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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick

In den letzten Jahren haben sich mehrere Arbeitsgruppen mit dem Einfluss von
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) auf verschiedene Arten peripherer Zelltypen, wie z. B.
Leber-, Pankreas- und Knochenzellen, beschéftigt und dabei antiapoptotische Effekte von
IGF-1 festgestellt. Auch fiir neurale Zellarten, wie ausdifferenzierte Neurone des zentralen
und peripheren Nervensystems, wurden antiapoptotische und neuroprotektive Effekte von
IGF-1 beschrieben [1-9]. Dariiber hinaus fand man, dass IGF-1 auch die Expansion bzw.
Proliferation und Differenzierung von embryonalen Stammzellen (,,embryonic stem cells*
[ESCs]) beeinflusst [10] und diese Effekte insbesondere auch im Zusammenhang mit
neuralen Stammzellen (,,neural stem cells* [NSCs]) und neuralen Progenitorzellen (,,neural
progenitor cells® [NPCs]) beobachtet werden [11-20].

Weiterhin ist seit einigen Jahren bekannt, dass verschiedene dieser IGF-1-Effekte auf mole-
kularer Ebene iiber den Phosphatidylinositol3-Kinase (PI3-Kinase)/Akt (Proteinkinase B
[PKB])-Signalweg vermittelt werden. Dieser beeinflusst die Aktivierung von Trans-
kriptionsfaktoren wie Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(NF-xB) oder FKHRLI1, welche wiederum die Transkription apoptoserelevanter Gene
regulieren [6,7,21-23]. Aber auch eine Beteiligung des Extracellular signal-regulated Kinase
(ERK)-Signalweges an der IGF-1-Signaltransduktion wurde von einigen Arbeitsgruppen
beobachtet [18,24-27]. Publikationen der eigenen Arbeitsgruppe konnten die Bedeutung
sowohl des PI3-Kinase/Akt- als auch des ERK-Signalweges fiir die neuronale bzw.
neurogliale Differenzierung von fetalen mesenzephalen neuralen Precursorzellen (,,fetal

mesencephalic neural precursor cells® [fmNPCs]) der Ratte zeigen [28,29].

Die vorliegende Arbeit wurde ebenfalls an fmNPCs der Ratte durchgefiihrt. Damit kniipft
sie an frithere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe an. Untersucht wurde der Einfluss
von IGF-1 auf das Uberleben der fmNPCs, deren Proliferationspotential und Expression des
IGF-1-Rezeptors sowie deren neurales, oligodendrogliales und astrogliales Differen-
zierungsverhalten. Dariiber hinaus wurden IGF-1-abhingige Signaltransduktionswege in der
Frithphase der Differenzierung der fmNPC verifiziert.

Durch die Untersuchungen an fmNPCs der Ratte in vitro soll die vorliegende Arbeit dazu

beitragen, deren Stammzellverhalten im Hinblick auf diese Fragestellungen besser zu
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verstehen. Von besonderem Interesse ist dabei das neurale Differenzierungsverhalten der
fmNPCs. Das bessere Verstindnis der diesen zugrunde liegenden zelluldiren Mechanismen
kann einen Beitrag dazu leisten, zukiinftige Entwicklungen kurativer Therapieansitze
neurodegenerativer Erkrankungen, wie z. B. des idiopathischen Parkinson-Syndroms (IPS),
voranzutreiben. Auch erhofft man sich die Verbesserung pharmakologischer Therapien und

neuroprotektiver Ansdtze dieser Krankheitsbilder.

In der Pathogenese des IPS spielt der Untergang dopaminerger Neurone in der Pars compacta
der Substantia nigra des Mittelhirns eine entscheidende Rolle [30]. Daraus resultiert ein
Verlust der nigrostriatalen Projektion dieser Neurone und es kommt zu einem Mangel des
Neurotransmitters Dopamin im Striatum, einem Teil der Basalganglien [31]. Das klinische
Erscheinungsbild geht mit einer hypokinetisch-rigiden Bewegungsstérung einher und duflert
sich typischerweise mit den Kardinalsymptomen Rigor, Tremor und Hypokinese [32-34],
wobei nicht alle dieser Kardinalsymptome am Beginn der Krankheit vorhanden sein miissen
und ein Teil der Patienten gar keinen Tremor entwickelt.

Als weiteres Kardinalsymptom des IPS wird die posturale Instabilitit angesehen, welche
sich durch eine Storung der Stell- und Haltereflexe duBlert [35]. Mit Fortschreiten der
Erkrankung treten zudem neuropsychiatrische Symptome [36], sowie weitere
nicht-motorische fakultative Symptome wie Obstipation, Blasenentleerungsstérungen,
erektile Dysfunktion und sensorische Beeintrachtigungen auf [37,38]. Diese fiihren
zusammen mit den motorischen Symptomen zu einer zunehmenden Einschrankung der
Lebensqualitdt betroffener Patienten. Die derzeitigen Mdglichkeiten der Behandlung
umfassen die pharmakologische Therapie und supportive Maflnahmen wie Physiotherapie,
Logopéddie, Ergotherapie und psychosoziale Betreuung. Erginzt wird dieser
MalBnahmenkatalog durch eine operative Therapieoption, die jedoch lediglich bei Patienten
mit schweren motorischen Defiziten oder erschopfter konservativer Behandlungs-
moglichkeiten zum Einsatz kommt. Heute wird hierbei hauptséchlich die operative Technik
der Tiefenhirnstimulation angewandt, bei der Stimulationselektroden in definierte
Hirnregionen eingesetzt werden. Dadurch konnen neuronale motorische Regelkreise
moduliert werden. Somit lassen sich Spatfolgen der Krankheit und der pharmakologischen
Therapie wirkungsvoll mildern [39], sowie insbesondere Tremor und Rigor deutlich
reduzieren [40].

Die heutige Therapie des IPS zeigt bei friihzeitigem Beginn, im Vergleich zu nicht

konsequent behandelten Patienten, durchaus eine lebensverldngernde Wirkung [41]. Mit den
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genannten Behandlungsverfahren bleibt sie jedoch eine Therapie der Symptomreduktion.
Als solche erweist sie sich oft als nicht zufriedenstellend, nicht zuletzt aufgrund der
Limitationen und mdéglichen Spéatfolgen einer langjdhrigen Levodopatherapie. So gibt es bis
heute keinen etablierten kurativen Therapieansatz, der in der Lage ist, die degenerativen

Prozesse auf molekularer bzw. zelluldarer Ebene aufzuhalten.

In den letzten Dekaden hat sich durch intensive Forschungstitigkeit auf dem Gebiet der
kurativen Therapiemoglichkeiten neurodegenerativer Erkrankungen die Zellersatztherapie
als eine mogliche Option herauskristallisiert. Wie fiir das IPS beispielhaft erldutert, spielt in
der Pathogenese der meisten dieser Erkrankungen der Untergang von neuronalen
Zellpopulationen und damit der Verlust neuronaler Botenstoffe, sogenannter Neuro-
transmitter, eine entscheidende Rolle. Naheliegend ist deshalb der therapeutische Ersatz
untergegangener Nervenzellen durch das Einbringen intakter Nervenzellpopulationen in das
zentrale Nervensystem (ZNS), welche die funktionale Integritit wiederherzustellen
vermogen.

Eine ausfiihrliche Abhandlung von Strategien zu stammzellbasierten Therapieverfahren des

IPS erfolgt im Kapitel 5.1.

Im restlichen Kapitel 1 wird der Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit ndher
vorgestellt. Im Kapitel 2 die Zielsetzung konkretisiert. Kapitel 3 und 4 bilden die Experi-
mente ab, worauf schlieBlich in Kapitel 5 die Ergebnisse diskutiert und in einen breiteren

Kontext gestellt werden. Kapitel 6 fasst die Arbeit abschliefend zusammen.

1.2 NPCs und NSCs in der Grundlagenforschung und in der Therapie

neurodegenerativer Erkrankungen

Wie im letzten Kapitel bereits angedeutet, sind NPCs und NSCs eine viel versprechende
Zellquelle fiir Zellersatztherapiestrategien im ZNS [42]. So konnte gezeigt werden, dass
transplantierte NPCs Synapsen ausbilden konnen, was fiir eine funktionelle Integration in
das ZNS des Wirtes spricht [43]. Weiterhin fiihrte die Transplantation von NPCs/NSCs in
verschiedenen Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen zu einer funktionellen
Verbesserung, unter anderem im Parkinson-Rattenmodell [44-47] und auch am Menschen
wurden Proof-of-Principle Studien zur Transplantation von NSCs bei IPS durchgefiihrt
[48-52]. Mittlerweile wurden dariiber hinaus klinische Studien zu stammzellbasierten

Therapien des IPS initiiert (siche Kapitel 5.1).
3
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NPCs/NSCs lassen sich aus dem fotalen Gehirn extrahieren [53-55] oder kénnen u. a. aus
ESCs gewonnen werden [53,56-59]. Aullerdem besteht die Moglichkeit, NPCs/NSCs aus
verschiedenen Bereichen des adulten Gehirns zu gewinnen. Bekannt ist, dass sich
NPCs/NSCs aus der Subventrikuldrzone (SVZ) in der lateralen Wand des Seitenventrikels
sowie aus dem Gyrus dentatus des Hippocampus, aber auch aus einigen nicht-neurogenen
Regionen isolieren lassen [53,54,60-64]. Als Abkommlinge des neuroektodermalen
Gewebes sind NSCs in der Lage, sich in alle Zelltypen des ZNS — also in Neurone, Astroglia
und Oligodendroglia — zu differenzieren. Dabei durchlaufen sie verschiedene proliferative
Stadien, wie in Abbildung 1.1 zu sehen ist [53,54,65].

Wichtig fiir die experimentelle Arbeit mit NPCs/NSCs ist die Erkenntnis, dass sie sich nach
ithrer Isolation iiber einen ldngeren Zeitraum in Zellkultur expandieren lassen und wihrend
der Expansion weder ihr Proliferations- und Selbsterneuerungspotential, noch ihre Fahigkeit
zur Differenzierung verlieren [62]. Unter experimentellen Bedingungen, wéhrend der
Expansion in vitro, wachsen NSCs in multizelluliren Aggregaten, so genannten
,Neurosphdren, oder als adhédrente Kultur [54,60,63,65,66]. Durch den Entzug von
Mitogenen wie Epidermal Growth Factor (EGF) und Fibroblast Growth Factor (FGF) kann
jederzeit ein spontaner Differenzierungsprozess der NSCs provoziert werden. Unter-
suchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe mit fmNPCs der Ratte konnten zeigen, dass sich
diese hauptsdchlich zu Astrozyten (37+7 %) und zu kleineren Anteilen in
Oligodendrozyten (13 £ 1 %) und Neurone (23 = 1 %) differenzieren [28]. Um zukiinftig
das ganze Potential von NPCs/NSCs in kurativen Zellersatztherapien ausschopfen zu kénnen
ist es von entscheidender Bedeutung, diejenigen Mechanismen noch besser zu verstehen, die

dieser Differenzierung — aber auch der Expansion — zugrunde liegen.
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Abbildung 1.1: Differenzierung neuraler Stammzellen

(Quelle: http://www.uni-heidelberg.de/presse/ruca/ruca3_2001/multitalente.html)
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1.3 IGF-1in vivo

IGF-1 ist ein zirkulierendes Polypeptidhormon und lokal wirksamer Wachstumsfaktor mit
endokriner, parakriner und autokriner Funktion [1,67-69]. Chemisch betrachtet besteht
IGF-1 aus einer einzelnen Kette von 70 Aminosduren mit drei intramolekularen
Disulfidbriicken und hat ein Molekulargewicht von etwa 7,6 kDa [70] (siche Abbildung 1.2).
Es gehort zu einer Superfamilie von strukturell dhnlichen Proteinen, zu der auch Insulin und
IGF-2 gehoren. Neben der lokalen Produktion von IGF-1 im Gewebe ist die Leber der
wichtigste Bildungsort von zirkulierendem IGF-1 [1,67-69,71]. Dabei steht das von der
Leber produzierte IGF-1 unter der Kontrolle des hypophysdren Wachstumshormon (,,growth
hormone* [GH]), welches iiber spezifische Rezeptoren die Bildung und Sekretion von IGF-1
steuert [ 1,67-69]. Im Sinne eines hormonellen Regelkreises wirkt IGF-1 wiederum {iber eine
Feedback-Regulation inhibierend auf die GH-Freisetzung [72]. Weiterhin sind zahlreiche
gewebe- und entwicklungsspezifische Transkriptionsfaktoren in die IGF-1-Expression

involviert.
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Abbildung 1.2: Chemische Struktur von IGF-1
(Quelle: http://pblnotes.wordpress.com/2010/05/13/growth-hormone-and-igf/)

Die Ergebnisse zahlreicher Studien belegen, dass IGF-1-/IGF-1-Rezeptor-abhéngige
Signalwege wichtig sind fiir das Zelliiberleben und die Verhinderung von apoptotischem
Zelltod in verschiedenen Zelltypen wie zum Beispiel Osteoblasten [73], Herzmuskelzellen
[8] oder Epithelzellen [74]. Auch fiir Tumorzellen, wie beispielsweise Myelomzellen [5]

oder Neuroblastomzellen [9] scheint IGF-1 ein wichtiges Uberlebenssignal zu sein, weshalb
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eine Rolle von IGF-1 bei der Krebsentstehung und fiir das Tumorwachstum vermutet wird
[75,76].

Im sich entwickelnden und adulten ZNS ist IGF-1, wie auch Insulin und IGF-2 mitsamt den
entsprechenden Rezeptoren, weit verbreitet [77]. In vitro-Studien mit Zellsystemen sowohl
adulter Neurone, als auch NPCs adulten und embryonalen Ursprungs, konnten den Einfluss
von IGF-1 auf das Uberleben, die Proliferation und Differenzierung dieser Zellen darlegen
(siehe Kapitel 5.2 bis 5.4).

Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch in vivo-Studien mit Knock-Out und transgenen
Mausmodellen (siche Kapitel 5.2). Diese haben ebenfalls gezeigt, dass IGF-1 das
Zelliiberleben, die Proliferation und Differenzierung von allen neuralen Zelllinien
beeinflusst und wéhrend der Embryonalperiode die Proliferation der NPCs [78] sowie spéter
die Ausbildung von Synapsen und Dendriten in Projektionsneuronen fordert [79,80].

In Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen konnte weiterhin belegt werden, dass
Storungen in der IGF-1-Signaliibertragung mit diesen Erkrankungen assoziiert sind [81],
wohingegen die Behandlung mit IGF-1 die Reparatur und Regeneration von Nervenzellen
fordert [82]. Beispielsweise konnte IGF-1 in Tiermodellen des IPS vor dem Verlust
dopaminerger Neurone schiitzen [83]. Diese Ergebnisse lassen ein theoretisches Potential
von IGF-1 vermuten von dem gegebenenfalls auch Patienten mit neurodegenerativen
Erkrankungen profitieren konnten. Wenn auch nicht im Sinne einer kurativen
Therapieoption, so moglicherweise in Form einer préventiven, neuroprotektiven oder

verbesserten begleitenden pharmakologischen Behandlung [22].

Interessant ist, dass IGF-1 nicht nur den Erhalt der zelluldren Integritdt im ZNS fordert,
sondern auch eine wichtige Rolle flir h6here Gehirnfunktionen wie Gedachtnis, Lernen oder
Verhalten, sowie beim Alterungsprozess des Gehirns zu spielen scheint. Diese Wirkungen
werden entweder iiber systemisch zirkulierendes IGF-1 via Blut-Hirn-Schranke oder lokal
durch eine gehirnspezifische Expression von IGF-1 innerhalb des ZNS vermittelt [84-86].

Auch fiir das Immunsystem scheint IGF-1 eine nicht unbedeutende Rolle zu spielen. So wird
es in verschiedenen Zellen des Immunsystems gebildet, wie zum Beispiel in Makrophagen
[87] oder mononukledren Zellen des peripheren Blutes [88], sowie in Stromazellen des
Knochenmarks, welche durch die Sekretion von IGF-1 mdglicherweise regulierend auf die
Héamatopoese einwirken [89]. Da die Bildung von IGF-1 im Immunsystem nicht durch das
GH, sondern durch Zytokine gesteuert wird [90-93], ist denkbar, dass es selbst als Teil eines

Regelkreises von Zytokinen agiert, welche apoptotische Prozesse sekundir durch den
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Einfluss auf das Uberleben neutrophiler Granulozyten beeinflussen. AuBerdem konnte
IGF-1 an der Regulation entziindlicher Reaktionen beteiligt sein, beispielsweise durch die
Stimulation der Bildung von Superoxid-Anionen [94], der Aufnahme von IgG-markierten
Bakterien wie Staphylococcus aureus und durch die Degranulation von Neutrophilen [95].

Des Weiteren haben sich zahlreiche Studien mit der Identifikation verschiedener Isoformen
von IGF-1 beschiftigt, um deren funktionelle Bedeutung ndher zu charakterisieren
[4,96-101]. So konnte in der Skelettmuskulatur und im Nervengewebe eine lokal wirksame
IGF-1-Isoform beschrieben werden. Diese scheint Zellreparaturmechanismen zu beschleu-
nigen, indem sie in zahlreiche zelluldre Prozesse wie die Zellproliferation, die Rekrutierung
von Stammzellen, die Neoangiogenese oder in Apoptoseresistenzmechanismen eingreift und

somit den Regenerationsprozess unterstiitzt [4,96-101].

1.4 Der IGF-1-Rezeptor und IGF-1-abhingige Signalwege

Wie bereits im Kapitel 1.3 erldutert, ist IGF-1 sowohl ein zirkulierendes Polypeptidhormon
als auch lokal wirksamer Wachstumsfaktor und spielt eine wichtige Rolle fiir die normale
Entwicklung und Erhaltung der zelluldren Integritdt des Organismus, inklusive eines weiten
Wirkungsspektrums im peripheren und zentralen Nervensystem [1,2,22,67,68,79].

Wie beim Insulin werden die biologischen Funktionen der IGFs iiber spezifische
Rezeptoren, die Rezeptortyrosinkinasen, vermittelt. IGF-1 bindet dabei mit grof3ter Affinitét
an den IGF-1-Tyrosinkinase-Rezeptor (IGF-1-Rezeptor), welcher ein Molekulargewicht von
etwa 450 kDa aufweist [102] und hauptsdchlich fiir die Vermittlung der IGF-1-Effekte
verantwortlich ist [67,103]. Auf struktureller Ebene besteht dieser aus zwei extrazelluldaren
Alpha-Ketten, die fiir die Ligandenbindung zustindig sind und zwei intrazelluldren
Beta-Ketten, die eine Tyrosinkinasedoméne aufweisen, welche die meisten intrazellularen
Effekte vermittelt.

Auch Insulin vermag an den IGF-1-Rezeptor zu binden, was auf eine Kreuzreaktivitdt mit
dem Insulin-Rezeptor, aufgrund struktureller Ahnlichkeiten der beiden Rezeptoren,
zuriickzufiihren ist [104]. Jedoch ist die Affinitdt des IGF-1-Rezeptors flir Insulin um den
Faktor 1000 geringer als fiir IGF-1 [105]. Wichtig fiir die physiologischen Wirkungen von
IGF-1 und damit auch fiir die Interaktion von IGF-1 mit dem IGF-1-Rezeptor, sind weiterhin
sogenannte IGF-Bindungsproteine (,,IGF-binding poteins* [IGFBPs]) [106]. Sie gehoren zu
einer Familie von bisher sechs definierten Proteinen dhnlicher Struktur (IGFBP 1-6) [107],
die mit hoher Affinitidt an IGF-1 und IGF-2 binden und somit die IGF-1-Effekte modulieren
[108]. Fiir alle sechs IGFBPs ist bekannt, dass sie IGF-1-Effekte inhibieren, wobei fiir das

8
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IGFBP-1, IGFBP-3 und IGFBP-5 auch stimulierende Wirkungen nachgewiesen wurden
[108].

Dartiber hinaus sind die IGFBPs wichtig fiir die Regulation des IGF-1-Blutspiegels.
Zirkulierendes IGF-1 ist zu mehr als 90 % an das IGFBP-3 gebunden, welches dadurch die
Halbwertszeit von IGF-1 verldngert und somit ein IGF-1-Reservoir schafft [109]. Fiir die
Interaktion von IGF-1 mit dem IGF-1-Rezeptor spielen die IGFBPs eine entscheidende
Rolle. Durch deren Phosphorylierung oder Proteolyse wird die Affinitdt von IGF-1 zum
IGF-1-Rezeptor moduliert [106,108].

Neben den IGFBPs sind zahlreiche weitere Proteine an der Modulation des IGF-1-Rezeptors
und der IGF-1-Signalkaskade beteiligt. Eines davon ist Grb10, ein Adaptorprotein, welches
an die intrazellulire Domine des IGF-1-Rezeptors bindet. Uber Grb10 werden kurzzeitig
Grb10-interacting GYF Protein 1 und Grbl0-interacting GYF Protein 2 (GIGYF 1 und
GIGYF 2) an den IGF-1-Rezeptor gebunden und kénnen dadurch die IGF-1-Signaltrans-
duktion regulieren [110]. Von groBem Interesse in diesem Zusammenhang sind Hinweise
darauf, dass Mutationen in jenem Park 11 Gen, das fiir GIGYF 2 kodiert, zu einem familidren

Parkinson-Syndrom fithren [111].

Bindet IGF-1 an den IGF-1-Rezeptor fiihrt dies zur Autophosphorylierung und damit zur
Stimulation der intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivitit des Rezeptors. Dadurch werden intra-
zelluldre, mit dem IGF-1-Rezeptor assoziierte Substrate wie Insulin Rezeptor Substrat-1
(IRS-1) phosphoryliert [6,103,112,113], was wiederum zur Aktivierung verschiedener intra-
zelluldrer Signalwege fiihrt.

Einer dieser Signalwege ist der PI3-Kinase/Akt-Signalweg [2,21,22,114]. Die PI3-Kinasen
sind eine Familie von acht verschiedenen Enzymen, die anhand ihrer Struktur und Funktion
in drei Klassen unterteilt werden konnen [115]. Dabei wurden bisher hauptsidchlich die
Klasse-1-PI3-Kinasen in Studien untersucht, da sie im Allgemeinen an der Signaltrans-
duktion extrazelluldrer Stimuli beteiligt sind [115]. PI3-Kinasen sind Heterodimere,
bestehend aus der katalytischen Untereinheit p110 und der regulatorischen Untereinheit p85
oder p55 [116]. In der weiteren, durch IGF-1 angeregten, Signaliibertragung ist die
Proteinkinase Akt der Hauptvermittler der PI3-Kinase-Aktivitit [117]. Die durch das
phosphorylierte IRS-1 aktivierte PI3-Kinase katalysiert zundchst die Umwandlung von
Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositoltriphosphat (PIP3) [118].

Dann interagiert PIP3 mit Akt, das dadurch zur Plasmamembran gelangt und dort von der
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Phosphoinositol-dependent Kinase 1 und 2 (PDK1 und PDK2) phosphoryliert wird
[119-121]. Dieser Vorgang aktiviert Akt und steigert somit deren katalytische Aktivitit.
Akt hat in der weiteren Signaliibertragung verschiedene antiapoptotische Substrate.
Einerseits unterdriickt Akt die Apoptose transkriptionsunabhingig durch Phosphorylierung
und damit Inaktivierung von zelluliren Bestandteilen des Apoptoseprogramms. Ein Beispiel
hierfiir ist die Phosphorylierung von BCL-2-Antagonist of Cell Death (BAD), einem
Mitglied der B-Cell Lymphoma-2-Familie (BCL-2) [117,122,123] oder die Phospho-
rylierung der Caspase 9 [124,125], welche beide wichtige Regulatoren des programmierten
Zelltodes sind, die dadurch inaktiviert werden. Andererseits gelangt Akt in den Zellkern, wo
es Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und damit in der Lage ist, die Transkription
apoptoserelevanter Gene zu regulieren. Fiir das zelluldre Apoptoseprogramm wichtige
Transkriptionsfaktoren sind zum Beispiel FKHRLI, ein Mitglied der Forkhead-Familie von
Transkriptionsfaktoren [124,126], sowie der NF-kB [6]. Dieses Protein besteht aus Homo-
und Heterodimeren, die Mitglieder der Rel-Protein-Familie sind. Zu dieser gehoren
strukturell verwandte Transkriptionsfaktoren, die dahingehend gut untersucht sind, die
Expression zahlreicher Gene zu regulieren, welche an immunologischen und entziindlichen
Prozessen beteiligt sind [127,128]. Héufig prasentiert sich NF-«xB als ein Heterodimer mit
einer Untereinheit pS0 von 50 kDa Molekulargewicht und einer Untereinheit p65 mit einem
Molekulargewicht von 60 kDa. In dieser Form wird NF-kB von inhibitorischen Proteinen
der IkB-Familie im Zytoplasma gehalten, wobei IkBa das am besten untersuchte Mitglied
dieser Familie ist [129,130].

Die Phosphorylierung aller beispielhaft erwidhnten und gut untersuchten Transkriptions-
faktoren durch die Proteinkinase Akt fiihrt dazu, dass diese den Zellkern verlassen und sich
ihr Transkriptions-Programm dndert [ 124]. Das wiederum fiihrt zu antiapoptotischen Signal-
wegen [1,67-69], der Vorbereitung flir den Einstieg in den Zellzyklus und zum Wachstum
der Zelle [131].

Neben dem  PI3-Kinase/Akt-Signalweg ist der  Mitogen-activated  Protein
(MAP)-Kinase-Signalweg ein weiterer intrazelluldrer Signalweg, der durch die Bindung von
IGF-1 an den IGF-1-Rezeptor aktiviert werden kann. In der weiteren Signaltransduktion
steht eine mogliche Aktivierung der ERK, C-Jun-N-terminale-Kinase (JNK) und p38 im
Mittelpunkt [132]. Wie bereits erldutert, fiihrt die IGF-1-Bindung zur Autophosphorylierung
des IGF-1-Rezeptors, wodurch dessen intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitdt angeregt wird.

Dadurch werden Tyrosinreste auf der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors phosphoryliert.
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Diese Phosphotyrosinreste bilden dann Andockstellen fiir weitere Signaltransduktions-
molekiile.

Fiir die Aktivierung der ERK ist das Adpatorprotein Growth Factor receptor-bound Protein 2
(Grb2) ein solches Signaltransduktionsmolekiil, das an die Phosphotyrosinreste andockt. Es
bildet einen Komplex mit dem Protein Son of Sevenless (SOS), welches als
Guanosin-Triphosphat (GTP)-Austauschfaktor fungiert. Dieser Proteinkomplex aktiviert
das Rat Sarcoma (Ras)-Protein an der Plasmamembran. Ras gehort zur Familie der
G-Proteine. Es ist im GTP-beladenen Zustand aktiv und kann weitere Substrate aktivieren.
Im GDP-beladenen Zustand ist Ras inaktiv. SOS ist in der Lage Ras zu aktivieren, indem es
Guanindiphosphat (GDP) mit GTP austauscht und somit die Bildung von Ras-GTP
induziert.

Das aktivierte Ras (Ras-GTP) kann jetzt die Signaltransduktion fortfiihren. Es aktiviert
zunidchst Raf (MAP Kinase Kinase Kinase), das wiederum MEK (MAP Kinase Kinase)
phosphoryliert und damit aktiviert. Das aktivierte MEK phosphoryliert letztlich ERK. Dieses
ist, wie auch Akt, in zahlreiche zelluldre Prozesse eingebunden, indem es weitere Substrate
wie beispielsweise Proteinkinasen, Phosphatasen oder Transkriptionsfaktoren beeinflusst
[133,134]. Eine schematische Ubersicht iiber die beschriebenen Signaltransduktionswege

zeigt Abbildung 1.3.
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Abbildung 1.3: Intrazelluldre Signaltransduktion von IGF/Insulin (Quelle: Figure 1 [135])
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Wiéhrend die Vermittlung antiapoptotischer Effekte von IGF-1 {iber den
PI13-Kinase/Akt-Signalweg an vielen verschiedenen Zelltypen, auch in Neuronen, durch
zahlreiche Studien belegt werden konnte [6-8,117,122,136], erscheint die Studienlage
hinsichtlich antiapoptotischer und protektiver IGF-1-Effekte, die {iber den ERK-Signalweg
vermittelt werden, widerspriichlich. Betriachtlich weniger Arbeitsgruppen berichten {iber
eine antiapoptotische Signaltransduktion iiber den ERK-Signalweg, ausgelost durch IGF-1,
zum Beispiel in Herzmuskelzellen [8,137], aber auch in Nervenzellen [138], wobei,
zumindest in den zitierten Studien, immer auch der PI3-Kinase/Akt-Signalweg erwihnt
wird. Somit kann auch eine Interaktion beider Signalwege hinsichtlich antiapoptotischer
Effekte von IGF-1 vermutet werden. Beispielsweise indem die PI3-Kinase an der
Aktivierung von ERK beteiligt ist [24,139,140].

Andere Arbeitsgruppen kommen zu dem Ergebnis, dass der ERK-Signalweg nicht an der
Vermittlung antiapoptotischer Effekte von IGF-1 beteiligt ist [5,7]. Vielmehr berichten
mehrere Verdffentlichungen iiber die Bedeutung des ERK-Signalweges fiir den Einfluss von
IGF-1 auf zellulire Prozesse wie Metabolismus, Differenzierung, Zellwachstum und

Proliferation in verschiedenen Zelltypen [24-27,141-146].

1.5 Vorherige Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe

In der Forschung mit fmNPCs der Ratte konnten vorherige Untersuchungen, u. a. aus der
eigenen Arbeitsgruppe, Interleukin-1p (IL-1B) als Schliisselfaktor fiir die Induktion des
dopaminergen Phénotyps identifizieren [29,66,147-150]. Weiterhin lieBen sich die
durch IL-1B in fmNPCs ausgeldsten Ereignisse auf zelluldrer Ebene charakterisieren. Es
zeigte sich, dass IL-1p eine rasche Induktion der mRNA-Expression von dopaminergen
Transkriptionsfaktoren wie Nuclear receptor related Protein I (Nurrl) und Paired-like
Homeodomain Transcription Factor-3 (Pitx-3) sowie einen anschlieBenden Anstieg des
Tyrosin Hydroxylase (TH)-Protein in vitro ausldst. IL-1p fiihrte nicht zu einer Aktivierung
des NF-kB-Signalweges, sondern des Transkriptionsfaktors Activator Protein-1 (AP-1),
wihrend die Hemmung der nukledren Translokation von NF-kB durch den Inhibitor SN50
sogar die IL-1B-induzierte Nurrl-Expression und dopaminerge Differenzierung von
fmNPCs verbesserte. Die Behandlung mit IL-1B fiihrte vielmehr zu einer raschen
Phosphorylierung (Aktivierung) der ERK1/2 und p38 MAP-Kinase innerhalb von drei
Stunden. Passend dazu konnten MAP-Kinase-Inhibitoren den Nurrl-Anstieg und die

dopaminerge Differenzierung von fmNPCs blockieren [29].
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die astrogliale Differenzierung von fmNPCs iiber den
PI3-Kinase/Akt-Signalweg und den Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt wird und mit
spezifischen Inhibitoren der PI3-Kinase oder des NF-«B blockiert werden kann. So wurde
nach Anwendung des PI3-Kinase-Inhibitors Wortmannin und des NF-kB-Inhibitors SN50
eine signifikante Reduktion der astroglialen Differenzierung beobachtet [28,29].

Aufgrund der Studienlage zur IGF-1-Signaltransduktion und den Vorarbeiten aus der
eigenen Arbeitsgruppe kann ein Einfluss von IGF-1 auf das Uberleben, die Proliferation und
auf das Differenzierungsverhalten von fmNPCs der Ratte vermutet werden. Daraus ergaben
sich die libergeordnete Zielsetzung sowie die spezifischen Ziele der vorliegenden Arbeit, die

im Folgenden vorgestellt werden.
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von IGF-1 auf das

in vitro-Zellsystem von fmNPCs der Ratte. Ubergeordnetes Ziel bei den fiir diese Arbeit

durchgefiihrten Experimenten war es daher die Bedeutung von IGF-1 und der

zugrundliegenden Signalwege, insbesondere fiir das Uberleben, den Erhalt des

Proliferationspotentials und das neurale Differenzierungsverhalten der fmNPCs, zu

untersuchen. Ein besseres Verstindnis des Verhaltens von Stamm-, Progenitor- und

Precursorzellen kann einen Beitrag zur Fortentwicklung stammzellbasierter Therapieansétze

von neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem IPS, leisten. Es liefert zudem Impulse zur

Verbesserung pharmakologischer und neuroprotektiver Ansétze dieser Krankheitsbilder.

Die spezifischen Ziele umfassen dabei die folgenden Arbeitsschritte:

1)

2)

Untersuchung moglicher iiberlebenssteigernder Effekte von IGF-1 auf fmNPCs
der Ratte.

Bestimmung des Anteils nekrotischer Zellen nach Behandlung mit IGF-1 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unter Expansions- und Differenzierungs-
bedingungen. Blockade moglicher IGF-1-Effekte durch Verwendung des
IGF-1-Rezeptor-Antagonisten AG 1024.

Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf den Erhalt des Proliferations-

potentials in fmNPCs der Ratte.

Bestimmung des Anteils der Zellen mit Proliferationspotential/Teilungspotential
nach Behandlung mit IGF-1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unter
Expansionsbedingungen. Blockade mdglicher IGF-1-Effekte durch Verwendung des
IGF-1-Rezeptor-Antagonisten AG 1024.
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3)

4)

5)

Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf das neurale Differenzierungs-

verhalten von fmNPCs der Ratte.

Bestimmung des Anteils der Zellen mit astroglialem, oligodendroglialem und
neuronalem Phénotyp nach Differenzierung liber 7 d in Anwesenheit von IGF-1 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Blockade moglicher IGF-1-Effekte durch
Verwendung des IGF-1-Rezeptor-Antagonisten AG 1024.

Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf die Expression des IGF-1-Rezeptors

in fmNPCs der Ratte.

Bestimmung des Anteils der IGF-1-Rezeptor-positiven Zellen nach Behandlung mit
IGF-1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unter Expansions- und

Differenzierungsbedingungen.

Verifizierung der IGF-1-abhingigen Signalwege in der Friihphase der neuralen

Differenzierung von fmNPCs der Ratte.

Untersuchung der Phosphorylierung (Aktivierung) verschiedener Kinasen und
Transkriptionsfaktoren (PI3-Kinase, Akt, ERK1/2, INK, p38 MAP-Kinase, NF-kB)
in der Frithphase der neuralen Differenzierung von fmNPCs nach Behandlung mit

IGF-1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Substanzen

e Aqua ad iniectabilia (Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland)

e BrdU (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e BSA (Biomed, Oberschleilheim, Deutschland)

e B27 Supplement (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

e DAPI (Applichem, Darmstadt, Deutschland)

e DMEM (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

e DMSO (Sigma, St. Louis, USA)

e DNAse I (Sigma, St. Louis, USA)

e D-Glucose (Sigma, St. Louis, USA)

e EGF (Sigma, St. Louis, USA)

e Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e F-12 (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

e (Goat-Serum (Sigma, St. Louis, USA)

e HBSS (Sigma, St. Louis, USA)

e HCL (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

e IGF-1 (Sigma, St. Louis, USA)

e Mounting Medium von VectaShield, mit und ohne DAPI (Vector, Burlingame,
California, USA)

e PBS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)

e Penicillin/Streptomycin (Sigma, St. Louis, USA)

e PFA 4%ig (Sigma, St. Louis, USA)

e Poly-L-Lysin (Sigma, St. Louis, USA)

e PI(Sigma, St. Louis, USA)

e P4-8F (AthenaES, Baltimore, MD, USA)

e Tert-Amylalkohol, 2-Methyl-2-butanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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e 2272 Tribromethanol (Sigma, St. Louis, USA)

e TritonX (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Trypsin (Sigma, St. Louis, USA)
e Tyrphostin AG 1024 (Sigma, St. Louis, USA)

3.1.2

Antikorper

e Primire Antikorper:

Antikorper Spezifitat Verdiinnung Hersteller
Mouse anti-BrdU Zellen in S-Phase 1:16 Roche Applied
des Zellzyklus Science,
Mannheim,
Deutschland
Rabbit anti-Ki-67, Zellen in der 1:500 Berlin Chemie AG,
polyklonal Wachstumsphase Berlin, Deutschland
Rabbit anti-GFAP, Astrogliale Zellen | 1:1000 Chemicon
polyklonal International,
Temecula, USA
Mouse anti-GalC, Oligodendrogliale | 1:500 Chemicon
monoklonal Zellen International,
Temecula, USA
Mouse anti-MAP2, Ausgereifte 1:500 Pharmingen, San
monoklonal neuronale Zellen Diego, CA, USA
Rabbit IGF-1-Rezeptor 1:200 EnoGene, New

IGF-1-Rezeptor-

Antikorper (Ab-1161)

York, USA

17




Material und Methoden

e Sekundire Antikorper:

Antikorper

Spezifitit Verdiinnung Hersteller

Goat anti-Rabbit IgG,
konjugiert mit Alexa 594

Gegen Rabbit | 1:500 Gibco/Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA

Goat anti-Mouse IgG,
konjugiert mit Alexa 488

Gegen Mouse | 1:500 Gibco/Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA

3.1.3 ELISA FACE™ Kit (Active Motif, Carlsbad, USA)

Reagenzien Komponenten
Waschpuffer PBS

10 % Triton X-100
Loschpufter Waschpuffer

10 % H>0»
Blockierpuffer
1 % SDS
Entwicklungslosung
Stopplosung
Crystal Violettlosung

3.1.4 Antikorper fiir ELISA-Experimente von FACE™ (Active Motif, Carlsbad,

USA)

ERK ELISA Antikorper Verdiinnung

primirer Antikorper Total-ERK Antikorper 1:500
Phospho-ERK Antikorper 1:250

sekundérer Antikorper HRP-konjugierter 1:2000
Sekundérantikorper

JNK ELISA Antikorper Verdiinnung

primédrer Antikdrper Total-JNK Antikdrper 1:250
Phospho-JNK Antikdrper 1:500

sekundérer Antikorper HRP-konjugierte 1:2000
Sekundérantikorper

p38 ELISA Antikorper Verdiinnung

primédrer Antikdrper Total-p38 Antikdrper 1:500
Phospho-p38 Antikdrper 1:500

sekundérer Antikorper HRP-konjugierter 1:2000
Sekundérantikorper
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NF-kB ELISA Antikorper Verdiinnung

primirer Antikorper Total-NF-kB Antikorper 1:500
Phospho-NF-kB Antikorper | 1:500

sekundirer Antikorper HRP- konjugierter 1:2000
Sekundérantikdrper

PI3-Kinase ELISA Antikorper Verdiinnung

primédrer Antikdrper Total-PI3-Kinase Antikdrper | 1:500
Phospho-PI3-Kinase 1:500
Antikorper

sekundirer Antikorper HRP-konjugierter 1:1000
Sekundérantikdrper

Akt ELISA Antikorper Verdiinnung

primédrer Antikdrper Total-Akt Antikdrper 1:500
Phospho-Akt Antikrper 1:250

sekundérer Antikorper HRP-konjugierter 1:2000
Antikorper

3.1.5 Losungen

e Avertin-Losung fiir die Rattennarkose:
Herstellung einer 100%igen Losung durch Dilution von 1 g 2,2,2 Tribromethanol in
1 ml 2-Methyl-2-2-butanol bei +50 °C im Wasserbad.
Herstellung einer 2,5%igen Losung fiir die Mausnarkose durch Dilution von 1 ml der
100%igen Losung in 19 ml vorgewdrmtem PBS. Der pH-Wert wurde auf 7,0 und 7,4

eingestellt. Lagerung bei -20 °C, aliquotiert zu je 2 ml. Fiir die Rattennarkose

Verwendung von 1,5 ml der 2,5%igen Losung pro 250 g Korpergewicht der Ratte.

e Blockierldsung fiir Immunfluoreszenz:

Dilution von 9,7 ml TritonX-PBS 0,2 % (0,5 % fir Ki-67) mit 0,3 ml Serum der
Spezies des Sekundér-Antikdrpers.

e BrdU-Stocklosung:

Dilution von BrdU in destilliertes Wasser auf Endkonzentration von 5 mmol/l.

19



Material und Methoden

Serumfreies Zellkulturmedium (EM-1)
32 % F-12

65 % DMEM high glucose

2 B27 supplement

1 % Penicillin/Streptomycin

20 ng/ml EGF

Lagerung bei +4 °C

Dissektionslosung:

98 % HBSS ohne Ca und Mg
1 % Penicillin/Streptomycin
1 % D-Glucose

Lagerung bei +4 °C

DNAse-Losung:

Dilution von 1,875 mg Soya bzw. Trypsin und 22,65 mg MgSO4 in HBSS sterile
Filtration und Zugabe von 0,5 mg DNAse I. Auffiillen auf 12,5 ml, aliquotiert zu je

2 ml. Lagerung bei -20 °C.

Hoechst 33342-Firbelosung:

Dilution von 100 mg Hoechst 33342 in 100 ml DMSO. (Entspricht 1000x-Stock:
1 mg/ml in DMSO). Lagerung bei -20 °C, lichtgeschiitzt. Verdiinnung 1:1000.

PI-Firbelosung:

Dilution von 10 mg PI in 10 ml PBS. (Entspricht 50x-Stock: 1 mg/ml in PBS).

Lagerung bei +4 °C, lichtgeschiitzt.
Verdiinnung 1:50
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3.1.6

Trypsinlosung:

Dilution von 250 mg Trypsin in 100 ml HBSS, aliquotiert zu je 1 ml.
Lagerung bei -20 °C.

Tyrphostin-Stockldsung:

Herstellung einer 100 mM Stockldsung durch Dilution von 1 mg Tyrphostin
(AG 1024) in 32,8 ul DMSO.
Lagerung bei -20 °C.

Verdiinnungslosung fiir Inmunfluoreszenz:

Dilution von 0,1 ml Serum der Spezies des Sekundirantikorpers in 9,9 ml

TritonX-PBS 0,2 % (0,5 % fiir Ki-67).

Hilfsmittel

Chamber Slide, 8 Well (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Deckgléser (R. Langenbrinck-Labor und Medizintechnik, Teningen, Deutschland)
Einmalkaniilen (Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland)
Eppendorfgefifle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Falconréhrchen 15 ml/50 ml (Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, Deutschland)
Fire-polished Pasteur-Pipette (Brand GMBH und CO KG, Wertheim, Deutschland)
Nagellack farblos

Parafilm (EXCEL Scientific, Wrightwood, USA)

Petrischale aus Glas 10 cm, 20 cm (VWR, Hamburg, Deutschland)

Pinzetten, steril (Allgaier, Frittlingen/Tuttlingen, Deutschland)

Pipetten (Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, Deutschland)

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Reaktionsgefifle (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Schere fiir Rattenpraparation (Allgaier, Frittlingen/Tuttlingen, Deutschland)
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Serologische Pipetten 5ml, 10 ml, 15 ml (Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland)

Skalpell fiir Rattenpraparation (Feather, Japan)

Skalpellklingen (Dahlhausen, K6ln, Deutschland)

Sterilpipetten 5 ml, 10 ml, 15 ml (Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, Deutschland)
Spritzen (fiir Rattenpriaparation)

Spritzen-/Syringe-Filter, 0,22 um (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

96 Well Platte (Sigma, St. Louis, USA)

Zellkulturflasche klein, grof3 (Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, Deutschland)

Gerite

Absaugpumpe (Gardner Denver, Schopftheim, Deutschland)

Brutschrank Hera cell 150 (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Kiihlschrank (Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland)

Lichtmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Auflichtmikroskop fiir Tierpriparation Stemi 2000 (Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland)

Mikroskop fiir Immunfluoreszenz (DMI4000, Leica, Wetzlar, Deutschland)
Multiscan EX (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finnland)

PC Immunfluoreszenzmikroskoparbeitsplatz

Pippetierhilfe (Hirschmann-Laborgerite, Eberstadt, Deutschland)

Riittler (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)

Sterilbank, Hera safe (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Tiefkiihlschrank -20 °C (Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland)
Tiefkiihlschrank -80 °C (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Vortex (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

Waage (Adventure AR2140 OHAUS, NJ, USA)

Zentrifuge grofl, Megafuge 1. OR (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finnland)
Tischzentrifuge klein, Biofuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an fmNPCs der Ratte durchgefiihrt. Diese wurden
aus mesenzephalem Gewebe gewonnen, das aus Wistar Rattenembryonen (Charles River,
Braunschweig, Deutschland) am Embryonaltag 14.5 entnommen wurde. Die Haltung der
Muttertiere erfolgte in einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus. Dabei hatten sie freien

Zugang zu Wasser und Futter.

3.2.2 Priparation des prianatalen Mesenzephalon der Ratte

Das mesenzephale Gewebe wurde jeweils am Tag 14 nach der Verpaarung prépariert.
Hierfiir wurden die trachtigen Muttertiere zundchst mit Avertin narkotisiert. Nach
Desinfektion der Bauchhaut mit 70%igem Ethanol und Erdffnen der Bauchdecke wurde der
Uterus entnommen und in eine Petrischale mit kalter Dissektionslosung tiberfithrt. Zur
Priparation der Embryonen wurde ein kriftiger Schnitt gegeniiber der Plazenta
durchgefiihrt, so dass die Embryonen mit einer Pinzette herausgedriickt und in eine
Petrischale iiberfiihrt werden konnten.

AnschlieBend wurden die Foten dekapiert, die Schéddeldecke eroffnet, das Gehirn
entnommen und in einem Préparationspuffer auf Eis aufbewahrt. Dann erfolgte die
Préaparation des gesamten Mittelhirns unter dem Mikroskop mit 60-facher Vergréerung.
Dabei wurden die Hemisphéren und Kleinhirnbldschen in der Medianen durchtrennt und
dann das gesamte Mittelhirn stumpf herausprépariert.

Die so gewonnenen Gehirnteile wurden bis zur weiteren Verarbeitung in Dissektionsldsung
auf Eis gelagert. Die Organentnahme wurde beim zustdndigen Landwirtschaftsministerium

des Landes Mecklenburg-Vorpommern angemeldet.

3.2.3 Kultivierung von fmNPCs der Ratte

Zur Herstellung von Primérkulturen wurden die in Dissektionslosung gelagerten
Gewebeproben in 15 ml Falconrdhrchen iiberfiihrt, dann herunterzentrifugiert (sechs
Minuten, 1500 Umdrehnungen [U]) und der Uberstand abgesaugt. Die chemische
Dissoziation des Hirngewebes wurde durch Zugabe von Trypsin (Endkonzentration 0,1 %)
und anschliefender Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur erreicht. Nach erneuter

Zentrifugation (drei Minuten, 1500 U) und Absaugen des Uberstands wurde das Sediment
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mit DNAsel-Ldsung in einer Konzentration von 40 mg/ml versetzt und flir zehn Minuten
bei einer Temperatur von +37 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde nach nochmaliger Zentrifugation (drei Minuten, 1500 U) und
Absaugen des Uberstands das entstandene Zellpellet mit 3 ml EM-1 versetzt und durch
wiederholtes Ansaugen durch eine ,.fire-polished Pasteur-Pipette homogenisiert. Die
dadurch erhaltene Zellsuspension wurde mit 12 ml EM-1 verdiinnt und dann auf eine
25 cm?Zellkulturflasche ausgesetzt. Nach Zugabe von EGF in einer Konzentration von
15 ng/ml erfolgte die Kultivierung der Zellen bei 5 % CO2, 92 % N2, 3 £2 % Oo, einer
Temperatur von +37 °C und bei gesittigter Luftfeuchtigkeit.

Nach einer Wachstumsphase von sechs Tagen ohne jegliche Manipulation wurde zweimal
pro Woche die Hilfte des EM-1 abgenommen und durch frisches ersetzt sowie 15 ng/ml

EGF zugegeben.

3.2.4 Experimentelle Bedingungen der Expansion und Differenzierung von

fmNPCs der Ratte

Um den Einfluss von IGF-1 auf das Uberleben, den Erhalt des Proliferationspotentials, das
neurale Differenzierungsverhalten sowie die Expression des IGF-1-Rezeptors der fmNPCs
wihrend der Expansion und Differenzierung zu untersuchen, wurden diese zundchst der
Expansionskultur entnommen und mit 1500 U pro Minute fiir drei Minuten
herunterzentrifugiert. Fiir die Expansion wurden die Zellen in frisches EM-1 unter Zugabe
von EGF aufgenommen, fiir die Differenzierung in Differenzierungsmedium (P4-8F) ohne
EGF-Zusatz.

Fiir die Untersuchung der Uberlebensrate wurden die Zellen dann auf unbeschichtete, fiir die
Differenzierungsversuche auf mit Poly-L-Lysin beschichtete, 96-Well-Platten ausgesét
(50000 bis 150000 Zellen pro cm?). Zur Untersuchung des Erhalts des
Proliferationspotentials, des neuralen Differenzierungsverhaltens und der Expression des
IGF-1-Rezeptors  erfolgte die  Aussaat in  entsprechendem  Medium  auf
8-Well-Chamber-Slides mit ca. 25000 Zellen/Well. Zum Start der jeweiligen
Versuchsreihen wurde dem Medium (EM-1 oder P4-8F) 50 ng/ml IGF-1 und/oder 25 uM
AG 1024 — ein IGF-1-Rezeptor-Antagonist, der mogliche IGF-1-Effekte blockiert —
zugegeben. Der Vergleich erfolgte mit einer unbehandelten Kontrolle. Unter den genannten
experimentellen Bedingungen wurden die Zellen bei 5 % COz, 3 % O2, einer Temperatur
von +37 °C und bei gesittigter Luftfeuchtigkeit expandiert bzw. differenziert. Der Zeitpunkt
der Aussaat wurde jeweils als Stunde null (0 h) festgelegt.
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Im Folgenden werden die verschiedenen Versuchsreihen zusammenfassend aufgefiihrt.

Diese werden in den Kapiteln 3.2.5 und 3.2.6 ausfiihrlich behandelt. Auf die Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA)-Experimente zur Verifizierung der IGF-1-abhingigen

Signalwege in der Friihphase der neuralen Differenzierung wird gesondert im Kapitel 3.2.7

eingegangen.

Um mogliche iiberlebenssteigernde Effekte von IGF-1 auf die fmNPCs zu untersuchen
wurde die Uberlebensrate der Zellen nach Expansion und Differenzierung iiber 24 h und
72 h in den jeweiligen Versuchsreihen (keine Behandlung = Kontrolle, 50 ng/ml IGF-1,
50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024, 25 uM AG 1024) anhand der Propidiumiodid
(PT)/Hoechst-Technik mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt (siche Kapitel

3.2.5.1, Kapitel 3.2.5.1.1 und Kapitel 3.2.6).

Um den Einfluss von IGF-1 auf den Erhalt des Proliferationspotentials der fmNPCs zu
untersuchen wurden die Zellen nach o. g. Procedere fiir die Expansion vorbereitet. Die
immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation und spdtere Auswertung der
entsprechenden Versuchsreihen (keine Behandlung = Kontrolle, 50 ng/ml IGF-1,
50 ng/ml IGF-1 plus 25uM AG1024, 25uM AG 1024) erfolgte anhand
immunzytochemischer Féarbung gegen den Proliferationsmarker Bromdesoxyuridin
(BrdU) nach Expansion iiber 24 h und gegen den Proliferationsmarker Ki-67 nach
Expansion iiber 72 h (siehe Kapitel 3.2.5.2, Kapitel 3.2.5.2.1 und Kapitel 3.2.6).

Um den Einfluss von IGF-1 auf das neurale Differenzierungsverhalten der fmNPCs zu
untersuchen, wurden die Zellen nach o.g. Procedere fiir die Differenzierung vorbereitet.
Die immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation und spitere Auswertung der
entsprechenden Versuchsreihen (keine Behandlung = Kontrolle; 50 ng/ml IGF-1,
50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024, 25 uM AG 1024) erfolgte nach Differenzierung
tiber 7 d anhand immunzytochemischer Férbungen gegen astrogliale (Glial fibrillary
acidic Protein [GFAP]), oligodendrogliale (Galactocerebrosidase [GalC]) und neuronale
(Microtubule-associated Protein 2 [MAP2]) Marker (sieche Kapitel 3.2.5.2, Kapitel
3.2.5.2.2 und Kapitel 3.2.6).

Fiir die Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf die Expression des IGF-1-Rezeptors

der fmNPCs wurden die Zellen nach o.g. Procedere fiir die Expansion und
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Differenzierung vorbereitet. Die immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation und
spitere Auswertung erfolgte nach Expansion iiber 72 h unter Kontrollbedingungen,
sowie nach Differenzierung iiber 72h und 7 d unter Kontrollbedingungen und
Behandlung mit IGF-1 anhand der Farbung mit einem IGF-1-Rezeptor-Antikorper (sieche
Kapitel 3.2.5.2, Kapitel 3.2.5.2.3 und Kapitel 3.2.6).

3.2.5 Immunzytochemische Fiarbungen

3.2.5.1 Firbung mit PI und Hoechst 33342

Um iiberlebenssteigernde Effekte von IGF-1 auf die fmNPCs zu untersuchen wurde die
Uberlebensrate der Zellen nach Expansion und Differenzierung iiber 24 h und 72 h in den
entsprechenden Versuchsreihen (keine Behandlung = Kontrolle, 50 ng/ml IGF-1, 50 ng/ml
IGF-1 plus 25 uM AG 1024, 25 uM AG 1024) anhand der PI/Hoechst-Technik bestimmt.
Bei PI und Hoechst 33342 handelt es sich um DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe.
Hoechst 33342 dringt sowohl in Zellen mit intakter als auch defekter Zellmembran ein und
bindet bevorzugt AT-reiche Regionen doppelstrangiger DNA. Das Absorptionsmaximum
von Hoechst 33342 liegt bei 340 nm, das Emissionsmaximum bei 510 nm. PI zeichnet sich
dadurch aus, dass es nur in Zellen mit defekter Zellmembran eindringt, so dass in
Kombination mit dem alle Zellkerne anfirbenden Hoechst 33342, eine Unterscheidung
zwischen nekrotischen und lebenden Zellen getroffen werden kann. Das Absorptions-

maximum von PI liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum bei 590 nm.

3.2.5.1.1 Vorgehensweise bei der Untersuchung iiberlebenssteigernder Effekte von

IGF-1 auf fmNPCs der Ratte

Wie bereits im Kapitel 3.2.4 beschrieben, wurden die Zellen zunédchst der Expansionskultur
entnommen und mit 1500 U pro Minute fiir drei Minuten herunterzentrifugiert. Fiir die
Expansionsversuche wurden die Zellen dann in EM-1 auf unbeschichtete 96-well-Platten
ausgesdt. Fir die Differenzierungsversuche erfolgte die Aussaat in P4-8F auf mit
Poly-L-Lysin beschichtete 96-well-Platten.

Durch die Behandlung der Zellen mit IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024 (25 uM) oder IGF-1
(50 ng/ml) und AG 1024 (25 uM) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollreihe
wurden die Versuchsreihen zum Zeitpunkt t =0 gestartet. Nach einer Expansions- bzw.
Differenzierungszeit von 24 h und 72 h erfolgte die Zugabe der Farbelosung. Diese bestand
aus 0,3 pl Hoechst 33342, 6 ul PIund 6 pl Phosphate-buffered Saline (PBS). Dann wurden
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die Zellen fiir fiinf bis zehn Minuten bei einer Temperatur von +37 °C bei geséttigter
Luftfeuchtigkeit inkubiert bevor eine immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation

und spdtere Auswertung der entsprechenden Versuchsreihen erfolgte (siehe Kapitel 3.2.6).

3.2.5.2 Firbungen mittels spezifischer Antikorper

Um den Einfluss von IGF-1 auf das Proliferationspotential, das neurale Differen-
zierungsverhalten, sowie die Expression des IGF-1-Rezeptors der fmNPCs zu untersuchen,
wurde die Methode der Immunfluoreszenz mittels spezifischer Antikérper eingesetzt. Dieser
Methode liegt eine Antikorper-Antigen-Reaktion zugrunde.

Man unterscheidet eine direkte von einer indirekten Methode. Letztere wurde fiir die
Versuchsreihen verwendet. Dabei wird in einem ersten Schritt ein spezifischer, primérer
Antikorper auf die zu untersuchenden Zellen gegeben, der an die entsprechende Zielstruktur
bindet. Dies konnen Antigene, Oberflichenmarker bestimmter Zellen oder Proliferations-
marker sein. Im zweiten Schritt wird ein sekundirer Antikdrper eingebracht, der gegen den
primdren Antikdrper gerichtet und mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt ist. In
Abhingigkeit des Absorptions- und Emissionsmaximums des verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffes wird Licht mit einer fiir diesen Farbstoff spezifischen Wellenldnge absorbiert
bzw. emittiert. Somit erscheint die Zielstruktur mittels entsprechender Aufnahmetechnik
farbig.

Entscheidend fiir die Differenzierung verschiedener Zielstrukturen ist die Moglichkeit, in
einem Férbeschritt mehrere primére Antikdrper gegen verschiedene Antigene und folglich
auch mehrere Farbstoff-gekoppelte Sekundérantikorper in einem Farbeschritt einsetzen zu

konnen.

3.2.5.2.1 Vorgehensweise bei der Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf das

Proliferationspotential von fmNPCs der Ratte

Um den Einfluss von IGF-1 auf das Proliferationspotential von fmNPCs zu untersuchen
wurden die Zellen zunéchst fiir die Expansion iiber 24 h (fiir die spitere BrdU-Féarbung) und
72 h (fiir die spatere Ki-67-Fiarbung) vorbereitet. Wie im Kapitel 3.2.4 bereits beschrieben
wurden die Zellen zuerst der Expansionskultur entnommen und mit 1500 U pro Minute fiir
drei Minuten herunterzentrifugiert. Die so entstandenen Zellpellets wurden in frisches EM-1
mit EGF aufgenommen und dann auf §-Well-Chamber-Slides mit ca. 25 000 Zellen/Well

ausgesat.
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Durch Behandlung der Zellen mit IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024 (25 uM) oder IGF-1
(50 ng/ml) und AG 1024 (25 uM) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollreihe
wurden die Versuchsreihen zum Zeitpunkt t = 0 gestartet. Nach einem Expansionszeitraum
der Zellen von 24 h erfolgte die immunzytochemische Farbung gegen den Proliferations-
marker BrdU, nach Expansion iiber 72 h gegen den Proliferationsmarker Ki-67. Dieses ist
ein Protein, das sich im Zellkern von Zellen nachweisen lédsst, die sich in der
Wachstumsphase befinden, sich also vermehren bzw. teilen. Ki-67 wird dabei in allen
aktiven Phasen des Zellzyklus gefunden, von der spiten G1- bis zur M-Phase [151,152].
BrdU muss hingegen experimentell in die Zellen eingebracht werden. Es ist ein chemisches
Analogon des Nukleosids Thymidin bzw. Desoxyuridin. BrdU markiert Zellen in der
S-Phase des Zellzyklus indem es von den Zellen aufgenommen wird und in phosphorylierter
Form anstelle des Nukleotids dTTP wéhrend der S-Phase in die neu synthetisierte DNA
eingebaut wird [153].

e BrdU-Farbung:

Um BrdU in die Zellen einzubringen wurden diese nach einem Expansionszeitraum von 24 h
mit einer BrdU-Stocklosung (5 mM) behandelt. Pro Well (500 pl) wurden dabei 10 pl der
BrdU-Stocklosung eingebracht. Dann erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4%igem
Paraformaldehyd (PFA) fiir ca. fiinf Minuten bei Raumtemperatur.

AnschlieBend wurden die Zellen in eiskaltem saurem Ethanol (95 % Ethanol + 5 % Eisessig)
fiir zehn Minuten bei -20 °C inkubiert, danach zweimal mit 2 N Salzsédure (HCL) gewaschen
und erneut fiir 30 Minuten mit 2 N HCL bei +37 °C inkubiert. Nach der Inkubation mit HCL
erfolgte eine viermalige Waschung der Zellen mit PBS.

Im Anschluss wurden die Zellen durch Behandlung mit Blockierldsung fiir mindestens 1,5 h
bei Raumtemperatur blockiert. Das Blockieren verhindert eine unspezifische Anlagerung
des sekundiren Antikorpers und soll die Bildqualitét fiir die spdtere Auswertung steigern.
Im néchsten Schritt folgte die Antikorperfarbung. Zundchst wurde der Anti-BrdU
Antikorper aus der Maus in Verdiinnungslosung mit einer Endkonzentration von 1:16 als
Primédrantikdrper zugegeben. Dann wurden die Zellen bei +4 °C iiber Nacht im Kiihlschrank
gelagert.

Am nidchsten Tag wurden die Zellen zundchst viermal mit PBS gewaschen, bevor der
Sekundérantikorper in Verdiinnungslosung zugegeben wurde und die Zellen dann fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen wurden. Fiir die BrdU-Féarbung
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wurde der Sekundérantikdrper Alexa 488 Goat-anti-Mouse in einer Konzentration von 1:500
verwendet.

Als Verdiinnungslosung wurde dieselbe wie fiir den Primirantikorper verwendet.
Anschlieend erfolgte die fiinfmalige Waschung der Zellen mit PBS bevor die
Chamber-Slides entwandet wurden. Die restliche Fliissigkeit musste vorsichtig von der
Kante der Chamber-Slides aus mit Zellstoff aufgenommen werden.

Abschlieend erfolgte das ,,Deckeln der Chamber-Slides. Dazu wurde zundchst Mounting
Medium (fiir den BrdU-Versuch ohne DAPI, d. h. die Zellkerne wurden nicht angeférbt) in
zweil Tropfen am Anfang und in der Mitte der Chamber-Slides zugegeben. Dann musste das
Deckglas mdglichst ohne Bildung von Luftblasen aufgebracht werden, indem es schrig in
den seitlichen Tropfen Mounting Medium angesetzt und dann vorsichtig gekippt wurde.

Im Anschluss wurde das Deckglas leicht angedriickt bis das Mounting Medium an allen
Seiten des Chamber-Slides austrat. Im letzten Schritt wurden die Rénder mit farblosem
Nagellack versiegelt, um einen Lufteintritt und das Verrutschen der Deckgldser zu
verhindern. Die so hergestellten Préparate wurden vor der immunfluoreszenz-

mikroskopischen Dokumentation iiber Nacht bei +4 °C gelagert.

e Ki-67-Farbung:

Da Ki-67 ein zelleigenes Protein ist und somit nicht experimentell in die Zellen eingebracht
werden muss, konnte nach Expansion der Zellen iiber 72 h direkt mit deren Fixierung
begonnen werden. Dazu wurden die Zellen fiir ca. 20 Minuten mit 4%igem PFA in PBS auf
Eis behandelt. Der Arbeitsablauf unterscheidet sich von der BrdU-Firbung, da keine
Saurebehandlung zur Anwendung kommt.

Es erfolgte die zweimalige Waschung der Zellen in PBS bevor sie fiir mindestens 1,5 h bei
Raumtemperatur blockiert wurden. Im nédchsten Schritt wurde der polyklonale Primér-
antikorper anti-Ki-67 aus Kaninchen in einer Konzentration von 1:500 zugegeben
(Verdiinnungslosung: 0,5%iges 9,9 ml TritonX-PBS versetzt mit 0,3 ml Goat-Serum) und
die Zellen dann iiber Nacht bei +4 °C gelagert.

Am nidchsten Tag wurden die Zellen zundchst viermal mit PBS gewaschen, bevor der
Sekundérantikdrper in Verdiinnungslosung zugegeben und die Zellen dann fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen wurden. Fiir die Ki-67-Farbung wurde der
Sekundérantikoper Alexa 594 Goat-anti-Rabbit in einer Konzentration von 1:500 verwendet.
Die Verdiinnungslosung war dieselbe wie fiir den Primérantikdrper. AnschlieBend wurden

die Zellen fiinfmal mit PBS gewaschen, die Chamber-Slides dann entwandet und durch das
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»Deckeln® fiir die immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation vorbereitet (die
einzelnen Arbeitsschritte sind unter ,,BrdU-Féarbung®™ im selben Kapitel genauer erldutert).
Im Unterschied zur BrdU-Féarbung wurde fiir die Ki-67-Farbung Mounting Medium mit
DAPI verwendet. Das DAPI farbt die Zellkerne blau an, was der spéteren Bestimmung der

Gesamtzellzahl diente.

3.2.5.2.2 Vorgehensweise bei der Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf das

Differenzierungsverhalten von fmNPCs der Ratte

Um den Einfluss von IGF-1 auf das neurale Differenzierungsverhalten der fmNPCs zu
untersuchen mussten sich diese zunéchst iiber einen Zeitraum von 7 d bei 5 % CO», 3 % Oa,
einer Temperatur von +37 °C und bei gesittigter Luftfeuchtigkeit differenzieren.

Wie im Kapitel 3.2.4 bereits beschrieben, wurden die Zellen dafiir der Expansionskultur
entnommen und mit 1500 U pro Minute fiir drei Minuten herunter zentrifugiert.
AnschlieBend erfolgte die Aufnahme der Zellen in P4-8F und dann die Aussaat auf mit
Poly-L-Lysin beschichteten 8-Well-Chamber-Slides mit ca. 25000 Zellen in 500 pl
Medium/Well. Durch die Behandlung der Zellen mit IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024
(25 uM) oder IGF-1 (50 ng/ml) und AG 1024 (25 uM) im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollreihe wurden die Versuchsreihen zum Zeitpunkt t=0 gestartet. Da sich die
Differenzierungsversuche iiber einen Zeitraum von 7 d erstreckten, war es notwendig die
Zellen zwischenzeitlich zu , fiittern*. Dabei wurde jeden dritten Tag die Halfte des Mediums
(ca. 250 ul pro Well) abgenommen und durch frisches P4-8F mit IGF-1 bzw. AG 1024
ersetzt. Nach dem gewliinschten Differenzierungszeitraum von 7 d erfolgten immunzyto-
chemische Fiarbungen gegen den astroglialen Marker GFAP, gegen den oligodendroglialen

Marker GalC und den neuronalen Marker MAP2.

e GFAP-/GalC-/MAP2-Farbung:

Die einzelnen Arbeitsschritte der Féarbung entsprechen grundlegend den bei der
Ki-67-Farbung beschriebenen. Die Besonderheit bei der Farbung gegen GFAP, GalC und
MAP2 ist jedoch der Einsatz der Zweifachfirbung, also der Markierung von zwei
Zielstrukturen in einem Fiarbeschritt. Dabei wurde die Farbung gegen GFAP entweder mit
der Féarbung gegen GalC oder entsprechend gegen MAP2 kombiniert. Die einzelnen

Arbeitsschritte seien im Folgenden nochmal erldutert:
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Nach dem gewiinschten Differenzierungszeitraum von 7 d erfolgte die Fixierung der Zellen
fiir 20 Minuten in 4%igem PFA in PBS auf Eis. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und danach fiir mindestens 1,5 h bei Raumtemperatur blockiert. Im
ndchsten Schritt wurden die entsprechenden Primérantikorper in Kombination gleichzeitig
zugegeben: Anti-GFAP polyklonal aus Kaninchen in einer Konzentration von 1:1000 und
anti-GalC monoklonal aus Maus in einer Konzentration von 1:500 oder anti-GFAP
polyklonal aus Kaninchen in einer Konzentration von 1:1000 und anti-MAP2 monoklonal
aus Maus in einer Konzentration von 1:500. Als Verdiinnungslosung wurde 9,9 ml 0,2%iges
TritonX-PBS versetzt mit 0,1 ml Goat-Serum verwendet. Nach Zugabe der Primérantikdrper
folgte die Lagerung der Zellen tiber Nacht bei +4 °C.

Am nichsten Tag wurden die Zellen viermal mit PBS gewaschen, um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen, bevor die entsprechenden Sekundirantikorper gleichzeitig in
Verdiinnungslosung zugegeben und die Zellen dann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert wurden. Als Sekundérantikdper wurden der Alexa fluor 488 konjugierte
Goat-anti-Mouse-Antikorper und der Alexa fluor 594 konjugierte Goat-anti-Rabbit-Anti-
korper jeweils in einer Konzentration von 1:500 verwendet. Die Verdiinnungslésung war
dieselbe wie fiir die Primérantikorper.

AnschlieBend wurden die Zellen fiinfmal mit PBS gewaschen, die Chamber-Slides
entwandet und durch das ,Deckeln” fiir die immunfluoreszenzmikroskopische
Dokumentation vorbereitet (die einzelnen Arbeitsschritte sind im Kapitel 3.2.5.2.1 unter
,,BrdU-Farbung® genauer erldutert). Im Unterschied zur BrdU-Féarbung wurde, wie auch fiir
die Ki-67-Farbung, Mounting Medium mit DAPI verwendet, um die Zellkerne blau

anzufédrben zur spéteren Bestimmung der Gesamtzellzahl.

3.2.5.2.3 Vorgehensweise bei der Untersuchung des Einflusses von IGF-1 auf die
Expression des IGF-1-Rezeptors von fmNPCs der Ratte

Um den Einfluss von IGF-1 auf die Expression des IGF-1-Rezeptors der fmNPCs zu
untersuchen wurden die Zellen, wie im Kapitel 3.2.4 bereits beschrieben, zunéchst der
Expansionskultur entnommen und mit 1500 U pro Minute fiir drei Minuten herunter-
zentrifugiert. Dann erfolgte die Aufnahme der Zellen in EM-1 und die Aussaat der Zellen
auf 8-Well-Chamber-Slides (ca. 25 000 Zellen/Well) fiir die Expansionsreihe sowie die
Aufnahme der Zellen in P4-8F und die Aussaat auf mit Poly-L-Lysin beschichtete
8-Well-Chamber-Slides (ca. 25 000 Zellen/Well) fiir die Differenzierungsreihen. Dabei
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wurden folgende Zeitrdume der Expansion und Differenzierung mit oder ohne
IGF-1-Behandlung angesetzt:

Die Expansion der Zellen erfolgte fiir 72 h unter Kontrollbedingungen, die Differenzierung
der Zellen fiir 72 h und 7 d sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter IGF-1-Behand-
lung.

Wie im Kapitel 3.2.5.2.2 erldutert, musste wihrend der Versuche, die sich iiber 7 d
erstreckten, an jedem dritten Tag die Halfte des Mediums (ca. 250 pul/Well) abgenommen
und durch frisches Medium und IGF-1, ersetzt werden. Nach den erwdhnten Zeitrdumen der
Expansion und Differenzierung erfolgte die immunzytochemische Féarbung gegen den

IGF-1-Rezeptor.

e [GF-1-Rezeptor-Farbung:

Die einzelnen Arbeitsschritte der IGF-1-Rezeptor-Fiarbung entsprechen den Arbeitsschritten
fir die Ki-67-Farbung bzw. die Farbungen gegen GFAP, GalC und MAP2 unter
Verwendung des entsprechenden Primérantikorpers gegen den IGF-1-Rezeptor und werden
im Folgenden nochmals erldutert:

Nach den oben genannten Expansions- und Differenzierungszeitrdumen wurden die Zellen
fiir 20 Minuten in 4%igem PFA in PBS auf Eis fixiert, dann zweimal mit PBS gewaschen
und anschliefend fiir mindestens 1,5 h bei Raumtemperatur blockiert. Im nidchsten Schritt
wurde der Primérantikorper zugegeben. Hierfiir wurde der IGF-1-Rezeptor-Antikrper aus
Kaninchen in einer Konzentration von 1:200 (Verdiinnungslosung: 9,9 ml 0,2%iges
TritonX-PBS versetzt mit 0,1 ml Goat-Serum) verwendet.

Die Zellen wurden dann iiber Nacht bei +4 °C gelagert, am nédchsten Tag viermal mit PBS
gewaschen bevor der Sekunddrantikérper zugegeben wurde. Hierflir kam wieder der Alexa
fluor 594 konjugierte Goat-anti-Rabbit-Antikdrper in einer Konzentration von 1:500
(Verdiinnungslosung wie bei Primédrantikdrper) zur Anwendung. Nach Zugabe des
Sekundérantikorpers wurden die Zellen fiir 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen
gelassen, anschlieBend fiinfmal mit PBS gewaschen, die Chamber-Slides entwandet und
durch das ,,Deckeln® fiir die immunfluoreszenzmikroskopische Dokumentation vorbereitet
(die einzelnen Arbeitsschritte sind im Kapitel 3.2.5.2.1 unter ,,BrdU-Féarbung® genauer
erldutert). Um die Zellkerne blau zu farben (zur spéteren Bestimmung der Gesamtzellzahl)

wurde erneut Mounting Medium mit DAPI verwendet.
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3.2.6 Auswertung der immunzytochemischen Firbungen

Nach der immunzytochemischen Fiarbung der Zellen gegen die entsprechenden Marker
erfolgte die mikroskopische Dokumentation mit einem inversen Immunfluoreszenz-
mikroskop in 20-facher VergroBerung. Dafiir wurden fiir die spitere quantitative
Auswertung der einzelnen Versuche immunfluoreszenzmikroskopische Bilder mithilfe einer
an das Mikroskop gekoppelten Digitalkamera gewonnen und diese im Leica-Bild-
verarbeitungsprogramm (Leica Application Suite™) abgespeichert.

Es wurden mindestens flinf reprdsentative Bereiche pro Versuch und Versuchsbedingung
(IGF-1, AG 1024, IGF-1+ AG 1024, keine Behandlung = Kontrolle, Dauer der
Differenzierung oder Expansion) aus dem dazugehdrigen Bildmaterial ausgewihlt, um den
prozentualen Anteil der je nach Fragestellung markierten Zellen (PI, Antikérper) an der
Gesamtzellzahl zu bestimmen. Um die Uberlebensrate der Zellen nach Expansion und
Differenzierung fiir 24 h und 72 h unter den verschiedenen Versuchsbedingungen (IGF-1,
AG 1024, IGF-1+ AG 1024, keine Behandlung = Kontrolle) zu bestimmen wurde der
prozentuale Anteil Pl-positiver, und damit nekrotischer Zellen an der Gesamtzellzahl
bestimmt, welche durch Farbung der Zellkerne mit Hoechst ermittelt werden konnte. Um
das neurale Differenzierungsverhalten der Zellen nach 7 d Differenzierung zu quantifizieren,
wurde der prozentuale Anteil GFAP-positiver, GalC-positiver oder MAP2-positiver Zellen
an der jeweiligen Gesamtzellzahl bestimmt, welche durch Farbung der Zellkerne mit DAPI
ermittelt werden konnte.

Ebenso wurde fiir die Versuche zur IGF-1-Rezeptor-Expression verfahren, indem der
prozentuale Anteil IGF-1-Rezeptor-positiver Zellen, nach den gewiinschten Behandlungs-
bedingungen, an der Gesamtzellzahl, ermittelt durch Farbung der Zellkerne mit DAPI,
bestimmt wurde. In einem typischen Versuch wurde eine Gesamtzellzahl von 500 bis 1000
Zellen pro Marker gezdhlt. Bei der Auswertung der Versuche zum Erhalt des Proliferations-
potentials der fmNPCs wurden die Ki-67- bzw. BrdU-positiven Zellen nicht mit Bezug auf
die Gesamtzahl der Zellen ausgezéhlt, sondern ins Verhiltnis zur Flache der ,,Neurosphiren®
gesetzt. Diese Wachstumsform der Zellen in multizelluliren Aggregaten wurde
insbesondere wahrend der Versuche zum Erhalt des Proliferationspotentials beobachtet und
erlaubt nur sehr schwer eine Bestimmung der Gesamtzellzahl.

Deshalb wurden mithilfe des Leica-Bildverarbeitungsprogrammes pro Versuch und
Versuchsbedingung die Flichen reprisentativer Neurosphéren in um? berechnet und die

darin enthaltenen Ki-67- bzw. BrdU-positiven Zellen gezédhlt. Die Anzahl der pro
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Neurosphire gezédhlten Marker-positiven Zellen wurde dann jeweils auf eine Flidche von

100 000 pm? hochgerechnet, um vergleichbare Werte zu erhalten.

Fir alle Versuche erfolgte das Zdhlen der markierten Zellen manuell mit einem
Handzéhlgerit. Die Versuche zum Erhalt des Proliferationspotentials wurden dabei am PC
des Mikroskoparbeitsplatzes mithilfe des Leica-Bildverarbeitungsprogramms, welches die
Flachen der Neurosphdren berechnete, ausgewertet.

Fiir die restlichen Versuche wurden die entsprechenden Bilder in dem Bildbearbeitungs-
programm Adobe® Photoshop 7.0 abgespeichert und wie folgt bearbeitet: Da die
Mikroskopkamera jeweils ein natives Bild, ein Bild mit der Kernfarbung (Hoechst, DAPI)
sowie ein Bild mit der Marker-Farbung (PI, GFAP, GalC, MAP2, IGF-1-Rezeptor)
anfertigte, musste fiir die Auswertung zunéchst das Bild mit der Marker-Farbung mithilfe
des Bildbearbeitungsprogramms in das dazugehorige Bild mit der Kernfirbung
hineinkopiert werden, um den Anteil Marker-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl
bestimmen zu konnen. Die Bildverarbeitungsprogramme ermdglichten weiterhin durch
Hell-Dunkel-Kontrast- und Schirfe-Einstellungen eine Nachjustierung der Bildqualitit und
damit eine Erleichterung beim Auszéhlen der Zellen. Auch die Beispielbilder, die in dieser
Arbeit gezeigt werden, wurden mit Adobe® Photoshop 7.0 bearbeitet.

Auf die Auswertung der ELISA-Experimente wird im folgenden Kapitel 3.2.7 gesondert

eingegangen.

3.2.7 ELISA-Experimente

Zur Verifizierung der IGF-1-abhingigen Signalwege in der Frithphase der neuralen
Differenzierung der fmNPCs wurde die Phosphorylierung (Aktivierung) der Kinasen P13,
Akt, ERK1/2, JNK und p38 MAP-Kinase, sowie des Transkriptionsfaktors NF-kB mit der
(FACE) ELISA-Technik unter Verwendung der ELISA Kits FACE™ untersucht. Da sich
die Kits nur durch die jeweiligen spezifischen Antikorper unterscheiden, beschrianken sich
die folgenden Ausfiihrungen auf die Beschreibung des allgemeinen Versuchsaufbaus.

Zunichst erfolgte die Beschichtung der 96 Well Nunc Platten mit Poly-L-Lysin, die
Inkubation fiir 30 Minuten bei +37 °C und anschlieBend die zweimalige Waschung mit PBS.
Danach wurden im nichsten Schritt die Zellen, nach einer sechs-miniitigen Zentrifugation
bei 471 x G, aufgetragen (300 pnl/Well), wobei als Medium P4-8F diente. Nach Differen-
zierung der Zellen mit und ohne IGF-1-Behandlung {iber festgelegte Zeitraume (0 h, 0,5 h,
1 h, 3h und 6 h) wurden die Versuche durch Zugabe von 4%igem PFA (100 pul/Well)
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gestoppt. Das PFA bewirkt eine Fixierung der Zellen, so dass die aktivierungsspezifische
Protein-Phosphorylierung erhalten bleibt.

Um eine Verdunstung zu verhindern wurden die Platten mit Parafilm abgedeckt. Nach einer
Lagerung von mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das PFA entfernt und die
Platten zweimal fiir jeweils finf Minuten mit Waschpuffer (200 pl/Well) des ELISA
FACE™ Kits gereinigt, welcher anschlieBend durch Loschpuffer (100 pl/Well) des ELISA
FACE™ Kits ersetzt wurde.

Nach Lagerung der Platten fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Entnahme des
Loschpuffers sowie die zweimalige Reinigung der Platten mit oben genanntem Waschpuffer
(200 pul/Well) fiir jeweils fiinf Minuten.

Im nichsten Schritt wurde der Antikorper-Blockierpuffer (10 pl/Well) des ELISA FACE™
Kits zugegeben. Nach einer 60-miniitigen Lagerung bei Raumtemperatur konnte der
Blockierpuffer entsorgt und die Platten wie oben beschrieben gereinigt werden. Dann wurde
der Waschpuffer entfernt und der entsprechende primdre Antikorper (40 pl/Well)
hinzugegeben (spezifisch fiir phosphoryliertes oder fiir phosphoryliertes und
unphosphoryliertes Protein; siche auch Kapitel 3.1.4). Hierbei mussten die Platten fiir die
Lagerung von mindestens drei Stunden bei +4 °C mit Parafilm abgedichtet werden. Jetzt
konnte der primédre Antikorper entsorgt und die Platte dreimal, wie oben beschrieben,
gewaschen werden.

Anschlieend wurde der Waschpuffer abgenommen und der sekunddre HRP-konjugierte
Antikorper zugegeben (siehe auch Kapitel 3.1.4). Dieser musste fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur einwirken, wobei die Platten wiederum mit Parafilm abgedichtet wurden.

Nach dieser Zeit konnte der sekunddre Antikorper entfernt und die Platten dreimal mit
Waschpuffer und zweimal mit PBS fiir jeweils fiinf Minuten gereinigt werden. Nach
Entnahme des PBS wurde die Entwicklungslésung (100 pl/Well) des ELISA FACE™ Kits
zugegeben. Diese musste fiir 20 Minuten bei Dunkelheit einwirken. Durch Zugabe von
Stopplosung (100 pl/Well) des ELISA FACE™ Kits der Prozess beendet. Nun konnte der
erste Wert im Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 450 nm ermittelt werden,
welcher die Menge des markierten Proteins (phosphoryliert oder phosphoryliert und
unphosphoryliert) spektrophotometrisch reprisentiert. Als néchstes wurden die Platten
jeweils zweimal mit Waschpuffer und destilliertem Wasser (200 ul/Well) des ELISA
FACE™Kits gereinigt. AnschlieBend wurde das destillierte Wasser entfernt und die Crystal
Violettlosung (100 pul/Well) des ELISA FACE™ Kits zugegeben, welche fiir 30 Minuten

bei Raumtemperatur einwirkte.
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Im letzten Schritt wurden die Platten, wie oben beschrieben, fiinfmal mit destilliertem
Wasser gereinigt. Dann konnte die 1%ige SDS Losung (100 pl/Well) des ELISA FACE™
Kits zugegeben und die Platten fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur im Riittler gelagert
werden. Mithilfe der eingebrachten Crystal Violettlosung erfolgte abschlieend die
Bestimmung der Anzahl der eingesetzten Zellen pro Well bei einer Wellenldnge von 595 nm
im Spektrophotometer.

Die ermittelten Werte fiir die Menge des jeweiligen phosphorylierten Proteins und des
korrespondierenden Gesamt-Proteins wurden entsprechend der Zellzahl pro Well normiert.
Die Ergebnisse sind dargestellt als das Verhiltnis des phosphorylierten zum korrespondie-

renden Gesamt-Protein (siche Kapitel 4.6).

3.2.8 Statistik

Fir alle Fragestellungen wurden pro Versuchsreihe unter den entsprechenden
Versuchsbedingungen mindestens drei unabhingige Versuche aus jeweils unterschiedlichen
Kulturansitzen durchgefiihrt. Alle im Text und in den Abbildungen angegebenen Werte
entsprechen den daraus berechneten Mittelwerten mit Angabe der entsprechenden
Standardabweichung. Unterschiede zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen
wurden mit einer Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) erfasst und anschlieend der Student’s
t-Test durchgefiihrt. Es wurde ein Signifikanzniveau p < 0,05 als Kriterium fiir statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 IGF-1 erhoht die Uberlebensrate von fmNPCs der Ratte wihrend

der Expansion und Differenzierung

Diverse Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen verweisen auf die Rolle von IGF-1 als
antiapoptotischen Faktor in vielen peripheren Zelltypen, wie Leber-, Pankreas-, oder
Knochenzellen, sowie differenzierten Nervenzellen. Dariiber hinaus fand man, dass IGF-1
auch die Uberlebensfihigkeit, sowie die Proliferation und Differenzierung von ESCs
beeinflusst und diese Effekte insbesondere auch im Zusammenhang mit NSCs und NPCs
beobachtet wurden (siehe Kapitel 1.1). Des Weiteren haben Ergebnisse der eigenen
Arbeitsgruppe Signalwege der neuralen Differenzierung von fmNPCs der Ratte offengelegt
(siehe Kapitel 1.5), so dass die Erorterung einer grundlegenden Beeinflussung von IGF-1
auf die Differenzierung dieser Zellen auch mit Ausblick auf eine mogliche weitere
molekulare Untersuchung von Interesse war.

Vor dem Hintergrund dieser Studienlage beschiftigte sich die erste Untersuchung der
vorliegenden Arbeit mit der Frage, inwiefern IGF-1 die Uberlebensrate der fmNPCs
wiahrend deren Expansion und Differenzierung beeinflusst, ob sich also {iiberlebens-
steigernde oder gar neurotoxische Wirkungen von IGF-1 feststellen lassen. Hierfiir wurden
die Zellen iiber einen Expansions- bzw. Differenzierungszeitraum von 24 h und 72 h
entweder mit IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024 (25 uM) oder IGF-1 (50 ng/ml) und AG 1024
(25 uM) behandelt und mit einer unbehandelten Kontrollprobe verglichen. AnschlieSend
wurde die Uberlebensrate, der Anteil toter Zellen an der Gesamtzellzahl, mit der
PI/Hoechst-Technik und Auswertung immunfluoreszenzmikroskopischer Bilder bestimmt.
Die einzelnen Arbeitsschritte wurden im Kapitel 3.2.5.1.1 ausfiihrlich erldutert.

Es konnten sowohl nach 24 h als auch nach 72 h der Expansion und Differenzierung eine
signifikant hohere Uberlebensrate der Zellen gefunden werden, die mit IGF-1 behandelt
wurden im Vergleich zu den Zellen, die unter Kontrollbedingungen expandiert und
differenziert wurden. Demnach fanden sich nach der Expansion fiir 24 h und Behandlung
mit IGF-1 12,19+ 1,82 % tote Zellen verglichen mit 42,90 + 6,34 % toter Zellen der
Kontrollreihe (p = 0,00). Nach einem Expansionszeitraum tiber 72 h fanden sich unter IGF-1
Behandlung 8,82 £2,51 % tote Zellen gegeniiber 20,63 +3,58 % toter Zellen unter
Kontrollbedingungen (p = 0,03). Die Ergebnisse der Expansionsversuche iiber 24 hund 72 h
sind in Abbildung 4.1 dargestellt.
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Ahnliche Ergebnisse zeigten sich nach Differenzierung der Zellen fiir 24 h und 72 h. Nach
24 h fanden sich unter der Behandlung mit IGF-1 10,36 + 3,09 % tote Zellen und in der
Kontrollgruppe 29,73 + 4,50 % tote Zellen (p = 0,02). Nach Differenzierung tiber 72 h und
Behandlung mit IGF-1 fanden sich 13,14 +2,41 % tote Zellen im Vergleich zu
24,59 £ 3,91 % an toten Zellen in der Kontrollreihe (p = 0,02). Die Ergebnisse der Differen-
zierungsversuche liber 24 h und 72 h sind in Abbildung 4.2 dargestellt.

4.2 AG 1024 inhibiert den iiberlebenssteigernden Effekt von IGF-1 auf
fmNPCs der Ratte wiahrend der Differenzierung, nicht aber

wihrend der Expansion

Um Effekte von IGF-1 auf die fmNPCs widhrend der Expansion und Differenzierung zu
blockieren wurde der IGF-1-Rezeptor-Antagonisten AG 1024 zum einen in Kombination
mit IGF-1, andererseits in alleiniger Zugabe zu den Zellen eingesetzt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass AG 1024 die positiven Effekte von IGF-1 auf die Uberlebensrate der Zellen
wihrend deren Differenzierung signifikant inhibiert, nicht jedoch wéihrend deren Expansion.
Demnach fanden sich nach Differenzierung der Zellen iiber 24 h und Behandlung mit
AG 1024 und IGF-1 75,80 £+ 5,62 % tote Zellen, nach 72 h 84,48 + 3,62 % tote Zellen im
Vergleich zu 10,36 + 3,09 % toter Zellen nach 24 h und 13,14 + 2,41 % toter Zellen nach
72 h Differenzierung unter IGF-1-Behandlung (24 h: p =0,00; 72 h: p =0,00). Auch im
Vergleich zur Differenzierung der Zellen unter Kontrollbedingungen zeigten sich mit den
genannten Werten nach Behandlung mit AG 1024 und IGF-1 signifikant mehr tote Zellen
(24 h: p=10,00; 72 h: p = 0,00).

Im Gegensatz dazu konnte wihrend der Expansion iiber 24 h und 72 h der iiberlebens-
steigernde Effekt von IGF-1 auf die Zellen durch Zugabe von AG 1024 nicht signifikant
blockiert werden. Als Ergebnis fanden sich hier 18,74 & 8,28 % tote Zellen nach 24 h
(p =0,27), sowie 18,99 + 9,86 % tote Zellen nach 72 h (p = 0,15) Expansion unter Behand-
lung mit AG 1024 und IGF-1.

Die alleinige Behandlung der Zellen mit AG 1024 lieB die Uberlebensrate wihrend der
Differenzierung signifikant absinken mit 63,43 + 7,34 % toter Zellen nach 24 h und
81,71 £ 4,46 % toter Zellen nach 72 h Differenzierung im Vergleich zur Kontrollreihe mit
29,73 £4,50 % toter Zellen nach 24 h (p = 0,00) und 24,59 + 3,91 % toter Zellen nach 72 h
Differenzierung in P4-8F ohne Zusatz von AG 1024.
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Im Gegensatz dazu konnte dieser, die Uberlebensrate absenkende, Effekt auf die Zellen
wihrend der Expansion nicht gezeigt werden. Nach der Expansion iiber 24 h fanden sich
demnach 42,88 + 3,98 % tote Zellen verglichen mit 42,90 + 6,34 % toter Zellen nach 24 h
Expansion unter Kontrollbedingungen. Nach 72 h Expansion unter alleiniger Behandlung
mit AG 1024 fanden sich 38,97 + 1,23 % toter Zellen im Vergleich zu 20,63 + 3,58 % toter
Zellen (p = 0,14) nach 72 h Expansion in EM-1 ohne Zusatz von AG 1024.

Die Ergebnisse der Versuche mit AG 1024 sind fiir die Expansion in Abbildung 4.1 und fiir
die Differenzierung in Abbildung 4.2 dargestellt. Repridsentative immunfluoreszenz-
mikroskopische Bilder, welche beispielhaft den Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf die
Uberlebensrate der fmNPCs nach Differenzierung iiber 24 h darstellen, zeigt Abbildung 4.3.
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Abbildung 4.1: Uberlebensrate der fmNPCs wihrend der Expansion. Prozentualer Anteil
an toten Zellen nach Expansion {iber 24 h und 72 h in EM-1 (= Kontrolle), in EM-1 plus
50 ng/ml IGF-1, in EM-1 plus 25 uM AG 1024 oder in EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1 plus
25 uM AG 1024. Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei
unabhingige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert

der Kontrolle.
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Abbildung 4.2: Uberlebensrate der fmNPCs wihrend der Differenzierung. Prozentualer
Anteil an toten Zellen nach Differenzierung iiber 24 h und 72 h in P4-8F (= Kontrolle), in
P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1, in P4-8F plus 25 uM AG 1024 oder in P4-8F plus 50 ng/ml
IGF-1 plus 25 uM AG 1024. Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens
drei unabhéngige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert
der Kontrolle.

° Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert

der IGF-1-Versuchsreihe.
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0 pm 100

Abbildung 4.3: Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den
Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf das Uberleben der fmNPCs nach Differenzierung iiber
24 h zeigen. Nekrotische Zellen wurden mit PI (rot), die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau)
markiert. Uberleben der Zellen nach 24h Differenzierung in a) P4-8F
(= Kontrolle). b) P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1. ¢) P4-8F plus 25 uM AG 1024. d) P4-8F plus
50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024.
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4.3 IGF-1 steigert das Proliferationspotential von fmNPCs der Ratte

Um den Einfluss von IGF-1 auf den Erhalt des Proliferationspotentials der fmNPCs zu
untersuchen wurden immunzytochemische Farbungen gegen den zelleigenen Proliferations-
marker Ki-67, sowie gegen den Proliferationsmarker BrdU, angefertigt. Im Anschluss
konnten die Dokumentation und Auswertung immunfluoreszenzmikroskopischer Bilder
erfolgen. Dafiir wurden die Zellen fiir die spitere BrdU-Féarbung iiber 24 h und fiir die
spatere Ki-67-Féarbung iiber 72 h in EM-1 expandiert. Die Behandlung der Zellen wéhrend
dieser Expansionszeitrdume erfolgte mit IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024 (25 uM) oder
IGF-1 (50 ng/ml) und AG 1024 (25 uM) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollreihe.
Die einzelnen Arbeitsschritte wurden im Kapitel 3.2.5.2.1 ausfiihrlich erldutert. Hierbei
fanden sich nach Expansion iiber 72 h und IGF-1-Behandlung mit 621,96 + 100,49
Ki-67-positiven Zellen pro 100 000 pm? signifikant mehr Zellen mit Proliferationspotential
als nach Expansion {iber 72h wunter Kontrollbedingungen mit 323,63 + 58,30
Ki-67-positiven Zellen pro 100 000 um? (p = 0,01). Durch Zugabe von AG 1024 konnte eine
signifikante Blockade des IGF-1-Effektes beobachtet werden mit 146,91 + 34,06
Ki-67-positiven Zellen pro 100 000 um? (p = 0,00). Dies waren sogar signifikant weniger
Ki-67-positive Zellen als unter Kontrollbedingungen (p = 0,00). Auch die Behandlung der
Zellen nur mit AG 1024 fiihrte mit 105,57 + 27,58 Ki-67-positiven Zellen pro 100 000 pm?
zu signifikant weniger Zellen mit Proliferationspotential als unter Kontrollbedingungen
(p = 0,00).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit Ki-67 zeigte die Auswertung BrdU-positiver Zellen
nach Expansion iiber 24 h mit IGF-1-Behandlung keinen signifikanten Effekt auf das
Proliferationspotential der fmNPCs im Vergleich zur Kontrollreihe. So fiihrte die
Behandlung mit IGF-1 zu 319,84 + 91,28 BrdU-positiven Zellen pro 100 000 pm?
verglichen mit 228,70 + 26,89 BrdU-positiven Zellen pro 100 000 um? unter Kontroll-
bedingungen. Jedoch brachte die Zugabe von AG 1024 in Kombination mit IGF-1 mit
129,71 + 12,62 BrdU-positiven Zellen pro 100 000 um? eine signifikant niedrigere Zahl an
Zellen mit Proliferationspotential im Vergleich zur Kontrollreihe (p = 0,01).

Des Weiteren fiihrte die alleinige Behandlung der Zellen mit AG 1024 zu einer signifikanten
Absenkung der Anzahl BrdU-positiver Zellen (114,85 £ 28,96 Zellen pro 100 000 um?) im
Vergleich zur Kontrollreihe. Die Ergebnisse der Versuche mit Ki-67 und BrdU sind in
Abbildung 4.4 dargestellt. Repriasentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche
den Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf das Proliferationspotential der fmNPCs nach 24 h
(BrdU) und 72 h (Ki-67) der Expansion darstellen zeigen Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6.
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Abbildung 4.4: Proliferationspotential der fmNPCs wéhrend der Expansion. Anzahl der
Zellen mit Proliferationspotential pro 100 000 um? nach Expansion iiber 24 h (anti-BrdU)
und 72 h (anti-Ki-67) in EM-1 (= Kontrolle), in EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1, in EM-1 plus
25 uM AG 1024 oder in EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024.

Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei unabhédngige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert
der Kontrolle.

° Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert

der IGF-1-Versuchsreihe.
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Abbildung 4.5: Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den
Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf das Proliferationspotential der fmNPCs nach
Expansion iiber 24 h zeigen. Zellen mit Proliferationspotential wurden mit anti-BrdU (griin)
markiert. Zellen mit Proliferationspotential (BrdU-positiv) nach Expansion iiber 24 h in
a) EM-1 (= Kontrolle). b) EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1. ¢) EM-1 plus 25 uM AG 1024.
d) EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024.
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Abbildung 4.6: Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den
Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf das Proliferationspotential der fmNPCs nach
Expansion iiber 72 h zeigen. Zellen mit Proliferationspotential wurden mit anti-Ki-67 (rot),
die Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. Zellen mit Proliferationspotential (Ki-67-positiv)
nach Expansion {iber 72 h in a) EM-1 (= Kontrolle). b) EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1. ¢) EM-1
plus 25 uM AG 1024 d) EM-1 plus 50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024.
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4.4 1GF-1 induziert die Neurogenese, zeigt aber keinen Einfluss auf die

Astro- und Oligodendrogenese von fmNPCs der Ratte

Frithere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben grundlegende Daten zum
Differenzierungsverhalten von fmNPCs geliefert. Demnach konnte gezeigt werden, dass
sich nach Entzug der Mitogene 37+ 7 % der untersuchten fmNPCs zu Astrozyten
(GFAP-positiv), 13 + 1 % zu Oligodendrozyten (GalC-positiv) und 23 + 1 % zu Neuronen
(MAP2-positiv) differenzierten.

Die Ergebnisse der ersten Fragestellung der vorliegenden Arbeit, inwiefern IGF-1 die
Uberlebensrate der Zellen wihrend der Expansion und Differenzierung beeinflusst, haben
gezeigt, dass IGF-1 einen signifikanten positiven Effekt auf das Uberleben der Zellen
bewirkt, der wihrend der Differenzierung durch den IGF-1-Rezeptor-Antagonisten
AG 1024 blockiert werden konnte. Daraus ergab sich die Fragestellung des Einflusses von
IGF-1 auf das neurale Differenzierungsverhalten der untersuchten Zellen, also inwiefern die
Anwesenheit von IGF-1 die Astrogenese, Oligodendrogenese oder Neurogenese beeinflusst.
Dafiir wurden die Zellen fiir 7d in P4-8F differenziert und nebst einer unbehandelten
Kontrollreihe mit IGF-1 (50 ng/ml), AG 1024 (25 puM) und IGF-1 (50 ng/ml) oder AG 1024
(25 uM) behandelt. Danach erfolgte die immunzytochemische Férbung der Zellen gegen
astrogliale (GFAP), oligodendrogliale (GalC) und neuronale (MAP2) Marker fiir die
anschliefende Dokumentation und Auswertung immunfluoreszenmikroskopischer Bilder.

Die einzelnen Arbeitsschritte wurden im Kapitel 3.2.5.2.2 ausfiihrlich erldutert.

Nach dem gewiinschten Differenzierungszeitraum von 7 d zeigten sich fiir die einzelnen
experimentellen Paradigmata vollig verschiedene Verteilungen der adulten neuroekto-
dermalen Zellpopulationen. Es zeigte sich eine Induktion der Neurogenese durch IGF-1,
jedoch kein Einfluss auf die Astro- und Oligodendrogenese. Demnach lieBen sich nach der
Behandlung mit IGF-1 12,43 + 1,87 % MAP2-positive Zellen beobachten und damit eine
signifikant hohere Rate an Zellen mit neuronalem Phénotyp als unter Kontrollbedingungen
mit 5,60 £ 0,25 % MAP2-positiven Zellen (p = 0,00). Durch gleichzeitige Behandlung der
Zellen mit IGF-1 und AG 1024 konnte der IGF-1-Effekt signifikant blockiert werden
(2,60 £ 0,90 % MAP2-positive Zellen; p = 0,00).

Des Weiteren fiihrte die alleinige Behandlung der Zellen mit AG 1024 zu einem
signifikanten Abfall des Anteils an MAP2-positiven Zellen (1,54 + 0,48 % der Zellen) im
Vergleich zur Kontrollreihe (5,60 + 0,25 % der Zellen; p = 0,00) und Behandlung mit IGF-1
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(12,43 £ 1,87 %; p=0,00). Hinsichtlich der astroglialen Differenzierung der fmNPCs,
konnten bei der Untersuchung des astroglialen Markers GFAP keinerlei signifikante Effekte,
weder von IGF-1 noch von AG 1024, festgestellt werden. Demnach waren nach dem
gewiinschten Differenzierungszeitraum von 7 d und Behandlung mit IGF-1 34,50 + 3,45 %
der Zellen GFAP-positiv verglichen mit 37,21 + 3,57 % GFAP-positiver Zellen unter
Kontrollbedingungen. Nach gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit IGF-1 und AG 1024
waren 33,25+ 3,80 % der Zellen GFAP-positiv, 34,29 + 3,47 % GFAP-positive Zellen
fanden sich nach alleiniger Behandlung mit AG 1024.

Beziiglich der oligodendroglialen Differenzierung konnte bei der Untersuchung des
oligodendroglialen Markers GalC nach Differenzierung der Zellen iiber 7 d einerseits kein
signifikanter Effekt von IGF-1 gefunden werden, andererseits fiihrte die Behandlung
mit AG 1024 zu signifikant weniger GalC-positiven Zellen (4,50 + 2,42 % der Zellen) im
Vergleich zur Kontrolle (14,34 + 2,42 % GalC-positive Zellen; p = 0,00) und Behandlung
mit IGF-1 (15,74 £2,07 % GalC-positive Zellen; p =0,00). Ein &hnlicher Effekt konnte
nach Behandlung der Zellen mit IGF-1 und AG 1024 festgestellt werden (5,96 + 1,61 %
GalC-positive Zellen; p = 0,00). Die Ergebnisse der Versuche mit GFAP, GalC und MAP2
sind in den Abbildungen 4.7 bis 4.9 dargestellt. Reprisentative immunfluoreszenz-
mikroskopische Bilder, welche den Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf das neuronale und
gliale Differenzierungsverhalten der fmNPCs nach Differenzierung iiber 7 d darstellen,

zeigen die Abbildungen 4.10 und 4.11.
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Abbildung 4.7: Neuronale Differenzierung der fmNPCs. Prozentualer Anteil
MAP2-positiver Zellen nach Differenzierung iiber 7 d in P4-8F (= Kontrolle), in P4-8F plus
50 ng/ml IGF-1, in P4-8F plus 25 uM AG 1024 oder in P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1 plus
25 uM AG 1024
Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei unabhéngige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert
der Kontrolle.

° Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert

der IGF-1-Versuchsreihe.
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Abbildung 4.8: Oligodendrogliale Differenzierung der fmNPCs. Prozentualer Anteil
GalC-positiver Zellen nach Differenzierung iiber 7 d in P4-8F (= Kontrolle), in P4-8F plus
50 ng/ml IGF-1, in P4-8F plus 25 uM AG 1024 oder in P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1 plus
25 uM AG 1024.

Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei unabhéngige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert
der Kontrolle.

° Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zum entsprechenden Mittelwert

der IGF-1-Versuchsreihe.
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Abbildung 4.9: Astrogliale Differenzierung der fmNPCs. Prozentualer Anteil
GFAP-positiver Zellen nach Differenzierung iiber 7 d in P4-8F (= Kontrolle), in P4-8F plus
50 ng/ml IGF-1, in P4-8F plus 25 uM AG 1024 oder in P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1 plus
25 uM AG 1024.

Mittelwerte mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei unabhéngige Versuche.
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Abbildung 4.10: Reprédsentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den

Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf die neuronale und astrogliale Differenzierung der
fmNPCs 7 d nach Beginn des Differenzierungsprozesses zeigen. Neuronale Zellen wurden
mit anti-MAP2 (griin), astrogliale Zellen mit anti-GFAP (rot) und die Zellkerne mit DAPI
(blau) markiert. Neuronale Zellen (MAP2-positiv) und astrogliale Zellen (GFAP-positiv)
nach Differenzierung iiber 7 d in a) P4-8F (= Kontrolle). b) P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1.
c) P4-8F plus 25 uM AG 1024. d) P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1 plus 25 uM AG 1024.
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Abbildung 4.11: Représentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den
Einfluss von IGF-1 und AG 1024 auf die oligodendrogliale und astrogliale Differenzierung
der fmNPCs 7 d nach Beginn des Differenzierungsprozesses zeigen. Oligodendrogliale
Zellen wurden mit anti-GalC (griin), astrogliale Zellen wurden mit anti-GFAP (rot) und die
Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. Oligodendrogliale Zellen (GalC-positiv) und astrogliale
Zellen (GFAP-positiv) nach Differenzierung iliber 7 d in a) P4-8F (= Kontrolle). b) P4-8F
plus 50 ng/ml IGF-1. ¢) P4-8F plus 25 uM AG 1024. d) P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1 plus
25 uM AG 1024.
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4.5 IGF-1 fordert die Expression des IGF-1-Rezeptors von fmNPCs der

Ratte wihrend deren Differenzierung

Um den Einfluss von IGF-1 auf die fmNPCs iiber eine Wirkung am IGF-1-Rezeptor
bestétigen zu konnen, wurden immunzytochemische Farbungen gegen den IGF-1-Rezeptor
mit einem IGF-1-Rezeptor-Antikorper durchgefiihrt. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden
im Kapitel 3.2.5.2.3 ausfiihrlich erldutert. Im Anschluss erfolgten die Dokumentation und
Auswertung immunfluoreszenzmikroskopischer Bilder.

Die Fiarbungen gegen den IGF-1-Rezeptor wurden nach Differenzierung der Zellen iiber
72 h und 7d in P4-8F, einerseits mit IGF-1-Behandlung, andererseits unbehandelt als
Kontrollreihe durchgefiihrt. Zusitzlich wurde die IGF-1-Rezeptor-Expression der Zellen
nach Expansion der Zellen iiber 72 h in EM-1 untersucht. Die Ergebnisse sind im Folgenden
tabellarisch dargestellt. Aufgefiihrt sind die ermittelten Werte fiir den prozentualen Anteil

IGF-1-Rezeptor-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl unter den entsprechenden

Versuchsbedingungen.
EM-1 P4-8F P4-8F plus IGF-1
72 h 0,35+0,12 10,07 + 4,26 44,40 + 14,30
7d - 1,71 + 1,61 37,54 £ 5,56

Tabelle 1: Ergebnisse der Versuche zum Einfluss von IGF-1 auf die Expression des

IGF-1-Rezetpor (Erlduterung siche Text).

Die Ergebnisse der Versuche zur Expression des IGF-1-Rezeptors sind auBerdem in
Abbildung 4.12 dargestellt. Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder,
welche den Einfluss von IGF-1 auf die IGF-1-Rezeptor-Expression von fmNPCs nach
Expansion/Differenzierung iiber 72 h und Differenzierung iiber 7 d darstellen, zeigen

Abbildung 4.13 und 4.14.
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Abbildung 4.12: IGF-1-Rezeptor-Expression von fmNPCs. Prozentualer Anteil
IGF-1-Rezeptor-positiver Zellen nach Expansion iiber 72 h in EM-1 sowie nach Differen-
zierung iiber 72 h und 7 d in P4-8F mit oder ohne Zugabe von 50 ng/ml IGF-1. Mittelwerte

mit Standardabweichung fiir jeweils mindestens drei unabhingige Versuche.

* Signifikanzniveau mit einem p-Wert<0,05 im Vergleich zum Mittelwert der
entsprechenden Versuchsreihe der Differenzierung in P4-8F.

Signifikanzniveau mit einem p-Wert<0,05 im Vergleich zum Mittelwert der

Versuchsreihe der Expansion in EM-1.
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Abbildung 4.13: Représentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den
Einfluss von IGF-1 auf die Expression des IGF-1-Rezeptors in fmNPCs zeigen. Zellen, die
den IGF-1-Rezeptor exprimieren wurden mit dem IGF-1-Rezeptor-Antikorper Ab-1161
(rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. IGF-1-Rezeptor-positive Zellen nach
a) Expansion iiber 72 h in EM-1. b) Differenzierung iiber 72 h in P4-8F. c) Differenzierung
tiber 72 h in P4-8F plus 50 ng/ml IGF-1.
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Abbildung 4.14: Représentative immunfluoreszenzmikroskopische Bilder, welche den

Einfluss von IGF-1 auf die Expression des IGF-1-Rezeptors in fmNPCs zeigen. Zellen, die
den IGF-1-Rezeptor exprimieren wurden mit dem IGF-1-Rezeptor-Antikorper Ab-1161
(rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. IGF-1-Rezeptor-positive Zellen nach
a) Differenzierung liber 7 d in P4-8F. b) Differenzierung iiber 7 d in P4-8F plus 50 ng/ml
IGF-1.
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4.6 IGF-1 inhibiert den PI3-Kinase-Signalweg und fordert die Aktivitit
von ERK1/2 in fmNPCs der Ratte

Zahlreiche Publikationen beschreiben antiapoptotische und protektive Effekte von IGF-1 auf
verschiedene Arten peripherer Zelltypen aber auch ausdifferenzierte neurale Zellarten sowie
auf ESCs und NSCs/NPCs (siehe Kapitel 1.1). Weiterhin legen viele Studien nahe, dass eine
mogliche Induktion des PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweges fiir diese IGF-1-Wirkungen
eine groB3e Rolle spielt, wobei einige Studien auch eine Beeinflussung des ERK-Signalweges
durch IGF-1 beschreiben (siche Kapitel 1.4). Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe
konnten fiir das hier verwendete Zellsystem der fmNPCs der Ratte die Bedeutung des
PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalwegs fiir deren astrogliale Differenzierung, sowie des
ERK-Signalwegs fiir deren dopaminerge Differenzierung aufzeigen (siche Kapitel 1.5).
Vor dem Hintergrund dieser Studienlage wurden zum besseren Verstindnis der zelluldren
Mechanismen, die zu den Verdnderungen des neuralen Differenzierungsverhaltens nach
Behandlung mit IGF-1 (siehe Kapitel 4.4) beitragen, ELISA-Experimente durchgefiihrt, um
verschiedene Signaltransduktionskaskaden zu beleuchten.

Zur Verifizierung der IGF-1-abhingigen Signalwege in der Frithphase der neuralen
Differenzierung von fmNPCs wurden die durch IGF-1 induzierte Phosphorylierung
(Aktivierung) folgender Kinasen und Transkriptionsfaktoren untersucht: PI3-Kinase, Akt,
NF-«B, ERK1/2, JNK und p38 MAP-Kinase. Dafiir wurde das ,,FACE*“-System verwendet,
das die Moglichkeit bietet, rasche Verdanderungen von Kinasen und Transkriptionsfaktoren
in den ersten Stunden einer Behandlung zu untersuchen. Ein besonderer Vorteil dieses
Verfahrens ist die Moglichkeit, die Untersuchung direkt an den behandelten und fixierten
Zellen, auf die jeweilige Zellzahl normiert, durchfiihren zu konnen. Betrachtet wurde der
Einfluss von 50 ng/ml IGF-1 im Vergleich zu einer (pharmakologisch) unbehandelten
Kontrolle zu den Zeitpunkten 0 h, 0,5 h, 1 h, 3 h und 6 h nach Behandlungsbeginn.

Unter dem Einfluss von IGF-1 zeigte sich eine signifikante Abnahme der Aktivitdt der
PI3-Kinase nach Oh (0,165+0,016; p=0,01), 3h (0,109 +0,046; p=0,00) und 6 h
(0,055+0,004; p=0,000 im Vergleich zur Kontrolle (0h:0,701+0,173;3 h:
0,505+ 0,077; 6 h: 0,565 + 0,077). Fiir Akt fand sich unter dem Einfluss von IGF-1 eine
signifikante Abnahme der Aktivitdt nach 1 h (0,538 +£0,177; p=0,03) und nach 6 h
(0,686 +0,179; p=0,00) im Vergleich zur Kontrolle (1h: 1,063 +0,156, 6h:
1,603 + 0,102). Fiir die Aktivitit des Transkriptionsfaktor NF-kB zeigte sich lediglich nach
0,5 h eine signifikante Inhibition unter Einfluss von IGF-1 (0,516 +0,047; p=0,03) im
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Vergleich zur Kontrolle (1,206 + 0,301). Fiir die MAP-Kinase p38 konnte unter dem
Einfluss von IGF-1 tendenziell eine Inhibierung beobachtet werden, mit einem signifikanten
Wert nach 3 h (0,564 + 0,079; p = 0,01) im Vergleich zur Kontrolle (1,190 &+ 0,199). Auf die
Aktivitdt der MAP-Kinase JNK konnte unter dem Einfluss von IGF-1 im Vergleich zur
Kontrolle kein signifikanter Effekt festgestellt werden. Im Gegensatz dazu fand sich unter
dem Einfluss von IGF-1 eine signifikante Zunahme der ERK1/2-Aktivitdt nach 1h
(0,758 £ 0,153; p=0,00),3 h (0,678 £ 0,214; p =0,02) und 6 h (0,401 £ 0,022; p = 0,00) im
Vergleich zur Kontrolle (1 h: 0,193 + 0,050; 3 h: 0,090 = 0,011; 6 h: 0,114 = 0,032). Die
Ergebnisse der ELISA-Experimente sind in den Abbildungen 4.15 bis 4.20 graphisch
dargestellt (* Signifikanzniveau mit einem p-Wert < 0,05; Anmerkung: Zur besseren
Darstellung wurden die 0 h-Werte der Versuchsreihen mit IGF-1 an die 0 h-Werte der

entsprechenden Kontrollreihen angepasst).
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Abbildung 4.15: ELISA der PI3-Kinase
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Abbildung 4.16: ELISA der Akt-Kinase
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Abbildung 4.17: ELISA des Transkriptionsfaktor NF-xB
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Abbildung 4.18: ELISA der MAP-Kinase p38
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Abbildung 4.19: ELISA der MAP-Kinase JNK
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Abbildung 4.20: ELISA der ERK1/2
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5 Diskussion

5.1 Strategien zur Zellersatztherapie des idiopathischen

Parkinson-Syndroms

Der Forschungskomplex um die Entwicklung von Zellersatztherapien fiir neurodegenerative
Erkrankungen bildet den Hintergrund der vorliegenden Arbeit. In der Tradition der eigenen
Arbeitsgruppe steht das IPS exemplarisch im Vordergrund. Ziel war es, das Stammzell-
verhalten der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen besser zu verstehen.

Damit soll ein Beitrag zur Optimierung experimenteller Versuchsanordnungen zur
Zellersatztherapie verschiedener Zellsysteme geleistet und in diesem Zusammenhang die
Entwicklung kurativer Therapieansidtze neurodegenerativer Erkrankungen weiter voran-
getrieben werden.

Neben der Frage nach der Wahl eines geeigneten Ausgangs-Zellsystems fiir die Gewinnung
neuraler Zellen fiir entsprechende Transplantationsversuche werden im Folgenden auch die
Moglichkeiten von IGF-1 als neuronalem Proliferations- und Differenzierungsfaktor und
somit dessen Potential als neurotropher (Co-) Faktor fiir die Optimierung verschiedenster

experimenteller Ansdtze der Zellersatztherapie neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert.

Die Pathogenese des IPS wurde bereits in der Einleitung geschildert, ebenso die daraus
resultierenden  derzeitigen therapeutischen Optionen, welche vornehmlich die
Pharmakotherapie sowie supportive Begleitmalnahmen umfassen und lediglich eine
Symptomreduktion bewirken (siehe Kapitel 1.1). Vor diesem Hintergrund und mit
weiterwachsendem Verstidndnis der pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung
eroffnete sich die Frage nach biologisch relevanteren Therapieoptionen, auch mit Ausblick
auf potentiell kurative und krankheitsmodifizierende Verfahren. Naheliegend erscheint
dabei das Konzept, entsprechend der Pathophysiologie des IPS untergegangene
Nervenzellpopulationen zu ersetzen, neuronale Regelkreise zu reparieren oder die
Uberlebensfihigkeit dopaminerger Neurone zu steigern, um die funktionale Integritit des
nigro-striatalen Regelkreises wiederherzustellen.

Bereits in den 1980er Jahren hatte sich die Zellersatztherapie als mdgliche Therapieoption
herauskristallisiert. Erste Studien nutzten autologe Transplantate aus Gewebe des
Nebennierenmarks [154] oder xenonologes Material aus dem ventralen Mesenzephalon des

Schweins [155]. Die erfolgreichsten Arbeitsgruppen verwendeten Gewebe aus dem
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humanen fetalen ventralen Mesenzephalon und konnten in préklinischen Studien mit Nagern
zeigen, dass dopaminerge Neurone aus dem mesenzephalen Gewebe nach Transplantation
nicht nur iiberleben und das Striatum reinnervieren konnten, sondern dariiber hinaus zu einer
klinischen Verbesserung im Parkinson-Tiermodell fiihrten [156].

Vor diesem Hintergrund starteten in den spdten 1980er Jahren in Mexiko und Schweden
klinische Studien mit der Transplantation von humanem fetalen Gewebe aus dem ventralen
Mesenzephalon in das Striatum von Patienten mit fortgeschrittenem IPS [157,158]. Bis heute
erhielten geschitzt 400 [159] Parkinson-Patienten erfolgreich intrastriatale Implantate mit
konsekutivem Nachweis einer klinischen Verbesserung, welche fiir manche Patienten sogar
das Absetzen der Medikation mit L-Dopa erlaubte.

Auch neuere Studien, die das klinische Langzeit-Outcome nach Transplantation
untersuchten, bestitigten diese Ergebnisse [160] und konnten zudem in histopathologischen
Untersuchungen eine Reinnervation des Striatum durch die implantierten Neurone
nachweisen [161,162]. In Korrelation zum klinischen Outcome konnte das Uberleben sowie
die funktionale Integration der Implantate durch postoperative PET-Scans, welche einen
massiv gesteigerten 18 Fluorodopa Tracer Uptake zeigten, sowie durch post-mortem
Untersuchungen an transplantierten Patienten bestitigt werden [162-168].

Jedoch stellten spitere placebokontrollierte und doppelt verblindete Studien die bisherigen
teilweise positiven Ergebnisse der Open-Label-Studien in Frage und warfen signifikante
Zweifel am libergeordneten Ziel der Etablierung einer Zellersatztherapie des IPS auf. Diese
Studien konnten einerseits keine signifikante klinische Verbesserung aufzeigen, vielmehr
entwickelten eine erhebliche Anzahl transplantierter Patienten das Phidnomen
transplantatinduzierter schwerer Dyskinesien [169,170]. Unter anderem wurde dafiir eine
Verunreinigung der Transplantate mit serotonergen Zellen verantwortlich gemacht [171].
Abgesehen von diesen teilweise erniichternden klinischen Erfolgen wurden vor allem auch
erhebliche ethische und logistische Bedenken beziiglich der Bereitstellung von humanem
fetalem Gewebe diskutiert. Nichtsdestotrotz konnte anhand zahlreicher Studienergebnisse
im Sinne eines Proof-of-Principle gezeigt werden, dass transplantierte dopaminerge
neuronale Zellen, welche aus humanem fetalen Gewebe des ventralen Mesenzephalon
gewonnen wurden, im Empfanger-Gehirn tiberleben, das Striatum reinnervieren sowie zu

einem lange anhaltenden klinischen Benefit fiihren konnen [50].

Die aktuelle Forschung beschiftigt sich damit, dies zuverldssig und konsequent durch

standardisierte Verfahren im Rahmen von klinischen Studien zu realisieren (TRANSEURO
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Open-Label Transplant Study in Parkinson's Disease [TRANSEUROY]; ClinicalTrials.gov
Identifier: NCTO01898390) [172]. Weitere offene Fragen beziehen sich in diesem
Zusammenhang z. B. auf die Auswahl geeigneter Patientenkollektive, die Optimierung der
Gewebepriparation/-implantation, und Immunsuppression, sowie grundlegend auf
optimierte Studiendesigns [173].

AuBerdem wurde, im Hinblick auf die vorab diskutierten Problemstellungen beziiglich der
Nutzung von Gewebe aus dem humanen fetalen ventralen Mesenzephalon, die Frage nach

einer alternativen Quelle fiir dopaminerge Neurone aufgeworfen.

Aufgrund dieses Forschungsbedarfs kam es im Jahr 2014 zu einer weltweiten Vereinigung
von Forschergruppen (GForce-PD), die sich mit der Entwicklung und Koordinierung
stammzellbasierter Therapien des IPS beschaftigen [174] und klinische Studien initiierten,
die entweder humane ESCs (EUROPEAN STEM-PD [175] und NYSTEM-PD [176]) oder
induzierte pluripotente Stammzellen (,,induced pluripotent stem cells* [iPSCs]) (CiRA und
Summit for PD [177]) als initiale Zellquelle fiir die Gewinnung dopaminerger neuronaler

Zellen verwenden.

Nachfolgend werden verschiedene Stammzelltypen im Hinblick auf ihre Eignung als Quelle

fiir dopaminerge neuronale Zellen anhand zahlreicher Studiendaten vergleichend diskutiert.

e Embryonale Stammzellen (ESCs):

Zahlreiche Studien widmeten ihr Interesse ESCs. Diese haben aufgrund ihrer Pluripotenz
die Fahigkeit, sich in alle Zellen des ZNS zu differenzieren, des Weiteren stellen ESCs eine
potentiell unerschopfliche Quelle fiir humane dopaminerge Neurone dar, eine angemessene
Auswahl neuraler Vorlduferzellen und entsprechende Techniken der Kultivierung
vorausgesetzt [178].

Im Jahr 2006 konnte erstmals gezeigt werden, dass dopaminerge Neurone die aus humanen
ESCs gewonnen wurden nach intrastriataler Implantation ins Parkinson-Rattenmodell
iiberlebten und zu klinischen Verbesserungen fiihrten [179]. Altere Studien belegten dies
bereits fiir dopaminerge Neurone die aus ESCs der Ratte [180] oder Primaten [181]
gewonnen wurden. 2011 wurde erstmalig eine Methode zur Produktion humaner neuraler
Progenitoren aus ESCs in hoher Qualitdit und Reinheit entwickelt, welche
Neuron-spezifische Marker prisentierten und sich spontan in verschiedene neuronale

Subpopulationen differenzieren konnten [182].
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Eine andere Arbeitsgruppe um Kirkeby et al. konnte 2012 eine Methode entwickeln, um aus
humanen ESCs neurale Progenitoren und Neurone zu generieren [183]. Zehn Tage nach
Beginn ihrer Differenzierung wurden diese in das Striatum adulter Ratten transplantiert, wo
sie neuronenreiche und tumorfreie Gewebe ausbildeten, mit Charakteristika regionaler
Spezifitit. So konnten auch Zellen generiert werden, die nach der Transplantation ein
Gewebe mit einem hohen Anteil an dopaminergen Neuronen aufwiesen, welche hinsichtlich
threr Morphologie, axonalem Projektionsmuster und Protein-Expression identisch waren mit
Zellen aus transplantiertem fetalem Gewebe aus dem ventralen Mesenzephalon.

Weiterhin konnten auch Kirkeby et al. zeigen, dass diese dopaminergen Zellen nach
Transplantation im Parkinson-Tiermodell zu einer Verbesserung motorischer Defizite
fiihrten. Ahnliche Ergebnisse bzgl. dopaminerger Neurone, welche aus humanen ESCs
gewonnen wurden konnten Kriks et al. zeigen [184]. Dariiber hinaus initiierten Forscher-
gruppen der oben erwédhnten GForce-PD klinische Studien zur Zellersatztherapie des IPS,
basierend auf humanen ESCs [175,176].

Neben diesen vielversprechenden Ergebnissen wurden jedoch auch Bedenken beziiglich der
Verwendung von ESCs gedullert, welche sich unter anderem auf die Gefahr der
Tumorbildung beziehen [179,185]. Diese ergibt sich daraus, dass in der Kultivierung und
Prozessierung von ESCs auch undifferenzierte Zellen persistieren, welche sich maligne
transformieren konnen oder genetisch instabil sind [186,187]. Aulerdem sehen manche
Autoren die Gefahr der Immuninkompatibilitit allogener humaner ESCs — bzw. deren
Abkommlingen — mit daraus resultierender Moglichkeit einer Abstoungsreaktion nach

Implantation in das Empfanger-Gehirn [188].

e Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs)

Eine interessante Entwicklung fiir die regenerative Medizin war die Gewinnung sogenannter
1PSCs, welche aus korpereigenen adulten somatischen Zellen (z. B. Fibroblasten, adulten
Neuronen) durch genetische Manipulation (z. B. retroviraler Transfer von Transkriptions-
faktoren) hergestellt werden kdnnen [189,190].

Im Jahr 2006 konnten Takahashi et al. zeigen, dass iPSCs aus embryonalen und adulten
Fibroblasten der Ratte durch retrovirales Einfligen von Transkriptionsfaktoren (OSKM:
Oct 3/4, Sox2, KLf4 und c-Myc) generiert werden konnen [191]. In der Folge waren mehrere
Arbeitsgruppen erfolgreich in der Bereitstellung von iPSCs aus verschiedenen humanen
Somazellen [192,193]. Ein wesentlicher Vorteil gegeniiber ESCs besteht darin, dass die aus

1PSCs gewonnenen Zellpopulationen autologes Material darstellen und somit deren
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Transplantation keine Immunsuppression erfordert und dariiber hinaus potenziell unbegrenzt
und individualisiert zur Verfiigung stehen, womit die mit ESCs in Verbindung stehenden
ethischen Vorbehalte umgangen werden konnten [194-196]. Jedoch birgt auch die Nutzung
von 1PSCs als Quelle fiir z. B. dopaminerge Neurone die Gefahr der Tumorentwicklung.
Vierbuchen et al. gelangen 2010 [194] die direkte Transformation von adulten Fibroblasten
aus der Maus in adulte Neurone ohne die Zwischenstufe der iPSCs. So konnte das Risiko
der Entstehung entarteter Zellen weitgehend umgangen werden. Pang et al. konnten dhnliche
Ergebnisse zeigen [195]. Caiazzo et al. zeigten, wie mit Hilfe von wenigen Transkriptions-
faktoren (Mashl, Nurrl, Lmxla) aus humanen Fibroblasten und Fibroblasten der Maus
direkt dopaminerge Neurone generiert werden kdnnen [197].

Des Weiteren ergeben sich Bedenken bzgl. der Modifikation des Genoms von Zellen des
Empfingers durch Integration von z. B. Onkogenen wie c-Myc und Klf4 des viralen
Vektors. Deshalb wurden neue Methoden der Reprogrammierung, wie z. B. eine Reduktion
der Anzahl zu integrierender onkogener Transkriptionsfaktoren [198] oder die Verwendung
von sich nicht-integrierenden Viren als Vektoren erortert [199,200]. Dariiber hinaus
beschiftigten sich mehrere Studien mit nicht-viralen Vektoren wie z. B. ,,expressing
plasmids® [201], ,,episomal vectors* [202], ,,synthetic modified RNAs* [203], ,,minicircle
vectors” [204], ,,protein® [205] oder ,,small molecules* [206].

Analog zu den ESCs ist es also moglich, aus iPSCs und somatischen Zellen dopaminerge
Neurone zu differenzieren. Diese wurden mit teilweise guten Ergebnissen nach
Transplantation im Nager-Parkinsonmodell angewandt [207-209]. Sundberg et al. verdffent-
lichten 2013 eine Studie, welche die erfolgreiche autologe Transplantation von neuralen
Abkommlingen von iPSCs aus Primaten in das Striatum beschreibt, wobei die
transplantierten Zellen noch nach einem Jahr ohne Immunsuppression iiberlebten [210].
Hallet et al. berichteten 2015 {iber die autologe striatale Implantation von aus iPSCs
generierten dopaminergen Neuronen in das Primaten-Parkinsonmodell. Es zeigte sich, dass
die transplantierten Zellen in groBler Anzahl auch nach zwei Jahren iiberlebten, sich
morphologisch und funktionell integrierten sowie klinisch objektivierbar motorische
Funktionen verbesserten [211].

Um die bereits oben aufgefiihrten Bedenken bzgl. der Verwendung viraler Vektoren in der
Reprogrammierung somatischer Zellen in iPSCs zu entkréften, zeigen neuere Studien, dass
sowohl humane als auch murine Protein-basierte iPSCs (piPSCs) effizient dopaminerge

Neurone generieren konnen [212]. Im Ratten-Parkinsonmodell zeigen diese aus piPSCs
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differenzierten dopaminergen Neurone eine signifikante Verbesserung motorischer Defizite
[212,213].

Andererseits berichten Studien {iber das Auftreten von de novo Mutationen wéhrend der
Reprogrammierung somatischer Zellen und der spateren Kultivierung von iPSCs trotz der
Verwendung von nicht-viralen Vektoren [214]. AuBerdem scheint die Effizienz der
nicht-viralen Reprogrammierung noch deutlich unter derjenigen mit viralen Vektoren zu
liegen, weshalb diese nach wie vor die erfolgreichste Methode der Reprogrammierung von
somatischen Zellen mit all den damit verbundenen Problemstellungen darstellt [215].
Dariiber hinaus beklagen einige Arbeiten, dass dopaminerge Neurone, welche aus humanen
iPSCs generiert und ins Striatum von Nagern transplantiert wurden, kein ausreichend
ausgebildetes axonales Wachstum aufweisen, welches jedoch gerade fiir die Effektivitét in
der klinischen Anwendung gefordert wird [208,210,213,216-218].

Nichtsdestotrotz lassen neuere Forschungen diverser Arbeitsgruppen auf positive Schritte
hoffen, indem z. B. die Methoden der Prozessierung von dopaminergen Neuronen weiter
verbessert [219,220] und dariiber hinaus klinische Transplantationsstudien basierend auf
dem Gebrauch, aus hiPSCs generierter, mesenzephaler dopaminerger Neurone initiiert
wurden [177]. Im Oktober 2018 wurde in Japan zum ersten Mal weltweit ein Parkinson-

patient mit reprogrammierten Stammzellen behandelt [221].

e Mesenchymale Stammzellen (MSCs):

MSCs sind multipotente Stammzellen, welche vornehmlich aus dem Knochenmark stammen
[222], jedoch auch im Fettgewebe [223], der Nabelschnur [224], der Dermis [225] und im
peripheren Blut [226] auftreten und sich in vivo in Osteozyten, Chondrozyten und
Adipozyten [227] differenzieren. Dariiber hinaus zeigen MSCs das Potential sich in
nicht-mesenchymale Zelllinien zu differenzieren [228], insbesondere auch in Neurone unter
Einfluss von EGF und bFGF [226].

Viele Studien haben gezeigt, dass sich unter verschiedenen experimentellen
Differenzierungsprotokollen aus MSCs dopaminerge Neurone gewinnen lassen [229-233],
welche nach Transplantation ins Parkinson-Tiermodell teilweise gute Ergebnisse zeigen
[234-237]. Dabei fand man, dass transplantierte MSCs verschiedene Wachstumsfaktoren
sowie Proteine der extrazelluldren Matrix produzieren und sekretieren, welche neurale
Regenerationsprozesse unterstiitzen und somit ausschlaggebend sein kdnnten fiir thera-

peutische Effekte in verschiedenen Parkinson-Tiermodellen [238,239].
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Dariiber hinaus zeigten transplantierte MSCs immunmodulierende Effekte (z. B. durch
Unterdriickung der Graft-versus-Host-Reaktion [240,241], sowie stimulierende Effekte auf
Proliferation, Migration und Differenzierung endogener NSCs [242-244]. Somit stellen
MSC:s eine vielversprechende Zellquelle fiir die Weiterentwicklung von Zellersatztherapien
bereit. Vorteile gegeniiber anderen Stammzelltypen wie ESCs ergeben sich z. B. aus der
besseren und ethisch unbedenklicheren Verfligbarkeit durch minimalinvasive Gewinnung

aus autologem Gewebe [233].

e Neurale Stamm-/Progenitor-/Precursorzellen (NSCs/NPCs):

NSCs und NPCs wurden als vielversprechende alternative Quelle fiir Zellersatztherapien mit
Einsatz im ZNS diskutiert [245] und deren potentielle Vorteile gegeniiber ESCs als Startzell-
system fiir die Generierung transplantationsfahiger Zellen erdrtert [246]. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden NPCs untersucht, deshalb soll nun detaillierter auf diesen
Zelltyp eingegangen werden.

Als Abkommlinge des neuroektodermalen Gewebes sind NSCs in der Lage sich in alle
Zelltypen des ZNS, d. h. in Neurone, Astroglia und Oligodendroglia zu differenzieren, wobei
sie verschiedene proliferative Stadien durchlaufen [53,54,65]. Im Vergleich zu pluripotenten
ESCs sind NSCs somit multipotent und in ihrer Differenzierungsfahigkeit festgelegter.
Deshalb wurde NSCs einerseits ein geringeres Risiko fiir die Tumorbildung nach deren
Transplantation zugesprochen, anderseits bieten sie eine potenziell hohere Sicherheit und
Qualitdt in der Differenzierung und Funktionalitéit der gewiinschten neuralen Zielzelle [246].
NSCs lassen sich aus dem fotalen Gehirn extrahieren [53-55] oder konnen u. a. aus ESCs
gewonnen werden [53,56-59]. Weiterhin besteht die Moglichkeit, NSCs aus verschiedenen
Bereichen des adulten Gehirns zu gewinnen. Bekannt ist, dass sich NSCs aus der SVZ in der
lateralen Wand des Seitenventrikels sowie aus dem Gyrus dentatus des Hippocampus, aber
auch aus einigen nicht-neurogenen Regionen isolieren lassen [53,54,60-64].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten neuralen Zellen wurden aus dem fotalen
Mittelhirn der Ratte (ED 14.5) isoliert und anschlieend in Kultur gebracht (siehe Kapitel
3.2.1 bis 3.2.3). Durch zahlreiche Vorarbeiten, unter anderem der eigenen Arbeitsgruppe,
mit dem hier verwendeten Zellkultursystem und den angewandten experimentellen
Methoden (Priparation des prinatalen Mesenzephalon der Ratte, Kultivierung von fmNPC
der Ratte, Immunzytochemie, ELISAs), sind die Arbeitsschritte ausgehend von der
Extraktion der Zellen bis zu deren Kultivierung und Bearbeitung in den jeweiligen

Versuchsanordnungen ausreichend etabliert und validiert [28,29,147,150,247-249].
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Dabei erscheint die Definition bzw. Nomenklatur der verwendeten Zellen zunichst unein-
heitlich. In Anlehnung an die grundlegenden Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe
werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen beschrieben als neurale
Precursorzellen (NPCs) und wie nachfolgend ndher charakterisiert. Sie werden definiert
als ein Subtyp von neuralen Vorlduferzellen (Progenitorzellen), welche noch in der Lage
sind, sich selbst zu erneuern sowie alle Hauptzelltypen neuralen Gewebes zu bilden, also
Astroglia, Oligodendroglia und Neurone [28,250]. Im Vergleich zu NSCs unterliegen sie
jedoch einer regionenspezifischen Determination hinsichtlich ihrer neuronalen Sub-

spezifikation [66,148].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen werden folglich als fetale mesenzephale
neurale Precursorzellen (fmNPCs) bezeichnet. Diese wachsen in charakteristischen
multizelluldren Aggregaten (,,Neurosphdren*) oder als adhdrente Kultur (siche Kapitel 1.1).
Durch Entzug von Mitogenen wie EGF und FGF kann jederzeit eine spontane Differen-
zierung ausgeldst werden. Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe berichten iiber eine
spontane Differenzierung von fmNPCs der Ratte zu 37 + 7 % in Astrozyten und zu kleineren
Anteilen in Oligodenrozyten (13 +1 %) und Neurone (23 =1 %) [28]. Damit erfiillen
fmNPCs das Kriterium der Multipotenz, sind aber in ihrer neuronalen Differenzierungs-
kapazitit regionenspezifisch determiniert.

Dartiber hinaus ist die Differenzierung von fmNPCs in spezifische Neurone oder Gliazellen
abhingig vom Entwicklungsstand sowie den entsprechenden Differenzierungsprotokollen in
vitro [66,149,250,251]. Meint man hingegen mit NPCs neurale Vorlduferzellen
(Progenitorzellen), sind diese per definitionem hinsichtlich ihrer Differenzierung in Neurone
oder Gliazellen determiniert: Neuronale Progenitorzellen differenzieren sich ausschlieBlich
in Neurone, gliale Progenitorzellen ausschlieBlich in Gliazellen (siehe auch Abbildung 1.1
im Kapitel 1.2). Es wurde gezeigt, dass sich die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
fmNPCs aus dem Mittelhirn der Ratte auch in funktionale dopaminerge Neurone
differenzieren konnen [66,147,148,150,252]. NPCs, welche aus anderen Hirnregionen
isoliert wurden, waren hingegen nicht in der Lage, sich in den dopaminergen Phinotyp zu
differenzieren [66,148,149]. FmNPCs scheinen also zumindest teilweise auf den
dopaminergen Phinotyp hin angelegt zu sein, weshalb man sie auch als prddopaminerge
mesenzephale NPCs (mdNPCs) bezeichnen konnte.

Als klassischen Marker fiir Precursorzellen/Vorlduferzellen des ZNS exprimieren fmNPCs

Nestin [253], jedoch keine Marker fiir adulte und dopaminerge Neurone wie z. B. Nurrl, TH
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und DAT [66,147,247,248,254]. Ling et al. und andere Arbeitsgruppen zeigten, dass IL-18
der Schliisselfaktor fiir die Induktion des dopaminergen Phénotyps in Nurrl-negativen
fmNPCs in vitro ist [66,147-149]. So ausdifferenzierte dopaminerge Zellen zeigen alle
morphologischen und funktionellen Kennzeichen reifer dopaminerger Neurone wie z. B.

Dopamin-Produktion und -Ausschiittung [150].

Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe charakterisierten die durch IL-1B-Behandlung in
den mNPCs ausgelosten Ereignisse auf zelluldrer Ebene. Dabei zeigte sich, dass IL-1f eine
rasche Induktion der mRNA-Expression von dopaminergen Transkriptionsfaktoren wie
Nurrl und Pitx3 sowie einen anschlieBenden Anstieg des TH-Proteins in vitro ausldste.
Interessanterweise fiihrte IL-1 nicht, wie erwartet, zu einer Aktivierung des NF-kB-Signal-
weges, sondern zu einer raschen Phosphorylierung der ERK1/2- und p38 MAP-Kinase.
Passend dazu konnte die vorliegende Arbeit auch fiir die IGF-1-vermittelte neurale
Differenzierung von fmNPCs den ERK-Signalweg als einen entscheidenden zelluldren
Signaltransduktionsweg aufzeigen (sieche Kapitel 5.4). Weiterhin konnten Vorarbeiten aus
der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass die astrogliale Differenzierung von mNPCs iiber den
PI3-Kinase/Akt-Signalweg und den Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt wird und mit
spezifischen Inhibitoren blockiert werden kann [28].

Weitere Studien reihen sich in diese Ergebnisse ein und berichten iiber die erfolgreiche
Gewinnung von dopaminergen Neuronen durch Differenzierung von (u. a. humanen) NSCs
anhand verschiedener Protokolle unter Verwendung von Kombinationen von neurotrophen
Faktoren (z. B. IL-1, IL-11, LIF, GDNF) oder Faktoren der genetischen Modifikation (z. B.
Nurrl, SHH, Bcl-XL, Pitx3) [255-263]. Dariiber hinaus wurden diese aus NSCs und NPCs
differenzierten dopaminergen Neurone in Transplantationsversuchen mit Parkinson-Tier-
modellen erprobt mit dem Ergebnis funktioneller Verbesserung motorischer Symptome
[260,261,264-268].

Bereits vor einigen Jahren wurden am Menschen Proof-of-Principle Studien zur Trans-
plantation von NSCs/NPCs bei IPS durchgefiihrt [48,49]. Anhand eines Fallberichtes konnte
die Arbeitsgruppe um Levesque et al. zeigen, wie aus patienteneigenem Hirngewebe adulte
NSCs gewonnen wurden, um diese in vitro in dopaminerge Neurone zu differenzieren. Als
Bestandeteil einer autologen Zellsuspension wurden diese dann in das (linke) Putamen des
Patienten transplantiert. Klinisch konnte eine langanhaltende Besserung motorischer

Parameter dokumentiert werden [269]. Mittlerweile wurden, unabhingig von den
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Forschergruppen der GForce-PD (siehe oben), auch klinische Transplantationsstudien mit
NPCs an Parkinsonpatienten begonnen (NCT03309514/NCT01329926) [270].

Diesen positiven Ergebnissen, welche das Potential von NSCs und NPCs fiir deren Nutzung
als Zellquelle fiir Zellersatztherapien neurodegenerativer Erkrankungen nahelegen, stehen
trotzdem wesentliche Bedenken und Hindernisse gegeniiber. Insbesondere die Bereitstellung
von humanem Hirngewebe fiir die Gewinnung einer ausreichenden Zahl neuronaler
Progenitoren, welche flir den nachhaltigen klinischen Gebrauch erforderlich wére, ist mit
ethischen und moralischen Vorbehalten konfrontiert und scheint somit praktisch kaum
realisierbar zu sein. Abgesehen davon lassen sich NSCs alternativ aus ESCs differenzieren.
Nistor et al. beschreiben eine Methode um humane neuronale Progenitoren in ausreichender
Quantitdt und Reinheit aus ESCs zu gewinnen [182]. Nichtsdestotrotz ergeben sich in der
Gewinnung von NSCs und NPCs aus ESCs ebenfalls die bereits oben aufgefiihrten
praktischen und ethischen Probleme in der Nutzung von ESCs. Neuere Studien hingegen
zeigen, dass NSCs auch direkt durch Reprogrammierung humaner oder muriner Fibroblasten
bereitgestellt werden konnen, u. a. auch mit nicht-viralen Vektoren [271-274]. Solche
induzierten (1)NSCs zeigten darliber hinaus therapeutisches Potenzial im Parkinson-Tier-

modell [275].

Westerlund et al. zeigten, dass sich humane adulte NSCs aus der SVZ endoskopisch
gewinnen und nach Expansion in vitro in neuronale und gliale Progenitoren differenzieren
lassen [276]. Damit konnten diese endoskopisch gewonnenen adulten neuralen Stamm-
zellen, da besser verfligbar, perspektivisch eine klinisch anwendbare Quelle autologer NSCs
fiir Transplantationszwecke darstellen. Zahlreiche Arbeitsgruppen transplantierten adulte
NSCs aus der SVZ in das Striatum von Nagern, wobei die Mehrzahl der Studien hinsichtlich
der Endpunkte Differenzierung — die Zellen differenzierten sich vornehmlich in Glia und
nicht wie erwiinscht in Neurone — und Uberleben sowie Migration der transplantierten
Neurone nur unzureichende Ergebnisse zeigten [277-282]. Zhang et al. berichteten hingegen
iiber den Erhalt eines hohen Anteils neuraler Vorlduferzellen nach Kultivierung von
SVZ-Stammzellen, des Weiteren liberlebte die Mehrzahl der Zellen nach einem Monat nach
Transplantation und wies einen neuronalen Phinotyp auf [283]. AuBerdem konnten
Meissner et al. [279] und Richardson et al. [280] trotz spérlicher Differenzierung und
Uberleben eine funktionelle Verbesserung im Parkinson-Rattenmodell nach Transplantation

von SVZ-Stammzellen zeigen.
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Wie bereits oben aufgefiihrt konnen aus ESCs und iPSCs durch die entsprechenden
Differenzierungsprotokolle mit geeigneten Wachstumsfaktoren dopaminerge Zellen
generiert werden [284,285]; klinische Studien zur stammzellbasierten Therapie des IPS, die
diesen Ansatz verfolgen, wurden mittlerweile initiiert [177]. Ahnliche Protokolle fiihrten in
der Differenzierung kultivierter adulter neuraler Stammzellen aus der SVZ zwar zu einer
besseren Ausbeute neuraler Progenitoren, jedoch konnten diese nicht in Richtung einer
dopaminergen Zelllinie differenziert werden [286].

Interessanterweise konnten Deleidi et al. zeigen, dass sich SVZ-Progenitoren in
dopaminerge Neurone differenzieren, nachdem sie durch eine Oct4-Uberexpression in
pluripotente Stammzellen konvertiert wurden [286]. Oct4 ist ein Transkriptionsfaktor mit
zentraler Bedeutung fiir die Pluripotenz und das Differenzierungsverhalten von Stammzellen
und damit in der Lage, adulte NSCs in pluripotente Stammzellen umzuprogrammieren
[287,288]. Die Transplantation dieser reprogrammierten dopaminergen Neurone im
Parkinson-Rattenmodell fiihrte zudem zu einer funktionalen Verbesserung [286].

Eine alternative Moglichkeit zur Steigerung der Gewinnung dopaminerger Neurone ist die
genetische Modifikation der Ausgangszellen durch Uberexpression von Transkriptions-
faktoren, welche fiir die Spezifizierung des dopaminergen Phénotyps wihrend der normalen
Entwicklung verantwortlich sind. Diese Methode der Reprogrammierung von Zellen wurde
bereits im Zusammenhang mit den iPSCs und den damit verbundenen Bedenken bzgl. der
Sicherheit der Verfahren erldutert. Shim et al. zeigten erfolgreich, wie aus adulten neuralen
Stammzellen der SVZ durch die Uberexpression des Transkriptionsfaktors Nurrl
funktionale dopaminerge Neurone generiert werden konnen, welche auch im

Parkinson-Rattenmodell zur Symptomverbesserung fiihrten [289].

Vor dem Hintergrund der vorab aufgefiihrten Studienlage zur Entwicklung von Strategien
zur Zellersatztherapie neurodegenerativer Erkrankungen charakterisiert die vorliegende
Arbeit IGF-1 als neurotrophen Faktor in seiner Wirkung auf das hier ausgewéhlte Zellsystem
der fmNPCs. Dies mit Fokus auf die Uberlebensfihigkeit, die Proliferation und das Differen-
zierungsverhalten der Zellen.

Im Hinblick auf die Fortentwicklung zellbasierter Therapieverfahren des IPS richtet sich das
Interesse der vorliegenden Arbeit nicht zuletzt auf die Moglichkeit der Gewinnung
funktionaler und integrierbarer dopaminerger Neurone bzw. deren Vorlduferzellen.
Interessant sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse der durch IGF-1 aktivierten

molekularen Signaltransduktionswege, die zu einer Priferenz der Differenzierung von
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fmNPCs in adulte Neurone fithren und an die Ergebnisse von Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe hinsichtlich der dopaminergen Differenzierung von fmNPCs ankniipfen.

Im Folgenden werden die spezifischen Ergebnisse der bearbeiteten Fragestellungen im
Einzelnen und vor dem Hintergrund der iibergeordneten Zielsetzung, der Vorarbeiten aus

der eigenen Arbeitsgruppe, sowie weiteren ausgewéhlten Studien diskutiert.

5.2 1IGF-1 und Neurosurvival

Die erste Fragestellung der vorliegenden Arbeit beschéftigte sich mit dem Einfluss von
IGF-1 auf die Uberlebensfihigkeit der untersuchten fnNPCs wihrend deren Expansion und
Differenzierung {iber definierte Zeitrdume. Die experimentellen Bedingungen und
Prozeduren wurden in den Kapiteln 3.2.3 bis 3.2.5 detailliert erldutert und sind durch

Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe hinreichend etabliert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IGF-1 die Uberlebensrate der fnNPCs nach
24 h und 72 h der Expansion und Differenzierung signifikant erhoht im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollreihen ohne Behandlung mit IGF-1. Bei gleichzeitiger Behandlung
der Zellen mit IGF-1 und AG 1024 konnte der iiberlebenssteigernde Effekt von IGF-1 jedoch
lediglich wihrend der Differenzierung der fmNPCs blockiert werden. Hingegen konnte
AG 1024 den iiberlebenssteigernden Effekt von IGF-1 auf die fmNPCs unter Expansions-
bedingungen nicht signifikant beeinflussen (siche Kapitel 4.1 und 4.2).

Dieses Ergebnis ldsst zundchst, neben einem signifikanten iiberlebenssteigernden Effekt
wihrend der Expansion und Differenzierung der fmNPCs, dennoch eine herausragende
Bedeutung von IGF-1 fiir den Differenzierungsprozess der untersuchten Zellen vermuten.
Diese sind somit wéhrend der Differenzierung in besonderem Mal3e auf funktionierende —
und nicht wie im experimentellen Setting durch AG 1024 blockierte — IGF-1-Rezeptoren
angewiesen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, welche die Expression des IGF-1-Rezeptors
in neuralen Stamm- und Progenitorzellen beschreiben und somit die Bedeutung von IGF-1
fiir deren Homoostase/Funktionalitdt implizieren [103,290-293]. Passend dazu zeigt die
vorliegende Arbeit eine Hochregulierung der Expression des IGF-1-Rezeptors wihrend der
Differenzierung der fmNPCs. Dies konnte auch ohne aktive Zugabe von IGF-1 zum
Zeitpunkt 72 h nach Beginn des Differenzierungsprozesses beobachtet werden. Somit ist

eine Bedeutung IGF-1-Rezeptor-abhédngiger Signalwege wihrend der Differenzierung von
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fmNPCs naheliegend. Im Vergleich dazu lieBen sich unter Expansionsbedingungen nach
72 h signifikant weniger IGF-1-Rezeptor-positive Zellen dokumentieren.

Interessant ist der Befund, dass nach 7 d der Differenzierung von fmNPCs die Expression
des IGF-1-Rezeptors wieder herunterreguliert wurde. Moglicherweise konnte eine bereits
weitgehende Ausdifferenzierung der Zellen, oder eine weitere Differenzierung der Zellen
unter Inanspruchnahme anderer intrazelluldrer Signaltransduktionswege, einen sinkenden
Bedarf an IGF-1-Rezeptoren erkldren. Im Gegensatz dazu scheint die signifikante
Steigerung der Expression des IGF-1-Rezeptors unter Behandlung der Zellen mit IGF-1, im
Vergleich zur Kontrolle ohne IGF-1-Behandlung und auch noch nach 7d der
Differenzierung, das besondere Ansprechen der Zellen auf dessen exogene Zufuhr zu
bestdtigen. Dies legt auch die Moglichkeit der experimentellen Beeinflussung des
Differenzierungsprozesses durch IGF-1 als neurotrophem Faktor nahe.

Die fehlende Blockade des iiberlebenssteigernden Effekts von IGF-1 durch AG 1024
wiahrend der Expansion der Zellen konnte dadurch erkldrt werden, dass dem EM-1
signifikante Mengen Insulin beigefiigt sind, welches in Verbindung mit IGF-1 synergistische
Effekte auf die Uberlebensfihigkeit der Zellen wihrend der Expansion aufweisen kdnnte.
Durch selektive Blockade der IGF-1-Rezeptoren durch AG 1024 kann dieser Effekt somit
nicht aufgehoben werden, da Insulin primédr andere Rezeptoren ansteuert. Immerhin
bestétigen einige Studien neuroprotektive Wirkungen von Insulin, z. B. {iber Ansteuerung
des PI3-Kinase-Singalwegs [294].

Andererseits ist es umgekehrt denkbar, dass die IGF-1-Wirkung wihrend der Expansion der
Zellen nicht nur tiber den IGF-1-Rezeptor vermittelt wird. Studien berichten diesbeziiglich
iiber die Wirkung von IGF-1 auch am Insulin- oder IGF-2-Rezeptor, allerdings mit
geringerer Affinitét [295]. AuBerdem konnen der Insulin- und IGF-1-Rezeptor Heterodimere
ausbilden, mit derselben Affinitéit fiir beide Wachstumsfaktoren [296-298]. Auch konnte
eine Verbindung IGF-1-Rezeptor abhingiger Signalwege mit Einfliissen von EGF, welches
im Expansionsmedium vorhanden ist, verantwortlich sein fiir synergistische Effekte
hinsichtlich einer gesteigerten Uberlebens- und Proliferationsfihigkeit der Zellen. Einige
Studien berichten {iber diese ,cross-talks“ zwischen IGF-1-Rezeptor abhéngigen
Signalwegen und z. B. EGF oder FGF-2 hinsichtlich des Einflusses auf das Uberleben und
die Proliferation von Stammzellen [15,299-301].

Interessant ist dariiber hinaus der Nachweis einer durch EGF getriggerten autokrinen
Sekretion von IGF-1 im Zusammenhang mit striatalen ESCs, nach kurzer Exposition mit

experimentell zugefiihrtem IGF-1 [15]. Denkbar wire somit, dass durch EGF getriggertes,
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autokrin sezerniertes IGF-1 mit AG 1024 am IGF-1-Rezeptor konkurriert und somit die
inhibierende Wirkung von AG 1024 abgeschwicht wird. Weitere Studien berichten iiber
eine autokrine Produktion von IGF-1 durch NSCs und der damit verbundenen neuro-
protektiven Effekte [302,303].

Die antiapoptotischen Effekte von IGF-1 auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
fmNPCs lassen sich in die Ergebnisse zahlreicher Verdffentlichungen einreihen, welche
ebenfalls iiber antiapoptotische Effekte von IGF-1 berichten. Viele unterschiedliche Zell-
systeme wurden dahingehend untersucht, so zum Beispiel Osteoblasten [73], Herzmuskel-
zellen [8] oder Epithelzellen [74]. Auch fiir Tumorzellen, wie beispielsweise Myelomzellen
[5] oder Neuroblastomzellen [9,304] scheint IGF-1 ein wichtiges Uberlebenssignal zu sein,
weshalb eine Rolle von IGF-1 bei der Krebsentstehung und fiir das Tumorwachstum
vermutet wird [75,76].

Hinsichtlich neuraler Zellarten finden sich zahlreiche Studien (sieche die im Folgenden
zitierten Arbeiten), die Effekte von IGF-1 auf Neurone und Neuroglia unterschiedlichen
Ursprungs und Entwicklungsstands untersucht haben und dabei beziiglich des Endpunktes
Uberleben und Neuroprotektion iiberwiegend einheitlich positive Wirkungen von IGF-1
finden konnten. Dabei muss man in vivo- von in vitro-Studien unterscheiden. AuBlerdem ist
zu differenzieren, ob es sich bei den untersuchten Zellen um Progenitorzellen/Stammzellen
embryonalen oder adulten Ursprungs handelt bzw. ob ausdifferenzierte Neurone oder
Gliazellen verwendet wurden. Zudem ist relevant, ob die untersuchten Zellen humanen oder
tierischen Ursprungs sind.

Es ist festzuhalten, dass die Funktionen von IGF-1 im adulten oder embryonalen Gehirn stets
kontextabhingig sind und vor dem Hintergrund des jeweils vorherrschenden Milieus
diskutiert werden miissen. So hat IGF-1 unterschiedliche Effekte im sich entwickelnden und
adulten ZNS. Unterschiede lassen sich zum einen durch Ansteuerung diverser
Signaltransduktionsketten bzw. Effektormolekiile erkldren, welche charakteristisch fiir eine
spezifische Zelle oder fiir einen bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung sind. Weiterhin
werden in der Literatur sogenannte ,cross-talks“ zwischen den IGF-1-abhingigen
Signaltransduktionswegen und anderen Effektoren wie Cytokinen oder Wachstumsfaktoren
diskutiert, welche die vielfiltigen IGF-1-Wirkungen erkldren konnten. So kann derselbe
biologische Effekt durch Aktivierung unterschiedlicher Signaltransduktionswege in
unterschiedlichen Zellen erreicht werden: Beispielsweise induziert IGF-1 die Proliferation
kortikaler embryonaler NPCs der Ratte in einem ERK-unabhédngigen Signalweg [305],

wohingegen die IGF-1-vermittelte Proliferation adulter hippocampaler Progenitoren iiber
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eine ERK-abhdngige Signaltransduktion ablduft [25]. Andererseits vermittelt IGF-1
verschiedene biologische Effekte in derselben Zelle zu unterschiedlichen Entwicklungs-
zeitpunkten: So reagieren adulte hippocampale Neurone auf IGF-1 mit Proliferation [25],
wohingegen embryonale hippocampale Progenitoren IGF-1 zum Uberleben benétigen [23].
Grundsatzlich ist die Expression von IGF-1 und des IGF-1-Rezeptors sowohl im sich
entwickelnden als auch im adulten ZNS gut belegt [77,306-308]. Eine herausragende Rolle
scheint IGF-1 nicht zuletzt flir die Entwicklung des ZNS wihrend der Embryonalperiode zu
spielen, was durch Studien bestdtigt wird, welche die Expressionsmuster von IGF-1
untersuchten. Demnach konnte im embryonalen Mittelhirn, Riickenmark, Kortex,
Hippocampus und Riechkolben eine deutlich gesteigerte IGF-1-Expression festgestellt
werden, welche postnatal merklich abnahm, um im adulten ZNS niedrige Level zu erreichen
[308]. Trotzdem zeigen Studien (in vivo-Studien mit Knockout und transgenen
Mausmodellen; siehe nachfolgend im nédchsten Abschnitt), dass IGF-1 das Zelliiberleben,
die Proliferation und Differenzierung auch von allen adulten neuralen Zelllinien (Neurone,
Astrozyten, Oligodendrozyten) reguliert, sowie die Ausbildung von Synapsen und Dendriten
in Projektionsneuronen fordert. Es nimmt somit eine wichtige Funktion fiir den Erhalt der

Struktur und metabolischen Funktionen des erwachsenen Gehirns ein [79,309,310].

Im adulten Individuum wird IGF-1 vornehmlich in der Leber produziert, kontrolliert durch
das GH (siehe Kapitel 1.3). Dariiber hinaus findet in vielen Geweben, unter anderem auch
im ZNS, eine lokale IGF-1-Synthese statt, z. B. in der SVZ oder dem Kleinhirn [311].
Zudem kann im adulten Gehirn IGF-1 unabhingig vom GH produziert werden
[77,308,312-314]. Systemisches IGF-1 kann die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden und wird
entweder von Astrozyten oder direkt von Neuronen aufgenommen [77,315].

Grundlegende Erkenntnisse zum Verstdndnis der Wirkung von IGF-1 auf die Entwicklung
des ZNS und das adulte Gehirn liefern zahlreiche in vivo-Studien mit genetisch veridnderten
Mausmodellen. Diese Studien wurden mit transgenen Méusen durchgefiihrt, welche IGF-1
entweder liberexprimieren oder aufgrund von Null-Mutationen nicht in der Lage sind IGF-1
bereitzustellen. Die Uberexpression von IGF-1 fiihrt in den entsprechenden Mausmodellen
zu lbermédBigem Hirnwachstum, einer gesteigerten Myelinisierung sowie Neuro- und
Synaptogenese oder zu einer erhohten Gesamtzahl von Neuronen im GroBhirn- und
Kleinhirnkortex sowie im Gyrus dentatus des Hippocampus im Sinne einer anti-

apoptotischen und proliferativen Wirkungsweise [79,316-334].
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Null-Mutationen fiihren zu gegenteiligen Ergebnissen mit retardiertem Hirnwachstum,
reduzierter Anzahl von Neuronen in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns (z. B.
Striatum, Hippocampus, cerebraler Kortex) oder verminderter Myelinisierung und
reduziertem Dendritenwachstum [335-338]. Dariiber hinaus berichten auch Studien mit
KO-Mutationen des IGF-1-Rezeptors {iiber ein vermindertes Hirnwachstum, eine
verminderte Anzahl von Neuronen sowie iiber antiproliferative und proapoptotische Effekte
in den entsprechenden Mausmodellen [79,339-346]. Beim Menschen fithren Mutationen des
IGF-1- und IGF-1-Rezeptor-Gens zu Wachstumsretardierung, Mikrozephalie und mentaler

Retardierung [347-355].

Neben diesen in vivo-Studien finden sich zahlreiche in vitro-Studien, die den Einfluss von
IGF-1 auf neurale Zellarten unterschiedlicher Herkunft und unterschiedlichen Entwick-
lungsstandes untersucht haben. Dabei konnten nahezu einheitlich auch antiapoptotische
Effekte von IGF-1 bestétigt werden. Diese stehen im Einklang mit den in diesem Kapitel
diskutierten Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Es muss jedoch beachtet werden, dass vor
dem Hintergrund der jeweils unterschiedlichen experimentellen Protokolle (z. B.
Kombination von Wachstumsfaktoren, Wachstumsmedium, etc.) sowie der Wahl des
untersuchten Zellsystems (bzgl. Hirnregion und/oder Spezies) direkte Vergleiche schwierig
erscheinen und der Effekt von IGF-1 in erheblichem Mal3e kontextabhidngig ist. Auch spielen
die von IGF-1 angeregten intrazelluldren Signalkaskaden eine entscheidende Rolle in der

Vermittlung des beobachteten ,,Endeffektes. Auf diese wird in Kapitel 5.4 eingegangen.

Beziiglich embryonaler bzw. friih-postnataler in vitro-Zellsysteme finden sich zahlreiche
Studien, die iiberlebenssteigernde Effekte von IGF-1 zeigen konnten: auf fetale hypo-
thalamische Zellen der Ratte [12,356], embryonale Neurone aus dem Hinterstrangganglion
nach Entzug von ,,nerve growth factor* (NGF) [357], postnatale neurale Progenitoren aus
dem Vorderhirn der Ratte [13], embryonale Progenitoren des Bulbus olfactorius der Maus
[358], otogene Neuroblasten wéhrend der Entwicklung des Innenohrs [14], neuroepitheliale
embryonale Precursoren der Ratte [299], postnatale zerebelldare Precursoren der Maus [359],
auf embryonale hippocampale Progenitoren der Ratte [23,360] sowie auf embryonale
striatale NSCs der Ratte in der Gegenwart von EGF und FGF [17].

Auch auf ein Zellsystem mit dopaminergen Zellen aus embryonalen mesenzephalen
Zellkulturen der Ratte vom Embryonaltag 15, das mit dem der vorliegenden Arbeit direkter

vergleichbar ist, konnten antiapoptotische Effekte von IGF-1 gefunden werden [361].
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Interessant ist, dass IGF-1 in dieser Studie auf dopaminerge Zellen aus mesenzephalen Zell-
kulturen vom Embryonaltag 17 keinen antiapoptotischen Effekt mehr zeigt im Gegensatz zu
BDNF, GDNF oder FGF. Deshalb kann vermutet werden, dass die dopaminerge
Entwicklung sequenziell von unterschiedlichen Kombinationen von Wachstumstfaktoren
abhingt und IGF-1, zumindest in dem hier untersuchten Zellsystem, eher die friihe
dopaminerge Differenzierung beeinflusst. Kummer et al. berichten iiber neuroprotektive
Effekte von IGF-1 auf fetale mesenzephale Zellkulturen der Ratte und untersuchten dabei
auch die Bedeutung von IGFBPs [362]. In einer neueren Studie konnten Huat et al. zeigen,
dass IGF-1 fiir die Entwicklung von MSCs in NPCs einen wichtigen Uberlebensfaktor
darstellt, welcher die Apoptose der NPCs signifikant reduziert [20].

Auch fiir NSCs und NPCs des adulten Gehirns konnten in vitro-Experimente
antiapoptotische Effekte von IGF-1 auf die untersuchten Zellen feststellen [300], wobei
tiberwiegend proliferative und die Differenzierung betreffende Wirkungen von IGF-1 im
Vordergrund zu stehen scheinen. So konnte flir adulte NSCc aus dem Hippocampus der
Ratte gezeigt werden, dass IGF-1 einen dosisabhidngigen Effekt entweder auf die
Proliferation oder die Differenzierung der Zellen zeigt [18].

In vivo-Studien mit IGF-1-defizienten Ratten legten hingegen auch {iiberlebenssteigernde
Effekte von IGF-1 auf sich entwickelnde Neurone des Hippocampus nahe. Dariiber hinaus
wurde die Proliferation in diesem Modell nicht beeinflusst [363]. Andererseits zeigten
Hsieh et al., dass IGF-1 die Differenzierung adulter hippocampaler neuraler multipotenter
Stammzellen in Richtung des oligodendroglialen Phinotyps bewirkt [364]. Auch fiir adulte
NPCs aus der SVZ der Ratte konnten proliferative und differenzierende Effekte von IGF-1
gefunden werden [365,366].

Fiir kultivierte adulte Stammzellen aus dem Maus-Vorderhirn konnte belegt werden, dass
deren Differenzierung nach Entzug des proliferativ wirkenden FGF-2 wesentlich durch
IGF-1 reguliert wird [367]. Nicht zuletzt konnte aber auch fiir ausdifferenzierte adulte
Neurone IGF-1 als Uberlebensfaktor definiert werden, so fiir zerebellire oder kortikale

Neurone in vitro [368,369].

Dariiber hinaus soll an dieser Stelle erwdhnt werden, dass zahlreiche Studien anti-
apoptotische Effekte von IGF-1 im Zusammenhang mit Neuroprotektion aufzeigen konnten,
z. B. hinsichtlich der Exposition von Zellen gegeniiber Toxinen oder in Verbindung mit

Verletzungen und neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS. Die Arbeitsgruppe um
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Trejo et al. untersuchte grundlegend die IGF-1-Singnaltransduktion in neurodegenerativen
Erkrankungen und zeigte im Umkehrschluss, dass eine Unterbrechung der IGF-1-Kaskade
mit einer Progression neurodegenerativer Erkrankungen einhergeht. Dabei wird
unterschieden zwischen einer sekundir durch die mit der Erkrankung einhergehenden (z. B.
entziindliche oder exzitotoxische) Prozesse alterierten IGF-1-Signaltransduktion und einer
priméren IGF-1-Fehlregulation, welche sekundér neurologische Erkrankungen bedingt. Als
Beispiel fiir letzteren Fall wird die Ataxia teleangiectatica aufgefiihrt, bei welcher aufgrund
einer die Expression des IGF-1-Rezeptors betreffenden Mutation ein fehlendes Ansprechen
von Neuronen auf IGF-1 resultiert. In der Folge konnten erhdhte IGF-1-Serumlevel als

Zeichen einer systemischen IGF-1-Resistenz detektiert werden [81].

Im préanatalen Gehirn sind hypoxische bzw. ischdmische Zellverluste ein Hauptgrund fiir
Lahmungen, Epilepsie, kognitive Defizite oder Wachstumsretardierung betroffener Kinder
[370]. Innerhalb von 24 Stunden nach einem hypoxischen bzw. ischdmischen Hirnschaden
geht in den betroffenen Arealen die Expression von IGF-1 zunéchst rapide zuriick. Damit
korrelierend die Apoptose von Neuronen [371-377], gefolgt von einer progressiven
Zunahme der Expression von IGF-1 und sekundir von IGF-2 in Astrozyten und Mikroglia
[374,378] im Zusammenhang mit der Erholung des geschéddigten Gewebes.

Direkt in das ischdmische Nager-Gehirn appliziertes IGF-1 schiitzt vor Verlust von
Neuronen und Oligodendrozyten [379-381], erhoht die Anzahl neu entstehender Zellen
[382] und verbessert kognitive Funktionen [383]. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch
peripher appliziertes IGF-1, subkutan oder nasal, ischdmischen Hirnschiden neonataler
Ratten entgegenwirkt durch fordernden Einfluss auf das Uberleben von Neuronen und die
Proliferation neuronaler Vorlduferzellen [383,384]. Zhong et al. zeigten diesbeziiglich, dass
die subkutane Injektion von IGF-1 auch 24 und 48 Stunden nach dem Zeitpunkt der
ischdmischen Lésion effektiv bleibt, was einen moglicherweise klinischen Nutzen von
IGF-1 in der Behandlung ischdmischer Hirnschiddigungen nahelegt. Bereits 1997 zeigten
klinische Studien von Hatton et al., dass intravends appliziertes IGF-1 das klinische

Outcome von Patienten mit traumatischem Hirnschaden zu verbessern scheint [385].

Zuriickkommend auf das Thema der Erforschung neuer Therapiestrategien neuro-
degenerativer Erkrankungen ist neben der Zellersatztherapie die Gentherapie mit
Wachstumsfaktoren ein interessanter Ansatz. Dabei werden durch vektorales Einbringen

genetischer Information in die Zellen des Empféngers (z. B. stereotaktische intrazerebrale
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Injektion viraler Vektoren) diese dazu angeregt, Wachstumsfaktoren zu exprimieren, welche
neuroprotektiv wirken und somit vor Neurodegeneration schiitzen sollen.

In den letzten Jahrzehnten waren die Wachstumsfaktoren GNDF (intraputaminale Injektion)
und Neurturin (adenoviraler Vektor) Gegenstand zahlreicher Studien, die zunéchst in
Phase-1 vielversprechende Ergebnisse zeigten [386-389], jedoch aufgrund eines nicht
zufriedenstellenden klinischen Langzeit-Outcome oder aufgrund von Bedenken bzgl.
praktisch-technischer Belange Phase-2 nicht erreichten [390-392]. In der Folge wurden
bessere Techniken des Gen-Transfers untersucht, so z. B. ,,convection-enhanced delivery*
(CED) [393]. Des Weiteren berichten neuere Studien iiber nicht-invasive Methoden des
Gentransfers im Parkinson-Tiermodell durch die nasale Applikation [394,395] oder iiber
einen nicht-viralen = Gentransfer mittels ,,microbubbles” als Gen-Transporter
(,,bubble-GDNF gene complex*) [396].

Auch IGF-1 konnte vor dem Hintergrund des nachgewiesenen Wirkspektrums als neuro-
tropher Faktor interessant sein. Lu-Ngyen et al. konnten zeigen, dass eine lentiviral
getriggerte IGF-1-Expression zwar neuroprotektive Effekte in vitro aufweist, jedoch keine
positiven Effekte im Parkinson-Rattenmodell erzielen konnte [397]. Im Gegensatz dazu
belegen Studien den erfolgreichen Einsatz von IGF-1 im Rahmen pharmakologischer

Interventionsstudien beziiglich Erkrankungen des ZNS [398].

Zusammenfassend ldsst sich zunédchst festhalten, dass IGF-1 multiple Effekte auf
unterschiedliche Zellarten des zentralen und peripheren Nervensystems, sowohl wihrend der
Entwicklung als auch im adulten ZNS, aufweist. Dabei stand in diesem Kapitel die anti-
apoptotische Wirkungsweise im Vordergrund, die sich nahezu einheitlich in den vorab
zitierten Studien bestitigte und somit im Einklang steht mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit zum Uberleben der fmNPCs unter dem Einfluss von IGF-1.

Unterschiede ergeben sich vielmehr in den zugrundeliegenden intrazelluldren Signaltrans-
duktionswegen und weiteren Effektormolekiilen, die zelltypspezifisch oder entwicklungs-
spezifisch, durch die Bindung von IGF-1 an seinen Rezeptor angeregt werden. Fiir die
Vermittlung antiapoptotischer bzw. neuroprotektorischer Wirkungen kristallisiert sich in
den zitierten Studien eine grofe Bedeutung des PI3-Kinase/Akt-Signalweges heraus. Im
Kapitel 5.4 wird dieser Themenkomplex ausfiihrlicher aufgegriffen und im Zusammenhang
mit dem Einfluss von IGF-1 auf die Differenzierung der hier untersuchten fmNPCs

diskutiert.
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Auch scheint die Wechselwirkung von IGF-1 mit anderen Wachstumsfaktoren (z. B. EGF,
FGF, GDNF, etc.) im Sinne eines ,,cross-talks* filir unterschiedliche biologische Effekte
desselben Stimulus eine wichtige Rolle zu spielen. Letztlich wurde IGF-1 als neurotropher
Faktor charakterisiert mit therapeutischem Potential fiir neue Behandlungsstrategien

neurodegenerativer Erkrankungen — wie der Zellersatztherapie — aber auch zellunabhingiger

Verfahren.

5.3 IGF-1 und Erhalt des Proliferationspotentials

Die zweite Fragestellung der vorliegenden Arbeit beschiftigte sich mit dem Einfluss von
IGF-1 auf den Erhalt des Proliferationspotentials von fmNPCs. Dafilir wurden immun-
zytochemische Farbungen gegen den zelleigenen Proliferationsmarker Ki-67 sowie gegen
den Proliferationsmarker BrdU durchgefiihrt. Sowohl Ki-67 als auch BrdU sind in der
Literatur gut charakterisiert und im experimentellen Setting als Proliferationsmarker
etabliert [399,400]. Ki-67 ist ein Protein, das sich im Zellkern von Zellen nachweisen lésst,
die sich in der Wachstumsphase befinden, sich also vermehren bzw. teilen. Ki-67 wird in
allen aktiven Phasen des Zellzyklus gefunden, von der spiten Gl- bis zur M-Phase
[151,152]. BrdU muss hingegen experimentell in die Zellen eingebracht werden und ist ein
chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw. Desoxyuridin. BrdU markiert Zellen
in der S-Phase des Zellzyklus indem es von den Zellen aufgenommen wird und in
phosphorylierter Form anstelle des Nukleotids dTTP wéhrend der S-Phase in die neu
synthetisierte DNA eingebaut wird [153]. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden im Kapitel
3.2.5.2.1 ausfiihrlich erldutert.

Ein signifikanter mitogener Effekt von IGF-1 auf die untersuchten fmNPCs konnte nach
72 h der Expansion durch eine entsprechend hohere Anzahl Ki-67-positiver Zellen im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. AG 1024 konnte diesen proliferations-
fordernden Effekt von IGF-1 signifikant blockieren. Im Gegensatz dazu zeigte die
Auswertung BrdU-positiver Zellen nach 24 h der Expansion und IGF-1-Behandlung keinen
signifikanten Effekt auf das Proliferationspotential der fmNPCs im Vergleich zur Kontrolle.
Die Wahl der unterschiedlich lange dauernden Expansionszeitrdume hatte u. a. technische
Griinde, da vor Einbringen des BrdU-Antikorpers die Zellen idealerweise 24 h mit BrdU
behandelt werden miissen. Fiir die Ki-67-Farbung wurde ein spéterer Zeitpunkt gewahlt, um
auch eine entsprechend erweiterte Behandlungsperiode abzudecken. Somit sind die oben

aufgefiihrten Ergebnisse am ehesten darin begriindet, dass IGF-1 seinen proliferativen Effekt
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nach 24 h noch nicht signifikant entfalten konnte, sich zu diesem Zeitpunkt jedoch bereits
eine Tendenz hin zu dem dann nach 72 h signifikanten Effekt abzeichnet.

Abgesehen davon ist darauf hinzuweisen, dass BrdU und Ki-67 aufgrund ihres
Wirkungsprinzips prinzipiell eine unterschiedliche Aussagekraft haben. BrdU ist ein
exogener Marker der S-Phase und somit der DNA-Synthese und kennzeichnet
»heugeborene Zellen. Ki-67 ist ein zelleigenes nukledres Protein, das eine aktive Rolle in
der Regulation des Zellzyklus einnimmt und dessen Expression signifikant mit der Zell-
proliferation korreliert [153,401]. In der vorliegenden Arbeit wurden beide Verfahren
angewandt, um iiber alternative experimentelle Prozeduren proliferative Effekte zu

bestdtigen und zur Diskussion zu stellen.

Interessant ist, dass die Behandlung der Zellen mit AG 1024 (entweder alleine oder in
Kombination mit IGF-1) zu signifikant weniger sowohl BrdU-positiver als auch
Ki-67-positiver Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollreihe fiihrte. Dies impliziert
eine besondere Bedeutung IGF-1-Rezeptor abhéngiger Signalwege fiir die Proliferation der
fmNPCs auch ohne die experimentelle Zugabe von IGF-1. Hierbei konnte eine autokrine
Sekretion von IGF-1 durch die fmNPCs eine Rolle spielen. Arsenjijevic et al. postulierten
eine autokrine Sekretion von IGF-1 in embryonalen striatalen neuralen Stammzellen [15].
In dieser Studie war die autokrine Sekretion von IGF-1 abhidngig von einer kurz andauernden
externen IGF-1-Exposition und dem Vorhandensein von EGF. Arsenijevic et al. konnten
weiterhin zeigen, dass IGF-1 nur in Verbindung mit EGF in der Lage war die Proliferation
und das Uberleben der in dieser Studie untersuchten striatalen NSCs zu fordern. IGF-1 und
EGF alleine verursachten keine mitogenen Effekte.

Bereits 1991 konnten Drago et al. zeigen, dass FGF die Proliferation neuroepithelialer
Precursoren der Maus fordert. Dieser Effekt war jedoch obligat abhingig von IGF-I,
welches endogen von den untersuchten Zellen gebildet wurde [299]. Dariiber hinaus wurde
in dieser Studie ein {iberlebenssteigernder Effekt von IGF-1 hervorgehoben, der auch ohne
Co-Wirkung von FGF nachweisbar war und wiederum gut zu den Ergebnissen der ersten
Fragestellung der vorliegenden Arbeit passt. Auch lédsst sich hierbei gut darstellen, dass
IGF-1 im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren und in Abhingigkeit der
Zeitachse der Entwicklung unterschiedliche Effekte wie Uberleben, Proliferation oder
Differenzierung fordert. In der vorliegenden Arbeit lassen sich synergistische Effekte von

IGF-1 und EGF immerhin vermuten, da dem Expansionsmedium signifikante Mengen an
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EGF beigemengt sind, um die Zellen per se an einer spontanen Ausdifferenzierung zu

hindern.

Unabhiingig von den vorab aufgefiihrten Uberlegungen zu Co-Wirkungen von IGF-1 und
anderen Wachstumsfaktoren, berichten zahlreiche in vitro-Studien mit experimentellen
Anordnungen neuraler Zellsysteme iiber proliferationsfordernde Effekte von IGF-1, und
stechen somit im Einklang zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit: Bereits 1988
untersuchte z. B. die Arbeitsgruppe um DiCicco-Bloom mitogene Einfliisse von Insulin,
IGF-1 und IGF-2 auf das Zellsystem kultivierter embryonaler (ED 15.5) sympathischer
Neuroblasten aus dem superioren Halsganglion.

Dabei konnte gezeigt werden, dass Insulin und die IGFs den Eintritt der Zellen in den aktiven
Zellzyklus regulieren, wobei speziell fiir IGF-1 eine signifikant potentere Wirkung auf die
DNA-Synthese festgestellt werden konnte [402]. Fiir embryonale kortikale NPCs der Ratte
konnten Mairet-Coello et al. mitogene Effekte von IGF-1 durch dessen Kontrolle zellzyklus-
steuernder Proteine aufzeigen (Hochregulation von G1-Phase Cyklinen, Herunterregulation
von CKls), wobei auf zelluldrer Ebene der PI3-Kinase/Akt-Signalweg als Vermittler dieser
mitogenen Wirkungen nachgewiesen werden konnte [305].

Auch auf adulte NSCc und NPCs, z. B. des Hippocampus, hat IGF-1 einen proliferativen
Effekt wie Aberg et al. zeigten [18]. In dieser Studie wurden die mitogenen Effekte von
IGF-1 sowohl iiber den PI3-Kinase/Akt-Signalweg wie auch iiber MAP-Kinase-abhédngige
Signalwege vermittelt, wobei die Aktivierung der MAP-Kinase obligat fiir die mitogenen
IGF-1-Effekte war. Aulerdem war die maximale proliferationsfordende Aktivitdt von IGF-1

abhéngig vom Vorhandensein von FGF-2.

Eine neuere Studie konnte zeigen, dass IGF-1, durch proliferationsférdernde Wirkung auf
die Zwischenstufen der neuralen Vorlduferzellen, eine entscheidende Rolle in der
Differenzierung von MSCs in neurale Zelllinien spielt [20]. Wie im Kapitel 5.1 bereits
erwahnt stellen MSCs eine viel diskutierte Zellquelle fiir die Erforschung von
Zellersatztherapien neurodegenerativer Erkrankungen dar. Supeno et al. untersuchten die
Langzeitkultivierung embryonaler striataler Stammzellen unter dem Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren. Dabei fand sich eine durch IGF-1 induzierte gesteigerte Proliferation
wihrend der friihen Phase der Neurogenese und zudem ein verlidngertes Uberleben der
untersuchten Zellen in der in vitro-Kultur. Die IGF-1-Effekte waren wiederum abhéngig von

einer Co-Inkubation mit EGF und FGF [17].
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In diesem Zusammenhang konnten Wang et al. die Bedeutung der IGF-1-Rezeptor Signal-
transduktion fiir die Selbsterneuerung und den Erhalt von humanen ESCs in der
in vitro-Kultur darlegen. Eine Blockade des IGF-1-Rezeptors fiihrte in dieser Studie zur
Ausdifferenzierung von humanen ESCs. In der weiteren intrazelluldren Signaltransduktion
konnte der PI3-Kinase/Akt-Signalweg als Vermittler der durch den IGF-1-Rezeptor
initiierten proliferativen Effekte aufgezeigt werden [10]. In vivo-Studien mit genetisch
verdnderten Tiermodellen, welche die Bedeutung von IGF-1 fiir die embryonale
Entwicklung des ZNS sowie fiir den Erhalt der Struktur und metabolischen Funktionen des
erwachsenen Gehirns belegen, wurden bereits im vorherigen Kapitel zahlreich zitiert. Sie
bestitigen aullerdem die in vivo-Relevanz der Ergebnisse der zitierten in vitro-Studien,
sowie der vorliegenden Arbeit.

Im Vergleich der diskutierten Studien zeigt sich, wie bereits im letzten Kapitel erldutert, eine
zellspezifische Wirkung von IGF-1 durch die fakultative Abhéngigkeit von verschiedenen
anderen Wachstumsfaktoren, der zelluldren Signaltransduktionsketten sowie vom
Entwicklungsstand des untersuchten Zellsystems. Eine Verbesserung des Langzeit-
tiberlebens und der Aufrechterhaltung der Proliferation von adulten oder embryonalen
neuralen Zellen in Kultur durch Optimierung der Kulturbedingungen, vermittelt durch
Wachstumsfaktoren, spielt eine wichtige Rolle fiir die Bereitstellung von funktionalen
Zellen fiir klinische therapeutische Vorhaben, wie der Zellersatztherapie. IGF-1 hat sich als
vielversprechender mitogener und iiberlebenssteigernder Faktor erwiesen. Wie im Kapitel
5.1 dargestellt, riicken auch NSCs und NPCs in das Interesse der Entwicklung von Zell-
ersatztherapien neurodegenerativer Erkrankungen.

Neuere Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe mit dem hier behandelten Zellsystem
in vitro-kultivierter fmNPCs zeigten, dass weder Liquor cerebralis (,,cerebrospinal fluid*
[CSF]) noch Valproat einen signifikanten Einfluss auf die Proliferation der fmNPCs haben
[249,403,404]. Insbesondere hinsichtlich der Gewinnung dopaminerger Neurone bzw. deren
Vorlduferzellen zur weiteren Entwicklung von Zellersatztherapien des IPS sind die
untersuchten fmNPCs interessant. Die vorliegende Arbeit konnte einen mitogenen sowie
iiberlebenssteigernden Effekt von IGF-1 auf in vitro-kultivierte fmNPCs aufzeigen und
kniipft damit an die Ergebnisse vieler anderer Studien an, welche diese Eigenschaften von
IGF-1 ebenfalls feststellen konnten. Weitere Studien sind nétig, um die zelluldren
Transduktionsketten dieses mitogenen Effektes auf das verwendete Zellsystem aufzuzeigen
sowie Interaktionen mit anderen Wachstumsfaktoren, wie z. B. EGF oder Insulin, ndher zu

charakterisieren.
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5.4 1GF-1 und neurale Differenzierung sowie zugrundeliegende

intrazellulire Signaltransduktion

Die im Kapitel 5.1 diskutierten Versuche zur Uberlebensfihigkeit der fmNPCs konnten
bereits eine besondere Bedeutung von IGF-1 fiir deren Differenzierungsverhalten aufzeigen.
Dies wurde durch den Nachweis einer gesteigerten Expression des IGF-1-Rezeptors
wihrend der Differenzierung der Zellen bestdtigt. Der mesenzephale Ursprung der
untersuchten neuralen Progenitorzellen impliziert deren intrinsisches Potential, sich in einen
dopaminergen Phanotyp zu differenzieren. Die dopaminerge Differenzierung von fmNPCs
wurde durch Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe auf zelluldrer Ebene untersucht
(siehe Kapitel 1.5).

Die vorliegende Arbeit charakterisiert dariiber hinaus IGF-1 als neurotrophen Faktor,
welcher diesen Differenzierungsprozess beeinflusst. Im Folgenden werden die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit im Zusammenhang mit den Erkenntnissen dieser fritheren Studien
diskutiert. Dabei werden auch die, der neuralen Friihdifferenzierung zugrundeliegenden,

zelluldren Signaltransduktionswege ndher betrachtet.

Frithere Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe haben grundlegende Daten zum
Differenzierungsverhalten von fmNPCs offengelegt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
nach Entzug der Mitogene 37 = 7 % der untersuchten fmNPCs zu Astrozyten
(GFAP-positiv), 13 + 1 % zu Oligodendrozyten (GalC-positiv) und 23 £ 1 % zu Neurone
(MAP2-positiv) differenzierten [28]. Ling et al. und andere Arbeitsgruppen zeigten, dass
IL-1B der Schliisselfaktor fiir die Induktion des dopaminergen Phénotyps von fmNPCs ist.
So ausdifferenzierte Zellen zeigen alle morphologischen und funktionellen Kennzeichen
reifer dopaminerger Zellen wie z. B. Dopamin-Produktion und -Ausschiittung [150]. Dabei
zeigte sich, dass der Schliisseleffekt von IL-1p in der Induktion der Nurrl-Expression liegt,
die weitere post-mitotische dopaminerge Ausdifferenzierung jedoch weiterer neurotropher
Faktoren wie GDNF oder WnT5a bedarf, welche wihrend der Entwicklung vermutlich von
Gliazellen bereitgestellt werden [405,406].

Des Weiteren konnte auf zelluldrer Ebene eine herausragende Rolle des ERK-Signalweges
im Zusammenhang mit der dopaminergen Differenzierung von fmNPCs festgestellt werden.
Dariiber hinaus zeigten Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe, dass die astrogliale
Differenzierung von fmNPCs iiber den PI3-Kinase/Akt-Signalweg und den Transkriptions-

faktor NF-kB vermittelt wird und mit spezifischen Inhibitoren der PI3-Kinase oder des
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NF-kB blockiert werden kann, wohingegen die neuronale Differenzierung dadurch nicht

beeinflusst wurde (siehe Kapitel 1.5 und 5.1).

Vor dem Hintergrund der vorab aufgefiihrten Studien wurde in der vorliegenden Arbeit die
Frage aufgeworfen, inwiefern IGF-1 als neurotropher Faktor auf den Differenzierungs-
prozess der fmNPCs Einfluss nehmen kann. Das experimentelle Setting wurde im Kapitel
3.2.5.2.2 ausfiihrlich erldutert und ist durch die zitierten Vorarbeiten fundiert und etabliert.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Induktion der
Neurogenese durch Behandlung der fmNPCs mit IGF-1 festgestellt werden, wohingegen auf
die Astro- und Oligodendrogenese kein signifikanter Effekt beobachtet werden konnte.
Beziiglich der oligodendroglialen Differenzierung der fmNPC konnten jedoch durch eine
Blockade des IGF-1-Rezeptors mit AG 1024 signifikant weniger Zellen mit
oligodendroglialem Phénotyp gefunden werden als unter Kontrollbedingungen (siche
Kapitel 4.4). Bevor diese Ergebnisse im Zusammenhang mit den Vorarbeiten aus der
Arbeitsgruppe und weiterer Studien diskutiert werden, soll an dieser Stelle auf die
IGF-1-vermittelte intrazelluldre Signaltransduktion eingegangen werden.

Eine detaillierte Kenntnis beziiglich der von IGF-1 angesteuerten intrazelluldren
Signaltransduktionwege liefern zahlreiche Studien, welche den Einfluss von IGF-1 auf
unterschiedliche periphere Zellen sowie Zellen des peripheren und zentralen Nervensystems
auf molekularer Ebene untersucht haben (siehe nachfolgend).

Eine Schliisselrolle spielen dabei im Wesentlichen der PI3-Kinase/Akt-Signalweg sowie der
Ras/MAP-Kinase/ERK-Signalweg, welche bereits im Kapitel 1.4 ausfiihrlich beschrieben
wurden. Am besten untersucht erscheint der antiapoptotische Effekt von IGF-1 auf viele
verschiedene Zellarten. Die Vermittlung dieser antiapoptotischen Effekte von IGF-1 iiber
den PI3-Kinase/Akt-Signal-weg konnte anhand zahlreicher Studien mit verschiedenen
Zelltypen, u. a. Neuronen belegt werden [6-8,117,122,136,407].

Demgegeniiber ist die Studienlage hinsichtlich antiapoptotischer IGF-1-Effekte, die {iber
den ERK-Signalweg vermittelt werden, uniibersichtlicher und teilweise widerspriichlich:
Betrdchtlich weniger Arbeitsgruppen berichten iiber eine antiapoptotische Signaltrans-
duktion iiber den ERK-Signalweg, ausgeldst durch IGF-1, zum Beispiel in Herzmuskel-
zellen [8,137], aber auch in Nervenzellen [138]. Da in den zitierten Studien immer auch der
PI13-Kinase/Akt-Signalweg erwdhnt wird, kann eine Interaktion beider Signalwege
beziiglich antiapoptotischer Effekte von IGF-1 vermutet werden. Beispielsweise indem die

PI3-Kinsae an der Aktivierung von ERK beteiligt ist [24,139,140]. Andere Arbeitsgruppen
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kommen wiederum zu dem Ergebnis, dass der ERK-Signalweg nicht an der Vermittlung
antiapoptotischer Effekte von IGF-1 beteiligt ist [5,7]. Vielmehr berichten mehrere
Veroftentlichungen iiber die Bedeutung des ERK-Signalweges fiir den Einfluss von IGF-1
auf zelluldre Prozesse wie Metabolismus, Differenzierung, Zellwachstum und Proliferation

in verschiedenen Zelltypen [25-27,141-146].

In der vorliegenden Arbeit wurden die an der IGF-1-vermittelten neuralen Differenzierung
der fmNPCs beteiligten intrazelluldren Signaltransduktionswege néher charakterisiert und
in den Mittelpunkt des Interesses gestellt. Hierfir wurden ELISA-Experimente
durchgefiihrt, um die Aktivierung ausgewdhlter Kinasen und Transkriptionsfaktoren in der
Frithphase der Differenzierung der fmNPCs zu untersuchen. Zusammengefasst fand sich
unter IGF-1-Behandlung wéhrend der Frithphase der Differenzierung eine signifikant
verringerte Aktivitdt der PI3-Kinase sowie von Akt und NF-xB, wohingegen die Aktivitét
der ERK wihrend der Frithphase der Differenzierung der fmNPCs signifikant gesteigert
wurde (sieche auch Kapitel 4.6).

Diese Ergebnisse lassen somit eine durch den MAP-Kinase/ERK-Signalweg getriggerte von
IGF-1 induzierte Neurogenese der untersuchten fmNPCs vermuten, wohingegen der
PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweg wihrend der Differenzierung unter IGF-1-Einwirkung
gehemmt wird. Dazu passend konnte kein signifikanter Effekt von IGF-1 auf die astrogliale
Ausdifferenzierung der Zellen gefunden werden, fiir welche, wie in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe gezeigt wurde, der PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweg eine entscheidende
Rolle spielt [28]. Hingegen zeigen die vorliegenden Ergebnisse erhdhte PI3-Kinase-Level
wihrend der Differenzierung unter Kontrollbedingungen, mutmaBlich korrelierend mit dem
bereits oben aufgefiihrten Differenzierungsverhalten nach Entzug von Mitogenen zugunsten
der Astrozyten. Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass in der
Frithphase der neuralen Differenzierung von fmNPCs die ERK1/2 und JNK jedoch nicht die
p38 MAP-Kinase aktiviert werden [29].

Ubereinstimmend zeigen die vorliegenden Ergebnisse auch eine Aktivierung der ERK unter
Kontrollbedingungen unabhingig von IGF-1, welche mit der Zeitachse jedoch rasch
rickldufig ist, wohingegen die PI3-Kinase aktiviert bleibt. Hingegen fanden sich unter
IGF-1-Behandlung konstant und im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhohte ERK-Level
auch nach 6 h der Differenzierung, wihrend die Aktivitit der PI3-Kinase herunterreguliert
wurde. Interessant ist, dass die in fmNPCs durch IL-1B induzierte dopaminerge

Differenzierung ebenfalls wesentlich durch die Aktivierung der ERK vermittelt wird, welche
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die mRNA-Expression von entscheidenden dopaminergen Transkriptionsfaktoren wie Nurrl
und Pitx3 sowie einen anschlieBenden Anstieg des TH-Proteins bewirkt.

Inhibitorstudien zeigten durch Blockade der ERKI1/2 und p38 MAP-Kinase einen
signifikanten Riickgang der Nurrl-Expression und somit der dopaminergen Spezifizierung
der fmNPCs, jedoch konnte kein negativer Effekt auf die Differenzierung der fmNPCs in
MAP2-positive  Neurone festgestellt werden. Versuche mit Inhibitoren des
PI13-Kinase/Akt/NF-kB-Signal-wegs zeigten eine Erleichterung der IL-1B-induzierten
Expression von Nurrl und der darauffolgenden dopaminergen Differenzierung der fmNPCs
[29]. Fiir IGF-1 hat sich hingegen ein signifikanter Effekt auf die Differenzierung der
fmNPCs in MAP2-positive Neurone gezeigt, der durch den ERK-Signalweg vermittelt zu
sein scheint.

Es gilt anzumerken, dass in der vorliegenden Arbeit keine Experimente mit Inhibitoren des
ERK-Signalweges durchgefiihrt wurden um einen ERK-vermittelten Effekt sicher zu
bestitigen, sondern mit dem Inhibitor AG 1024 lediglich eine IGF-1-Wirkung am

IGF-1-Rezeptor sicher verifiziert wurde.

Die wesentliche Frage, die im Vergleich der vorab zitierten Studien mit der vorliegenden
Arbeit aufgeworfen wird ist, ob IGF-1 im Rahmen des nachgewiesenen neurogenen Effektes
auch in die dopaminerge Differenzierung der fmNPCs eingreift. Wie bereits erldutert,
beschriankt sich die ERK-vermittelte Wirkung des IL-1p ausschlieBlich auf die dopaminerge
Spezifizierung der fmNPC ohne signifikante Effekte auf die generelle Ausreifung der Zellen
in mature Neurone und Gliazellen. Das bedeutet, dass unter den MAP2-positiven Neuronen
signifikant mehr Zellen zu finden waren, die zusétzlich Nurrl-positiv waren, im Vergleich
zur Kontrolle jedoch insgesamt nicht mehr MAP2-positive Zellen als unter Kontroll-
bedingungen zu verzeichnen waren.

Im Gegensatz dazu scheint IGF-1 eine quantitativ signifikante Ausdifferenzierung der
fmNPCs zugunsten maturer (MAP2-positiver) Neurone zu bewirken und vermittelt diesen
Effekt ebenfalls iber den ERK-Signalweg. Um der Frage nachzugehen ob IGF-1 auch in die
dopaminerge Differenzierung der fmNPCs eingreift, sind weitere Experimente notwendig,
welche die Expression dopaminerger Transkriptionsfaktoren (wie Nurrl oder TH) unter dem
Einfluss der gefundenen neurogenen Wirkung von IGF-1 untersuchen. Weiterhin wiirde eine
detailliertere Charakterisierung der intrazelluliren Signalwege beziiglich der Interaktion
zwischen den verschiedenen Kinasen weiterfilhrende Erkenntnisse bringen. Dafiir wiren

weitere Experimente, insbesondere Inhibitorstudien, sinnvoll. So zeigen sich bereits im
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orientierenden Vergleich der aufgefiihrten Studien, insbesondere in der zellvermittelten
Wirkung von IGF-1 und IL-1B, Unterschiede in der Aktivierung weiterer Signaltrans-
duktoren neben ERK.

Fiir die IL-1P vermittelte dopaminerge Differenzierung der fmNPC ist weiterhin die p38
MAP-Kinase von Bedeutung, welche nach drei Stunden der Differenzierung signifikant
aktiviert wurde [29]. Im Gegensatz dazu vermittelt IGF-1 seine neurogene Wirkung neben
der ERK-Aktivierung durch eine Abnahme der Aktivitit der p38 MAP-Kinase welche
ebenfalls nach drei Stunden als signifikant registriert werden konnte. Ubereinstimmend
erfuhr die JNK-Kinase weder durch IL-1p, noch durch IGF-1 eine signifikante Anderung

ihres Aktivitdtsmusters.

Unabhéngig von der Frage eines mdoglichen Einflusses von IGF-1 auf die dopaminerge
Differenzierung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen, lédsst sich zusammen-
fassend ein signifikanter Effekt von IGF-1 auf die Differenzierung der fmNPCs in Neurone,
vermittelt durch den ERK-Signalweg, festhalten. Im Einklang damit stehen die Ergebnisse
zahlreicher Studien, die sich ebenfalls mit dem Einfluss von IGF-1 auf die Differenzierung
von neuralen Zellarten beschiftigt haben (siehe nachfolgend).

Die Priasenz von IGF-1 und seines spezifischen Rezeptors wdhrend der neuronalen
Entwicklung des Sdugerorganismus [80,106,408,409] ldsst bereits dessen herausragenden
Einfluss auf die Neurogenese vermuten. Bestitigend konnten in-vivo Studien zeigen, dass
eine Eliminierung von IGF-1 durch ,,genetischen Knock-Out®, oder eine Reduktion des
verfiigbaren IGF-1 durch Antikdrper-Elimination, zu einer verminderten Anzahl von
Neuronen fiihrt [336,410]. Andererseits konnten Aberg et al. zeigen, dass die periphere
IGF-1-Infusion in Ratten zu einer erhohten Anzahl neu gebildeter Neurone und
Oligodendrozyten fiihrt [411,412]. O’Kusky et al. konnten zeigen, dass die Uberexpression
von IGF-1 in transgenen Miusen die Anzahl an Neuronen und synaptischen Verbindungen
im sich entwickelnden postnatalen Hippocampus erhoht [413,414]. Yuan et al. fanden, dass
die IGF-1-Uberexpression die Proliferation und Differenzierung von NSCs in adulten
Maiusen fordert [309]. In dieser Studie wurden auch die zugrundeliegenden Signalwege
charakterisiert. Interessant ist, dass hierbei die Differenzierung der NSCs iiber den
PI3-Kinase/Akt-Signalweg, die Proliferation der adulten NSCs hingegen durch den
ERK-Signal-weg vermittelt wird, also den in der vorliegenden Arbeit gefundenen

Ergebnissen widerspricht.
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Bereits dltere Studien berichten iiber eine neurogene Wirkung von IGF-1 auf neurale Stamm-
und Precursorzellen in vitro. So konnten Arsenijevic et al. zeigen, dass bereits eine kurze
IGF-1-Exposition die neuronale Differenzierung von embryonalen striatalen Precurosoren
bewirkt, ohne Einfluss auf deren Uberleben oder Proliferation zu zeigen [16]. Ebenfalls
konnte Arsijenovic einen synergistischen Effekt von IGF-1 und Insulin auf die neuronale
Differenzierung der untersuchten Precursoren und Brooker et al. einen neurogenen Effekt
von IGF-1 auf NSCc aus dem adulten Frontalhirn von Méausen zeigen. In dieser Studie
wurden die Zellen FGF-2 abhéngig kultiviert. Bereits der Entzug von FGF-2 fiihrte zu einer
neuronalen Ausdifferenzierung der untersuchten Zellen, die experimentelle Zugabe von
IGF-1 konnte die Anzahl der Neurone weiterhin signifikant steigern. Interessant ist, dass die
spontane Differenzierung der untersuchten Stammzellen in Neurone nach Entzug von FGF
durch eine endogene IGF-1-Produktion erkldrt werden konnte. Des Weiteren konnte diese
Studie zeigen, dass hohe IGF-1-Level Einfluss auf die Reifung und die phinotypische

Ausbildung von Neurotransmittern haben [367].

Sehr wahrscheinlich ist ein komplexes Zusammenspiel diverser Wachstumsfaktoren im
Prozess der neuralen und dopaminergen Differenzierung der fmNPCs. Beispielsweise
konnten Choi et al. zeigen, dass die Kombination von Wachstumsfaktoren einen additiven
Effekt auf die Differenzierung von NSC der Ratte hat. Untersucht wurden in dieser Arbeit
bFGF, IGF-1, BDNF und NGF in ihrer singuldren sowie kombinierten Wirkung auf die
Differenzierung und Proliferation der NSCs. Die besten Ergebnisse hinsichtlich der
Differenzierung von NSCs erzielten dabei Kombinationen von IGF-1 und bFGF, wobei ein
Synergismus einer mitogenen Aktivitit von bFGF sowie einer postmitotischen
Beeinflussung der Differenzierung durch IGF-1 zugrunde gelegt wurde [366].

Die zitierten Arbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe schreiben IL-1f zwar eine
Schliisselrolle in der Induktion der dopaminergen Differenzierung der fmNPCs zu, jedoch
wurden fiir die Differenzierung in mature dopaminerge Neurone die Bedeutung weiterer
neurotropher Faktoren, wie z. B. GDNF oder Wnt5a, eingerdumt [29]. Wéhrend der neuralen
Entwicklung werden diese Wachstumsfaktoren u. a. von Gliazellen bereitgestellt. Vor dem
Hintergrund der durch zahlreiche Studien in vivo und in vitro nachgewiesenen positiven
Effekte von IGF-1 auf die Entwicklung des ZNS kann eine Wirkung von IGF-1 auch auf die
Ausdifferenzierung dopaminerger Neurone vermutet werden, einschlégige Studien finden
sich diesbeziiglich jedoch nicht. In diesem Zusammenhang seien die Ergebnisse von Studien

erwdhnt, die eine Bedeutung von IGF-1 fiir die Entwicklung von Oligodendroglia aufzeigen
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konnten [364,415]. Dabei konnte unter anderem eine autokrine/parakrine IGF-1-Sekretion
von Oligodendrozyten nachgewiesen werden [364].

Zwar erbrachte die vorliegende Arbeit keinen Nachweis eines signifikanten Effekts von
IGF-1 auf die Oligodendrogenese der fmNPCs, jedoch fiihrte die Blockade des
IGF-1-Rezeptors zu signifikant weniger Oligodendrozyten als unter Kontrollbedingungen.
Dieses Ergebnis ldsst zumindest eine Abhéngigkeit der Oligodendrozyten von funktio-
nierenden IGF-1-Rezeptoren vermuten. Ob Oligodendrozyten in der Lage sind, durch eine
parakrine Sekretion von IGF-1 auch auf die (dopaminerge) Differenzierung von Neuronen
einzuwirken, wird an dieser Stelle zur Diskussion gestellt.

Bekannt ist, dass IGF-1 in der Lage ist, dopaminerge Neurone gegen oxidativen Stress zu
schiitzen [416]. Wilkins et al. beschreiben in diesem Zusammenhang einen neuroprotektiven
Einfluss von oligodendroglialen Precursoren und ausdifferenzierten Oligodendrozyten auf
embryonale kortikale Neurone der Ratte, der zum einen durch direkten Zellkontakt
vermittelt wird, andererseits aber auch durch 16sliche Substanzen wie IGF-1 [417].
Interessant ist die Verkniipfung der vorliegenden Ergebnisse mit einer Studie aus der eigenen
Arbeitsgruppe, welche in einem vergleichbaren experimentellen Setting den Einfluss von
adultem humanem CSF auf das Uberleben, die Proliferation und Differenzierung von
fmNPCs untersuchte [249]. Ziel dieser Arbeit war es, alternative Konzepte der Zellersatz-
therapie neurodegenerativer Erkrankungen zu diskutieren, welche, unabhéngig von einem
chirurgischen Eingriff, das intrathekale Einbringen von Zellen in das ZNS und in der Folge
deren Fahigkeit der Migration an den gewiinschten Wirkort beschreiben.

Es konnte dort im Wesentlichen ein antiapoptotischer Effekt von CSF auf die fmNPCs
sowohl wihrend der Differenzierung als auch Expansion gefunden werden. Jedoch konnte
einerseits keine proliferative Wirkung des CSF auf die fmNPCs festgestellt werden,
andererseits differenzierten sich die fmNPCs zugunsten der Astrozyten. Die Neurogenese in
MAP2-positive Neurone wurde inhibiert. Diese Effekte des CSF auf die fmNPCs wurden
im Zusammenhang mit Proteinen, wie ,,bone morphogenic protein® (BMP), diskutiert,
welche im CSF nachgewiesen werden konnen und ein Anheften der injizierten Stammzellen
an der Ventrikelwand am Ort der Injektion, sowie eine insuffiziente Migration in das ZNS
bewirken konnen. Weiterhin behindert die erleichterte Astrogenese die Differenzierung der
neuralen Stammzellen in die erforderlichen funktionsfahigen Neurone.

Eine neuere Studie der Arbeitsgruppe von Zhu et al. konnte nachweisen, dass IGF-1 in
humanem CSF enthalten ist und die Migrationskapazitét, sowie die Proliferation und das

Uberleben von humanen fetalen NPCs und humanen MSCs positiv beeinflusst [418]. Diese
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Ergebnisse passen gut zu den in der vorliegenden Arbeit gefundenen neurotrophen Effekten
von IGF-1. Beziiglich des therapeutischen Potentials neuraler Stammzellen durch deren
Féhigkeit, zum Ort der Schadigung zu migrieren um degeneriertes Gewebe des ZNS zu
reparieren, ist es neben dem Verstindnis der Stammzellbiologie auch wichtig, das Milieu
ndher zu charakterisieren, in dem dieses Potential, z. B. durch den Einsatz neurotropher
Faktoren wie IGF-1, gefordert werden kann [418]. Hier konnte IGF-1 einen Beitrag dazu
leisten, die vorab beschriebene, durch CSF préferierte Gliogenese in Richtung der ge-

wiinschten Neurogenese von transplantierten Stammzellen zu lenken.

5.5 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es einen Beitrag zu leisten zum Forschungskomplex experimenteller
Strategien zur Zellersatztherapie neurodegenerativer Erkrankungen. IGF-1 konnte in diesem
Zusammenhang als potenter neurotropher Faktor in seiner Wirkung auf die untersuchten
fmNPCs charakterisiert werden.

Es bestitigte sich ein antiapoptotischer und proliferationsférdernder Effekt von IGF-1.
Dieser stellt einerseits eine wichtige Voraussetzung flir die Vorbereitung und Etablierung
von Zellkulturen fiir Transplantationszwecke dar, andererseits auch fiir alternative Therapie-
ansétze. So sind neurotrophe Faktoren fiir den Erhalt der funktionalen Integritét neuronalen
Gewebes oder fiir transplantierte Zellen interessant.

Des Weiteren fand sich ein neurogener, die Differenzierung fordernder Effekt, welcher
insbesondere vor dem Hintergrund derjenigen experimentellen Fragestellungen interessant
ist, welche sich mit der Bereitstellung von funktionalen Neuronen fiir Transplantations-

zwecke befassen.

Die Problematik der Etablierung eines geeigneten Ausgangzellsystems zur Generierung
dopaminerger Neurone wurde im Kapitel 5.1 detailliert diskutiert. Im Mittelpunkt stehen
dabei weiterhin ethische sowie logistisch-praktische Bedenken beziiglich der Bereitstellung
funktionsfahiger dopaminerger Neurone auch mit Ausblick auf die klinische Anwend-
barkeit.

Unabhingig davon zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit das Potential von IGF-1,
in die neuronale Differenzierung von fmNPCs der Ratte einzugreifen. Weitere Studien
miissen zeigen, ob dieser Effekt auch fiir klinisch potentiell verwendbare neurale humane
Stammzelltypen reproduzierbar ist, und inwiefern IGF-1 Einfluss auf die dopaminerge

Differenzierung von mesenzephalen neuralen Zellen nehmen kann. Bereits vorab zitierte
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Studien berichten tiber Erfolge in der Gewinnung dopaminerger Neurone bzw. Progenitoren,
z. B. aus humanen ESCs oder iPSCs (siche Kapitel 5.1). Inwiefern die Anwendung von
IGF-1 diese Verfahren weiter verbessern kann, steht zur Diskussion.

In diesem Zusammenhang wird weiterhin wichtig sein, die der neuralen und dopaminergen
Differenzierung zugrundeliegenden intrazelluldren Signalwege (z.B. durch Inhibitor-
studien) noch genauer zu charakterisieren, um damit das Verstdndnis des Entwicklungs-
prozesses von NPCs in transplantationsfahige dopaminerge Neurone zu verbessern.

Die vorliegende Arbeit konnte eine herausragende Bedeutung des ERK-Signalweges fiir die
IGF-1-vermittelte Neurogenese unter gleichzeitiger Herunterregulierung der PI3-Kinase
wihrend der Frithphase der Differenzierung von fmNPCs aufzeigen. Dieses Ergebnis ist
erstaunlich, da in der Mehrzahl der Studien zur Wirkung von IGF-1 auf diverse Zelltypen
wesentlich der PI3-Kinase-Signalweg im Mittelpunkt steht oder eine synergistische
Wirkung des PI3-Kinase-Signalweges und von MAP-Kinasen.

Des Weiteren kniipft dieses Ergebnis an die Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe an,
welche einen entscheidenden Schritt in der dopaminergen Differenzierung von fmNPCs
ebenfalls als ERK-vermittelt aufzeigen konnten.

Erginzend zur Zellersatztherapie wurde eine mogliche Bedeutung von IGF-1, als neuro-
trophem Faktor, fiir alternative krankheitsmodifizierende Therapieansidtze neurodege-
nerativer Erkrankungen angesprochen. Dazu gehoéren auch die Gentherapie oder pharma-

kologische Interventionen.
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6 Zusammenfassung

In der Vergangenheit ergaben sich aus zahlreichen Untersuchungen vermehrt Hinweise fiir
eine wichtige Rolle von Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) fiir das Uberleben, den Erhalt,
sowie das Differenzierungsverhalten von verschiedenen Zelltypen. Hierbei wurden Effekte
von IGF-1 auf Zellen unterschiedlicher Gewebearten, u. a. auch des Zentralen Nerven-
systems, festgestellt. Fiir viele der beobachteten IGF-1-Wirkungen konnte eine Vermittlung
iber den PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweg bestitigt werden. Aber auch der ERK-Signal-
weg scheint an der IGF-1-vermittelten Signaltransduktion beteiligt zu sein.

Aus fritheren Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe mit dem auch in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Zellsystem ist bekannt, dass der PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweg die
astrogliale Differenzierung der fetalen mesenzephalen neuralen Precursorzellen (,,fetal
mesencephalic precursor cells* [fmNPCs]) maligeblich beeinflusst.

Hingegen wird die durch Interleukin-18 (IL-1B) induzierte dopaminerge Differenzierung
von fmNPCs iiber den ERK/MAP-Kinase-Signalweg vermittelt und durch die Hemmung
des PI3-Kinase/Akt/NF-kB-Signalweges erleichtert.

Die vorliegende Arbeit beschéiftigte sich vor diesem Hintergrund mit dem Einfluss von
IGF-1 auf langzeitexpandierte fmNPCs der Ratte. Dazu wurde das in vitro-Modell der
primdren Dissoziationskultur aus mesenzephalem Gewebe 14 Tage alter embryonaler Ratten
herangezogen. Es wurde der Frage nachgegangen, inwieweit IGF-1 die Uberlebensfihigkeit,
das Proliferationspotenzial, die Expression des IGF-1-Rezeptors, sowie das neuronale,
astrogliale und oligodendrogliale Differenzierungsverhalten dieser fmNPCs der Ratte
beeinflussen kann. Weiterhin sollten an der Differenzierung beteiligte intrazelluldre

Signaltransduktionsmechanismen néher charakterisiert werden.

Bei der Untersuchung der Uberlebensfihigkeit der Zellen zeigte sich, dass die Behandlung
mit IGF-1 (50 ng/ml) sowohl wihrend der Expansion als auch wéhrend der Differenzierung
tiber 24 h und 72 h im Vergleich zur unbehandelten Kontrollreihe zu einer signifikanten
Steigerung der Uberlebensrate fiihrte. Dieser iiberlebenssteigernde Effekt von IGF-1 auf die
fmNPCs konnte durch die gleichzeitige Behandlung mit AG 1024 — einem Inhibitor des
IGF-1-Rezeptors — wiahrend der Differenzierung, nicht jedoch wihrend der Expansion,

aufgehoben werden. Dies spricht fiir eine besondere Rolle von IGF-1 fiir den Differen-
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zierungsprozess der fmNPCs, welche folglich wihrend ihrer Differenzierung in hherem
Mafe auf die Expression des IGF-1-Rezeptors angewiesen sind als wihrend der Expansion.
Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis zeigte sich bei den Untersuchungen zur Expression
des IGF-1-Rezeptors eine signifikante Hochregulierung der IGF-1-Rezeptor-Expression
wihrend der Differenzierung im Vergleich zur Expansion der Zellen. Weiterhin konnte unter
IGF-1-Behandlung und Differenzierung der Zellen wiederum eine signifikante Hoch-
regulierung der IGF-1-Rezeptor-Expression im Vergleich zur Differenzierung unter

Kontrollbedingungen beobachtet werden.

Bei den Untersuchungen zum Einfluss von IGF-1 auf den Erhalt des Proliferationspotentials
der fmNPCs konnte beziiglich der Ki-67-markierten Zellen nach der Expansion {iber 72 h
ein signifikanter Effekt von IGF-1 beobachtet werden, mit einer hoheren Anzahl
Ki-67-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrollreihe. Allerdings konnte dieser, das
Proliferationspotential steigernde, Effekt nach der Expansion iiber 24 h und anschlieender
Markierung der Zellen mit BrdU nicht beobachtet werden. Trotzdem zeigten sich im
Vergleich zur Kontrolle mehr Zellen mit Proliferationspotential (BrdU-positiv) und somit

eine Tendenz in Richtung des Ergebnisses nach der Expansion tiber 72 h.

Ein weiterer Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung des Einflusses von
IGF-1 auf das neuronale und gliale Differenzierungsverhalten von fmNPCs. Hierbei zeigte
sich, dass die Behandlung der Zellen mit IGF-1 iiber einen Differenzierungszeitraum von
7 d zu signifikant mehr Zellen mit neuronalem Phénotyp (MAP2-positiv) im Vergleich zur
Kontrollreihe fiihrte. Beziiglich der astroglialen und oligodendroglialen Differenzierung der

fmNPCs konnte eine Behandlung mit IGF-1 keine signifikanten Ergebnisse zeigen.

SchlieBlich beschéftigte sich die vorliegende Arbeit auch damit, die an der Differenzierung
beteiligten intrazelluldren Signaltransduktionsmechanismen nédher zu charakterisieren. Dazu
wurden ELISA-Experimente durchgefiihrt, um die Aktivierung ausgewéhlter Kinasen und
Transkriptionsfaktoren in der Frithphase der Differenzierung der fmNPCs zu bestimmen.
Hierbei zeigte sich unter IGF-1-Behandlung, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollreihe,
ein Abfall der Aktivitdt der PI3-Kinase, Akt und von NF-kB mit signifikanten Werten nach
0 h, 3 h und 6 h fiir die PI3-Kinase, nach 1 h und 6 h fiir Akt und nach 0,5 h fiir NF-xB. Im
Gegensatz dazu konnte die Aktivitit der ERK unter IGF-1-Behandlungnach 1 h,3 hund 6 h
signifikant gesteigert werden. Fiir die p38 MAP-Kinase zeigte sich nach 3 h Behandlung mit

96



Zusammenfassung

IGF-1 eine signifikante Reduktion der Aktivitit im Vergleich zur Kontrollreihe. Auf die
JNK-Aktivitét zeigte die Behandlung mit IGF-1 hingegen keinen signifikanten Effekt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

e IGF-1 erhoht die Uberlebensrate von fmNPCs wihrend deren Expansion und
Differenzierung in vitro {iber 24 h und 72 h.

e AG 1024 inhibiert diesen liberlebenssteigernden Effekt wahrend der Differenzierung
von fmNPCs, nicht aber wahrend deren Expansion.

e [IGF-1 steigert das Proliferationspotenzial von fmNPCs in vitro.

e IGF-1 induziert die Neurogenese von fmNPCs in vitro.

o Effekte von IGF-1 auf die fmNPCs werden vermittelt iiber den IGF-1-Rezeptor,
welcher wihrend der Differenzierung durch die Behandlung mit IGF-1 hochreguliert
wird.

e [IGF-1 fiihrt in der weiteren =zelluliren Signaltransduktion wéhrend der
Differenzierung von  fmNPCs zu  einer  Herunterregulierung  des
P13-Kinase/Akt/NF-kB-Signalwegs und zu einer Hochregulierung von ERK1/2 des
MAP-Kinase-Signalwegs.
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