach lateral)

- die horizontalen Mal3e betrugen von dorsal nach ventral 3,5 mm (Linge der PB).

Um sicherzugehen, dass eine vollstdndige Unterbrechung des RMS erreicht wird, wurde die
Barriere senkrecht bis zum knochernen Boden des Schidels heruntergedriickt. Oberhalb der
Barriere sollte das Gehirngewebe wieder verschlossen sein. Anschlieend erfolgte eine erneute
Desinfektion. Nach Abschluss des Eingriffs nach circa 30 Minuten wurden die Mduse zuriick
in ihre Kéfige gebracht und mit Warmelampen behandelt.

Wie in spiteren histologischen Schnitten bestitigt werden konnte, wurde so eine vollstandige

Unterbrechung des Migrationsstroms gewéhrleistet.
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Abb. 6: Prépariertes Mausegehirn mit Veranschaulichung der Groenverhéltnisse, der
Schnittsetzung zur Implantation der PB sowie der Position der Ara-C-Pumpe.

Kontrolle Experimentelle Gruppe mit PB
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Abb.7: Sagittale Schnitte durch SVZ und RMS in der Kontrollgruppe und in der
experimentellen Gruppe nach Implantation der PB im Rattengehirn (Nissl Farbung). Es
zeigen sich die Position der PB sowie eine effiziente Unterbrechung des RMS mit
Akkumulation der Zellen vor der Barriere und Verdickung der SVZ. Die PB entspricht dem
roten Balken (Mafistabeinheit 2,2 mm oben, unten 100 pm, PB = physikalische Barriere, SVZ
= subventrikulire Zone, RMS = rostraler Migrationsstrom, OB = olfaktorischer Bulbus,
histologische Schnitte zur Verfiigung gestellt durch Oscar Arias-Carrion).

3.5.2. Implantation der osmotischen Pumpe und Ara-C-Behandlung

Nach Implantation der physikalischen Barriere wurden 7 Tage abgewartet, um mdgliche
inflammatorische oder traumatische Effekte des Eingriffs abklingen zu lassen, bis weitere
experimentelle Eingriffe durchgefiihrt wurden. Das Ziel des folgenden Eingriffs war es, die
profilierenden Zellen aus der SVZ und dem RMS temporir zu entfernen. Hierfiir implantierten
wir eine Minipumpe auf der Schideloberfliche, durch welche die Infusion des
Chemotherapeutikums Ara-C (Cytarabin, 1-B-D-Arabinofuranosylcytosine) erfolgte. Fiir Ara-
C wurde in verschiedenen fritheren Experimenten (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1999)
gezeigt, dass es die Proliferation von Vorlduferzellen stark reduziert. In der verwendeten Dosis
konnten keine neurotoxischen Effekte nachgewiesen werden. Bei der Pumpe handelte es sich
um eine osmotisch arbeitende Pumpe (Alzet, Palo Alto, CA, Model 1700D), welche vor dem
Eingriff mit Ara-C (2%, Sigma, geldst in 0,9%-iger NaCl Losung) befiillt wurde. Fiir die
Intervention wurden die Versuchstiere erneut mit oben genannten Anisthetika in Narkose
versetzt und im Stereotaxie-Rahmen fixiert. Als Zugang wurde die Wunde des vorhergehenden
Eingriffs genutzt. Als Referenz wurde erneut das Bregma lokalisiert; die Kaniile der Pumpe
wurde 1,1 mm rostral davon implantiert. Dafiir wurde die kndcherne Schideldecke nach
Entfernung des Periosts getrocknet und aufgeraut, mit einem Trepanationsbohrer ein Loch in
die Schiadeldecke gebohrt und die Kaniile in diesem mit Dentalzement befestigt. Die Kaniile
endete 1,0 mm unterhalb der Dura im Subarachnoidalraum. Es wurde darauf geachtet, keine
kortikalen Verletzungen durch den Eingriff zu produzieren. Die an die Kaniile angeschlossene
Minipumpe wurde nach Hirtung des Zements in einer Hauttasche nach stumpfer Préparation

des bestehenden Zugangs im spinalen Bereich implantiert.

Uber die einliegende Kaniile erfolgte die kontinuierliche intrathekale Infusion von Ara-C mit

einer Flussrate von 5Sul pro Stunde iiber 7 Tage.

Ara-C wirkt antimetabolisch, indem es in die DNA-Synthese bei Zellteilung eingreift. Dabei
wird es zu seiner aktiven Form phosphoryliert und in der S-Phase des Zellzyklus in die DNA
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als Cytosinanalogon eingebaut, was zum Kettenabbruch durch Stérung der weiteren DNA-
Synthese und —Reparatur fiihrt (Gage, Bjorklund et al. 2012). Ara-C wirkt dadurch
hauptséchlich auf die sich in der S-Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen. Da schnell
teilende Zellen aufgrund der hohen Zellteilungsrate diese Phase hdufiger durchlaufen, werden
insbesondere diese Zellen eliminiert. Das bedeutet flir das SVZ-RMS-System, dass es vor allem
zu einer Ablation der schnell teilenden Typ-C- und Typ-A-Zellen kommt, wihrend die Typ-B-

Zellen zu einem geringeren Anteil eliminiert werden (Ghanbari, Esmaeilpour et al. 2015).

Mit der Ara-C-Infusion wurde 7 Tage nach Implantation der Barriere begonnen. Das Ende der

kontinuierlichen Ara-C-Infusion wurde als Tag 0 der Weiterbeobachtung definiert.

3.5.3. Verabreichung von BrdU

Fiir die weiteren experimentellen Eingriffe wurden die Versuchstiere in verschiedene Gruppen
eingeteilt, die jeweils nach einem bestimmten Schema BrdU (5-Bromo-2°-desoxyuridin)
erhielten. BrdU kann anschlieBend im histologischen Schnitt durch einen
fluoreszenzmarkierten Antikdrper nachgewiesen werden, womit sich teilende Zellen sichtbar

gemacht werden konnen und eine Riickdatierung der Zellteilung erfolgen kann.

BrdU gelost in isotonischer Kochsalzlosung (c= 10 mg/ml) wurde mittels intraperitonealer

Injektion in einer Dosis von 100 mg/kg verabreicht
Die Versuchstiere wurden in zwei Gruppen zur Kurzzeit- und Langzeitbeobachtung eingeteilt.

Die Kurzzeitgruppe wurde in 3 Untergruppen mit jeweils 4 Versuchstieren aufgeteilt. Die 3
Untergruppen erhielten einmalig BrdU jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ara-C-
Infusion (entspricht Tag 0) und wurden 2 Stunden nach Verabreichung von BrdU getdtet. Die
erste Gruppe erhielt BrdU direkt an Tag 0, die zweite Gruppe an Tag 2 und die dritte Gruppe
an Tag 14. Somit erfolgte eine Markierung der proliferierenden Zellen jeweils an verschiedenen
Zeitpunkten nach Ara-C-Infusion. Die Kontrolltiere der Kurzzeitgruppe erhielt BrdU 14 Tage

nach Ara-C-Infusion und wurde ebenfalls 2 Stunden danach geopfert.

In der Langzeitgruppe verabreichten wir BrdU direkt anschlieBend an die Ara-C-Infusion
taglich liber einen Zeitraum von insgesamt 6 Tagen (Tag 0 bis Tag 6). Um die Migration und

Differenzierung der wéhrend des Infusionszeitraum geborenen Zellen nachverfolgen zu
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konnen, wurden die Tiere in 2 Gruppen geteilt (jeweils n=4), die jeweils 55 und 105 Tage nach
Ara-C-Infusion und Verabreichung von BrdU geopfert wurden. Die Auswertung der
Langzeitgruppe wird in der Dissertation von Frau Corinna Steiner (Universitit Marburg)

behandelt.

Sagittal Physical Pump

A barrier

RMS

Physical
barrier

Q

B Coronal

RMS
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BrdU 2 h
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Experimental group BrdU 2 h
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l — 1
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Abb.8: Experimenteller Auftbau und Administrationsprotokoll von BrdU und Ara-C. (A)
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus im Sagittalschnitt. Unterbrechung der
Migration der Neuroblasten zum OB im RMS circa 1,75 mm rostral des Bregmas;
Implantation der Ara-C-Infusionspumpe circa 1,1 mm rostral des Bregmas. (B) Koronare
Ansicht mit schematischer Darstellung der Unterbrechung des RMS durch die PB. (C)
Administrationsprotokoll mit Beginn der Ara-C-Infusion 7 Tage nach Implantation der PB.
Die Kurzzeitgruppe wurde in drei Untergruppen unterteilt, welche BrdU jeweils an Tag 0, 2
und 14 nach Beendigung der Ara-C-Infusion erhielten und 2 Stunden spéter getotet wurden.
Die Kontrollgruppe wurde nur mit Ara-C-Infusion behandelt und 14 Tage nach Beendigung
dieser nach einmaliger BrdU-Gabe geopfert (physical barrier implantation = Zeitpunkt der
Implantation der PB, Control = Kontrolle, d = day, 2h before sacrifice = 2 Stunden vor
Totung).

3.5.4. Perfusion, Gewebeaufbereitung und Herstellung von Gewebsschnitten

Die Versuchstiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten des Experiments getotet. Das Gehirn
wurde entnommen und fiir die histologische Untersuchung aufbereitet.

Die Totung der Tiere erfolgte durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital-Natrium in
einer Dosis von 600 mg/kg. AnschlieBend wurden die Versuchstiere an allen vier Extremitédten
mit der ventralen Seite nach oben auf einem Untergrund fixiert und Abdomen und Thorax
chirurgisch erdffnet. Darauthin erfolgte die intrakardiale Perfusion. Gleichzeitig wurde der
rechte Vorhof eréffnet, um den Abfluss des vendsen Blutes gewéhrleisten zu konnen. Zunéchst
wurde zur Waschung der Gefdfle eine gekiihlte 0,9%ige Kochsalzlosung perfundiert;
anschlieBend erfolgte zur spiteren Fixierung die Perfusion von ebenfalls gekiihltem 4%-igem
Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M Phosphatpuffer (PB chem.). Bei ausreichender Spiilung sind
in der anschlieenden histologischen Farbung keine Erythrozyten mehr nachweisbar (Gage,
Kipke et al. 2012). Die Perfusion wurde {iber 20 min mit einer Perfusionspumpe und einer

Flussrate von 10 ml/min durchgefiihrt.
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Anschliefend wurde nach Abtrennung des Kopfes vom Korper das Cerebrum vorsichtig mit
einer Schere aus dem Kranium entfernt. Nach einem sagittalen Schnitt durch Haut und Knochen
wurde der Schiidel erdffnet und unter Anhebung der sagittalen Schuppe die Offnung durch eine
Pinzette erweitert. Nach Eroffnung wurde das Gehirn mittels eines Spatels vom Foramen
magnum entfernt und vorsichtig entnommen. AnschlieBend wurde das Gehirn unmittelbar auf
eine eisgekiihlte, mit nassem Filterpapier bedeckte Metallplatte gegeben. Es erfolgte eine
erneute Fixierung in 4%igem PFA fiir circa 24 h. Darauffolgend wurden die Gehirne fiir 72 h
in 30%iger Saccharose-Losung aufbewahrt. Fiir die anschlieBende Aufbewahrung wurden die
Gehirne fir 60 s in Isopentan bei - 30 °C schockgefroren und anschlieBend in
Gefrierschutzlosung mit 30%iger Saccharose-Losung und 0,1 M Phosphatpuffer bei — 20 °C
bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Fiir die Anfertigung der histologischen Schnitte wurden aus den Gehirnschnitten anschlieend
mit Hilfe eines Gefriermikrotoms bei -20 °C Schnitte von 30 um Dicke hergestellt. Dabei
wurden unter Verwendung des anatomischen Atlas von Paxinos und Franklin (Paxinos und
Franklin 2001) zum Mausgehirn die anatomischen Regionen Hippocampus, Striatum und
rechter und linker olfaktorischer Bulbus unterschieden und getrennt in verschiedenen
Kryor6hrchen in Anti-Freeze-Losung gesammelt. Das Striatum als Region von SVZ und RMS
wurde nach rostral als die Region, ab welcher sich der Bulbus nicht mehr abtrennen lieB,
definiert. Nach ventral erfolgte der Abschluss bei Erreichen des Cerebellums.

Gesammelt wurden die Schnitte frei flottierend in den Kryordhrchen in 10er-Serien, sodass ein
Sammelgefal jeweils jeden 10. Schnitt enthielt; zwischen zwei aufeinanderfolgenden Schnitten

bestanden somit bei ein Schichtdickenunterschied von 300pum Abstand.

3.6. Immunhistochemische Firbungen

Zur Detektion und Charakterisierung proliferierender Zellen fiihrten wir mehrfache
immunhistochemische Farbungen durch.

3.6.1. Verwendete Antikorper

3.6.1.1. Primére Antikorper

Antigen Eigen- Ver- Hersteller Produkt- | Marker fiir
schaften diinnung Nummer
GFAP Wirt: Hase | 1:200 Thermo Fisher | 18-0063 Neuronale Stammzellen,
Scientific - Gliazellen
Waltham,
Massachusetts,
USA
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NeuN Wirt: Maus | 1:1000 Merck- MAB377B | Neuronen
Millipore -
Darmstadt,
Deutschland
BrdU Wirt: Ratte | 1:500 AbD Serotec — | OBT003 | Teilende Zellen
Kidlington, GB
Nestin Ziel: Rat, | 1:300 Becton- 556309 Neuronale Stammzellen
Wirt: Maus Dickinson
Biosciences —
Franklin
Lakes, New
Jersey, USA
PSA- Wirt: Maus | 1:500 Merck- MABS5324 | Neuroblasten
NCAM IgM, Millipore —
monoklonal Darmstadt,
Deutschland
Tyrosin- Wirt: Hase | 1:1000 Merck- AB5324 Dopaminerge Zellen
Hydroxylase Millipore —
(TH) Darmstadt,
Deutschland
Pax6 (paired | Wirt: Hase | 1:200 Abcam — | Ab5790 Neuronale Stammzellen
box 6) Cambridge,
GB
3.6.1.2 Sekundire Antikorper
Antikorper mit Verdiinnung | Hersteller Produktnummer
Konjugat
Biotin-SP (long spacer) | 1:500 Jackson 712-065-153
AffiniPure IgG (H+L) Immunologicals -
Ziel: Anti-Ratte West Grove, PA,
Wirt: Esel USA
Cy™3-AffiniPure 1:500 Jackson 115-166-003
F(ab')2 FragmentlgG Immunologicals
(H+L)
Ziel: Maus
Wirt: Ziege
Cy™3 AffiniPure IgG | 1:500 Jackson 111-165-003
(H+L) Immunologicals
Ziel: Hase
Wirt: Ziege
Alexa Fluor 488 1:1000 Thermo  Fisher | A11006
IgG (H+L) Scientific -
Ziel: Ratte Waltham,
Wirt: Ziege Massachusetts,
USA
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IgM (p-Ketten 1:500 Sigma-Aldrich - | B 9265
spezifisch) —Biotin- St. Louis,
conjugated Missouri, USA

Ziel: Maus

Wirt: Ziege

Cy™S5 Streptavidin- 1:500 ThermoScientific | SA1011
conjugated (Reaktion

mit Biotin)

Cy™s5 AffiniPure IgG | 1:500 Jackson 111-175-144
(H+L) Immunologicals

Ziel: Hase

Wirt: Ziege

3.6.2. APC-Methode und DAB-Firbung
3.6.2.1. Allgemeines Prinzip

Fir die reine Quantifizierung bestimmter Zellen verwendeten wir die DAB (3,3°-
Diaminobenzidin) - Methode. Dies ist eine gebrduchliche Methode zur in situ Darstellung von
Antigenen und bietet gegeniiber Immunfluoreszenzfirbungen den Vorteil, dass durch
Reduktion unspezifischer Farbungen die Zellen einfacher zu quantifizieren sind, auch unter
einfacher Lichtmikroskopie. Mehrfachfarbungen zur genaueren Identifikation des Zelltyps sind
jedoch nicht moglich. Wir verwendeten diese Methode zur Quantifizierung von BrdU-
positiven Zellen in der SVZ und im RMS. Somit erhielten wir Auskunft {iber die Proliferation
in bestimmten anatomischen Regionen, ohne jedoch den Phénotyp néher zu bestimmen.

Fiir die Methode erfolgt zunichst die Blockierung unspezifischer endogener Peroxidasen;
anschliefend wurden die histologischen Schnitte mit einem primiren Antikdrper gegen das
gesuchte Antigen inkubiert. Die Detektion erfolgt indirekt, das heillt der gebundene primére
Antikorper wird mit einem Biotin-gebundenen sekundiren Antikorper gekoppelt, der nach
Zugabe der Glykoproteine Avidin oder Streptavidin einen Komplex mit Biotin bildet und somit
letztendlich zu einer Verstirkung der Farbung fiihrt. Katalysiert wird diese Reaktion durch
Methylperoxidase, was zu einer Braunfarbung des DAB fiihrt. Fiir die Farbungen verwendeten

wir frei im Medium schwimmende Gewebeschnitte.

3.6.2.2 Protokoll der DAB-Firbung mit BrdU

Jeweils 10 min 5x Waschen in 0,1 M PB
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5 min

Blockade endogener Peroxidasen in 0,1 M

PB mit 20% Methanol und 3% H>O»

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

15 min

lh

Inkubation in 0,1 M PB + 0,3%- Triton-X
fiir 15 min

Inkubation 0,1 M PB + 2,5%-igem NGS

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

BrdU

24 h

Inkubation Primérantikdrper Anti-BrdU in
0,1M PB und 5%-igem NGS

1:500, Wirt: Ratte

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h Inkubation Sekundérantikorper Anti Ratte | 1:500
Biotin-konjugiert

Jeweils 10 min 5x Waschen in 0,1M PB

lh Inkubation mit Avidin und Biotin (ABC-Kit, | 1:200

Vectastain)

Unter optischer
Beurteilung der
Farbungsintensitit,

ca. 1-2 min

Inkubation in 50%-iger DAB-Losung in
filtriertem H>O und 0,003% H>O> (unter
Abzug)

Aufziehen auf gelatinierte Objekttriger in
einem Wasserbad mit 0,9%iger NaCl

Jeweils 10 min

Dehydration  durch  Inkubation  in
aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 70%,
80%, 90%, 100%)

Jeweils 15 min

Zweimalige Inkubation in Xylen

Zugabe Vectastain Mounting Medium,
Bedeckung mit Deckglas
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3.6.3. Immunfluoreszenzfirbung

3.6.3.1. Allgemeines Prinzip

Abb.9: Immunfluoreszenzfarbung der SVZ im koronaren Schnitt. Von links nach rechts sind
zundchst die Einzelfarbungen mit PSA-NCAM (blau), Nestin (rot) und BrdU (griin)
dargestellt; die letzte Abbildung zeigt die Dreifachfarbung mit den drei Markern.

Fiir die Bestimmung von Ko-Expression und Phinotyp-Differenzierung der Zellen spielt die
Technik der Immunfluoreszenzfirbung eine gro3e Rolle. Hier konnen verschiedene Antigene
durch Antikorper nachgewiesen werden. Die Antikdrper werden in einer bestimmten Spezies
als Wirt hergestellt und anschlieBend mit sekundiren Antikdrpern gegen diesen nachgewiesen.
Die sekundidren Antikdrper sind mit Fluoreszenzfarbstoffen verschiedener Wellenlidnge
markiert und kénnen so durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden.

Die Féarbungen wurden erneut auf frei im Medium schwimmenden Schnitten durchgefiihrt. Zur
Darstellung der Ko-expression von bestimmten Markern wurden sequenzielle
Mehrfachfarbungen durchgefiihrt. Zur Blockade unspezifischer Farbungen wurden die Schnitte
zundchst in Triton-X und Ziegenserum (normal goat serum (NGS)) inkubiert. Besondere
MaBnahmen sind vor den Farbungen fiir BrdU nétig. Damit die DNA fiir die Bindung des
Antikorpers zugéinglich ist, muss diese zunédchst durch Hitze und einen sauren pH-Wert
denaturiert werden. Dafiir wurden die Schnitte fiir 30 min in 2 M Salzsédure bei 37 °C inkubiert.
Anschliefend erfolgte eine erneute Neutralisation des pH-Wertes durch Inkubation in
Boratpuffer. Dies erfolgt vor der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch oben
genannte Methoden, da dieser Prozess zur Freisetzung unspezifischer Antigene fiihren kann.

Alle Fiarbungen erfolgten bei 4 °C, um unspezifische Bindungen zu reduzieren
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3.6.3.2 Protokolle der durchgefiihrten Fluoreszenzfirbungen

Sequenzielle Dreifachfirbung BrdU — Nestin — PSA-NCAM

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

15 min

Blockieren mit 0,3%-Triton-X in 0,1 M PB
und 5%-igem NGS

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Tag 1: Nestin

24 Sh bei 4 °C

Inkubation mit Primérantikorper anti-

Nestin in 0,1 M PB und 5%-igem NGS

1:300, Wirt: Maus

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h

Inkubation mit Sekundérantikérper Cy>-
konjugiert anti-Maus-IgG

1:500

Tag 2: PSA-
NCAM

24 hbei4 °C

Inkubation mit Primérantikorper IgM anti-
PSA-NCAM in 0,1 M PB und 5%- iger
NGS

1:500, Wirt: Maus

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Jeweils 1-2 h

Inkubation mit Sekunddrantikorper Biotin-
konjugiert anti-Maus IgM
Inkubation mit Streptavidin Cy’-konjugiert

1:300, 1:500

Tag 3: BrdU

lh Denaturierung der DNS mittels Inkubation
in Salzsdure HCI1 (2 N) in einem 37 °C
warmen Wasserbad (frei flottierende
Schnitte in abgeschlossenen Gefdllen),

Jeweils 2x 5 | anschliefend Blockieren in 0,1 M

min Boratpuffer
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Jeweils 10 min

Zwischen jedem Schritt jeweils 5x

Waschen in 0,1 M PB

24 hbei4 °C

Inkubation des Primérantikorpers anti-

BrdU 1in 0,1 M PB und 5%-iger NGS

1:500, Wirt: Ratte

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h

Inkubation des Sekunddrantikdrpers Alexa
Fluor 488-konjugiert anti-Ratte IgG

1:1000

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Aufziehen auf Objekttriger in 0,9%-NaCl
Zugabe von Vectastain Mounting Medium

und Bedeckung mit Deckglas

Sequenzielle Dreifachfirbung BrdU — GFAP — Nestin

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

15 min

Blockieren mit 0,3%-Triton-X in 0,1 M PB
und 5%-igem NGS

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Tag 1: BrdU

lh

Jeweils 2x 5
min

Jeweils 10 min

Denaturierung der DNS mittels Inkubation
in Salzsdure HCI (2 N) in einem 37°C
warmen Wasserbad (frei flottierende
Schnitte in abgeschlossenen Gefd3en)
anschlieBend Blockieren in 0,1 M
Boratpuffer,

zwischen jedem Schritt jeweils 5x

Waschen in 0,1 M PB

24 hbei4 °C

Inkubation des Primérantikorpers anti-

BrdU in 0,1 M PB und 5%-iger NGS

1:500, Wirt: Ratte
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Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h

Inkubation des Sekunddrantikdrpers Alexa
Fluor 488-konjugiert anti-Ratte IgG

1:1000

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Tag 2: GFAP

24 hbei 4 °C Inkubation des Primérantikorpers Hase 1:200, Wirt: Hase
anti-GFAP in 0,1 M PB und 5%-igem NGS

2-3h Inkubation des Sekundirantikorpers Cy>- 1:500

konjugiert anti-Hase-1gG

Tag 3: Nestin

24 h

Inkubation des Primérantikdrpers Maus
anti-Ratte Nestin in 0,1M PB und 5%-igem
NGS

1:300, Wirt:Ratte

2-3h

Inkubation des Sekunddrantikorpers anti-

Maus IgG Cy3-konjugiert

1:500

Aufziehen auf Objekttriger in 0,9%-NaCl
Zugabe von VectaStain Mounting Medium

und Bedeckung mit Deckgldschen

Sequenzielle Dreifachfirbung BrdU — Nestin — Pax6

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1M PB

15 min

Blockieren mit 0,3%-Triton-X in 0,1 M PB
und 5%-igem NGS

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Tag 1: BrdU

lh

Denaturierung der DNS mittels Inkubation
in Salzsdure HCl (2 N) in einem 37°C
Wasserbad  (frei

warmen flottierende
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Jeweils 2x 5
min

Jeweils 10 min

Schnitte in abgeschlossenen Gefial3en),
anschlieBend Blockieren in 0,1 M
Boratpuffer,

zwischen jedem Schritt jeweils 5x Waschen

in 0,1 M PB

24 hbei4 °C

Inkubation des anti-

BrdU in 0,1 M PB und 5%-igem NGS

Primérantikorpers

1:500, Wirt: Ratte

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h

Inkubation des Sekundirantikorpers Alexa

Fluor 488-konjugiert anti-Ratte IgG

1:1000

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Tag 2: GFAP

24 hbei 4 °C Inkubation des Primérantikorpers Hase | 1:200, Wirt: Hase
anti-GFAP in 0,1 M PB und 5%-igem NGS

2-3h Inkubation des Sekundirantikoérpers Cy°- | 1:500
konjugiert anti-Hase-1gG

Tag 3: Pax6

lh Blockierung und Permeabilisierung mit
0,3%-Triton-X in 0,1 M PB und 5%-igem
NGS

48 h bei 4 °C Inkubation des Primérantikorpers Pax6 in | 1:500, Wirt: Hase
0,1 M PB sowie 5%-igem NGS und BSA

lh Blockierung und Permeabilisierung mit | Aufziehen auf Objekttrager

0,3%-Triton-X und 5%-igem NGS

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

2-3h

Inkubation des Sekundirantikérpers IgG
Cy3-konjugiert anti-Hase

1: 500

Jeweils 10 min

5x Waschen in 0,1 M PB

Aufziehen auf Objekttriger in 0,9%-NacCl,
Zugabe von Vectastain Mounting Medium

und Bedeckung mit Deckglas
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3.7. Auswertung

3.7.1 Konfokalmikroskopie

Die Auswertung der fluoreszenzgefarbten Schnitte erfolgte durch die Methode der
Konfokalmikroskopie. Die Konfokalmikroskopie unterscheidet sich von der Lichtmikroskopie
dadurch, dass nur Licht aus einer Ebene und einem definierten Punkt aufgenommen wird. Somit
ergeben sich weniger Interferenzen mit Ebenen auflerhalb des Fokus (Paddock 2000). Die
Auflosung ist hoher als in der konventionellen Lichtmikroskopie.

Das Konfokalmikroskop ist prinzipiell wie ein Lichtmikroskop aufgebaut, jedoch mit einem
Laser ausgestattet, der als Lichtquelle eingesetzt wird. Der ausgesandte Laserstrahl wird
zunichst auf einen dichriotischen Spiegel geleitet. Dadurch wird der Strahl auf das Objekt
fokussiert, welches punktformig ,,abgescannt* wird (Kempermann 2006). Dabei entsteht zu
keinem Zeitpunkt ein komplettes Bild. Anschlieend wird das Licht durch eine Pinhole-Blende
geleitet, die Wellenldnge des Fluoreszenzlichtes iiber einen Emissionsfilter selektiert und an
den Photomultiplier weitergegeben, der das Licht detektiert und digitalisiert. Die einzelnen
Punkte werden zu einem Bild zusammengesetzt. Durch schrittweises computergesteuertes
Verschieben bzw. Abtasten der Fokusebene in der vertikalen Ebene kann eine z-Serie erstellt
werden, welche einer zusammengesetzten Aufnahme aus der Tiefenebene entspricht. Dies ist
die Voraussetzung fiir die dreidimensionale Ansicht, welche durch die Geritesoftware im
Anschluss erzeugt werden kann (Kempermann 2006, Hanrahan, Harris et al. 2011). Die
dreidimensionale Ansicht erlaubt sichere Aussagen {iiber die Kolokalisation mehrerer
immunhistochemischer Marker in einer Zelle.

Das von uns verwendete Mikroskop war das Confocal Leica TCS SP5 II Mikroskop.

3.7.2. Stereologie

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte die verblindete Zahlung der
markierten Zellen in definierten anatomischen Regionen (RMS, SVZ). Hierbei soll durch die
zweidimensionale  Auszdhlung eines histologischen Schnittes die Zellzahl des
dreidimensionalen anatomischen Abschnittes abgeschitzt werden (Kempermann 2006). In
unseren Auswertungen benutzten wir die Optical Fractionator Methode des Stereolnvestigator

Programms (Golub, Brewer et al. 2015)

Die Methode des Optical Fractionator setzt sich aus dem Prinzip des optical dissector und des

fractionator zusammen (Zimmermann 2013). Der optical dissector unterteilt die
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auszuzdhlenden Regionen (ROI = region of interest) durch ein Gitternetz in mehrere kubische
Abschnitte, dessen mikroskopisch sichtbare Oberfliche als Zahlrahmen (counting frame) dient.
Zwei der vier Grenzen sind griin markiert; daran angrenzende Zellen werden mitgezahlt,
wohingegen die Zellen, die an eine rote Linie angrenzen, vernachldssigt werden, was eine
zweifache Zéhlung verhindert. In der vertikalen Ebene diirfen nur Zellen erfasst werden, die
scharf dargestellt werden konnen. In unserer Studie verwendeten wir die Mafle 100um x100pum
fiir den Zahlrahmen. Die vertikalen Dimensionen (optical dissector height) entsprachen in
unserem Fall der Schnittdicke von 30um. Die Zellzdhlung erfolgte unter dem
Auflichtmikroskop in einer mikroskopischen Vergroferung von 40x. Danach berechnet die
Software aus den eingegebenen Daten und den gezéhlten Objekten die absolute geschitzte Zahl
der Zellen in der ROI (Golub, Brewer et al. 2015).

Die anatomischen Koordinaten fiir unsere Auszdhlung ermittelten wir mit Hilfe des
anatomischen Mausatlas (Paxinos und Franklin 2001)

Fiir die SVZ zidhlten wir hierfiir die Zellen an der lateralen Wand des Seitenventrikels in den
Schnitten mit den Koordinaten +0,002 bis +0,0845 mm relativ zum Bregma aus. Fiir die Gegend
rostral der Barriere (1,75 mm relativ zum Bregma) im RMS legten wir die Koordinaten +1,85
mm bis +2,045 mm relativ zum Bregma fest. Die Zahlung erfolgte verblindet, ohne vorab die
Identitdt des Versuchstiers zu kennen. Das verwendete Lichtmikroskop war das Nikon
Microphot-FX; die verwendete Software die Stereolnvestigator Software Version 8

(MicroBrightField, Magdeburg, Germany).

3.8. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit der Software Prism 7.03 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) durchgefiihrt. Die Mittelwerte der Gruppen wurden in einem zweifachen ANOVA
mit Fisher’s LSD post hoc Test gegeniibergestellt. Die Darstellung der Daten erfolgte als
Mittelwert mit Standardabweichung. Ein P-Wert von < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
Die Anzahl der Sternchen (*) liber den Graphen zeigen die verschiedenen Signifikanzlevel (*

P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001).
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4. Ergebnisse
4.1. Reduktion der proliferierenden Zellen in der SVZ durch Ara-C-Administration

Um die Auswirkungen der anti-mitotischen Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Ara-C
auf die SVZ zu untersuchen, fiihrten wir immunzytochemische Farbungen der SVZ von BrdU
an Tag 0, 2 und 14 nach Ara-C-Gabe durch und quantifizierten die positiven Zellen mit der
oben beschriebenen stereologischen Technik. Als Kontrollgruppe zur Messung der reguldren
Proliferation der in der SVZ ansidssigen Vorlduferzellen dienten Mause, deren RMS nicht durch

eine physikalische Barriere unterbrochen wurde und die kein Ara-C erhielten.

BrdU*-Zellen SVZ

150+
ns Il rechts (PB)
l | ﬁ links
100- T -~
50+ T
ns
.
o -
\\0 Q 'L
) O
{‘o&‘ < «’b

Abb.10: Quantifizierung der BrdU"-Zellen in der SVZ. Die Zellzahl der linken SVZ wurde
als Referenzwert mit 100% gleichgesetzt. Zwischen rechts und links besteht in der
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied. An Tag 0 waren auf beiden Seiten wenige
verbliebene BrdU*-Zellen nachweisbar, die Zellzahl nimmt im Verlauf zu. Die linke Seite der
SVZ entspricht an Tag 14 der Kontrollgruppe; es ist ein signifikanter Unterschied zwischen
rechter und linker Seite nachweisbar.
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Abb.11: Koronarschnitte durch die SVZ mit BrdU"-Zellen der Kontrolle, an Tag 0 und 14
nach Ara-C-Infusion. Dargestellt ist eine nahezu vollstéindige Ablation proliferierender Zellen
an Tag 0 mit erneuter deutlicher Zunahme bis Tag 14. An Tag 14 ist ein leichter
Seitenunterschied zuungunsten rechts sichtbar, die Gesamtzahl der Zellen erreicht nahezu die
Zellzahl der Kontrolle (Mafstabeinheit 100 pm, L=links, R(PB) = rechts (physikalische
Barriere), Kont=Kontrolle).

Da die Miuse zwar alle zum gleichen Zeitpunkt Ara-C erhalten haben, aber alle unmittelbar
vor ihrer Totung BrdU, spiegeln diese Zahlen die Proliferation der Zellen in der SVZ zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Ara-C-Behandlung wieder. So lassen sich der Zeitverlauf der

Wiederbesiedelung und das Ausmal der Proliferation nachvollziehen (Abb. 11 und 12).

Die linke SVZ der Kontrollgruppe wurde als Referenzwert mit 100% (absolute Zellzahl
6200+/- 303, n=3) festgelegt. Zur rechten SVZ der Kontrollgruppe ergab sich mit 96,6% +/-
5,6% kein signifikanter Unterschied (5982 +/- 347, n=3).

Direkt nach der anti-mitotischen Behandlung zeigen sich auf beiden Seiten wenige
verbleibende Zellen. Dabei sind auf der rechten Seite 9,5% +/- 0,5% Zellen der Kontrollgruppe
nachweisbar (592 +/- 29 Zellen, n=4), auf der linken Seite 11,4% +/- 0,4% (MW 710 +/- 24
Zellen). Hier zeigt sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen. An Tag 2 nach Ara-C-
Gabe zeigte sich bereits ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,0012) zwischen linker und
rechter SVZ: rechts liegen 32, 9% +/- 0,7 % (2038 +/- 45,07 Zellen, n=4) vor; auf der linken
Seite finden sich 49,0% +/- 2,0% (MW 3041 +/- 124,22 Zellen, n=4).

An Tag 14 zeigt sich fiir die linke SVZ der experimentellen Gruppe kein Unterschied zur
Kontrollgruppe mehr (p-Wert = 0,0937); die Zellzahl betrdgt 99,1% +/- 1,3% der
Kontrollgruppe (6147 +/- 82 Zellen, n=4). Es besteht ein signifikanter Unterschied zur rechten
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Seite (p-Wert < 0,0001), auf der die Zellzahl lediglich 77,9% +/- 1,3% (MW 4829 +/- 263
Zellen, n=4) betrdgt. Somit ist eine Wiederbesiedelung nach Ablation der schnellteilenden

Zellen sichtbar, die jedoch auf der rechten Seite langsamer verlduft.

Weiterhin farbten wir die Region der SVZ dreifach fiir BrdU, Nestin und
PSA-NCAM und werteten dies mikroskopisch aus.

Tag0

Tag 14

R L

Abb. 13: Dreifachfairbung von Koronarschnitten durch die linke und rechte SVZ mit BrdU,
Nestin und PSA-NCAM an Tag 0 und Tag 14. Man beachte die Doppelfirbung fiir BrdU und
Nestin der Zellen im Bereich der SVZ sowie einzelne PSA-NCAM™ /BrdU*- Zellen im
Bereich des Beginns des RMS (MaBstabeinheit =0,0 lmm, BrdU griin, Nestin rot, PSA-
NCAM blau, R = rechts, L = links).

Dabei zeigte sich nach Ara-C- Behandlung ein deutlicher Riickgang des Markers PSA-NCAM
und wie auch in der DAB-Farbung eine starke Reduktion der BrdU*-Zellen (Abb. 13). Es ist zu
beobachten, dass einzelne Nestin"-Zellen wie auch einige wenige BrdU'- Zellen trotz der

antimitotischen Behandlung weiterhin nachweisbar sind.
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4.2. Erhohte Anzahl proliferierender Zellen im RMS auf Seite der physikalischen

Barriere

Weiterhin betrachteten wir die Proliferation nach Ara-C-Infusion und Implantation der PB

weiter rostral der SVZ im RMS. Hierfiir verwendeten wir wieder die Kurzzeitgruppe und

fertigten fiir BrdU" gefdrbte Gehirnschnitte von Tag 0, 2 und 14 nach Ara-C-Infusion an und

zahlten die Region +1,85 mm bis +2,045 mm relativ zum Bregma stereologisch aus. Als

Kontrollgruppe zur Feststellung der normalen Proliferationsrate der Vorldufer im RMS dienten

Maiuse ohne Implantation einer physikalischen Barriere und ohne Durchfithrung einer anti-

mitotischen Behandlung.

BrdU*-Zellen RMS
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf der Zellproliferation nach Ara-C-Infusion. Gezeigt wird die
absolute Anzahl gezdhlter BrdU"-Zellen im RMS. Ein langsames Ansteigen der BrdU"-Zellen
auf beiden Seiten war zu beobachten; erstaunlicherweise zeigte sich eine signifikant erhohte
Anzahl von BrdU"-Zellen auf der rechten Seite. In der Kontrollgruppe und an Tag 0 ist kein

Seitenunterschied nachweisbar (ns= nicht signifikant).
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Abb. 14: DAB-Farbung auf BrdU von koronaren Schnitten im Bereich des RMS unmittelbar
rostral der PB Dabei zeigt sich in der Kontrollgruppe der RMS mit seitengleich
proliferierenden Zellen. An Tag 0 ist die anti-mitotische Wirkung von Ara-C-sichtbar; hier
zeigt sich seitengleich eine deutliche Reduktion der Zellzahl. An Tag 14 zeigt sich eine
Wiederaufnahme der Proliferation mit vermehrt nachweisbaren BrdU"-Zellen auf der rechten
Seite, welche dem RMS rostral der PB entspricht. (Malstabeinheit = 0,05mm, R= rechts,
entspricht der Seite der PB, L = links, Kont= Kontrolle).

Die Zellzahl des linken RMS der Kontrollgruppe diente als 100% Referenzwert (1790 +/- 115
Zellen, n=3). Zur Zellzahl des rechten RMS fand sich kein signifikanter Unterschied; hier lagen
106,0% +/- 6,8 % Zellen im Vergleich zur Gegenseite vor (1879 +/- 122 Zellen, n=3).

Direkt nach Ara-C-Behandlung fanden wir eine deutliche Reduktion der BrdU*-Zellen mit im
rechten RMS 7,6% +/- 0,4% der BrdU"-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (115 +/- 7
Zellen, n=4); im linken RMS fanden sich 6,9% +/- 0,2% (MW 139 +/- 10 Zellen, n=4).
Zwischen den beiden Gruppen fand sich zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied.
An Tag 2 nach Ara-C-Gabe ist bereits ein signifikanter Unterschied (p-Wert = 0,036) zwischen
den Gruppen feststellbar; die Zellzahl steigt wie bereits in der SVZ beobachtet langsam an. Auf
der rechten Seite finden sich an Tag 2 25,3% +/- 3,4% BrdU"-Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (426 +/- 62 Zellen, n=4); auf der linken Seite zdhlten wir 14,8% +/- 1,2%
BrdU"- Zellen (284 +/- 29 Zellen, n=4).

An Tag 14 nach Ara-C-Gabe stellten wir einen noch deutlicheren Unterschied zwischen den
beiden Seiten bezogen auf die Zunahme der Zellzahl fest. Auf der rechten Seite fanden wir nun
37,8 % +/- 5, 8% BrdU"Zellen (679 +/- 89 Zellen, n=4); auf der linken Seite 25,3% +/- 1,1%
BrdU"-Zellen (451 +/- 56 Zellen, n=4). Somit fand sich zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine
signifikante Seitendifferenz (p-Wert = 0,0002).
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Man beachte hier, dass die Proliferation im RMS an Tag 14 maximal 37,8% der Kontrollgruppe
erreicht, wohingegen in der SVZ an Tag 14 99,1% BrdU*-Zellen im Vergleich zur

Kontrollgruppe nachweisbar sind. Auch unterscheiden sich die absoluten Zellzahlen deutlich.

4.3. Proliferierenden Zellen auf Seite der physikalischen Barriere

4.3.1. Erhohte Nestin-Expression auf Seite der physikalischen Barriere

Um die proliferierenden Zellen auf der Seite mit der Barriere ndher zu charakterisieren, fiihrten
wir eine Immunfluoreszenz-Dreifachfairbung fiir BrdU und die Marker neuronaler
Stammzellen- und Vorlduferzellen Nestin und PSA-NCAM fiir die Tage 0, 2 und 14 nach Ara-
C-Infusion durch.

Die Bilder werteten wir mikroskopisch aus und achteten dabei auf die Ko-Expression der
Stammzellmarker mit der Kernfirbung durch BrdU. AuBlerdem schlossen wir durch
Darstellung der Zellen in 63x-VergroBerung aus, dass die hdhere Nestin-Expression durch die

Ausbildung einer Glianarbe oder durch reaktive Gliose bedingt ist.
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Abb. 15: Darstellung der Markerexpression von Nestin, BrdU und PSA-NCAM im RMS an
Tag 0, 2 und 14 in der Immunfluoreszenz-Fiarbung koronarer Schnitt durch den RMS (ca.
2,05 mm rostral des Bregmas).

Es zeigt sich auch hier in der Fluoreszenzfarbung erneut eine Zunahme der BrdU" Zellen im
RMS, bei dem analog zur DAB-Férbung auch in der Inmunofluoreszenzmikroskopie ein
Seitenunterschied sichtbar ist. Eine vollstdndige Ablation der proliferierenden Zellen gelang
nicht. PSA-NCAM, welches bereits initial beidseits nachweisbar ist, nimmt im Verlauf auf
beiden Seiten zu. Die Nestin-Expression nimmt ebenfalls zu, wobei sich hier ein deutlicher
Seitenunterschied auf der rechten Seite zeigt (R=rechts, entspricht der Seite der PB, L= links).

Besonders stark war die Zunahme der Nestin-Expression beim Vergleich von Tag 0 zu Tag 14.
Auch hier zeigt sich eine Seitenunterschied: auf der Seite mit Barriere zeigt sich eine stirkere
Zunahme der Firbung fiir Nestin als auf der ohne, auf der zwar auch eine Zunahme der

Expression stattfindet, diese weniger stark ausgeprégt ist (Abb. 15).
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Abb. 16: Quantifizierung der PSA-NCAM*-Zellen im RMS rostral der PB an verschiedenen
Zeitpunkten nach Ara-C-Gabe. An Tag 14 besteht ein signifikanter Seitenunterschied mit
erhohter Anzahl PSA-NCAM™-Zellen hinter der PB, zudem besteht ein signifikanter
Unterschied in der Zellzahl zwischen Tag 0 und 14 und 2 und 14. Ein signifikanter
Seitenunterschied besteht an Tag 0 und 2 nicht. (ns= nicht signifikant).

Auch die Anzahl der PSA-NCAM™-Zellen stieg von Tag 0 bis 14 allméhlich an, dem Verlauf
der Zunahme der BrdU *- und Nestin*- Vorlduferzellen entsprechend (Abb. 16). Auch hier fiel
ein Seitenunterschied mit erhdhter Anzahl PSA-NCAM*-Zellen an Tag 14 rostral der PB auf
(p-Wert = 0,0304), wihrend an Tag 0 und 2 kein signifikanter Seitenunterschied festzustellen
war. Zwischen Tag 0 und Tag 14 sowie zwischen Tag 2 und Tag 14 bestand ein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der PSA-NCAM*-Zellen der einzelnen Seiten, wihrend zwischen

Tag 0 und 2 kein signifikanter Unterschied in der Zellzahl bestand.

4.3.2. Expression von Nestin, GFAP und Pax6

Um die Zellproliferation hinter der PB weiter zu einzuordnen, fiihrten wir weitere
immunhistologische Farbungen der Region rostral der PB im RMS durch. Wir verwendeten
dazu die Stammzellmarker GFAP und Pax6 und fertigten jeweils eine Dreifachfarbung

zusammen mit Nestin und BrdU an. Die Hirnschnitte werteten wir mit Konfokalmikroskopie

aus.
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Abb. 17: Immunfluoreszenzfarbung mit BrdU, Nestin, GFAP und Pax6 des rechten RMS an
Tag 14 nach Ara-C-Behandlung auf Seite der PB. Links jeweils Darstellung der Kontrolle,
rechts des RMS rostral der PB. A: Dreifachfarbung BrdU-Nestin-GFAP, in der Vergro3erung
ist eine BrdU"/Nestin'/GFAP*-Zelle durch eine Pfeilspitze markiert. B: Dreifachfiarbung
BrdU-Nestin-Pax6, in der VergroBerung ist eine BrdU"/Nestin'/Pax6*-Zelle markiert
(Mafstabeinheit= 0,1 mm, PB = physikalische Barriere).

Bei Auszdhlung der Pax6'-Zellen (Abb. 17, B) fanden wir in der auf der rechten Seite in der
Kontrollgruppe einen Mittelwert von 1 +/- 0,82 Zellen (n=4) und auf der linken Seite einen
Mittelwert von 0,5 Zellen +/- 0,5773 (n=4). In der experimentellen Gruppe zeigten sich auf der
rechten Seite, der Seite der Barriere entsprechend, 1,75 +/- 0,9574 Zellen (n=4) und auf der
linken Seite 0,25 +/- 0,5 Zellen (n=4). Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Seite der Barriere und der unbehandelten Seite (p-Wert = 0,0274).
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Abb. 18: Expression von Pax6 und GFAP im RMS rostral der PB. (A)
Immunfluoreszenzfirbung eines koronaren Schnittes durch den rechten RMS auf BrdU,
Nestin und Pax6 an Tag 14 nach Ara-C-Gabe. Es zeigen sich zwei Pax6*/Nestin'- Zellen
(siehe Pfeilspitzen. (B) Immunfluoreszenzfarbung eines koronaren Schnittes durch den
rechten RMS auf BrdU, Nestin und GFAP an Tag 14 nach Ara-C-Gabe. Zur exakten Ko-
Lokalisation der Marker fiihrten wir unter dem Konfokalmikroskop eine Z-Projektion fiir die
einzelnen Zellen durch, was uns eine dreidimensionale Darstellung der Zelle und somit eine
zweifelsfreie Aussage tiber die zeitgleiche Markerexpression in einer Zelle erlaubt. Die
dreidimensionale Darstellung lésst sich am Bildrand in der Z-Projektion nachvollziehen
(MaBstabeinheit= 0,01 mm).

Die Konfokalmikroskopie mit durchgefiihrten z-Scans und orthogonalen Projektionen zeigte
eine eindeutige Ko-Lokalisation von BrdU, Nestin und GFAP in den bereits untersuchten

Zellen rostral der physikalischen Barriere, aber auch einzelne fiir Nestin positive, aber fiir

GFAP negative Zellen, so dass auch Typ-C-Zellen im RMS rostral der PB nachgewiesen
werden konnten (Abb. 18).
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5. Diskussion

Durch experimentelle Unterbrechung der Einwanderung neuronaler Vorlduferzellen aus der

SVZ konnten wir den Nachweis einer neurogenen Nische im RMS erbringen.

5.1. Deutliche Reduktion der Proliferation in der SVZ durch Ara-C und erneute Zunahme

der Proliferation in Abhéingigkeit von der Zeit

Zunichst konnten wir zeigen, dass die Behandlung mit dem Zytostatikum Ara-C eine gute
Methode darstellt, um die Stammzellproliferation und die Proliferation der Neuroblasten
signifikant zu reduzieren. In friiheren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass es durch
Infusion von Ara-C in den lateralen Ventrikel zu einer Reduktion der Neuroblasten von bis zu
75% kommt (Breton-Provencher, Lemasson et al. 2009). Die Neurogenese im anatomisch
weiter entfernten Hippocampus hingegen wurde durch die Behandlung deutlich weniger
reduziert. Eine weitere Methode, um die Neurogenese zu beeinflussen, ist die physikalische
Behandlung der sich teilenden Zellen in der SVZ durch radioaktive Strahlung. Bei Bestrahlung
mit 15 Gray kann eine selektive Entfernung von circa 85% in der SVZ anséssigen neuronalen
Vorladuferzellen erreicht werden (McGinn et al. 2008).

In einer anderen Studie wurde die Verabreichung von Ara-C erfolgreich genutzt, um die
Proliferation neuronaler Vorldauferzellen im RMS nachzuweisen (Gritti, Bonfanti et al. 2002).
Die antimitotische Behandlung bietet hier die Moglichkeit, eine lokal stattfindende de-novo-
Proliferation in RMS und SVZ nachzuweisen. Damit kann geschlussfolgert werden, dass die
Zellen vor Ort entstanden sind.

In unserem Experiment war nach Gabe von Ara-C eine deutliche Reduktion der
Zellproliferation in der SVZ nachweisbar. Nach 14 Tagen hatte sich diese jedoch nahezu
vollstdndig regeneriert, so dass die Proliferation auf der linken Seite keinen Unterschied zur
Proliferation der Kontrollgruppe aufwies. Durch radioaktive Bestrahlung der SVZ konnte
hingegen eine langfristige Reduktion der Zellzahl bis zu 3 Monaten nachgewiesen werden
(Tada, Yang et al. 1999, Panagiotakos, Alshamy et al. 2007). Als mogliche Erklarung fiir den
Unterschied in der Dauer der Wirksamkeit zur Ara-C-Behandlung wird diskutiert, dass Ara-C
die sich langsam teilenden Typ-B-Zellen, aus denen der erneute Aufbau der SVZ hervorgeht,
schlechter erfasst als die physikalische Bestrahlung.

Weitere Studien untersuchten die Wirksamkeit verschiedener Dosierungen von Ara-C zur

Erforschung der Stammzellproliferation. Durch chemische Behandlung auch in héheren Dosen
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konnte keine komplette Ablation der ruhenden Stammzellen erreicht werden. In allen Féllen
ging von diesen eine mit Verzogerung einsetzende Proliferation aus (Ghanbari, Esmaeilpour et
al. 2015). Dadurch eignet sich die Behandlung mit Ara-C als eine der besten Methoden fiir
Ablation der Stammzellproliferation in der SVZ sowie fiir Beobachtung deren Neubesiedelung.
Als Dosis verabreichten wir Ara-C (2%, Sul/Stunde tiber 7 Tage), wobei dies eine der hochsten
bisher verwendeten Dosen ohne toxischer Nebenwirkungen darstellt (Yau, Lau etal. 2011, Sun,
Daniels et al. 2015), bei der davon ausgegangen werden kann, dass in diesem Zeitraum
proliferierende Zelltypen zuverlédssig eliminiert werden (Ghanbari, Esmaeilpour et al. 2015).
Zu beachten ist, dass in Studien mit geringeren Ara-C-Dosen, diese intraventrikuldr und nicht

durch eine Kaniile auf die Gehirnoberfliache verabreicht wurden.

Im Verlauf beobachteten wir einen signifikanten Seitenunterschied der proliferierenden Zellen
in der SVZ: auf der rechten Seite, auf welcher die Implantation der PB, aber auch die
Anbringung der Kaniile der Ara-C-Infusion erfolgte, zeigte sich eine niedrigere Zellzahl. Wie
oben beschrieben, scheint Ara-C lokal eine stirkere Wirkung zu haben und weniger stark auf
anatomisch entfernte Gebiete Einfluss zu nehmen. In Anbetracht der Tatsache, dass die Kaniile,
iiber welche Ara-C verabreicht wurde, rechtsseitig implantiert wurde, stellt dies eine mogliche
Erklarung dar. Einen weiteren Einflussfaktor auf die verdnderte Zellzahl konnte die weiter
rostral befindliche Barriere darstellen: so ist es moglich, dass iiber bestimmte Faktoren aus dem
RMS oder des OB Informationen iiber die Unterbrechung der Migration an die Vorlduferzellen
in der SVZ weitergegeben werden. Eine Moglichkeit scheint, in Anbetracht der Architektur der
SVZ, eine riickkoppelnde Kommunikation und Weitergabe der Information {iiber die
verbleibenden Neuroblasten in Kettenmigration, was bereits in vorangegangenen Studien
postuliert wurde (Alvarez-Buylla und Lim 2004). Zudem konnte in einer vorangegangen Studie
eine verminderte Proliferation in der SVZ bei verminderter olfaktorischer Stimulation gezeigt
werden (Corotto, Henegar et al. 1994), was nach der Verletzung und Durchtrennung des RMS
ebenfalls einen mdglichen Mechanismus darstellen kann. Unsere Ergebnisse entsprechen hier
einer weiteren Studie, die nach Durchtrennung des RMS eine verminderte Proliferation in der
ipsilateralen SVZ beobachten konnte (Jankovski, Garcia et al. 1998).

Durch kortikale Verletzung bzw. Manipulation konnte zudem eine erhdhte Proliferation in der
ipsilateral zur Verletzung befindlichen SVZ gezeigt werden (Gage, Kempermann et al. 2008,
Kernie und Parent 2010). Dies lieB sich in unserem Experiment nicht nachvollziehen, da sich
auf der Seite der Manipulation sogar eine geringere Anzahl proliferierender Zellen zeigte.

Jedoch ist aufgrund der Vielzahl der dies beschreibenden Arbeiten von einem Einfluss des
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experimentellen Aufbaus auf die Proliferation auszugehen. So konnte die rasche

Wiederbesiedelung der SVZ ein Zeichen fiir eine erhdhte Proliferationsrate sein.

Im RMS weiter rostral konnten wir auf der rechten Seite hingegen eine signifikant erhdhte
Proliferation im Vergleich zur Gegenseite finden. In Anbetracht unserer Ergebnisse gehen wir
davon aus, dass durch die Erh6hung der Proliferation der Vorlauferzellen im RMS der fehlende
Zustrom von Neuroblasten aus der SVZ kompensiert wird. Eine weitere Erkldrung stellt dar,
dass es unter Annahme einer sich ergédnzenden Stammzellproduktionen im RMS und SVZ
durch die Reduktion der Proliferation in der SVZ zu einer erhdhten Aktivitdt der neurogenen
Nische im RMS kommt. In vorangegangen Studien wurde jedoch ein geringes
Anpassungsvermogen der SVZ beschrieben. Beispielsweise kam es bei einem verminderten
Bedarf an Interneuronen im OB zu keiner Anderung der Proliferation in der SVZ, jedoch im

RMS (Langenfurth, Gu et al. 2016).

Durch Doetsch et al. konnte gezeigt werden, dass nach chemischer Ablation der SVZ eine
Wiederbesiedelung der SVZ von Typ-B-Zellen ausgeht, was sich auch in unserem Modell

nachvollziehen lasst.

Control Hours after 2 days after 2 weeks after
cytostatic cytostatic cytostatic
treatment treatment treatment

Sequence

®=0=®

Abb. 19: Schematische Darstellung der Wiederbesiedelung der SVZ nach Ara-C-Ablation
wenige Stunden, 2 Tage und 2 Wochen nach der Behandlung. Demnach fiihrt Ara-C zu einer
vollstdndigen Ablation der Typ-C- und Typ-A-Zellen, wohingegen wenige Typ-B-Zellen
erhalten bleiben. Diese bilden an Tag 2 zunéchst Typ-C-Zellen, welche im Verlauf Typ-A-
Zellen ausbilden (nach Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1999, Kempermann 2006).

In der Immunfloureszenzfirbung zeigten sich in unserem Modell nach Behandlung mit Ara-C
ein Verschwinden des Markers fiir Neuroblasten PSA-NCAM sowie eine starke, jedoch nicht

komplette Reduktion von Nestin. Es ist somit anzunehmen, dass es sich bei den wenigen
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verbleibenden Zellen um die ausschlieBlich fiir Nestin, aber nicht PSA-NCAM immunreaktiven
Typ-B-Zellen handelt, da diese eine geringere Teilungsrate aufweisen und so durch die
antimitotische Wirkung von Ara-C weniger beeintréchtigt sind. Die am stirksten von der Ara-
C-Behandlung beeintrichtigten Zellen sind — wie in vorangegangen Studien gezeigt - die Typ-
C-Zellen, die die hochste Teilungsrate aufweisen (Gritti, Bonfanti et al. 2002). Der weitere
Verlauf der Markerexpression ist vereinbar mit den bisherigen Daten zum Aufbau und der
Zelltypzusammensetzung der SVZ (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1999) und auch mit
weiteren Studien zur Wiederbesiedelung nach Ara-C-Behandlung (Maslov, Barone et al. 2004).
Zusammengefasst ist die SVZ demnach aufgrund der Existenz der langsam proliferierenden
Typ-B Zellen in der Lage, sich nach anti-mitotischer Behandlung erneut zu besiedeln. Die Typ-
B-Zellen dienen somit als die eigentlichen Stammzellen der SVZ. Die Proliferationsrate ist so
ausgeprigt, dass die SVZ in unseren Untersuchungen nach Ablation innerhalb von 14 Tagen
nahezu die Proliferationsrate der Kontrollgruppe erreichen konnte. Ein Einfluss des invasiven
Versuchsaufbaus auf die rasche Zunahme Proliferationsrate der Vorlduferzellen ist aufgrund

der pro-stimulatorischen Wirkung auch hier in Betracht zu ziehen.

5.2. BrdU als Marker fiir die Proliferation der neuronalen Vorliduferzellen

Weiterhin ist zu diskutieren, ob BrdU geeignet ist, um die Proliferation der neuronalen
Vorléduferzellen zu visualisieren und zu quantifizieren.

Es ist zu beachten, dass BrdU nur in jene Zellen eingebaut wird, die sich zum Zeitpunkt der
Verabreichung in der Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus befinden, welche in etwa einem
Drittel der Zellzyklusdauer entspricht (Welsch 2014). Da BrdU in der Kurzzeitgruppe nur
punktuell und nicht tiber einen ldngeren Zeitraum verabreicht wurde, wird nur ein Bruchteil der
vorhandenen, sich teilenden Zellen markiert. So ergeben vergleichende Farbungen mit dem
Marker Ki67, eines wihrend der gesamten Zellteilung exprimierten Protein, eine um 50%
hohere Anzahl markierter Vorlduferzellen (Kee, Sivalingam et al. 2002). Aus diesem Grund
sind die Zahlen verschiedener Gruppen zwar untereinander vergleichbar, nicht jedoch als
absolute Zahlen proliferierender Zellen zu werten (Winner, Cooper-Kuhn et al. 2002).
Dariiber hinaus gibt es weitere Aspekte, die bei der Auswertung von Studien, bei welchen BrdU
verwendet wurde, beachtet werden miissen. Zum einen besteht eine wechselnde zerebrale
Verfiigbarkeit des Markers. BrdU kann die Blut-Hirn-Schranke nicht frei passieren, sondern
benoétigt dafiir unter physiologischen Bedingungen einen Transporter. Dieser Transporter kann

im Rahmen entziindlicher oder hypoxischer Vorginge gestort sein, was zu einer fehlenden
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Vergleichbarkeit des quantitativen BrdU-Nachweises in verschiedenen Versuchstieren fiihren
kann (von Bohlen Und Halbach 2007).

Eine weitere Mdglichkeit zur Fehlinterpretation ergibt sich aus der Tatsache, dass nicht nur
wihrend der Zellteilung, sondern auch wihrend der Zellreparatur DNA-Synthese stattfindet.
Somit kann auch bei zelluldren Reparaturvorgdngen BrdU eingebaut werden. Mehrere Autoren
diskutieren jedoch, dass die Anzahl dieser markierten Zellen vernachléssigbar sei. Dies wurde
durch mehrere Experimente, in denen eine Verdopplung der BrdU- positiven Zellen
entsprechend des realen Zellzyklus nachgewiesen werden konnte (Kempermann 2006),
unterstiitzt. Andere Publikationen widerlegten génzlich, dass BrdU bei DNA-Reparatur
eingebaut wird (Biebl, Cooper et al. 2000, Taupin 2007).

Zudem wird diskutiert, dass BrdU im Rahmen der Apoptose durch einen erneuten, nicht
zielfiihrenden Versuch der DNA-Synthese im Sinne eines ,,abortive cell cycle try“ in
apoptotische Zellen eingebaut wird (Kempermann 2006).

Dariiber hinaus wird BrdU ein mutagenes und toxisches Potential zugeschrieben (Bannigan und
Langman 1979, Brito, Filipe et al. 1992), wobei die Toxizitit durch die Verwendung kleinerer
Dosen (circa 50 mg/kg) verringert werden kann.

Als weitere Fehlerquelle kommt der Aufbereitungsprozess der histologischen Schnitte vor
Verwendung von BrdU in Frage. Hierfiir ist eine Vorbehandlung mit Salzsdure und Hitze zur
Denaturierung der DNA nétig. Dies kann im weiteren Verlauf durch Denaturierung der
Zelloberflachenproteine anschlieBende immunhistochemische Férbungen beeinflussen und zu
einer Reduktion der Spezifitit filhren, weswegen BrdU in Reihenfirbungen als letzter
Antikorper in Folge verwendet werden sollte.

Bei der Analyse ist weiterhin zu beachten, dass die verschiedenen Zelltypen der SVZ
verschiedene Zellzyklusldngen haben. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine schnell teilende
Typ-C-Zelle in der S-Phase befindet und somit BrdU eingebaut wird, ist hoher. Dadurch wird
in unterschiedliche Zelltypen zu verschiedenen Anteilen BrdU eingebaut (Kee, Sivalingam et
al. 2002). Sich langsam teilende Zellen kdnnen sich somit der Markierung entziehen oder in
der Auswertung unterreprisentiert sein. So konnte gezeigt werden, dass nach einmaliger
Injektion von [*H]-Thymidin, 52% der markierten Zellen die sich am schnellsten teilenden Typ-
C-Zellen waren. 15% der markierten Zellen waren Typ-A-Zellen und 12% waren Typ-B-Zellen
(Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997). Dies entspricht nicht dem oben beschriebenen
elektronenmikroskopisch charakterisierten Aufbau der SVZ, bei dem lediglich 10% Typ-C-
Zellen zu finden sind. Dies spricht dafiir, dass Typ-C-Zellen {iberproportional ihres
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tatsdchlichen Vorliegens markiert werden, wie in weiteren Studien bestétigt werden konnte
(Kohwi, Osumi et al. 2005).

Trotz beschriebener Aspekte, die bei der Interpretation der Daten in Betracht gezogen werden
miissen, stellt die Verabreichung von BrdU eine spezifische Methode dar, um Zellen, die zu
einem bestimmten Zeitpunkt proliferieren, darzustellen. Aufgrund des Einbaus in die DNA der
Zelle wird BrdU an jede Tochterzelle weitergegeben, was eine Nachverfolgung der
proliferierenden Zellen erlaubt und somit einen Vorteil gegeniiber den oben beschriebenen

Methoden darstellt (Wojtowicz und Kee 2006).

5.3. Verinderung der Zellproliferation und Markerexpression im unterbrochenen RMS

5.3.1. Beurteilung der erhohten Proliferation auf Seite der physikalischen Barriere

Bei der Untersuchung der proliferierenden Zellen im RMS fanden wir auf Seiten der PB trotz
dem verminderten Zufluss von Neuroblasten aus der SVZ nicht nur eine persistierende
Proliferation im RMS, sondern auch eine erhdhte Anzahl proliferierender Zellen im Vergleich
zur lediglich mit Ara-C behandelten Gegenseite ohne PB.

Durch Ara-C konnten nicht nur die Vorlduferzellproliferation der proliferierenden Zellen in der
SVZ reduziert werden, sondern es wurden auch die sich schnell teilenden Vorlduferzellen im
RMS eliminiert. Da wir gleichzeitig die Migration der Vorlduferzellen aus der SVZ in den OB
bzw. den rostralen Abschnitt des RMS durch die Implantation der PB blockierten, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den proliferierenden Zellen um Tochterzellen lokal
ansdssiger neuronaler Stammzellen handelt. Analog zur Re-Population der SVZ ist es
wahrscheinlich, dass die unabhéngige Proliferation im RMS von den sich langsam teilenden
Typ-B-Zellen mit Stammzelleigenschaft ausgeht.

Dabei ist vor allem der Unterschied in der Zellproliferation zwischen der unbehandelten und
der Seite mit der implantierten PB interessant. Hier stehen unsere Resultate im Gegensatz zu
den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten (Mendoza-Torreblanca, Martinez-Martinez et al.
2008;Alonso, Prieto et al. 1999), die nach experimenteller Unterbrechung des RMS zwar eine
Wiederaufnahme der Proliferation unabhdngig von der SVZ beobachteten, aber keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl proliferierender Zellen auf der behandelten und

unbehandelten Seite des RMS feststellen konnten.
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Fiir die erhdhte Zahl von BrdU-positiven Zellen im experimentell unterbrochenen RMS gibt es
mehrere mogliche Erkliarungen.

Bei alleiniger Analyse der BrdU-positiven Zellen ohne ndhere Charakterisierung besteht die
Moglichkeit, dass es sich bei den proliferierenden Zellen um Gliazellen handelt, die als reaktive
Gliose eine Glianarbe um die Implantationsstelle der Barriere gebildet haben. Dies scheint
jedoch aufgrund des vorliegenden zeitlichen Verlaufs mit Zunahme der Proliferation im Verlauf
unwahrscheinlich. Zudem besteht an Tag 0 nach Ara-C-Infusion, der dem Tag 13 nach
Implantation der PB entspricht, noch kein Seitenunterschied. Im Falle einer reaktiven Gliose
wiirden sich die Gliazellen anfangs stark vermehren und dann, nach Konsolidierung der
Verletzung, die Proliferation wieder abnehmen (Lie, Dziewczapolski et al. 2002).

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, wurden in der Vergangenheit mehrere Studien durchgefiihrt,
die die Prisenz von adulten neuronalen Stammzellen im RMS beschreiben (Gritti, Bonfanti et
al. 2002, Merkle, Mirzadeh et al. 2007, Panagiotakos, Alshamy et al. 2007, Mendoza-
Torreblanca, Martinez-Martinez et al. 2008). Hierbei konnte eine kontinuierliche Proliferation
der Stammzellen im RMS mit Produktion von periglomeruldren Interneuronen fiir den OB
gezeigt werden (Alonso, Ortega-Perez et al. 2008). Unser Experiment zeigte dementsprechend
eine kontinuierliche Proliferation im RMS auf beiden Seiten mit Wiederauthahme der
Proliferation nach anti-mitotischer Behandlung, was eine von der SVZ unabhingige
Stammzellaktivitdt im RMS unterstiitzt (Gritti, Bonfanti et al. 2002). Zusitzlich zu den bereits
bekannten Ergebnissen konnte in unserer Studie eine Unterschied in der Proliferation zwischen
dem unterbrochenen RMS und dem durchgehenden RMS festgestellt werden. Dies konnte als
Resultat einer verminderten Einwanderung von Neuroblasten aus der SVZ hindeuten: die
potentielle neurogene Nische im RMS wird durch Ausschaltung der SVZ aktiviert und
ibernimmt die Aufgabe dieser. Dies ist insbesondere dadurch plausibel, dass der
Seitenunterschied mit einer gewissen zeitlichen Latenz an Tag 14 deutlicher sichtbar wird; zu
einem Zeitpunkt, zu welchem bei ununterbrochenen RMS die Einwanderung von Neuroblasten
aus der SVZ zu erwarten wire.

Eine Anpassung der Proliferation der neuronalen Vorlduferzellen im RMS an Verdnderungen
der duBeren Umstinde wurde bereits in einer anderen Studie festgestellt: Langenfurth et al.
konnten bei verringertem Bedarf an periglomeruldren Interneuronen im OB eine Reduktion der
Proliferation im RMS ansdssiger Zellen durch eine erhdhte Apoptoserate nachweisen, die
unabhingig von der Proliferation in der SVZ war (Langenfurth, Gu et al. 2016). Dies wiirde
bedeuten, dass die neurogene Nische im RMS im Gegensatz zur SVZ ihre Aktivitit an den

aktuellen Bedarf anpassen kann.
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Eine Stimulation der Stammzellaktivitit aufgrund der der Implantation der PB ist nicht génzlich
auszuschlieBen (Kernie und Parent 2010); es wire jedoch auch hier eine unterschiedliche

zeitliche Dynamik zu erwarten gewesen.

5.3.2. Expression von Stammzellmarkern im unterbrochenen RMS

Zur ndheren Einordnung der proliferierenden Zellen betrachteten wir die Expression von
ausgewdhlten Stammzellmarkern im Bereich der neurogenen Nische im RMS.

Wir fanden eine Zunahme von Nestin im Zeitverlauf mit erhéhter Anzahl Nestin-positiver
Zellen im RMS rostral der PB im Vergleich zur Gegenseite.

Nestin ist ein Stammzellmarker, der auf allen Untertypen der adulten neuronalen Stammzellen
exprimiert wird (von Bohlen und Halbach 2011). Jedoch kann Nestin auch von reaktiven
Gliazellen exprimiert werden (Lin, Matesic et al. 1995, Taupin and Gage 2002), so dass ein
Zusammenhang der erhohten Nestinexpression mit einer erhdhten post-interventioneller
Gliazellproliferation folglich nicht auszuschliefen ist. Durch Untersuchungen histologischer
Schnitte in anatomischer Nachbarschaft zur physikalischen Barriere fanden wir
Farbungsmuster, die deutlich eine Glianarbe zeigten, die sich stark positiv fiir Nestin férbte.
Die Struktur zeigt sich deutlich als Narbengewebe im Bereich des Kortex und nicht als
Ansammlung einzelner fiir Nestin immunoreaktiven Zellen im Bereich des RMS. Zudem lasst
der zeitliche Verlauf der Zunahme der ldsst nicht auf eine reaktive Gliose schlieen. Interessant
ist hierbei die in manchen Firbungen nachweisbare rohrenformige Anordnung der Nestin-
positiven Zellen, die an die rohrenformig angeordneten Nestin-positiven Typ-B-Zellen der SVZ
erinnert (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997). Da diese Zellen jedoch auf nur wenigen
Schnitten zu sehen waren, lieen sich diese Beobachtungen nicht genauer einordnen.

Wir beobachteten zudem eine Ko-Lokalisation von Nestin und dem Marker von Neuroblasten
PSA-NCAM. Zwar gilt PSA-NCAM als relativ neuronenspezifisch (Tomasiewicz, Ono et al.
1993), jedoch wurde in einzelnen Arbeiten eine Re-Expression von PSA-NCAM auf reaktiven
Gliazellen beschrieben (Barral-Moran, Calaora et al. 2003). Eine Expression von PSA-NCAM
auf Gliazellen ist daher nicht auszuschlieBen (Kempermann 2006). Die Ko-Expression von
Nestin und PSA-NCAM macht es jedoch unwahrscheinlich, dass dies auf eine reaktive Gliose
zurlickzufiihren ist und erhoht die Spezifitit fiir die einzelnen Marker (von Bohlen und Halbach
2011).

Auch fiir die Expression von PSA-NCAM als Marker fiir in Migration befindliche Neuroblasten

zeigte sich eine Zunahme im Zeitverlauf. An Tag 14 war ein signifikanter Seitenunterschied

63



mit einer erhdhten Anzahl PSA-NCAM-positiver Zellen rostral der PB sichtbar. Durch den
verzogerten Auftritt des Seitenunterschiedes ist davon auszugehen, dass die hohere Anzahl
BrdU- und PSA-NCAM-positiver Zellen auf Seite der PB nicht das Resultat einer hoheren
Anzahl aus der SVZ eingewanderter Neuroblasten ist, wie es von Alonso et al. nach
chirurgischer Lision des RMS ohne Durchfithrung einer Ara-C-Infusion festgestellt wurde
(Alonso, Prieto et al. 1999). Direkt nach der Behandlung mit Ara-C fanden wir eine zwar gering
ausgeprigte, aber persistierende, seitengleiche PSA-NCAM-Expression im RMS auf beiden
Seiten. Hierbei ist es moglich, dass es sich um Neuroblasten handelt, welche nicht durch Ara-
C eliminiert wurden.

Zudem kann auch der chirurgischen Eingriff zu einer Verdnderung der Markerexpression
fiihren In vorangegangenen Studien konnte ebenfalls eine Zunahme der Expression im Rahmen
exogener Manipulation gezeigt werden (Szele und Chesselet 1996, Kempermann 2006).
Zusammengefasst zeigten die immunhistochemische Untersuchungen eine Zunahme der fiir
den Marker Nestin-positiven sowie in geringerem Ausmall PSA-NCAM positiver Zellen auf
Seite der PB und unterstiitzen damit die These, dass es sich bei der Proliferation hinter der PB
im RMS um die Proliferation im RMS anséssiger neuronaler Vorlduferzellen handelt. Der
Unterschied zur Gegenseite auch in der Markerexpression deutet darauf hin, dass die
Proliferation der Vorliuferzellen im RMS durch die mechanische Unterbrechung aktiviert
wurde. Nach Ablation sich schnell teilender Zellen muss diese zunichst von den Typ-B-Zellen
mit Stammzelleigenschaft ausgehen. Das Expressionsprofil 14sst zudem eine Proliferation vor
allem von Typ-C- und Typ-B-Zellen vermuten.

Eine ndhere Untersuchung auf den Marker GFAP, der bei gleichzeitiger Expression von Nestin
als Marker fiir Typ-B-Zellen gilt, ergab die Detektion mehrfacher fiir Nestin- und GFAP-
positiven Zellen rostral der PB. Somit ergab sich Hinweis fiir das Vorliegen von Typ-B-Zellen
im RMS (Doetsch, Caille et al. 1999, Gritti, Bonfanti et al. 2002). Zusétzlich fanden wir wenige
Zellen, die weder fiir GFAP noch fiir PSA-NCAM, sondern ausschlie8lich fiir Nestin positiv
waren und somit am ehesten Typ-C-Zellen entsprechen. Es ist daher von einem Vorhandensein
aller drei Untertypen der Vorlduferzellen in der neurogenen Nische hinter der PB auszugehen.
Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in einer vorhergehenden Studie nach anti-mitotischer
Behandlung gezeigt werden (Gritti, Bonfanti et al. 2002). Hier wurden wenige Tage nach Ara-
C-Gabe im RMS Typ-C-Zellen nachgewiesen, welche in der unbehandelten Kontrollgruppe
mit erhaltenem Einstrom von Neuroblasten aus der SVZ, nicht nachweisbar waren. Zudem
konnten Typ-B-Zellen mit Stammzelleigenschaften und Typ-A-Zellen isoliert werden.

Mendoza et al. konnten nach Unterbrechung des RMS mittels PB eine Expression von Sox2,
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eines weiteren Markers fiir Typ-B-Zellen, hinter der Barriere sowie auf der Kontrollseite
festgestellt werden (Mendoza-Torreblanca, Martinez-Martinez et al. 2008). Eine nur einseitige
Verdnderung der Expression konnte nicht gezeigt werden. Auch Doetsch ef al. konnten in der
rostralen Ausdehnung der SVZ Typ-B-Zellen nachweisen, jedoch konnten sie im
unbehandelten RMS keine Typ-C-Zellen nachweisen (Doetsch, Garcia-Verdugo et al. 1997).
Eine Anderung der Zellzusammensetzung im RMS, hervorgerufen durch die experimentelle
Unterbrechung des RMS, ist somit als mdglich anzusehen.

Zusammengefasst ist insbesondere aufgrund starker Anhaltspunkte, die fiir im RMS anséssige
Typ-B-Zellen sprechen, eine von der SVZ unabhéngige Proliferation wahrscheinlich. Durch
unseren Versuchsaufbau konnten wir nachweisen, dass es sich bei der Proliferation im RMS
um eine von der SVZ unabhidngige Stammzellproliferation handelt, welche sich an die
gednderten Bedingungen anpassen kann. Auch die Wiederbesiedelung des RMS nach Ablation
der Proliferation der Vorlduferzellen scheint von ruhenden Typ-B-Zellen auszugehen. Der
immunhistochemischen Markerexpression entsprechend scheint die Wiederbesiedelung des
RMS analog zur SVZ zu verlaufen. Zu diskutieren bleibt jedoch, ob es sich bei SVZ und RMS
um zwei unterschiedliche neurogene Nischen handelt, oder ob die Vorlduferproliferation im
RMS eine rostrale Ausdehnung der SVZ darstellt. Hierbei sind auch der sehr &hnliche
anatomische Aufbau der SVZ und des RMS mit rohrenformiger Anordnung der Astrozyten wie
in der Einleitung beschrieben zu beachten. Durch den Vergleich mit der Gegenseite ldsst sich
nachvollziehen, dass die ruhenden Stammzellen auch im intakten RMS proliferieren, jedoch
mit einer geringeren Proliferationsrate. Somit liefert unsere Studie eine weitere Bestitigung,
dass der RMS auch unter physiologischen Bedingungen neuronale Vorlduferzellen beinhaltet.
Weiterhin interessant wére eine Farbung fiir den Marker Mcm2, der mit Nestin eine hohe
Sensitivitit fiir ruhende Stammzellen aufweist (Palmer, Willhoite et al. 2000), sowie eine
Féarbung auf Neuronen-spezifische Migrationsmarker wie beta-III Tubulin (TuJ-1) sowie die
Abgrenzung neuronaler Vorlduferzellen von glialen Vorlduferzellen durch die Farbung mit

NG2 (Nerve/glial antigen 2), welcher auf diesen exprimiert wird (Kempermann 2006).

5.3.3. Pax6-Expression auf der Seite der physikalischen Barriere

In einer weiteren zu diesem Versuchsaufbau durchgefiihrten Arbeit (Corinna Steiner,
Universitdt Marburg) konnte im OB rostral der PB eine erhohte Anzahl dopaminerger Neurone

unter den neugeborenen Neuronen festgestellt worden. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass die
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oben beschriebene Aktivierung der neurogenen Nische im RMS zu einer Verdnderung des
finalen Phénotyps der neugeborenen Zellen fiihren kann.

Aus diesem Grund untersuchten wir im RMS die Expression des Transkriptionsfaktors Pax6,
der die Ausbildung eines dopaminergen Phidnotyps im Rahmen der embryonalen und adulten
Neurogenese fordert (Dellovade, Pfaff et al. 1998, Hack, Saghatelyan et al. 2005). Hierbei
stellten wir eine erhdhte Pax6-Expression im RMS auf der Seite der PB im Gegensatz zur
lediglich mit Ara-C behandelten Gegenseite fest. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in
vorangegangenen Studien beobachtet. In einem toxininduzierten Tiermodell zum Morbus
Parkinson (6-OHDA-Modell) konnte eine Reduktion der Vorlduferzellproliferation in der SVZ
nachgewiesen werden, was in der entsprechenden Studie interessanterweise zu einem erhohten
Anteil an Pax6-positiven Zellen im SVZ-RMS-System mit einer erhohter dopaminergen
Neurogenese im OB fiihrte (Winner, Geyer et al. 2006). Eine Beeintrichtigung durch die
chirurgische Implantation der PB kann jedoch auch hier nicht ausgeschlossen werden. So
konnte gezeigt werden, dass es durch kortikale und striatale Verletzungen zu einer vermehrten
Expression von Pax6 kommt, was die Ausbildung eines neuronalen Phénotyps fordert (Szele
und Chesselet 1996, Jones und Connor 2011).

Der Transkriptionsfaktor Pax6 ist im SVZ-RMS-System in Typ-A- und Typ-C-Zellen sowie in
den periglomeruldren Zellen des OB nachweisbar (Stoykova und Gruss 1994, Hack, Sugimori
et al. 2004, Hack, Saghatelyan et al. 2005). Dabei ist Pax6 auf nahezu allen schnellteilenden
Vorlauferzellen der SVZ nachweisbar, jedoch von nur ca. 32% der Neuroblasten im RMS,
wobei der Anteil nach rostral hin abnimmt (Kohwi, Osumi et al. 2005). Aufgrund
vorangegangener Ergebnisse zur essentiellen Rolle von Pax6 bei der Ausbildung eines
dopaminergen Phinotyps wurde gemutmallt, dass es sich hier um eine Untergruppe der
Neuroblasten handelt, die sich im Verlauf zu dopaminergen Neuronen differenzieren (Kohwi,
Osumi et al. 2005). Dies stiitzt die Hypothese der Heterogenitit der Neuroblasten bereits in
ihrer Entstehungsphase (Hack, Saghatelyan et al. 2005).

Eine erhohte Pax6-Expression auf der Seite der PB kann somit mehrere Griinde haben. Zum
einen kann es sich bei den von uns beobachteten Zellen um einen erhdhten Anteil Pax6-
positiver Zellen unter den in Migration befindlichen Neuroblasten (Typ-A-Zellen) handeln. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Pax6-positiven Neuroblasten sich im OB mit einer sehr
hohen Wahrscheinlichkeit zu dopaminergen Zellen differenzieren (Hack, Saghatelyan et al.
2005). Zum anderen kann es sich um Pax6-positive Typ-C-Zellen handeln, die -wie oben
beschrieben- ohne experimentelle Unterbrechung im RMS nicht nachweisbar sind (Gritti,

Bonfanti et al. 2002).
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Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass es durch die Behandlung mit Ara-C und die
Implantation der PB eine Verdnderung der Aktivitéit der neurogenen Nische hervorrufen wird,
wobei die aktivierten Zellen einen dopaminergen Phénotyp zu favorisieren scheinen. Nach
Nachweis einer erhdhten Pax6-Expression im unterbrochenen RMS ist es moglich, dass Pax6
eine Schliisselrolle fiir die Verdnderung der dopaminergen Neurogenese im OB rostral der PB

spielt.

6. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit entwickelten wir ein Tiermodell zur Untersuchung der adulten
Neurogenese in der SVZ und im RMS, mit dem wir in der Lage waren, durch antimitotische
Behandlung und Implantation einer PB, die Proliferation in beiden Bereichen unabhingig
voneinander zu betrachten. Durch den gewéhlten Versuchsaufbau konnte eine Einwanderung
neuronaler Vorlduferzellen aus der SVZ sowie die Teilung weiterer vorhandener
Vorlduferzellen im RMS unterbunden werden, was uns ermoglichte, eine neurogene Nische mit
Vorlauferproliferation im RMS nachzuweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Proliferation der Vorlduferzellen im RMS ihre Aktivitit und Zellzusammensetzung den
verdnderten Bedingungen anpassen kann. Neben vermehrter Proliferation und erhéhtem
Nachweis von etablierten Stammzellmarkern im RMS hinter der PB, konnte eine erhohte
Anzahl Pax6-positiver Zellen festgestellt werden, was eventuell die Ursache fiir die
Veranderung der dopaminergen Neurogenese im OB darstellt.

Erkenntnisse iiber die adulte neuronale Neurogenese, insbesondere von fordernden Einfliissen
auf die Ausbildung eines dopaminergen Phénotyps, sind von Bedeutung fiir die Entwicklung
stammzellbasierter Therapien im Bereich neurodegenerativer Erkrankungen, wie
beispielsweise der Parkinsonkrankheit. Aufgrund der niedrigen Uberlebensraten
transplantierter Zellen, die in vorangegangen Studien gefunden wurden (Obernier, Tong et al.
2014) ist es besonders wichtig, die bekannten neurogenen Nischen adulter neuronaler
Stammzellen niher zu charakterisieren, um zu verstehen, welche Faktoren eine Proliferation
sowie ein lingerfristiges Uberleben der neugeborenen Zellen mit funktioneller Integration
erlauben. Hierfiir scheint die neurogene Nische im RMS aufgrund ihrer Plastizitit und der
Ausbildung von Zellen mit dopaminergem Phénotyp besonders geeignet zu sein.

In den letzten Jahren erhielt die Erforschung der stammzellbasierten Therapie fiir die
Parkinsonkrankheit unterstiitzt durch die Erforschung der iPSC und die Verleihung des

Nobelpreises 2012 fiir ebendiese einen starken Auftrieb. Wihrend einzelne Fallstudien Erfolge
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in der Behandlung des IPS berichten konnten (Freed, Greene et al. 2001, Kefalopoulou, Politis
et al. 2014, Li, Englund et al. 2016), bleibt der therapeutische Nutzen insbesondere in
Anbetracht der Sicherheitsbedenken jedoch weiterhin umstritten (Barker, Parmar et al. 2016).
Zudem bleibt unklar, welches Gewebe die beste Quelle fiir die Gewinnung der Stammzellen
darstellt. Aktuell wird, nach iiberzeugenden préklinischen Resultaten, die weltweit erste
klinische Studie mit transplantierten iPSC zur Behandlung der Parkinsonkrankheit an der
Universitit Melbourne durchgefiihrt (NCT02452723). Eine chinesische Arbeitsgruppe plant
parallel dazu eine klinische Studie mit Transplantation embryonaler Stammzellen, die jedoch
aufgrund einer moglichen Tumorbildung auf sicherheitsrelevante- sowie auf ethische Bedenken
stofBt (Barker, Parmar et al. 2016, Cyranoski 2017). Zudem wurde 2013 die europaweite
klinische Studie TRANSNEURO gestartet, im Rahmen welcher Parkinsonpatienten im
Frithstadium eine Transplantation von Stammzellen aus dem fetalen Mesenzephalon erhalten.
Die Ergebnisse sind noch ausstehend (NCT01898390).

Zusammengefasst ist die Stammzellforschung ein dynamisches Feld, in dem es besonders
aufgrund der bekannten Risiken der Transplantation ein grundlegendes Verstdndnis der
Regulationsmechanismen der Neurogenese bedarf. Dariiber hinaus sind alternative Quellen
neuronaler Stammzellen zu identifizieren, nicht zuletzt wegen ethischer Bedenken der Isolation
von Zellen aus embryonalem und fetalem Gewebe. Vor diesem Hintergrund leistet diese Arbeit
einen wichtigen Beitrag zum Verstindnis der intrinsischen Regulation der adulten

Neurogenese.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of variance

Ara-C Arabinosylcytosin

BrdU Bromodesoxyuridin, 5-Bromo-2’-desoxyuridin

BSA bovine serume albumin (Rinderserumalbumin)

DAB 3,3‘-Diaminobenzidin

DAPI 4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol

DCX Doublecortin

ES embryonale Stammzellen

et al. et alii

GABA y-Aminobuttersiure

GFAP glial fibrillary acidic protein (saures Gliafaserprotein)

HCI Salzsdure

IPS idiopathisches Parkinsonsyndrom

iPSC induced pluripotent stem cells (induzierte pluripotente
Stammzellen)

KG Korpergewicht

Ki67 Kiel-67

MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NGS normal goat serum (Ziegenserum)

NG2 neuron-glial antigen 2 (neurales Gliaantigen 2)

NSC neural stem cells (neuronale Stammzellen)

OB olfaktorischer Bulbus

Pax6 paired box protein 6

PB physikalische Barriere

PB chem. phosphate buffer

PCNA proliferating cell nuclear antigen (sogenanntes
Ringklemmenprotein)

PFA Paraformaldehyd
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PGL

perigolmerular layer (periglomerulédre Schicht)

PSA-NCAM polysialic acid - neural cell adhesion molecule (neurales
Zelladhésionsprotein)

RMS rostral migratory stream (rostraler Migrationsstrom)

ROI Region of interest (Bereich von Interesse)

S-Phase Synthese-Phase

SGZ subgranular zone (subgranuldre Zone)

Sox2 SRY (sex determining region Y)-box 2

Svz subventricular zone (subventrikuldre Zone)

ZNS zentrales Nervensystem
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