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1 Einleitung

Fir neurologische Stérungen bei Kleinkindern werden multiple Ursachen
verantwortlich gemacht. Neben genetischen Faktoren werden zunehmend
Expositionen gegenuber exogenen Noxen diskutiert. Neurologische Defizite, die sich
als Verminderung des 1Qs, Lernschwache oder Aufmerksamkeitsdefizienzsyndrom
aullern konnen, sind gesellschaftspolitisch von aulerordentlicher Bedeutung, da sie
im allgemeinen mit hohen Kosten fur eine individuelle Forderung, Medikation und
verminderter individueller Leistungsfahigkeit einhergehen. Um nachfolgende
Generationen vor negativen Einflissen von Chemikalien zu schitzen, ist eine
Risikobewertung von expositionsrelevanten Noxen notwendig. Es sind
schatzungsweise 100.000 Altstoffe im Umlauf, die keiner toxikologischen Testung
unterzogen wurden. Im REACH Programm der Europaischen Union sollen von
diesen ca. 30.000 Substanzen mit einer jahrlichen Produktion Uber 1Tonne
hinsichtlich ihres toxischen Potentials bewertet werden, wobei
entwicklungsneurotoxische Untersuchungen fir Substanzen mit teratogenen und
neurotoxischen Eigenschaften empfohlen werden (Goldman et al., 2000; Kaufmann,
2003). Bis heute existiert neben aufwendigen Tierversuchen jedoch kein geeignetes
Modellsystem zur Durchflihrung solcher Studien. Demnach ist die Etablierung von
alternativen Testmodellen zur Bewertung des entwicklungsneurotoxischen Potentials

diverser Chemikalien erstrebenswert.

1.1 Entwicklungsneurotoxizitat

~Entwicklungsneurotoxizitat® (ENT) beschreibt funktionelle und morphologische
Effekte exogener Substanzen auf das sich entwickelnde Nervensystem, die durch
eine Exposition wahrend der Schwangerschaft oder der Neugeborenenperiode zu
pathologischen Gehirnveranderungen fuhren.

Die Bedeutung neurologischer Erkrankungen bei Kindern ruckt durch die hohe
Anzahl Betroffener immer mehr in den Vordergrund. In den USA weisen ungefahr
17% aller Kinder unter 18 Jahren neurologische Defizite auf, die neben genetischen
und sozialen Ursachen auch auf eine Exposition gegenuber umweltrelevanten Noxen
zuruckzufihren sind (Schettler, 2001). Fur diese Stérungen wurden Substanzen wie
Pestizide und endokrin wirksame Verbindungen verantwortlich gemacht, die durch
die Nahrung und das Trinkwasser aufgenommen werden konnen. Da die
Risikoabschatzung fur die Chemikalienzulassung immer bedeutender wird, werden

entsprechende Informationen zur ENT vom Gesetzgeber von der Industrie gefordert,
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um eine Risikobewertung zum Schutz der Ungeborenen vor Alt- und Neuchemikalien
zu ermoglichen.

Zur Untersuchung von ENT stehen zurzeit eine Richtlinie der U.S. EPA und ein
Entwurf der OECD Richtlinie 426 zur Verfligung. In diesen Richtlinien werden
morphologische Gehirnuntersuchungen der Versuchstiere, Verhaltenstests und die
Untersuchung von Biomarkergenen fur Gliosis und Zytotoxizitat aus in vivo Studien
gefordert. Solche Tierversuchsstudien sind jedoch sehr kostenaufwendig und
zeitintensiv. Allein die Anzahl bendtigter Tiere liegt bei etwa 140 Muttertieren und
1000 Jungtieren, was die Durchfihrung von Tierversuchsstudien fur die
Chemikalientestung und Registrierung von mehreren tausend Chemikalien im
Rahmen von REACH unmoglich macht. Deshalb gewinnt die Entwicklung von
Alternativmodellen, die ein Screenen der zu testenden Chemikalien ermdglichen,

zunehmend an Bedeutung.

1.2 Sensitivitait des sich entwickelnden Gehirns gegeniiber toxischen
Einfliissen

Das sich entwickelnde Gehirn weist eine hohe Sensitivitdt gegenuber toxischen
Schadigungen auf, die auf die Komplexitat und die lange Zeitspanne der neuralen
Entwicklung zuruckzufuhren ist (Andersen, 2003; Claudio et al.,, 2000; Rice and
Barone, 2000; Rodier, 1995).

Die Komplexitdt der Gehirnentwicklung wird an der Vielzahl zellbiologischer
Prozesse deutlich, die fur eine normale Entwicklung des Gehirns essentiell sind und
Angriffspunkte fur Storungen der Gehirnentwicklung darstellen (Abb.1).

Zu diesen Prozessen gehdren zellzahlregulierende Vorgange wie Proliferation und
Apoptose neuraler Stamm- und Progenitorzellen. Auch die kontrollierte
Differenzierung der Progenitorzellen in die neuralen Subpopulationen ist ein
grundlegender Schritt der Neurogenese. Damit die neuralen Zellen an ihren
Bestimmungsort gelangen, ist die Zellmigration essentiell. Fur die Reifung neuronaler
Zellen ist der Prozess der Synaptogenese, die Ausbildung der Axone und Dendriten
sowie die Myelinisierung von Bedeutung. Um eine funktionelle, elektrophysiologische
Funktion des Gehirns zu gewahrleisten, mussen die korrekten Verbindungen
zwischen Neuronen geknupft werden (Andersen, 2003; Rice and Barone, 2000;
Rodier, 1995).
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Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, finden die einzelnen Prozesse der
Gehirnentwicklung Uber mehrere Wochen bis Jahre statt. Im Gegensatz zur
Zellentstehung, die bereits ab der 6. Gestationswoche beginnt und nach der Geburt
beendet ist, findet die Migration zusatzlich zur neuronalen Reifung pra- und auch
postnatal statt. Die Myelinisierung dagegen beginnt kurz vor der Geburt und wird erst
im Alter von 16 Jahren vollendet. Durch den zeitlichen Ablauf der Gehirnentwicklung
bleibt die Empfindlichkeit des sich entwickelnden Gehirns in Abhangigkeit des
betreffenden Prozesses Uber sehr lange Zeitspannen bestehen, so dass sich ENT
nicht nur auf die embryonale und fetale Entwicklung bezieht, sondern die ersten
Jahre nach der Geburt miteinbezieht.

Da die einzelnen Prozesse zu konkreten Zeitpunkten und somit zu spezifischen
Entwicklungsstadien stattfinden, weist das sich entwickelnde Gehirn kritische
Perioden der Sensitivitat auf, in denen die Gehirnentwicklung durch verschiedene
Noxen beeinflusst werden kann. Zusatzlich ist die Entstehung verschiedener
Gehirnbereiche zeitlich gestaffelt, was die Spezifitdt toxischer Einflisse auf
bestimmte Areale des Gehirns zu speziellen Entwicklungsperioden erklart (Rice and
Barone, 2000). So gehoren der Kortex, der Hippokampus und das Zerebellum zu den
spat entstehenden Gehirnstrukturen (Andersen, 2003), wohingegen die Areale des
Pros-, Mes- und Rhombencephalons bereits 28 Tage nach der Gestation zu

erkennen sind.
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Abb.l.1 Schematische Darstellung der Gehirnentwicklung (nach Andersen, 2003)

Die essentiellen Vorgange der menschlichen Gehirnentwicklung sind in Abhangigkeit des

zeitlichen Ablaufs der pra- und postnatalen Entwicklung skizziert.
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Die pranatale Sensitivitat wird zudem durch eine noch nicht vollstandig ausgebildete
Blut-Hirn-Schranke erhoht, so dass auch lonen und hydrophile Noxen in das fetale
Gehirn gelangen, die das adulte Gehirn nur schwer erreichen (Claudio et al., 2000).
Hier sind vor allem Metalle wie Quecksilber und Blei zu nennen, von denen eine
hohere Akkumulation im fetalen als im adulten Gehirn nachweisbar ist (Bondy and
Campbell, 2005).

Zusatzlich sind Metabolisierungen und Ausscheidungen exogener Substanzen im
Fetus nur bedingt moglich, da die detoxifizierende Kapazitat der Leber und auch die
Fahigkeit zur renalen Exkretion im Fetus noch nicht vollstandig ausgebildet sind
(Bondy and Campbell, 2005).

1.3 Modellsysteme fiir ENT-Testungen

1.3.1 Tiermodelle

Im Bereich von ENT sind Tierversuchstudien zur Risikoabschatzung von
Chemikalien vorgeschrieben, in denen verhaltensbiologische und pathologische
Daten erfasst werden sollen. Nach der OECD Richtlinie 426 mussen motorische und
sensorische Fahigkeiten neben der Lernfahigkeit und Gedachtnisleistung der
Versuchstiere bewertet werden (Sobotka et al., 1996). Fur neuropathologische
Untersuchungen werden Veranderungen in der Grof3e und Form des Gehirns
zusatzlich zur relativen GrélRe der einzelnen Gehirnstrukturen erfasst. Auf zellularer
Ebene sind Vakuolisierungen und Zelldegenerationen ein Anzeichen flr
neurotoxische Effekte. Auch Nekrosen, Gliosen oder Hyperplasien innerhalb des
neuralen Gewebes sind Kennzeichen fir toxische Veranderungen nach der OECD
Richtlinie 426 (Claudio et al., 2000).

Ein Expositionsschema fur Nagetierstudien ist in der Richtlinie der U.S. EPA (OPPTS
8706300) vorgeschlagen, in denen die Versuchstiere ab dem 6. Gestationstag bis
zum 10. Tag nach der Geburt (PND) gegenuber drei unterschiedlichen
Stoffkonzentrationen der Testsubstanz exponiert werden. Dieses Expositionsschema
weist jedoch Defizite auf, weil die Exposition der Tiere nicht wahrend allen kritischen
Perioden der Gehirnentwicklung stattfindet. Da die Schadigung der
Gehirnentwicklung jedoch aufgrund der Komplexitat und der zeitlichen Staffelung der
Entwicklung einzelner Gehirnareale direkt mit dem Expositionszeitraum korreliert ist,

ermoglicht das vorgeschlagene Expositionsschema eine nur eingeschrankte
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Risikoabschatzung (Claudio et al., 2000). Dies wird an den folgenden Befunden der
Exposition gegenuber Pestiziden deutlich: DDT zeigt nur dann eine toxische Wirkung
in Mausen, wenn eine Exposition ab PND 10 erfolgt (Eriksson et al., 1992). Auch fur
Nikotin wurde eine kritische Periode zwischen PND10-16 identifiziert, wahrend der
adverse Effekte auf das sich entwickelnde Nervensystem beobachtet wurden
(Nordberg et al., 1991). Eine Exposition gegenuber Chlorpyrifos zeigt ebenfalls
unterschiedliche neurotoxische Effekte in Abhangigkeit des Expositionszeitraums
(Campbell et al., 1997).

1.3.2 Alternative Testmethoden

1.3.2.1 In vivo Modelle

Eine Anwendung alternativer Testmethoden ist in der sicherheitstoxikologischen
Prifung moglich, da fundamentale Prozesse der Neurogenese uber unterschiedliche
Spezies konserviert sind (Lein et al., 2007). Als zum Nagetier alternative in vivo
Modelle zur Untersuchung von ENT stehen Vertebraten wie der Zebrafisch, der
Medakafisch und der Modellorganismus Caenorhabditis elegans (C. elegans) im
Vordergrund. Diese Alternativmodelle ermdéglichen die Untersuchung toxischer
Effekte in vivo und erhalten somit die Komplexitat der Physiologie des
Gesamtorganismus. Gegenuber Nagetierstudien weisen diese Modelle diverse
Vorteile auf. Sie haben eine geringe Grole, eine kurze Generations-, Embryonal-
und Lebenszeit. Diese Aspekte ermoglichen schnell durchzufihrende
Generationsstudien und eine Kultivierung der Organismen in 96-well-Platten, so dass
auch  Hoch-Durchsatzuntersuchungen  moglich  sind. Zudem  bietet die
morphologische Transparenz der Embryos die Mdglichkeit, Veranderungen in der
Entwicklung neuraler Organe leicht und routinemafig zu untersuchen (Coecke et al.,
2007).

Zu generellen Endpunkten von ENT zahlen Zellproliferationsmessungen,
Differenzierungsanalysen, Migrationstests und eine Bewertung der neuronalen
Reifung. Wie aus Tabelle 1.1 hervorgeht, bieten diese Alternativmodelle die
Moglichkeit, Veranderungen in den besagten Endpunkten zu untersuchen. Auch
stereotypische Verhaltensweisen sind von diesen Organismen bekannt, so dass
zusatzlich Verhaltensstudien madglich sind (Orger et al., 2004). Kritische Endpunkte,
die nicht in allen vorgeschlagenen Modellsystemen untersucht werden kénnen, sind

jedoch die Myelinisierung, Synapsenbildung und die neuronale Konnektivitat.
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Tab.l.1 Gegenliberstellung von in vivo Alternativmodellen

In der Tabelle sind die zur Zeit diskutierten Vertebratenmodelle mit einer Bewertung genereller
Endpunkte fur ENT aufgefiihrt (Coecke et al., 2007).

Endpunkt Zebrafisch | Medaka C. elegans
Proliferation ++ ++ ++
Neurale Differenzierung ++ ++ ++
Myelinisierung + - -
Migration ++ ++ ++

Neuronale Reifung

Axon-, Dendritenverlangerung ++ ++ ++
Synapsenbildung ++ - ++
Neuronale Konnektivitat ++ - ++
Apoptose ++ ++ ++

Bei den vorgestellten Alternativmodellen besteht jedoch ebenso wie bei
Nagetierstudien das Problem interspeziarer Unterschiede, die eine nur schwer
einzuschatzende Extrapolation auf den Menschen erfordert.

Um solche Speziesdifferenzen zu umgehen, ist es notwendig, zusatzliche, auf

menschlichen Zellsystemen basierte Alternativmethoden zu etablieren.

1.3.2.2 In Vitro Modelle

Grundlegende Prozesse der Gehirnentwicklung konnen zu einem gewissen Teil in in
vitro Systemen nachgestellt werden. So kénnen Prozesse wie Proliferation, neurale
Differenzierung, neuronale Reifung und Apoptose in verschiedenen Zellsystemen
beobachtet werden. Als potentielle in vitro Modelle stehen Stammzellen,
immortalisierte Zelllinien und auch Gehirnaggregate verschiedener Spezies zur
Diskussion. Auch primare Zell- und Organkulturen scheinen vielversprechend zu
sein, wobei Organkulturen den Vorteil aufweisen, dass die dreidimensionale in vivo
Struktur bestehen bleibt (Coecke et al., 2007). Tabelle 1.2 zeigt eine Aufstellung der
verschiedenen, zur Verfugung stehenden Modellsysteme, in der die moglichen
Endpunkte zur Bewertung von ENT aufgefuhrt sind.

Wahrend sich alle Modellsysteme eignen, Einflisse auf die Zellproliferation (mit

Ausnahme von Organkulturen) und die Apoptose zu untersuchen, treten bei der
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Bestimmung der weiteren Endpunkte Differenzen zwischen den unterschiedlichen
Modellsystemen auf. So sind Stammzellen sehr gut fur eine Untersuchung der
Zelldifferenzierung geeignet, wahrend die Prozesse der Myelinisierung und der
neuronalen Reifung eher in primaren Kulturen und Organschnitten zu untersuchen
sind. Eine Bewertung der immortalisierten Zelllinien zeigt zwar, dass auch in diesen
Modellsystemen die diskutierten Endpunkte mit Ausnahme der neuronalen Reifung
etabliert sind. Da es sich jedoch um entartete Zellen handelt, kann nicht von einer
direkten Ubertragbarkeit der Daten auf normale Zellen ausgegangen werden.

Ein Vergleich der verschiedenen in vitro Modellsysteme zeigt, dass sich die
einzelnen Modelle je nach Endpunkt in ihnrer Anwendbarkeit unterscheiden. Um eine
moglichst umfassende Risikoabschatzung zum Schutz der Ungeborenen zu
ermoglichen, ist es daher sinnvoll, verschiedene in vitro Modellsysteme in Hinblick
auf ENT zu validieren und so eine Testbatterie verschiedener in vitro Systeme zu
generieren. Im Folgenden werden die vielversprechendsten, zurzeit verfigbaren in

vitro Systeme zur Testung von ENT vorgestellt.

Tab.l.2 Aufstellung potentieller in vitro Systeme zur ENT-Testung
Die Tabelle zeigt eine Zusammenstellung zur Verfligung stehender in vitro Modellsysteme, wobei eine

Bewertung der generellen Endpunkte fir ENT dargestellt ist (modifiziert nach Coecke et al., 2007).

Endpunkt Stammzellen | Primare, Organkulturen | Immortalisierte
dissoziierte Zellinien
Zellen

Proliferation ++ ++ - ++

Neurale ++ +/- + ++

Differenzierung

Myelinisierung + ++ ++ ++

Migration +/- ++ ++ +/-

Neuronale Reifung

Axon-,

Dendritenverlangerung | + ++ ++ +
Synapsenbildung + ++ ++ -
Neuronale + ++ ++ .
Konnektivitat

Apoptose ++ ++ ++ ++
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1.3.2 2.1 Embryonaler Stammzelltest (EST)

Der embryonale Stammzelltest (EST) ist die einzige in vitro Alternativmethode, die
bereits zur Testung entwicklungstoxischer Substanzen erfolgreich validiert wurde
(Genschow et al., 2002). Da die verwendete Stammzelllinie auch in Neurone und
Astrozyten differenzieren kann, eignet sich dieses Modell nicht nur zur Abwagung
von Embryotoxizitat, sondern auch zur Untersuchung von ENT (Buesen et al., 2004).
Wie mit allen nicht-menschlichen Zellen und Organismen besteht jedoch auch bei
diesem Testsystem die Problematik der Extrapolation auf den Menschen, da der EST
auf der Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen basiert (Seiler et al., 2002).
Humane neurale Stammzellen kdnnten ein menschliches Korrelat zu dem EST
darstellen, da auch sie das Potential aufweisen, in neurale Zellpopulationen zu
differenzieren. Zurzeit ist der Einsatz humaner embryonaler Stammzellen in
Toxizitatstestungen in Deutschland jedoch nach dem Embryonenschutzgesetz nicht

gestattet.

1.3.2.2.2 Neurale Stammzellen

Ebenso wie bei embryonalen Stammzellen, weisen auch neurale Stammzellen (NSC)
das Potential der Selbsterneuerung und einer unbeschrankten Lebenszeit auf. Im
Gegensatz zu embryonalen Stammzellen ist das Differenzierungspotential von NSC
jedoch auf die Differenzierung in die dominanten Zellpopulationen des Gehirns,
Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone, beschrankt (Kennea et al., 2002). NSC
kdnnen als CD133%, CD34", CD45-Zellen aus verschiedenen Arealen des fetalen und
adulten Gehirns und auch aus Nabelschnurblut isoliert werden (Buzanska et al.,
2002; Kennea and Mehmet, 2002; Kogler et al., 2004). Diese unterscheiden sich
jedoch in Abhangigkeit vom Entwicklungsstatus. Es konnten zwei Klassen neuraler
Stammzellen identifiziert werden, die unterschiedliche Wachstumsfaktoren
bendtigen. Eine Gruppe von Stamm-/Progenitorzellen zeigt hauptsachlich eine
Abhangigkeit des epidermalen Wachstumsfaktors EGF, wahrend die zweite Klasse
von FGF abhangig ist. Obwohl beide Populationen das Potential aufweisen, in die
drei neuralen Zellpopulationen zu differenzieren (Kennea and Mehmet, 2002),
scheint EGF die Differenzierung in Gliazellen und FGF die Bildung neuronaler
Zellpopulationen zu promovieren (Kuhn et al., 1997).

NSC koénnen in Form von Einzelzellsuspensionen und auch in dreidimensionalen

Zellaggregaten, sogenannten Neurospharen, kultiviert werden.
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1.3.2.2.3 Nabelschnurblut

Aus den aus Nabelschnurblut isolieten NSCs konnte eine klonale, nicht-
immortalisierte  NSC-Zelllinie (HUB-NSC) generiert werden, die den neuralen
Stammzellmarker Nestin und GFAP exprimieren. Diese Zellen differenzieren zu
Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten (Buzanska et al., 2002; Sun et al.,
2005). Die neurale Differenzierung konnte durch den Zusatz von Retinolsaure oder
BDNF moduliert werden, was flur die Plastizitdt von HUB-NSC spricht (Buzanska et
al., 2002).

Weitergehende Charakterisierungen dieser Zelllinie ergaben, dass HUB-NSCs
Kaliumstrome aufweisen, die auf eine Erregung der Neuronenzellmembran
hinweisen. Die Messung spezifischer Aktionspotentiale nach NMDA-Stimulation
gelang jedoch nicht. Somit entspricht die elektrophysiologische Aktivitat der HUB-
NSC der von unreifen neuralen Zellen (Buzanska et al., 2006).

All diese Eigenschaften der HUB-NSC zeigen, dass diese Stammzelllinie eine
vielversprechende Alternative zu Tierversuchen ist, da sie eine ethisch leicht
vertretbare Nutzung von menschlichen Zellisolaten aus Nabelschnurblut darstellen
und Uber einen nahezu unbegrenzten Zeitraum passagiert und verwendet werden
konnen.

Kritisch ist zu bewerten, dass dies die Zelllinie eines Spenders ist und die
Generierung von HUB-NSC bisher nicht reproduziert werden konnte. Des Weiteren
ist nicht bekannt, ob das Alter der Zelllinie die Ergebnisse der Testungen

beeinflussen konnte.

1.3.2.2.4. Primdre neurale Progenitorzellen

Bei der Auswahl primarer Zellen als in vitro Modell zur ENT-Testung sollten
moglichst physiologische Bedingungen innerhalb der Modellsysteme erhalten
bleiben, um eine grobe Authentizitdt zu gewahrleisten. Demnach scheinen
dreidimensionale Zellkulturen, die interzelluldre Strukturen ahnlich der in vivo
Organisation ausbilden, am besten fir solche Fragestellungen geeignet. Auch die
Koexistenz verschiedener, reprasentativer Zellpopulationen des sich entwickelnden
Gehirns sind fur ein solches in vitro Modell positiv, da Zell-Zell-Interaktionen die
terminale Differenzierung und die Sensitivitat der einzelnen Zellpopulation

beeinflussen konnen.
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Neurospharen bilden eine solche dreidimensionale Struktur (Reynolds et al., 1992),
die aus Einzelzellpopulationen neuraler Stamm- oder Progenitorzellen aus dem
fetalen Gehirn entstehen. Hierzu wird das Gehirngewebe zunachst enzymatisch in
Einzelzellen dissoziiert, welche anschliefend dreidimensionale Zellaggregate bilden
(Pacey et al., 2006). Neurospharen reprasentieren eine heterogene Zellpopulation,
die Marker neuraler Stammzellen und fruher Progenitorzellen exprimieren (Brannen
et al., 2000; Messina et al., 2003; Piper et al., 2000; Piper et al., 2001). In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass neurale Progenitorzellen aus Neurospharen in
vitro und in vivo in Glia- und neuronale Zellpopulationen differenzieren, die zudem
die Fahigkeit aufweisen, in vivo zu migrieren (Brannen and Sugaya, 2000; Flanagan
et al., 2006; Piao et al., 2006; Piper et al., 2001; Schettler, 2001; Svendsen et al.,
1997).

Ein Vergleich von fetalen Gehirnen und Neurospharen ergab zusatzlich, dass
Stamm- und Progenitorzellen aus Neurospharen entsprechenden in vivo Korrelaten
hinsichtlich der proliferativen Kapazitat und der Modulation der Differenzierung nach
Zugabe exogener Noxen ahneln. Zusatzlich bleibt die spezifische Expression vieler
entwicklungsrelevanter Gene in Neurospharen erhalten (Jensen et al., 2006), was
die Nahe zu physiologischen Bedingungen verdeutlicht.

In Vorarbeiten dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass normale humane
neurale Progenitorzellen (NHNP Zellen), die als Neurospharen kultiviert werden, zur
Untersuchung der endokrinen Disruption des Schilddrisenhormonssytems geeignet
sind: Eine Exposition von NHNP Zellen gegenuber dem Schilddrisenhormon (T3)
fuhrte ebenso wie die Exposition mit einem nicht-koplanaren PCB-Kongener
(PCB118) zu einer T3-Rezeptor-abhangigen Oligodendrozytendifferenzierung
(Fritsche et al., 2005).

Im Gegensatz zu neuralen Stammzellen aus Nabelschnurblut ist das
korrespondierende Alter der Progenitorzellen aus fetalen Gehirnen bekannt.
Zusatzlich kdnnen Neurospharen auch aus bestimmten Hirnarealen isoliert werden,
so dass toxische Effekte auf verschiedene Gehirnareale unterschieden werden

konnen.
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1.4 Entwicklungsneurotoxische Chemikalien

Eine pranatale Exposition gegenuber Metallen, Losungsmitteln oder Pestiziden kann
zu Entwicklungsstérungen des Gehirns fuhren.

Durch verschiedene akzidentielle Kontaminationen von Lebensmitteln in Japan, Irak,
Neuseeland und den Farder Inseln wurden zahlreiche in vivo Daten zu den
Auswirkungen einer Quecksilbervergiftung erhoben. Es wurde gezeigt, dass
organisches Quecksilber im fetalen Gehirn akkumuliert. Die beschriebenen
Konzentrationen entsprachen der 5-7 fachen Menge des Quecksilbergehalts im
maternalen Blut (Cernichiari et al., 1995). Epidemiologische und neurophysiologische
Studien haben gezeigt, dass eine pranatale Quecksilberexposition zu Schadigungen
des sich entwickelnden Gehirns fuhrt. Neben psychomotorischen Retardierungen
fanden sich verminderte 1Qs sowie reduzierte Sprachfahigkeit und
Gedachtnisleistung (Schettler, 2001). Histologisch wurde eine Desorganisation des
cerebralen Cortex beobachtet, die vermutlich auf einer neuralen Degeneration
(Castoldi et al., 2001) und einer gestorten Migration basieren (Sanfeliu et al., 2003).
Gehirnautopsien von Menschen haben zusatzlich gezeigt, dass eine Belastung mit
Quecksilber Stérungen der neuralen Zellteilung und Migration hervorruft (Clarkson,
2002; Nordberg et al., 1985).

Neben Quecksilber gehort auch Blei zu entwicklungsrelevanten Toxinen, die die
Hirnentwicklung storen. Eine pranatale Bleiexposition resultiert in abnormalem
neurologischen Verhalten wie Hyperaktivitat und Aggressivitat. Auf zellbiologischer
Ebene finden sich Hypomyelinisierungen (Verity, 1990), die auf eine Interferenz von
Blei mit der Oligodendrozytenentwicklung hindeutet. Dies konnte in
Oligodendrozytenvorlauferzellen der Ratte bestatigt werden, wo eine Bleiexposition
zu einer verzdgerten Oligodendrozytenreifung fuhrte (Deng et al., 2001a).

Neben Metallen zeigen auch Ldsungsmittel toxische Einflisse auf die
Gehrinentwicklung. Eine pranatale Exposition gegenuber Ethanol (EtOH) kann zur
Ausbildung des fetalen Alkoholsyndroms (FAS) fuhren, das durch mentale
Retardierungen und Lernstérungen gekennzeichnet ist. Neben Stérungen der
Proliferation und Differenzierung findet sich nach EtOH-Exposition auch eine gestorte
Zellmigration wahrend der neuralen Entwicklung (Guerri, 1998; Jones, 1975).
Zusatzlich sind auch pharmakologische Produkte bekannt, die mit einer normalen
Gehirnentwicklung interferieren. Besonders Anaesthetika und Antiepileptika, wie

Phenobarbital und auch Valproinsaure, gehoren zu medizinischen Praparaten, von
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denen entwicklungsneurotoxische Effekte bekannt sind, die bei einer pra- und
postnatalen Einnahme zu pathologischen Veranderung des sich entwickelnden
Gehirns fuhren. So ist die Einnahme von Valproinsaure mit der Spina Bifida korreliert
(Olney et al., 2000).

Auch Vitamin A und sein Metabolit Retinolsaure (RA) kdénnen zu teratogenen
Effekten flhren, die einen negativen Einfluss auf die Gehirnentwicklung des
Ungeborenen ausuben (McCaffery et al., 2003; Yu et al., 2003). RA hat als
Prohormon bedeutende regulatorische Funktionen wahrend der embryonalen
Entwicklung (Morriss-Kay et al., 1996), die sich auch auf die Neurogenese beziehen.
Wahrend eine Depletion an RA mit einer fehlerhaften Ausbildung des
Rhombencephalons und einer gestorten Neuritenverlangerung assoziiert ist, fuhrt
eine exzessive Einnahme von RA zu einer verminderten mentalen Leistungsfahigkeit
und einer verzogerten Entwicklung motorischer und sensorischer Fahigkeiten
(Maden et al., 1996; McCaffery et al., 2003) .

Von persistierenden Umweltchemikalien, wie halogenierten Biphenylen und
Dioxinen, ist ebenfalls bekannt, dass sie entwicklungsneurotoxische Stérungen
hervorrufen kénnen (Aoki, 2001; Fritsche et al., 2005; Kakeyama et al., 2003;
Widholm et al., 2001). Dies geht vermutlich auf verschiedene Mechanismen zurtick.
Verschiedene PCB-Kongenere konnen mit dem  Arylhydrokarbonrezeptor
interagieren oder als endokrine Disruptoren die Gehirnentwicklung beeinflussen
(Schettler, 2001). Auch Pestizide, die als Neurotoxine eingesetzt werden und in der
Nahrungskette akkumulieren, interferieren mit der pra- und postnatalen
Gehirnentwicklung (Eriksson, 1997; Evangelista de Duffard et al.,, 1996).
Organophosphate oder Pyrethroide beeintrachtigen das cholinerge System. Neben
einer Wechselwirkung mit der Acetylcholinesterase kénnen sie auch zu einer
reprimierten Expression cholinerger Rezeptoren flhren. Auf neurophysiologischer
Ebene konnten adverse Effekte auf motorische Fahigkeiten und die
Gedachtnisleistung gezeigt werden (Schettler, 2001).
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1.5 Aufgabenstellung

Zahlreiche Studien belegen, dass sicherheitstoxikologische Testungen in der
Chemikalienzulassung auch im Bereich von ENT zum Schutz der Ungeborenen
essentiell sind. Um die vorgesehenen Chemikalientestungen im Rahmen von
REACH unter Bertcksichtigung der 3R’s (Reduce, Refine, Replace) zu ermdglichen,
besteht ein weltweites Bestreben, die kosten- und zeitaufwendigen Tierversuche
durch Alternativmethoden zu reduzieren (Coecke et al., 2007; Lein et al., 2007).

In dieser Arbeit sollte ein in vitro Modellsystem zur Untersuchung von ENT etabliert
werden. Aus dem Pool der verfligbaren Modellsysteme wurden Neurospharen aus
normalen humanen neuralen Progenitorzellen (NHNP) als das vielversprechendste
Modellsystem gewahlt. Der Vorteil dieses in vitro Systems liegt in der zellularen
Zusammensetzung von NHNP Zellen/Neurospharen. Diese bestehen aus
menschlichen Zellen, so dass interspeziare Unterschiede zwischen Testmodell und
Zielspezies ausgeschlossen werden konnen. Zusatzlich stellen Neurospharen eine
heterogene, dreidimensionale Struktur dar, in der in vivo-ahnliche interzellulare
Interaktionen vorhanden sind, so dass sich die Zellen in einem physiologisch
relevanten Millieu befinden. Da Gliazellen die Differenzierung und Reifung
neuronaler Zellpopulationen beeinflussen, ist die zellulare Heterogenitat der Spharen
ein entscheidender Vorteil gegenuber neuronalen Reinkulturen, wenn die Effekte

verschiedener Substanzen auf die neurale Differenzierung untersucht werden sollen.

Ziele dieser Arbeit waren wie folgt definiert:

1. Zunachst sollte eine molekulare Charakterisierung von NHNP Zellen
durchgefuhrt werden, um das Potential dieses Modellsystems zur
Neurotoxizitatstestung abschatzen zu koénnen. Hierzu sollten verschiedene
molekulare Analysen einen Einblick in die zellulare Zusammensetzung der NHNP
Neurospharen auf RNA- und Proteinebene geben. Auch das
Differenzierungspotential  von NHNP  Zellen sollte durch Gen- und
Proteinexpressionsanalysen untersucht werden.

2. Die Etablierung verschiedener Endpunkte zur Untersuchung von ENT in
NHNP Neurospharen war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit. Mit Hilfe dieser
Endpunkte sollte anschlielend der Effekt von klassischen Neurotoxinen, wie

Metallen und Losungsmitteln, auf NHNP Neurospharen festgestellt und mit
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gewonnenen in vivo Daten verglichen werden. Diese Daten sollten einer Bewertung
von NHNP Neurospharen als in vitro Modell zur ENT-Testung dienen.

3. Zusatzlich sollten molekulare Mechanismen, die der NHNP Zellmigration
unterliegen, naher charakterisiert werden, um so potentielle Angriffspunkte

verschiedener Noxen identifizieren zu konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Zellkultur

NHNP Zellen Lonza
8-Kammerobjekttrager, beschichtet Becton&Dickinson
4-Kammerobjekttrager, unbeschichtet Falcon
Poly-D-Lysin Hydrobromid Sigma
Medienzusatze

NPMM Basalmedium Lonza

DMEM Gibco, Invitrogen
Nut Mix F12 Gibco, Invitrogen
N2 Supplement Gibco, Invitrogen
B27 Supplement Gibco, Invitrogen
EGF Biosource
rhFGF-basic R&D Systems
Penicillin/Streptomycin Gibco, Invitrogen

Chemikalien (die Konzentrationen der Stammldsungen sind angegeben)

N6-2°0 Dibutyryladenosine zyklisches AMP Sigma
(100mM in H20)

all trans Retinolsdure (10mM in DMSO) Sigma
Bleiacetat (10mM in H20) Merck
Quecksilberchlorid (1TmM in DFN) Sigma
Methylquecksilberchlorid (10mM, 10%EtOH, DMSO) Riedel-de-Haén
PMA (1ug/ul in DMSO) Sigma

Ethanol Roth

TCHQ (100mM in DMSO) Chem. Service
Staurosporin (1mM in DMSO) Sigma
Inhibitoren

PD98059 (10-50mM in DMSO) Cell signaling
PP2 (10mM in DMSO) Calbiochem
SU6656 (10mM in DMSO) Calbiochem
Bisindolylmaleimid | (5mM in DMSO) Calbiochem
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Tyrphostin AG1478 (10mM in DMSO) Calbiochem
RGD-Peptid (100mM in H;0) Calbiochem
RGD-Kontrollpeptid (50mM in 5% Essigsaure) Calbiochem
Transfektion

siRNA Qiagen
HiPerFect Qiagen
QuantiTect Primer Assay Qiagen
Genexpressionsanalysen

RT-PCR

DEPC*H,0O Roth
dNTP-Mix Peglab
M-MLV-Reverse Transkriptase Invitrogen
p(dT)45 Primer Roche
Prime RNase Inhibitor Eppendorf
DTT Invitrogen
First Strand Buffer Invitrogen
Taq Polymerase Qiagen
Primer MWG
SYBR green Qiagen
MicroArrays

GeneChip HG Focus Affymetrix
Absolutely RNA Microprep Kit Stratagene
Message Amp™ aRNA Amplification Kit Ambion
SuperScript™ Double-Stranded cDNA Synthesis Kit Invitrogen
GeneChip IVT Labeling Kit Affymetrix
Sample Cleanup Kit Affymetrix
Proteinanalytik

Western Blot

Magermilchpulver TSI GmbH&Co.KG
Precision Plus Protein Standard BioRad

PVDF-Membran Amersham
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TEMED Sigma

APS Sigma

ECL plus Detection system Amersham
Roéntgenfilme Amersham
Entwickler-/ Fixierungslésung Kodak
Immunzytochemie

Paraformaldehyd Sigma
Vectashield Mounting Medium Linaris
Antikorper

a-GFAP Sigma
a-R(Ill)-Tubulin Sigma

a-04 Chemicon
a-Synapsin | Synaptic Systems
a-Nestin BD Bioscience

a-Dopa-Decarboxylase
a-ERK 1/2

Chemicon

Cell signalling

a-P-ERK 1/2 Biosource
a-GAPDH abcam
DAPI Sigma
Hoechst 33342 Sigma
Alexa-Fluor 488 a-Maus IgG MoBiTec
Rhodamin Red-a-Kaninchen IgG Dianova
Rhodamin Red-a-Maus IgM Dianova

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von NHNP Neurospharen

NHNP Zellen wurden als proliferierende oder als differenzierende Neurospharen
kultiviert, wobei der Unterschied auf der Verwendung unterschiedlicher Medien und
Oberflachenbeschichtungen basierte. Zur Differenzierung wurden NHNP Zellen auf

eine Matrix aus Poly-D-Lysin/Laminin ausplattiert.
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2.2.1.1 Proliferationskultur

NHNP Neurospharen konnten unter proliferativen Bedingungen bis zu 4 Monate in
Suspension kultiviert werden. Hierzu wurden die Spharen in einem Volumen von
20ml Medium pro Petrischale (100x20mm) kultiviert. Alle zwei Tage wurde ein halber
Mediumwechsel vollzogen. Da der Verbrauch an Wachstumsfaktoren von der Groflie
und dem Alter der Neurospharen abhangt, wurde keine konkrete Anzahl an
Neurospharen pro Petrischale gehalten.

Proliferationsmedium:
Zu Beginn der Arbeit wurden NHNP Neurospharen in NPMM Medium der Firma
Lonza (ehemals Cambrex) kultiviert.

NPMM:

200mI NPBM

10ml NSF-1(Zusammensetzung unbekannt)
0,4ml EGF (Konzentration unbekannt)

0,4ml FGF (Konzentration unbekannt)

0,4ml Gentamicin

Im Verlauf der Arbeit wurde ,B27“ als ein alternatives Zellkulturmedium etabliert:

B27
Als Basismedium wurden DMEM und F12 im Verhaltnis 3:1 gemischt. Als Zusatze
wurden die folgenden Substanzen zugefugt:

20ng/ml EGF

20ng/ml FGF

1xB27 (Stock:50x)

Penicillin/Streptomycin (1:100 v/v)

2.2.1.2 Passagieren der Neurospharen

Da NHNP Zellen in Form von dreidimensionalen Spharen kultiviert werden, fuhrt die
Proliferation der in einer Sphare enthaltenen Zellen zu einer Vergrof3erung der
Neurospharen, was an einer Zunahme des Durchmessers detektiert werden kann.

Zur Passagierung wurden Neurospharen ab einem Durchmesser von 0,7mm mit
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einem Mclllwain Tissue Chopper zerteilt. Hierbei wurden Neurospharen auf einen
Durchmesser von 0,25-0,3mm gechoppt. Eine Trypsinierung der NHNP
Neurospharen wurde nicht durchgefuhrt, da sich unter den gewahlten
Kultivierungsbedingungen keine neuen Spharen aus vereinzelten Zellen gebildet

hatten.

2.2.1.3 Differenzierung

Die Differenzierungsinitiation von NHNP Zellen erfolgte durch
Wachstumsfaktorentzug auf Poly-D-Lysin/Laminin beschichteten Oberflachen. Hierzu
wurden Neurospharen in 500ul vorgelegtes Medium in 8-Kammerobjekttragern
ausplattiert, wobei die Spharen in einem Volumen von 10pul Uberfuhrt wurden. Die
Anzahl ausplattierter Spharen wurde in Abhangigkeit des Versuchsdesigns gewahlt.

Die Differenzierung der Neurospharen erfolgte bei 37°C und 5% CO, fur 2-28 Tage.

DEN-Medium

DMEM/F12 (3:1)

N2 (1:100, v/v)
Penicillin/Streptomycin (1:100, v/v)

2.2.2 Exposition mit Chemikalien

Die Exposition von NHNP Zellen erfolgte in proliferierenden, synchronisierten oder

differenzierenden NHNP Zellen.

2.2.2.1 Proliferierende Bedingungen

Fur eine Belastung unter proliferierenden Bedingungen wurden Neurospharen in
NPMM, bzw. B27 Medium mit den entsprechenden Substanzen bis zu einer Woche
exponiert. Je nach Anwendung wurden die Neurospharen in unbeschichteten 4-
Kammerobjekttragern oder 48-well-Platten mit je 1ml Volumen kultiviert, wobei alle
zwei Tage ein halber Mediumwechsel mit Belastungsmedium erfolgte. In
Versuchsansatzen, wo ein Verschmelzen der Neurospharen kritisch fur die
Auswertung der Versuche war (immunzytochemische Analysen) erfolgte die
Exposition in 48-well-Platten, wobei eine Sphare pro well kultiviert wurde, um ein

Verschmelzen der Spharen zu verhindern.
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2.2.2.2 Synchronisierung von NHNP Zellen

Fur die Untersuchung zur ERK1/2-Aktivierung wurden Neurospharen zunachst
synchronisiert. Hierzu wurde die bendtigte Anzahl an Spharen fur 18 Stunden in 1ml
DFN in unbeschichteten 4-Kammerobjekttragern kultiviert. Die folgende Exposition
erfolgte in DFN-Medium. Die entsprechenden Inkubationszeiten sind in den

Legenden der jeweiligen Abbildungen aufgefuhrt.

2.2.2.3 Exposition differenzierender NHNP Zellen

Eine Exposition von Neurospharen unter differenzierenden Bedingungen erfolgte auf
Poly-D-Lysin/Laminin beschichteten Objekttragern in DFN-Medium. Die bendtigte
Anzahl an Spharen wurde in insgesamt 10ul Medium Uberfuhrt. Die Differenzierung
erfolgte je nach Anwendung fur 2-28 Tage. Bei einer Differenzierungszeit von mehr
als zwei Tagen wurde alle zwei Tage ein halber Mediumwechsel vollzogen, wobei

dem Medium erneut die zu untersuchende Noxe zugefigt wurde.

2.2.3 Molekularbiologische Untersuchungen

2.2.3.1 RNA-Isolation
Die RNA von NHNP Neurospharen wurde mit dem Absolutely RNA Microprep Kit

(Stratagene) nach Angaben des Herstellers isoliert.

A) RNA-Isolation proliferierender Neurospharen

Die gewlnschte Anzahl an Neurospharen wurde fur 10 Minuten bei 4°C und
2000rpm pelletiert. Nach Zugabe von 100pul Lysispuffer wurden die Spharen durch
Resuspendieren aufgebrochen und die Zellen lysiert. Nach Zugabe von 100ul EtOH
(70%) wurde das Lysat auf die Aufreinigungssaule gegeben.

Die RNA-Isolation wurde gemal} den Angaben des Herstellers fortgefihrt, wobei der
DNAse-Verdau fir 30 Minuten bei 37°C erfolgte.

B) RNA-Isolation differenzierender Neurosphéaren

Die Zelllyse differenzierender NHNP Zellen erfolgte auf den Objekttragern. Hierzu
wurde das Medium vollstandig abgenommen und durch 100pl Lysispuffer ersetzt. Die
Zellen wurden durch mehrmaliges resuspendieren lysiert. Anschliel3end erfolgte die
Zugabe von 100ul 70% EtOH, bevor das Lysat auf eine Aufreinigungssaule gegeben

wurde. Die Isolation der RNA wurde anschlieliend gemal® den Angaben des
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Herstellers durchgeflhrt. Der DNAse-Verdau wurde fir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert.

2.2.3.2 Reverse Transkription (RT)

Im Anschluss an die RNA Isolation erfolgte eine RT-Reaktion, um ausgehend von
der mRNA komplementare DNA (cDNA) zu synthetisieren, die anschlieRend in PCR-
Reaktionen zur Expressionsanalyse eingesetzt werden konnte.

Aufgrund des geringen RNA-Gehalts primarer Zellen wurde auf eine
spektrometrische Konzentrationsbestimmung verzichtet. Stattdessen wurde ein
konstantes Volumen RNA-Isolat in die RT-Reaktion eingesetzt. Ein Abgleich auf den
ursprunglichen RNA-Gehalt erfolgte durch eine Normierung auf konstant exprimierte

housekeeping Gene.

RT-Primer Annealing

10ul RNA-Isolat

6uUM (Cenay  P(dT)4s5 Primer
Die Primerhybridisierung erfolgte fir 5 Minuten bei 65°C. Die Zugabe des RT-Mixes
erfolgte bei 4°C.

RT-Reaktion:
0,5mM dNTPs
15u RNase Inhibitor
1Xx RT-Puffer
0,01M DTT
200u M-MLV

Das Endvolumen entsprach einem Volumen von 20pl.

Die RT-Reaktion erfolgte bei 37°C fur 52 Minuten. AnschlieRend wurde der RT-
Ansatz fur 15 Minuten bei 70°C inkubiert, um die enthaltenen Enzyme zu
deaktivieren.

Die so synthetisierte cDNA wurde ohne weitere Aufreinigungsschritte in PCR-

Reaktionen eingesetzt.
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2.2.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur qualitativen Expressionsanalyse wurden konventionelle PCR-Reaktionen in
einem Robocycler (Stratagene) durchgeflhrt, wahrend Expressionsunterschiede
anhand von Real Time PCR-Reaktionen in einem Light Cycler (Roche) quantitativ

untersucht wurden.

A) Konventionelle PCR

PCR-Ansatz:
1X PCR-Reaktionspuffer
200uM dNTPs
200nM Primer
0,05u Taqg Polymerase
2yl cDNA

ad 20ul mit DEPC*H,0

PCR-Bedingungen:

1. Zyklus Denaturierung 4min 95:C 1x
2. Zyklus Denaturierung 30sec 95C

Annealing 30sec .

Elongation 30sec _72C 40x
3. Zyklus Elongation 4min __72C 1X
4. Zyklus Kihlung 10min 6 C 1x

Die Annealingstemperatur wurde in Abhangigkeit der verwendeten Primerpaare

gewahlt. Die entsprechenden Bedingungen sind unten aufgefuhrt.
Die PCR-Produkte wurden im Anschluss an die PCR-Reaktion anhand von Agarose-
TBE-Gelen analysiert. In Abhangigkeit der AmplikongroRe wurden 1-2% (w/v)

Agarose-Gele verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V.

B) Real Time PCR

PCR-Ansatz:
1x SYBR Green Mix
500nM Primer
2yl cDNA

ad 20pl mit DEPC*H,0
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PCR-Bedingungen:

1. Zyklus Denaturierung 15min 95:C 1x
2. Zyklus Denaturierung 15sec 95 C

Annealing 25sec

Elongation 30sec72C

Fluoreszenzdetektion 2 sec72°C 40x
3. Zyklus Kihlung 10min 6°C 1Xx

Die Analyse der Amplikons erfolgte anhand der aufgenommenen Schmelzkurven

oder durch Agarose-TBE-Gelelektrophoresen.

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind zusammen mit den optimierten

Hybridisierungstemperaturen angegeben.

Gen Sequenz Produktlange | Hybridisierungstemperatur(°C)

GFAP GATCAACTCACCGCCAACAGC 206 60
CTCCTCCTCCAGCGACTCAATCT

hairless ATGGAGAGTACGCCCAGC 305 60
GCCTCCTTCCAGCGCAGT

RAKtin CCCCAGGCACCAGGGCGTGAT 263 60
GGTCATCTTCTCGCGGTTGGCCTTGGGGT

NSE CCCACTGATCCTTCCCGATACAT 254 60
CCGATCTGGTTGACCTTGAGCA

PLP/dm20 CCATGCCTTCCAGTATGTCATC PLP: 354 58
GTGGTCCAGGTGTTGAAGTAAATGT Dm20: 249

OLIG 1 CATTTCGAACCTTCCAGTCC 431 57
GCCTCCTTTGATAGGACCTG

OLIG 2 TGCGCAAGCTTTCCAAGAT 70 61
CAGCGAGTTGGTGAGCATGA

RARalpha FW | ACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAG 226 60
CATGCCCACTTCAAAGCACTTCTGC

RARbeta FW ATTCCAGTGCTGACCATCGAGTCC 349 56
CCTGTTTCTGTGTCATCCATTTCC

RARgamma TACCACTATGGGGTCAGC 195 52
CCGGTCATTTCGCACAGCT

RXRalpha TTCGCTAAGCTCTTGCTC 113 50
ATAAGGAAGGTGTCAATGGG

RXRbeta GAAGCTCAGGCAAACACTAC 111 50
TGCAGTCTTTGTTGTCCC

RXRgamma GCAGTTCAGAGGACATCAAGCC 352 56
GCCTCACTCTCAGCTCGCTCTC

GAD GTGAGTGCCTTCAGGGAGAG 219 60
GGTGGAGCGATCAAATGTCT

ChAT CCACTCCATTCCCACTGACT 220 60
GAGACGGCGGAAATTAATGA
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Dopa- ACAAGTTTGTCCTGCGCTTT 227 60

Decarboxylase CCACAGACAGCTGAGTTCCA

Tyrosin TTGAAGCCAAAATCCACCAT 228 60

Hydroxylase TGGTGACCAGGTGATGACAC

(TH)

Tryptophan AGCCCTTTGATCCCAAGATT 207 60

Hydroxylase1 TGGCACTGGTTATGCTCTTG

(TPH1)

NMDA-R1 ATCAACGGCAAGAACGAGTC 294 56
GCCATTGTAGATGCCCACTT

NMDA-R2A GCCTTCATGATCCAAGAGGA 205 58
TGACCAAGGCGTCCTCTACT

NMDA-R2B TCTTCCTGGCCAGCTACACT 250 56
CCTGTTTTCAGGGAGAGCAA

NMDA-R2C CCGCAGTAACTACCGTGACA 231 50
CAGTGGGAGTCCTTCTGCAT

NMDA-R2D GAGCCTGCAGACCCTATCAG 216 50
GATCTTCTTTCCGTGCTTGC

NMDA-R3A CATTCCAGTGATCAGCATCG 200 56
GGGTAAGGAGGAGGAAGTCG

H2AFX TATGTGGACAGCAAGAGTCG 235 50
CCATCTAAAACTCCCCAATG

Hist1H4c GGATAACATCCAGGGCATTA 263 50
AGGAGACCGCGTATTCTTAG

SYPL TGCAATTTGGATTTCATGTT 251 50
TAAGGCAACAGCAAGATGTG

SORL1 CAGATCTACGGATGTTGCTG 268 50
GTGAGGAAAGCTCTTTCAGG

2.2.3.4 Affymetrix GeneChip Arrays

Die Expressionsprofile proliferierender und differenzierender NHNP Zellen wurden
durch Microarray Analysen erstellt. Hierzu wurde der GeneChip Human Genome
Focus Array (Affymetrix) verwendet, auf den 8500 Transkripte gespottet sind.

Fir die RNA-Isolation wurden Spharen verwendet, die seit 4 Wochen Kkultiviert
wurden. Die Anzahl der verwendeten Spharen variierte mit der GroRe, wobei 1-2*10°
Zellen eingesetzt wurden.

Zunachst wurde die RNA aus proliferierenden oder differenzierenden NHNP Zellen
(Differenzierung fur 6Std) isoliert (2.2.3.1). An die RNA-Isolation schloss sich
aufgrund des geringen RNA-Gehalts zunachst eine Amplifikationsreaktion nach
Eberwine an. Hierzu wurde eine doppelstrangige cDNA (dsDNA) unter der
Verwendung von Oligo(dT) Primern, die einen T7 Promotor enthalten, synthetisiert.

Durch die Integration des T7-Promotors war eine anschlielende in vitro Transkription
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mit der T7 RNA Polymerase maoglich, die eine Synthese von mehreren hundert
Kopien an antisense RNA (aRNA) von den ursprunglich vorhandenen RNA-
Templates ermdglichte. Fiir die Amplifikation der RNA wurde das MessageAmp™
aRNA Amplification Kit (Ambion) verwendet.

Die aRNA wurde anschlieRend in eine erneute, doppelstrangige DNA-Synthese
eingesetzt, um eine anschliellende in vitro Transkription zur Biotinylierung der
transkribierten RNA zu ermdglichen. Nach dem die biotinylierte RNA fragmentiert
wurde, erfolgte die Hybridisierung auf den MicroArrays in der Affymetrix Core Lab

Facility des BMFZ an der Heinrich Heine Universitat Disseldorf.

1. Amplifikation der mRNA
A) First Strand cDNA Synthese
Primer Annealing:
10ul RNA
1ul T7 Oligo(dT) Primer
ad 12ul DEPC*H,0
Die Hybridisierung erfolgte fir 10 Minuten bei 70°C. Die Zugabe des RT-Mixes
erfolgte auf Eis.

RT-Mix 1
2ul  10x Reaktionspuffer
1ul - RNAse Inhibitor
4ul dNTP Mix
1ul  Reverse Transkriptase
Nach Zugabe des RT-Mixes wurden die Ansatze bei 42°C fur 2 Stunden inkubiert.

B) Second Strand cDNA Synthese
Direkt im Anschluss an die First Strand cDNA Synthese schloss sich eine weitere
cDNA Synthese zur Generierung der dsDNA an.
Hierzu wurden die folgenden Komponenten zugegeben:
RT-Mix 2
63ul DEPC*H0O
10ul  Reaktionspuffer
4ul dNTP Mix
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2ul  DNA Polymerase

1yl RNase H
Anschlieend wurde fur 2 Stunden bei 16°C inkubiert.
Zum Schluss wurde die dsDNA durch eine Saulenaufreinigung (s. Ambionprotokoll)
aufkonzentriert. Das Eluat wurde zu einem Volumen von 16ul mit DEPC*H,O

aufgefullt und in die anschliel3ende in vitro Transkription eingesetzt.

C. In vitro Transkription
Die Amplifikationsreaktion basiert auf einer in vitro Transkription der synthetisierten

dsDNA. Hierzu wurde folgender Reaktionsansatz flr 14 Stunden bei 37°C inkubiert:

16ul  dsDNA

4ul  T7 ATP Solution
4ul  T7 CTP Solution
4ul T7 GTP Solution
4ul T7 UTP Solution
4ul  T7 Reaktionspuffer
4ul T7 Enzymmix

AnschlieRend wurde die DNA durch Zugabe von 2ul DNase | bei 37°C fur 30 Minuten
verdaut. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 60ul Elutionspuffer, um ein
Gesamtvolumen von 100ul zu erhalten. Die folgende Aufreinigung der aRNA wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die Konzentration
der aRNA spektrometrisch bestimmt (1:50 Verdinnung). Die Qualitat der aRNA
wurde Uber ein Agarosegel kontrolliert. Hierzu wurden 0,5-1ug aRNA auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte flr 2 Stunden bei 110 Volt, um
eine optimale Auftrennung der aRNA zu erhalten. Die GroRRenverteilung der aRNA
sollte ein Intensitatsmaximum bei 1200 — 500 Nukleotiden zeigen, um Degradationen

auszuschliefRen.

2. cDNA Synthese

Die aRNA wurde anschlieRend in doppelstrangige DNA transkribiert. Hierzu wurde

das SuperScript™ Double-Stranded cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) verwendet.
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Wenn maoglich, wurden 200ng aRNA in die cDNA Synthese eingesetzt. Ansonsten
wurde das grof3tmogliche Volumen an aRNA zugegeben.

A) First Strand Synthesis

Primer Annealing

200ng aRNA
2l Oligo(dT) Primer (MessageAmp™ aRNA Amplification Kit)
1ul Second round Primer (Ambion)

ad 11ul mit DEPC*H,0
Der Ansatz wurde fur 10 min bei 70°C inkubiert, um eine Hybridisierung der Primer
an die aRNA zu ermoglichen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe des Reaktionsmixes

auf Eis.

Reaktionsmix

1x Reaktionspuffer
10mM DTT
0,5mM dNTP Mix

ad 9ul mit DEPC*H,0

Nach Zugabe des Reaktionsmixes erfolgte eine 2 minutige Inkubation bei 45°C.
Anschlie®end wurde je 1ul SuperScript zugegeben, bevor die Reaktion flr eine
Stunde bei 45°C erfolgte.

B) Second Strand cDNA Synthesis
Auf den Reaktionsansatz der First Strand cDNA Synthese wurde folgender

Reaktionsmix auf Eis zugegeben:

20ul Reaktionsansatz
1x Reaktionspuffer
0,2mM dNTP

10u DNA Ligase

40u DNA Polymerase
2u RNase H

ad 150pl mit DEPC*H20dest
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Die Synthese erfolgte bei 16°C fur 2 Stunden. Nach der Zugabe von 10u T4 DNA
Polymerase wurde erneut fur 5 Minuten bei 16°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 10l 0,5M EDTA-LOsung beendet. Die dsDNA wurde Uber eine

Saulenaufreinigung nach dem Affymetrix Clean Up Kit (s. Protokoll) aufkonzentriert.

3. In vitro Transkription zur Biotinylierung der RNA

Die aufgereinigte dsDNA aus der cDNA Synthese wurde komplett in die in vitro

Transkription zur Synthese biotinylierter RNA eingesetzt.

In vitro Transkription
dsDNA 12l

4ul IVT Labeling Buffer
12pl dNTP Mix
4ul IVT Enzymmix

ad 40ul mit DEPC*H,0
Die in vitro Transkription wurde fur 16 Stunden bei 37°C durchgefluhrt.

Im Anschluss an die in vitro Transkription wurde die biotinylierte RNA mit dem
Affymetrix Sample Clean Up Kit nach Angaben des Herstellers (Affymetrix)
aufgereinigt. Anschlieliend wurde die Konzentration der RNA bestimmt und die
Qualitat der RNA Uberprift. Hierzu wurden 800ng RNA auf ein 1% Agarosegel
aufgetragen. Da auch die zweite cDNA Synthese ausgehend vom 3'-Ende der aRNA
erfolgt, sollte die GroRenverteilung der RNA ein Intensitatsmaximum zwischen 400-

700 Basenpaaren zeigen.

4. Fragmentierung

Um unspezifische Hybridisierungen auf den MicroArrays zu minimieren, wurde die
biotinylierte RNA vor der Hybridisierungsreaktion fragmentiert. Hierzu sollte der

Fragmentierungsansatz eine endglltige Konzentration von 1ug/ul RNA enthalten.

Fragmentierungsansatz:
10ug biotinylierte RNA
2ul Fragmentierungspuffer

ad 10pl mit DEPC*H,0
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Die Fragmentierung erfolgte fur 35 Minuten bei 94°C.

5. Hybridisierung

Die Hybridisierung der fragmentierten RNA auf die MicroArrays wurde in der
Affymetrix Core Lab Facility durchgefihrt.

6. Expressionsanalysen

Die Auswertung der Rohdaten wurde unter der Verwendung der statistischen
Analysesprache R2.1 mit der R1XA Software und dem bioconductor affy package

durchgefuhrt. Fir die Clusteranalysen wurde das BRR Array Tool V3.2 verwendet.

2.2.3.5 siRNA Transfektion

Durch eine Transfektion mit sequenzspezifischen small interfering RNAs (siRNA)
sollte die Expression verschiedener Tyrosinkinasen reduziert werden, um die Daten
der Inhibierungsstudien zur Regulation der NHNP Zellmigration zu validieren. Hierzu
wurden publizierte siRNAs der Firma Qiagen verwendet.

Die Transfektion wurde mit frisch gechoppten Neurospharen durchgeflhrt, um die
Transfektionseffizienz durch die gréRere Oberflache der noch nicht abgerundeten
Spharen zu erhdhen.

Als Transfektionsreagenz wurde HiPerFect gewahlt, da dieses Reagenz im
Gegensatz zu Elektroporationsversuchen keinen stérenden Einfluss auf die Integritat

und die Migration von frisch gechoppten NHNP Zellen zeigte.

A)Transfektionsmix:

1uM siRNA
64ul DFN-Medium
oul HiPerFect

Bei einer Kotransfektion von siRNAs gegen eine Expression von ERK1/2 wurden je
500nM der betreffenden siRNA eingesetzt, so dass insgesamt 1uM siRNA in den
Ansatzen enthalten war. Als Kontrollen wurden eine Nullkontrolle (Transfektionsmix
enthielt nur das Transfektionsreagenz), und eine non-silencing Kontrolle

(Transfektion einer fluoreszenzmarkierten siRNA) mitgefuhrt.
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Der Transfektionsmix wurde fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrenddessen wurde die Anzahl bendtigter Neurospharen auf einen Durchmesser
von 0,15 mm gechoppt und in einem geeigneten Volumen aufgenommen (pro
Versuchsansatz wurden je 2 Neurospharen mit einem Durchmesser von 0,6-0,7 mm
Durchmesser eingesetzt). Je 50ul Zellldsung wurden in 450ul vorgelegtes DFN-
Medium in 24-well-Platten dberfuhrt und gut verteilt. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe des Transfektions-Mixes. Die Transfektionsansatze wurden bei 37°C und 5%
COz inkubiert. 4 bis 5 Stunden spater wurden 2ml DFN-Medium zugegeben. Nach 48
bzw. 72 Stunden wurde ein Teil der Neurospharen fir Migrationsanalysen
ausplattiert, die Ubrigen Spharen wurden fir anschlieende RT-PCR Analysen (s.
2.2.3.3 B) lysiert.

2.2.4 Proteinanalytik

2.2.4.1 Immunzytochemie

Anhand immunzytochemischer Antikérperfarbungen gegen spezifische
Markerproteine von Astrozyten, Neuronen und Oligodendrozyten wurde die
Differenzierung von NHNP Zellen in die verschiedenen neuralen Zellpopulationen
nachgewiesen und analysiert. Zusatzlich wurde die Aktivierung von ERK1/2 in
migrierten  NHNP Zellen anhand von immunzytochemischen Untersuchungen
detektiert.

1. Fixierung der Zellen

Fir die Immunzytochemie wurden differenzierende NHNP Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten fixiert. Hierzu wurde Medium durch 4%iges (w/v)
Paraformaldehyd ersetzt. Da differenzierende NHNP Zellen semiadharente Zellen
darstellen, wurde das Medium nicht komplett abgenommen. So wurde ein Abldsen
der Zellen verhindert. Nach einer 30 minutigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Paraformaldehyd vollstandig abgenommen. Zur weiteren Lagerung
wurden die Kammern mit je 700ul PBS gefullt und bei 4°C aufbewahrt.

Fir die Farbung wurden die Kammern des Objekttragers entfernt. Anschliel’end
wurden die Objekttrager zweimal fir 5 Minuten bei Raumtemperatur in PBS (100ml)

gewaschen.
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PBS-Waschpuffer, 5x
80mM NaHPO4* 2H,0
20mM NaH2PO4* H,0
100mM NaCl
Der pH-Wert wurde mit HCI auf pH 7,5 eingestellt.

2. Immunzytochemische Farbung

Unmittelbar nach dem Waschen wurden 40ul der Erstantikdrperlosung (s. unten) auf
je ein Feld gegeben und fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlieiend wurde der
Objekttrager dreimal fir 10 Minuten in PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit den
Zweitantikorperlosungen fur 30 Minuten bei 37°C erfolgte. Schliellich wurde erneut
in PBS gewaschen (3 mal fur 15 Minuten). Beim letzten Waschschritt wurden
0,1ug/ml Hoechst 33342 fir eine Zellkernfarbung zugegeben.

Um Salzreste zu entfernen, wurde der Objekttrager in HyOgest gedippt. Nach dem
Trocknen wurde der Objekttrager in Vectashield eingedeckelt, um ein Ausbleichen
des Praparats zu verzogern.

Die Analyse der Praparate erfolgte an einem Flureszenzmikroskop (Olympus,
Hamburg), wobei die Aufnahmen mit einer ColorViewXS Digitalkamera

aufgenommen wurden.

Farbung Erst-Antikorper Verdiinnung Zweitantikorper Verdiinnung
) . Anti-Maus IgG )
Neurone B(11) Tubulin 1:100 in PBS-T 1:500 in PBS-T
Alexa
Anti-Kaninchen
Astrozyten GFAP 1:1000 in PBS-T 1:50 in PBS-T
IgG Rhodamin
1:15 in PBS mit
. Anti-Maus IgM .
Oligodendrozyten 04 10% (v/v) 1:50 in PBS
Rhodamin

Ziegenserum

Anti-Kaninchen

ERK1/2 ERK1/2 1:100 in PBS-T 1:50 in PBS-T
IgG Rhodamin
Anti-Kaninchen

P-ERK1/2 P-ERK1/2 1:100 in PBS-T 1:50 in PBS-T
IgG Rhodamin
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2.2.4.2 Western Blot Analysen

Aufgrund des geringen Proteingehalts wurde auf eine Konzentrationsbestimmung
verzichtet. Stattdessen wurden Neurospharen in Lysis-/Auftragspuffer lysiert, so dass
Komplettlysate der Proben auf ein Tris-SDS-Acrylamidgel aufgetragen werden
konnten. Der Abgleich des Proteingehalts der einzelnen Proben erfolgte durch eine
Normierung auf den Gehalt an GAPDH.

Eine Zellzahl von 1-2*10° Zellen pro Versuchsansatz erwies sich als geeignet, um
eine Sattigung des GAPDH-Gehalts zu verhindern. Durch die Korrelation des
Durchmessers und der Zellzahl von Neurospharen konnte die bendtigte Anzahl an

Neurospharen eines bestimmten Durchmessers bestimmt werden.

1. Proteinisolation
A) Proliferierende NHNP Zellen

Zur Proteinisolation proliferierender Neurospharen wurde die entsprechende Anzahl

an Spharen fur 10 Minuten bei 4°C und 2000rpm pelletiert, um eine vollstandige
Mediumabnahme zu ermdglichen. Anschlielend wurden die Neurospharen in 20yl
Lysis-/Auftragspuffer aufgenommen. Zu Resuspendierung wurde anschlief3end fir 10
Sekunden gevortext. Die Zelllyse wurde durch eine 5 minltige Inkubation bei 90°C

und anschlieRender Aufbewahrung bei -80°C fur mindestens 1 Stunde begunstigt.

B. Differenzierende NHNP Neurospharen

Bei Proteinisolationen von NHNP Neurospharen, die fir kurze Zeitspannen (bis zu 24
Stunden) differenzierten, wurden die Spharenkerne inklusive der differenzierenden
Zellen vom Objekttrager abgenommen und wie oben beschrieben zentrifugiert und
anschlie3end lysiert.

Bei einer Differenzierung Uber eine langere Zeit wurden die Zellen auf dem
Objekttrager lysiert, da ein Ablosen aller migrierten Zellen nicht mdglich war. Hierzu
wurde das Medium vollstandig abgenommen und durch 50ul Lysis/Auftragspuffer
ersetzt. Durch Resuspendieren wurden die Zellen lysiert. Das Lysat wurde
anschlielend in ein Eppendorfgefal® tberfihrt und bei 90°C fir 5 Minuten erhitzt.
AnschlieBend wurden auch diese Proben fur mindestens eine Stunde bei -80°C

weggefroren.
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Lysis-/Auftragspuffer:
125 mM TRIS
4 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
100 mM DTT

0.2 % (w/v) Bromophenolblau

2. Gelektrophorese

Vor Beladen des Gels wurden die Proben erneut bei 90°C flr 5 Minuten denaturiert
und auf Eis aufbewahrt, um die Ausbildung thermodynamisch stabiler Strukturen und
eine Dephosphorylierung der Proteine zu verhindern. Die Bedingungen der
Gelelektrophorese wurden in Abhangigkeit der Gelprozentigkeit und somit von den

zu untersuchenden Proteinen gewahlt (s. unten).

Sammelgel
100mM Tris-HCI, pH 6,8

5% (viv) Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung (Vernetzungsgrad 29:1, 40%)
0,1% (v/iv) SDS

0,1% (viv) APS

0,04% (v/iv) TEMED

Trenngel
390mM Tris-HCI, pH 8,8

0,1% (v/v) SDS
0,1% (viv) APS
0,04% (v/iv) TEMED
Die Menge Acrylamid wurde gemal der gewunschten Prozentigkeit zugegeben.

Tris-Glycin-Laufpuffer, 10x
0,2M Tris
2M Glycin
1% (w/v) SDS
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3. Transfer

Im Anschluss an die Gelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
transferiert. Um die nicht-kovalente Bindung der Proteine an die Membran zu
ermdglichen, musste diese zunachst fur 10 sec in Methanol und anschliel3end fir 10
Minuten in Transferpuffer quellen. Auch die bendétigten Whatmanpapiere und das Gel
wurden fur 10 Minuten vor Transferbeginn in Transferpuffer inkubiert.

Far den Transfer wurden zunachst drei Whatmanpapiere, gefolgt von der Membran
auf den Boden der Transferkammer gelegt. Anschliefend wurde das Gel auf die
Membran gegeben und von 3 weiteren Whatmanpapieren bedeckt.

Der Transfer der Proteine wurde bei 125mA durchgeflihrt, wobei die Zeit des

Transfers in Abhangigkeit der zu untersuchenden Proteine gewahlt wurde (s. unten).

4. Antikorperfarbung

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran fiur eine Stunde in Blocklésung
bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungen des Erst- und Zweitantikorpers zu
verhindern. Die Inkubation mit dem jeweiligen Erstantikroper erfolgte o.n. bei 4°C
unter leichtem Schutteln. Anschlielend wurde die Membran 3x mit TBS-T fur 10
Minuten gewaschen.

Als Zweitantikorper wurden Meerrettichperoxidase-gekoppelte Antikorper verwendet,
die in einer 1:5000 Verdunnung in 1% Magermilch/TBS-T eingesetzt wurden. Nach
einer Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran erneut 3x fur

15 Minuten in TBS-T gewaschen.

. Prozentigkeit Verdiinnung des
Antikorper Elektrophorese Transfer .
des Trenngels Erstantikorpers
P-ERK1/2, 11% 1Std 30 Minuten 90 Minuten bei 1:1000 in 5%
42/44 kDa ° bei 150V 125 mA Magermilch/TBS-T
Nestin ) 120 Minuten bei 1:500 in 5%
5% oder 3-8% 1 Std bei 150V ]
260 kDa 125 mA Magermilch/TBS-T
Da GAPDH zum Proteinabgleich verwendet wurde, wurden ]
GAPDH ) . . 1:200000 in 5%
die Laufbedingungen gemaR der zu untersuchenden )
30-40 kDA . Magermilch/TBS-T
Proteine gewahlt.
Synapsin 1 . 120 Minuten bei 1:1000 in 5%
5% oder 3-8% 1Std bei 150V
78 kDa 125 mA Magermilch/TBS-T
Dopa-
. 120 Minuten bei 1:200 in 5%
Decarboxylase 5% oder 3-8% 1Std bei 150V ]
50 kD 125 mA Magermilch/TBS-T
a
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Transferpuffer, 10x

50mM Tris-HCI, pH 8,5

380mM Glyzin

20% Methanol
TBS-T, 10x

0,1M Tris-HCI

1,5M NaCl

1% (v/v) Tween

Der pH-Wert wurde auf pH 7,5 eingestellt.

Blocklésung
5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

4. Detektion

Die  Detektion der entsprechenden Proteine erfolgte Uber einen
Chemilumineszenznachweis. Hierzu wurde die Membran fur 5 min bei
Raumtemperatur mit ECL (Amersham) inkubiert, bevor ein Rontgenfilm exponiert
wurde. Zur Quantifizierung der Signalintensitaten wurden die Banden eingescannt
und mit dem Programm QuantityOne (BioRad, Munich, Germany) ausgewertet.

Die Membran wurde anschlie3end in TBS-T Puffer gewaschen, um die ECL-L6sung

zu entfernen und eine weitere Antikorperfarbung zu ermoglichen.

2.2.5 Zytotoxizitatsbestimmung

2.2.5.1Viabilitatstest

Anhand von Zellviabilitatstests wurde untersucht, ob eine Exposition gegenuber den
verwendeten Noxen zu einer Verringerung der Zellviabilitat und somit zu toxischen
Effekten flhrte.

Dis Messung der Zellviabilitit von NHNP Neurospharen erfolgte mit dem
CellTiterBlue Assay von Promega, welcher die Umsetzung von Resazurin zu

Resorufin bestimmt und somit dem Alamar Blue Assay entspricht.
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Der Viabilitatstest wurde in 96-well-Platten durchgefihrt, wobei je eine Neurosphare
pro Vertiefung in 100yl Belastungsmedium ausplattiert wurde. Nach der
gewunschten Inkubationszeit wurden 20ul CellTiter Blue-Reagenz hinzugegeben und
fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde die Fluoreszenzintensitat
(Exitation: 560nm, Emission: 590nm) in einem Fluorimeter (Fluoroscan Ascent,
Biorad, Deisenhofen) gemessen.

Um die Effekte in proliferierenden Neurospharen bestimmen zu konnen, wurde
Proliferationsmedium (NPMM oder B27) mit der entsprechenden Noxe versetzt,
wahrend die Effekte auf differenzierende Zellen in DFN-Medium untersucht wurden.
Zusatzlich erfolgte das Ausplattieren der Neurospharen flr Untersuchungen unter
differenzierenden Bedingungen in Poly-D-Lysin beschichteten Vertiefungen, um ein
Auswandern der Zellen aus der Sphare zu ermoglichen.

Genaue Angaben zur Inkubationsdauer in den Belastungsmedien sind in den

jeweiligen Abbildungslegenden angegeben.

2.2.5.2 Trypanblautest

Als Alternative zum Viabilitatstest wurden auch Trypanblaufarbungen durchgefuhrt,
um die Anzahl geschadigter Zellen bestimmen zu konnen. Hierzu wurde das
bendtigte Volumen einer 0,1%igen Trypanblaulésung (1:50; v/v) in das
Zellkulturmedium gegeben. Die Trypanblaufarbung erfolgte fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Zellen in 4% Paraformaldehyd fixiert (s.

2.2.4.1) und die Anzahl Trypanblau markierter Zellen gezahlt.

2.2.6 Apoptosemessungen
2.2.6.1 Caspase-Aktivitatstests

Die  Apoptoseuntersuchungen  basierten  auf  Aktivitditsmessungen  der
Effektorcaspasen -3 und -7. Hierzu wurde das Apo-One Kit von Promega verwendet.
Eine Exposition von Neurospharen erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie unter
2.2.4 beschrieben.

Die Reaktion wurde durch die Zugabe des &aquivalenten Volumens an Apo-One
Caspase 3/7-Reagenz zum Mediumvolumen gestartet. Nach einer Inkubation von
einer Stunde wurde die Fluoreszenzintensitat im Fluorimeter gemessen (Exitation:

485nm, Emission: 527nm).
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Der Apoptosetest konnte direkt im Anschluss an die Viabilitatsmessungen
durchgefuhrt werden, indem 120ul Apo-One Caspase 3/7-Reagenz pro Vertiefung

zugegeben wurden.

2.2.6.2 DAPI-Exclusiontest

Apoptotische und auch nekrotische Zellen kdnnen durch eine Inkubation mit dem
nicht-interkalierenden  DNA-Farbstoff  4',6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid
(DAPI) markiert werden. Der DAPI-Exclusiontest wurde in differenzierenden NHNP
Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurde das Zellkulturmedium komplett abgenommen und
durch 100ul DAPI-L6sung (1:50000) ersetzt. Nach einer Inkubation fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur wurde die DAPI-Losung abgenommen und die Zellen in 4%
Paraformaldehyd fixiert. Anschliefend war eine immunzytochemische Fabung (s.
2.2.4.1) moglich. Die Auswertung des DAPI-Exclusiontests erfolgte an einem
Flureszenzmikroskop (Olympus, Hamburg), wo die Aufnahmen mit einer

ColorViewXS Digitalkamera gemacht wurden.

2.2.7 Migrationsmessungen

Migrationsmessungen stellen einen spezifischen Endpunkt far
Entwicklungsneurotoxizitat dar, indem sie den Nachweis einer veranderten
Zellmigration nach Exposition gegenuber Noxen ermoglichen.

In den durchgefuhrten Migrationsanalysen wurde die Strecke zwischen den am
weitesten ausgewanderten Zellen und dem Rand der Sphare an vier
unterschiedlichen Positionen pro Neurosphare vermessen, wobei mindestens 5
Neurospharen pro Versuchsansatz eingesetzt wurden. Die vier Messwerte einer
Sphare wurden zu einem Messwert gemittelt, um die Abweichung innerhalb einer
Neurosphare zu berlcksichtigen.

Die Migrationsanalysen erfolgten in nicht-fixierten Zellen an einem inversen

Mikroskop unter der Verwendung eines Objektmikrometers.

2.2.8 Differenzierungsanalysen

In den Differenzierungsanalysen wurde untersucht, ob sich die NHNP
Zelldifferenzierung in die verschiedenen Zellpopulationen unter der Einwirkung
verschiedener Noxen verandert. Die Exposition der Neurospharen erfolgte wie unter
2.2.2 beschrieben.
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A) Oligodendrozytendifferenzierung

Fir eine Untersuchung der Oligodendrozytendifferenzierung erfolgte eine
Differenzierung der NHNP Neurospharen fir 2 Tage. AnschlieRend wurden O4°-
Oligodendrozyten immunzytochemisch (s. 2.2.4.1) nachgewiesen und an einem
Fluoreszenzmikroskop gezahlt.

Aufgrund der Schwankungen in der Anzahl an Oligodendrozyten pro Neurosphare
wurden mindestens 8 Spharen pro Versuchsansatz eingesetzt. Da die Zellzahl von
der SpharengréfRe abhangig ist, wurden Neurospharen einer Grole verwendet. Es
hat sich gezeigt, dass Neurospharen mit einem Durchmesser von 0,3-0,4mm fur

Differenzierungsanalysen auf Oligodendrozytenebene geeignet sind.

B) Astrozyten/Neuronendifferenzierung

Da die Migrationsflache differenzierender NHNP Zellen eine Kokultur aus Astrozyten
und Neuronen darstellt, wurde die Differenzierung zu diesen Zellpopulationen durch
eine Bestimmung des Verhaltnisses an Astrozyten zu Neuronen untersucht. Ein
Vergleich der absoluten Anzahl an Neuronen bzw. Astrozyten erwies sich als
ungeeignet, da die Zellzahl in den verschiedenen Gesichtsfeldern variierte.

Far die Differenzierungsanalysen wurde die Anzahl an Astrozyten und Neuronen in je
drei Bildausschnitten pro Neurosphare ausgezahlt. Hierzu wurden differenzierende
NHNP Neurospharen zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert und gegen
GFAP/B(II)-Tubulin gefarbt (s. 2.2.4.1). Pro Versuchsansatz wurden je 5
Neurospharen eingesetzt. Die bendtigten Aufnahmen wurden an einem
Fluoreszenzmikroskop  (400fache  VergroRerung) mit einer ColorViewXS
Digitalkamera aufgenommen.

Fir die statistische Auswertung wurde das Astrozyten/Neuronen-Verhaltnis innerhalb
einer Versuchsreine oder die prozentuelle Anderungen einer Zellpopulation aus

mehreren Versuchen verglichen.

2.2.9 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit einem studentischen tTest durchgeflhrt,
wobei das Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahlt wurde. Statistische Analysen

erfolgten innerhalb einer Versuchsreihe oder unter der Verwendung der Mittelwerte
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unabhangig durchgeflhrter Versuche. Dies ist jedoch in den jeweiligen

Abbildungslegenden vermerkt.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines in vitro Modellsystems zur Untersuchung
von ENT beim Menschen. Als vielversprechendes Modell wurden NHNP Zellen
verwendet. Nach einer Charakterisierung dieses Zellmodells sollten entwicklungs-
neurotoxisch relevante Endpunkte wie Viabilitdt, Apoptose, Differenzierung und

Zellmigration in NHNP Zellen etabliert werden.

3.1 Charakterisierung von NHNP Zellen
3.1.1 Kultivierung von NHNP Zellen

NHNP Zellen sind menschliche Primarzellen, die aus einem Homogenat des
Kompletthirns menschlicher Foten gewonnen und als Neurospharen kultiviert wurden
(Abb.2A). In Anwesenheit der Wachstumsfaktoren EGF und FGF verblieben NHNP
Zellen in einem proliferativen Status, so dass sie Uber einen Zeitraum von bis zu 4
Monaten kultiviert werden konnten. Durch ein Zerteilen der Spharen mit einem
Gewebechopper konnten NHNP Zellen zudem passagiert werden.

Zunachst wurde die Anzahl an Zellen einer Neurosphare in Abhangigkeit des
Spharendurchmessers bestimmt. Wie Abbildung 1 zeigt, nimmt die Zellzahl einer

Neurosphare potenziell mit dem Durchmesser zu.

Geradengleichung: y= 2,7*108 *x224

2.

R?: 0,9926 Durchmesser (mm) | Zellzahl

7*10%4
] 0,3 2,6*103

T 5404
5 54104 0.4 1,3*10

= * 4
2 3*104 | 0,5 3,6*104

* 4 4
1104 0,6 5,3*10*

0.

0,3 04 05 0,6

mm Durchmesser

Abb.1 Zellzahlbestimmung von NHNP Neurospharen

Neurospharen der entsprechenden GréRe wurden durch Trypsinbehandlung (Inkubation in 0,25%
Trypsin fur 5 Minuten) aufgebrochen. Anschlielend wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-
zahlkammer bestimmt. Die Zellzahlen sind in Abhangigkeit des Durchmessers als MW + Stabw von
3 Spharen gezeigt. Die ermittelte Geradengleichung ist mit dem zugehdrigen Regressions-
koeffizienten (RZ) angegeben.
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Nach Entzug der Wachstumsfaktoren begannen NHNP Zellen auf einer Poly-D-
Lysin/Laminin-Matrix zu differenzieren und aus der Sphare zu migrieren, wobei eine
radiare Migrationsflache differenzierender Zellen um die Sphare herum sichtbar
wurde (Abb.2B). Immuncytochemische Farbungen ergaben, dass NHNP Zellen in
R(IIN-Tubulin®-, GFAP*- und O4- Zellen differenzierten, was zeigt, dass NHNP Zellen
das Potenzial aufweisen, in Neuronen-, Astrozyten- und Oligodenrozyten-ahnliche
Zellen zu differenzieren. Neurone und Astrozyten scheinen vorwiegend aus der
Sphare zu migrieren und so eine Kokultur zu bilden (Abb.2C). Nach einer
Differenzierungszeit von zwei Tagen entsprach das Verhaltnis von Astrozyten zu
Neuronen 90:10%. Im Gegensatz hierzu waren Oligodendrozyten hauptsachlich im

Inneren der Sphare zu finden (Abb.2D).

A B C
Abb.2 NHNP Zellen proliferieren in Spharen und differenzieren in neurale Zellpopulationen

(A) Phasenkontrastaufnahme einer proliferierenden Neurosphédre. (B) Unter Entzug von
Wachstumsfaktoren differenzieren und migrieren NHNP Zellen auf einer Poly-D-
Lysin/Lamininoberflache aus der Sphare und bilden eine radiar verteilte Migrationsflache um die
Sphare (links). (C) Immunzytochemische Analysen zeigten die Expression des neuronalen Markers
R(IINTubulin (grin) — und des Astrozyten-spezifischen Markers GFAP (rot) innerhalb der
Migrationsflache. (D) Immunzytochemische Farbung gegen den Oligodendroztyenspezifischen

Marker O4 (orange). O4" Zellen verbleiben innerhalb der Sphére.

3.1.2 Expression neurospezifischer Gene in NHNP Zellen

NHNP Zellen stellen Zellaggregate von mehr als tausend Einzelzellen dar, die aus
Kompletthirnhomogenaten gewonnen werden. Um die enthaltenen Zellpopulationen
naher bestimmen zu koénnen, wurden Neurospharen durch RNA-Microarrays, RT-
PCR und Western Blot Analysen auf die Expression spezieller Markergene und
verschiedener Proteine untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1

zusammengestellt.
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Tab.1 Expression verschiedener Markergene in Neurospharen

Die Expression verschiedener Markergene wurde anhand von Microarray- (MA), Western Blot-
(WB) und RT-PCR-Analysen (RT-PCR) untersucht. Die Tabelle zeigt die entsprechenden
Zellpopulationen (Spalte 1), fur welche die Expression der aufgefihrten Markergene spezifisch ist
(Spalte 2). Zusatzlich sind die verwendeten Nachweismethoden vermerkt. Die Gene Accession

IDs sind im Anhang angegeben.

Population Marker Technik
Unreife neurale
Progenitorzellen Nestin We
SOX3, -4, -9, -11,-12
Transkriptionsfaktoren | MASH-1 MA
HES 1 MA
BMP 7 MA
BMP-Rezeptor IA MA
NOTCH 2, -3 MA
Olig1, Olig2 RT-PCR
Gliazellen GFAP MA, RT-PCR, IC
04 IC
PLP/ DM20 MA, RT-PCR
Neuronen R(IN)-Tubulin IC
NSE RT-PCR
ENO2 (neural enolase?2) MA
Synapsin 1 WB
Dopa-Decarboxylase WB, RT-PCR
GAD RT-PCR
ChAT RT-PCR
TPH-1 RT-PCR
GABA-A Ro2, GABA-A RB1, Rhot, MA
GABA-B R1
Nikotinerger Cholinrezeptor 6 MA
Nikotinerger Cholinrezeptor 10
Dopamin Rezeptor D5 MA
Oberflachenrezeptoren | NCAM 1, -2, PDGF-Raq, Igf-1R, Igf-2R MA
Integrin a5, Integrin a6, Integrin a7, MA
Integrin a10, Integrin aE, Integrin R5

Tabelle 1 zeigt, dass NHNP Zellen Marker fur unreife Progenitorzellen und fur
reifende neurale Zellpopulationen, wie Gliazellen und neuronale Zellpopulationen,

exprimierten. Dies zeigte sich an der Koexpression von Nestin, einem Marker fur
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unreife Progenitorzellen, und GFAP oder NSE, die in reifenden Gliazellen, bzw.
Neuronen, exprimiert werden. Dies zeigt, dass Neurospharen eine heterogene Kultur
mit unterschiedlichen Differenzierungsstadien reprasentieren.

Auch verschiedene Marker flr neuronale Subpopulationen wurden in NHNP Zellen
exprimiert, was an der Expression verschiedener neuronaler Marker, wie der
Cholinacetyltransferase (ChAT), der Glutaminsauredecarboxylase (GAD) und der
Dopa-Decarboxylase deutlich wurde. Die Expression der verschiedenen Rezeptoren
zeigte zusatzlich, dass NHNP Zellen GABA-, acetylcholin- und dopaminerge

Neurone enthalten.

3.1.3 Expressionsanalyse von proliferierenden und

differenzierenden NHNP Zellen
NHNP Zellen proliferieren in Gegenwart von EGF und FGF. Sobald ihnen diese

jedoch entzogen werden, beginnen sie auf geeigneter Oberflache zu differenzieren
und aus der Neurosphare zu migrieren. Der Entzug von Wachstumsfaktoren bewirkt
demnach ein Umschalten der intrazellularen Signalkaskaden von Proliferation zur
Differenzierung. Dieses Ausscheiden aus dem Zellzyklus sollte unter anderem durch
eine Anderung des Transkriptoms hervorgerufen sein bzw. dieses zur Folge haben.
Daher wurden zur Charakterisierung der frlhen Expressionsanderungen
vergleichende  MA-Analysen von proliferierenden und differenzierenden
Neurospharen durchgefuhrt.

Nach einer Differenzierungszeit von 6 Stunden konnte eine differentielle Regulation
von insgesamt 109 Genen festgestellt werden, wobei 66 Transkripte
transkriptionsvermindert und 43 Gene erhoht waren (Tab.2). Grob lassen sich die
Transkripte in folgende zellbiologische Prozesse einteilen:

1. Transkription/Translation

Zu den differentiell regulieten Genen dieser Gruppe zahlten die
Transkriptionsfaktoren MASH-1, PBX3 und POU3F2, die die Transkription
entwicklungsrelevanter Proteine regulieren. Auch Translationsinitiationsfaktoren, wie
EIF1AY und EIF4G1, =zeigten eine Transkriptionsanderung. Zu differentiell
exprimierten ribosomalen Proteinen gehorten RPL24 und RPL36A. Zusatzlich traten
auch Expressionsunterschiede in chromatinassoziierten Proteinen auf (HDACSY,
Histon1H4C und Histon 1H2AC).
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2. Zellzyklus

In dieser funktionellen Gruppe zeigte sich, dass eine Expressionsanderung in Genen
auftrat, die fur Mitogene (VEGF) oder zellzyklusregulierende Gene codieren
(GADD45G, CLK1, BTG2). Dies zeigt, dass die proliferative Kapazitat von NHNP
Zellen unmittelbar nach der Differenzierungsinitiation verandert wird.

3. Zelladhasion - Extrazellulare Matrix - Migration

Auch Gene, die fur Proteine codieren, die in der Zelladhasion, der Migration und der
Bildung einer extrazellularen Matrix involviert sind, zeigten eine differentielle
Transkriptionsregulation nach Differenzierungsinitiation. Wahrend Integrine, Matrilin,
Laminin und N-Cadherin eine Transkriptionsrepression zeigten, wurden VCAM,
PPAP2B und CORO1C induziert. Die Repression von ECM-Molekulen und
Integrinen mit einer parallelen Induktion von Oberflachenmolekulen, die in der
Zellmigration involviert sind, deutet daraufhin, dass das Herauslésen einzelner Zellen
aus dem Zellverband begunstigt wurde, um die Migration differenzierender Zellen
aus der Sphare heraus zu ermoglichen. Auch die Transkriptionsinduktion von
PDGFD, welches zu Veranderungen der Zellmotilitat fuhren kann (Heldin et al.,
1999), spricht fur eine Stimulation der Zellmigration.

4. Neurogenese/Differenzierung

Zusatzlich zu zellzyklusregulierten Genen wurde auch die Expression von
Transkripten reguliert, die die neurale Differenzierung kontrollieren. So konnte eine
Transkriptionsinitiation der Gene FRZB, POU3F2 und auch MASH-1 detektiert
werden, die alle an der Neurogenese beteiligt sind.

5. Neurale Marker

Als letzte Gruppe sind Gene zu nennen, die fur neurale Marker codieren. Im
Gegensatz zu den Oligodendrozytenmarkern (OMG, PMP2), zeigten neuronale
Marker (NEF3, ENO2) und auch GFAP eine reprimierte Transkription in
differenzierenden NHNP Zellen.
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Tab.2 Expressionsanderungen wahrend der Differenzierung

Zur Detektion differentiell regulierter Gene wahrend der NHNP Zelldifferenzierung wurden
NHNP Zellen verglichen
(Differenzierung fir 6 Stunden). Fur eine differentiell regulierte Genexpression wurde eine

Expressionsprofile von proliferierenden und differenzierenden
mindestens zweifache Transkriptanderung mit p < 0,01 gewertet. Die regulierten Transkripte sind
nach ihrer Funktion gruppiert, wobei die Richtung der Expressionsanderung angegeben ist (V=
Transkripterniedrigung, A= Transkripterh6hung in differenzierenden NHNP Zellen). Kursiv
geschriebene Gene sind in zwei funktionellen Gruppen aufgefihrt. Transkripte, die in der
Diskussion naher erlautert werden, sind hervorgehoben. Die verwendeten Expressionsprofile
wurden fir ein Nebenprojekt erstellt, welches im Anhang naher erlautert wird. Die zugehdrigen

Gene Accesssion IDs sind im Anhang aufgefiihrt.

Gen Regulationsrichtung
Transkription/Translation SNRPD1, EIF1AY, NOL5A, RPL24, SFRS3, RPA3, v
SSBP1, RPL36A
TCF7L1, TLE1, PBX3, POU3F2, HDACY, EIF4G1,
PLU-1, DACH1, TPR, ANKRD11, SRRM2, A
Hist1H2AC, Hist1H4C, MASH-1
Zellzyklus VEGF, CDKN3, CKLF, PCID1, RPL36A, v
ARHGAP29, ASNS, ADAM19
BTG2, MYCN, MXI1, CLK1, GADD45G A
. ADAM19, IntegrinB5, LPL, IntegrinB1bindin
Zelladhasion protein1, CD9,gEMP3, Cadheringz, ? M
PPAP2B, VCAM1, CORO1C, A
ECM MATN2, PLOD1, LAMA4 v
Migration/ CDKN3, SSPN, UAP1RGS20, PTPRF, NTRKS3, v
Cytoskelettorganisation | LYN, VAV3,
VCAM1, TSPANS5, TJP2, CALD1, PDGFD A
E’)‘!e“mge.”ese’ SG5, ADORA2B, v
ifferenzierung
POU3F2, FRZB, DLX2, MASH-1, A
Neurale Marker ENO2, SCG5, NEF3, GFAP, v
OMG, PMP2, AMPA3 A
Nichtfunktionell SC65, HOMER1, ITPR2, KCNJ16, LMO2, v
gegliederte Gene SYNGR3, PER2, CLDN10, TPM2, CLI1C
MAP3K4, LOC653483, BAZ2B, TRIM23, ZFAND5, A
PELI2, LIPG, SNCAIP, FALZ, MPDZ, KIF1A

3.1.4 Reifung von NHNP Zellen

Um zu untersuchen, ob sich die Expression von Markern fur unreife und reifende
neurale Zellen mit einer zunehmenden Differenzierungszeit verandert, wurden NHNP
Zellen uber einen Zeitraum von 4 Wochen unter Differenzierungsbedingungen
kultiviert und auf die Expression verschiedener Proteine untersucht. Als Marker fur
neurale Stammzellen wurde Nestin gewahlt, wahrend die Dopa-Decarboxylase und

Synapsin als Kennzeichen flr reifende Neurone verwendet wurden.
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Western Blot Analysen zeigten, dass Nestin auch noch nach einer
Differenzierungszeit von 4 Wochen detektierbar ist. Eine Quantifizierung der
Bandenintensitaten ergab eine Zunahme an Nestin Uber die Differenzierungszeit,
was auf eine Proliferation der neuralen Stammzellen hindeutet. Auch Dopa und
Synapsin zeigten mit zunehmender Differenzierungszeit eine erhéhte Expression.
Dies spricht fur eine zunehmende Reifung neuronaler Zellen. Es ist jedoch zu
beachten, dass beide Marker auch in proliferierenden Neurospharen detektierbar
waren (Abb.3). Somit bestatigt sich die Heterogenitdt von NHNP Zellen auch auf

Proteinebene.

18 1 ;
M Nestin
— O | Nestin 5 @ Synapsin
- R o O Dopa
< 12 1
)
— L — DCC ;“3’
.‘%’
. Synapsin1 § 6
- - £
e e e | (GAPDH
0 L
Prol 7 14 28 Prol 14 28
Tage Differenzierungszeit Tage Differenzierungszeit

Abb.3 Expression verschiedener Marker in differenzierenden NHNP Zellen

Neurospharen wurden Uber einen Zeitraum von bis zu 4 Wochen unter differenzierenden
Bedingungen kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und auf die
Expression von Nestin, Dopa-Decarboxylase (DCC) und Synapsin 1 in Western Blot Analysen
untersucht (Prol = Proliferierende Neurospharen, DIC = Tage Differenzierungszeit). Eine

densiometrische Quantifizierung der Proteinexpression ist relativ zur Kontrolle gezeigt (rechts).

Zusatzlich zu Western Blot Analysen wurden immunzytochemische Untersuchungen
zur Reifung von NHNP Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurden Neurospharen Uber einen
Zeitraum von 2 Tagen bis zu 4 Wochen differenziert und anschlielend gegen
neuronale (B(Ill)-Tubulin) und astrozytare (GFAP) Markerproteine gefarbt. Die
immunzytochemischen Analysen (Abb.4) zeigten, dass:

- Die Sphare blieb Uber einen Zeitraum von 4 Wochen bestehen. Also waren nicht
alle NHNP Zellen in der Lage, aus der Sphare auszuwandern und zu differenzieren.

- Differenzierende Zellen bildeten bis zu einem Zeitraum von 2 Wochen eine

gleichmalig verteilte radiare Migrationsflache um den Spharenkern. Ab einem
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Differenzierungszeitraum von 2 Wochen bildeten sich strangartige Auswichse
migrierender Zellen (s. Pfeil, schwarz). Dies zeigt, dass die aus der Sphare
migrierten Zellen auch noch nach 3 oder 4 Wochen von der Sphare weg migrierten
und sich somit immer weiter von der Sphare entfernten, wahrend die Anzahl neu
migrierender Zellen vermutlich Uber die Zeit abnahm.

- Des Weiteren wird anhand der R(Ill)Tubulin-Farbung deutlich, dass sich mit der
zunehmenden Differenzierungszeit ein immer dichter werdendes neuronales
Netzwerk ausbildete, was auf eine Zunahme von R(lIl)Tubulin*-Zellen zurlickgeht.
Ebenso ist erkennbar, dass Neurone bereits nach einer Differenzierung von zwei
Tagen vereinzelt Kontakt zu anderen Neuronen suchten (s. Pfeil, wei). Diese
Verknupfungen nahmen uber die Zeit zu, so dass nach 3 oder 4 Wochen

Differenzierungszeit ein neuronales Netzwerk erkennbar war.

Phasenkontrast Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz
(1x200) (1x200) (1x400) (1x1000)

Abb.4 Differenzierungskinetik von NHNP Zellen

Neurospharen wurden Uber einen Zeitraum von 2 Tagen bis zu 4 Wochen (Wo) unter
differenzierenden Bedingungen kultiviert und anschlieBend immunzytochemisch gegen R(ll1)-
Tubulin (griin, Neurone), GFAP (rot, Astrozyten) und Hoechst 33342 (Zellkerne, blau) gefarbt.

Reprasentative Bildausschnitte sind gezeigt. 47
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3.2 Spezifische Endpunkte zur Untersuchung von ENT

3.2.1 Zellviabilitatsmessung

Zur Etablierung spezifischer Endpunkte fur die Untersuchung von ENT wurden
Modellsubstanzen in subtoxischen Konzentrationen eingesetzt. So konnte
sichergestellt werden, dass ein spezifischer Effekt auf die Reifung von NHNP Zellen
vorlag, der nicht durch eine allgemeine Toxizitat hervorgerufen wurde. Aus diesem
Grund wurde zunachst ein Viabilitdtstest etabliert, um nichttoxische
Konzentrationsbereiche zu determinieren.

Fur die Viabilitatsmessungen wurde die Kultivierung von Neurospharen in 96er
Lochplatten unter proliferativen und differenzierenden Bedingungen etabliert. Als
Modellsubstanz wurde Staurosporin verwendet, welches eine Apoptose-Induktion
durch Cytochrom C- Freisetzung aus den Mitochondrien induziert.

Abb.5 zeigt, dass eine 24-stundige Belastung mit Staurosporin (0,1-1uM) die
Viabilitat konzentrationsabhangig in proliferierenden und differenzierenden NHNP
Zellen reduzierte. Eine signifikante Erniedrigung der Viabilitat trat unter beiden
Kulturbedingungen bei einer Exposition mit 1uM Staurosporin auf. Wie in Abb.5
gezeigt, reagierten differenzierende NHNP Zellen sensibler als proliferierende Zellen
[69,9 £ 7% (proliferierend) versus 56 + 10% (differenzierend)].

Abb.5 Staurosporin reduziert die Zellviabilitdt in NHNP
Zellen

NHNP Zellen wurden unter proliferierenden (schwarzer

proliferierend differenzierend  Balken, linkes Bild) und differenzierenden (grauer

-
N
(&)
J

Balken, rechtes Bild) Bedingungen mit Staurosporin in

%100, ; den angegebenen Konzentrationen fir 24 Stunden
E‘g 751 ] belastet. AnschlieBend wurde die Zellviabilitat mittels
§:§ 50 Cell-Titer Blue Assay bestimmt. Die auf die Kontrolle

g 25 normierten Intensitdten sind als Viabilitdt + Stabw von

0l mindestens drei unabhangigen Belastungen gezeigt.
K 0.1 1 (0,1yM n =3; 1yM n = 6, p < 0,05).
UM
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3.2.2 Apoptose

Apoptose ist ein essentieller Prozess der Hirnentwicklung. Deshalb wurde zusatzlich
zu dem Viabilitatstest eine Aktivitatsmessung der Effektor-Caspasen 3 und 7
etabliert, welche in Kombination mit dem Viabilitatstest durchgefuhrt werden kann.
Zur Etablierung des Apoptosetests wurden NHNP Zellen mit Staurosporin behandelt.
Ab einer Konzentration von 100nM Staurosporin war nach 24 Stunden eine Induktion
der Caspasenaktivitdt messbar, bei der die Zellviabilitat noch nicht reduziert wurde.
Eine Exposition mit 1yM Staurosporin dagegen resultierte in einer erhohten
Caspasenaktivitat, die mit einer Erniedrigung der Zellvitalitat einherging (Abb.6).
Diese Daten zeigen, dass es maglich ist, Viabilitat und Apoptose in einem well in
einer Neurosphare zu messen und dass die mitochondrial-gesteuerte Apoptose in

NHNP Zellen durch Staurosporin induziert werden kann.

BVigbilitat Abb.6 Staurosporin reduziert die Zellviabilitdt und induziert

, 300 -Caspasenaktivitft die Caspasen-3 und -7 in NHNP Zellen
° Differenzierende NHNP Zellen wurden in den angegebenen
E 200 < Konzentrationen fiir 24 Stunden mit Staurosporin belastet. Im
g 100 Anschluss an die Viabilitdtsmessung wurde in der gleichen
X o Neurosphare die Caspasenaktivitat bestimmt. Die Ergebnisse
0 | sind auf die Kontrollwerte normiert und als Mittelwerte +
K 0,1 o 1 Stabw von drei unabhangigen Belastungen gezeigt (p < 0,05).

Als  weitere Modellsubstanz ~ zur  Induktion  von  Apoptose  wurde
Tetrachlorohydrochinon (TCHQ) verwendet, welches Uber oxidativen Stress zu einer
Kaskadenaktivierung der Caspasen flhren soll.

Im Gegensatz zu Staurosporin resultierte eine Exposition mit 50uM oder 100uM
TCHQ nicht in einer Caspasenaktivierung in differenzierenden NHNP Zellen
(Abb.7A). Da die Zellviabilitat jedoch reduziert wurde, ist davon auszugehen, dass
die gewahlte TCHQ-Belastung zu nekrotischem Zelltod fuhrte. Diese Vermutung wird
durch die Ergebnisse des DAPI-Exclusionstests, welcher nekrotische oder spat-
apoptotische Zellen aufgrund der permeabilisierten Zellmembran markiert, bestatigt:
nach einer Exposition mit 30uM TCHQ zeigten Neurospharen DAPI-markierte Zellen,
die mit steigender TCHQ-Konzentration zunahmen (Abb.7B). Dies zeigt, dass TCHQ
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zu einer Zellschadigung in differenzierenden NHNP Zellen fihrte, die jedoch nicht mit
einer Caspasenaktivierung einherging.

Im Gegensatz hierzu fuhrte eine TCHQ-Belastung proliferierender Zellen zu einer
signifikanten Induktion der Caspasenaktivitat (50uM: 131 = 7,1%; 100uM: 137 +
6,1%), die nicht mit einer reduzierten Viabilitdt zu dem gemessenen Zeitpunkt
korreliert war (Abb.7C). TCHQ scheint demnach Apoptose in differenzierenden
NHNP Zellen zu induzieren, jedoch in geringerem Mal3e als Staurosporin.

Ein Vergleich der Viabilitatsuntersuchungen in proliferierenden und differenzierenden
NHNP Zellen zeigte (s. Abb.5), dass differenzierende Zellen empfindlicher auf diese

Noxe reagierten als undifferenziertere, proliferierende Zellen (Abb.5;7).

Differenzierend Proliferierend
1501 150 * *  Mviabilitat
o % o B Caspasenaktivitat
IS o
= 100 | = 100 |
(@] (@]
X 4
9] o
T 50 T 50 |
X <
0- 0-
K 50 100 K 50 100
A M B uM

Kontrolle 30uM 40uM 50uM

Abb.7 Apoptoseinduktion durch TCHQ-Exposition

Differenzierende (A) oder proliferierende (B) NHNP Zellen wurden in den angegebenen
Konzentrationen fiur 24 Stunden mit TCHQ belastet. Anschliefend wurden Viabilitats- (schwarze
Balken) und Apoptosemessungen (graue Balken) durchgefihrt. Die auf die Kontrolle normierten
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Stabw von drei unabhangigen Belastungen gezeigt. Fir eine
Belastung von differenzierenden NHNP mit 100uM TCHQ ist die Abweichung vom Mittelwert mit n=2
gezeigt. C) DAPI-Exclusiontest nach TCHQ-Belastung. Differenzierende NHNP Zellen wurden fir 24
Stunden mit TCHQ belastet. Anschliefend wurde eine DAPI-Farbung durchgefiihrt, nach der die
Zellen fixiert und immuncytochemisch gefarbt wurden (griin: R(Ill)-Tubulin, Neurone; rot: GFAP,

Astrozyten) (p < 0,05).
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3.2.3 Wirkung von entwicklungstoxischen Stoffen auf

spezifische Endpunkte fur ENT

Neben zellzahlregulierenden Prozessen, wie Apoptose oder auch Proliferation, spielt
auch die Differenzierung neuraler Progenitorzellen eine essentielle Rolle, um einen
normalen Aufbau und somit eine normale Funktion des Gehirns zu gewahrleisten.
Substanzen, die zu einer Veranderung der Differenzierung fuhren, beeintrachtigen
die Entwicklung des Gehirns daher negativ. So kann eine Verschiebung der
Neuronenanzahl zu einer Einschrankung der neuronalen Konnektivitat und somit zu
einem Verlust der Gehirnleistung fuhren. Aus diesem Grund ist die Etablierung von
Methoden winschenswert, die es erlauben, Noxen zu identifizieren, die neurale

Differenzierungsstérungen hervorrufen.

3.2.3.1 Einfluss von Retinolsaure, cAMP, und Quecksilber

auf die Differenzierung von NHNP Zellen

Zunachst wurde getestet, ob die Differenzierung von NHNP Zellen in Astrozyten und
Neurone beeinflusst werden kann. Hierzu wurde die Differenzierung von
Neurospharen unter dem Einfluss von cAMP oder all-trans Retinolsaure (atRA)
untersucht. Von diesen Substanzen ist bekannt, dass sie die Entwicklung von
Neuronen in vivo und in vitro fordern (Chen et al., 2006; Deng et al., 2001b). Nach
einer Exposition von proliferierenden NHNP Zellen gegenuber 1uM atRA war die
Anzahl von differenzierenden Neuronen nach einer Differenzierungseit von 5 Tagen
signifikant erhéht (Abb.8A).

Im Gegensatz dazu fuhrte cAMP nur bei einer Behandlung wahrend der

Differenzierung zu einer signifikanten Zunahme der Neuronenzahl (Abb.8B).
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Abb.8 atRA und cAMP modulieren die NHNP Zelldifferenzierung

A) Neurospharen wurden far 1 Woche mit 1uM atRA unter proliferierenden Bedingungen stimuliert
und zur Differenzierung ohne Zugabe von atRA ausplattiert. Nach 2 bzw. 5 Tagen Differenzierung
(2; 5DIC) wurden die Spharen durch Trypsinbehandlung aufgebrochen und fiir weitere 2 Tage
kultiviert. AnschlieRend wurde die Anzahl an Astrozyten (rot) und Neuronen (griin) bestimmt.

B) Neurospharen wurden entweder fir 5 oder 3 Tage unter proliferierenden Bedingungen oder
wahrend der Differenzierung mit 200uM cAMP belastet. Nach einer Differenzierungszeit von 2
Tagen wurde das A/N-Verhaltnis bestimmt.

Der prozentuale Anteil an Neuronen ist im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwert + Stabw gezeigt

(p < 0,05).

Anorganische und organische Quecksilberverbindungen sind dafur bekannt, dass sie
entwicklungsneurotoxisches Potential besitzen (Clarkson, 2002). Deshalb wurden
NHNP Zellen mit Quecksilberchlorid (HgClz) und Methylquecksilberchlorid (MeHgCI)

belastet.
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Differenzierungsanalysen zeigten, dass eine Quecksilberbelastung von NHNP Zellen
zu einer konzentrationsabhangigen Verschiebung des A/N-Verhaltnisses fuhrte.
750nM MeHgCl resultierten in einer signifikanten Anderung des Neuronenanteils auf
23 £ 6% der Kontrolle (Abb.9A). Dies entspricht einer Reduktion des Neuronenanteils
von 8% auf 2%.

Eine Exposition von NHNP Zellen gegenuber HgCl, fuhrte ebenfalls zu einer
Verschiebung des A/N-Verhaltnisses. Wurden differenzierende NHNP Zellen mit
einer subzytotoxischen Konzentration von 4uM HQgClI, belastet, so wurde die Anzahl
an Neuronen auf 39 + 25% der Kontrolle verringert. Das entsprach einer Reduktion

des Neuronenanteils von 9% auf 4%.

Beide Verbindungen haben erst in hoheren Konzentrationen zytotoxische Effekte in
NHNP Zellen gezeigt (Abb.9).
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Abb 9. Quecksilber reduziert die Neuronenanzahl in differenzierenden NHNP Zellen ohne die
Zellviabilitdt zu beeinflussen

(A, B) Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung fir zwei Tage mit MeHgCl oder HgCl,
in den angegebenen Konzentrationen belastet. Nach manueller Bestimmung der Anzahl an
Astrozyten (rot) und Neuronen (grin) wurde der Neuronenanteil bestimmt und auf die
Kontrollwerte normiert. Reprasentative Ausschnitte von Kontroll- und exponierten Spharen sind
gezeigt. (C, D) Viabilitdtsmessungen Quecksilber-exponierter NHNP Zellen. Die auf die

Kontrollwerte normierten Daten sind als Mittelwerte + Stabw dargestellt (p < 0,05).
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Die Ergebnisse der Exposition von NHNP Zellen gegenuber atRA, cAMP und
Quecksilber zeigen, dass die Zelldifferenzierung sowohl zugunsten der Astrozyten

als auch der Neurone verschoben werden konnte.

3.2.3.2 Storung der Oligodendrozytendifferenzierung durch

Blei
Der dritte detektierbare Zelltyp in NHNP Zellen sind Oligdendrozyten. Aus der

Literatur ist bekannt, dass Blei mit Prozessen der Oligodendrozytenreifung interferiert
(Deng et al., 2001a).

Um einen Einfluss von Blei auf die Oligodendrozytenreifung in NHNP Zellen zu
untersuchen, wurden proliferierende NHNP Zellen fir 5 Tage mit 1uM oder 10uM
Blei vorbelastet. Anschlielend erfolgte eine Differenzierung Uber zwei Tage ohne
Bleizugabe. Nach immunzytochemischer Farbung gegen den Oligodendrozyten-
marker O4 wurde die Anzahl an Oligodendrozyten/Neurosphare bestimmt. Eine
Exposition von NHNP Zellen mit 10uM Bleiacetat fuhrte zu einer signifikanten
Reduktion differenzierter Oligodendrozyten (Abb.10A). Entsprechende
Viabilitatsuntersuchungen zeigten, dass die gewahlten Blei-Konzentrationen nicht zu
einer veranderten Zellviabilitat gefuhrt haben (Abb.10B).
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Abb.10 Blei inhibiert die Oligodendrozytendifferenzierung

A) Proliferierende Neurospharen wurden flir 5 Tage mit Bleiacetat (Pb) belastet. Anschlielend
erfolgte die Differenzierung in Abwesenheit von Pb fiir 2 Tage. Die Anzahl O4"-Oligodendrozyten
pro Neurosphare ist als Mittelwert + Stabw dargestellt (n = 3 Versuche, p < 0,05). B) Neurospharen
wurden mit den angegebenen Bleikonzentrationen belastet. Die Viabilitdt wurde nach 24 Stunden
Differenzierung gemessen. Als Positivkontrolle wurden Neurosphéren fir 24 Stunden mit 1uM
Staurosporin (S) belastet. Die Ergebnisse zeigen MW + Stabw einer reprasentativen Versuchsreihe

mit je 3 Neurospharen (p < 0,05).
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3.3 Migration

Ein weiterer bedeutender Prozess bei der Gehirnentwicklung ist die Migration, bei
der neurale Zellen mehrere Zentimeter weit wandern, um ihre korrekte Position zu
erreichen und ein neuronales Netzwerk auszubilden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein Test entwickelt, bei dem die Migration differenzierender NHNP Zellen aus der
Sphare quantifiziert werden kann. Hierzu wurde die Strecke zwischen Spharenrand
und den am weitesten ausgewanderten Zellen vermessen, wie es in Abb.11A durch

die weil3en Balken gezeigt wird.

Migrationsstrecke (mm)

0 2 4 6 8 24 48

Stunden

Abb.11 Migrationsmessung in Neurospharen

A) Phasenkontrastaufnahme einer flr 2 Tage differenzierten Sphare. Die Migration wurde durch
ein Vermessen der Strecke zwischen Spharenrand und den am weitesten ausgewanderten Zellen
quantifiziert (s. Balken). B) Migrationskinetik von differenzierenden NHNP Zellen. Die
Migrationsstrecke wurde zu den angegebenen Zeitpunkten vermessen und ist als MW t Stabw
von 3 Neurospharen gezeigt. Phasenkontrastaufnahmen von differenzierenden NHNP Zellen zu
den angegebenen Zeitpunkten (2, 4 und 24 Stunden) sind in den oberen Abbildungen dargestellt.

Eine Messung der NHNP-Zellmigration Uber die Zeit zeigte, dass es sich bei der
Migration um einen sehr schnell beginnenden und kontinuierlich fortlaufenden
Prozess handelt. Bereits 2 — 4 Stunden nach Differenzierungsbeginn waren NHNP
Zellen am Rand der Neurosphare zu erkennen, deren Zellkorper bereits 0,07 + 0,02
mm aus der Sphare migriert waren. Nach 48 Stunden migrierten die Zellen Uber eine
Distanz von 0,5£0,04 mm (Abb.11B).

55



3 Ergebnisse

3.3.1 Einfluss von cAMP, Quecksilber, Blei und Ethanol auf

die NHNP Zellmigration
Die Etablierung des Migrationstests als Endpunkt fur ENT erfolgte anhand der

ausgewahlten Modellsubstanzen cAMP, Hg, Blei und Ethanol.
Eine Belastung differenzierender NHNP Zellen mit 200uM cAMP verlangerte die
Migrationsstrecke um 18 £ 4 % (Abb.12).
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Abb.12 cAMP verstarkt die NHNP Zellmigration
Differenzierende NHNP Zellen wurden mit 200uM cAMP

belastet. Nach 48 wurde die Migration vermessen. Die

—
o
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n
o

relative Migrationsstrecke ist im Vergleich zur Kontrolle als

Migration
(% der Kontrolle)

MW + Stabw aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt

K 200uM <0.05).
CAMP (p < 0,05)
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Quecksilberverbindungen hingegen hemmten die Migration. Eine Exposition
gegenuber MeHgCl fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der
Migrationsstrecke, wobei eine Exposition mit 750nM MeHQgCI zu einer signifikant
verkurzten Migrationsstrecke auf 67 + 6% der Kontrolle fuhrte (Abb.13A). Die gleiche
Konzentration fihrte zu einer signifikanten Inhibierung der neuronalen
Differenzierung (Abb.9). Die Endpunkte Differenzierung und Migration wurden
demnach in gleichen Konzentrationsbereichen durch MeHgClI gestort.

Eine Exposition der NHNP Zellen gegenliber anorganischem Quecksilber fuhrte
ebenfalls zu einer konzentrationsabhangigen Migrationsreduktion. 1uM HgClI fuhrte
zu einer Reduktion der Migrationsstrecke auf 68 + 12%. Dieser Effekt konnte durch
eine Erhdhung der Quecksilberkonzentration auf 10uM auf 33 + 17% verstarkt
werden (Abb.13B).

Bei den gewahlten Quecksilberkonzentrationen war die Zellviabilitdt nicht
berlcksichtigt (Abb. 9C,D).
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Abb.13 Quecksilber reduziert die Migration von
NHNP Zellen

Neurospharen wurden wahrend der
Differenzierung mit MeHgCI (A) oder HgCl, (B)
belastet. Die Migrationsstrecke wurde nach 24
Stunden vermessen. Die auf die Kontrolle
normierte Migration ist als MW * Stabw
dargestellt (p < 0,05, n = 3).

Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen

nach MeHgCI-Exposition sind gezeigt.

Auch eine Exposition des Fetus gegentber EtOH kann zu einer Stérung der

Gehirnentwicklung durch eine Interferenz mit der Zellmigration fliihren (Guerri, 1998;

Jones, 1975). Deshalb wurden proliferierende NHNP Zellen fur 30 Minuten mit

200mM Ethanol belastet. AnschlieBend wurde die Migration Gber 72 Stunden

verfolgt. Die Befunde dieser Untersuchungen sind in Abb.14 dargestellt. Uber den

beobachteten Zeitraum war die Migrationsstrecke signifikant vermindert. Die

verwendete EtOH-Konzentration hatte in dem angewendeten Belastungsschema
keinen Einfluss auf die Zellviabilitat (Abb.14B).

57




3 Ergebnisse

120 120
* * * *
o 0
c © 80 . © 80
Qe ‘T e
T O =G
5% 8%
S 5 40 > 8 40
X X
0 0 )
A K 24 48 72 B K 1uM 200mM
Stunden S EtOH

Abb.14 Ethanol inhibiert die Migration von NHNP Zellen ohne die Zellviabilitat zu beeinflussen

Proliferierende Neurospharen wurden fir 30 Minuten mit 200mM Ethanol belastet. Anschlielend
erfolgte die Differenzierung der Zellen ohne Zugabe an EtOH. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde
die Migrationsstrecke vermessen. Die relative Migration ist im Vergleich zur Kontrolle als MW +
Stabw dargestellt (p < 0,05, n=3). B) Die Zellviabilitdt wurde nach 30 minutiger EtOH-Belastung
gemessen. Als Positivkontrolle wurden NHNP Zellen mit 1uyM Staurosporin fiur 24 Stunden

belastet. Die auf die Viabilitat der Kontrolle normierten Daten sind als MW £ Stabw gezeigt (n = 3).

In Tab. 3 sind die Ergebnisse der Untersuchung von Blei auf die NHNP Zellmigration

dargestellt. Aus der Tabelle geht hervor, dass Blei keinen signifikanten Einfluss auf
die Migration ausuUbte.

Tab.3 Blei-Exposition fuhrt nicht zu einer veranderten Zellmigration

Neurospharen wurden flr 5 Tage mit Bleiacetat exponiert. AnschlieRend wurden die Sphéaren
ohne Zugabe von Bleiacetat ausplattiert. Nach 48 Stunden wurde die Migration vermessen. Die
auf die Kontrolle normierte Migration ist als MW + Stabw gezeigt (p < 0,05, n = 3).

Kontrolle 1uM Pb 10uM Pb
MW £ Stabw 100 % 94, 7+72% 104,1+£10 %

Die vorgestellten Daten zur NHNP Zellmigration nach Exposition mit den
Modellsubstanzen cAMP, Quecksilber, Ethanol und auch Blei zeigen, dass die

Migration von NHNP Zellen sowohl stimuliert als auch inhibiert werden kann.
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3.3.2 Analyse an der NHNP Zellmigration beteiligter
Signalwege

3.3.2.1 Rolle von ERK1/2

Aus der Literatur ist bekannt, dass die MAP Kinasen ERK1/2 die Mobilitat
verschiedener Zelllinien kontrollieren (Huang et al., 2004), deswegen haben wir
zunachst untersucht, ob ERK1/2 an der Migration von NHNP Zellen beteiligt ist. Zum
Nachweis wurden immunzytochemische Analysen mit einem Antikorper gegen P-
ERK1/2 sowie Total-ERK1/2 in migrierten NHNP Zellen nach 4 und 24 Stunden
durchgefuhrt. Bereits nach einer Migrationszeit von 4 Stunden war phosphoryliertes
ERK1/2 nachweisbar, dass auch nach 25 Stunden noch detektierbar war. P-ERK1/2
und Total-ERK1/2 waren hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert (Abb.15).

A B

P-ERK1/2

T-ERK1/2

Cc

Abb.15 Aktivierung und subzellulare Lokalisierung von ERK1/2

NHNP Zellen wurden 4 (A) oder 24 Stunden (B) nach dem Ausplattieren fixiert und mit
spezifischen Antikérpern gegen phosphoryliertes ERK1/2 (P-ERK1/2) oder totales ERK1/2 (T-
ERK1/2) gefarbt. Die linken Bilder zeigen reprasentative Bilder der ERK1/2-Farbungen, die
rechten Aufnahmen sind Kombinationsbilder der ERK1/2- und Zellkernfarbungen (blau). C)
Zweitantikdrperkontrolle, NHNP Zellen wurden 24 Stunden nach dem Ausplattieren fixiert und

parallel zu den ERK1/2- Farbungen ohne Zugabe eines Erstantikérpers gefarbt. Der

Grolenbalken entspricht 20um.
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Um zu testen, ob eine Hemmung der Migration mit einer veranderten ERK1/2-
Phosphorylierung einhergeht, wurden die Zellen Uber eine Zeit von 60 Minuten mit
EtOH belastet. AnschlieBend wurden Western Blot Analysen durchgefuhrt. Abb.16
zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Bereits nach einer Belastungszeit von
30 Minuten war P-ERK1/2 um mehr als 50% reduziert.

* B P-ERK/2
— _ Abb 16. Ethanol inhibiert die ERK1/2-Phosphorylierung
m mnﬁ?ktm Synchronisierte Neurospharen wurden mit 200mM EtOH
200mM EtOH belastet. Nach den angegebenen Zeitrdaumen wurden die
120 Zellen lysiert und mittels Western Blot Analysen auf
E 0 phosphoryliertes ERK1/2 (P-ERK1/2), GAPDH oder R-Aktin
% g 80 untersucht. Als Positivkontrolle wurden Zellen fir 30
g é * Minuten mit 10ug/ml EGF stimuliert. Das Balkendiagramm
gg 40 zeigt die auf GAPDH normierte P-ERK1/2-Expression
E_.JQ\\C’/ relativ zur Kontrolle als MW + Stabw nach 30 minitiger
0 EtOH-Exposition (p < 0,05, n=3). Reprasentative Western
K 200mM Blots sind abgebildet.
EtOH

In einem weiteren Ansatz wurde Uberpruft, ob eine Stimulation der ERK1/2-
Phosphorylierung mit einer gesteigerten Migration assoziiert ist. Dazu wurden
undifferenzierte Spharen fir 30 Minuten mit dem Phorbolester PMA inkubiert und
anschlielend die Migration verfolgt. Wie Abb.17 zeigt, steigerte PMA die Migration
um 56% gegenuber den Kontrollen. In Western Blot Analysen (Abb.17A) war eine
signifikante Zunahme von P-ERK1/2 detektierbar. PMA erhdhte den Anteil an P-
ERK1/2 auf das 7-fache der Kontrollzellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine verringerte Migration mit einer reduzierten
ERK1/2-Phosphorylierung einherging, wahrend eine verstarkte Migration mit einer
Induktion der ERK1/2-Phosphorylierung assoziert war. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die NHNP Zellmigration mit dem Aktivierungsstatus von ERK1/2

korreliert ist.
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Abb.17 PMA stimuliert die ERK1/2-Phosphorylierung und verstérkt die Migration von NHNP Zellen
Synchronisierte Neurospharen wurden fir 30 min mit 100nM PMA exponiert. A) Anschlielend
wurden die Zellen lysiert und auf den Gehalt an P-ERK1/2 und GAPDH untersucht. Die auf
GAPDH abgeglichenen P-ERK1/2-Intensitaten sind als MW + Stabw relativ zur Kontrolle
dargestellt (p < 0,05, n = 3). B) Im Anschluss an die PMA-Belastung wurden die Neurospharen zur
Differenzierung ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde die Migration vermessen. Die auf die
Kontrolle normierten Migrationsstrecken sind als relative MW zur Kontrolle + Stabw dargestellt

(p < 0,05, n = 3). Reprasentative Western Blots und Phasenkontrastaufnahmen sind gezeigt.

Um diese Hypothese zu beweisen, wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 durch
den Einsatz eines MEK-Inhibitors (PD98059) gehemmt. Abb.18 zeigt, dass die
Exposition mit PD98059 in nicht-toxischen Konzentrationen (s. Anhang) wie erwartet
zu einer Inhibierung der ERK1/2-Phosphorylierung auf 48 + 22% und zu einer
konzentrationsabhangigen Reduktion der Migration flhrte. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Migration von NHNP Zellen unter anderem von der ERK1/2 —

Aktivierung abhangt.
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Abb.18 Die ERK1/2-Aktivierung ist mit der NHNP Zellmigration korreliert
Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit den angegebenen Konzentrationen an
PD98059 fiir 24 Stunden belastet. A) Der Gehalt an P-ERK1/2 und GAPDH wurde anhand von

Western Blot Analysen untersucht. Die Abbildung zeigt eine Quantifzierung der zur Kontrolle

A

relativierten P-ERK1/2-Intensitdt nach einem Abgleich auf GAPDH. Reprasentative Western Blots
sind gezeigt. B) Die Migrationsstrecke wurde nach 24 Stunden Differenzierung vermessen. Die

auf die Kontrollen normierten Werte sind als relative MW * Stabw dargestellt. Beispiele von

Kontroll- und PD-exponierten Neurospharen sind gezeigt (p < 0,05, n = 3).

3.3.2.2 Bedeutung der Interaktion der PKC und der ERK1/2-

Aktivierung in der NHNP Zellmigration

Zur weiteren Analyse der NHNP Zellmigration wurde die Bedeutung der PKC
analysiert, von der bekannt ist, dass sie Uber eine Aktivierung der RAS-RAF-MEK-
Kaskade eine ERK1/2-Aktivierung induzieren kann.

Eine Exposition von differenzierenden NHNP Zellen gegenliber dem
pharmakologischen PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid | (Bisl) flhrte zu einer
Reduktion von P-ERK1/2 auf 81 £ 13% und der Migrationsstrecke auf 71 £ 12%
(Abb.19), ohne die Zellviabilitdt zu verandern (s. Anhang). Dies zeigt, dass die PKC
an der Regulation der Migration differenzierender NHNP Zellen durch eine ERK-

Aktivierung beteiligt ist.
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Abb.19 Eine Inhibierung der PKC fihrt zu einer Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung und der
NHNP Zellmigration

Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit Bisl in den angegebenen Konzentrationen
fur 24 Stunden belastet. A) Western Blot Analysen zur Bestimmung des Gehalts an P-ERK1/2.
Fir eine Quantifizierung wurde die Intensitdt von P-ERK1/2 auf GAPDH abgeglichen. Die
Abbildung zeigt den relativen Gehalt an P-ERK1/2 im Vergleich zur Kontrolle als MW * Stabw (p «
0,05, n = 3). Reprasentative Western Blots sind dargestellt. B) Die Migrationsstrecke wurde nach
24 Stunden Differenzierung vermessen. Die relative Migration ist als MW + Stabw dargestellt

(p < 0,05, n = 3). Beispiele von Kontroll- und Bisl-exponierten Neurospharen sind gezeigt.

3.3.2.3 EGF-R und SFKs kontrollieren die NHNP

Zellmigration
Auch eine Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGF-R) stimuliert die Phosphorylierung

von ERK1/2 (Seger et al., 1995) und mehrere Studien zeigten, dass die Expression
des EGF-R mit der Zellmaotilitat korreliert ist (Aguirre et al., 2005; Caric et al., 2001).
Deshalb haben wir untersucht, ob der EGF-R auch in der NHNP Zellmigration
bedeutend ist.

Hierzu wurden Inhibierungsstudien mit dem EGF-R Inhibitor Tyrphostin AG1478
durchgefuhrt, welcher die Kinaseaktivitat des EGF-R hemmt. Dadurch inhibiert
Tyrphostin die EGF-R-abhangige Signaltransduktion. Abbildung 20 zeigt, dass eine
Differenzierung in Gegenwart von 1uM Tyrphostin AG1478 zu einer nahezu

vollstdndigen Inhibierung der ERK1/2-Phosphorylierung flihrte. Die Daten der
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Migrationsanalysen zeigten, dass die fast vollstandige Inhibierung der ERK1/2-
Phosphorylierung die Migrationsstrecke lediglich auf 66 + 8% reduzierte. Eine
Erhdhung der Tyrphostin Konzentration auf 10uM verstarkte den Effekt auf die
Migration nicht (Abb.20). Die Exposition mit den genannten Konzentrationen zeigte
keine Anderung der Zellviabilitat (s. Anhang).

Diese Daten weisen darauf hin, dass der EGF-R die NHNP Zellmigration Uber eine
Aktivierung von ERK1/2 reguliert und dass neben ERK1/2-abhangigen auch ERK1/2-

unabhangige Signalwege die Migration steuern.

- P-ERK 1/2
- GAPDH

K 1uM AG1478

120 | 120

]
o

o
o
N
o

Migration
(% der Kontrolle)

P-ERK1/2/GAPDH
(% der Kontrolle)

K 1 10uM K 1 10uM

AG1478 AG1478
A B

Abb. 20 Tyrphostin AG1478 reduziert die Migration von NHNP Zellen

NHNP Zellen wurden wahrend der Differenzierung mit Tyrphostin AG1478 fir 24 Stunden
belastet. (A) Die Abbildung zeigt den auf GAPDH abgeglichenen Gehalt an P-ERK1/2 relativ zur
Kontrolle als MW + Stabw (p < 0,05, n = 3). B) Die Migrationsstrecke wurde nach 24 Stunden
vermessen. Die zur Kontrolle relativierte Migrationsstrecke ist als MW + Stabw von drei

unabhangigen Versuchen dargestellt.

Eine solche Familie von Tyrosinkinasen, welche ERK1/2-unabhangige Signale
mediieren kann, sind die SFKs. Da von dieser auch eine Involvierung in die
Zellmotilitat beschrieben wurde (Altun-Gultekin et al., 1996; Kawasaki et al., 2006),
habe ich untersucht, ob diese Familie auch an der Migration von NHNP Zellen
beteiligt ist.

Dazu wurden Inhibierungsstudien mit den pharmakologischen Inhibitoren PP2 und
SU6656 untersucht. Im Gegensatz zur Inhibierung der PKC oder des EGF-R flihrte
eine Exposition mit 5uM PP2 oder 10uM SU6656 bei einer Reduktion der Migration
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auf 44 + 24% (PP2, 5uM), bzw. 58 + 19% (SU6656) nicht zu einer Inhibierung der
ERK1/2-Phosphorylierung (Abb.21). Nur nach einer Belastung mit 10uM PP2 wurde
eine Verminderung der ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet, die jedoch
wahrscheinlich auf zytotoxische Effekte des Inhibitors zurlick zu flhren ist (Abb.
21C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass SFKs die Migration von differenzierenden NHNP

Zellen regulieren ohne einen Einfluss auf die ERK1/2-Aktivierung auszuuben.

S 0 @R P-ERK1/2

M S s GAPDH

C 10 uM 10 uM

PP2  SU6656 )
160 - 120

120 -
80 -
40 -

Viabilitat
(% der Kontrolle)

P-ERK1/2/GAPDH
(% der Kontrolle)

K _5 10 10 uM K &5 10 10uM
PP2  SU6656 c PP2 SU6656

>

c 10 UMPP2 10 uM SU6656
120 - [1PP2

« L] SU6656

Migration
(% der Kontrolle)

B O K 1uM 5uM 10 uM

Abb. 21 SFKs regulieren die Migration ohne die ERK1/2-Phosphorylierung zu beeinflussen

Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit PP2 oder SU6656 belastet. A) Nach 24
Stunden erfolgte die Zelllyse zur Bestimmung des Gehalts an P-ERK1/2 und GAPDH. Die auf
GAPDH abgeglichene Intensitat an P-ERK1/2 ist relativ zur Kontrolle gezeigt. (p < 0,05, n = 3). B)
Die Migrationsstrecke wurde nach 24 Stunden vermessen. Die Abbildung zeigt die auf die
Kontrolle normierte Migrationsstrecken als MW + Stabw (p < 0,05, n = 3; schwarz:PP2, violett:
SU6656. C) Nach 24 Stunden wurden Viabillitdtsmessungen durchgefihrt. Die Viabilitaten

exponierter Zellen sind im Vergleich zur Kontrolle gezeigt (p < 0,05, n = 3).
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Zur weiteren Charakterisierung der Bedeutung der analysierten Signalkaskaden fur
die NHNP Zellmigration wurden Kobelastungen mit Tyrphostin AG1478 und SU6656
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Eine Kobelastung mit
beiden Inhibitoren reduzierte die Migration um 28 * 7%, was der Summe der
Einzelbelastungen entsprach (28% versus 27%). Eine Kobelastung fuhrte zu einer
signifikant erhohten Migrationsinhibierung im Vergleich zu den Einzelbelastungen, so
dass ERK1/2-unabhéngige und ERK1/2-abhangige Signalkaskaden kooperativ
interagieren.

Es ist zu beachten, dass die Reduktion der Migrationsstrecke in den Versuchen zur
Kobelastung nach Tyrphostin AG1478- oder SU6656-Exposition (Abb.22) schwacher
waren als die vorher gezeigten Ergebnisse (Abb.20, 21). Dies liegt vermutlich an der
Verwendung von NHNP Zellisolaten aus einem anderen Individuum jlingeren Alters
(Zellisolation aus der 12.GW im Gegensatz zur 18.GW). Dieses Ergebnis lasst
vermuten, dass Einflisse von Chemikalien auf die Migration humaner

Progenitorzellen altersunabhangig sind.

Abb.22 ERK1/2-abhangige und SFK-vermittlelte

*
* Signalkaskaden regulieren die NHNP
Zellmigration kooperativ
120 * * .. .
|—| Neurospharen wurden wahrend der

Differenzierung mit 1uyM Tyrphostin AG1478,
10uM SU6656 oder 1uM Tyrphostin und 10uM
SU6656 kobelastet. Die Migration wurde nach

24 Stunden vermessen. Die Abbildung zeigt die

]
o

N
o

Migration
(% der Kontrolle)

auf die Kontrolle relativierte Migration als MW +
Stabw aus einer reprasentativen Versuchsreihe

K AG SuU Ko- AG mit je 6 Neurosphdren (p < 0,05). Der grau
belastung +SU

dargestellte Balken zeigt die theoretisch

berechnete Summe der Einzelinhibierungen.

Um die beteiligten Signalwege der NHNP Zellmigration durch eine unabhangige
Methode zu validieren, wurde versucht, die Zellen mit spezifischen siRNAs zu
transfizieren. Dazu wurden siRNAs gegen die Genprodukte fur die MAP Kinasen
(ERK1 und 2) und die SFKs (YES, FYN, CSK) eingesetzt. In Tabelle 4 sind die

Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengestellt. Lediglich fur die Gene
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ERK1/2 und YES konnte in RT-PCR Analysen eine Reduktion der Transkriptmenge
im Vergleich zur non-silencing behandelten Probe gefunden werden. Ein Einfluss
auf die Migration konnte jedoch nicht festgestellt werden (Abb.23). Die negativen
Befunde dirften eher methodisch begrindet sein aufgrund mangelnder

Transfektionseffizienz in einer dreidimensionalen Zellkultur.

Tab.4 Knock-down-Effizienz nach siRNA-Transfektion

Neurospharen wurden mit jeweils 1uM siRNA Uber 48 Std transfiziert. Fur eine Repression der
ERK1/2-Expression wurden NHNP Zellen mit je 500nM siRNA kotransfiziert. Anhand von Real
Time PCR-Analysen wurde die Absolutmenge an Transkripten ermittelt und auf die Schein-
Kontrolle (Behandlung mit Transfektionsreagenz) normiert. Die obere Zeile gibt die
Transkriptmenge nach Transfektion mit einer non-silencing RNA an. Zeile 2 zeigt den Gehalt an

Transkripten nach siRNA-Transfektion. Die Werte sind als MW = SEM aus zwei Versuchen

gezeigt.
ERK1 ERK2 YES FYN CSK
] ) 101,5 91 103 95 87
non-silencing RNA
£ 9% 9% 1+ 28% 4% 2%
71 58 48 151 87
siRNA
+15% 1+ 18% 9% +21% +21%

Abb.23  Migrationsuntersuchungen transfizierter
120 - NHNP Zellen
Neurospharen wurden mit jeweils 1uM siRNA
(YES, FYN, CSK oder non-silencing RNA, (ns))
oder mit je 500nM siRNA (ERK1 und ERK2,
(K1+K2)) fur 48 Std transfiziert. Anschlielend

wurden die Spharen zur Differenzierung

0]
o

N
o

Migration
(% der Kontrolle)

ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde die Migration

K ns K1+K2 YES FYN CSk Vermessen und auf die Migration der
scheintransfizierten Zellen (K) normiert. Die
Ergebnisse sind als MW + Stabw dargestellt (p «
0,05, n = 3).

Als nachstes wurde untersucht, ob die die Migration regulierenden Kinasen auch die
Differenzierung von NHNP Zellen beeinflussen. Dazu wurden die Zellen mit den
Substanzen belastet, die als migrationsmodulierend identifiziert wurden.

AnschlieBend wurde das Astrozyten/Neuronenverhaltnis immunzytochemisch
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bestimmt. Keiner der untersuchten Stoffe (PD98059, Tyrphostin, Bisl, EtOH, PMA
oder PP2 und SU6656) veranderte die NHNP Zelldifferenzierung (Tab.5).

Tab.5 Die Differenzierung von Astrozyten und Neuronen wird durch migrationsmodulierende
Substanzen nicht beeinflusst.

Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit PD98059, Tyrphostin AG1478 oder den SFK-
Inhibitoren PP2 und SU6656 in den angegebenen Konzentrationen exponiert. Fur eine Belastung mit
EtOH oder PMA wurden NHNP Zellen zundchst synchronisiert. Nach 30 mindtiger Exposition wurden
die Sphéaren ausplattiert. Das Verhaltnis von Astrozyten und Neuronen wurde nach 48 Stunden
Differenzierungszeit bestimmt. Die Tabelle gibt den Anteil an Astrozyten und Neuronen im Vergleich

zur Kontrolle als MW * Stabw von drei unabhangigen Versuchen an.

PD98059 | Tyrphostin EtOH PMA PP2 SU6656
10uM 10uM 200mM 100nM 5uM 10uM
Astrozyten
9615 9742 9719 10543 98+2 9617

(% der Kontrolle)

Neurone

(% der Kontrolle

133+41 128+20 11137 7615 13133 13972

3.4 Interindividuelle Unterschiede verschiedener NHNP

Zellisolate

Alle bisherigen Daten wurden — wenn nicht anders vermerkt — mit NHNP Zellen eines
Individuums (Individuum 8F1189) gewonnen. Um mogliche Variationen zwischen
unterschiedlichen Isolaten und Individuen zu testen, wurden ausgewahlte Versuche
mit Zellen anderer Individuen wiederholt. Tab.6 zeigt eine Zusammenstellung der
verschiedenen Zellisolate, in der Alters- und Geschlechtsangaben zuzlglich zu
Migrations- und Differenzierungseigenschaften aufgelistet sind. Fiur die
Untersuchungen zu interindividuellen Unterschieden wurden NHNP Zellen von drei
Individuen verwendet, die sich sowohl im Alter als auch im Geschlecht

unterschieden.
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Tab.6 Zusammenstellung verwendeter NHNP Zellen

8F1189 5F0503 5F0029
Alter 19.GW 16.GW 16.GW
Geschlecht Ménnlich Méannlich Weiblich
Durchschnittliche
Migrationsstrecke nach 24| 49+ 0,02mm 0,5 + 0,09mm 0,42 £ 0,12mm
Stunden
Durchschnittliches
Astrozyten/Neuronenverhaltnis 14£6% 10£4% 20 £10%

Zunachst wurden die NHNP Zellen unterschiedlicher Donatoren gegenuber
anorganischen und organischen Quecksilberverbindungen exponiert. Bei HgCl, trat
nur nach Belastung mit 10uM HgCI; ein signifikanter Unterschied in der Effektstarke

zwischen den unterschiedlichen Donatoren auf (Abb.24A).

. [ 8rF1189
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5 ] o [] 5F0029

e 0

‘= 80 £ 80 1 .
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TR -5

B 1uM 10uM o 041 025 05 075 1uM

A HgCl, B MeHgCl

Abb.24 Interindividuelle Unterschiede in NHNP Zellen nach Quecksilberbelastung
NHNP Zellen der verschiedenen Individuen wurden wahrend der Differenzierung mit HgCl, (A)
oder MeHgCl (B) belastet. Nach 24 Stunden wurde die Migrationsstrecke vermessen. Die zur
Kontrolle relativen Migrationsinhibierungen sind als MW + Stabw von mindestens drei Versuchen
gezeigt (p < 0,05).

Eine Exposition gegenuber MeHgCI zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Starke der Migrationsreduktion. Zellen des jlingeren Individuums zeigten jedoch
bereits ab einer Konzentration von 500nM MeHgCl eine signifikante
Migrationsstorung, die bei Zellen des alteren Individuums erst bei 750nM MeHgCI

auftrat (Abb.24B).
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Zum Schluss wurden NHNP Zellen der unterschiedlichen Individuen mit den
migrationsmodulierenden Inhibitoren belastet, um die Validitat der gefundenen
Regulationsmechanismen der NHNP Zellmigration zu untersuchen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 25 dargestellt. Die Inhibitorversuche zeigten in allen NHNP-
Zellisolaten ahnliche Effektstarken auf die Migration, die daraufhin deuten, dass in
allen Individuen ahnliche Signalkaskaden an der Migrationsregulation unabhangig
vom Alter beteiligt sind. Dies belegt die Validitat der gewonnenen Daten und
unterstreicht die Anwendung von NHNP Zellen als in vitro Modellsystem zur

Untersuchung von ENT.
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Abb.25 Vergleich der Migrationsinhibierung nach Exposition mit verschiedenen Kinaseinhibitoren
Neurospharen von drei unterschiedlichen Individuen wurden wahrend der Differenzierung mit je
10uM PD98059, Tyrphostin AG1478 (AG), Bisl oder SU6656 (SU), bzw. mit 5uM PP2 exponiert.

Nach 24 Stunden wurde die Migration vermessen. Die zur Kontrolle relativierten

Migrationsinhibierungen sind als MW + Stabw gezeigt.
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4 Diskussion

Wahrend der pra- und postnatalen Entwicklung bildet sich das Gehirn durch ein
komplexes Zusammenspiel diverser Prozesse. Eine Storung solcher Prozesse kann
zu pathologischen Veranderungen des sich entwickelnden Gehirns fuhren, die
nachhaltig die Funktion des Nervensystems beeinflussen. Heute sind viele
umweltrelevante Noxen bekannt, die mit fundamentalen Prozessen der
Gehirnentwicklung interferieren und so die neurale Entwicklung stéren. Um
nachfolgende Generationen vor solchen Einflissen zu schutzen, werden im Rahmen
der europaischen Chemikalienverordnung REACH ENT-Studien fir Chemikalien mit
teratogenen oder endokrinen Eigenschaften empfohlen. Bis heute existieren jedoch
keine validierten in vitro Testsysteme, die eine Durchfliihrung solcher Studien
ermoglichen. Aus diesem Grund besteht ein weltweites Bestreben, alternative
Modellsysteme zu kosten- und zeitaufwendigen Tierversuchen zu finden.

In dieser Arbeit wurden NHNP Zellen als in vitro Modellsystem etabliert und auf ihre
Anwendung als alternatives Testmodell fir ENT Uberpruft. Dazu wurde auf die

folgenden Themen eingegangen:
1. Charakterisierung von NHNP Zellen als Modell zur Untersuchung von ENT
2. Etablierung entwicklungsneurotoxisch relevanter Endpunkte in NHNP Zellen
3. Analyse von Signalkaskaden, die an der NHNP Zellmigration beteiligt sind

Die gewonnenen Ergebnisse sollen dazu beitragen, die Brauchbarkeit von NHNP

Zellen als entwicklungsneurotoxikologisches Modellsystem abzuschatzen.

4.1 Charakterisierung von NHNP Zellen

Zunachst wurde untersucht, inwieweit NHNP Zellen in ihrer Komposition
Neurospharen bzw. dem sich entwickelnden Gehirn entsprechen. Dazu wurden RT-
PCR-, MA- und Western Blot Analysen durchgefuhrt.

Diese haben gezeigt, dass neurale Marker, wie GFAP, 3(l11)Tubulin oder Synapsin 1,

parallel zu Nestin, einem charakteristischen Filamentprotein neuraler Stammzellen,
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exprimiert werden (Tab. 1, Abb.3), was die Heterogenitat von Neurospharen bestatigt
(Piao et al., 2006; Piper et al., 2001). Dass Neurospharen nicht nur morphologisch,
sondern auch funktionell heterogene Aggregate darstellen, konnte bereits fur
humane Spharen aus einem jlingeren Fetus (12. Gestationswoche) beschrieben
werden (Bez et al., 2003). Die Koexpression von Markern fir Gliazellen und
neuronale Subpopulationen konnte auch in anderen Isolaten humaner fetaler
neuraler Zellen gezeigt werden, die nicht in Form von Neurospharen kultiviert wurden
(Piper et al.,2000; Svendsen et al., 1997). Dies zeigt, dass die Heterogenitat der
NHNP Neurospharen nicht auf Praparationsartefakte zurtickgeht, sondern auf der
Heterogenitat des sich entwickelnden Gehirns basiert.

Da unreife Progenitorzellen die Zellpopulation darstellen, deren Differenzierung
durch exogene Noxen beeinflusst werden kann, ist die Anwesenheit Nestin*-Zellen
fur die Etablierung von NHNP Zellen als in vitro Modell zur ENT-Testung besonders
wichtig. Der Vorteil eines menschlichen in vitro Systems zur Risikobewertung wird
durch einen Vergleich mit Rattenprogenitorzellen deutlich, in denen keine parallele
Expression von Gliazellmarkern und Nestin gezeigt werden konnte (Kalyani et al.,
1998; Mayer-Proschel et al., 1997), was interspeziare Unterschiede zwischen
Nagetier- und menschlichen Progenitorzellen hervorhebt.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass NHNP Zellen eine Vielzahl an
neurospezifischen  Markern  exprimieren: Es  konnten  neurotransmitter-
synthetisierende Enzyme, wie die Cholinacetyltransferase (ChAT), die
Glutaminsauredecarboxylase (GAD), die Dopa-Decarboxylase und auch die
Tryptophanhydroxylase 1 (TPH-1) nachgewiesen werden, die auf eine Synthese der
Neurotransmitter Acetylcholin, GABA, Dopamin und Serotonin hindeuten. Auch die
Expression verschiedener neuronaler Rezeptoren konnte detektiert werden, die auf
die Prasenz von NMDA-, GABA-, dopamin- und acetylcholinerger Neurone hindeuten
(Tab.1). Eine Differenzierung von neuralen Vorlauferzellen in unterschiedliche
neuronale Subpopulationen konnte auch in diversen menschlichen und
Rattenzellisolaten nachgewiesen werden (Horiguchi et al., 2004; Kalyani et al.1998;
Piper et al. 2001; Sun et al., 2005).

Da verschiedene Noxen spezifisch auf bestimmte Neuronenpopulationen wirken, ist
die Existenz verschiedener Neuronenpopulationen in NHNP Zellen von besonderer
Bedeutung fir die Anwendung als entwicklungsneurotoxikologisches Modell. So wird

das acetylcholinerge-System durch verschiedene Organophosphate gestort, indem
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der Abbau des Transmitters durch die Cholinesterase gehemmt wird. Dies resultiert
in einer standigen Erregung cholinerger Synapsen. Bekannte Beispiele solcher
Noxen sind Insektizide, wie Parathion, aber auch chemische Kampfstoffe wie Sarin

und Tabun.

Die gleichzeitige Expression von Nestin, GFAP, O4 und verschiedenen neuronalen
Rezeptoren zeigt, dass NHNP Zellen eine Mischkultur aus unreifen Progenitor-, Glia-
und neuronalen Zellen sind. Auch im sich entwickelndem Gehirn sind diese Zelltypen
durch eine Uberlappung der einzelnen Reifungsprozesse koexistent (Andersen,
2003; Rice and Barone, 2000), was die physiologische Nahe des NHNP Zellmodells

zur in vivo Situation unterstreicht.

411 Expressionsanalyse von proliferierenden und

differenzierenden NHNP Zellen

Um Prozesse der NHNP Zelldifferenzierung naher charakterisieren zu konnen,
wurden Genexpressionsprofile proliferierender und differenzierender NHNP Zellen
mittels Microarrayanalysen erstellt. Vergleichende Untersuchungen zeigten, dass
nach Beginn der Differenzierung insgesamt 109 Gene differentiell exprimiert wurden.
Diese beinhalten neben Genprodukten, die in der Zelladhasion, Migration und
Neurogenese involviert sind, auch Transkripte, die an der Regulation der
Transkription, Translation und des Zellzyklusses beteiligt sind (Tab.2).

In  der funktionellen  Gruppe ,Transkription/Translation® fanden  sich
Expressionsanderungen von Genen, die fur Transkriptionsfaktoren (POU3F2, MASH-
1, PLU-1, PBXS3,), ribosomale Proteine (RPL24, RPL36A), Translationsfaktoren
(EIF1AY, EIF4G1,) und auch Chromatin-assoziierte Proteine (HDAC9, HIST1H2AC,
HIST1H4C)  kodieren. Die  Regulation von Genen, die in die
Transkriptionsmaschinerie involviert sind, war zu diesem fruhen Zeitpunkt der
Differenzierung zu erwarten, da sich das Programm der Zellen durch
Wachstumsfaktorentzug und Angebot einer adaquaten extrazellularen Matrix
zunachst von Proliferation auf Differenzierung umstellen musste. Auch in neuralen
Progenitorzellen der Maus (PND 7), konnten zahlreiche Expressionsanderungen von
Chromatin-assoziierten Komponenten und nuklearen Faktoren wahrend der

Differenzierung beobachtet werden (Gurok et al., 2004). 2D-Proteomanalysen
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unterstitzen die differentielle Expression von transkriptionsrelevanten Genen, da 5%
der regulierten Proteine in diese Gruppe eingeordnet werden konnten (Hoffrogge et
al., 2006). Die in vivo Relevanz der differentiellen Genexpression
transkriptionsrelevanter Gene konnte durch vergleichende Expressionsstudien von
embryonalen (E17) mit postnatalen Maushirnen (P0) gezeigt werden. Etwa 10% der
regulierten Gene wurden in die funktionelle Gruppe ,Transkription® eingeordnet
(Matsuki et al., 2005). Eine Ubereinstimmung in den regulierten Genen dieser
Studien fand sich jedoch nicht, was moglicherweise auf Spezies- und/oder
Altersunterschiede der untersuchten Systeme zuriickgehen kann. Nachfolgend
werden nun einzelne differentiell exprimierte Genprodukte der verschiedenen
Gruppen diskutiert.

Der Transkriptionsfaktor POU3F2 induziert die Tanskription von Delta 1 (Castro et
al., 2006). Delta 1 ist ein Ligand des Oberflachenrezeptors NOTCH, der die neurale
Entwicklung reguliert und fir die Diversitat neuraler Zellen im Gehirn verantwortlich
ist (Cornell et al, 2005). Eine Induktion von POU3F2 im NHNP
Zelldifferenzierungsprozess deutet somit auf eine Aktivierung von NOTCH-
Signalkasaden wahrend der NHNP Zelldifferenzierung.

Auch die Expression des proneuralen bHLH-Transkriptionsfaktors MASH-1, der im
sich entwickelnden Nervensystem exprimiert wird, ist fur die neuronale
Differenzierung essentiell. Neuronale Vorlauferzellen aus MASH-1 defizienten
Mausen zeigten einen Differenzierungsarrest, so dass hauptsachlich eine
Differenzierung in Gliazellen nachweisbar war. Daruber hinaus haben
Expressionsanalysen gezeigt, dass die Expression neuronaler Gene, wie der
Neuron-spezifischen Enolase (NSE), Peripherin und SCG10 MASH-1-abhangig ist
(Lo etal., 1997; Lo et al., 1991; Sommer et al., 1995).

Wahrend der neuralen Entwicklung von Mausprogenitorzellen wurde die Expression
Zellzyklus-assoziierter Proteine differentiell reguliert (Gurok et al., 2004; Matsuki et
al., 2005). Auch in NHNP Zellen wurde die Expression von Transkripten verandert,
die mit dem Zellzyklus assoziiert sind. So wurde die Expression des
Wachstumsfaktors VEGF und der Asparaginsynthetase (ASNS) in differenzierenden
Zellen reprimiert, was auf eine Proliferationshemmung hindeutet (Stagliano et al.,
2003). Zusatzlich wurde die Expression der CLK1 (CDC-like Kinase) induziert und
die des Cyclin-abhangigen Kinaseinhibitors 3 (CDKN3, KAP) reprimiert. CDKN3 ist

eine Phosphatase, die mit verschiedenen Cyklin-abhangigen Kinasen, wie der CDC2
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oder der CDK2, interagiert (Hannon et al., 1994; Tsai et al., 1993) und so an der
Zellzykluskontrolle beteiligt ist. Da Cyklin-abhangige Kinasen Schlusselregulatoren in
der Zellzykluskontrolle sind, deuten diese Expressionsanderungen auf eine
veranderte Zellzyklusprogression differenzierender Zellen. Auch die Transkription
von antiproliferativen Proteinen BTG2 (BTG family member 2) und GADD45G
(growth arrest and DNA-damage-inducible) wurde verstarkt, was auf einen
Wachstumsarrest differenzierender NHNP Zellen schlieRen lasst. Eine veranderte
Expression von GADD45G konnte auch in Mausprogenitorzellen mit
fortschreitendem Alter gezeigt werden (Matsuki et al., 2005).

Um aus der Sphare migrieren zu kénnen, miussen sich die betreffenden Zellen
zunachst aus dem Zellverband |0sen. Deshalb wurde eine differentielle Regulation
von Genen erwartet, die mit der Bildung der extrazellularen Matrix und der
Zelladhasion assoziiert sind. Die Expressionsanalysen haben ergeben, dass die
Zelladhasionsmolekile ADAM19 und N-Cadherin (CDH2) zusatzlich zu den ECM-
bildenden Proteinen Laminin a4 und Matrilin reprimiert wurden. Dies kdnnte auf eine
Lockerung des Zellverbands hindeuten. Auch die Expression der
Oberflachenrezeptoren Integrin 5 und CD9 wurde zusatzlich zu dem Integrin 1-
bindenden Protein (IGTB1BP1) in differenzierenden Zellen reguliert, was flr eine
veranderte Interaktion von Zellen mit ihrer Umgebung spricht. PPAP2B
(Phosphatidylsaurephosphatase 2) hingegen wurde in differenzierenden Zellen
induziert, welches Uber eine RGD-Sequenz verfugt und die Zelladhasion ebenso wie
die Zellspreizung in Endothelzellen beeinflusst (Humtsoe et al., 2003) und demnach
ebenfalls einen Einfluss auf die Zelladhasion und interzellulare Verknupfungen hat.
Auch Gene, die die Zellmigration regulieren, zeigten eine Transkriptionsanderung. So
wurde die Expression von PTPRF (Protein Tyrosin Phosphatase Rezeptor F, LAR)
reprimiert, welches in epithelialen Zellen ein Modulator der Zellmigration ist. Es
konnte gezeigt werden, dass PTPRF mit Katenenin/Kadherin-Komplexen kolokalisert
und die Phosphorylierung von [-Katechin inhibiert, welches zu einer
Migrationsinhibierung fuhrt (Muller et al., 1999). Prostatakrebszellen, die sich in
ihrem Potential zur Metastasierung unterscheiden, zeigten ebenfalls eine
unterschiedliche Expression an PTPRF, was auf eine Involvierung in der
Metastasierung und somit in der Zellmotilitdt hindeutet (Trojan et al., 2005). Im
Gegensatz hierzu zeigten Tetraspanin 5 und Caldesmon 1, welche beide die

Zellmigration induzieren (Manes et al., 2003; Peters et al.,, 2001), eine
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Transkriptionserhéhung. Ebenso wurde ein Vertreter der PDGF- (Platelet-derived
growth factor) Familie induziert, welche nicht nur als Mitogene agieren sondern auch
zu Veranderungen der Zellmigration fuhren, indem sie Chemotaxis induzieren und so
eine gerichtete Zellbewegung entlang eines PDGF-Gradienten stimulieren (Heldin
and Westermark, 1999).

Far die Zellmigration ist die Reorganisation des Zytoskeletts essentiell (Yamazaki et
al., 2005), so dass die Regulation von Cytoskelett-assoziierten Proteinen wie dem
Aktin-bindenden Protein Coronin1C erwartet wurde. Ein Vergleich der
Expressionsdaten aus NHNP Zellen mit Maus Progenitorzellen hat gezeigt, dass
Coronin1C nicht nur in NHNP Zellen, sondern auch in Progenitorzellen der Maus mit
zunehmender Differenzierungszeit induziert wird (Gurok et al., 2004). Auch die
Vertreter der PDGF-Familie induzieren eine Reorganisation des Zytoskeletts (Heldin
and Westermark, 1999).

Die Expressionsanalysen haben ebenfalls gezeigt, dass insgesamt sechs Transkripte
differentiell reguliert wurden, die die Neurogenese regulieren. So wurden die bereits
erwahnten Transkriptionsfaktoren POU3F2 und MASH-1 zusatzlich zu FRZB
(frizzled-related protein) induziert, welches als Antagonist der wingles (wnt)-
Signalkaskaden einen Einfluss auf die neurale Entwicklung hat (Jones et al., 2002).
Da eine Aktivierung von wnt die Selbsterneuerung von Stammzellen induziert und
wnt-Proteine als Wachstumsfaktoren agieren (Reya, 2003; Willert et al., 2003),
konnte die Sekretion von FRZB den Austritt aus dem Zellzyklus ermdglichen und
demnach die Differenzierung induzieren. Auch in der humanen Stammzelllinie K048
wurde die Expression von FRZB mit zunehmender Differenzierung reguliert, wobei
die Expression nach 4-5 Tagen Differenzierung anstieg (Cai et al., 2006).

Die funktionelle Gliederung zeigte auch eine Expressionsanderung von neuralen
Markern: Wahrend die Myelin-assoziierten Proteine OMG (oligodendrocyte myelin
glycoprotein) und PMP2 (peripheral myelin proein 2) eine Transkriptionsinduktion
zeigten, die auf eine Reifung der Oligodendrozytenprogenitorzellen hindeuten,
zeigten die neuronalen Proteine ENO2 (neuronal enolase 2) und NEF3
(neurofilament 3), eine Transkriptionsrepression. Auch die Expression von GFAP
zeigte eine verringerte Transkription in differenzierenden Zellen. Da die Expression
dieser Gene bereits in proliferierenden NHNP Zellen detektierbar ist, ist es moglich,
dass die Transkription im Rahmen der Umstellung von Proliferation auf

Differenzierung zunachst eingestellt wird und erst zu spateren Zeitpunkten der
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Differenzierung  wieder  ansteigt. Dies musste im Rahmen  einer
Differenzierungskinetik Uberpruft werden. Ebenso ist es denkbar, dass die genannten
Markergene zu Gunsten der Oligodendrozytenpopulation reprimiert werden.

Es traten keine Expressionsanderungen von Genen auf, die mit der Apoptose in
Verbindung stehen. Dies entspricht altersgemallen Stadien der Hirnentwicklung (18.
Schwangerschaftswoche), in denen Apoptose wohl noch keine Rolle spielt
(Andersen, 2003, Abb.1.1). Transkripte, die mit detoxifizierenden und protektiven
Mechanismen gegen oxidativen Stress assoziiert sind, wurden jedoch differentiell
exprimiert. Die Expression der Gluthation-S-Transferase Q1 (GST01), Peroxiredoxin
4 und der Chinonreduktase 2 (NQO2) wurde durch den Differenzierungsstimulus
verringert. Dies deutet daraufhin, dass differenzierende NHNP Zellen eine verringerte
Detoxifizierungskapazitat sowie eine erhdhte Sensitivitdt gegenuber oxidativen
Stress aufweisen als proliferierende Zellen. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse
nach Exposition gegentber Staurosporin und TCHQ bestarkt, die eine erhohte

Zytotoxizitat in differenzierenden Zellen belegen.

4.1.2 Reifung von NHNP Zellen

Die Reifung von NHNP Zellen wurde anhand von immunzytochemischen und
Western Blot Analysen untersucht. Dazu wurden die Spharen Uber einen Zeitraum
von bis zu 4 Wochen unter differenzierenden Bedingungen kultiviert.

Western Blot Analysen zeigten, dass die Expression von Synapsin 1 und der Dopa-
Decarboxylase in differenzierenden Zellen Uber die Zeit von 4 Wochen zunahm
(Abb.3). Dies kann auf einer zunehmenden Reifung neuronaler Zellen oder auf einer
vermehrten Differenzierung von Progenitorzellen zu Neuronen basieren.

Auch eine Zunahme an Nestin konnte detektiert werden, was auf eine Proliferation
der Progenitorzellen hindeutet. Die Stimulation der Proliferation konnte auf eine auto-
oder parakrine Produktion stimulierender Faktoren, wie EGF oder PDGF
zuruckzufihren sein. MA-Analysen unterstitzen diese Hypothese, da eine
Expressionsinduktion von PDGFD in differenzierenden Zellen gefunden wurde
(Tab.2). PDGFD kann sowohl als Mitogen als auch als Migrations-stimulierendes
Protein agieren (Heldin and Westermark, 1999). Ob es die Proliferation oder die

Zellmotilitat stimuliert, hangt vermutlich vom Differenzierungsstatus der Zellen ab.
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In den immunzytochemischen Analysen wurde die Reifung von NHNP Zellkulturen
anhand der Spharenmorphologie und der neuralen Zellpopulationen innerhalb der
Migrationsflache bewertet.

In den Analysen zeigte sich, dass der Spharenkern auch nach 4 Wochen
Differenzierung detektierbar ist (Abb.4). Dies bedeutet, dass nicht alle NHNP Zellen
aus der Sphare migrierten und differenzierten. Diese Beobachtung wird durch die
Expression von Nestin in den Langzeitkulturen bestatigt (Abb.3).

Es ist moglich, dass manche Nestin*-Zellen nicht ohne die Zugabe von
entwicklungsstimulierenden Substanzen differenzieren. In vivo werden unter
anderem noggin, BMP oder chordin sezerniert, um die neurale Differenzierung zu
induzieren (Kennea and Mehmet, 2002).

Ebenso ist es denkbar, dass nicht alle NHNP Zellen migrierten und differenzierten,
da - aufgrund der dreidimensionalen Struktur einer Sphare - nicht alle enthaltenen
Zellen Kontakt zur extrazellularen Matrix hatten. Dass die extrazellulare Matrix einen
entscheidenden Faktor bei der Migration und Differenzierung von humanen neuralen
Progenitorzellen  darstellt, konnte durch entsprechende Analysen auf
unterschiedlichen Oberflachenbeschichtungen gezeigt werden: Humane neurale
Progenitorzellen zeigten keine Migration oder Differenzierung auf Fibronektin oder
Poly-L-Ornithin beschichteten Flachen. Erst der Kontakt mit Laminin resultierte in
einer detektierbaren Migration, was vermutlich auf einer Aktivierung von
Oberflachenmolekilen durch die extrazellulare Matrix (ECM) beruhte (Flanagan et
al., 2006). Bei Zellen, die keinen Kontakt zur ECM hatten, fehlte diese Aktivierung
und fuhrte so zu einem Ausbleiben der Differenzierung. Dieser Aspekt wird zusatzlich
durch Ergebnisse mit dissoziierten humanen Progenitorzellen unterstutzt, in welchen
keine Nestinexpression mehr in immunzytochemischen Analysen nachgewiesen
werden konnte nach einer Differenzierungszeit von nur 5 Tagen (Piper et al., 2001).
Da die MA-Analysen eine Transkriptionsinduktion des Transkriptionsfaktors POU3F2
wahrend der Differenzierung ergeben haben (Tab.2), der fur die Expression von
Delta 1 notwendig ist, kdnnte auch die Sezernierung dieses Proteins fir eine
Differenzierungsinhibierung benachbarter Zellen verantwortlich sein. Delta 1 wird von
differenzierenden Zellen sezerniert und bindet an den Oberflachenrezeptor NOTCH
benachbarter Zellen, was einen Differenzierungsarrest in diesen Zellen induzieren
kann (Cornell and Eisen, 2005).
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Obwohl der Nestin-Proteingehalt reifender Zellen Uber die Zeit zunahm (Abb.3),
sprechen die folgenden Befunde fur eine ,Reifung” des Zellsystems:

NHNP Zellen scheinen mit zunehmender Differenzierungszeit ein immer dichter
werdendes neuronales Netzwerk auszubilden. Dies ist an der zunehmenden Zellzahl
R(IINTubulin*-Zellen tber die Zeit zu erkennen, die Verkniipfungen untereinander zu
bilden scheinen (Abb.4). Da eine Vernetzung der Neurone uber die Ausbildung von
Synapsen entsteht, spricht auch die zunehmende Synaspin 1 Expression (Abb.3) fur

die Entstehung eines neuronalen Netzwerks durch eine vermehrte Synapsenbildung.

4.2 Endpunkte zur Untersuchung von ENT

Um spezifische Endpunkte zur Detektion von ENT zu etablieren, wurden die Effekte
bekannter Neurotoxine auf die Entwicklung von NHNP Zellen in subtoxischen Dosen
untersucht.

Eine Exposition gegeniber den Modellsubstanzen Staurosporin oder TCHQ
resultierte in einem Verlust der Zellviabilitat, welcher in differenzierenden Zellen
ausgepragter war nach Staurosporin- und TCHQ-Belastung (Abb.5;7). Auch wahrend
der normalen  Gehirnentwicklung gibt es zusatzlich zu regionalen
Sensitivitatsunterschieden zeitlich abgegrenzte Perioden, die sich in der
Empfindlichkeit gegenuber toxischen Einflissen unterscheiden, da biologische
Prozesse, wie Proliferation, Migration und Differenzierung zu unterschiedlichen
Zeitfenstern in unterschiedlichen Arealen des Gehirns stattfinden (Rice and Barone,
2000). Die unterschiedliche Sensitivitat von proliferierenden versus differenzierenden
NHNP Zellen spiegelt diese Situation in vitro wieder.

Ein Unterschied zwischen proliferierenden und differenzierenden NHNP Zellen
konnte auch in Bezug auf die Apoptoseinduktion nach TCHQ-Exposition festgestellt
werden, wo nur in proliferierenden Neurospharen eine signifikante Induktion der
Caspasenaktivitat festgestellt werden konnte. Da der DAPI-Exclusiontest jedoch
auch in differenzierenden Neurospharen geschadigte Zellen aufwies (Abb.7C),
scheint TCHQ nach 24 stundiger Belastung zu nekrotischen Zellveranderungen in
differenzierenden Zellen zu flihren. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass die Caspasenaktivierung nach TCHQ fruher auftrat. Dafur spricht die
Beobachtung in Jurkat Zellen, in denen eine TCHQ-Belastung bereits nach 10

Stunden Apoptose induziert (Wispriyono et al., 2002).
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Eine Belastung mit Staurosporin hingegen flhrte zu einer Caspasenaktivierung in
differenzierenden NHNP Zellen (Abb.6). Dieser Unterschied geht vermutlich auf
unterschiedliche Wirkmechanismen dieser beiden Modellsusbstanzen zurick.
Stauropsorin inhibiert die Protein Kinase C (Tamaoki et al., 1986) und fihrt durch die
Freisetzung von Cytochrom C zu einer Aktivierung von APAF-1 und dadurch zu einer
Aktivierung der Effektorcaspase 3 (Slee et al., 2000). TCHQ hingegen erzeugt
oxidativen Stress durch die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch
Redoxreaktionen in der Zelle (Carstens et al., 1990), was in verschiedenen Zelltypen,
wie z. B. HepG2, zu einer Induktion der Apoptose fuhrt (Wang et al., 2001).

Mit den Substanzen Staurosporin und TCHQ konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Viabilitats- und Apoptosemessungen in Kombination gemessen werden konnen
(Abb.6,7). Dies ermdglicht die Aussage, ob ein zytotoxischer Effekt zur Apoptose
oder Nekrose fuhrt, was die Ergebnisse nach Staurosporin- und TCHQ-Exposition
verdeutlichen: Wahrend Staurosporin zu einer Caspasenaktivierung parallel zu einer
reduzierten Zellviabilitat fuhrte, trat nach TCHQ-Belastung eine verringerte Viabilitat
ohne Caspasenaktivierung auf. Dies belegt, dass die Toxizitat von Staurosporin auf
eine Apoptoseinduktion zurick ging und die TCHQ-Toxizitat mit nekrotischen

Vorgangen korreliert war.

4.2.1 Retinolsaure, cAMP, Quecksilber und Blei modulieren
die NHNP Zelldifferenzierung

Als spezifischen Endpunkt fur ENT wurden Differenzierungsanalysen in NHNP
Neurospharen etabliert, da die Differenzierung der Progenitorzellen in die neuralen
Populationen ein essentieller Prozess fur eine normale Gehirnentwicklung ist.
Zunachst wurde die Plastizitat von NHNP Zellen untersucht, indem diese mit
folgenden Substanzen belastet wurden, die erwiesenermalien zur Modulation der
Differenzierung neuraler Zellen flhren:

Eine Exposition von NHNP Zellen gegenuber atRA verschob die Differenzierung von
NHNP Zellen zugunsten der Neurone (Abb.8). Ahnliche Beobachtungen wurden
bereits in embryonalen Stammzellen, PC12 oder Neuroblastomzellen gemacht, in
denen atRA ebenfalls die Differenzierung in neuronale Zellen induziert (Guan et al.,
2001).

Auch eine Belastung von NHNP Zellen mit cAMP verschob das

Neuronen/Astrozytenverhaltnis  zugunsten der Neuronenpopulation. Die
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stimulierende Wirkung von cAMP konnte auch in menschlichen mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks gezeigt werden, in denen cAMP die neuronale
Differenzierung stimuliert (Chen et al., 2006; Deng et al., 2001b).

Somit konnte die Differenzierung von NHNP Zellen in Astrozyten und Neurone durch
die Zugabe exogener Substanzen beeinflusst werden, wobei die Ergebnisse

Befunden aus anderen Zellsystemen entsprechen.

Wurden die Zellen mit nicht-zytotoxischen Konzentrationen organischem oder
anorganischem Quecksilber belastet, konnte ein gegenteiliger Effekt beobachtet
werden, da sich das  Astrozyten/Neuronenverhaltnis  zugunsten  der
Astrozytenpopulation verschob (Abb.9A,B). Eine Gliose des Gehirns nach
Quecksilberexposition wurde bereits in in vivo Befunden gezeigt (Castoldi et al.,
2001). Die zugrunde liegenden Mechanismen, die zu solchen Effekten flhren, sind
jedoch weitgehend unbekannt.

Zusatzlich fanden wir, dass MeHgCI bei niedrigeren Konzentrationen Effekte auf die
NHNP-Zelldifferenzierung zeigte als HgCl,. MeHgCI resultierte bereits ab einer
Konzentration von 750nM MeHgCI in einer signifikanten Reduktion der Neuronenzahl
auf 23%, wahrend dies bei HgCl, erst ab einer Konzentration von 4uM HgCl, auftrat
(Abb.9). Ahnliche Ergebnisse konnten in fetalen Zellaggregaten des
Rattentelencephalons erzielt werden, wo MeHgCl eine hohere Toxizitat in
differenzierenden Zellaggregaten aufwies als HgCl, (Monnet-Tschudi et al., 1996).
Viabilitatstests haben zusatzlich gezeigt, dass MeHgCI eine hdhere Toxizitat aufweist
als HgCl,. Wahrend die Viabilitat von NHNP Zellen bei einer Konzentration von 10uM
MeHgCl signifikant reduziert war, fanden sich zytotoxische Effekte von HgCl, erst ab
einer Konzentration von 100pM (Abb.9C,D). Die hdhere Toxizitat der organischen
Quecksilberverbindung kénnte aufgrund der lipophilen Eigenschaft auf eine bessere
Penetration durch die Zellmembran und somit auf eine erhdhte intrazellulare

Akkumulation zurickgehen.

Nach einer Exposition gegeniiber Blei konnte eine verringerte Anzahl an O4°-
Oligodendrozyten pro Sphare detektiert werden (Abb.10). Auch in Tierversuchen rief
Blei Storungen der Oligodendrozytenentwicklung  hervor. Es  wurden
Reifungsstorungen in Oligodendrozytenvorlauferzellen der Ratte (Deng et al., 2001a)

und Hypomyelinisierungen beobachtet (Verity, 1990). Ob Blei auch in NHNP Zellen
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die Entwicklung  von Oligodendrozyten  verlangsamt, konnte  durch
Expressionsanalysen spezifischer Marker von verschiedenen
Oligodendrozytenvorlauferstadien, wie GD3, GALc und PLP genauer determiniert
werden (Baumann et al., 2001).

Da eine Wirkung bestimmter Noxen nur in bestimmten Perioden der
Gehirnentwicklung auftritt, konnte der geringe Effekt von Blei auch auf das Alter des
Fetus zurlckzufuhren sein (Rice and Barone, 2000).

4.2.2 Quecksilber und Ethanol inhibieren die NHNP

Zellmigration

Neben der Differenzierung wurde die NHNP Zellmigration als weiterer
entwicklungsneurotoxisch-spezifischer Endpunkt untersucht.

Eine Exposition gegenuber MeHgCl und HgCl, reduzierte die Zellmigration
signifikant. Hierbei konnte mit den verwendeten NHNP Zellisolaten ein LOAEL von
750nM MeHgCI und 1uM HgCI, festgestellt werden (Abb.13). Die Migration scheint
ein weitaus empfindlicher Endpunkt fur Quecksilbertoxizitdt zu sein als die
Zellviabilitat, da fur MeHgCl eine 13-fach und fur HgCl, eine 25-fach hohere
Konzentration eingesetzt werden musste, um adverse Effekte zu erzielen. Dass die
entwicklungsneurotoxische Wirkung von Quecksilberverbindungen auch auf eine
gestorte Zellmigration zurlickzufihren ist, wurde bereits in vivo bei Nagetieren und
Menschen gezeigt. In neuropathologischen Untersuchungen wurden Mikrozephalien
und Desorganisationen im Cortex beobachtet, die neben einer gestorten Zellteilung
und Zelldegenerationen auch auf Migrationsstérungen zurickgehen (Clarkson, 2002;
Nordberg et al.,1985; Sanfeliu et al., 2003).

Eine weitere Noxe, die zumindest einen Teil ihres entwicklungsneurotoxischen
Potentials durch eine Hemmung der Migration verursacht, ist Ethanol (Guerri, 1998;
Jones, 1975). Eine Exposition von NHNP Zellen gegentber EtOH flhrte ebenso wie
Quecksilber zu einer signifikanten, aber nur marginalen Migrationsinhibierung
(Abb.14). Dieser nur geringe Einfluss von Ethanol auf die NHNP Zellmigration kdnnte
auf die ausgewahlte Oberflachenbeschichtung zurlckzufihren sein, da die
Sensitivitat von Zellen gegenuber EtOH hauptsachlich durch das Oberflachenmolekdl
L1 vermittelt wird (Bearer et al., 1999; Ramanathan et al., 1996). NHNP Zellen

wurden jedoch auf einer PDL/Laminin-Beschichtung ausdifferenziert, was zu einer
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Verminderung der Responsivitat gegentiber EtOH geflihrt haben kann. Zusatzlich ist
beschrieben, dass nicht alle Gehirnregionen die gleiche Empfindlichkeit gegenuber
EtOH zeigen. So sind neurotoxische Effekte auf die Hirnareale des Neokortex, des
Cerebellums und des Hippocampus mit neurophysiologischen Stérungen assoziiert
(Guerri, 2002). Da NHNP  Neurospharen jedoch  Aggregate aus
Kompletthirnhomogenaten darstellen, konnte eine Mischpopulation aus Zellen
verschiedener Hirnareale die erwartete Migrationsinhibierung abschwachen.

Die beschriebenen Einflisse von Quecksilber, Blei und EtOH auf die
Zelldifferenzierung und Migration zeigen, dass das NHNP Zellmodell die Effekte
dieser Noxen in vivo mimikriert und die Ergebnisse anderer in vitro Modelle
reproduziert. Dies eroffnet die Moglichkeit der Anwendung von NHNP Zellen als in

vitro Modell zur Untersuchung von ENT.

4.3 Molekulare Mechanismen der NHNP Zellmigration

Die Untersuchung der molekularen Mechanismen, die der Migration neuraler
Progenitorzellen zu Grunde liegen, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit (Blockbild 1).
Die Kenntnis solcher Mechanismen ermdoglicht ein besseres Verstandnis fur die
Wirkweise migrationsverandernder Chemikalien, was z. B. eine auf Mechanismen

basierende Riskoabschatzung erleichtert.

Da aus verschiedenen Studien bekannt ist, dass die MAP Kinasen ERK1/2 an der
Migration verschiedener Zellsysteme beteiligt sind (Huang et al., 2004), konzentrierte

sich diese Arbeit zunachst auf die Rolle dieser MAP Kinasen.

4.3.1 Die Bedeutung von ERK1/2 in der NHNP Zellmigration

Immunzytochemische Analysen ergaben, dass ERK1/2 wahrend der NHNP
Zellmigration phosphoryliert, d. h. aktiviert wird (Abb.15). Weitergehende
Untersuchungen mit pharmakologischen Inhibitoren bestatigen die Beteiligung von
ERK1/2 an Migrationsprozessen der neuralen Progenitorzellen (Abb.18,19,20). Die

exakten Mechanismen, durch die eine ERK1/2-Aktivierung die Migration fordert, sind
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nicht bekannt. Es ist méglich, dass ERK1/2 die Migration von NHNP Zellen durch
eine Aktivierung von Proteinen fordern, die eine cytoplasmatische Umstrukturierung
der Zellen ermoglichen, die fur die Zellbewegung notwendig sind. Migrationsstudien
mit Fibroblasten haben gezeigt, dass Zellen zunachst Lamellopodien und neue
Adhasionspunkte ausbilden bevor sie die bestehenden Verknipfungen zur
extrazellularen Matrix 16sen und den Zellkorper mit sich ziehen (Lauffenburger et al.,
1996). ERK1/2 konnten die Migration promovieren, indem sie eine Reorganisation
des Zytoskeletts und die Dissoziation von dem Substrat ermoglichen durch eine
Interaktion mit der MLCK (myosin light chain kinase), Paxillin oder Calpain (Huang et
al., 2004). Die Bedeutung dieser Proteine in der Zellmigration wird im Folgenden kurz
erlautert:

Die MLCK ist in dem Abbau von focal adhesions involviert und kann so ein Ablésen
der Zellen von der extrazellularen Matrix erleichtern (Totsukawa et al., 2004). In
Inhibierungsstudien konnte gezeigt werden, dass die MLCK ein Substrat fur ERK1/2
darstellt, da eine Hemmung der ERK1/2-Signalkaskade zu einer
Phosphorylierungsinhibierung der MLCK fuhrte, die die Zellmigration verhinderte.
Eine Expression an aktiver MEK1 resultierte jedoch in einer verstarkten MLCK-
Phosphorylierung und Zellmigration in Cos-7, MCF-7 und Fibrosarcomazellen
(Klemke et al., 1997; Nguyen et al., 1999).

Paxillin ist ein Zytoskelett-bildendes Protein, welches das Aktinskelett mit der
Plasmamembran an focal adhesions verknupft. Viele Zelladhasionsmolekile, wie
Vinculin und Adhasionskinasen (z. B. FAK) binden an Paxillin (Schaller, 2001), so
dass dies ein Adapterprotein zwischen dem Zytoskelett und den focal adhesions
darstellt. Eine Aktivierung von Paxillin durch ERK1/2 konnte in epithelialen Zellen
gezeigt werden (Liu et al., 2002).

Calpain ist ein proteolytisches Enzym, dass die Zellmigration reguliert (Dourdin et al.,
2001; Huttenlocher et al., 1996). Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch
noch nicht vollends geklart. Mutationsanalysen konnten jedoch belegen, dass die
Aktivierung von Calpain fur das Ablosen der Zellen vom Substrat bendtigt wird
(Glading et al., 2004), was vermutlich auf einer Degradation von Zytoskelettproteinen
basiert (Cuevas et al.,, 2003). Eine ERK1/2-abhangige Calpainaktivierung konnte
bereits in in vitro- und in vivo-Studien gezeigt werden (Glading et al., 2004).

Die Bedeutung von ERK1/2 in der Zellmigration wird durch Befunde aus anderen

Zellsystemen bestarkt. In Neuroblastomzellen konnte eine Abhangigkeit der NCAM-
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induzierten Zellmigration von der ERK1/2-Aktivitat gezeigt werden (Diestel et al.,
2005). Unter der Verwendung des MEK-Inhibitors U0126 konnte die Bedeutung der
RAF-RAS-MEK-ERK1/2-Kaskade zusatzlich in der Migration kortikaler Mausneurone
belegt werden (Segarra et al., 2006). Auch die Migration von nicht-neuralen Zellen,
wie Fibroblasten, ist ERK1/2-abhangig, was durch eine Blockade des ERK1/2-
Signalwegs durch dominant-negative Expressionsstudien oder einer Hemmung der
MEK gezeigt werden konnte (Anand-Apte et al., 1997).

Die oben genannten Ergebnisse konnten zusatzlich zeigen, dass die neurotoxische
Wirkung von EtOH auch auf einer Interaktion mit intrazellularen Signalkaskaden wie
der ERK1/2 — Aktivierung basiert.

4.3.2 Regulation der ERK1/2-Aktivierung

Im Folgenden wurden Signalkaskaden charakterisiert, die die ERK1/2-Aktivierung in
migrierenden NHNP Zellen regulieren. Hierzu wurde die Bedeutung des EGF-R, der
PKC und der SFKs untersucht, welche die ERK1/2-Phosphorylierung in vielen
Zelltypen modulieren konnen (Bode et al., 2003; Qi et al., 2005; Seger and Krebs,
1995).

Ist der EGF-R in die Regulation der Zellmigration durch eine Aktivierung von
ERK1/2 involviert?

Eine Beteiligung des EGF-R an =zellularen Migrationsprozessen wurde in
verschiedenen in vivo Studien gezeigt. So haben EGF-R defiziente Mause eine
Korrelation zwischen der Expression des EGF-R und der Migration gezeigt (Segarra
et al., 2006; Sibilia et al., 1998). Die Bedeutung des EGF-R in der Zellmigration wird
auch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass eine EGF-R-Uberexpression zu einer
pra- und postnatalen Zellmigration in Nagetieren fihrt (Aguirre et al., 2005; Caric et
al., 2001). Auch eine intraventrikulare Gabe des EGF-R Liganden EGF induziert die
Migration subependymaler Zellen vom lateralen Ventrikel in neurales Gewebe (Craig
et al., 1996).

Inhibierungsstudien mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Tyrphostin AG1478 zeigten, dass
der EGF-R einen Teil der NHNP Zellmigration steuert. Eine komplette Hemmung der
ERK1/2 — Phosphorylierung durch AG1478 bewirkte lediglich eine partielle Reduktion
der Migrationsstrecke (Abb.20) ohne die Zellviabillitdt zu beeinflussen. Da

migrierende NHNP Zellen in Wachstumsfaktorfreiem-Medium kultiviert werden,
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konnte eine Aktivierung des EGF-R auf einer para- oder autokrinen Sekretion von
Wachstumsfaktoren basieren. Die Ergebnisse nach Behandlung mit Tyrphostin
AG1478 zeigen, dass der EGF-R ein Hauptaktivator von ERK1/2 wahrend der NHNP
Zellmigration ist und dass die Migration von NHNP Zellen auch durch ERK1/2 —
unabhangige Signalwege kontrolliert wird. Diese kdnnten auf der Aktivierung weiterer
MAP Kinasen, wie p38 oder JNK basieren (Huang et al., 2004).

Reguliert die PKC die ERK1/2-abhangige Zelimotilitat?

Weitergehende Analysen zeigten, dass die Migrationsinhibierung durch EtOH mit
einer verringerten ERK1/2-Phosphorylierung assoziiert war (Abb.14A, 16), wahrend
die PMA stimulierte NHNP Zellmigration mit einer Induktion der ERK1/2-Aktivierung
einherging (Abb.17).

Da EtOH und PMA mit der PKC interagieren kénnen (Liu et al., 1998; Stubbs et al.,
1999) und eine Aktivierung der PKC eine ERK1/2-Phosphorylierung induzieren kann
(Corbit et al., 1999), wurde die Bedeutung dieser Kinase in der NHNP Zellmigration
naher untersucht. Hierzu wurden Neurospharen wahrend der Differenzierung mit
dem PKC Inhibitor Bisl belastet. Eine Inhibierung der PKC resultierte in einer
reduzierten ERK1/2-Phosphorylierung und einer verkirzten Migrationsstrecke
(Abb.19), was auf eine funktionelle Bedeutung der PKC in der NHNP Zellmigration
durch ERK1/2-abhangige Signalkaskaden deutet. Die Bedeutung verschiedener
PKC-Isoformen wurde auch in der neuralen Migration von Gliomzellen und
neuronalen Zellen des Hippocampus diskutiert (Besson et al., 2001; Choe et al.,
2003; Tysnes et al.,, 1993; Zhang et al., 1997). Verschiedene PKC-Isoformen
beeinflussen die Morphologie des Zytoskeletts und kdénnen demnach an der
Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt sein. Die PKCa-Isoform ist z.B. flr eine
promovierende Wirkung auf die Migration von Endothel-, MCF-7 und
Colonkarzinomzellen bekannt (Harrington et al., 1997; Ng et al., 1999). Auch die R-
Isoform scheint die Migration von T-Zellen und Monozyten zu beeinflussen
(Carnevale et al., 2003; Volkov et al.,, 2001). Die PKC® hingegen ist in der
Migrationsregulation von Muskelzellen und Fibroblasten bedeutend (lwabu et al.,
2004; Li et al., 2003), wahrend die PKCe die Migration von Gliomzellen beeinflusst
(Besson et al., 2002).

Mdgliche Zielstrukturen der PKC kdénnten Proteine sein, die mit Mikrofilamenten

assoziiert sind und so eine Reorganisation des Zytoskeletts ermoglichen. Hierzu
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zahlen MARCKS und Adducin. MARCKS ist eins der ersten identifizierten PKC-
Substrate, welches ein wichtiger Faktor bei der Verankerung des Aktinzytoskeletts
mit der Plasmamembran darstellt. Eine Dissoziation von MARCKS von der
Plasmamembran flhrt zu einem Ablésen des Zytoskeletts von der Membran, was die
Beweglichkeit der Zellen erhéht (Larsson, 2006). Eine Phosphorylierung von Adducin
durch die PKC ist in Erythrozyten, dem Gehirn und Fibroblasten beobachtet wurden
(Bennett et al., 1988; Ling et al., 1986; Waseem et al., 1990). Eine Aktivierung von
Adducin fuhrt zu einem Ldsen der Adducin-Aktin-Bindung was in morphologischen

Veranderungen der Zelle resultiert (Barkalow et al., 2003).

Da EtOH direkt mit der PKC interagieren kann und die Inhibierung der PKC zu einer
Reduktion der Zellmigration auf nur 71% der Kontrollen flhrte, konnte die schwache
Reaktion der Zellen auf EtOH zusatzlich zur Oberflachenbeschichtung auch auf den

schwachen Einfluss der PKC zuriickzufuihren sein.

Sind SFKs an der Regulation der NHNP Zellmigration beteiligt?

Eine Bedeutung der SFKs in der Zellmigration konnte in unterschiedlichen in vitro
Systemen und in SFK knock out Mausen gezeigt werden (Altun-Gultekin and
Wagner, 1996; Arnaud et al., 2003; Jossin et al., 2003; Kawasaki et al., 2006; Kuo et
al., 2005). Zusatzlich ist eine Wechselwirkung zwischen SFKs und verschiedenen
Oberflachenrezeptoren, wie dem EGF-R oder NCAMs bekannt, die in der
Zellmigration involviert sind (Beggs et al., 1997; Parsons et al., 1997).

Aus diesem Grund wurde auch die Rolle der SFKs in der Regulation der NHNP
Zellmigration unter der Verwendung spezifischer Inhibitoren untersucht. Eine
Exposition von NHNP Zellen gegenliber SU6656 oder PP2 resultierte in einer
Inhibierung der Migration, die nicht mit einer veranderten ERK1/2-Aktivierung
korreliert war (Abb.21). Diese Ergebnisse belegen, dass SFKs die NHNP
Zellmigration regulieren, ohne einen Einfluss auf die ERK1/2-abhangigen
Signalkaskaden aus zu Gben. Dies bestarkt, dass die NHNP Zellmigration zusatzlich
zu ERK1/2-abhangigen Mechanismen auch durch ERK1/2-unabhangige
Signalkaskaden kontrolliert wird. Ein mogliches Targetmolekul der SFKs konnte die
Kinase ERK5 sein, welche die Zellmotilitat durch eine Disruption des

Aktinzytoskeletts ermaoglicht (Barros et al., 2005). Ebenso kénnte eine Aktivierung
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von JNK oder des Reelinsystems an der Regulation der Migration durch SFKs
beteiligt sein (Arnaud et al., 2003; Qi and Elion, 2005).

Zur naheren Charakterisierung der beteiligten SFKs wurden siRNA Experimente
durchgefuhrt, in denen die Expression von Yes, Fyn oder Src reprimiert werden
sollte. Aufgrund methodischer Probleme war eine Transfektion von Neurospharen mit
den betreffenden siRNAs in dieser Arbeit nicht moglich (Tab.4). In der Literatur
beschriebene Transfektionen von neuralen Porgenitorzellen basieren auf einer
Transfektion dissoziierter Neurospharen, was zu einer Zerstorung der
dreidimensionalen Struktur fihrt (Widera et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Wird die NHNP Zellmigration ausschlieBlich durch ERK1/2- und SFK-abhangige
Signalkaskaden reguliert?

Um zu untersuchen, ob die NHNP Zellmigration ausschliel3lich durch ERK1/2-
abhangige und SFK-vermittelte Signalkaskaden reguliert wird, wurden
Kobelastungen mit dem EGF-R-Inhibitor AG1478 und dem SFK Inhibitor SU6656
durchgefuhrt (Abb.22). Die Kobelastung fuhrt zu einer signifikant verstarkten
Migrationsinhibierung im Vergleich zu den Einzelbelastungen, was auf eine
kooperative Interaktion ERK1/2-abhangiger und SFK-regulierter Signalkaskaden
hindeutet. Da auch die Kobelastung zu einer partiellen Migrationsinhibierung fuhrte,
existieren neben ERK1/2- und SFK-abhangigen Signalkaskaden weitere
Regulationsmechanismen der NHNP Zellmigration (Blockbild 1). Diese kdnnten auf
eine Aktivierung weiterer MAP Kinasen, wie JNK oder p38 zurlickgehen (Huang et
al., 2004).

Differenzierungsanalysen haben nach Behandlung mit den untersuchten Inhibitoren
und den Modellsubstanzen EtOH und PMA nicht zu einer signifikanten Verschiebung
des Astrozyten/Neuronen-Verhaltnisses gefuhrt (Tab.5). Dies zeigt, dass die
zellbiologischen Prozesse der Migration und der Differenzierung in diesem
Neurospharenmodell nicht zwingend miteinander verknupft sein mussen. Ebenso
wird an diesen Ergebnissen deutlich, dass es sich bei den gezeigten
Migrationseffekten um spezifische Effekte handelt, die nicht auf eine generelle
Storung der NHNP Zellreifung zurickgehen.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die NHNP Zellmigration durch
ERK1/2-abhangige und ERK1/2-unabhangige Signalwege kontrolliert wird. Die
ERK1/2-Aktivierung selbst wird durch den EGF-R und die PKC induziert, wahrend
SFKs in der ERK1/2-unabhangigen Zellmigration involviert sind. Die Beteiligung des
EGF-R, der PKC und der SFKs konnte in zwei weiteren Individuen verifiziert werden.
Eine Interaktion exogener Noxen mit diesen intrazellularen Signalwegen konnte

maoglicherweise zu einer Storung der neuralen Entwicklung beim Menschen fuhren.

m Blockbild 1: Die NHNP Zellmigration
wird durch ERK1/2-abhangige und
NCAM? EG-R m ERK1/2—-unabhéngige Signalkas-
‘ / l _ kaden reguliert.
m Anhand von Inhibierungsstudien

e SFK «— PKC
i FAK & konnte gezeigt werden, dass die
v Bis|
RAF

ERK1/2-abhangige Migration durch
i l EtOH " 4en EGF-R und die PKC reguliert

¥
EK wird, wahrend SFKs an einer
+ l ERK1/2-unabhangigen  Signalkas-

JNK? ERK5? P38 ERK1/2

kade der NHNP Zellmigration

beteiligt sind. Die verwendeten

Reelin’ Calpain? Paillin? Inhibitoren, bzw. Modellsubstanzen

LCK? sind farblich hervorgehoben,

wahrend potentiell involvierte

Migration Molekile mit einem Fragezeichen
markiert sind.
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4.4 Bewertung von NHNP Zellen als in vitro Modellsystem
fur ENT

NHNP Zellen sind eine dreidimensionale, heterogene, selbstregulierende Kultur, die
das Potential aufweist, ohne Zugabe exogener Stimulantien in die verschiedenen
Zellpopulationen neuraler Hirnzellen zu differenzieren.

Dieses primare humane Zellmodell bietet im Vergleich zu den bisher verfugbaren in
vitro Modelle einige Vorteile.

1. Proliferierende NHNP Zellen kénnen in einem definierten Medium ohne die
Zugabe von Serum kultiviert werden, was die Einfuhrung von standardisierten
Bedingungen ermdglicht. Im Gegensatz hierzu werden andere Modellsysteme, wie
PC12 Zellen, Neuroblastom- oder Glioblastomzellinien und neurale Zellkulturen in
FCS-versetztem Medium kultiviert (Besson et al., 2000; Buzanska et al.,, 2002;
Diestel et al.,, 2005; Sano et al, 1998; Segarra et al, 2006), was die
Reproduzierbarkeit beeintrachtigen kann.

2. Ein weiterer Vorteil von Neurospharen gegenuber Einzelzellkulturen ist die
Existenz von Zell-Zell-Interaktionen innerhalb des dreidimensionalen Zellverbands,
was fur Chemikalientestungen bedeutend ist. Eine Gegenuberstellung der zur
Verfugung stehenden Kultursysteme im Hinblick auf in-vivo-relevante Komplexizitat
zeigt, dass die Vorhersagbarkeit toxischer Effekte auf den Menschen von Zelllinien
Uber dissoziierte primare Zellkulturen, Neurospharen und Organkulturen bis hin zu
Komplett-Hirn-Modellen zunimmt (Harry et al., 1998). Da Organkulturen und
Komplett-Hirn-Modelle menschlichen Ursprungs nicht moglich sind, bieten
Zellaggregate, wie Neurospharen, die zurzeit besten Voraussetzungen flr ein in vitro

Modellsystem zur Vorhersage toxischer Effekte.

Zunehmende in-vivo-&hnliche Komplexitat

Komplett-Hirn Organkufturen Reaggregierte Primére Zelllinien
=Kulturen Zellkulturen Zellkulturen

Blockbild 2: Gegenuberstellung verschiedener Modellkultursysteme, modifiziert nach (Harry et

al., 1998)
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3. Auch die zellulare Heterogenitat der NHNP Zellen bietet einen nicht zu
unterschatzenden Vorteil, da besonders Gliazellen und Neurone vielfach funktionelle
Einheiten bilden. So sezernieren Astrozyten neuroaktive Transmitter, wie Glutamat,
Neuropeptide oder Steroide, die die Anzahl an Synapsen, den Vernetzungsgrad von
Neuronen und auch die synaptische Aktivitat erhdhen. Auch die Differenzierung von
adulten Stammzellen in Neurone wird durch Astrozyten induziert, was die Bedeutung
von Astrozyten in einem moglichst physiologischen in vitro Modell belegt (Gomes et
al., 2001; Nedergaard et al., 2003; Svendsen, 2002). Ebenso konnte gezeigt werden,
das Astrozyten eine protektive Funktion gegenuber Neuronen aufweisen, die nur in
Kokulturen berlcksichtigt werden kann (Morken et al., 2005). Diese Beispiele
verdeutlichen die Vorteile eines auf Neurospharen basierendem Zellmodells, in dem
die zellulare Heterogenitat des sich entwickelnden Gehirns simuliert wird, um eine
mdglichst relevante Vorhersage der Toxizitat fur die neurale Entwicklung des
Menschen treffen zu kénnen.

4. Belastungsstudien mit verschiedenen Modellsubstanzen ergaben, dass die
NHNP Zelldifferenzierung zu Oligodendrozyten, Astrozyten und Neurone durch
exogene Noxen beeinflusst werden kann. Versuche mit Retinolsaure, cAMP oder
Quecksilber haben gezeigt, dass die Differenzierung von NHNP Zellen zugunsten
der Astrozyten und der Neuronenpopulation verschoben werden kann. Dies belegt,
dass NHNP Zellen ein dynamisches, selbstregulierendes Zellsystem bilden.

5. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Migrationstest im NHNP Zellmodell
etabliert werden, der nur in einem spharoiden System angewendet werden kann. Mit
Hilfe dieses Tests konnte gezeigt werden, dass die NHNP Zellmigration durch eine
Exposition gegenuber verschiedener Noxen, wie Quecksilber oder EtOH beeinflusst
werden kann. Auch hier traten Ubereinstimmungen mit in vivo Daten auf.

6. Die Migrations- und Differenzierungseffekte waren nach Belastungen mit
subtoxischen Konzentrationen bestimmbar, so dass die etablierten Differenzierungs-
und Migrationsanalysen spezifische Endpunkte fur entwicklungsneurotoxikologische
Untersuchungen darstellen.

7. Betrachtet man die hohe Anzahl an Chemikalien, die im REACH-Programm
getestet werden mussen, so ist die Durchfuhrung von Hochdurchsatzmethoden
essentiel. Demnach ist auch die Kultivierung von NHNP Zellen unter proliferierenden
und differenzierenden Bedingungen in 96-well-Platten von enormen Vorteil fur

Toxozitatsbelastungen.
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8. Ein Vergleich verschiedener NHNP Zellisolate unterschiedlicher Spender hat
gezeigt, dass NHNP Zellen ein valides Modellsystem sind, dass trotz
interindividueller Unterschiede verifizierbare Ergebnisse zulasst (Abb.24;25). Diese

Eigenschaft ist fur andere in vitro Zellkultursysteme noch nicht gezeigt worden.

Obwohl NHNP Zellen zur Testung von ENT durch viele Vorteile bestechen, gibt es
auch einige Nachteile, die im Folgenden erlautert werden.

Der Einsatz von Neurospharen zur Charakterisierung molekularer Mechanismen ist
durch die Heterogenitat der Spharen nur eingeschrankt mdglich, da die Ergebnisse
zellbiologischer Endpunkte in der Regel nicht auf einen spezifischen Zelltyp
zuruckgefuhrt werden konnen. Zudem ist die Anwendung moderner
molekularbiologischer = Methoden wie  Transfektionsversuche in  solchen
dreidimensionalen Zellmodellen mit auRerordentlichen Schwierigkeiten verbunden.
Auch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in verschiedenen Individuen ist
moglicherweise schwierig, so dass eine relativ grolRe Anzahl verschiedener Spender
getestet werden muss, um verlassliche Aussagen Uber adverse Effekte von Stoffen

auf die neurale Entwicklung treffen zu kdnnen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass NHNP Zellen ein vielversprechendes in
vitro Modellsystem zur Bewertung von Entwicklungsneurotoxizitat darstellen. In
NHNP Zellen konnten Methoden etabliert werden, die neben Untersuchungen zur
Zellviabilitat auch spezifische Endpunkte flr die Hirnentwicklung, wie Apoptose,

Differenzierung und Migration erfassen.

4.5 Ausblick

Als relevante Endpunkte zur Untersuchung von ENT werden verschiedene Prozesse
diskutiert. Neben der neuralen Differenzierung und Migration sind auch die
Synaptogenese und die Ausbildung neuronaler Netzwerke bedeutende Endpunkte
fur die neurale Entwicklung. Im Rahmen dieser Arbeit war eine Etablierung dieser
Endpunkte jedoch nicht moglich. Durch Western Blot Analysen und
immunzytochemische Farbungen konnte die Ausbildung eines immer dichter
werdenden Netzwerks an R(lll)-Tubulin®-Zellen gezeigt werden, was auf die

Entstehung eines funktionellen Netzwerks hindeutet. Elektrophysiologische
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Untersuchungen wurden einen Einblick in die Aktivitat dieser Netzwerke
ermoglichen.

Auch die Etablierung eines Proliferationstests in NHNP Zellen ist fur die Validierung
als in vitro Modellsystem zur ENT-Testung essentiell.

Neben der Ausweitung physiologisch relevanter Endpunkte ist auch eine
Verbreiterung des Substanzspektrums  sinnvoll. Die  Auswanhl von
Referenzsubstanzen zur Testung von ENT ist jedoch aullerst schwierig und wird
derzeit auf internationaler Ebene diskutiert (CAAT Meeting 2006, Reston, Virginia).
Zusatzlich zu klassischen Toxinen bieten sich Pestizide aufgrund ihrer
entwicklungsneurotoxischen Eigenschaften zur Etablierung des Modellsystems an.
Ein weiterer Aspekt in Hinblick auf die Verwendung von NHNP Zellen als
toxikologisches Modell ist die Charakterisierung der metabolischen Kapazitat. Da es
Stoffe gibt, die erst nach metabolischer Aktivierung entwicklungsneurotoxisch wirken,
sind Expressionsanalysen und Enzymaktivitatstests notwendig, um die metabolische
Kapazitat von NHNP Zellen bestimmen zu kdnnen.

Diese Arbeit bildet die Grundlage der Etablierung eines primaren, menschlichen
Zellmodells zur Untersuchung von ENT, aus welchem sich in weiteren Studien ein

validiertes ENT-Testmodell entwickeln konnte.
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5 Zusammenfassung

Das sich entwickelnde Gehirn weist eine besonders hohe Sensitivitdt gegenuber
schadigenden Einflissen auf, die zu einer Beeinflussung der Gehirnfunktion flhren
kénnen. Mehr als 10% der Kinder leiden an neurologischen Erkrankungen, die neben
genetischen Faktoren auch auf eine Exposition gegenuber exogenen Noxen
wahrend der Gehirnentwicklung zuruckzufuhren sind, so dass eine Bewertung des
entwicklungsneurotoxischen Potentials von Chemikalien zunehmend an Bedeutung
gewinnt. Im Rahmen des REACH Programms mussen etwa 30.000 Chemikalien
hinsichtlich ihres toxischen Potentials bewertet werden. Auler kosten- und
zeitaufwendigen Tierversuchen existieren bis heute jedoch keine validierten
Testmethoden, die eine verlassliche Risikobewertung in Hinblick auf
Entwicklungsneurotoxizitat (ENT) erlauben.

In dieser Arbeit wurden normale humane neurale Progenitorzellen (NHNP Zellen) als
in vitro Modellsytem etabliert und auf ihre Anwendung als alternatives Testmodell zur
Bewertung von ENT untersucht. Durch Expressionsanalysen mittels Affymetrix
GeneChip Arrays, RT-PCR- und Western Blot Analysen konnte die zellulare
Zusammensetzung und die Reifung von NHNP Zellen naher charakterisiert werden.
Fur eine Bewertung von NHNP Zellen als in vitro Modellsystem zur Untersuchung
von ENT wurden Methoden etabliert, die neben Untersuchungen der Zellviabilitat
auch entwicklungsspezifische Endpunkte wie Apoptose, Differenzierung und
Migration erfassen.

Die Expressionsanalysen zeigten, dass NHNP Zellen eine heterogene Zellpopulation
aus unreifen Pogenitor-, Gliazellen und verschiedenen neuronalen Subpopulationen
bilden, die in die verschiedenen Zelltypen des Gehirns differenzieren kdnnen. Hierbei
migrieren Astrozyten- und Neuronen-ahnliche Zellen aus der Sphare, wobei sich mit
zunehmender Differenzierungszeit ein immer dichter werdendes neuronales
Netzwerk auszubilden scheint. Eine genauere Charakterisierung der NHNP
Zelldifferenzierung ergab eine differentiell regulierte Genexpression, die neben einer
Anderung der Transkriptions- und Zellzykluskontrolle auch auf Prozesse hindeutet,
die in der Neurogenese, Zelladhasion und Migration involviert sind. Weitergehende
Analysen zeigten, dass die NHNP Zellmigration durch ERK1/2-abhangige und -unab-
hangige Signalkaskaden reguliert wird. Wahrend der EGF-R und die PKC die
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Zellmigration Uber eine ERK1/2-Aktivierung kontrollieren, sind Mitglieder der src-
Kinasen in ERK1/2-unabhangige Migrationssignalkaskaden involviert.

Eine Belastung von NHNP Zellen mit verschiedenen entwicklungsneurotoxischen
Stoffen storte deren Differenzierung zu Oligodendrozyten, Astrozyten und Neurone.
Migrationsanalysen zeigten, dass auch die NHNP Zellmigration durch eine
Exposition gegenuber verschiedenen Noxen wie Quecksilber oder Ethanol in
subtoxischen Konzentrationen moduliert werden kann, wobei ein Vergleich
verschiedener NHNP Zellisolate unterschiedlicher Individuen die Migrationsmessung
als validen Endpunkt fir ENT identifizieren konnte.

Die Effekte auf die Zelldifferenzierung und Migration reproduzieren in vivo und in vitro
Befunde anderer Modellsysteme, was die Moglichkeit der Anwendung von NHNP
Zellen als alternatives in vitro Modell zur Untersuchung von ENT eroffnet. Demnach
bildet diese Arbeit die Grundlage der Etablierung eines primaren, menschlichen
Zellmodells zur Untersuchung von ENT, aus welchem sich ein validiertes Testmodell

entwickeln kdnnte.
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ADS Aufmerksamkeitsdefizienzsyndrom
AK Antikorper

A/N-Verhaltnis Astrozyten/Neuronen-Verhaltnis
APS Ammoniumperoxodisulfat

aRNA amplifizierte RNA

atRA all-trans Retinolsaure

B27 Proliferationsmedium

bHLH basische Helix-Loop-Helix

Bisl Bisindolylmaleimide |

BSA Bovine Serum Albumin

BTG2 BTG family, member 2

cAMP N6-2°0 Dibutyryladenosin,zyklisches AMP
cDNA komplementare DNA

ChAT Cholinacetyltransferase

CLK1 CDC-ahnliche Kinase 1

DEPC Diethylpyrocarbonat

DFN Differenzierungsmedium

DIC Tage in Differenzierungskultur
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat

ds doppelstrangig

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor
EGF-R EGF-Rezeptor

EIF eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor
ENO2 Neurale Enolase 2

ENT Entwicklungsneurotoxizitat

ERK1/2 Extrazellular-signalregulierte Kinasen 1+2
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F12 Ham’s Nut Mix F12

FCS Fotales Kalberserum
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7 Abkurzungsverzeichnis

FGF
GABA
GAD
GADDA45G
GAPDH

GFAP
H2AFX
HDAC
HgCly
Hist1H4c
HRP

MA

MAPK

B-ME
MeHgCl
MMLV
mRNA

MW

NCAM

NEF

NHNP Zellen

NMDA-R
NSC
NSE

p.a.
Pb

PBS
PCR
PDGF
PDGF-R

Basicher Fibroblasten Wachstumsfaktor
Gamma-Amino-Butter-Saure
Glutaminsauredecarboxylase

growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Glial Fibrillary Acidic Protein
H2A Histon Familie, Vertreter X
Histondeacetylase
Quecksilberchlorid

Histon Cluster 1, H4c

Horseradish Peroxidase
Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor
IGF-Rezeptor

Immunglobulin G

Immunglobulin M
in vitro Transkription
Kontrolle

Kilobasen

Micro Array

Mitogenaktivierte Proteinkinase
B-Mercaptoethanol
Methylquecksilberchlorid
Moloney Murine Leukemia Virus
Boten-RNA

Mittelwert

Neurales Zelladhasionsmolekl
Neurofilament

Normale Humane Neurale Progenitorzellen

N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
Neurale Stammzellen
Neuronenspezifische Enolase

per analysis

Bleiacetat
Phosphate-buffered saline
Polymerase Chain Reaction
platelet-derived growth factor
PDGF-Rezeptor
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7 Abkurzungsverzeichnis

PKC Protein Kinase C

PLP Proteolipid Protein

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

R? Regressionskoeffizient

RAR Retinolsaurerezeptor

RGD Arginin-Glycin-Asparagin

RPL ribosomales Protein

RT-PCR Real time PCR

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RP Reverse Primer

rom Umdrehungen pro Minute

RT Reverse Transkriptase /-ion

RXR Retinoid X-Rezeptor

S Staurosporin

SDS Sodiumdodecylsulfat

Sec Sekunden

SEM Abweichung vom Mittelwert aus zwei Versuchen
SFK Familie der Src-Kinasen

siRNA silencing RNA

SORLA sortilin-related receptor, L(DLR class) A
Stabw Standardabweichung

SYPL synaptophysin-like protein

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBST Tris-gepufferte Salzldsung mit Tween 20
TCHQ Tetrachlorhydrochinon

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin
TPH-1 Tryptophan-Hydroxylase

Tris Tris-(hydroxymethylmethan)-aminomethan
U Unit

VCAM Vaskulares Zelladhasionsmolekdl

VEGF Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor
Vol. Volumen

viv Volumenprozent

w/v Gewichtsprozent
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8.1 Aufstellung von Probe Set IDs und Accession numbers

Zur naheren Charakterisierung von NHNP Zellen und deren Differenzierung wurden

Expressionsanalysen durchgefuhrt (s. 4.1.1 bzw. 4.1.2). In der folgenden Tabelle

(Tab.Al) sind die Affymetrix Probe Set IDs und Accession numbers der in Tab.1 und

Tab. 2 (s. 4.1.1 und 4.1.2) aufgefihrten Gene aufgelistet.

Tab.Al Affymetrix Probe Set IDs und Accession numbers der aufgefiihrten Gene

Gen Probe Set ID Accession
number

ABCB6 203192_at NM_005689
ACSL3 201661_s_at | NM_004457
ADAM19 209765 at Y13786
ADORA2B 205891 _at NM_000676
ANKRD11 219437 _s_at | NM_013275
ARHGAP29 203910_at NM_004815
ASNS 205047 s _at | NM_001673
B4GALT5 221485 at AL035683
BAZ2B 203080_s_at | NM_013450
BMP RezeptorlA 213578 _at Al678679
BMP7 209591 s _at | M60316.1
BTG2 201236_s_at | NM_006763
C1orf24 217967_s_at | AF288391
CA12 203963 at NM_001218
CALD1 201616_s_at | AL577531
CBR3 205379 _at NM_001236
CD9 201005 _at NM_001769
CDH2 203440 _at M34064
CDKN3 209714 s _at | AF213033
CHSTM11 219634 _at NM_018413
CKLF 219161 _s_at | NM_016951
CLDN10 205328 at NM_006984
CLIC1 208659 at AF034607
CLK1 214683_s_at | Al251890
CORO1C 221676_s_at | BC002342
CXCL14 218002_s_at | NM_004887
CYP51A1 202314 _at NM_000786
DACH1 205471 s _at | AW772082
DLX2 207147 _at NM_004405
Dopamin Rezeptor D5 208486_at NM_000798.1
EIF1AY 204409 s _at | BC005248
EIF4G1 208624 s at | BE966878
EMP3 203729 at NM_001425
ENO2 201313 _at NM_001975.1
ENO2 201313 _at NM_001975
FALZ 207186_s_at | NM_004459
FRZB 203697 _at U91903
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GABA-A RA2 207014 _at NM_000807.1
GABA-A RB1 207010_at NM_000812.2
GABA-B R1 203146_s_at | NM_001470.1
GABA-B Rho1 206525 at NM_002042.1
GADD45G 204121 _at NM_006705
GFAP 203540_at NM_002055.1
GFAP 203540_at NM_002055
GRIA3 /// FLJ21839 206730_at NM_007325
GSTO1 201470 _at NM_004832
HDAC9 205659 _at NM_014707
HES1 203395 _s_at | NM_005524.2
HIST1H2AC 215071_s_at | AL353759
HIST1H4C 205967 at NM_003542
HMGCR 202539 _s_at | AL518627
HOMER1 213793_s_at | BE550452
ICT1 204868 _at NM_001545
IGF1-R 203627 _at NM_000875.2
IGF1-R 208441_at NM_015883.1
IGF2-R 201393_s_at | NM_000876.1
Integrin A10 206766_at AF112345.1
Integrin A5 201389 _at NM_002205.1
Integrin A6 201656 _at NM_000210.1
Integrin A7 216331_at AK022548.1
Integrin AE 205055 at NM_002208.3
Integrin B5 210213_s_at | AF022229.1
ITGB1BP1 203336_s_at | AL548363
ITGB5 201124 _at AL048423
ITPR2 202660 _at AA834576
KCNJ16 219564 _at NM_018658
KIF1A 203849 s_at | BG473130
LAMA4 202202_s_at [ NM_002290
LIPG 219181 _at NM_006033
LMO2 204249 s at | NM_005574
LOC653483 210409 _at AB016898
LPL 203549 s _at | NM_000237
LYN 202625 at Al356412
MAP4K3 218311 _at NM_003618
MASH-1 209988 s _at | BC001638.1
MASH-1 209988 s at | BC001638
MATN2 202350_s_at | NM_002380
MPDZ 205079_s_at | NM_003829
MXI1 202364 _at NM_005962
MYCN 209757_s_at | BC002712
NCAM1 212843 at AA126505
NCAM2 205669 at NM_004540.1
NDUFAG6 202001_s_at | NM_002490
NDUFS4 209303 _at BC005270
NEF3 205113 _at NM_005382
Nikotinerger Cholinrezeptor | 220210_at NM_020402.2
6

Nikotinerger Cholinrezeptor | 207568 _at NM_004198.1
10

NOL5A 200875_s_at | NM_006392
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NOTCH2 212377_s_at | AU158495
NOTCH3 203238_s_at | NM_000435.1
NQO2 203814_s_at | NM_000904
NTRK3 206462_s_at | NM_002530
OMG 207093_s_at | NM_002544
PBX3 204082_at | NM_006195
PCID1 202232_s_at | NM_006360
PDGFD 219304_s_at | NM_025208
PDGF-RA 203131_at | NM_006206.1
PELI2 219132_at | NM_021255
PER2 205251_at | NM_022817
PFKP 201037_at | NM_002627
PLOD1 200827 _at | NM_000302
PLP 210198_s_at | BC002665.1
PLU-1 201548_s_at | W02593
PMP2 206826_at | NM_002677
POU3F2 207084 _at | NM_005604
PPAP2B 209355 _s_at | AB000889
PRDX4 201923_at | NM_006406
PTPRF 200636_s_at | NM_002840
RGS20 210138_at | AF074979
RPA3 209507 at | BC005264
RPL24 200013_at | NM_000986
RPL36A /// LOC644889 201406_at | NM_021029
SC4MOL 209146_at | AV704962
SC65 204078_at | NM_006455
SCG5 203889_at | NM_003020
SFRS3 208673_s_at | AF107405
SNCAIP 219511_s_at | NM_005460
SNRPD1 202690_s_at | BC001721
SOX11 204915 _s_at | AB028641.1
SOX12 204432_at | NM_006943.1
SOX3 214633 _at | AlB24954
SOxX4 201417_at | NM_003107.1
SOX9 202936_s_at | NM_000346.1
SRPX 204955 _at | NM_006307
SRRM2 208610_s_at | Al655799
SSBP1 202591_s_at | NM_003143
SSPN 204963_at | AL136756
SYNGR3 205691 at | NM_004209
TCF7L1 221016_s_at | NM_031283
TJP2 202085_at | NM_004817
TLE1 203221_at | AI758763
TPM2 204083_s_at | NM_003289
TPR /// BTRC 201730_s_at | BF110993
TRIM23 204732_s_at | Al021991
TSPAN5 209890 at | AF065389
UAP1 209340 _at | S73498
VAV3 218807_at | NM_006113
VCAM 203868_s_at | NM_001078
VEGF 210512_s_at | AF022375
ZFAND5 210275_s_at | AF062347
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8.2 Genexpressionsanalysen zur Differenzierung von NHNP Zellen

Zur  Untersuchung von  Transkriptomanderungen wahrend der NHNP
Zelldifferenzierung wurden Expressionsprofile proliferierender und differenzierender
Neurospharen verglichen. Hierzu wurden Expressionsdaten von NHNP Zellen nach
Exposition gegeniber dem Schilddrisenhormon (T3) verwendet. Da diese
Behandlung zu einer differentiellen Genregulation von maximal 0,001% aller
Transkripte fuhrte, ist eine Verwendung dieser Daten fur vergleichende
Expressionsanalysen von proliferierenden und differenzierenden NHNP Zellen
legitim. Zusatzlich zeigten Clusteranalysen eine Trennung der Expressionsprofile von
proliferierenden und differenzierenden Zellen (Abb.Bl). Fur die Analysen wurden die
Expressionsdaten der jeweiligen Behandlungsgruppe fur proliferierende oder
differenzierende Zellen zusammengefasst, wie es in Abbildung Bl dargestellt ist.
Abbildung BIl zeigt eine Qualitdtskontrolle der verwendeten MAs in Form einer
Boxplotanalyse, die belegt, dass die Fluoreszenzintensitaten der verwendeten MAs

vergleichbar waren.
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Abb. B Cluster- und Boxplotanalysen der verwendeten MAs

Proliferierende  NHNP Zellen wurden fir 24 Stunden mit 30nM T3 belastet. Fur die
Expressionsprofile proliferierender NHNP Zellen erfolgte anschlieRend eine RNA-Isolation,
wahrend sich fur die Analyse differenzierender Zellen zunachst eine Differenzierung tber 6
Stunden anschloss, bevor die RNA isoliert wurde.

I) Hierarchische Clusteranalyse der verwendeten Expressionsprofile. Die Clusteranalysen von
Kontroll- (K) und T3-exponierten NHNP Zellen wurden mit Hilfe des BRB-Arraytools 3.6
durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt eine Gruppierung der Profile von differenzierenden (diff.) und
proliferierenden (prol.) NHNP Zellen.

Il) Vergleich der Intensitatsverteilung der MAs. Die Intensitaten der verwendeten MAs wurden
mit der statistischen Analysesprache R in Form von Boxplots dargestellt, wobei die Quartilen

(Boxen) und die Perzentilen (Klammern) um den Median (schwarzer Strich) gezeigt sind.
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8.3 Viabilititsmessungen von NHNP Zellen nach Belastung mit
migrationsmodulierenden Substanzen

FUr die Charakterisierung von migrationsregulierenden Signalkaskaden wurden
NHNP Zellen mit den Inhibitoren PD98059, Bisl oder Tyrphostin AG1478 belastet.
Durch Zellviabilitatsuntersuchungen wurde ein Einfluss dieser Substanzen auf die

Zytotoxizitat ausgeschlossen (Abb.C)

% 120 Abb.C Viabilitatsuntersuchungen von PD-, Bisl- und AG-
g 122 exponierten NHNP Zellen

9 60 NHNP Zellen wurden wahrend der Differenzierung mit je
X 10uM PD98059 (PD), Bisl oder Tyrphostin AG1478 (AG)
§ 40 belastet. Nach 24 Stunden wurde die Zellviabilitat mit dem
_% 201 CellTiter Blue Assay bestimmt. Die Viabilitdten sind als MW
= 0

+ Stabw relativ zur Kontrolle gezeigt (n=3).
K PD Bisl AG
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