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3. Einleitung

3.1. Zerebrale Ischamie

3.1.1. Klinische Aspekte

Die Inzidenz des akuten Schlaganfall betragt in Deutschland ungeféhr 200-
300/100.00 Einwohner. Nach Herzerkrankungen und Krebsleiden ist er die
dritthaufigste Todesursache und die haufigste Ursache fir eine Langzeitbehinderung.
Der Schlaganfall fihrt zu einem plétzlichen regionalen Mangel an Sauerstoff und
energiereichen Phosphaten im Hirngewebe und geht mit einem irreversiblen
Untergang von neuralem Gewebe einher. Grundséatzlich lassen sich zwei
verschiedene pathophysiologische Entitdten des Schlaganfalls ableiten. In ca. 85%
aller Schlaganfélle handelt es sich um einen so genannten ischamischen Hirninfarkt,
der als Folge einer primaren Minderperfusion des (peri-)neuralen Gewebes -
typischerweise auf dem Boden eines lokalen GefaBthrombus bzw. embolus — auftritt.
Hingegen lassen sich ca. 15% der Schlaganfalle als hamorrhagische Infarkte
klassifizieren, welche auf so unterschiedliche pathopysiologische Mechanismen wie
beispielsweise eine primare intrazerbrale Blutung, Subarachnoidalblutung oder

Sinusvenenthrombose zurlickgefihrt werden kénnen.

Akute therapeutische Strategien des ischamischen Schlaganfalls (zerebrale
Ischamie), welcher Gegenstand der vorliegenden Arbeit war, fuBen derzeit auf zwei
Saulen. Es sind dies zum einen der Versuch einer direkten Neuroprotektion und
-regeneration des ischamischen Gewebes und zum anderen die unverzigliche
Rekanalisation des okkludierten GefaBes. Neuroprotektive und -regenerative
Ansatze haben gegenwaértig noch einen experimentellen Charakter, und die
Mehrzahl der bisher am Tiermodell erfolgreich durchgefihrten Studien lie sich nicht
auf den Menschen Ubertragen [Alonso de Lecinana et. al. 2005]. Die daher zur Zeit
einzige verflgbare, kausale Therapie des ischamischen Schlaganfalls ist die
unverzigliche Rekanalisation mit Hilfe von ,recombinant tissue plasminogen
activator” (rt-PA) innerhalb eines definierten Zeitfensters von 3 bzw. 42 h [Hacke et
al., 2005 ; Broderick et al., 2002]. Jedoch profitieren nur ca. 3 Prozent aller Patienten

von dieser Therapie, sei es aufgrund einer verspateten Klinikeinweisung auBerhalb



Einleitung

des Zeitfensters oder dem Vorliegen von Kontraindikationen [Rogalewski et al.,
2006]. Weitere Studien der komplexen pathophysiologischen Zusammenhange des
ischamischen Schlaganfalls sind daher nétig mit dem Ziel, neue therapeutische
Strategien zu entwickeln.

3.1.2. Pathophysiologie der zerebralen Ischamie

Die nach einer zerebralen Ischamie auftretenden Schadigungen des Hirngewebes
sind eine Folge komplexer pathophysiologischer Vorgange, deren Verstandnis in den
letzten Jahren mit Hilfe zahlreicher in vitro und in vivo Modellsysteme entscheidend
erganzt werden konnte. Zu den relevanten Schadigungsmechanismen wahrend und
nach einer zerebralen Ischdamie gehéren die Exzitotoxizitdt, spontane
Depolarisationen in der Peripherie des Infarktareals (Peri-Infarkt-Depolarisationen),
die Inhibierung der Proteinsynthese, lokale Entziindungsreaktionen und der
programmierte Zelltod (Apoptose). Diese Schadigungsmechanismen werden im
Anschluss einzeln erlautert, obwohl sie nicht als isolierte sondern vielmehr als

miteinander interagierende Mechanismen zu betrachten sind (Abb. 1).
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Abb. 1: Zeitliche Abfolge der pathophysiologischen Ereignisse nach zerebraler
Ischamie. Sehr frih nach einem fokalen Perfusionsdefizit kommt es durch Exzitotoxizitat
und Peri-Infarkt-Depolarisationen zu einem irreversiblen Untergang von Neuronen und
Gliazellen. Im weiteren Verlauf kommt es nach Aktivierung von Mikroglia zu einer
inflammatorischen Reaktion des Gewebes sowie dem Eintritt von initial subletal
geschédigten Zellen in den apoptotischen Zelltod. Abbildung entnommen aus Dirnagl et al.
(1999).
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3.1.2.1. Zusammenbruch des zellularen Energiestoffwechsels und
Produktion toxischer Zellmetabolite (Exzitotoxizitat)

Im Gegensatz zu den meisten anderen Geweben des Korpers beziehen
Nervenzellen ihre Energie fast ausschlieBlich Uber den Stoffwechselweg der
oxidativen Phosphorylierung, wohingegen die anaerobe Glykolyse zur Deckung des
neuronalen Energiebedarfs nur eine auBerst geringe Rolle spielt. In Folge eines
unterbrochenen zerebralen Blutflusses (CBF) kommt es in dem betroffenen Hirnareal
zu einer Unterversorgung mit Sauerstoff und Glukose. Ein anhaltender Abfall des
CBF auf unter 20% des Normalwertes im Infarktzentrum fihrt zu einer irreversiblen
Schéadigung des zellularen Energiestoffwechsels. Bereits 4 Minuten nach einer
kompletten globalen zerebralen Ischamie sind nahezu alle ATP-Reserven des
Gehirns aufgebraucht [Krause et al., 1988]. Dies fuhrt zundchst zu einem
Funktionsverlust energieabhangiger lonenpumpen mit dem Zusammenbruch der
intra-/extrazellularen lonengradienten und des Ruhemembranpotentials mit der Folge
einer anoxischen Depolarisation von Neuronen und Gliazellen [Martin et al., 1994;
Katsura et al., 1994]. Als Konsequenz dessen kommt es zu einer Aktivierung
spannungs-abhangiger Kalziumkanale mit einem sekundaren Influx von Ca?* und
einer Freisetzung exzitatorisch wirkender Aminosauren, wie z.B. Glutamat, im
synaptischen  Spalt. Die Ansammlung exzitatorischer ~Aminosauren im
Extrazellularraum geht mit einer massiven Aktivierung ionotroper (NMDA-, AMPA-
und Kainat-Rezeptoren) und metabotroper Glutamatrezeptoren einher und flihrt zu
einer sekundéren Verstarkung des Ca®* und Na* -Einstrom nach intrazellular [Park et
al., 1988; Lee et al., 1999]. Diese als Exzitotoxizitat bezeichnete Schadenskaskade
fihrt vor allem Uber die Generierung zelltoxischer Metabolite (NO, freie Sauerstoff-
Radikale, Peroxynitrit) und die Zerstdérung des Zytoskeletts zum Zusammenbruch des
neuralen  Energiestoffwechsels mit sich  anschlieBendem  Verlust der

Membranintegritdt und damit zum nekrotischen Zelltod.
3.1.2.2. Peri-Infarkt-Depolarisationen

Im Kerngebiet des ischamischen Infarktes kommt es aufgrund massiver Glutamat-

und Kaliumfreisetzungen zu einer dauerhaften, sogenannten anoxischen
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Depolarisation, da die Zellen im Infarktkern aufgrund des gestdrten
Energiestoffwechsels nicht in der Lage sind zu repolarisieren. Im Gegensatz dazu
besitzen Zellen im Randgebiet des Infarktes, der Penumbra, aufgrund einer
erhaltenen basalen Restperfusion des Gewebes, die Fahigkeit zu einer partialen
Repolarisation. In Folge dessen sind die Zellen zu repetitiven De- und
Repolarisationen in der Lage, welches zu einer zusatzlichen sekundaren Erhéhung
des Energiebedarfs fuhrt. Die Haufigkeit dieser so genannten Peri-Infarki-
Depolarisationen korreliert dabei mit der Ausdehnung des Infarktareals [Mies et al.,
1993]. Obwohl das  Auftreten von  Peri-Infarki-Depolarisationen  im
Tierversuchsmodell wiederholt gezeigt werden konnte, so ist deren Existenz im
Menschen noch nicht abschlieBend geklart [Back et al., 2000].

3.1.2.3. Postischamische Inflammation

In den ersten Minuten und Stunden nach einer zerebralen Ischamie sind neuronale
und gliale Zellschadigung bzw. Zelltod fast ausschlieBlich Folge exzitotoxischer
Ereignisse. Infolge dessen kommt es zur Induktion zuséatzlicher Schadenskaskaden,
die im weiteren Verlauf zur Ausdehnung des Infarktareals beitragen. Dazu gehdren
auch postischamische Entzindungsreaktionen, die u.a. Uber die von geschadigten
Neuronen und Gliazellen exprimierten Mediatoren TNFa und IL-1f vermittelt werden.
Deren Synthese resultiert aus der Induktion verschiedener Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise NFxB [O Neill et al., 1997], interferon regulatory factor-1 [ladecola et
al., 1999] und STATS3 [Planas et al., 1996]. Deren Expression wird wiederum durch
die als Folge exzitotoxischer Zellschadigung vermehrte Freisetzung freier
Sauerstoffradikale und die Ca®'-vermittelte Aktivierung intrazellularer second-
messenger Systeme getriggert. Durch die Expression von Zelladhasionsmolekilen
wie beispielsweise dem intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und
verschiedenen Selectinen auf den Endothelzellen [Lindsberg et al., 1991; Haring et
al., 1996; Zhang et al., 1998] nach Sekretion von TNFa und IL-13 kommt es zu einer
Diapedese von neutrophilen Granulozyten in das Hirngewebe. Uber &hnliche
Mechanismen folgen Monozyten und Makrophagen, deren Migration zum
geschadigten Hirngewebe Uber die Expression von Chemokinen wie beispielsweise
Interleukin-8 und monocyte chemoattractant protein-1 gesteuert wird. Auch
Mikrogliazellen sind als hirneigene Zellen an den inflammatorischen Prozessen nach

10
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einer zerebralen Ischamie beteiligt. Aktivierte Mikrogliazellen verschlimmern die
postischamische Gewebeschadigung durch die Expression von Neurotoxinen (z.B.
NO), reaktiven Sauerstoffmetaboliten und toxischen Prostanoiden. Des weiteren
spielt neben einer weiteren Reduktion der postischamischen Mikrozirkulation durch
massenhaftes Einwandern neutrophiler Granulozyten [Del Zoppo et al., 1991] auch
die gesteigerte Expression toxischer Entzindungsmediatoren wie beispielsweise der
induzierbaren NO-Synthase (iINOS) durch infiltrierende neutrophile Granulozyten,
welche wiederum zur zellschadigenden Uberproduktion von NO fiihrt, eine fir die
Ausdehnung des Gewebeschadens wichtige Rolle [Forster et al., 1999].

3.1.2.4. Postischamische Reperfusionsschaden

Einen weiteren Schadigungsmechanismus stellt die nach spontaner oder
therapeutischer Wiederer6ffnung des verschlossenen GefaBes auftretende
Reperfusionschadigung dar. Diese Reperfusion tragt aber unter Umstanden zur
Ausweitung der Ischamie bedingten Gewebeschadigung bei. Die als wichtige
zellulare Schadigungsmechanismen der zerebralen Ischédmie beschriebene
Generierung freier Sauerstoffradikale (z.B. O2’) und verstarkte Peroxynitrit-Produktion
mit anschlieBender Lipidperoxidation und Membranschadigung werden durch eine
Reperfusion eines Uber mehrere Minuten betrachtlichen ischamischen Hirnareals mit
einer Perfusion von weniger als 20% des Normalwertes noch deutlich verstarkt
[White et al., 2000]. Dieses auch als Reperfusionsschaden bezeichnete Phanomen
fihrt trotz wiederhergestellter Energiezufuhr zu verstarktem Zelltod. Die erhdhte
Empfindlichkeit der Neuronen gegenuber O;-Radikalen wird sowohl Uber eine
Defizienz des Enzyms Glutathionperoxidase als auch Uber eine verstarkte
Freisetzung von Eisenionen durch benachbarte Zellen erklart [Ushijima et al., 1986;
Krause et al., 1987]. Die Akkumulation von Produkten der Lipidperoxidation in diesen
Neuronen wéahrend der Reperfusion konnte mehrfach nachgewiesen werden [White
et al.,, 1993; Hall et al., 1997; Yoshino et al., 1997]. Darlber hinaus wurde in den
letzten Jahren wiederholt gezeigt, dass die Reperfusion des ehemals verschlossenen
GefaBes auch mit einer Beeintrachtigung der Proteinbiosynthese einhergeht. Die
Initierung der Translation wird als komplexer Vorgang durch eukariontische
Initiationsfaktoren (elFs) gesteuert [White et al., 2000; DeGracia et al., 2002]. Eine
Modifizierung dieser Faktoren verhindert wahrend der frihen Reperfusion die Bildung
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des Tanslations-Initiationskomplexes und damit die Proteinsynthese. Beispiele far
diese Modifizierung finden sich u.a. in der Phosphorylierung einer Untereinheit des
elF2 durch eine aktivierte Kinase des endoplasmatischen Retikulums (PERK) [Pain,
1996; DeGracia et al., 2002] und der Calpain- oder Caspase-3 vermittelte Proteolyse
von elF4G [Neumar et al., 1998; DeGracia et al., 2002].

3.1.2.5 Programmierter Zelltod (Apoptose)

Die Ergebnisse einer Vielzahl experimenteller Schlaganfallstudien der letzten Jahre
fihrten zu dem Schluss, dass ein apoptotischer Zelltod zur Gewebeschadigung als
Folge einer zerebralen Ischamie beitragt. Die Form des Zelltodes einer Nervenzelle
wird dabei durch Faktoren wie Dauer und Schwere der Ischamie sowie dem
Differenzierungsgrad der betroffenen Zelle bestimmt [Leist et al., 1998]. Wahrend
nach einem permanenten oder lang andauerndem GefaBverschluss mit ausgepragter
Minderperfusion des betroffenen Hirngewebes tUberwiegend ein nekrotischer Zelltod
zur Gewebeschadigung fuhrt, kommt es zumindest in tierexperimentellen
Schlaganfallmodellen bei milderen Noxen mit kirzeren Ischamiezeiten und guter
Reperfusion vor allem in der Penumbra Uberwiegend zum apoptotischen Zelltod [Li et
al., 1995; Du et al., 1996; Dirnagl et al.. 1999; MacManus et al., 2000]. Aufgrund der
Tatsache, dass beide Formen des Zelltodes durch ein und den selben Stimulus, z.B.
Glutamattoxizitat, ausgeldst werden kénnen und nach einer zerebralen Ischamie in
verschiedenen Regionen (Infarktkern versus Penumbra) parallel auftreten, wird in der
Literatur zunehmend von einem Apoptose-Nekrose Kontinuum gesprochen [Graham
et al., 2001].

Als Vermittler des apoptotischen Zelltods spielen unter anderem die so genannten
Caspasen, eine Gruppe von wenigstens 14 Cystein-Proteasen eine entscheidende
Rolle [Thornberry et al., 2000; MacManus et al., 2000]. Von besonderer Bedeutung
scheinen hierbei die Caspasen 1, 2, 3, 8 und 9 zu sein. Die Aktivierung der
Caspasen kann grundsatzlich Uber zwei unterschiedliche Wege erfolgen. Bei der
sogenannten rezeptorvermittelten oder extrinsischen Aktivierung kommt es durch
Bindung eines Liganden (z.B. FAS-Ligand, TNFa) an bestimmte membranstandige
Rezeptoren wie den FAS-, TNF- oder TRAIL- (tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducing ligand) Rezeptor zu einer Aktivierung von Caspase 8 und weiterer
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intrazellularer, apoptoseausldsender Signalkaskaden [Nagata et al., 1995; Hu et al.,
1999].

Die rezeptorunabhangige oder intrinsische Aktivierung wird ausgel0st durch die
Schadigung der inneren Mitochondrienmembran mit erh6hter Membranpermeabilitat,
als Folge von ATP-Defizienz, erhdhter intrazellulirer Ca®*-Konzentration, anhaltende
Zelldepolarisation und Azidose [MacManus et al., 2000; White et al., 2000]. Dies hat
den Ubertritt von Cytochrom C und pro-Caspase-9 in das Zytoplasma zur Folge, wo
nach Komplexbildung mit APAF-1 (apoptosis-activating factor-1) Uber die Bildung
eines sogenannten Apoptosoms aktivierte Caspase-9 freigesetzt wird [Cain et al.,
2000]. Aktivierte Caspase-9 dient dann wiederum als Aktivator der Effektor-
Caspasen 3,6 und 7, deren Aktivierung fihrt zu einer Degradation wichtiger
Strukturproteine (z.B. Laminin, Actin, Fodrin) und DNA-Reparaturenzyme (z.B.
PARP) sowie einer endonukleasenvermittelten DNA-Fragmentierung zum
apoptotischen Zelltod fahrt.

3.2. Endogene Neurogenese des adulten ZNS

Kein geringerer als Ramon y Cajal selbst begriindete in der ersten Halfte des 20.
Jahrhunderts die These, dass das adulte zentrale Nervensystem Kkeinerlei
regenerative Fahigkeiten nach Abschluss der Organogenese besitze [y Cajal, 1928].
Jedoch konnten Altman und Das bereits in den 1960-er Jahren zeigen, dass eine
Neurogenese auch in umschriebenen Regionen des adulten Nagerhirns stattfindet
[Altman und Das, 1965]. Erst dreiBig Jahre spater wurde dieses Phanomen der
endogenen Regeneration von Nervenzellen im Gehirn adulter Sauger, nicht zuletzt
bedingt durch die zunehmende Bedeutung der neurodegenerativen Erkrankungen,
Ziel neuer Untersuchungen [Lois und Alvarez-Buylla, 1994; Luskin, 1993; Menezes
et al., 1995]. Diese zeigten, dass unter physiologischen Bedingungen eine endogene
Neurogenese in wenigstens zwei unterschiedlichen Regionen des adulten ZNS
stattfindet. Es sind dies die subventrikuldre Zone (SVZ; Abb. 2) der Seitenventrikel
und die subgranulare Zone des Gyrus dentatus (DG).
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Abb. 2: Organisation der SVZ. Junge
neuronale Zellen (A) bilden kettenartige

Strukturen, die von astrozytéaren B-Zellen (blau)
umhullt werden. Assoziiert an die A Zellen sind
hoch  proliferative  C-Zellen  (grin). Die
ependymalen Zellen (E) separieren die SVZ von
den lateralen Ventrikeln (LV). Es wird
angenommen, dass die B-Zellen standig C-

Zellen generieren, aus denen dann A-Zellen

hervorgehen. modifiziert nach [Alvarez-Buylla et
al., 2002 ]

Innerhalb der SVZ werden drei verschiedene Zelltypen unterschieden [Alvarez-Buylla
et al., 2002 ]. Die primaren neuralen Progenitorzellen (NPC), auch als B-Zellen
bezeichnet, besitzen strukturelle und funktionelle Merkmale von Astrozyten. Aus
diesen gehen schnell proliferierende C-Zellen hervor, welche wiederum die so
genannten A-Zellen (Neuroblasten) generieren. So entstandene Neuroblasten
migrieren in langen réhrenartigen von Astrozyten umhullten Strukturen, entlang des
rostralen Migrationspfades (RMS) zum Bulbus olfactorius, wo sie zu maturen
Neuronen ausdifferenzieren [Garcia-Verdugo et al., 1998].

Wie eingangs bereits erwdhnt lasst sich auch im Gyrus dentatus der
Hippokampusformation, welcher eine entscheidende Rolle im Rahmen von Lern- und
Gedachtnisprozessen  zugeschrieben wird, eine endogene Neurogenese
beobachten. Wahrend der pranatalen Entwicklung des Hippokampus kommt es zur
Entstehung einer sekundaren Keimzone zwischen dem Hilus und der granularen
Zellschicht, der sog. subgranuldren Zone [Altman et al., 1990]. Von hier aus
migrieren die neurale Vorlduferzellen mit stammzeldhnlichen Eigenschaften lokal in
den Gyrus dentatus, um dort zu maturen Nerven auszudifferenzieren [Cameron et
al., 1993]. Nur etwa 50% der neu gebildeten Vorlauferzellen Gberleben hierbei. Von
diesen migrieren ca. 30% in die Kdrnerzellschicht, wovon wiederum sich etwa 50%
schlieBlich zu Neuronen ausdifferenzieren. Nur 5-10% der neu gebildeten Zellen
tragen somit netto zur adulten Neurogenese bei [Duman et al., 2001]. 1-3% der
Progenitorzellen differenzieren hingegen zu Astrozyten. Die verbleibenden Zellen
sind bis heute keinem entsprechenden Zelltyp zugeordnet worden.
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3.3. Ischamieinduzierte Aktivierung der endogenen Neurogenese

Beinahe alle Formen von Hirnverletzungen steigern die Neurogenese im DG und der
SVZ. So zeigten Jin et al. [2001] nach transienter und Zhang et al. [2001] nach
permanenter fokaler Ischamie eine gesteigerte Neurogenese in der SVZ, die nach
sieben Tagen ihr Maximum erreicht. In der ipsilateral zum Infarkt gelegenen SVZ
scheint die Bildung neuer Zellen sogar noch erhdht [Arvidsson et al., 2002; Parent et
al. 2002]. Es wurde auBerdem eine starke Assoziation zwischen erhéhter
Neurogenese und dem Zellersatz im verletzten Striatum beobachtet. Die
neugebildeten Neuroblasten wandern dabei kettenartig, d.h. in Gruppen aus
mehreren Zellen ins Schadigungsgebiet ein und reifen dort zu striatalen Neuronen
aus [Arvidsson et al., 2002; Parent et al. 2002]. Obwohl einige der neugebildeten
striatalen Neurone bis zu 6 Wochen nach MCAQ Uberleben, sterben 80% von ihnen
im Zeitraum von 2 bis 6 Wochen nach Ischamie wieder ab [Arvidsson et al., 2002].
Der Anteil an toten striatalen Neuronen, die durch neugebildete Neurone ersetzt

werden, ist somit verschwindend gering und betragt nur etwa 0,2%.

Differentiation into
striatal neuron
I Migration of 3

neuroblasts

Proliferation of
neural stem cells

Striatum | )

Neural 2% o) ¢
stem cell '~ Striatal
; A5 2 neuron

Abb. 3: Schematische Darstellung der Neurogenese im Striatum nach zerebraler
Ischamie. Nach einer fokalen zerebralen Ischamie kommt es zu einem Verlust an striatalen
und kortikalen Neuronen, dies flhrt zu einer vermehrten Proliferation der sich in der SVZ
befindenden NPC, die als Neuroblasten ins geschadigte Gewebe migrieren und dort zu
Neuronen ausdifferenzieren. aus [Kokaia et al., 2003]

Auch bei der globalen Ischamie konnte gezeigt werden, dass endogene Stammzellen
in der Lage sind, die geschéadigte Pyramidenzellschicht in der CA1-Region des
Hippokampus teilweise zu regenerieren [Nakatomi et al., 2002; Schmidt et al.; 2002].
Die intraventrikulare Applikation von FGF-2 und EGF innerhalb der ersten Tage nach
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globaler Ischamie fiihrte zu einer 40 %igen Regeneration der CA1-Pyramidenzellen
nach 4 Wochen. Nakatomi et al. [2002] beschreiben weiterhin den posterioren
Periventrikel als Herkunftsort der neugebildeten Pyramidenzellen, die nach
Schéadigung in die CA1-Region migrieren und sich dort zu elektrophysiologisch
funktionsfahigen maturen Neuronen entwickeln.

Zusammengefasst zeigen die bisherigen Untersuchungen, dass endogene
Vorlauferzellen zu einer partiellen neuralen Regeneration in der Lage sind. Jedoch ist
die Zahl dieser neu gebildeten Zellen &uBerst gering, und eine differenzierte
Therapie mit dem Ziel eines selektiven ,Zellpoolings® (z.B. durch
Wachstumsfaktoren) erscheint bislang nicht ausreichend fir eine vollstandige
Reparatur des geschadigten Areals [Parent et al., 1997; Baldauf et al., 2005].

3.4. Verwendung exogener Stammzellen als neuronale Zellersatz-Therapie

Da die endogene Neurogenese funktionell von geringerer Bedeutung ist, rlckte in
den letzten Jahren zunehmend die Transplantation embryonaler und vor allem aber
auch adulter Stammzellen als therapeutischer Ansatz in den wissenschaftlichen
Fokus. So konnte die Behandlung verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen
bisher nur symptomatisch efolgen. Dies kdnnte sich jedoch in Zukunft durch den
Einsatz von Stammzellen andern. Im folgenden Abschnitt soll nun eine kurze
Ubersicht (ber den Einsatz von Stammzellen an zwei ausgewéhlten Beispielen fiir
neurodegenerative Erkrankungen des ZNS gegeben werden. Seit einigen Jahren
wird die Transplantation von Stammzellen zur Behandlung von Morbus Parkinson
und Amyotropher Lateralsklerose (ALS) durchgefihrt. Morbus Parkinson ist eine
progressive Erkrankung, die zur Degeneration dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra fihrt. Die gegenwartig angewandten Medikamente lindern nur eine
die typischen Symptome der Krankheit, bekdmpfen aber nicht ihre eigentliche
Ursache. Die Zellsubstitution mit Hilfe von Stammzellen wird schon seit einigen
Jahren am Tiermodell untersucht und wurde auch schon am Patienten getestet.
Bereits Ende der 70er Jahre wurde erstmals von einer funktionellen Erholung im
Tiermodell der Ratte berichtet. Nachdem solide Gewebsanteile aus dem fétalen
ventralen Mesencephalon von Rattenembryonen in das geschadigte Striatum
appliziert wurden, konnte eine Reinnervation des Striatums und eine verbesserte

motorische Leistung der Tiere beobachtet werden [Bjérklund et al., 1979; Perlow et
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al., 1979]. Wahrend der letzten Jahre konnten wiederholt positive Effekte von
Stammzell-Transplantation im Tiermodell gezeigt werden, so dass diese Therapie
auch auf den Menschen Ubertragen wurde [Barker et al., 2004]. Die gegenwartige
Studienlage hierzu ist nach wie vor heterogen. Wéahrend initiale Arbeiten eine
gesteigerte Dopaminsekretion transplantierter Zellen und somit einhergehend eine
Reduktion klinischer Beschwerden zeigen [Piccini et al., 1999; Freeman et al., 1995;
Kordower et al., 1995; Sawle et al., 1992], konnte Olanow et al. [2003] in einer Studie
keine Verbesserungen nach Transplantation fétaler Zellen aus dem ventralen
Mesencephalon vorweisen. Hinzu kommt, dass mutmagBlich nur etwa 5% der fétalen
dopaminergen Neurone nach Transplantation Uberlebensféhig sind [Lindvall, 1994].
Patienten, die alter als 60 Jahre waren und einen GroBteil des Patientenguts beim
Morbus Parkinson darstellen, hatten keinerlei Nutzen von dieser Art der Therapie
[Freed et al., 2001].

Die ALS ist eine chronische Erkrankung, die Gber eine Degeneration des ersten und
zweiten Motorneurons im Gehirn bzw. Rickenmark zu einer progredienten Lahmung
der Muskulatur unaufhaltsam durch Induktion einer respiratorischen Insuffizienz zum
Tode fuhrt. Eine Behandlung mit Medikamenten kann das Leben der Patienten zwar
verlangern, jedoch die Krankheit nicht aufhalten. Eine auf Stammzellen basierende
Therapie stellt daher eine interessante Mdglichkeit flir den Zellersatz bei ALS dar und
wird bereits préklinisch und klinisch untersucht. Erste klinische Transplantationen an
Patienten mit ALS wurden in den Jahren 2001 und 2003 durchgefthrt [Janson et al.,
2001; Mazzini et al.; 2003]. Wahrend Janson et al. nach intrazerebroventrikularer
Transplantation hamatopoetischer Stammzellen in drei ALS-Patienten keine
funktionelle Verbesserungen beobachten konnten, berichten Mazzini et al. von einer
verlangsamten Abnahme der Muskelkraft in den unteren Extremitaten bei vier von
sieben Patienten nach Transplantation von mesenchymalen Stammzellen. Bei zwei
Patienten wurde sogar eine geringflgige Zunahme der Muskelkraft beobachtet.

Der zusammenfassende Uberblick demonstriert zwar, dass die Transplantation
exogener Stammzellen als Zellersatzméglichkeit, in den letzten Jahren Fortschritte
gemacht hat, jedoch sind weitere Untersuchungen nétig, um eine auf den Menschen
anwendbare und effektive Therapie zu entwickeln.
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3.5. Einsatz exogener adulter neuraler Vorlauferzellen nach zerebraler Ischamie

Im Gegensatz zu z.B. Morbus Parkinson, bei dem eine verhéltnismaBig homogene
Population von Neuronen geschadigt wird, kommt es bei einem Schlaganfall zum
Absterben einer Vielzahl verschiedener Zell-Phanotypen: Oligodendrozyten,
Astrozyten und Endothelzellen in unterschiedlichen Hirnregionen. Bisher wurden auf
der Suche nach einer geeigneten Zellart, die in der Lage ist ein geschadigtes
Netzwerk zu rekonstruieren und lasionsbedingte Verhaltensdefizite zu mindern, eine
Reihe verschiedenster Stammzelltypen getestet. Wie u.a. fétale Rattenzellen [Kelly et
al., 2004; Mattsson et al., 1997; Grabowski et al., 1992], neurale Stammzellen der
Maus [Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001], NT2- Zellen [Saporta et al., 1999;
Borlongan et al., 1998], immortalisierte Zellen des Kleinhirns [Snyder et al., 1997],
humane Nabelschnurblutzellen [Vendrame et al., 2004; Chen et al., 2001],
h&matopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark der Maus [Schwarting et al.,
2008] sowie Progenitorzellen aus der SVZ der Ratte [Zhang et al., 2003]. NT2-Zellen
wurden sogar bereits in klinischen Versuchen am Menschen getestet und flhrten zu
motorischen Verhaltensverbesserungen [Kondziolka et al., 2000].

Bei einer regenerativen Zelltherapie sollten Zellen zum Einsatz kommen, die ein
Minimum an Differenzierungsplastizitdt zeigen und in Neurone und Gliazellen
differenzieren — eine Voraussetzung, die von adulten neuralen Vorlauferzellen erfullt
wird. Des Weiteren wird durch den Einsatz von adulten Vorlauferzellen auch die
ethische Kontroverse, die bei einer Verwendung von embryonalen Stammzellen ein
wichtiges Thema ist, vermieden. Durch die charakteristische Eigenschaft von
embryonalen Stammzellen in Zellen aller drei Keimblatter zu differenzieren besteht
vor allem die Gefahr der Bildung von Tumoren (Teratome), die im Zusammenhang
mit der Transplantation von embryonalen Stammzellen bei immundefizienten Mausen
beobachtet wurde [Thomson et al., 1998]. Eine solche Teratombildung wurde beim
Einsatz von adulten NPC bisher nicht festgestellt.

Die Attraktivitdt von adulten NPC ergibt sich aus ihrer unbegrenzten
Proliferationsfahigkeit und guten Kultivierbarkeit sowie ihrer Potenz, in alle Zelltypen
des Gehirns auszudifferenzieren. Die Ausdifferenzierbarkeit in neurale Subtypen
konnte in vitro und in vivo mehrfach belegt werden [Alvarez-Buylla et al., 1995;
Cattaneo et al., 1990]. Diese hohe Differnzierungsplastizitdt der NPC ist essentiell
flr deren Integration in das ischadmisch geschadigte Gewebe.
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NPC sind in der Lage in Anwesenheit der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF sich
selbst zu erneuern [Craig et al., 1996, Gritti et al., 1999]. In Kultur bilden sie
dreidimensionale, rundliche, spharische Aggregate, die als Neurospharen bezeichnet
werden [Bez et al., 2003]. Der Entzug der Wachstumsfaktoren oder aber auch die
Zugabe von Serum in das Kulturmedium fuhrt zu einem Ausdifferenzieren dieser
Zellen in Astrozyten, Oligodendrozyten und auch in Neuronen [Doetsch et al., 1999;
Kilpatrick et al., 1993]. Diese kultivierten NPC wurden bisher in nur wenigen
experimentellen Studien nach zerebraler Ischamie eingesetzt [Zhang et al., 2003;
Hicks et al., 2008]. Zhang et al. [2003] beschrieb eine Migration der transplantierten
Zellen in Richtung des ischdmischen Schadens, sowie einer Differenzierung in
Neuronen, die sich im Empfangerhirn integrierten. Dennoch ist das Hauptproblem bei
der Transplantation von NPCs in das ischdmisches Hirngewebe deren bis dato stark
limitiertes  Uberleben nach Transplantaton und eine damit verbundene
unzureichende neuronale und gliale Differenzierung im Lasionsareal dar [Svendsen
et al., 1996]. So waren zwei Monate nach Transplantation 99% der applizierten NPC
abgegestorben [Hicks et al., 2008].

3.6. Experimentelle Ansatze zur Resistenzerhohung transplantierter NPC

Aufgrund der ungeniigenden Uberlebensrate transplantierter NPC wurden in
zahlreichen Untersuchungen verschiedene Versuchsansatze entwickelt, um deren
therapeutisches Potential zu steigern. Hierzu wurde der protektiven Effekt, der durch
Sekretion bestimmter Faktoren ins geschadigte Gewebe mittels der applizierten NPC
hervorgerufen wurde [Capone et al.,, 2007] zu Hilfe genommen. Verschiedene
Arbeitsgruppen versuchten diese protektive Wirkung zu steigern, indem sie NPC
Uber verschiedene Wege, wie z.B. durch genetische Veradnderung oder die
Einschleusung von viralen Vektoren, so zu modifizierten, dass die Zellen in der Lage
waren einzelne Faktoren, wie z.B. die Wachstumsfaktoren GDNF [Kameda et al.,
2007] oder NGF [Andsberg et al., 1998] vermehrt zu exprimieren, bevor die Zellen
nach zerebraler Ischdmie transplantiert wurden. Hier beobachtete man eine
Abnahme des Infarktvolumens im Vergleich zu nicht behandelten Tieren. Jedoch ist
dieser Effekt unzureichend, da wie oben bereits beschrieben die langerfristige
Uberlebensrate der NPC &uBerst gering ist und somit die Wirkung zeitlich begrenzt
ist.
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3.7. Das antiapoptotische TAT-Fusionsprotein TAT-Bcl-x,_

Ein interessanter Ansatz ist die Applikation von antiapoptotischen Proteinen wie z.B.
Bcl-x. zur Verbesserung des Uberlebens transplantierter NPC. Das Protein Bcl-x.
spielt bei der Modulation und Inhibierung des apoptotischen Zelltodes eine wichtige
Rolle. Proteine der Bcl-2 Familie, zu dem das 28 kD groBe, sich an der
Mitochondrienmembran befindende Protein Bcl-x_ zahlt, kbnnen im Rahmen der
intrinsischen Aktivierung hemmend oder verstarkend auf apoptotische Mechanismen
einwirken. So verhindern die Proteine Bcl-2 und Bcl-x_ den Austritt von Ca®* aus dem
endoplasmatischen Retikulum und stabilisieren damit die Mitochondrienmembran,
was wiederum den Austritt von Cytochrom C verhindert [Lam et al., 1994].
Entsprechend ihrer physiologischen Funktion fiinren Uberexpression, Gendeletion
oder Antagonisierung dieser Molekulle durch transgene Mause oder ein Fremdprotein
exprimierende  Viruspartikel, = Knock-out = Mause und Einsatz  kurzer
Nukleinsaurefragmente (Antisense-Oligonukleotide) zu einer Verminderung oder
Verstarkung der ischamischen Gewebeschadigung. So konnte gezeigt werden, das
die Uberexpression von Bcl-2 in transgenen Mausen [Martinou et al., 1994] und von
Bcl-2 und Bcl-x. mittels viraler Vektoren [Linnik et al., 1995; Lawrence et al., 1997;
Wiessner et al., 1999] zu einer Reduktion der InfarkigréBe nach fokaler zerebraler
Ischamie flhrt.

Jedoch erfordert die Einschleusung eines therapeutischen Reagenz durch eine
biologische Membran einige Vorraussetzungen, die nicht immer gegeben sind. So
genannte ,protein transduction domains® (PTD), wie z.B. das Protein ,transactivator
of transkription® (TAT) des HI-Virus bieten die Mdglichkeit diese Probleme zu
umgehen [Dietz et al., 2004; Fischer et al., 2005]. Dieses aus 101 Aminosauren
bestehende Protein des HIV-1 ist n6tig fur die Replikation des Virus. Es ermdglicht
die Verbreitung des HI-Virus im infizierten Organismus [Izmailova et al., 2003] und
fihrt zum Absterben von nicht-infizierten T-Helferzellen [Yang et al., 2003]. Das
Protein besteht aus finf Domé&nen, wovon die vierte Domane, die aus der basischen
Sequenz RKKRRQRRR besteht [Jeang et al., 1999], wichtig fir die Transduktion ist.
Die erstmalige Verwendung des HIV TAT-Proteins als Transportprotein durch die
Membran ist 1988 erfolgt [Frankel et al., 1988; Green et al., 1988]. Seitdem gab es
multiple Anwendungen, auch als Fusionsproteine, die in der Lage waren die Blut-
Hirn-Schranke zu durchqueren [Schwarze et al., 1999].
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Unter in vitro Bedingungen konnte bereits gezeigt werden, dass die Behandlung mit
dem Fusionsprotein TAT-Bcl-x. zu einer hdheren Resistenz von kultivierten
Neuronen gegeniber einer durch Kalium- und Serumdeprivation induzierten
Apoptose fuhrt [Dietz et al., 2002] und auch priméare kortikale Neuronen zeigten nach
einem durch Staurosporin induzierten Zelltod ein héheres Uberleben [Cao et al.,
2002]. Auch in vivo konnte eine TAT-Bcl-x. vermittelte Neuroprotektion in so
verschiedenen Modellen wie dem MPTP-Parkinson-Modell [Dietz et al., 2008] und
dem Experimentelle Autoimmune Enzephalitis (EAE) Modell der multiplen Sklerose
[Diem et al., 2005] gezeigt werden.

Wie in der von unserer Arbeitsgruppe kirzlich veréffentlichten Studie gezeigt werden
konnte, fuhrt die systemische Applikation des Fusionsproteins TAT-Bcl-x. nach
zerebraler Ischamie zu einem signifikanten Uberleben endogener Vorlduferzellen
[Doeppner et. al, 2009]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in der vorliegenden
Arbeit das anti-apoptotisch wirkende Protein TAT-Bcl-x. verwendet mit dem Ziel, das

Uberleben transplantierter NPC nach zerebraler Ischamie zu verbessern.
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4. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung TAT-Bcl-x. vermittelter
Effekte hinsichtlich Uberleben und Differenzierung neuraler Vorlauferzellen nach
Hypoxie- bzw. Ischamieinduktion sowohl in vitro als auch in vivo.

Zunéchst wurde in vitro der Frage nachgegangen, inwiefern die Behandlung mit TAT-
Bcl-x. zu einer erhéhten Resistenz kultivierter NPC gegeniber einer hypoxisch-
hypoglykdmischen Noxe fahrt.

AuBerdem wurde die Hypothese Uberpruft, ob die in vitro Transduktion von NPC mit
TAT-Bcl-x_ zu einer erhdhten Uberlebensrate dieser Zellen nach Transplantation in
das ischamische Striatum von C57BL/6N Mausen filhrt. Es wurden Uberleben,
Migration und Differenzierung transduzierter Zellen im Vergleich zu
unbehandelten/nativen Zellen immunhistochemisch untersucht. Des Weiteren
wurden Effekte transduzierter/nativer NPC auf die post-ischamische endogene
Neurogenese des adulten Nagerhirns untersucht.

AbschlieBend sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit die Behandlung mit
nativen bzw. transduzierten NPC mit einer Neuroprotektion und einer Verminderung
des funktionellen Defizits nach zerebraler Ischamie im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren einhergeht.
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5. Material und Methoden

5.1. Methoden

5.1.1. Versuchstiere und Haltung

Alle Tierexperimente wurden gemaB der European Communities Council Directive
(86/609/EEC) und gemalB den Richtlinien der Tierexperimentellen Einrichtung der
Universitatsmedizin Géttingen durchgefihrt.

Die Induktion der transienten fokalen zerebralen Ischamie wurde an mannlichen
C57BL/6N Mausen (Charles River, Sulzfeld, Deutschland; 11-13 Wochen alt)
durchgefihrt. Zur Generierung von neuralen Vorlduferzellen (NPC) wurden zum
einen flr in vitro Versuche 6-8 Wochen alte mannliche C57BL/6N Mause (Charles
River) sowie flr in vivo Versuche transgene, GFP" Tiere (C57BL/6-Tg ACTB-EGFP,
10sb/J; JAX Laboratory, Bar Harbor, Maine; mannlich, 6-8 Wochen alt) verwendet.
Die Tiere wurden in einem klimatisierten Tierlabor bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus
von 12 Stunden und einer Raumtemperatur (RT) von 17-21°C gehalten. Futter und
Wasser stand den Tieren ad libitum zur Verfigung.

5.1.2. Praparation und Kultivierung von NPC

NPC aus der Subventrikularzone (SVZ) adulter Mause wurden nach einem
modifizierten Protokoll von Rietze et al. [2006] prapariert und isoliert.

Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Isofluran schmerzlos getdtet und anschlieBend
dekapitiert. Das Gehirn wurde vorsichtig herausprapariert und in kaltes, steriles PBS
eingelegt. Sodann wurde das Gehirn in 2 mm dicke Scheiben geschnitten. Der SVZ-
enthaltende Schnitt wurde in steriles PBS Uberfihrt und die SVZ beider Seiten
(Abb. 4) unter mikroskopischer Kontrolle herausgetrennt und anschlieBend in ein
Falcon-Réhrchen mit sterilem PBS (4°C) Uberfuhrt. Pro Prapérationsansatz wurden
4-5 Tiere verwendet. Die folgenden Schritte erfolgten zum Schutz vor
Kontaminationen an einer Sterilbank. Zunachst wurde das PBS abgesaugt und die

SVZ-Gewebestlicke in vorgewarmtem Dissoziationsmedium resuspendiert und
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anschlieBend bei 37°C im Wasserbad flr 30 min inkubiert. Die Enzymreaktion wurde
dann mit eiskalter Lésung #3 abgestoppt. Die Zellen und Gewebereste wurden durch
einen 70 um Filter filtriert, wobei das Gewebe mit dem Kolben einer 10 ml Spritze
mechanisch durch das Netz gedrickt wurde. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
fir 5 min bei 1500 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt, das Pellet sorgfaltig in eiskalter Lésung #2 resuspendiert und schlieBlich
in ein neues 15 ml Falcon-Réhrchen Uberflhrt. Dieses wurde anschlieBend fur 10
min bei 2000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt
und das Pellet vorsichtig in eiskalter Losung #3 resuspendiert und 7 min bei 1500
U/min und 4°C zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde dann der Uberstand abgesaugt
und das Pellet in frisch angesetztem Neurosphdarenmedium resuspendiert. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt und je 200.000-
250.000 Zellen pro 35 mm-Schale ausgesat. Den Zellen wurden alle zwei Tage 2
ug/ml EGF und bFGF hinzugegeben.

Abb. 4: Schematische Darstellung der
Subventrikularzone mit Praparation von
neuralen Vorlauferzellen. Der rot
gekennzeichnete Bereich wurde
ausgeschnitten, dissoziiert und
anschlieBend die Einzelzell-Suspension in
Kultur gegeben. (modifiziert nach Paxinos
und Franklin, 2001)

5.1.3. Passagieren von Neurospharen

Durch Proliferation und Aggregation in vitro gehen aus den zuvor aus der SVZ
isolierten NPC rundliche dreidimensionale Zellaggregate, sogenannte Neurospharen
hervor [Bez et al., 2003]. Durch Passagieren werden die in diesem Zellverband
liegenden NPC vereinzelt, anschlieBend wieder in Kultur gegeben, so dass wiederum

neue Neurospharen entstehen (Abb. 5). Nach jeweils 7-10 Tagen wurden die
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Neurospharen passagiert. Hierzu wurden die Neurospharen in einem Falcon-
Rohrchen gesammelt und fir 25 min zu Boden sinken gelassen. AnschlieBend wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und als konditioniertes Medium aufgehoben.
Die Neurospharen wurden mit PBS gewaschen und bei 800 U/min fir 3 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet in
vorgewarmter Accutase-Ldsung vorsichtig resuspendiert und bei 37°C im Wasserbad
fir 30-45 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion mit kalter Lésung #3
gestoppt und 7 min bei 800 U/min bei 21°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in frisch angesetztem Neurospharenmedium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde anschlieBend mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt und je 200.000-250.000 Zellen pro 35 mm-Schale ausgesat,
alle zwei Tage erfolgte der Zusatz von 2 ug/ml EGF und bFGF. Die NPC wurden

nach Passage (P) 2-4 weiterverwendet.

® +EGF %} Passad PP Q.
+ bFGF assagieren
Préparation % Q‘ O
+ EGF

Abb. 5: Schematische Darstellung der Bildung von Neurosphéaren. Nach der Praparation
entstehen durch Proliferation und Aggregation einzelner Zellen oder Zellcluster durch
Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF in vitro Neurospharen. Mittels Passagieren
werden die einzelnen Zellen aus dem Neurosphérenverband enzymatisch gelést und
vereinzelt, anschlieBend wieder mit EGF und bFGF in Kultur gegeben. Aus den vereinzelten
Zellen entstehen wiederum durch Zugabe von EGF und bFGF sekundare Neurosphéren.
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5.1.4. Expression und Purifikation des rekombinanten Fusionsproteins
TAT-Bcl-x,

Das Fusionsprotein aus der HIV Transduktions-Doméane (TAT) und des anti-
apoptischen Proteins Bcl-x. (TAT-Bcl-x.) wurde freundlicherweise von Herrn Dr.
Gunnar P. H. Dietz zur Verfligung gestellt.

Wie in Diem et al. (2005) beschrieben wurde zunéchst durch PCR mit Hilfe der
Primer 5’-cactgctcgagatgtctcagagcaaccggga-3’ und 5-
cactggaattctcacttccgactgaagagtg-3° die Gehirn cDNA von C57BL/6J Mausen
amplifiziert. Die aufgereinigten PCR-Fragmente wurden in die Xhol/EcoRlI-
Restriktionsseiten eines TAT-HA Vektors kloniert. Die gesamte Expressionskassette
beinhaltete jeweils die Sequenz fir sechs Histidin-Reste. SchlieBlich erfolgte die
Expression des rekombinanten Proteins in E.coli. Nach Lyse der Zellen wurde das
Lysat in 8 M Harnstoff denaturiert bevor die Proteine durch Affinitatschromatographie
aufgetrennt wurden. Die ldentitdt der aufgereinigten Proteine wurde anschlieBend
durch Western Blot bestatigt.

5.1.5. Hypoxie-Hypoglykamie-Test (OGD)

Mit Hilfe des Hypoxie-Hypoglykamie-Tests (Oxygen-Glucose-Deprivation, OGD)
werden Zellen durch einen kombinierten Sauerstoff-Glukose-Entzug geschadigt,
wodurch in vitro die pathophysiologischen Vorgange wahrend einer zerebralen
Ischamie imitiert werden kénnen.

Um die protektive Wirkung von TAT-Bcl-x, auf NPC zu prifen wurden zwei
Versuchsansétze durchgefiihrt. Zum einen wurden NPC fir den Zeitraum von 4 h vor
Beginn der OGD bis zum Ende der 24-stiindigen ,Reperfusionszeit‘ (normale
Kulturbedingungen) mit dem Fusionsprotein inkubiert. Im zweiten Ansatz wurde TAT-
Bcl-x. erst nach Beendigung der OGD hinzugegeben und anschlieBend ebenfalls
unter Normalbedingungen fir 24 h rekultiviert. In beiden Versuchsanséatzen diente als
Kontrollprotein TAT-HA.

Die passagierten Neurospharen wurden in glucosefreiem OGD-Medium

resuspendiert und in einer 12-Well-Platte ausgesat. Je Versuchsbedingung wurde
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entweder 1 uM TAT-Bcl-x. oder als Negativ-Kontrolle 1 uM TAT-HA hinzugegeben,
einer weiteren Kontrolle wurde nichts weiter hinzugeftigt. AnschlieBend wurde die 12-
Well-Platte in einer hypoxischen Kammer (1% O, 5 % CO,, 94% N) flr 45 min
inkubiert. Nach Ende der OGD wurde das glucosefreie Medium entfernt, die Zellen
mit PBS gewaschen und anschlieBend in Neurospharenmedium, dem dann wieder
entweder 1 uM TAT-Bcl-x. oder 1 uM TAT-HA zugesetzt war, ausgesat. 24 h spater
wurde das Uberleben der Zellen mit Hilfe eines LIVE/DEAD-Assays (Lonza; Basel,
Schweiz) ausgewertet. In vitalen Zellen kommt es nach intrazellularem Ubertritt des
nicht-fluoreszierenden, zellpermeablen Calcein AM (1 uM) durch Aktivierung
intrazellularer Esterasen zur Umwandlung von Calcein AM in das Fluorophor Calcein
mit sekundarer Emission einer grinen Fluoreszenz. Hingegen kommt es in nicht
vitalen Zellen aufgrund der verloren gegangenen Integritédt der Plasmamembran zu
einer DNA-Interkalation mit dem nicht-membranpermeablen EthD-1 (5 uM) und in
Folge dessen zur Emission einer roten Fluoreszenz.

Am  Fluoreszenzmikroskop wurden vitale und tote Zellen fir alle
Versuchsbedingungen ausgezahlt. Dabei wurden die gefarbten Zellen je Bedingung
auf finf Objekttrager gegeben. Am Fluoreszenzmikroskop wurden bei jedem
Objekttrager nach gleich bleibendem Schema 5 x 5 Regions of Interest (ROIs)
definiert und die darin vorhandenen toten und lebenden Zellen ausgezahlt. Aus den
Werten wurden die Mittelwerte ermittelt und anschlieBend die jeweiligen

prozentualen Anteile toter und vitaler Zellen berechnet.

5.1.6. Intrazelluldarer Nachweis von TAT-Bcl-x, in transduzierten NPC in vitro

Der Nachweis einer erfolgreichen Transduktion von kultivierten NPC mit TAT-Bcl-x.
wurde mit Hilfe des Western Blot Verfahrens durchgefihrt. Wie im ersten
Versuchsansatz im OGD-Experiment wurden die NPC zun&chst 4 h mit 1 uM TAT-
Bcl-x. inkubiert, als Kontrolle dienten Zellen die nicht mit TAT-Bcl-x, inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden die Zellsuspensionen fir 5 min bei 800 U/min (21°C)
zentrifugiert, die Uberstande entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach
einem erneuten Zentrifugationsschritt (5 min, 800 U/min bei 21°C) wurde die

Uberstande abgenommen und anschlieBend die Zellpellets in je 500 pl Lysepuffer
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resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte dann far 30 min auf Eis. Die Zelllysate
wurden aliquotiert (50 ul) und in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Auftrennung der Proteine aus den Zelllysaten erfolgte tber Gelelektrophorese.
Hierzu wurden zuné&chst 25 pl jeder Probe mit 5 ul Ladepuffer fir 10 min bei 95°C
erhitzt und anschlieBend auf ein 12% SDS-Gel, das mit einem 4 % SDS-Sammelgel
Uberschichtet war aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 30 mA fir
etwa eine Stunde. Der anschlieBende Western Blot wurde gemaB den
Herstellerangaben mit Hilfe des MiniProtean-Systems (Bio-Rad, Muinchen)
ausgefihrt. Dabei wurden die Proteine bei 100 V fir eine Stunde bei 4°C von dem
SDS-Gel auf ein Nitrocellulosemembran (Whatmann, Dassel) transferiert. Nach
Beendigung des Transfers wurde die Membran fir eine Stunde in 5% Milch in TBS-T
inkubiert um Kreuzreaktionen des Antikdrpers zu blockieren. AnschlieBend erfolgte
die Inkubation mit dem Anti-HA-Antikérper Ober Nacht bei 4°C. Ungebundener
Primarantikdrper wurde durch Waschen der Membran mit TBS-T (3 x 5 min) und
OKANO-Puffer (10 min) entfernt. Im nachsten Schritt wurde die Membran fir 1 h bei
RT mit einem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérper
inkubiert. Nach mehrfachem Waschen der Membran mit TBS-T und Zugabe des
Substrates fur die Meerrettich-Peroxidase fand nun die Detektion des Antigen-
Antikérper Konjugates mittels verstarkter Chemielumineszenz statt.

5.1.7. Induktion einer transienten fokalen Ischamie der Maus

Die Durchfihrung der Operation zur Induktion einer zerebralen Ischdmie wurde von
Herrn Dr. Thorsten R. Doéppner ausgefihrt. Hierbei wurde die Methode der
Fadenokklusion der Arteria cerebri media (MCAQO) angewendet. Das Versuchstier
wurde durch eine Inhalationsnarkose bestehend aus Isofluran (1-1,5%),
Distickstoffmonoxid (68,5-69%) und Sauerstoff (30%) betdubt und in Rickenlage
fixiert. Als Kontrolle des Blutflusses diente die Laser-Doppler-Blutflussmessung. Zur
Durchfiihrung dieser wurde auf der linken Seite zwischen Mittellinie und linkem Ohr
Uber der Schadelkalotte ein Schnitt durchgefihrt und die Oberflache der
Schéadelkalotte freiprapariert. Die Laser-Sonde wurde Uber dem Versorgungsgebiet
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der linken Arteria cerebri media mit Hilfe eines Zweikomponentenklebers fixiert. Die
Blutflussmessungen wurden wahrend des gesamten Versuchs Kkontinuierlich
angezeigt. Nach einem Schnitt im medianen Halsbereich wurde die linke Arteria
carotis communis mit deren Aufzweigung in die Arteria carotis externa und interna
freiprapariert. Die Arteriae carotis communis et externa wurden ligiert und die A.
carotis interna mit Hilfe eines neurochirurgischen Clips (Aesculap, Deutschland)
intermittierend verschlossen. Nach Inzision der A. carotis communis wurde der
silikonbeschichtete Okklusionsfaden (Doccol, USA; Diameter 180-200 um) eingefuhrt
und der Clip entfernt. Der Okklusionsfaden wurde distal der Carotisaufzweigung bis
zur Abzweigung der A. cerebri media vorgeschoben (Abb. 6), bis ein Abfallen des
initialen Dopplerflusssignals auf weniger als 30% des Ausgangswertes erreicht war.
Nach 30 min wurde der Faden wieder herausgezogen, und fir 10-15 min der

Blutfluss und die Kérpertemperatur mit Hilfe einer rektalen Sonde kontrolliert.

B Nylonfilament [i o T
- - , ~XY .
F: \:’3 ; s - <
A.carotis interna ")’ e Vs
S ﬁ gj A.carotis communis
A 3 -

.
A

e

A.cerebri media

T

/';‘
4

Abb. 6: Fadenokklusionsmodell der transient zerebralen Ischamie. Das Prinzip dieser
Technik beruht in der intraluminalen transienten Okklusion des Blutflusses innerhalb der A.
cerebri media (MCA). Dies wird erreicht, indem ein Nylonfaden nach Insertion in die linke A.
carotis communis Uber die A. carotis interna bis in den proximalen Anteil der MCA nach
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intrakraniell vorgeschoben wird. Die Blutzufuhr der MCA aus der A. carotis interna ist damit
transient unterbrochen. Durch das Zurlckziehen des Fadens wird die Reperfusion
eingeleitet. Zur Kontrolle des intrazerebralen Blutflusses erfolgt wahrend der gesamten
Prozedur eine transkranielle Laser-Dopplerfluss-Messung Gber dem Stromgebiet der linken
MCA.

5.1.8. Stereotaktische intrastriatale Injektion von NPC

Sieben Tage nach Induktion der zerebralen Ischamie wurden NPC stereotaktisch in
das linke ischamische Striatum injiziert. Hierzu wurden Neurospharen nach P2-P4
passagiert und fur die Versuchsgruppe der TAT-Bcl-x. behandelten NPC zunéchst fir
4 h mit 1 uM des Fusionsproteins inkubiert; nicht behandelte NPC wurden direkt
nach der Passage injiziert. Die Narkose der Tiere erfolgte durch i. p. Injektion mit
Ketamin (50 mg/kg Kdrpergewicht) und Xylazin (20 mg/kg Kérpergewicht). Die Tiere
wurden mit Hilfe einer stereotaktischen Apparatur fixiert, eine Hautinzision
durchgefuhrt und Bregma freigelegt. Davon ausgehend wurde im Bereich der
Injektionsstelle (AP +0,4 mm, ML -1,8 mm, DV -3,5 mm; s. Abb. 7) eine
Bohrlochtrepanation mit Hilfe eines Diamantbohrers (Foredom, Colorado USA)
durchgefihrt. Die Injektion von 5 pl der Zellsuspension (100.000 Zellen/ul) erfolgte
anhand einer Hamilton-Nadel (0,32 mm Diameter) mit einer Geschwindigkeit von
0,75 w/min. Nach erfolgter Injektion wurde die Nadel zunachst far 5 min in situ

belassen bevor sie wieder herausgezogen wurde.
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FIGURE 28

‘r Bregma 0.38 mm
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Abb. 7: Injektionslokalisation transplantierter NPC. Die Transplantationsposition wurde
so gewahlt, dass NPC in die Mitte des ischamischen Striatums injiziert werden. (modifiziert
nach Paxinos und Franklin, 2001).

5.1.9. Experimentelle Gruppen

Im Rahmen der Studie wurden drei Behandlungsgruppen mit je drei
Uberlebenszeitpunkten definiert. Diese waren wie folgt:

PBS NPC nativ NPC + TAT-Bcel-x,
7d 7d 7d
14 d 14 d 14 d
28d 28d 28d

Die stereotaktische Injektion erfolgte jeweils — wie oben bereits dargelegt — am Tag 7
nach zerebraler Ischamie. Pro Gruppe wurden n=5-7 Tiere verwendet.

31



Material und Methoden

5.1.10. Proliferationsanalysen mit Hilfe des Marker BrdU

Zur weiteren Proliferationsanalyse sowohl der endogenen Neurogenese als auch
exogen applizierter NPC wurde der Proliferationsmarker BrdU eingesetzt. BrdU wird
als Thymidin Analogon wéahrend der semikonservativen Replikation in der S-Phase
des Zellzyklus in die DNA eingebaut und kann mit Hilfe eines Antikdrpers detektiert
werden [Taupin, 2007]. Hierzu wurde den Tieren vom Tag 8 nach zerebraler Ischamie
an bis zum jeweiligen Versuchsende BrdU in einer taglichen Dosis von 50 mg/kg
Korpergewicht i. p. appliziert.

5.1.11. Immunhistochemische Analysen

Die durchgefihrten immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten vollstandig an
Kryostatgeweben. Die Tiere wurden hierzu zu Versuchsende mit einer Uberdosis
einer 30%-igen Chloralhydrat-Lésung i. p. anasthesiert und zunachst mit 50 ml
kaltem PBS, anschlieBend mit 50 ml kaltem 4%-igem Paraformaldehyd transkardial
perfundiert. Dann wurde das Tier dekapitiert und das Gehirn entnommen.
Perfusionsfixierte Gehirne wurden sofort nach der Entnahme nachfixiert. Hierzu
wurden sie in 4% Paraformaldehyd-Lésung eingelegt und bei 4°C Uber Nacht fixiert.
Sodann wurden die Gehirne in 30%iger Saccharoselésung bis zum Absinken auf den
GefaBboden bei 4°C gelagert. Die Gehirne wurden bis zur weiteren Verarbeitung in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Die PFA-fixierten und tiefgefrorenen Gehirne wurden mittels eines Kryostaten (Leica,
Bensheim) geschnitten. Die Gehirne wurden mit Einbettmedium auf den Objekthalter
aufgefroren und auf eine Dicke von 16 pm geschnitten (Objekttemperatur: -19°C;
Kammertemperatur: -21°C). Die Schnitte wurden direkt auf Adhasionsobjekttrager
aufgebracht. Nach dem Antrocknen der Schnitte auf den Objekttrager bei RT wurden
diese bei -80°C gelagert.

Zur Analyse des Differenzierungsgrades sowohl exogen applizierter GFP* NPC wie
auch endogener proliferierender BrdU*-Zellen wurde eine Tripel-Farbung mit

Antikérpern (AK) gegen GFP, den Proliferationsmarker BrdU und gegen den
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jeweiligen Differenzierungsmarker der verschiedenen Zelltypen durchgefihrt. Als
Marker fir Neuronen wurde NeuN, fir Oligodendrozyten CNPase, flr Astrozyten
GFAP und far neurale Vorlauferzellen Nestin verwendet. Die Differenzierung der
transplantierten GFP*-Zellen in immature neuronale Zellen wurde anhand einer
GFP/Dcx Farbung untersucht. Hierzu wurden zunachst die zuvor auf Objekitragern
getrockneten Kryoschnitte in 0,2% Citratpuffer in einer Mikrowelle aufgekocht und
anschlieBend fir 1h mit NGS/TBS-T geblockt. Die Inkubation mit den jeweiligen
Primarantikdrpern (siehe Tab.1) erfolgte Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten

Kammer.

Tab. 1: Immunhistochemische Analysen. Dargestellt sind die fir die
immunhistochemischen Analysen verwendeten Primér- und Sekundéarantikdrper sowie deren

Verdiinnungskonzentrationen.

Antikérper Verdiinnung Inkubation
NeuN/GFP/BrdU
1.Tag:
1 NeuN-AK 1:1000 Uber Nacht bei 4°C
1 GFP-AK 1:2500 Uber Nacht bei 4°C
2.Tag:
1 Ziege-Anti-Maus Cy3 1:100 1 h bei RT
1 Ziege-Anti-Kaninchen Alexa 488  1:1000 1 h bei RT
1 BrdU-AK 1:400 Uber Nacht bei 4°C
3.Tag:
1 Ziege-Anti-Ratte Cy5 1:200 1 h bei RT
CNPase/GFP/BrdU
1.Tag:
1 CNPase-AK 1:400 Uber Nacht bei 4°C
1 GFP-AK 1:2500 Uber Nacht bei 4°C
2.Tag:
1 Ziege-Anti-Maus Cy3 1:100 1 h bei RT
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1 Ziege-Anti-Kaninchen Alexa 488  1:1000 1 h bei RT

1 BrdU-AK 1:400 Uber Nacht bei 4°C
3.Tag:

1 Ziege-Anti-Ratte Cy5 1:200 1 hbei RT

Nestin/GFP/BrdU

1.Tag:

1 Nestin-AK 1:500 Uber Nacht bei 4°C

1 GFP-AK 1:2500 Uber Nacht bei 4°C
2.Tag:

1 Ziege-Anti-Maus Cy3 1:100 1 h bei RT

1 Ziege-Anti-Kaninchen Alexa 488  1:1000 1 h bei RT

1 BrdU-AK 1:400 Uber Nacht bei 4°C
3.Tag:

1 Ziege-Anti-Ratte Cy5 1:200 1 h bei RT

GFAP/GFP/BrdU

1. Tag:

1 GFAP-AK 1:500 Uber Nacht bei 4°C

1 GFP-AK 1:2500 Uber Nacht bei 4°C
2.Tag:

1 Ziege-Anti-Ratte Cy5 1:200 1 hbei RT

1 Ziege-Anti-Kaninchen Alexa 488  1:1000 1 h bei RT

1 BrdU-AK 1:400 Uber Nacht bei 4°C
3.Tag:

1 Ziege-Anti-Maus Cy3 1:250 1 hbei RT

Am néachsten Tag fand nach mehrmaligem Waschen mit PBS die Inkubation fiir 1h
bei RT mit den jeweiligen Sekundarantikérpern statt. Um Kreuzreaktionen der
einzelnen AK zu verhindern wurde in einem weiteren Schritt die Inkubation mit dem
BrdU-Antikérper in der folgenden Nacht bei 4°C durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte
nach dem Waschen mit PBS die Inkubation des entsprechenden
Sekundérantikdrpers fur 1h bei RT. Nach Beendigung des Farbeprotokolls wurden
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die Zellkerne mit einer DAPI-L6sung angefarbt. Nach Abschluss der entsprechenden
Farbungen wurden zur quantitativen Auswertung jene koronaren Schnitte ausgewahlt
und zur Auswertung verwertet, die sich im anterior-posterioren Bereich des
Stichkanals der Injektion befanden, d. h. einem Bereich von +0,24 mm bis +0,56 mm
von Bregma. Ausgewertet wurden die Schnitte mit einem Fluoreszenzmikroskop (20x
Objektiv; Zeiss, Jena). Hierzu wurden jeweils in der linken ischamischen Hemisphére
die Gesamtzahl der GFP*- und BrdU"-Zellen manuell ausgezahlt. Ebenso wurde
verfahren bei der Bestimmung von Ko-Lokalisationen von GFP oder BrdU mit den
jeweiligen Markern fir die verschiedenen Zelltypen. Auch hier wurde die Gesamtzahl
bestimmt und anschlieBend der prozentuale Anteil der gesamten GFP*- bzw. BrdU*-

Zellen berechnet.

5.1.12. Analyse von postischamischer Zellschadigung und neuronaler Dichte

Postischdmische Zellschadigungen wurden durch die TUNEL-Methode untersucht,
hierbei kann mit Hilfe der terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT)
fragmentierte DNA in den Zellkernen dargestellt werden [Gavrieli, 1992]. Die
TUNEL-Farbung erfolgte bei allen Gruppen 7 d nach stereotaktischer Injektion.
Hierzu wurden zunéachst die entsprechenden gefrorenen Objekttrager getrocknet und
mit EtOH:Eisessig nachfixiert, anschlieBend erfolgte eine Inkubation fir 7 min bei
37°C mit Proteinase K. Danach wurden die Objekttrager fir 30 min bei RT in den
TdT-Puffer gegeben, bevor die eigentliche Reaktion, die Ubertragung von markierten
Nukleotiden, in diesem Fall Biotin-dUTP, auf die freien 3-OH-Gruppen fragmentierter
DNA durch die TdT stattfand. Die Reaktion wurde mit SSC-Puffer abgestoppt und
nach mehrmaligem Waschen mit PBS mit der Blocking Reagenz geblockt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation fir 2 h mit dem mit AlexaFluor594 konjugiertem
Streptavidin und wurde am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Hierzu wurde die
absolute Anzahl TUNEL*-Zellen in der linken ischamischen Hemisphéare bestimmt.

Zur Bestimmung der neuronalen Dichte mit NeuN an Tag 28 nach stereotaktischer
Injektion wurde wie oben angegeben die Farbung durchgefihrt. Die Auswertung
erfolgte dann am Fluoreszenzmikroskop, indem im Bereich des linken isch&mischen

Striatums 3 x 3 ROls definiert wurden und die darin liegenden NeuN® Zellen
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ausgezahlt wurden. Ausgehend von diesen Werten wurde die Zahl pro mm?2
berechnet.

5.1.13. Analyse des postischamischen funktionellen Defizits

5.1.13.1. Corner Turn Test

Zur Untersuchung des sensomotorischen Defizits nach einer zerebralen Ischamie
wurde der Corner Turn Test verwendet. Dieser Test ist in der Lage auch geringe
Schaden nach einer fokalen zerebralen Ischdmie zu detektieren [Schallert, 2006].
Hierzu wurden die Tiere jeweils am Tag 7, 14, 21 und 28 nach stereotaktischer
Injektion dem Test ausgesetzt. In zehn Durchgéngen wird jedes Tier in die
Versuchsanlage, bestehend aus zwei etwa 30 x 30 cm groBen Platten, die in einem
30° Winkel aufgebaut sind (Abb. 8), platziert. Ein gesundes Tier lauft in die Ecke
hinein und erhélt einen sensorischen Reiz Uber die Schnurrhaare. Es folgt eine
sekundare motorische Antwort, und die Maus verlasst streng zufallig durch Links-
oder Rechtsdrehung die Ecke. Eine transiente fokale zerebrale Ischamie flhrt zu
einem ipsilateralen Verlassen der Ecke, d. h. bei einer linksseitigen Ischamie kommt
es zu einer Préferenz der linksseitigen Drehung [Li, 2004; Zhang, 2002].

2002]
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Abb. 8: Analyse des
sensomotorischen Defizits
anhand des Corner Turn Test.
Die Maus wird in dem
Versuchsaufbau mittig platziert
und lauft in die Ecke hinein (A).
Nach einem sensorischen Reiz
dreht sich das Tier ipsilateral
(hier rechts) zu der Schadigung
aus der Ecke (C) und lauft wieder
heraus (D). [aus Zhang et al.,
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5.1.13.2. Morris Water Maze

Als Verhaltenstest zur Untersuchung der kognitiven Fahigkeit (insbesondere Lernen
und Gedachtnis) innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen wurde ein modifizierter
,Morris Water Maze“ gewahlt [Morris, 1984]. Dieser Test besteht aus einem runden,
mit Wasser (20°C) gefillten Becken mit einem Durchmesser von 1 m und einer H6he
von 30 cm. In dem Becken befindet sich eine fir die Maus nicht sichtbare
Plexiglasplattform (11 x 11 cm; 1 cm unterhalb der Wasseroberflache). Das Tier
wurde an einer immer gleich bleibenden Stelle des Beckenrandes ins Wasser
gelassen, und es wurde mit Hilfe eines computergesteuerten Systems (TSE
Systems, Deutschland) die Zeit bis zum Erreichen der Plattform aufgezeichnet. Pro
Durchgang musste die Plattform innerhalb von 90 sek erreicht werden. War die
Plattform nach 90 sek. nicht erreicht, wurde das Tier manuell zur Plattform geleitet
und dort fir 30 sek belassen. Tiere, die die Plattform nicht erreicht haben, wurden als
90 sek. gewertet. Hierbei wurde jedes Tier am Tag 26 und 27 in jeweils vier
Durchgéngen am Morgen und am Abend getestet. Am Tag 28 fand in den ersten vier
Durchgangen am Morgen ein so genannter ,task-switch® statt. Hierbei wurde die
Plattform von der urspringlichen Position entfernt und in einem anderen Quadranten
des Beckens aufgestellt. In den darauf folgenden vier Durchgangen am Abend wurde

die Plattform an die urspriingliche Position wieder zurtickgestellt.

5.1.14. Statistik

Flr die statistische Auswertung mittels One-Way-ANOVA-Test und anschlieBendem
Bonferroni-Test wurde das Programm WiInSTAT (Version 7.01.000) verwendet. Die
Daten sind als Mittelwerte £ Standardfehler angegeben. Als statistisch signifikant

wurden p-Werte von <0,05 betrachtet.
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5.2. Materialien

5.2.1. Chemikalien

Accutase

Acrylamid (40%) / 0,8% Bisacryl

B27 Supplement

Biotin-16-dUTP

5-Bromo-2°-Deoxyuridin (BrdU)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Citronensaure-Monohydrat

di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

DMEM/Ham’s F12

DNase

Epidermal Growth Factor (EGF)

Eselserum (Dks)

Essigséaure / Eisessig

Ethanol (reinst)

Ethanol (vergallt)

Basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF)

Glucose 5%

HBSS

HEPES 1M

Hyaluronidase

Immersionsdl Immersol Tm 518F

Kaliumphosphat 99%

Kaliumchlorid

Ketamin

Kynurensaure

Mannitol

PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Chemie-Vertrieb Hannover, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

B Braun, Melsungen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Inresa, Freiburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
B Braun, Melsungen, Deutschland
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Methanol

Natriumchlorid (fest)

Natriumchlorid 0,9 % (flissig)

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/Streptomycin 100x
(Pen/Strep)

Proteinase K

Sterofundin

Stickstoff (Intern)

Teleostean Gelatine

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100

Trypsin

TWEEN 20 (Polysorbat)

Xylazin 2%

Ziegenserum (NGS)

5.2.2. Verbrauchsmaterialien

ReagiergefaBe 0.5, 1.5 und 2 ml
Tubes 15 ml, 50 ml

Pipettenspitzen

Zellkulturbedarf:
12- und 24-Well Platten
Petrischalen, 35 x 10 mm
Zellkulturschalen, 35 x 10 mm
Filter, 0.2 pm
Zellsieb, 70 pum Nylon
Pipetten 1, 5, 10, 25 ml
Sterilfilter Filtropur S, 0,20 um

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
B Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
(Universitatsmedizin Géttingen)
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Riemser, Greifswald, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Sarstedt, Niimbrecht
BD Falcon, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht

NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

Sarstedt, Nimbrecht

BD Falcon, Heidelberg

NUNC, Wiesbaden

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
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5.2.3. Primarantikorper

Monoklonaler Antikdrper Maus anti- NeuN Millipore, Massachusetts, USA

Polyklonaler Antikérper Kaninchen anti-GFP ~ Abcam, Cambridge, UK

Monoklonaler Antikdrper Maus anti- CNPase Millipore, Massachusetts, USA
Monoklonaler Antikdrper Maus anti- Nestin Millipore, Massachusetts, USA
Monoklonaler Antikdrper Ratte anti- GFAP Zymed, Kalifornien, USA

Polyklonaler Antikérper Ziege anti- Dex Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA
Monoklonaler Antikbrper Ratte anti- BrdU Abcam, Cambridge, UK

Monoklonaler Antikérper Maus-anti- BrdU Roche Diagnostics, Mannheim
Monoklonaler Antikérper Maus-anti-HA Covance, Princeton, USA

5.2.4. Sekundarantikorper

Alexa 488-konjugiertes anti-Ziege 1gG Esel Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Cy3-konjugiertes anti-Kaninchen IgG Esel Jackson ImmunoResearch, Newmarket/UK
Cy3-konjugiertes anti-Maus IgG Ziege Jackson ImmunoResearch, Newmarket/UK

Alexa 488-konjugiertes anti-Kaninchen IgG ~ Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Cy5-konjugiertes anti-Ratte IgG Ziege Abcam, Cambridge, UK
Peroxidase-konjugiertes anti-Maus IgG Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Alexa 594-konjugiertes Streptavidin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

5.2.5. Medien, Puffer und Lésungen

NPC -Praparation

Dissoziationsmedium 13,3 mg Trypsin
7 mg Hyaluronidase
2 mg Kynurensaure
200 pl DNase (10.000 U/ml)
in 10 ml LOsung #1
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Lésung #1 (pH 7,5) 10 % (v/v) HBSS (10x)
0,9 % (v/v) D-Glucose ( Stocklsg. 300 mg/ml)
0,75 % 1M HEPES

Lésung #2 (pH 7,5) 5 % (v/v) HBSS (10x)

1 M Saccharose

Ldsung #3 (pH 7,5) 4 % (w/v) BSA
50 mM HEPES

Medien fiir Zellkultur

Neurospharenmedium 47 ml DMEM/F12
1 ml B27
0,5 ml Pen/Strep (100x)
0,4 ml HEPES 1M
0,5 ml EGF (2 ug/ml)
0,5 ml bFGF (2ug/ml)

OGD-Medium Sterofundin® mit 1 uM Mannitol

Immunhistochemie

Citratpuffer (pH 6,0) 0,2 % Zitronensaure-Monohydrat in Aqua bidest.
Donkey Serum (Dks)-Blockpuffer 10 % Dks in 0,3 % TBS-T

Normal Goat Serum (NGS)-Blockpuffer 1099, NGS in 0.3 % TBS-T

TUNEL-Reagenzien

Proteinase K 20 mg Proteinase K/1 ml PBS
Ethanol- Eisessig Verhéltnis 2 : 1
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1x TdT Puffer

10x SSC (pH 7,0)

Blocking Reagenz

SDS-PAGE

Zell-Lysepuffer

Sammelgel 4%

Trenngel 12 %

500 mM Cacodylsdure Natriumsalz Monohydrat
1 mM CoCl;

0,5mMDTT

0,05% BSA

150 mM NaCl
300 mM NacCl
30 mM Natrium-Citrat

10% NGS

1% Teleostean Gelatine
0,3% Triton X-100

in PBS/ 1% BSA

50 mM Tris pH 8,0
150 mM NacCl
1% Triton

4 % (v/v) Acrylamid (40%) / 0,8% Bisacryl
25% (v/v) 0,5 M Tris (pH 6,8)

64% (v/v) dH>O

1% (v/v) APS (10%)

0,2% (v/v) TEMED

12% (v/v) Acrylamid (40%) / 0,8% Bisacryl
25% (v/v) 1,5 M Tris (pH 8,8)
45% (v/v) dH0

6,6% (v/v) APS (10%)

1,3% (v/v) TEMED

P—
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Elektrophorese-Puffer (10x) 250 mM
1,9 M Glycin
1,1% (v/v) SDS

SDS-Sample Buffer (6x) 70% 4x Tris (pH 6,8)
30% (v/v) Glycerin
0,01% (v/v) SDS
600 mM DTT
8,33% (w/v) Bromphenolblau

Western Blot
Transfer-Puffer (pH 8,3) 25 mM Tris
192 mM Glycin

20% Methanol

TBS 0,8% (w/v) NaCl
0,3% (w/v) Tris

TBS-T 0,01% (w/v) Tween 20 in TBS
OKANO-Puffer (10x) 1 M Tris

1,9 M NaCl

0,5 M EDTA

5% (v/v) Triton X-100
10% (v/v) SDS

Blocklésung 5% Magermilchpulver in TBS-T
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5.2.6. Gerate

Soweit nicht anders angegeben, wurden Standardlaborgerate der Firmen Biometra
GmbH (Géttingen), Eppendorf (Hamburg), Heraeus (Hanau), Sartorius (Géttingen),
Schutt (Géttingen), VWR (Darmstadt) und Zeiss (Jena) verwendet.
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6. Ergebnisse

6.1. Differenzierungsgrad kultivierter NPC

NPC aus der subventrikuldren Zone initiieren durch Proliferation und Aggregation in
Kultur nach Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF die Generierung so
genannter Neurospharen [Alvarez-Buylla et al., 1995]. Der Differenzierungsgrad
dieser Neurosphédren nach Passagierung (P0-P4) wurde nach Fixierung der Zellen
immunhistochemisch auf verschiedene Marker untersucht. Wé&hrend in allen
Passagen keine neuronale (NeuN) respektive oligodendrozytare (CNPase)
Differenzierung detektierbar war, zeigten sich in den untersuchten Passagen die
Neurospharen positiv fir Nestin, den Marker flr neurale Vorlauferzellen, Dcx
(immature neuronale Zellen), GFAP (Astroglia) (Abb. 9) sowie den
Proliferationsmarker Ki-67.

Nestin

kultivierter Neurospharen.

Marker Doublecortin  (Dcx), fir

Passagen. Skalierung 20 um.
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Abb. 9: Differenzierungsgrad

Kryoschnitte  kultivierter Neurosphéren
(NPC) aus den Passagen 0-4 wurden
immunhistochemisch gegen verschiedene
Zellmarker geféarbt. Erkennbar ist, dass
NPC positiv fir den frlhen neuronalen

astroglialen Marker GFAP und den Marker
fir neurale Vorlauferzellen (Nestin) sowie
den Marker fur proliferierende Zellen (Ki-
67) sind. In der Abbildung dargestellt sind
typische Beispiele aus verschiedenen
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6.2. Neuroprotektiver Effekt von TAT-Bcl-x._ auf NPC in vitro

Unter in vitro Bedingungen sollte der Frage nachgegangen werden, inwiefern die
Transduktion der NPC mit TAT-Bcl-x. zu einer erhdhten Resistenz dieser Zellen
gegen hypoxisch-hypoglykdmische Schadigungen fihrt. NPC wurden hierzu
zundchst 4 h mit 1 uM TAT-Bcl-x. unter normalen Zellkulturbedingungen inkubiert
und die Transduktionsrate mit Hilfe einer Western Blot Analyse gegen die
Hamagglutinin-Sequenz (HA) des Fusionsproteins, die sich unter physiologischen
Bedingungen in eukaryontischen Zellen nicht nachweisen Iasst, Gberprift (Abb. 10).
Waéhrend in unbehandelten NPC HA nicht nachzuweisen war, konnte in den
transduzierten NPC eine Bande auf Héhe des reinen TAT-Bcl-x,. detektiert werden.

75KkD — -
P _— « AKT
50kD — i «— TAT-Bclx.
TAT-Bcl-x. NPC/ - NPC
TAT-Bel-x.

Abb. 10: Nachweis von TAT-Bcl-x, in transduzierten NPC. Die Western Blot-Analyse von
NPC, die flr 4 h mit TAT-Bcl-x_ unter normalen Zellkulturbedingungen vorinkubiert wurden
(NPC/TAT-Bcl-x.) und unbehandelten NPC wurde mit einem Antikdrper gegen die
Hamagglutininsequenz (HA) des Proteins durchgefuhrt; als Positiv-Kontrolle diente das reine
Protein (TAT-Bcl-x.). Sowohl in der Positiv-Kontrolle als auch in den transduzierten NPC
konnte TAT-Bcl-x, detektiert werden, wahrend in den unbehandelten NPC das Protein nicht
nachgewiesen werden konnte. Als Ladekontrolle diente Phosphokinase B (AKT).

Zur Induktion einer Hypoxie-Hypoglykdmie wurden NPC fir 45 min in einer
luftdichten Kammer (1% Oz, 5% COy, 94% Ny; 37 °C) inkubiert. Einige Zellen wurden
bereits 4 h vor Beginn des OGD mit TAT-Bcl-x,_ transduziert (Abb. 11 A), wahrend
andere Zellen erst nach Ende der OGD mit TAT-Bcl-x. behandelt wurden (Abb. 11
B). Als Kontrollen dienten nicht behandelte (-TAT-Bcl-x.), mit TAT-HA inkubierte (+
TAT-HA) wie auch unter normalen, d. h. unter nicht hypoxisch-hypoglykdmischen
Bedingungen inkubierte Zellen. Nach Durchfiihrung des OGD wurden die Zellen fir
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24 h unter normalen Zellkulturbedingungen rekultiviert und das AusmalB der
Zellschadigung mit Hilfe eines auf Fluoreszenzfarbstoffen basierenden LIVE/DEAD-
Assays analysiert. Die Uberlebensrate der mit TAT-Bcl-x_-transduzierten NPC war
mit 71,9% vergleichbar mit der Uberlebensrate jener NPC, die unter normalen
Zellkulturbedingungen inkubiert wurden (Kontrolle 77,0%). Hingegen wiesen NPC,
denen entweder TAT-HA bzw. nichts hinzugesetzt wurde, eine Uberlebensrate von
31,6% bzw. 37,2% aufwiesen. Somit konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
TAT-Bcl-x.-behandelten und unbehandelten bzw. TAT-HA-behandelten NPC
festgestellt werden.

Im zweiten Versuchsansatz wurden die NPC zunachst 45 min einer OGD ausgesetzt
und erst danach wahrend der ,Reperfusionszeit® (der Kultivierung unter
Normalbedingungen) von 24 h mit TAT-Bcl-x. bzw. TAT-HA behandelt und
anschlieBend mit dem LIVE/DEAD Assay ausgewertet. Auch in diesem Fall war ein
signifikanter Unterschied zwischen TAT-Bcl-x -transduzierten NPC (65,1%) und
unbehandelten NPC (34,9%) bzw. TAT-HA behandelten NPC (37,9%) zu erkennen.

100% -

80% -

60% -

40% ~

relatives Uberleben von NPC

20% ~

0%
Kontrolle - TAT-Bcel-xL + TAT-Bcl-xL + TAT-HA
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100% -

80% - N

60% ~

40% ~

relatives Uberleben von NPC

20% ~

Kontrolle - TAT-Bcl-xL + TAT-Bcel-xL + TAT-HA

Abb. 11: Neuroprotektiver Effekt von TAT-Bcl,_ auf neurale Vorlauferzellen in vitro.
(A) Mit TAT-Bcl,. oder TAT-HA vorinkubierte (4 h) neurale Vorlauferzellen (NPC) bzw.
unbehandelte/native NPC wurden einer Oxygen-Glucose-Deprivation (OGD) ausgesetzt,
indem sie in glukosefreies Medium gegeben und fir 45 min in einer hypoxischen Kammer
(1% O,) inkubiert wurden. 24 h spater wurde die Uberlebensrate mit Hilfe eines LIVE/DEAD-
Assays ausgewertet. Als Kontrolle dienten Zellen, die unter normalen Zellkulturbedingungen
(glukosehaltiges Medium, 20% O,) kultiviert wurden. (B) NPC wurden zunéachst einer
Hypoxie-Hypoglykdmie (45 min) ausgesetzt und dann anschlieBend fir 24 h unter Zugabe
von 1 uM TAT-Bcly, 1 uM TAT-HA oder nichts (-TAT-Bcl-x.) unter normalen
Zellkulturbedingungen kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Auswertung wie oben. *statistisch
signifikant p< 0,05

6.3. Uberleben transplantierter NPC in vivo
Nachdem ein TAT-Bcl-x. vermittelter neuroprotektiver Effekt in vitro gezeigt werden
konnte, sollte in einem nachsten Schritt UOberprift werden, ob TAT-Bcl-x.-

transduzierte NPC auch in vivo ein hdheres Uberleben haben. Hierzu wurden GFP*-
NPC, wie zuvor in den in vitro Versuchen beschrieben, fir 4 h mit TAT-Bcl-x_
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inkubiert und am Tag 7 nach Induktion einer zerebralen Ischamie in das linke
ischdmische Striatum transplantiert. Nach einer Uberlebenszeit von 7, 14 und 28
Tagen post injectionem wurden GFP*-NPC immunhistochemisch hinsichtlich Anzahl
und Migrationsverhalten analysiert (Abb. 12). Wenngleich es in allen
Behandlungsgruppen zu einer progredienten Abnahme der Zellzahl Uber die Zeit
kam, so fand sich doch zu allen Untersuchungszeitpunkten eine signifikant héhere
Anzahl von GFP*-NPC in der TAT-Bcl-x.-Gruppe (Abb. 12 B).

A

Striatum

900 - " mNPC
m NPC/TAT-Bcl-xL

600 +

300 +

Absolute Anzahl GFP-Zellen

14d 28d
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Abb. 12: Analyse transplantierter nativer und TAT-Bcl-x.-transduzierter NPC.
(A) Wéhrend einzelne transplantierte NPC in einem Zeitraum von bis zu 28 Tagen eine
Migrationstendenz zum ischamischen Areal zeigten, verblieb die Mehrzahl der Zellen im
ehemaligen Injektionsareal. Skalierung 200 um. (B) Das Uberleben von transplantierten
neuralen Vorlduferzellen, die 7 Tage nach einer 30 min Ischamie injiziert wurden, wurde 7 d,
14 d und 28 d nach Injektion untersucht. Injiziert wurden unbehandelte (NPC) und mit TAT-
Bcl-x, (NPC/TAT-Bcl-x.) vorbehandelte Zellen. TAT-Bcl-x. vorbehandelte NPC hatten zu
allen untersuchten Zeitpunkten ein signifikant hdheres Uberleben im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. *statistisch signifikant p<0,05

6.4. Proliferation transplantierter NPC

Zur Beurteilung der Proliferationsaktivitdit von GFP* NPC wurde den Tieren einen
Tag nach stereotaktischer Injektion (Tag 8 nach Ischamie) bis zum Versuchsende,
bzw. bis Tag 21 post injectionem (28 d Gruppen), taglich der Proliferationsmarker
BrdU verabreicht. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurde zunachst der relative Anteil
an BrdU" Zellen unter den GFP* NPC bestimmt (Abb. 13 B).

Waéhrend bei den frhen Gruppen (7 d) sowohl in der Gruppe der unbehandelten
NPC als auch der TAT-Bcl-x_ -behandelten NPC der Anteil an BrdU™ NPC in beiden
Gruppen bei etwa 20% lag und somit keinen signifikanten Unterschied aufwies,
zeigte sich in den 14 d Gruppen ein signifikanter Unterschied. So konnte bei
unbehandelten NPC ein Anteil von Uber 40% BrdU® NPC festgestellt werden,
wohingegen bei TAT-Bcl-x -behandelten NPC der relative Anteil an BrdU™ Zellen bei
17% lag. Zu den spaten Zeitpunkten (28 d) lieBen sich hingegen keine signifikanten
Unterschiede herausarbeiten. Da jedoch die absolute Anzahl GFP* Zellen innerhalb
der verschiedenen Behandlungsgruppen signifikant unterschiedlich war (s.o.), wurde
zusatzlich die absolute Anzahl an BrdU*/GFP* Zellen ermittelt (Abb. 13 C). Hier ist zu
allen untersuchten Zeitpunkten zwischen den Gruppen der unbehandelten und TAT-
Bcl-x. behandelten NPC ein signifikanter Unterschied zu sehen.
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Abb. 13: Proliferation transplantierter neuraler Vorlauferzellen. Mit Hilfe
immunhistochemischer Farbungen (A, Skalierung 50 um) wurde die Anzahl der Zellen
ausgewertet, die sowohl positiv flir den Proliferationsmarker BrdU als auch fir GFP (neurale
Vorlauferzellen) sind und der relative Anteil bestimmt (B). Wahrend zwischen den 7 d und 28
d Uberlebenden kein Unterschied zu sehen war, gab es bei den 14d-Gruppen einen
signifikanten Unterschied. (C) Bei der absoluten Anzahl der BrdU*/GFP* Zellen gab es zu
allen drei Zeitpunkten signifikant héhere Werte bei den TAT-Bcl-x_ transduzierten NPC.
*statistisch signifikant p< 0,05

6.5. Differenzierung transplantierter NPC

Die neurale Differenzierung der transplantieten NPC wurde zu den gegebenen
Zeitpunkten immunhistochemisch untersucht. Wahrend sich in transplantierten NPC
eine Expression von Nestin (Marker flr neurale Vorlauferzellen), GFAP (astrozytare
Differenzierung) und Dcx (immature neuronale Zellen) fanden, lie3 sich eine Ko-
Expression mit dem oligodendrozytaren (CNPase) und neuronalen Marker (NeuN)

nicht nachweisen.

6.5.1. Differenzierung in neurale Vorlaufer

Die Zahl Doppelmarkierter Nestin®/GFP™ NPC (Abb. 14 A) nahm gleichermaBen
sowohl in der Gruppe der nativen NPC als auch der transduzierten NPC Uber die Zeit
ab (Abb. 14 B). So lagen die relativen Anteile sieben Tage nach stereotaktischer
Injektion bei 36% (NPC unbehandelt) und 44% (TAT-Bcl-x.-behandelte NPC) und
sanken 14 Tage nach Transplantation auf 29% bzw. 34%. Bei der Analyse 28 d nach
stereotaktischer Injektion der NPC lag schlieBlich der Anteil an Nestin®/GFP* Zellen
bei den unbehandelten NPC bei 20% und bei den TAT-Bcl-x_.-behandelten NPC mit

etwa 30% signifikant hoher.
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Nestin
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Abb. 14: Ko-Expression von applizierten NPC mit dem neuralen Marker Nestin. Der
Differenzierungsgrad der exogen applizierten GFP*-NPC wurde untersucht und hieraus der
prozentuale Anteil Nestin-positiver NPC (A, Skalierung 50 um) berechnet. Insgesamt fand
eine Abnahme der Nestin*-Zellen in jeweils beiden Gruppen Uber die Zeit statt. Wahrend am
Tag 7 und 14 kein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen sichtbar war, konnte am
Tag 28 in der Gruppe der TAT-Bcl-x. behandelten Zellen ein signifikant héherer Anteil
Nestin*™-NPC detektiert werden. *statistisch signifikant p<0,05
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6.5.2. Astrogliale Differenzierung von transplantierten NPC

Der prozentuale Anteil an NPC, die eine astrogliale Differenzierung aufwiesen war
mit bis zu etwa 4% relativ gering (Abb. 15). Anders als bei den Nestin®-NPC nahm
bei den GFAP*-NPC der Anteil in beiden Gruppen Uber den untersuchten Zeitraum
zu. So lag der relative Anteil bei den 7 d Gruppen bei 0,1% bei den unbehandelten
NPC, und mit 1% signifikant héher in der Gruppe der transduzierten NPC. An Tag 14
und 28 gleicht sich der Anteil in beiden Gruppen an, und liegt bei den unbehandelten
NPC bei 2,7% (14 d) und 3,5% (28 d). Der prozentuale Anteil GFAP™ TAT-Bcl-x_
behandelter NPC liegt bei 2,4% (14 d) und 3,2% in der Gruppe der 28 d Tiere.
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Abb. 15: Astrogliale Differenzierung transplantierter NPC. Der prozentuale an Anteil
GFAP*-Zellen (A, Skalierung 50 um) unter den transplantierten NPC nahm in beiden
untersuchten Gruppen Uber die Zeit zu. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
war am Tag 7 zu erkennen. Zu den anderen untersuchten Zeitpunkten lagen die Werte
wieder nah beieinander. *statistisch signifikant p< 0,05

6.5.3. Neuronale Differenzierung

Wie anfangs erwéhnt konnte keine Differenzierung der transplantierten NPC in
mature Neurone detektiert werden. Hingegen lieB sich jedoch nachweisen, dass ein
Uber den untersuchten Zeitraum hin ansteigender Anteil der injizierten NPC positiv
fir den immaturen neuronalen Marker Dcx (Abb. 16 A) war. Sieben Tage nach
stereotaktischer Injektion der NPC lag der prozentuale Anteil von Dcx™ NPC bei etwa
10% bei den unbehandelten und 8% bei den TAT-Bcl-x, transduzierten NPC (Abb.
16 B). Auch zu den spéteren Zeitpunkten konnte zwischen den beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden, jedoch stieg der Anteil in beiden
Gruppen an. So lag der Anteil an Tag 14 bei den nativen NPC bei 14% und 11% bei
den TAT-Bcl-x_-behandelten NPC, und schlieBlich an Tag 28 bei 19% (unbehandelt)
und 22 % (transduziert).

merge
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Abb. 16: Transplantierte NPC differenzieren in Dcx* immature neuronale Zellen. Der
prozentuale Anteil der injizierten NPC, die eine Doppelmarkierung mit GFP und dem Marker
Dxc (A, Skalierung 50 um) aufwiesen, lag anfangs in beiden untersuchten Gruppen bei etwa
8-10% (B) und stieg an Tag 28 bis auf etwa 20% an. Zu keinem untersuchten Zeitpunkt
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. (C) Bei
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der absoluten Anzahl der Dcx'/GFP* Zellen gab es an Tag 14 und Tag 28 signifikant héhere
Werte bei den TAT-Bcl-x, transduzierten NPC. *statistisch signifikant p< 0,05

6.6. NPC-vermittelte Neuroprotektion nach zerebraler Ischamie

Zur Untersuchung einer durch neurale Vorlauferzellen vermittelten Neuroprotektion
wurden die Anzahl TUNEL"® Zellen (d 7; Abb. 17 A) bzw. die neuronale Dichte
bestimmt. Wie in Abb. 17 B dargestellt fihrt die Injektion von sowohl unbehandelten
als auch TAT-Bcl-x_-transduzierten NPC gleichermaBen zu einem geringeren Zelltod
im Vergleich zu der PBS-Gruppe. Eine Behandlung mit NPC (nativ oder transduziert)
ging mit einer signifikanten Reduktion der Anzahl TUNEL" Zellen im Vergleich zur
PBS-Kontrollgruppe einher (67 bzw. 69 vs. 223 Zellen pro mm?).

Diese am Tag 7 nach stereotaktische Injektion beobachtete Neuroprotektion
persistierte Uber einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen. So konnte an Tag 28 eine
signifikant erhéhte neuronale Dichte in den NPC-Behandlungsgruppen im Vergleich
zu PBS-Kontrolltieren beobachtet werden (Abb. 17 C). Es fanden sich in der PBS-
Gruppe 343 NeuN* Zellen'/mm2 im Vergleich zu 439 NeuN* Zellen/mm?2
(unbehandelte NPC) bzw. 479 NeuN* Zellen/mm?2 (TAT-Bcl-x_ transduzierte NPC).
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Abb. 17: Neuroprotektiver Einfluss der transplantierten NPC. Mit Hilfe einer TUNEL-
Farbung wurde fragmentierte DNA in den Zellkernen toter Zellen bei Kryoschnitten der drei
verschiedenen Versuchsgruppen mit 7 Tage Uberleben dargestellt (A, Skalierung 10 pm).
(B) Nach Auswertung der Anzahl der TUNEL" Zellen pro mm? ist in beiden NPC behandelten
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Gruppen ein deutlich geringer Zelltod zu erkennen. (C) Die Transplantation von NPC, sowohl
unbehandelt als auch mit TAT-Bcl-x, behandelt, fiihrt 28 d nach Injektion zu einer signifikant
héheren neuronalen Dichte im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe. *statistisch signifikant
p<0,05

6.8. Verhaltenstests zur Analyse des post-ischamischen funktionellen Defizits

Abgesehen von den immunhistochemischen Analysen wurden Untersuchungen zu
den funktionellen Defiziten durch Verhaltenstests durchgefiihrt. Zum einen wurde der
Corner Turn Test verwendet, um das AusmaB des sensomotorischen Defizits zu
untersuchen. Andererseits fand zur Analyse der kognitiven Fahigkeiten ein
modifizierter Morris Water Maze Anwendung.

6.8.1. Corner Turn Test

Der Corner Turn Test wurde jeweils an den Tagen 7, 14, 21 und 28 nach Injektion
der NPC bzw. von PBS in der Kontrollgruppe durchgefihrt. Zum Vergleich erfolgte
parallel auch die Durchfihrung mit gesunden Tieren. Dabei wurde in zehn
Durchgangen die Anzahl der Links-Drehungen (also ipsilateral zur Schadigung im
Gehirn) aus der Ecke dokumentiert (Abb. 18).

Vollig gesunde Tiere (Abb. 18, graue Linie) zeigten Uber den gesamten untersuchten
Zeitraum eine gleichmaBige, d. h. streng zuféllige, Verteilung von Links- und
Rechtsdrehungen. Im Gegensatz hierzu hatten Tiere, denen PBS injiziert wurde
(blaue Linie), die Praferenz sich linksherum aus der Ecke herauszubewegen. Dies
blieb auch Gber den gesamten Untersuchungszeitraum erhalten.

Bei den Tieren, die TAT-Bcl-x. behandelte NPC erhalten haben war bereits 14 Tage
nach Injektion ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur PBS-Gruppe zu
erkennen; die Anzahl der Links-Drehungen war geringer. Dieser Unterschied blieb
auch 21 und 28 Tage nach Injektion erhalten. Auch bei den Tieren, die unbehandelte
NPC erhielten stellte sich dieses Ergebnis ein, jedoch weniger deutlich und erst an
Tag 21 und 28.
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Abb. 18: Auswertung des Corner Turn Test zur Bewertung des sensomotorischen
Defizits. In zehn Durchgédngen wurde pro Tier die durchschnittliche Anzahl der Drehungen,
die linksseitig aus dem Versuchsaufbau heraus gemacht wurden, bestimmt. Jede Gruppe
wurde jeweils 7, 14, 21 und 28 Tage nach Injektion getestet. Zum Vergleich dienten
zusatzlich gesunde Tiere (grau). Wahrend die PBS-Gruppe dber den gesamten
Untersuchungszeitraum sich tUberwiegend linksherum aus der Ecke drehte, kam es in der
Gruppe der Tiere, die mit TAT-Bcl-x, transduzierten NPC behandelt wurden (rot) , bereits
nach 14 Tagen zu einer signifikanten Verminderung der Linksdrehungen im Vergleich zur
PBS-Gruppe. An Tag 21 und 28 ist die Anzahl der Links-Drehungen in beiden NPC-
behandelten Gruppen im Vergleich zur PBS-Gruppe signifikant geringer, und ndhern sich
dem Wert der gesunden Tiere. *statistisch signifikant p<0,05

6.8.2. Morris Water Maze

Der sog. Morris-Water-Maze-Test diente der Uberpriifung des raumlichen Lernens.
Alle Tiere zeigten eine progrediente Verminderung der bendtigten Zeit bis zum
Erreichen der Plattform. Ein signifikanter Unterschied fand sich jedoch zwischen den
Behandlungsgruppen nicht. Im task-switch® kam es hingegen zu einem initialen
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Anstieg der Zeit in allen Gruppen. TAT-Bcl-x. behandelte Tiere konnten zwar die
Plattform schneller erreichen als die Kontrollgruppen, dieser Effekt war jedoch nicht
signifikant. Nach Re-Positionierung der Plattform in die urspriingliche Position kam
es jedoch zu einem signifikant schnelleren Erreichen der Plattform bei den NPC/TAT-
Bcl-x. behandelten Tieren (Abb. 19).
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Abb. 19: Ergebnis des modifizierten Water Maze Test. Die Zeit bis zum Erreichen der
Plattform nimmt bei allen untersuchten Versuchsgruppen in den ersten beiden Tagen ab,
wobei die NPC/TAT-Bcl-x. behandelte Gruppe tendenziell schneller die Plattform erreicht,
jedoch mit keinem signifikanten Unterschied. Bei dem ,task-switch“ nimmt die Zeit in allen
Gruppen wieder zu, wobei auch hier die NPC/TAT-Bcl-x. behandelte Gruppe etwas schneller
ist. Nach Zurlckstellen der Plattform in die urspringliche Position benétigen NPC/TAT-Bcl-x,
behandelte Tiere signifikant weniger Zeit zum Erreichen der Plattform. *statistisch signifikant
p<0,05
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6.9. Analyse von NPC-induzierten Effekten auf die postischamische endogene

Neurogenese

Neben den Untersuchungen zu Uberleben, Migration und Differenzierungsgrad
transplantierter NPC wurden auch Effekte auf die endogene Neurogenese analysiert.
Die hierzu durchgefihrte BrdU-Applikation erfolgte analog dem unter Kapitel 4.1.10.
geschilderten Prozedere. Es wurden immunhistochemische Untersuchungen gegen
GFP, BrdU und entsprechenden Markern an Tag 7, 14 und 28 post injectionem
durchgefiihrt. Zellen die doppelpositiv fir GFP und BrdU waren, wurden in den
nachfolgenden Auswertungen zum Effekt auf die endogene Neurogenese nicht mit
einbezogen. Zunachst wurde die absolute Anzahl BrdU* Zellen pro mm?2 im Striatum
der unterschiedlich behandelten Tiere bestimmt (Abb. 20). Zu keinem Zeitpunkt
konnte zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abb. 20: Effekt transplantierter NPC auf die endogene Neurogenese. Dargestellt ist die
absolute Anzahl BrdU* Zellen pro mm?2 im Striatum von Tieren, denen PBS (Kontrolle), native
NPC und TAT-Bcl-x.-behandelte NPC injiziert worden ist. Zu allen drei untersuchten
Zeitpunkten konnte zwischen den einzelnen Gruppen kein Unterschied festgestellt werden.
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6.9.1. Neurale Differenzierung der BrdU" proliferierender Zellen

Ahnlich wie bei den transplantierten NPC exprimierte ein GroBteil der BrdU* Zellen
den neuralen Marker Nestin. Typischerweise waren diese Zellen im Bereich der SVZ
des linken ischamischen Seitenventrikels (Abb. 21 A), zeigten allerdings -
wenngleich auch in geringerer Anzahl — eine Migration zum ischamischen Areal.
Ausgewertet wurde der prozentuale Anteil von Nestin® Zellen an der Gesamtzahl
BrdU" Zellen, die aber nicht GFP* waren (Abb. 21 B). Zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen lieB sich zu den untersuchten Zeitpunkien kein signifikanter
Unterschied herausarbeiten. Lediglich am Tag 7 lag der relative Anteil in der Gruppe
der TAT-Bcl-x. behandelten Gruppe im Vergleich zu der PBS-Gruppe héher, jedoch
nicht statistisch signifikant.
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Abb. 21: Differenzierung der BrdU* Zellen in neurale Vorlauferzellen. Der prozentuale
Anteil Nestin-positiver Zellen der BrdU" Zellen (A, Skalierung 50 um) sinkt in den einzelnen
Gruppen Uber den untersuchten Zeitraum leicht ab (B). Es gab zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied.

5.9.2. Astrogliale Differenzierung

Neben der Differenzierung der BrdU* Zellen in neurale Vorlauferzellen konnte eine
Differenzierung in astrogliale GFAP* Zellen nachgewiesen werden (Abb. 22 A). Der
prozentuale Anteil GFAP™ Zellen war zu allen drei untersuchten Zeitpunkten bei den
Tieren, denen mit TAT-Bcl-x_ transduzierte NPC transplantiert wurde signifikant
héher im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren (Abb. 22 B). An Tag 7 und 14 lag auch
bei den Tieren, die unbehandelte NPC erhielten der Wert mit 5,9% (NPC 7 d) und
7,3% (NPC 14 d) signifikant héher im Vergleich zu den PBS-Kontrollen. An Tag 28
glichen sich die Werte der PBS-Kontrolle und den mit nativen NPC-behandelten
Tieren wieder an, nur die Behandlung mit TAT-Bcl-x. transduzierten NPC zu einem
signifikant hoheren Anteil.
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Abb. 22: Astrogliale Differenzierung der BrdU* Zellen. Der prozentuale Anteil GFAP*
unter den BrdU™ Zellen (A, Skalierung 50 um) lag zu den drei untersuchten Zeitpunkten bei
den TAT-Bcl-x_ im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe signifikant héher. Auch die Behandlung
mit nativen NPC fihrt an Tag 7 und 14 zu einem signifikant hheren Wert an doppelpositiven
GAFP*/BrdU* Zellen. *statistisch signifikant p<0,05

5.10. Neuroregenerativer Einfluss applizierter NPC

Da flir einen potentiellen neuroregenerativen Effekt die Gesamtzahl an BrdU" sowie
neuronalen bzw. neuralen Zellen relevanter als relative Anteile sind, wurde auch die
Gesamtanzahl BrdU* Zellen (Abb. 23 A, BrdU" inkl. BrdU"/GFP* Zellen), Nestin®
Zellen (sowohl Nestin®/BrdU* als auch Nestin®/GFP*; Abb. 23 B) und die
Gesamtanzahl Dcx™ Zellen inklusive der Dcx™ NPC bestimmt (Abb. 23 C). Um den
Effekt der transplantieten NPC auf die Proliferation und Bildung von neuralen
Vorlauferzellen und immaturen Neuronen zu analysieren, wurden die Gruppen der
NPC-injizierten Tiere mit den PBS-Kontrollen verglichen. Die Applikation von NPC
zeigte keinerlei Auswirkung auf die absolute Anzahl BrdU* Zellen. Die absolute
Anzahl Nestin™ Zellen ist zu allen drei untersuchten Zeitpunkten in der Gruppe der
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Tiere, denen TAT-Bcl-x.-behandelten NPC appliziert wurde signifikant héher im
Vergleich beiden Kontrollgruppen (PBS, native NPC).

Bei der Untersuchung zu den immaturen Neuronen konnte bereits sieben Tage nach
Injektion bei der Tiergruppe, die die TAT-Bcl-x.-behandelten NPC erhielten im
Vergleich zur PBS Gruppe eine signifikant héhere Anzahl an Dcx* Zellen
nachgewiesen werden. Obwohl auch an Tag 14 die Anzahl Dcx-positiver Zellen in
den NPC-behandelten Gruppen im Vergleich zu der PBS-Kontrolle tendenziell héher,
so sind die Unterschiede nicht signifikant. Interessanterweise zeigten auch die Tiere,
denen unbehandelte NPC transplantiet wurden zu allen Zeitpunkten einen
tendenziell héheren Wert an Dcx™ Zellen, was jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant
ist.
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Abb. 23: Einfluss der transplantierten NPC auf die Gesamtzahl der BrdU*, Nestin* und
Dcx* Zellen. (A) Die Applikation von NPC hat keine Auswirkung auf die absolute
Gesamtzahl BrdU* Zellen. (B) Die Transduktion der NPC mit TAT-Bcl-x, flihrte zu allen
untersuchten Zeitpunkten zu einer signifikant héheren absoluten Anzahl Nestin® Zellen im
Vergleich zu beiden Kontroll-Gruppen (native NPC,PBS). (C)Verglichen mit den PBS-
Kontrollgruppen konnte zu allen untersuchten Zeitpunkien eine tendenziell hoéhere
Gesamtanzahl, d. h. endogen entstandene und applizierte Dcx*-NPC, Dcx" Zellen
nachgewiesen werden. Signifikant hdéher im Vergleich zu der PBS-Kontrollgruppe war die
Anzahl der Dcx* Zellen an Tag 7 und 28 in den Gruppen der TAT-Bcl-x, transduzierten NPC.
*statistisch signifikant p<0,05
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7. Diskussion

Der ischamische Schlaganfall ist nach wie vor die dritthdufigste Todesursache und
der haufigste Grund fir eine Langzeitbehinderung von Patienten in den westlichen
Industrielandern. Wie eingangs erwahnt (siehe Kapitel 3.1) besteht gegenwartig die
einzige kausale Therapie in der unverzliglichen Rekanalisation des okkludierten
GefaBes mit Hilfe von rt-PA innerhalb eines definierten Zeitfensters [Hacke et al.,
2005 ; Broderick et al., 2002]. Da die Ubertragung neuroprotektiver Substanzen vom
Tiermodell auf den Menschen — wie in zahlreichen Studien gezeigt — bis zum
heutigen Tag fehl schlug, fokussieren neuere (experimentelle) Strategien auf
neuroregenerativen Ansatzen. Hingegen tragt die bis dato mehrfach beobachtete
ischamieinduzierte Stimulation der endogenen Neurogenese nicht zu einer
funktionellen Erholung des ZNS bei (siehe Kapitel 3.3), so dass die Transplantation
adulter neuraler Stammzellen bzw. Vorlauferzellen (NPC) nach zerebraler Ischamie
im Tiermodell vermehrt Anwendung findet.

Wiederholte Beobachtungen eines durch die Applikation von SZ induzierten
neuroprotektiven Effektes nach zerebraler Ischamie scheinen jedoch weniger einer
genuinen neuronalen Differenzierung und Regeneration dieser Zellen, sondern
vielmehr indirekter Effekte zu schulden [Pluchino et al., 2003; Llado et al., 2004;
Svendson et al., 1996]. Die erzielten Ergebnisse scheinen Folge der so genannten
zheurotrophen Pumpfunktion® der applizierten Zellen zu sein, d.h. tber eine Sekretion
von neurotrophen Faktoren kommt es zu einer indirekten Neuroprotektion der
residuellen neuronalen Strukturen im Peri-Infarktbereich [Capone et al., 2007].
Allerdings sind auch diese Effekie aufgrund der nachweislich hohen Zelltodrate nach
Transplantation nur von temporarem Charakter [Hicks et al., 2008]. Aufgrund dessen
wurden wiederholt Anstrengungen unternommen, die Resistenz transplantierter
SZ/NPC durch Einsatz verschiedener experimenteller Verfahren, wie z.B. der
genetischen Modifikation, um die Expression bestimmter Wachstumsfakioren zu
steigern [Kameda et al., 2007; Andsberg et al., 1998], zu erhéhen. Keine dieser
Arbeiten konnte jedoch eine persistierende Protektion transplantierter Zellen bzw.
Reduktion des postischamischen funktionellen Defizits zeigen. Daher wurde in der
hier vorliegenden Arbeit ein neuer ,therapeutischer® Ansatz gewahlt. Es wurde zum
einen der Frage nachgegangen, inwiefern die Transduktion von NPC in vitro mit dem
anti-apoptotischen und membranpermeablen Fusionsprotein TAT-Bcl-x. (siehe
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Kapitel 3.7.) mit einer erhdhten Resistenz nach hypoxisch bzw. isch@dmischer
Zellschadigung in vitro bzw. in vivo behaftet ist. Zum anderen wurde die Hypothese
untersucht, ob ein potentiell besseres Uberleben von transplantierten, transduzierten
NPC mit einer genuinen neuronalen Regeneration und Reduktion der
postischamischen funktionellen Schadigung einhergeht.

Far die hier vorliegende Studie wurden NPC aus der SVZ adulter Mause generiert
und Uber mehrere Passagen in Form von Neurospharen kultiviert (siehe Kapitel
5.1.2). Wie in der Literatur beschrieben [lhrie et al., 2008; Doetsch et al., 1997;
Ocbina et al., 2006; Walker et al., 2007] wiesen diese Zellen ein Expressionsmuster
fir GFAP, Nestin, Dcx und den Marker flr proliferierende Zellen Ki-67 auf (Abb. 9).
Es konnte gezeigt werden, dass die in vitro Transduktion von NPC mit dem
Fusionsprotein TAT-Bcl-x., welche wie bereits von Dietz et al. zuvor beschrieben
[2002] suffizient und effizient moglich war (Abb. 10), zu einer signifikanten Reduktion
der Zellschadigung nach Induktion einer hypoxisch-hypoglykdmischen Noxe flhrte.
Dieser Effekt lieB sich unabh&ngig vom Zeitpunkt der Transduktion, d.h. sowohl bei
Gabe von TAT-Bcl-x. vor als auch nach Hypoxie-Hypoglyk&dmie, nachweisen (Abb.
11). Eine neuroprotektive Wirkung dieses Fusionsproteins konnte bereits in friheren
Studien in verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen sowohl in vitro als auch
in vivo [Diem et al., 2005; Dietz et al., 2008] gezeigt werden. So konnte z.B. im EAE-
Modell der multiplen Sklerose eine Protektion retinaler Ganglien-Zellen nach
Transduktion mit TAT-Bcl-x. beobachtet werden. Im MPTP-Parkinson-Modell fihrte
die systemische Applikation von TAT-Bcl-x, zu einer Protektion dopaminerger
Neuronen. Im Zusammenhang mit einer ischadmischen Zellschadigung konnten Kilic
et al. erstmals eine Reduktion des Infarktvolumens am Tag 3 nach zerebraler
Ischamie der Maus nachweisen; eine Applikation von NPC fand zu diesem Zeitpunkt
jedoch nicht statt. [Kilic et al., 2002]. Hingegen konnten Doeppner et al. erstmals
durch systemische Applikation von TAT-Bcl-x. zum Zeitpunkt der Reperfusion nach
zerebraler Ischéamie ein signifikant erhéhte Anzahl an endogen entstandenen Dcx*
NPC im ischamischen Striatum beobachten [Doeppner et al., 2009]. Dieser Befund
war jedoch vielmehr als Folge einer TAT-Bcl-x. vermittelten Neuroprotektion auf
endogene NPC denn als Stimulation einer neuronalen Differenzierung von NPC
durch TAT-Bcl-x. zu interpretieren. Einhergehend mit der TAT-Bcl-x. vermittelten
Neuroprotektion auf NPC konnten Doeppner et al. zudem auch eine Reduktion der
Peri-Infarkischadigung des post-ischamischen funktionellen Defizits beobachten.
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Eine Verwendung von mit TAT-Bcl-x_ transduzierten NPC nach zerebraler Ischamie
in vivo fand in dieser Studie nicht statt und wurde in der Literatur bisher auch noch

nicht beschrieben.

In der vorliegenden Studie wurden GFP* NPC zun&chst mit TAT-Bcl-x_ in vitro
transduziert und nach Reduktion der post-ischamischen Inflammation am Tag 7 nach
Schlaganfall (eigene nicht veréffentlichte Beobachtung) in das ischamische Striatum
injiziert. Das Uberleben der transplantierten Zellen wurde an den Tagen 7, 14 und 28
nach Injektion analysiert. Zu allen drei untersuchten Zeitpunkten konnten
transplantierte NPC im ischamisch geschadigten Gewebe der Tiere detektiert
werden. Die Zellen verblieben Uberwiegend im Bereich des Einstichkanals, jedoch
zeigte sich auch eine geringflgige Migration der NPC in das geschéadigte Areal (Abb.
12 A). Urséachlich hierfir mag die Freisetzung diverser Wachstumsfaktoren im
ischamisch geschadigten Gewebe, wie z.B. stem cell factor (SCF), heparin binding
epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF) oder vascular endothelial growth
factor (VEGF) [Jin et al., 2002], sein. Viele dieser Faktoren haben chemotaktische
Effekte, die bei der ischamieinduzierten Migration von NPC eine wichtige Rolle
spielen [Faber-Elman et al., 1996]. Im Gegensatz zu einer systemischen Applikation
von NPC, bei der trotz Sekretion dieser Faktoren nur ein kleiner Anteil der
transplantierten Zellen das Infarktareal erreicht [Jin et al., 2004], ist eine
ausgedehnte Migration von stereotaktisch applizierten NPC weder zu erwarten noch
von Noéten; durch die lokale stereotaktische Injektion von NPC werden diese sehr

nahe an das Infarktareal appliziert.

In beiden Behandlungsgruppen (native und transduzierte NPC) waren GFP* NPC bis
zu 28d nach Transplantation im Gehirn nachweisbar (Abb. 12 B). Es zeigte sich
jedoch — wie bereits beschrieben [Hicks et al., 2008] —, dass das Uberleben dieser
Zellen progredient Uber die Zeit hin abnahm. Wahrend die Anzahl von nativen NPC
stark abnahm, lieB sich in der TAT-Bcl-x. Gruppe zu allen drei untersuchten
Zeitpunkten eine deutlich hdhere Uberlebensrate aufweisen. Dariiber hinaus war die
Abnahme der Zellzahl Uber die Zeit im Vergleich zu den nativen NPC weniger stark
ausgepragt. Wenngleich auch die transplantierten NPC keiner direkten ischdmischen
Schadigung ausgesetzt waren (Transplantation am Tag sieben nach zerebraler
Ischamie) so mussen die in Kap. 3.1.2 pathophysiologischen Mechanismen nach wie
Berlcksichtigung finden. Wahrend der spate Zeitpunkt dieser Transplantation zu
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einem Zeitpunkt der Reduktion der inflammatorischen Komponente (Maximum ca.
Tag 4 nach Ischamie; eigene nicht veréffentlichte Beobachtung) erfolgte, spielen sich
jedoch nach wie vor apoptotische Signalkaskaden ab. In dieser vulnerablen post-
ischamischen Phase kann die anti-apoptotische Wirkung des Fusionsproteins TAT-
Bcl-x. in den transduzierten Zellen einen neuroprotektiven Effekt austben. Nach
zerebraler Ischdmie kommt es intrazellular aufgrund von pro-apoptotischen Stimuli zu
einer Translokation des pro-apoptotischen Proteins BAX aus dem Zytosol in die
Mitochondrien, welches zu einer Sekretion von Cytochrom c fuhrt. Bcl-x, ist jedoch in
der Lage mit BAX Heterodimere zu bilden, wodurch dessen Funktion antagonisiert
wird [Chao et al., 1998]. Des Weiteren kann Bcl-x. an das zytosolische Protein
APAF-1 binden, das erst durch die Bindung an Cytochrom c aktiviert wird (siehe
Kapitel 3.1.2.5), und somit den durch die Uberexpression von APAF-1 induzierten
Apoptoseprozess blockieren. Somit kann APAF-1 nicht mehr an Procaspase-9
binden und in Folge dessen bleibt eine konsekutive Aktivierung dieser
Initiatorcaspase aus [Gross et al., 1999]. Es ist vermutlich diese Blockierung von
Signalkaskaden, die zu einer erhéhten Resistenz von mit TAT-Bcl-x. transduzierten
NPC gegenlber einer hypoglykdmisch-hypoxischen Schadigung in vitro und der
héheren Uberlebensrate transplantierter TAT-Bcl-x. behandelter NPC in vivo im post-
ischamischen Gewebe fuhrt.

Zur Beurteilung der proliferativen Aktivitdt im adulten ZNS wurde der
Proliferationsmarker BrdU verwendet (siehe Kapitel 5.1.10). Die NPC zeigten auch
nach bis zu 28 Tagen nach Transplantation eine Proliferationsaktivitat, die jedoch
Uber den untersuchten Zeitraum tendenziell abnahm Betrachtet man den
prozentualen Anteil an BrdU® proliferativen Zellen, so ist der Anteil der nativ
transplantierten NPC an Tag 14 nach Applikation im Vergleich zu den TAT-Bcl-x,
transduzierten NPC signifikant erhéht (Abb. 13 B). Hingegen zeigt sich an Tag 7 und
28 kein signifikanter Unterschied mehr. Prift man jedoch die absoluten Zahlen der
BrdU™ NPC, d.h. die Gesamtzahl der GFP*/BrdU" im ischamischen Striatum, zeigt
sich eine deutlich erhdhte Anzahl an Zellen in der TAT-Bcl-x.-Gruppe (Abb. 13 C).
Gleichwohl zeigt sich jedoch in beiden Gruppen eine progrediente Abnahme der
BrdU"™ NPC, jedoch ist diese bei der TAT-Bcl-x_-Gruppe weniger ausgepragt. Nicht
mehr proliferierende, transplantierte Zellen — wenn sie nicht nach vorausgegangener
Differenzierung in das neuronale Netzwerk integriert werden — gehen in der Regel

sekundar u.a. durch apoptotischen Zelltod zu Grunde. So scheint die hier
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beobachtete relative Erhdhung des Anteils BrdU* Zellen in der nicht behandelten
(nativen) NPC Gruppe mdglicherweise einer zu diesem Zeitpunkt vermehrt
auftretenden Zellschadigung transplantierter Zellen zu schulden. Ein direkter auf die
Proliferationsrate von transplantierten Zellen stimulierender Einfluss durch das anti-
apoptotische Fusionsprotein TAT-Bcl-x. scheint eher unwahrscheinlich zu sein. In
Folge dessen lasst sich auch die erhdhte absolute Anzahl an BrdU™ NPC innerhalb
der TAT-Bcl-x. Gruppe durch den neuroprotektiven Effekt des Proteins auf

transplantierte NPC erklaren.

In den Differenzierungsanalysen von transplantierten NPC lieBen sich in beiden
Behandlungsgruppen eine Expression von Nestin, dem Marker far neurale
Vorlauferzellen (Abb. 14 A), GFAP (Astrozyten, Abb. 15 A) und Dcx (immature
Neuronen, Abb. 16 A) beobachten. In beiden Gruppen nahm Uber den untersuchten
Zeitraum der relative Anteil Nestin® Zellen ab (Abb. 14 B). Obgleich der Anteil Nestin*
NPC in der Gruppe der TAT-Bcl-x, transduzierten NPC tendenziell héher lag, konnte
an Tag 7 und 14 nach Transplantation zwischen beiden Behandlungsgruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Erst an Tag 28 ist dieser Unterschied
signifikant. Nestin ist ein Intermediarfilament, welches nur in immaturen neuralen
Zellen exprimiert wird [Cattaneo et al., 1990]. Differenzieren Zellen aus, wird die
Expression des Proteins herunterreguliert und anschlieBend durch zelltypische
Intermediarfilamente wie GFAP (in Astrozyten) oder Neurofilamente (in Neuronen)
ersetzt [Espinosa-Jeffrey et al. 2002]. Passend zu der Expression von Nestin sind die
Beobachtungen, dass zugleich mit der Abnahme des Anteils an undifferenzierten
Nestin® Zellen eine Zunahme des Anteils an differenzierten GFAP* Astrozyten oder
Dcx* immaturen Neuronen zu beobachten ist. Der Anteil an GFAP™ Zellen ist mit bis
zu 4% jedoch relativ gering (Abb. 15 B), ahnliche Werte (6%) werden allerdings auch
in der Literatur beschrieben [Zhang et al., 2001]. An Tag 7 nach Injektion liegt der
Anteil GFAP* Zellen in der Gruppe der TAT-Bcl-x. transduzierten NPC signifikant
héher. An Tag 14 und 28 sind die relativen Anteile in beiden Gruppen ahnlich. Auch
der Anteil Dcx* Zellen nimmt Uber die Zeit zu, jedoch ohne signifikanten Unterschied
zwischen beiden Gruppen (Abb. 16 B). Betrachtet man jedoch die absolute
Gesamtzahl Dcx'/GFP* Zellen, so ist die Zahl an Tag 14 und 28 nach Injektion
signifikant héher (Abb. 16 C). Dieser Effekt ist vermutlich auf die neuroprotektive
Wirkung von TAT-Bcl-x. auf die transduzierten Zellen zurlckzufihren. Ein direkter
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Einfluss auf die Differenzierung der NPC durch TAT-Bcl-x_ ist wahrscheinlich nicht

die zugrunde liegende Erklarung.

Eine Differenzierung der NPC in mature Neuronen und Oligodendrozyten konnte
nicht nachgewiesen werden. Es wurde mehrfach gezeigt, dass NPCs aus der SVZ
sowohl in vitro als auch in vivo in der Lage sind in mature Neuronen zu differenzieren
[Yamashita et al., 2006; Arvidsson et al., 2002; Lois et al., 1993]. Die Diskrepanz
zwischen den in der Literatur berichteten Daten und den hier erzielten Ergebnissen
scheint jedoch Folge der kirzeren Beobachtungszeit von 28 Tagen zu sein.
Méglichweise sind langer Uberlebenszeitpunkte nach Transplantation von NPC nétig,
um eine neuronale Differenzierung von transplantierten NPC beobachten zu kénnen.
Auch Olstorn et al. [2007] berichtete von einer verlangsamten neuronalen
Differenzierung der transplantierten NPC im Gegensatz zu in vitro Untersuchungen.
Beobachtet wurde, dass selbst 16 Wochen nach Transplantation sich viele

transplantierte Zellen noch im Differenzierungsprozess befanden.

Wie mehrfach bereits berichtet wurde fihrt die Applikation von NPC im
Schlaganfallmodell zu einer Neuroprotektivitat, die vermutlich ausgelést wird durch
die Sekretion verschiedener Faktoren [Kameda et al., 2007; Roitbak et al. 2008].
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in einem Zeitraum von bis zu 28 Tagen nach
Injektion der NPC in das ischamische Gewebe eine neuroprotektive Wirkung
festgestellt werden. Dieser Effekt lie3 sich in beiden Behandlungsgruppen darstellen.
So konnten am Tag 7 nach Injektion 67 (native NPC) bzw. 69 (TAT-Bcl-x.-
transduzierte NPC) TUNEL" Zellen pro mm? im Vergleich zu 223 TUNEL" Zellen pro
mm?2 der PBS-Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 17 B). Am Tag 28 wurde
die neuronale Dichte bestimmt (Abb. 17 C). Auch hier zeigte sich mit 439 (native
NPC) bzw. 479 (TAT-Bcl-x. transduzierte NPC) NeuN™ Zellen pro mm?2 zu 343 NeuN"
Zellen pro mm? eine neuroprotektive Wirkung der NPC. Scheinbar ist die protektive
Wirkung der NPC unabhangig von der Gesamtanzahl der im Gewebe noch
vorhandenen transplantierten Zellen. Obwohl die Zahl nativer NPC zu allen
untersuchten Zeitpunkten wesentlich geringer ist als bei den TAT-Bcl-x_

transduzierten NPC, sind die Effekte auf die Neuroprotektivitat nahezu gleich.

Der oben skizzierte neuroprotektive Effekt ging auch mit einem funktionell besserem
,Outcome® einher. Zur Untersuchung des sensomotorischen Defizits wurde der

74



Diskussion

Corner Turn Test, der sensitiv genug ist, um sehr geringe zerebrale Schadigungen zu
detektieren [Li et al., 2004; Zhang et al. 2002], und nicht einer der gangigen Tests,
wie z.B. Rota Rod, verwendet, da es zu einer vollstandigen Spontanregeneration der
Motorkoordination nach einer 30 minltigen Ischdmie in diesem Test kommt
[Doeppner et al., 2009]. So zeigte sich hier in der Gruppe der mit TAT-Bcl-x,/NPC
behandelten Tiere bereits an Tag 7 nach Injektion eine signifikante Verbesserung
des sensomotorischen Defizits im Vergleich zu der PBS-Kontrollgruppe (Abb. 18).
Tiere, die mit nativen NPC behandelt wurden wiesen erst an Tag 14 eine signifikante
Verbesserung auf. Dieser Effekt persistierte Uber den gesamten Versuchszeitraum,
d.h. bis Tag 28 nach Injektion, hinweg. Da diese Wirkung auf die oben beschriebene
Neuroprotektion zurickzufihren ist und nicht durch neurale Regeneration zu erklaren
ist, bleibt dennoch unklar weshalb es in der Gruppe der TAT-Bcl-x,/NPC behandelten
Tiere im Vergleich zu den NPC (nativ) behandelten Tieren friher zu einer
Verbesserung im Corner Turn Test kommt.

Eine zerebrale Ischamie beeinflusst sowohl die motorische Koordination als auch das
Lernverhalten und raumliche Gedéachtnis [Winter et al., 2004; Bendel et al., 2005].
Um diese Eigenschaften zu untersuchen wurden im Rahmen dieser Studie die
verschiedenen Behandlungsgruppen einem modifizierten Water Maze ausgesetzt
(Abb 19). Hierzu wurden die Tiere an Tag 26 und 27 nach Injektion in zwei
Durchgangen (morgens und abends) pro Tag dem Test ausgesetzt, um die sich unter
der Wasseroberflache befindende Plattform zu erreichen. Es zeigte sich, dass alle
Behandlungsgruppen sich von Durchgang zu Durchgang verbesserten und die
Plattform 6fter und schneller erreichten; ein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen fand sich nicht. An Tag 28 nach Injektion wurde im
ersten Durchgang die Plattform entfernt und in einem anderen Quadranten des
Beckens aufgestellt. In diesem so genannten ,Task-Switch“ verschlechterte sich
wieder die Leistung der Tiere. Im zweiten Durchgang wurde die Plattform an die
urspringliche Position zurickgestellt, woraufhin die Tiere wieder die Plattform
schneller erreichten. Allerdings war hier zu erkennen, dass TAT-Bcl-x,/NPC
behandelte Tiere die Plattform signifikant schneller erreichten als PBS-Kontrolltiere.
Auch die Tiere, denen native NPC injiziert wurde, waren tendenziell schneller, jedoch
war dieser Unterschied nicht signifikant. Dieser Effekt ist mdglicherweise ebenso auf
den neuroprotektiven Effekt der NPC (s.0.) zurlickzuflhren. Jedoch lasst sich dies
nicht eindeutig belegen. An Lernprozessen ist hauptsachlich der Hippokampus
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beteiligt [Silva et al., 1998]. Zum Hippokampus gehéren mehrere Strukturen (Gyrus
Dentatus, Cornu ammonis, Subiculum), weshalb man auch von einer Hippokampus-
Formation spricht. Im Hippokampus flieBen Informationen verschiedener
sensorischer Systeme zusammen, die verarbeitet und von dort zum Kortex
zurickgesandt werden. Bei Tieren hat der Hippokampus groBe Bedeutung flr die
raumliche Orientierung. Man nimmt an, dass die Umgebung im Hippokampus durch
so genannte Platzzellen wie in einer Art ,kognitiver Landkarte“ reprasentiert wird
[Muller, 1996]. Dieser wird jedoch im Rahmen einer fokalen 30 min zerebralen
Ischamie in der Regel nicht geschadigt, da die Lasion auf das Striatum begrenz ist
(eigene Beobachtung). Der diesen Resultaten zugrunde liegende Mechanismus
bleibt daher letztlich unklar.

Wie oben bereits erwahnt spielt die Sekretion neurotropher Faktoren durch
transplantierte NPC [Capone et al., 2007], eine wichtige Rolle in der Neuroprotektion
nach einer zerebralen Ischamie. Die endogene Neurogenese nach einem
Schlaganfall wird ebenfalls durch verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert. So
zeigte z.B. Jin et al. [2002], dass in Folge von erhéhten FGF-2 und SCF Level eine
gesteigerte Neurogenese in kortikalen Kulturen nach Hypoxie zu erkennen war. Auch
BDNF [Pencea et al., 2001] und Erythropoietin (EPO) [Shingo et al., 2001] sind
Faktoren, die bei der Modulation der Neurogenese nach zerebraler Ischamie eine
Rolle spielen. Daher ist es ebenso denkbar, dass exogen applizierte NPC in
gréBerem MaBe Wachstumsfaktoren sezernieren, wodurch auf die endogene
Neurogenese ein positiver Einfluss genommen wird und diese gesteigert wird. Um
dies zu prifen wurde den Tieren, wie in Kapitel 5.1.10 beschrieben, der
Proliferationsmarker BrdU verabreicht. Die durch Proliferation entstandenen BrdU*
Zellen in der ischamischen Hemisphare wurden mit Hilfe von immunhistochemischen
Farbungen quantitativ erfasst und auf ihren Differenzierungsgrad hin untersucht.
Dabei wurden beide NPC-behandelten Gruppen mit Tieren verglichen, denen
lediglich PBS injiziert wurde.

Die Transplantation von sowohl nativen als auch TAT-Bcl-x. transduzierten NPC
zeigte weder auf die Proliferationsrate (Abb. 20) noch auf die Differenzierung in
Nestin® neuralen Vorlauferzellen (Abb. 21) der endogenen, nicht GFP* Zellen, eine
Wirkung. Lediglich die Erh6hung des prozentualen Anteils GFAP* astrozytérer Zellen
im Pool der endogenen Vorlauferzellen konnte nach Applikation der NPC beobachtet
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werden. Dieser Effekt steht vermutlich mit der Funktion von GFAP" Astrozyten im
Zusammenhang. Astrozyten bieten als reaktive Spezies bei einer zerebralen
Ischdmie der Penumbra Schutz, indem sie die Gewebestruktur durch
Glianarbenbildung erhalten [Li et al., 2008; Myer et al., 2006]. Jedoch ist auch
bekannt, dass die Regeneration von geschadigten Neuronen durch Astrozyten
gestort wird. So zeigte Widestrand et al. [2007], dass die Injektion von NPC in den
Hippokampus GFAP”Vim” Mause zu einer verminderten Glianarbenbildung fiihrt.
Interessanterweise konnte hier auch beobachtet werden, dass mehr transplantierte
NPC Uber einen langeren Zeitraum Uberleben und ausdifferenzieren. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass es bei einer Ko-Kultur von GFAP”Vim” Astrozyten und
NPC zu einer um 65% erhdéhten Neurogenese kommt. Die durch NPC
hervorgerufene erhéhte Bildung GFAP™ Zellen flhrt méglicherweise dazu, dass die
Proliferation der Zellen vermindert wird und transplantierte Zellen Uber die Zeit

zugrunde gehen.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war das Uberleben transplantierter NPC zu
verbessern, um somit die Mdglichkeit zu schaffen eine post-ischdmische neurale
Regeneration zu generieren unter Berlcksichtigung der neuronalen Differenzierung.
Flr diesen Aspekt ist die Gesamtbetrachtung der neuralen Proliferation (endogene
BrdU* und GFP*/BrdU* Zellen) und der neuronalen Vorlduferzellen von Wichtigkeit.
Die Applikation von NPC hatte auf die Gesamtzahl BrdU" Zellen keine bedeutende
Auswirkung (Abb. 23 A). Jedoch ist bei der Anzahl Nestin®/BrdU" inklusive der
Nestin®/GFP* Zellen ein erheblicher Effekt zu sehen (Abb. 23 B). So fiihrt die
Transduktion der NPC mit TAT-Bcl-x_ zu einer signifikant h6heren Gesamtzahl an
Nestin® Zellen zu allen drei Zeitpunkten im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen.
Ahnliche Ergebnisse sind bei der Differenzierung in immature Dcx* Neuronen zu
sehen (Abb. 23 C). So zeigte sich auch hier, dass die zusatzliche Transplantation
von mit TAT-Bcl-x. transduzierten NPC zu einer signifikant erhéhten Gesamtanzahl
im Vergleich zu der Gruppe unbehandelter NPC und der PBS-Kontrollgruppe (an Tag
7 und 28) fuhrt. Diese beiden herausragenden Resultate sind auf die Applikation von
mit TAT-Bcl-x. behandelten NPC zuriickzufiihren. Bei Behandlung mit nativen NPC
sind die Gesamtzahlen sowohl bei den Nestin* Zellen als auch bei den Dcx* Zellen
zwar tendenziell héher, jedoch ohne signifikanten Unterschied zur PBS-Gruppe. Der
Schluss liegt nahe, dass dieser beobachtete Effekt in engem Zusammenhang mit der
TAT-Bcl-x. bedingten Neuroprotektion steht (s.o.).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch Verwendung von TAT-Bcl-x. das
Uberleben von NPC sowohl nach Hypoxie-Hypoglykamie in vitro als auch nach in
vivo Transplantation im Schlaganfallmodel der Maus signifikant verbessert wird. Die
TAT-Bcl-x. vermittelte Neuroprotektion fuhrte auch zu einer signifikant erhdhten
Anzahl von Dcx™ GFP* neuralen Vorlauferzellen im ischamisch geschadigten Areal.
Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung nach einer zerebralen Ischamie mit
NPC zu einer erheblichen Steigerung der absoluten Anzahl neuraler Vorlauferzellen
(Nestin™ Zellen, Abb. 23 B) und immaturen Neuronen (Dcx™ Zellen, Abb. 23 C) flihrt.
Einhergehend mit der NPC-Behandlung konnte dartber hinaus eine Reduktion der
post-ischamischen Zellschadigung im Peri-Infarktbereich festgestellt werden, welche
sich auch in einer Reduktion des post-ischamischen funktionellen Defizits
widerspiegelte. Da jedoch eine neuronale Differenzierung sowohl von
transplantierten als auch endogenen Vorlduferzellen im Untersuchungszeitraum nicht
nachgewiesen werden konnte, sind weitere  Studien mit langeren

Uberlebenszeitraumen der Versuchstiere nétig.
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8.1. Zusammenfassung

Die endogene Neurogenese persistiert auch im adulten Gehirn. Nach Induktion einer
zerebralen Ischamie kommt es im Nagerhirn zur Stimulierung dieser endogenen
Neurogenese und neurale Vorlauferzellen (NPC) migrieren aus der
Subventrikularzone der Seitenventrikel in das ischamische Areal, tragen jedoch nicht
entscheidend zur post-ischamischen Neuroprotektion oder -regeneration bei. Daher
kdénnte die lokale Applikation exogener, adulter NPC in das ischamische Lasionsareal
eine geeignete Therapiestrategie sein. Da jedoch die Mehrzahl dieser Zellen
innerhalb weniger Wochen nach Transplantation in den (apoptotischen) Zelltod
mundet, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit kultivierte NPC in vitro mit dem
membranpermeablen und anti-apoptotischen Fusionsprotein TAT-Bcl-x, transduziert.
Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Untersuchung von Uberleben, Migration und
Differenzierung transplantierter, transduzierter GFP*-NPC im Vergleich zu
unbehandelten/nativen NPC nach Induktion einer transienten fokalen zerebralen
Ischamie der Maus (Fadenokklusionsmodell) in einem Zeitraum von bis zu 28 Tagen
nach Transplantation (Tag 7 nach Ischamie). In einem zweiten Schritt wurden
neuroprotektive  Effekte  (einschlieBlich  Untersuchungen zum funktionellen
,LOutcome*®) sowie Effekte auf die endogene Neurogenese nach stereotaktischer
Transplantation von transduzierten/nativen NPC im Vergleich zu PBS-
Kontrollgruppen analysiert. Es zeigte sich zun&chst unter in vitro Bedingungen, dass
die Transduktion von NPC mit TAT-Bcl-x. nach Hypoxie-Hypoglykédmie zu einer
signifikant reduzierten Zellschadigung fuhrte. Ebenso konnte nachgewiesen werden,
dass transduzierte GFP*-NPC eine signifikant hoéhere Uberlebensrate nach
Transplantation haben als unbehandelte NPC; zu allen untersuchten Zeitpunkten
(Tag 7, 14 und 28 nach Transplantation) war die Anzahl GFP*-NPC in der
Behandlungsgruppe signifikant héher. Wahrend die Transduktion von NPC mit TAT-
Bcl-x. keinen Einfluss auf deren relative Proliferationsaktivitat hatte (Anzahl an BrdU*
Zellen), exprimierten transduzierte NPC signifikant vermehrt den immaturen
neuronalen Marker Doublecortin (Dcx). Dieser Effekt lieB sich jedoch eher als Folge
der TAT-Bcl-x. vermittelten Neuroprotektion auf NPC denn einer stimulierten
neuronalen Differenzierung von NPC erklaren. Eine Expression des neuronalen
Markers NeuN konnte jedoch zu keinem analysierten Zeitpunkt nachgewiesen
werden. Die Transplantation von NPC (sowohl nativ als auch transduziert) war
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dariber hinaus mit einer Reduktion der postischamischen Zellschadigung im
Vergleich zu PBS-Kontrollgruppen behaftet, wie anhand der verminderten Anzahl
TUNEL* Zellen am Tag 7 bzw. erhdhten neuronalen Dichte am Tag 28 nach
Transplantation zu sehen war. Einhergehend mit dieser NPC-vermittelten
Neuroprotektion zeigten sich im so genannten Corner Turn bzw. Water Maze Test
eine Reduktion des post-ischamischen funktionellen Defizits in der NPC-TAT-Bcl-x,
und der NPC-nativ Gruppe, bei letzterer jedoch weniger ausgepragt. Hingegen hatte
die Behandlung mit NPC (transduziert/nativ) keinen nennenswerten Einfluss auf
Uberleben oder neuronale Differenzierung von post-ischdmisch endogen
entstandenen NPC. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Behandlung mit
TAT-Bcl-x. zu einer signifikant erhéhten Resistenz von NPC nach Hypoxie bzw.
Ischamie fdhrt ohne jedoch Proliferation oder Differenzierung dieser Zellen
nennenswert zu beeinflussen. Einhergehend damit konnte in der TAT-Bcl-x. Gruppe
zu allen untersuchten Zeitpunkten eine signifikant erhéhte Gesamtzahl an Dcx*
Zellen im Vergleich zur nativen NPC bzw. PBS Gruppe beobachtet werden.
Hingegen fihrte die Therapie mit NPC nach zerebraler Ischdmie in beiden NPC
Gruppen zu einer signifikanten Reduktion der post-ischdmischen Zellschadigung und

einem verbesserten funktionellen ,Outcome” der Versuchstiere.
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8.2. Summary

Increased endogenous neurogenesis can be observed after cerebral ischemia in
mice, but fails to significantly contribute to neural regeneration or integration.
Therefore, the local application of exogenous subventricular zone (SVZ)-derived
neural progenitor cells (NPC) might be a useful therapeutic tool to ameliorate post-
ischemic injury. Since the survival of transplanted NPC is known to be poor,
cultivated NPC were in vitro transduced with the membrane-permeable and anti-
apoptotic fusion protein TAT-Bcl-x. to achieve a higher survival rate of transplanted
NPC after cerebral ischemia. The aim of this study was therefore to i.) analyse
survival, migration and differentiation of transplanted NPC (transduced and native)
and ii.) to study NPC-mediated effects both on peri-infarkt cell injury and functional
outcome and also on endogenous neurogenesis after cerebral ischemia compared to
PBS control mice. Focal cerebral ischemia was induced by means of transient
occlusion of the left middle cerebral artery (MCAO) in adult male mice. Seven days
after MCAO, SVZ-derived GFP™ NPC were stereotactically transplanted into the
ischemic striatum. Animals were given BrdU from day 8 (after ischemia) until the end
of each experiment for analysis of proliferation. At days 7, 14 and 28 after
transplantation animals were sacrificed and brain sections used for
immunohistochemical analysis. To study TAT-Bcl-x. mediated effects on cultivated
NPC, cells were exposed to an oxygen-glucose-deprivation test (OGD) and cell injury
was assessed using a Live/Dead Viability test.

Preincubation of cultivated NPC with TAT-Bcl-x, significantly reduced cell injury after
OGD in vitro compared to non-transduced (native) cells. In vivo studies revealed that
transplanted NPC showed a tendency of migration towards the lesion site and co-
expressed the markers Dcx* (immature neurons), GFAP™ (astroglia) and Nestin®
(neural marker); no co-expression with the neuronal marker NeuN or the
oligodendroglial marker CNPase was detected at any time point. However, the total
number of transplanted GFP* cells, which were pre-incubated with TAT-Bcl-x,, was
significantly higher at all time-points investigated compared to non-treated NPC. No
difference with regard to the relative proliferative activity of transplanted NPC was
observed, i.e. the number of BrdU" cells did not change significantly between the
treatment groups. Furthermore, there was no relevant influence on post-ischemic

endogenous neurogenesis after transplantation of NPC observable.
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Transplantation of NPC (native/transduced) also lead to neuroprotection within the
peri-infarct area, which was demonstrated by less TUNEL" cells on day 7 and a
higher number of NeuN" cells on day 28 after transplantation. This neuroprotection
was attended by a better functional outcome, i.e. a better test performance in the
Corner Turn Test (for sensorimotor deficits) for both animals treated with native and
transduced NPC. In addition, animals treated with transduced NPC significantly
performed better in a modified Morris Water Maze (test for learning and spatial
memory capabilities); after the task switch animals reached the platform significantly
faster than animals given native NPC or PBS.
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