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1. Einleitung

Im Rahmen der Promotionsarbeit wurde der Einfluss des Entwicklungsstadiums
und des Wnt-Signalwegs auf die Neurogenese von kultivierten Progenitoren des
enterischen Nervensystems (ENS) untersucht. Um in diese Thematik einzuflih-
ren, werden in der nachfolgenden Einleitung der Aufbau, die Funktionen und die
Entwicklung des enterischen Nervensystems dargestellt und ein Uberblick tber

Stamm- und Progenitorzellen des ENS sowie Uber die Wnt-Signalwege gegeben.

1.1 Aufbau und Funktionen des enterischen Nervensystems

Aufbau des ENS

Das enterische Nervensystem, als Teil des peripheren Nervensystems, besteht
aus verschiedenen Subtypen an neuronalen und glialen Zellen, die ein kom-
plexes zellulares Netzwerk innerhalb der Wand des Verdauungstrakts bilden
(Gershon 1999, Furness 2006, Furness 2012).

Die Gesamtzahl der Nervenzellen des ENS ist vergleichbar mit der Anzahl der
Neurone im Ruickenmark (Michel et al. 2022). Ausgehend von immunhistolo-
gischen Studien wurde die Gesamtzahl der ENS-Neurone bei der Maus auf 2,6
Millionen, beim Meerschweinchen auf 14,5 Millionen und beim Menschen auf 168
Millionen interpoliert (Michel et al. 2022). Die ermittelte neuronale Zelldichte in
der Darmwand wies bei allen drei untersuchten Spezies ahnliche Werte auf. Dies
weist darauf hin, dass die unterschiedliche Neuronenanzahl der analysierten
Saugetierspezies sich in erster Linie von der Darmgrof3e und nicht von der Ner-
venzelldichte herleitet (Michel et al. 2022).

In Hinblick auf die Diversitat der Nervenzellen kdnnen im ENS mindestens 17
verschiedene Subtypen an Neuronen in Bezug auf deren Zellmorphologie, elek-
trophysiologische Charakteristika oder Neurotransmitterausstattung unterschie-
den werden, die teilweise je nach der wissenschaftlichen Betrachtungsweise wei-
ter unterteilt werden kdnnen (Furness 2000, Furness 2006). Zu den sekretierten
Neurotransmittern und Neuropeptiden der exzitatorischen und inhibitorischen
Neurone des ENS gehdren unter anderem Acetylcholin, Noradrenalin, Stickstoff-

monoxid, Serotonin, vasoaktives intestinales Peptid, Dopamin, Neuropeptid Y,



Substanz P, Adenosintriphosphat, Gamma-Aminobuttersaure, Enkephalin oder
Cholecystokinin (Furness 2000, Benarroch 2007).

In Analogie zum zentralen Nervensystem finden sich im ENS sensorische Neu-
rone, Interneurone sowie Effektor- bzw. Motorneurone, die spezifische neuronale
Schaltstellen flr intramurale Regelkreise im gastrointestinalen System bilden und
an extramuralen Reflexbogen mit parasympathischen und sympathischen Gang-
lien und hoheren Schaltstellen des zentralen Nervensystems Uber die soge-
nannte ,Gut-Brain-Achse” beteiligt sind (Konturek et al. 2004, Schemann und
Neunlist 2004, Furness 2006, Schneider et al. 2019). Dartiber hinaus steht das
ENS mit dem ZNS Uber das endokrine System in Verbindung (Schneider et al.
2019).

Enterische Gliazellen stehen im engen Kontakt mit Nervenzellen und nicht-

neuralen Zellen und sind im Zusammenspiel mit den Neuronen flr die Funktio-
nalitat des ENS im Gastrointestinaltrakt essentiell (Pawolski und Schmidt 2020).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Nervenplexus des enterischen Nervensys-
tems in topographischer Beziehung zu den Darmwandschichten. Der Plexus myen-
tericus liegt zwischen dem Stratum longitudinale und dem Stratum circulare der Tunica
muscularis. Der Plexus submucosus befindet sich in der Tela submucosa. In dieser
Abbildung sind zwei Untereinheiten des Plexus submucosus, namlich der Plexus sub-
mucosus internus und der Plexus submucosus externus dargestellt. Die Abbildung
wurde enthommen aus: (Anderhuber et al. 2012).



Vier Subtypen an enterischen Gliazellen kénnen Uber die Zellmorphologie und
glialen Marker wie Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), S100 oder SOX-10 im
Gastrointestinaltrakt unterschieden werden (Boesmans et al. 2015).

Die Vielfalt und Anzahl der neuronalen und glialen Subtypen sowie die Kom-
plexitdt des ENS-Netzwerks erklart das hohe Mall an Autonomie des ,Darmge-
hirns“ bei der Regulation intestinaler Funktionen (Gershon 1999, Furness 2000,
Pawolski und Schmidt 2020).

Die Zellkérper der ENS-Neurone gruppieren sich gemeinsam mit Gliazellen Gber-
wiegend in Form von Ganglien, die zusammen mit den Nervenfasern und extra-
ganglionaren Gliazellen zwei Hauptplexus innerhalb der Wand des Verdauungs-
traktes bei Saugern bilden (Gershon 1999, Furness 2006, Heanue und Pachnis
2007). Die Ganglien des Plexus myentericus liegen in einer Bindegewebsschicht
zwischen dem Stratum circulare (Ringmuskelschicht) und dem Stratum longitu-
dinale (Langsmuskelschicht) der Tunica muscularis (Abb. 1). Demgegenuber
finden sich die Ganglien des Plexus submucosus in der Tela submucosa, einer
Wandschicht des Darmrohrs zwischen der Tunica mucosa und der Tunica mus-
cularis.

Je nach Spezies kdnnen bei beiden Hauptplexus weitere Untereinheiten in den
Wandschichten beschrieben werden. Der Plexus submucosus beim Menschen
l&sst sich beispielsweise in drei kleineren Plexus innerhalb der Tela submucosa
unterteilen (Wedel et al. 1999).

Auch wenn die Ganglien der beiden Hauptplexus in der Tunica muscularis und
Tela submucosa der Darmwand lokalisiert sind, innervieren diese Neurone mit
ihren Zellauslaufern im Verbund mit den Gliazellen alle Wandschichten inklusive
der Tunica mucosa (Wedel et al. 1999, Furness 2006, Boesmans et al. 2015).
Je nach Neuronentyp stehen die Nervenzellen mit ihren Fortsatzen dabei in
engem Kontakt mit neuralen Zellen und verschiedenen nicht-neuralen intestina-
len Zellen wie GefalRendothelzellen, Immunzellen, Drisenzellen, Schleimhaut-
epithelzellen, glatte Muskelzellen oder Schrittmacherzellen, die sogenannten
interstitiellen Zellen von Cajal (Schneider et al. 2019, Chanpong et al. 2022).



Bei Betrachtung des gesamten Verdauungssystems erstreckt sich der Plexus
myentericus bei den Saugetieren vom Osophagus bis zum Analkanal, wahrend
der Plexus submucosus im Wesentlichen nur von Beginn des Darms bis zum
Analkanal voll ausgepragt ist. Im Osophagus und Magen finden sich bei Klein-
saugern in der Regel keine und bei grolien Saugetieren nur eine geringe Anzahl
von Ganglien in der Tela submucosa (Furness 2006).

In diesem Zusammenhang ist es zu betonen, dass die Zusammensetzung der
Neuronentypen und deren Innervationsmuster zwischen den Regionen des Ver-
dauungstrakts innerhalb einer Spezies sowie zwischen verschiedenen Spezies

erheblich variieren kénnen (Furness 2006).

Funktionen des enterischen Nervensystems

Das ENS reguliert die Motorik, den Wasser- und Elektrolythaushalt sowie den
intramuralen Blutfluss des Verdauungssystems (Schemann und Neunlist 2004,
Furness 2006). Zusatzlich interagiert es mit dem Darm-assoziierten lymphati-
schen Gewebe und Uber diesen Weg auch mit dem intestinalen Mikrobiom
(Schneider et al. 2019, Jacobson et al. 2021).

Darlber hinaus konnten in mehreren Arbeiten Effekte des ENS auf das Schleim-
hautepithel beschrieben werden. So steuern enterische Neurone die epitheliale
Sekretion von Elektrolyten sowie die Freisetzung von Hormonen der entero-
endokrinen Zellen. Ebenso lasst sich ein Einfluss auf das epitheliale Stammzell-
kompartiment der Schleimhaut und somit auf die Proliferation und Regeneration
der Epithelzellen beobachten (Schneider et al. 2019, Chanpong et al. 2022).

Funktionsstorungen des ENS, die sich auf die Motilitat, das Immunsystem, den
intestinalen Blutfluss und/oder das Schleimhautepithel auswirken, kénnen zu
schwerwiegenden Erkrankungen des Verdauungssystems flhren bzw. dazu
beitragen. Beispielsweise sind hier die Osophagusachalasie, Morbus Hirsch-
sprung, die chronische intestinale Pseudoobstruktion oder die nekrotisierende
Enterokolitis zu nennen (Schneider et al. 2019, Holland et al. 2021, Niesler et al.
2021).



Wie bereits zuvor ausgefuhrt, ist das ENS Uber extrinsische und intrinsische Ver-
bindungen mit dem Parasympathikus und Sympathikus und damit mit dem ZNS
verbunden. ENS und ZNS beeinflussen sich dabei Uber diese ,Gut-Brain-Achse*
gegenseitig. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass bei distinkten Neu-
ropathien des ZNS wie beispielsweise bei Morbus Parkinson, amyotropher Late-
ralsklerose oder Multiple Sklerose parallele Mechanismen und/oder Wechselwir-
kungen im Zusammenhang mit dem ENS diskutiert werden (Klingelhoefer und

Reichmann 2015, Rao und Gershon 2016, Wunsch et al. 2017).

1.2 Entwicklung des enterischen Nervensystems

Die Neurone und Gliazellen des enterischen Nervensystems leiten sich von
Stammzellen der Neuralleiste ab, eine transiente Zone, die sich wahrend der
frihen embryonalen Entwicklung bei der Formation des Neuralrohrs bildet
(Goldstein et al. 2013).

Der Uberwiegende Teil der neuralen Zellen stammt dabei von vagalen Neural-
leistenzellen und ein kleinerer Anteil von trunkalen sowie sakralen Neuralleisten-
zellen ab, die zunachst segmentabhangig in den Verdauungstrakt einwandern
(Yntema und Hammond 1954, Le Douarin und Teillet 1973, Heanue und Pachnis
2007), (Abb. 2). Nach der Einwanderung der vagalen Neuralleistenzellen in den
Vorderdarm migrieren diese Zellen von rostral nach kaudal und besiedeln in zeit-
licher Reihenfolge alle Bereiche des embryonalen Verdauungstrakts (Lake und
Heuckeroth 2013, Kang et al. 2021). Demgegenuber besiedeln die trunkalen und
sakralen Neuralleistenzellen ihr entsprechendes Zielsegment, d.h. die trunkalen
Zellen den Vorderdarm und die sakralen Zellen den Hinterdarm des Embryos
(Heanue und Pachnis 2007), (Abb. 2).

Wahrend der Migration in der embryonalen Darmwand findet dabei ein fort-
laufender Prozess der Zellproliferation und Zelldifferenzierung der Neuralleisten-
abkdémmlinge statt (Heanue und Pachnis 2007). Bei der Maus verlassen die va-
galen Neuralleistenstammzellen die Neuralleiste zum Stadium Embryonaltag 8,5
(E8,5) und erreichen an E9,0 bis E9,5 den Vorderdarm (Durbec et al. 1996,

Anderson et al. 2006). Die Besiedlung aller Darmabschnitte von rostral nach
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kaudal ist zwischen den Zeitpunkten E13,5 und E14,0 abgeschlossen (Young et
al. 1998, Goldstein et al. 2013). Beim Menschen erfolgt die Einwanderung und
die vollstandige Besiedlung des Darms durch die vagalen Neuralleistenzellen
zwischen der vierten und siebten Schwangerschaftswoche. (Wallace und Burns
2005, Goldstein et al. 2013).

Vagal
neural crest
cells

Hindgut

Foregut

Abb. 2: Schematische Darstellung zur Entwicklung des ENS im Saugetierembryo.
Der embryonale Darm lasst sich in Vorderdarm, Mitteldarm und Enddarm (Foregut, Mid-
gut, Hindgut) einteilen. Die neuralen Zellen des Verdauungstrakts stammen von vagalen,
trunkalen und sakralen Neuralleistenzellen (vagal, truncal, sacral neural crest cells) ab.
Die vagalen Neuralleistenzellen (roter Pfeil) wandern zunachst in den Vorderdarm ein
und besiedeln zeitabhangig den kompletten Darm von rostral nach kaudal. Eine kleinere
Population von trunkalen Neuralleistenzellen (blauer Pfeil) besiedeln dartiber hinaus
Teilbereiche des Vorderdarms. Die sakralen Neuralleistenzellen (gelber Pfeil) besiedeln
zusatzlich zu den vagalen Neuralleistenzellen den Hinterdarm. Modifizierte Abbildung
entnommen aus: (Heanue und Pachnis 2007).

Wahrend der intestinalen Wanderung exprimieren die von der Neuralleiste ab-
stammenden undifferenzierten Progenitoren an der Migrationsfront typische Mar-
ker wie SOX-10, die Rezeptortyrosinkinase Ret, p75, Phox2b, Mash1 und den
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Endothelinrezeptor B (Goldstein et al. 2013). Mit zunehmender Differenzierung
andert sich dieses Expressionsmuster und es werden in zeitabhangiger Weise
von den sich entwickelten Tochterzellen neuronale und gliale Differenzierungs-
marker wahrend der fortschreitenden embryonalen und frihpostnatalen Entwick-
lung heraufreguliert (Goldstein et al. 2013, Kang et al. 2021). Neben dem Aus-
wachsen von Neuriten erfolgt dabei die Bildung und Strukturierung der Ganglien
in der Darmwand (Uesaka et al. 2016). Dabei formieren sich bei den Saugetieren
zuerst die Ganglienzellen des Plexus myentericus und zeitversetzt die Ganglien

des Plexus submucosus (Nagy und Goldstein 2017).

Die Migration, Zellproliferation und Differenzierung der eingewanderten Neural-
leistenabkdmmlinge wird dabei Uber ein komplexes Muster im Zusammenspiel
mit unterschiedlichen Faktoren wie zum Beispiel SOX-10, Endothelin-3, Sema-
phorin-3A, Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) oder der Rezep-
tortyrosinkinase Ret gesteuert (Goldstein et al. 2013, Lake und Heuckeroth 2013,
Obermayr et al. 2013).

Postnatal erfolgen weitere Differenzierungsschritte sowohl der neuronalen als
auch der glialen ENS-Zellen (Hao et al. 2013, Pawolski und Schmidt 2020).
Gleichzeitig findet in der friihen postnatalen Entwicklung die weitergehende For-
mierung der synaptischen Verbindungen des neuralen Netzwerks statt. Damit
verbunden manifestiert sich die neuronale Steuerung der Darmfunktionen wie
beispielsweise die Feinregulation der Darmmotorik (Hao et al. 2013, Pawolski
und Schmidt 2020).

Mutationen derjenigen Gene, deren Proteine bei den Entwicklungsprozessen
eine Schlusselrolle spielen, kénnen zu einer Reduktion oder zu einem Fehlen
enterischer Ganglienzellen in den entsprechenden Darmabschnitten wie bei-
spielsweise bei Morbus Hirschsprung fluhren (Lake und Heuckeroth 2013,
Obermayr et al. 2013). Morbus Hirschsprung mit einer Inzidenz von 1:5000 ist
eine angeborene Fehlbildung des ENS. Dabei tritt wahrend der Embryonalent-
wicklung eine segmentale Hypo- und Aganglionose uberwiegend im Enddarm

auf, die Uber einen erhdhten Einfluss parasympathischer Nervenfasern zu einer
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chronischen Obstruktion des betroffen Darmabschnittes fuhrt (Heuckeroth 2018).
Proximal der Obstruktion kommt es zu einer Aufstauung der Fazes und zur Aus-
bildung eines Megakolons (Heuckeroth 2018). Uber 12 Mutationen werden in Zu-
sammenhang mit Morbus Hirschsprung gebracht, die iberwiegend eine Rolle bei
der Proliferation, Migration und Differenzierung der Neuralleistenzellabkémm-

linge spielen (Obermayr et al. 2013).

1.3 Stamm- und Progenitorzellen des enterischen Nervensystems

Wie in Abschnitt 1.2 dargelegt, stammen die neuronalen und glialen Zellen des
enterischen Nervensystems von Stammzellen der Neuralleiste ab, die wahrend
der embryonalen Entwicklung in den Darm einwandern und diesen besiedeln.
Eine Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten deutet darauf hin, dass ein Anteil
der Zellabkdbmmlinge der Neuralleistenzellen ihren Stammzell- oder Progenitor-
status in den verschiedenen Entwicklungsstadien des ENS bis hin zum Erwachs-
enenalter behalten. So kdnnen ENS-Progenitorzellen aus embryonalem, fruh-
postnatalem und adultem intestinalem Gewebe von unterschiedlichen Spezies
wie der Maus, der Ratte oder dem Menschen isoliert werden (Kruger et al. 2002,
Bondurand et al. 2003, Suarez-Rodriguez und Belkind-Gerson 2004, Rauch et
al. 2006, Lindley et al. 2009, Metzger et al. 2009a, Metzger et al. 2009b, Rollo et
al. 2016). Diese Zellen lassen sich in der Zellkultur unter Verwendung von
Wachstumsfaktoren zur Proliferation anregen und nachfolgend zu enterischen
Neuronen und Gliazellen differenzieren. Dabei konnten selbst aus Darmbiopsien
von uber 50-jahrigen Patienten adulte humane ENS-Progenitoren gewonnen und
in vitro vermehrt werden (Metzger et al. 2009a).

Transplantationsstudien in verschiedenen Tiermodellen belegen, dass isolierte
ENS-Progenitorzellen nach deren Implantation das Potential aufweisen, sich in
das intestinale Empfangergewebe zu integrieren (Almond et al. 2007, Pan et al.
2011, Hotta et al. 2013, Hetz et al. 2014). Diese vielversprechenden Experimente
bilden eine Ausgangsbasis fur die Entwicklung von zukilnftigen Zelltherapien bei
bestimmten intestinalen Neuropathien (Burns et al. 2016).
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In Bezug auf eine postnatale Neurogenese im Verdauungstrakt in vivo deuten
tierexperimentale Daten darauf hin, dass unter pathophysiologischen Bedingun-
gen, wie beispielsweise bei inflammatorischen Ereignissen, neue Nervenzellen
gebildet werden konnen (Laranjeira et al. 2011, Belkind-Gerson et al. 2015,
Jonscher und Belkind-Gerson 2019).

Zurzeit werden drei Wege fur eine postnatale Neurogenese bei regenerativen
Prozessen in vivo postuliert: Erstens - wie zuvor beschrieben - Uber eine Popu-
lation von persistierten neuralen Progenitoren, die bei der embryonalen Bildung
des ENS nicht differenzierten; zweitens Uber enterische Gliazellen, die sich Uber
ein Zwischenzellstadium, sogenannte Intermediarzellen, zu Neuronen transdiffe-
renzieren und drittens Uber extramurale Schwann-Zell-Vorlauferzellen, die in den
Darm einwandern und sich ebenfalls zu Neuronen entwickeln kénnen (Jonscher
und Belkind-Gerson 2019, Pawolski und Schmidt 2020).

Inwieweit eine Neurogenese unter normalen physiologischen Bedingungen im
adulten Gastrointestinaltrakt stattfindet, ist noch nicht eindeutig geklart und wird
derzeit kontrovers diskutiert (Kulkarni et al. 2017, Jonscher und Belkind-Gerson
2019, Virtanen et al. 2022).

1.4 Wnt-Signalwege

Die Wnt-Signalwege spielen eine wichtige Rolle bei der Embryogenese, bei der
sie die Determination, Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen
bzw. Geweben mitbeeinflussen (Willert und Nusse 2012, Clevers et al. 2014, Ji
et al. 2019, Rim et al. 2022). Postnatal sind sie im Verbund mit weiteren Signal-
wegen unter anderem an der Steuerung von Regenerationsprozessen und
Stammzellnischen beteiligt. Beispielsweise werden durch Wnt-Molekule die Ho-
moostase von adulten Stammzellen aus verschiedenen Geweben wie bei der
Epidermis, bei der Brustdrise, beim intestinalen Schleimhautepithel, beim Haar-
follikel oder beim Hippocampus reguliert (Clevers et al. 2014, Arredondo et al.
2020). Stérungen oder Mutationen, die die Wnt-Signalkaskade betreffen, bei-
spielsweise Mutationen des Adenomatous Polyposis Coli-Gens (APC-Gens),

konnen zu einer Dysbalance bei der Regulation der Zellproliferation und damit
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verbunden zur Bildung von malignen Tumoren fihren (Ng et al. 2019).

Die verschiedenen Wnt-Signalwege werden durch Wnt-Proteine aktiviert (Rim et
al. 2022). Dabei handelt es sich um Glykoproteine, die mit etwa 350 Aminosauren
und einer molekularen Masse von 40 kDa untereinander eine ahnliche mole-
kulare Struktur aufweisen (Schuijers und Clevers 2012, Willert und Nusse 2012).
Bisher sind 19 unterschiedliche hochkonservierte Wnt-Molekile bei den Sauge-
tieren beschrieben worden, die an 10 verschiedene spezifische Frizzled-Rezep-
toren binden kénnen (Rim et al. 2022).

Neben den Frizzled-Rezeptoren binden Wnt-Proteine an weitere Rezeptoren
bzw. Ko-Rezeptoren, zu denen die Low-Density Lipoprotein Receptor-Related
Proteins (LRP-Rezeptoren), die Receptor Tyrosine Kinase-Like Orphan Recep-
tors (ROR-Rezeptoren) oder die Receptor-Like Tyrosine Kinase (RYK-Rezeptor)
gehoren (Inestrosa und Varela-Nallar 2015). Es ist jedoch zu betonen, dass nicht
nur die Wnt-Proteine die Wnt-Signalkaskaden beeinflussen, sondern beispiels-
weise auch die Proteinfamilie der R-Spondine, Norrin oder die Wnt-Antagonisten
Dickkopf-Related Proteins (DKKs), (Willert und Nusse 2012).

Generell lassen sich die Wnt-Signalkaskaden in die kanonischen und die nicht-
kanonischen Signalwege einteilen, die bei der Regulation der Zellproliferation,
Zelldetermination, Differenzierung, Zellpolarisierung oder Migration beteiligt sind
(Clevers et al. 2014, Bengoa-Vergniory und Kypta 2015, Inestrosa und Varela-
Nallar 2015, Rim et al. 2022). Beim 3-Catenin-abhangigen (kanonischen) Signal-
weg fuhrt eine Aktivierung von Wnt zu einer intrazellularen Akkumulation des
Proteins -Catenin, welches im Zellkern die Genexpression Uber eine Aktivierung
von spezifischen Transkriptionsfaktoren induziert (Rim et al. 2022). Die nicht-
kanonischen Signalwege sind R-Catenin-unabhangig. Zu ihnen gehodren bei-
spielsweise der Wnt/Calciumionen-Signalweg, der Wnt/PCP-Signalweg oder der
Wnt/RTK-Signalweg (Bengoa-Vergniory und Kypta 2015). Der in der Vergangen-
heit vorgenommene Versuch einzelne zellulare Prozesse einer bestimmten Wnt-
Signalkaskade zuzuordnen, hat aufgrund neuerer Erkenntnisse haufig keinen
Bestand mehr, da die unterschiedlichen Signalwege miteinander vernetzt sind.
Beispielsweise wird in Bezug auf die Neurogenese im zentralen Nervensystem

darauf hingewiesen, dass bei der Zellhomdéostase der Stammzellnischen sowohl
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kanonische als auch nicht-kanonische Wnt-Signalwege beteiligt sind (Bengoa-
Vergniory und Kypta 2015).

Die in der Promotionsarbeit verwendeten Pharmaka wirken, wenn auch nicht bei
jedem Wirkstoff exklusiv, auf den kanonischen Signalweg. In Abbildung 3 wird
daher nachfolgend dieser Wnt-Signalweg, fur den in der Literatur die meisten Er-

kenntnisse vorliegen, naher illustriert (Abb. 3), (Rim et al. 2022).
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Abb. 3: Vereinfachte schematische Darstellung zum kanonischen Wnt-Signalweg.
Auf der linken Seite der Abbildung (a) sind die intrazellularen Verhaltnisse skizziert, wenn
kein Wnt-Ligand am Frizzled-Rezeptor (FZD) und Low-Density Lipoprotein Receptor-
Related Protein-Ko-Rezeptor (LRP) bindet. Unter diesen Bedingungen phosphorylieren
in einem Komplex mit dem AXIN-Protein und dem Adenomatous Polyposis Coli-Protein
(APC) die Caseinkinase 1 alpha (CK1a) und die Glykogensynthase-Kinase 3 beta
(GSK3R) das Protein B-Catenin. Die Phosphorylierung von R-Catenin fuhrt nachfolgend
zu seiner proteasomalen Degradation. Dadurch steht es fur eine Genaktivierung im
Zellkern (Nucleus) nicht zur Verfigung. Auf der rechten Seite der Abbildung (b) ist die
Genaktivierung durch einen Wnt-Liganden illustriert. Durch Bindung von Wnt an FZD
und LRP5/6 kommt es zur Phosphorylierung von LRP5/6 und zur Rekrutierung von
Dishevelled (DVL) und AXIN an die Wnt-gebundenen Rezeptoren. Dies fuhrt zu einer
Hemmung der GSK3R-getriebenen Phosphorylierung von 3-Catenin. Dadurch kann sich
3-Catenin im Zytoplasma akkumulieren und in den Zellkern transportiert werden, wo es
die Blockade von Groucho auf die Transkriptionsfaktor-Familie T Cell Factor/Lymphoid
Enhancer Factor (TCF/LEF) aufhebt und die Wnt-spezifische Genexpression aktiviert.
Die Abbildung wurde enthommen aus: (Rim et al. 2022).

J
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Beim kanonischen Whnt-Signalweg flhrt die Bindung eines Wnt-Liganden an
einen Frizzled-Rezeptor und Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein-
Ko-Rezeptor Uber mehrere Zwischenschritte zu einer Akkumulation von R-Cate-
nin im Zytoplasma (Abb. 3), (Rim et al. 2022). Nach seinem Transport in den
Zellkern kann R-Catenin dort Uber eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der
T Cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor-Familie die Expression von spezifisch-
en Genen des kanonischen Signalwegs initiieren. Findet keine Bindung von Wnt-
Molekulen an die Wnt-Rezeptoren statt, wird 3-Catenin durch die Caseinkinase 1
alpha und die Glykogensynthase-Kinase 3 beta phosphoryliert und dadurch
nachfolgend im Proteasom abgebaut (Abb. 3), (Rim et al. 2022).
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1.5 Fragestellung

Die Isolation und Kultivierung von neuralen Progenitoren des enterischen Ner-
vensystems bieten eine interessante Option, mit diesem In vitro-Modell Frage-
stellungen zur Regulation der entwicklungsabhangen Neurogenese und zu Zell-
Zellinteraktion zwischen neuralen und nicht-neuralen Zellen des Gastrointestinal-
trakts zu erforschen.

Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden diesbezlglich zwei Hauptziele verfolgt:
Zum einen sollten die Protokolle zur Isolation und Kultivierung von fétalen und
neonatalen ENS-Progenitoren der Maus weiterentwickelt und das Neurogenese-
Potential der Vorlauferzellen in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium ermittelt
werden.

Zum anderen sollte der Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Neurogenese von
neonatalen murinen Progenitoren des ENS in vitro untersucht werden. Dabei
sollten bekannte Faktoren, die den Wnt-Signalweg beinflussen, in den Zellkultur-
Experimenten eingesetzt werden.

Fir die Bearbeitung der Fragestellungen wurden verschiedene Zellkulturverfah-
ren, BrdU-Markierungsmethoden und Immunfluoreszenztechniken zur Detektion
und Auswertung der intestinalen Zellen angewandt.

Die Erkenntnisse aus der Promotionsarbeit sollen dazu beitragen, die Mechanis-
men zur Regulation der Proliferation und Differenzierung von neuralen Progeni-

toren des gastrointestinalen Systems besser zu verstehen.
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2. Material und Methoden

21 Materialien

2.1.1 Gerate

Geratetyp

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Brutschrank Cytoperm 2

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dampfsterilisator 5075 ELV

Systec, Linden, Deutschland

Eismaschine AF103

Scotsman, Ipswich, UK

Heizrihrer, lkamag RCT

Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Hybridisierungsofen, Hybaid

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Mikroskop Observer.Z1

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

PC-Workstation

Dell Technologies, Round Rock, USA

pH - Meter

Innolab WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetten 1000 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Powerette Plus

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schwanenhalslampe KL1500

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Spulmaschine G 7783

Miele, Gutersloh, Deutschland

Stereolupe M 205

Leica, Wetzlar, Deutschland

Stereolupe Stemi 2000

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Sterilbank HeraGuard HPH 18/95

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sterilbank Safe 2020

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trockenschrank T6200 Heraeus

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Geratetyp Hersteller bzw. Bezugsquelle

Ultraschallbad Elma S10 Elmasonic, Morfelden-Walldorf, Deutschland

Vakuumpumpe Vacusafe Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Vortexer, Genie 2, Scientific Industries | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Waage (Feinwaage) AZ214 Sartorius, Géttingen, Deutschland
Waage CP3202P Sartorius, Géttingen, Deutschland
Wasserbad WNB10 Memmert, Schwabach, Deutschland
Wippschattler DRS-12 neolLap Migge, Heidelberg, Deutschland
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Rotina 380R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.2 Computer-Software

Software-Bezeichnung Hersteller bzw. Bezugsquelle

Axio Vision 4.8 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Corel Draw Xl Corel, Minchen, Deutschland

Endnote X7 Thomson ResearchSoft, Carlsbad, USA

Microsoft Deutschland, UnterschleilRheim,

MS Excel 2007 Deutschland

Microsoft Deutschland, UnterschleilRheim,

MS Office 2007 Deutschland

SigmaStat 3.5 Systat Software, Chicago, USA

ZEN 2 Carl Zeiss, Jena, Deutschland
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien und Glaswaren

Materialien

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Becherglaser

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Deckglaschen

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Falcon Tubes 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Glasflaschen

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Klingen

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Messzylinder

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Objekttrager

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Petrischalen 35 mm, 94 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Pipettenspitzen 1000 pl, 100 pl, 10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Praparierbesteck

Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland

Reaktionsgefalte 1,5 mlund 2 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

6-Well-Multiwell-Platte Costar

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

12-Well-Multiwell-Platte Costar

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

24-Well-Multiwell-Platte Costar

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

48-Well-Multiwell-Platte Costar

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

96-Well-Platte mit rundem Boden

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellsiebe 30 um

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
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2.1.4 Chemikalien

Chemikalienbezeichnung

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aqua. dest.

Apotheke des UKT Tubingen,
Deutschland

Ascorbat-2-phosphat

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

B27 Supplement

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

5-Brom-2'-deoxyuridin (BrdU)

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Biozytin

Tocris Biosciences, USA

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Kollagenase Typ Xl

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

4'.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dickkopf-Related Protein 1 (DKK1)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Dinatriumtetraborat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dispase Il

Roche, Mannheim, Deutschland

DMEM/F12-Zellkulturmedium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DNase |

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

SYTOX™ Green

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Epidermal Growth Factor (EGF)

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Glial Cell Line-Derived Neurotrophic
Factor (GDNF)

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
ohne Ca?* und Mg?*

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
mit Ca* und Mg?*

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland
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Chemikalienbezeichnung

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Kaisers Glycerin-Gelatine

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kollagen Typ |

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

N2-Supplement

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Norrin

R&D Systems, Minneapolis, USA

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin

PAA, Cambridge, UK

Rinderserumalbumin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

R-Spondin1 R&D Systems, Minneapolis, USA
Salzsaure Merck, Darmstadt, Deutschland
SB216763 Enzo life sciences, Lorrach, Deutschland

Streptavidin-Cy3 (500 x)

Jackson ImmunoResearch,
Cambridgeshire, UK

Streptomycin

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Triton™ X-100

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau

Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Deutschland

Whnt3a

R&D Systems, Minneapolis, USA

Ziegenserum

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
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2.1.5 Antikorper

Primare Antikorper

Bezeichnung Wirtstier | Verdiinnung | Hersteller
Anti-BrdU Ratte 1:50 AbD Serotec, Oxford, UK
Anti-GFAP Kaninchen 1:500 Dako, Glostrup, Danemark
Anti-HuC/D Maus 1:100 Molecular Probes, Leiden, NL
Anti-NOS1 Kaninchen 1:5000 R&D Systems, Las Vegas, USA
Anti-PGP 9.5 Kaninchen 1:500 AbD Serotec, Oxford, UK
Anti-S100R Kaninchen 1:5000 Swant, Bellinzona, Schweiz
,:\/Inti-Smootlh Kaninchen 1:100 Spring Bioscience, Fremont, USA
uscle Actin
Anti-B-Tubulin 1l Kaninchen 1:2000 Covance, Emeryville, USA.
Anti-B-Tubulin 1l Maus 1:500 Covance. Emeryville, USA

Sekundiére Antikorper

Spezifitat Verdiinnung | Hersteller Fluorophor
Anti-Maus 1gG 1200 | S odgeenro Uk | Cya
Anti-Kaninchen IgG 1:200 chcrﬁf,?igérggﬁg?ﬁiseamh’ Cy3
Anti-Ratte 1gG 1200 | e e UK | cva
Anti-Ratte IgG 1:500 Invitrogen, Carlsbad, USA Alexa 488
Anti-Maus 1gG 1:500 Invitrogen, Carlsbad, USA Alexa 488
Anti-Kaninchen IgG 1:500 Invitrogen, Carlsbad, USA Alexa 488
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2.1.6 Zusammensetzung der Losungen und Zellkulturmedien

Praparationsmedium
e 1x Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) ohne Ca?*/Mg?*
¢ Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 mg/ml)

Gewebedissoziationslésung
e 1x Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) mit Ca?*/Mg?*
e 750 U/ml Kollagenase (Typ XI)
e 250 ug/ml Dispase Il

Die Lésung wurde vor dem Gebrauch frisch angesetzt und steriffiltriert.

Proliferations-Zellkulturmedium
e DMEM/F12 ohne L-Glutamin
e 2 mM L-Glutamin
e Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 mg/ml)
e 1% (v/v) N2 Supplement (100 X)
e 20 ng/ml EGF, tagliche Zugabe
e 20 ng/ml bFGF, tagliche Zugabe
e 2 % (viv) B-27 Supplement (50 X); Zugabe erfolgt nur am ersten Tag

Differenzierungs-Zellkulturmedium
e DMEM/F12 ohne L-Glutamin
e 2 mM L-Glutamin
e Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 mg/ml)
e 1% (v/v) N2 Supplement (100 X)
e 200 uM L-Ascorbinsaure-2-Phosphat
e 2 % (vIv) Fetal Calf Serum

Boratpufferlésung (0,1 M, pH 8,5)
Herstellungsprotokoll flr einen Liter
e 38,14 g Na2B4+O7-10 H20
e zunachstin 0,75 | Aqua dest. I6sen
e pH-Wert auf pH 8,5 mit 1 N HCL einstellen und die Lésung mit Aqua dest.

auf 1 | auffullen
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Phosphatpufferlésung (10x PBS, pH 7,4)
Herstellungsprotokoll fur einen Liter 10 X PBS:

81,8 g NaCl

2,0 g KCI

2,4 g Kaliumdihydrogenphosphat

17,8 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

zunachst in 0,75 | Aqua dest. I6sen

pH-Wert auf pH 7,4 mit 1 N HCI einstellen und die Losung mit Aqua dest.
auf 1 | auffillen

vor Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdinnen und pH-Wert kontrollieren

Formaldehydfixierlosung (4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4)

Herstellungsprotokoll flr einen Liter:

100 ml 10 X PBS

800 ml Aqua dest.

Ldsung auf 60 °C erhitzen

40 g Paraformaldehyd unter einem Abzug abwiegen, zugeben und l6sen
zunachst 1 -2 ml 10 N NaOH zugeben

Danach die Losung auf Raumtemperatur abkihlen lassen

pH-Wert auf pH 7,4 mit 1 N NaOH bzw. 1 N HCI einstellen und die Losung
mit Aqua dest. auf 1 | auffullen

mit Papierfilter filtrieren
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2.2 Methoden
2.2.1 Praparation und Isolierung von murinen ENS-Zellen

Die Zellisolierung von ENS-Zellen erfolgte unabhangig vom Geschlecht aus
Dunndarmen von spatfétalen (embryonales Stadium E18) und neonatalen (PO)
C57BL/6 Mausen. Die trachtigen Weibchen, Muttertiere und neugeborenen Mau-
se wurden in Standardkunststoffkafigen im 12-Stunden-Licht-Dunkel-Zyklus bei
einer Temperatur von 22 + 2 °C und bei einer Luftfeuchtigkeit von 60 % £ 5 %
gehalten. Futter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfugung.

Die Haltung und Tétung der Tiere erfolgte gemaf den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetztes und der Universitat Tubingen, die den internationalen Richt-
linien entsprechen. Die entsprechende Anzeige nach § 4 Abs. 3 (02/04/09) ,T6-
tung von Wirbeltieren zur Organentnahme" wurde vom Regierungsprasidium
Tubingen genehmigt.

Die Sakrifizierung der trachtigen Mause erfolgte durch eine verlangerte CO2-
Inhalationsnarkose und nachfolgendem Uberstrecken des Genicks. Die fotalen
und neonatalen Mause wurden mittels einer fachgerechten Dekapitation getotet.
Die Praparation, Zellisolierung und Zellaussaat erfolgten jeweils unter sterilen
Bedingungen unter einer Sterilbank oder unter Verwendung von sterilen ge-
schlossenen Gefalden.

Far die Zellisolation aus den murinen Foten wurde das trachtige Tier getotet und
das Abdomen mit einer 70 %igen (v/v) Ethanolldsung desinfiziert. Nach Offnung
der Hautschichten und des Abdomens erfolgte die Resektion des Uterus und die
Entnahme der Féten, die nachfolgend fachgerecht dekapitiert wurden. Die neo-
natalen Mause wurden ebenfalls dekapitiert und danach die Hautoberflache mit
einer 70 %igen (v/v) Ethanollésung desinfiziert.

Anschliel3end wurde bei beiden Entwicklungsstadien das Abdomen eréffnet und
der Darm nach dessen Resektion in eine Petrischale mit gekihltem Praparations-
medium uberfuhrt.

Nachfolgend wurden die Mesenterien mit einer Mikroschere von der Darmwand
entfernt und der Dinndarm in eine neue mit geklhltem Praparationsmedium ge-
flllte Petrischale transferiert. Mit Hilfe von zwei Mikropinzetten liel3 sich die

Tunica muscularis mit den enthaltenen Plexus myentericus von den Ubrigen
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Dunndarmschichten abtrennen. Anschliefend wurde das abgezogene Gewebe
mit zwei Skalpellen zerkleinert und in eine Kollagenase/Dispase-haltigen Ge-
webedissoziationslésung Uberfuhrt und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurde der Gewebedissoziationslosung DNAse |
(Endkonzentration: 0,05 % (w/v)) zugegeben und das Gewebe mit abgeflammten
Pipettenspitzen vorsichtig trituiert. Durch Zugabe von Fetal Calf Serum (Endkon-
zentration: 2 % (v/v)) wurde der enzymatische Verdauungsprozess gehemmt.
Danach wurden die Zellen durch einen zweimaligen Zentrifugationsschritt bei
jeweils 200 x g mit frischer HBSS-LAsung gewaschen und anschlieend Uber ein
Zellsieb mit einem Porendurchmesser von 30 pym aufgereinigt. Die Bestimmung
der Zellanzahl erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkammer. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und in

entsprechende Zellkulturgefalle ausgesat.

2.2.2 Kultivierung von murinen ENS-Zellen

Nach der Gewebe- und Zellpraparation liel3en sich die aus der Tunica muscularis
vereinzelten Zellen mit Hilfe eines definierten Proliferations-Zellkulturmediums fur
mehrere Wochen in der Zellkultur expandieren oder durch Verwendung eines
Differenzierungs-Zellkulturmediums differenzieren. Fur die Experimente im Rah-
men der Promotionsarbeit erfolgte die Differenzierung der ENS-Zellen in der Re-
gel nach einer zuvor durchgefiihrten Proliferationsphase. Die Kultivierung der
Zellen wurde in Inkubatoren bei 95 % Luftfeuchtigkeit, 5% CO2 und 37 °C durch-
gefluhrt.

Grundprotokoll zur Zellexpansion

Fir die Zellexpansion wurden die isolierten Zellen in Proliferations-Zellkultur-
medium mit einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? in Zellkulturwellplatten ausgesét.
Bei der Aussaat wurde dem Medium einmalig B27-Supplement (1:50) zuge-
geben. Die Gabe der Wachstumsfaktoren Epidermal Growth Factor (EGF),
(20ng/ml) und basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), (20 ng/ml) erfolgte taglich

28



und der Austausch des Proliferationsmediums wurde alle drei Tage flr bis zu
zwei Wochen durchgeflhrt.

Unter den gewahlten proliferativen Kulturbedingungen bildeten sich zunachst
kleinere Zellverbande in Form von Spharoiden, die mit fortschreitender Kultur-
dauer an Grdlie zunahmen. Die so generierten Spharen sind Mischkulturen, die
in der Dissertationsschrift als ,Enterospharen” bezeichnet werden. Sie weisen

neben neuralen Progenitoren auch nicht-neurale Zellen auf.

Grundprotokoll zur Zelldifferenzierung

Zur Einleitung der Zelldifferenzierung nach einer Zellproliferationsphase wurden
die Zellen mit dem Differenzierungs-Zellkulturmedium inkubiert und die Wachs-
tumsfaktoren bFGF und EGF dem Kulturmedium nicht mehr zugesetzt. Innerhalb
von 24 Stunden adharierten die Enterospharen auf der Zellkulturplattenober-
flache, flachten sich ab und breiteten sich in der Flache aus. Mit Beginn der Diffe-
renzierung formten die ENS-Progenitoren typische neurale Zellauslaufer aus und
bildeten innerhalb einer Woche ein komplexes neurales Netzwerk. Das Differen-

zierungsmedium wurde alle 3 Tage zu zweidrittel erneuert.

Zellkultivierungen fiir elektrophysiologische Untersuchungen

Abweichend von dem oben beschriebenen Grundprotokoll wurden fur diejenigen
Zellkulturexperimente, bei denen elektrophysiologische Analysen durchgefuhrt
wurden, die expandierten Enterospharen auf mit Kollagen-Typ1-beschichtete
Deckglaschen transferiert und differenziert. Dazu wurden zuvor die mit Aceton
gereinigten und autoklavierten kreisrunden Deckglaschen mit einer Kollagen-
Typ1-Losung (5 pg/cm?) fir 2 Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. Fir die
elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgte die Differenzierung der auf den
Deckglaschen transferierten Enterospharen bis zu 36 Tage. Aufgrund der ausge-
dehnten Differenzierungsphase wurde dem Differenzierungs-Zellkulturmedium
der neuroprotektive Wachstumsfaktor Glial Cell Line-Derived Neurotrophic
Factor (GDNF), (10 ng/ml) zugesetzt.
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Kultivierung und pharmakologische Behandlung von einzelnen selektierten
Enterosphéren

Die Methode der Einzelkultivierung von Enterospharen wurde etabliert, um fur
spezifische Fragestellungen mogliche Wechselwirkungen und Fusionen, die bei
der gemeinsamen Kultivierung mehrerer Spharen auftreten kénnen, auszuschlie-
Ren.

FUr diese Zellkulturexperimente wurden zunachst Enterospharen nach dem
Grundprotokoll zur Zellproliferation generiert.

Am 5. Tag in der Expansionsphase wurden Einzelspharen mit einer ahnlichen
Grole unter der Stereolupe selektiert und jeweils einzeln mit Hilfe einer Mikro-
pipette in einem Well mit rundem Boden einer 96-Well-Mikrotiterplatte platziert.
Pro Einzelsphare wurde 50 ul Proliferations-Zellkulturmedium in das Well mit den
entsprechenden Pharmaka zugegeben, die den Wnt-Signalweg beeinflussen.
Zu diesen Wirkstoffen gehéren SB216763, Wnt3a und R-Spondin1, Norrin und
Dickkopf-Related Protein 1 (DKK1). Von SB216763, Wnt3a und R-Spondin1 ist
bekannt, dass sie Uber verschiedene Mechanismen den Wnt-Signalweg stimulie-
ren und/oder verstarken (Guezguez et al. 2014). Norrin bindet spezifisch mit ho-
her Affinitat an den Wnt-Rezeptorsubtyp Frizzled-4 (Shen et al. 2015) und DKK1
hemmt den Wnt-Signalweg Uber eine Interaktion mit dem Wnt-Ko-Rezeptor LRP6
(Seménov et al. 2001).

Die mikroskopischen Aufnahmen zur Bestimmung des mittleren Spharendurch-
messers und der damit verbundenen Ermittlung des Enterospharenwachstums
wurden am 5. und 9. Tag durchgeflhrt.

Zur Analyse des Differenzierungspotentials der Einzelspharen wurde nach der
9-tagigen Expansionsphase die Zelldifferenzierung eingeleitet. Dazu wurde jede
Enterosphare aus der 96-Well-Mikrotiterplatte einzeln mit einer Mikropipette un-
ter visueller Kontrolle einer Stereolupe in jeweils einem Well einer mit Kollagen-
Typ1-beschichteten 48-Well-Zellkulturplatte (5 ug/cm?) transferiert. Jede einzel-
ne Enterosphare wurde mit 200 pl Differenzierungs-Zellkulturmedium fur weitere
7 Tage kultiviert. Das Differenzierungs-Zellkulturmedium wurde alle 3 Tage zu

zweidrittel erneuert.
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2.2.3 Grundprotokoll zur Inmunzytochemie

Die Durchfihrung der nachfolgend aufgefihrten Arbeitsschritte erfolgte bis auf
die gekennzeichneten Ausnahmen bei Raumtemperatur. FUr eine immunzyto-
chemische Detektion wurden die Zellkulturen zunachst mit einer Formaldehyd-
fixierlosung (4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS) fir 20 Minuten fixiert und an-
schlie3end dreimal fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Um unspezifische Bindungen zu blockieren und um die Antikdrperpenetration zu
erleichtern, wurden die Zellen zunachst fur 30 Minuten mit PBS inkubiert, dem
Ziegenserum (Endkonzentration: 4 % (v/v)), Rinderserumalbumin (Endkonzen-
tration: 0,1 % (w/v)) und Triton X-100 (Endkonzentration: 0,1 % (v/v)) zugesetzt
wurde.

Die nachfolgende Inkubation der in PBS verdunnten primaren Antikdrper mit
0,1 % (w/v) Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100 erfolgte Gber Nacht
bei einer Temperatur von 4 °C.

AnschlieRend wurden 5 Waschschritte fur jeweils 10 Minuten durchgefuhrt und
den Kulturen die in PBS verdunnte sekundare Antikorperlosung mit 0,1 % (w/v)
Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100 far 30 Minuten zugegeben.
Nach 5 weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte zur Darstellung der Zellkerne
die Inkubation mit einer DAPI-Lésung (200 ng/ml) oder einer SYTOX Green-L6-
sung (Endkonzentration: 1 uM) fur 15 Minuten. Anschlieend wurden die Zellen
nochmals dreimal mit PBS fur 5 Minuten gewaschen.

Die unterschiedlichen primaren und sekundaren Antikorper sind mit den entspre-

chenden Verdinnungen in Abschnitt 2.1.5 aufgeflhrt.

2.2.4 Whole mount-immunhistochemie

Die Whole mount-Immunhistochemie von Darmgewebe basiert auf einigen Modi-
fikationen des Grundprotokolls zur Immunzytochemie. Dabei wurden zum einen
die Konzentrationen des Triton X-100 erhoéht und zum anderen die Inkuba-
tionsdauer der verwendeten Losungen inklusive der Waschschritte verlangert.

Die Durchfuhrung der nachfolgend aufgeflihrten Arbeitsschritte erfolgte bis auf

die gekennzeichneten Ausnahmen bei Raumtemperatur.
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Das Darmgewebe wurde mit einer Formaldehydfixierlésung (4 % (w/v) Paraform-
aldehyd in PBS) fur 2 Stunden fixiert und anschliel3iend sechsmal fur jeweils 10
Minuten mit PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu blockieren und
um die Antikorperpenetration zu erleichtern, wurde das Gewebe zunachst Uber
Nacht bei einer Temperatur von 4 °C mit PBS inkubiert, dem Ziegenserum (End-
konzentration: 4 % (v/v)), Rinderserumalbumin (Endkonzentration: 0,1 % (w/v))
und Triton X-100 (Endkonzentration: 0,3 % (v/v)) zugesetzt wurde.

Die nachfolgende Inkubation der in PBS verdlnnten primaren Antikorper mit
0,1 % (w/v) Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100 erfolgte ebenfalls
uber Nacht bei 4 °C.

AnschlieRend wurden 10 Waschschritte fur jeweils 15 Minuten durchgefuhrt und
dem Gewebe die in PBS verdunnte sekundare Antikdrperldsung mit 0,1 % (w/v)
Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100 fur 2 Stunden zugegeben.
Nach 10 weiteren Waschschritten mit PBS flr jeweils 15 Minuten erfolgte zur
Darstellung der Zellkerne die Inkubation mit einer DAPI-L6sung (200 ng/ml) fir 1
Stunde. Abschlielend wurde das Gewebe nochmals finfmal mit PBS und einmal
mit Aqua dest. fUr jeweils 15 Minuten gewaschen und mit Kaisers Glycerin-Gela-

tine auf einen Objekttrager eingebettet.

2.2.5 BrdU-Proliferationsassay

Die Durchflihrung der nachfolgend aufgefiihrten Arbeitsschritte erfolgte bis auf
die gekennzeichneten Ausnahmen bei Raumtemperatur. In der Regel wurden bei
immunzytochemischen Doppelfarbungen, die BrdU-Detektion nach der immun-
zytochemischen Farbung gegen zellspezifische Marker durchgeflhrt.

Zur ldentifizierung von teilenden Zellen mittels des BrdU-Proliferationsassays
wurde den Zellen das Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) in einer End-
konzentration von 1 uM oder 10 yM zugegeben. Nach Beendigung der Zellkultur
wurden die Zellen mit einer Formaldehydfixierldsung (4 % (w/v) Paraformaldehyd
in PBS) fur 20 Minuten fixiert und anschlieRend dreimal fur jeweils 5 Minuten mit
PBS gewaschen. Im Falle, dass keine weitere Kofarbung mit zellspezifischen

Antikérpern durchgeflhrt wurde, erfolgte im weiteren Schritt die Vorbehandlung
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fur den BrdU-Nachweis. Dazu wurden die Kulturen fur 30 Minuten bei einer
Temperatur von 37 °C mit 2 N Salzsaure inkubiert und anschlieldend zweimal mit
einer Boratpufferlosung (0,1 M) und einmal mit PBS fur jeweils 5 Minuten ge-
waschen. Um unspezifische Bindungen zu blockieren und um die Penetration der
Antikdrper zu erleichtern, wurden die Zellen nachfolgend fur 30 Minuten mit PBS
inkubiert, dem Ziegenserum (Endkonzentration: 4 % (v/v)), Rinderserumalbumin
(Endkonzentration: 0,1 % (w/v)) und Triton X-100 (Endkonzentration: 0,1 % (v/v))
zugesetzt wurde.

Die Inkubation des primaren Anti-BrdU-Antikdrpers (1:50 in PBS mit 0,1 % (w/v)
Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100) erfolgte Uber Nacht bei einer
Temperatur von 4 °C. AnschlieRend wurden 5 Waschschritte fur jeweils 10 Minu-
ten durchgefuhrt und den Kulturen die in PBS verdunnten sekundare Antikor-
perlésung mit 0,1 % (w/v) Rinderserumalbumin und 0,1 % (v/v) Triton X-100 far
30 Minuten zugegeben. Nach 5 weiteren Waschschritten mit PBS wurden die
Kulturen mit einer DAPI-L6sung (200 ng/ml in PBS) zur Darstellung der Zellkerne
fur 15 Minuten inkubiert und nachfolgend nochmals dreimal mit PBS fur 5 Minuten

gewaschen.

2.2.6 Detektion von Biozytin-gelabelten Zellen

In einem Kooperationsprojekt mit dem Naturwissenschaftlichen und Medizin-
ischen Institut in Reutlingen wurden an ENS-Kulturen elektrophysiologische
Untersuchungen durchgefiihrt. Diese Kulturen stammten von proliferierenden
Spharen ab, denen wahrend der Proliferationsphase BrdU im Zellkulturmedium
angeboten wurde und die anschlie3end auf Kollagen-Typ-1-beschichteten Deck-
glaschen differenziert wurden. Wahrend der Patch-Clamp-Ableitung erfolgte die
Markierung der untersuchten Zellen mit Biozytin, welches der Elektrolytldsung in
einer Endkonzentration von 0,2 % (w/v) zugegeben wurde. Nach Beendigung der
elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Zellen fixiert und mittels
einer kombinierten BrdU/Biozytin-Fluoreszenzfarbung analysiert. Die Durchfuh-
rung der nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgte bis auf die gekennzeichneten
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Ausnahmen bei Raumtemperatur. Dazu wurden die Zellen mit einer Formalde-
hydfixierldsung (4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS) flir 20 Minuten fixiert und
anschlie®end dreimal fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Danach erfolgte
ein Blockierungsschritt fur 30 Minuten mit PBS, dem Ziegenserum (Endkon-
zentration: 4 % (v/v)), Rinderserumalbumin (Endkonzentration: 0,1 % (w/v)) und
Triton X-100 (Endkonzentration: 0,1 % (v/v)) zugesetzt wurde. Nach einem weite-
ren dreimaligen Waschschritt mit PBS fur jeweils 5 Minuten wurden die Zellen flur
30 Minuten mit einer Streptavidin-Cy3-Losung (1:500 in PBS) inkubiert und an-
schlielend 5 weitere Waschschritte mit jeweils 10 Minuten durchgeflhrt.
Nachfolgend erfolgte die Vorbehandlung und immunzytochemische Detektion
des BrdUs in Analogie zum zuvor beschriebenen Grundprotokoll.

Nach Beendigung der BrdU-Immunzytochemie und DAPI-Farbung wurden die
Zellen auf den Deckglaschen dreimal mit PBS und einmal mit Aqua dest. fur
jeweils 5 Minuten gewaschen und abschlieliend mit Kaisers-Glycerin-Gelatine

auf einen Objekttrager eingebettet.

2.2.7 Datenauswertung und Statistik

Zur Quantifizierung der BrdU-positiven, Zellmarker-positiven sowie doppelge-
farbten Zellen wurden die fluoreszenzmarkierten Kulturen randomisiert mit einem
inversen Fluoreszenzmikroskop (Observer Z1, Zeiss, Jena) bei einer Objektiv-
vergroRerung von 10 x aufgenommen und der jeweilige Anteil der unterschiedlich
gefarbten Zellpopulationen im jeweiligen Bildabschnitt ausgezahlt. Zur weiteren
Berechnung wurde der prozentuale Anteil der BrdU-kogefarbten Zellen zur Ge-
samtzahl des jeweiligen Zelltyps oder zur Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen
in Beziehung gesetzt.

Um das Wachstum von Einzelspharen zu ermitteln, wurde der mittlere Spharen-
durchmesser an zwei verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung berechnet.
Dazu wurde von jeder Sphare eine mikroskopische Hellfeldaufnahme erstellt. Mit

Hilfe der Axiovision-Software (Zeiss, Jena) lie} sich die entsprechende Flache
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(A) der abgebildeten Sphare ermitteln und aus diesem Parameter der mittlere

Durchmesser (D) mit der Formel: D = 2 -\/% berechnen.

Bei der Auswertung der erhobenen Daten aus den verschiedenen Experimenten
wurden bei normalverteilten Werten der Mittelwert mit dem jeweiligen Standard-
fehler des Mittelwertes (Mittelwert £+ SEM) kalkuliert und in einem Saulendia-
gramm dargestellt. Bei nicht normalverteilten Werten wurden der Median, das
erste und dritte Quartil sowie der zugehorige Maximal- und Minimalwert berech-
net und in einem Box-Plot-Diagramm wiedergegeben.

Die Anzahl der ermittelten Werte und die Anzahl der unabhangigen Experimente
sind jeweils im Ergebnisteil dargestellt. Alle statistischen Berechnungen erfolgten
mit dem Programm SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., Chicago, USA). Ein
p-Wert kleiner 0,05 (p < 0,05) wurde als signifikant beurteilt.

Fir den Vergleich von zwei Gruppen, die normalverteilte Werte aufwiesen, wurde
der t-Test durchgefihrt. Fur die statistische Auswertung mehrerer Gruppen mit
normalverteilten Werten wurde ein One-way ANOVA mit nachfolgendem Fisher
LSD Post Hoc-Test verwendet und fur den Vergleich von mehreren Gruppen mit
nicht normalverteilten Werten ein One-way ANOVA on Ranks mit nachfolgendem

Dunn's Post-Hoc-Test angewandt.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollten die Protokolle zur Isolation und Kulti-
vierung von fotalen und neonatalen ENS-Vorlauferzellen der Maus in Abhangig-
keit von den Fragestellungen weiterentwickelt und das Proliferations- und Diffe-
renzierungspotential der Progenitoren in Hinblick auf das Entwicklungsstadium
der Zellen bestimmt werden. Ein weiteres Ziel der Promotionsarbeit bestand da-
rin, den Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Proliferation und Zelldifferenzierung
von neonatalen neuralen Progenitoren des Gastrointestinaltrakts in der Zellkultur
zu untersuchen. Dabei sollten bekannte Faktoren, die den Wnt-Signalweg akti-

vieren oder inhibieren, in den Zellkultur-Experimenten eingesetzt werden.

Abb. 4: Isolierter Darm einer neonatalen Maus. A: Ubersichtsaufnahme eines pra-
parierten Darms. * Jejunum, # Dickdarm. B: Whole mount-Farbung der Tunica mus-
cularis des Dunndarms. Kombinierte Immunfluoreszenzfarbung unter Verwendung
der neuronalen Marker B-Tubulin [l (grin) und HuC/D (rot). GréRenbalken: 1 mm in
(A), 100 uym in (B).

3.1 Isolation und Expansion von ENS-Zellen in der Zellkultur

Eine akkurate und rasche Praparation der murinen Darmsegmente und die Ver-
wendung von standardisierten Protokollen zur enzymatischen Dissoziation des
Gewebes ist unabdingbar, um flr die anschlie3ende Kultivierung eine hohe Aus-
beute an vitalen ENS-Zellen zu erhalten. Abbildung 4A zeigt in einer Hellfeldauf-

nahme einen frisch isolierten Darm einer neu geborenen Maus (Abb. 4A).
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Nach der Resektion des Darms wurde in den nachfolgenden praparativen Schrit-
ten das Dunndarmkonvolut durch Abtrennen der Mesenterien vom Darmrohr
aufgeldst und die aulleren Muskelschichten (Tunica muscularis) mit dem inte-
grierten Plexus myentericus von den ubrigen Darmwandschichten des Dunn-
darms praparativ separiert (siehe Material und Methoden). In der Abbildung 4B
ist das komplexe neuronale Netzwerk des ENS einer praparierten Tunica muscu-
laris einer neugeborenen Maus mittels einer spezifischen Whole mount-Immun-
histochemie dargestellt (Abb. 4B). Die Detektion der in der Abbildung 4B visuali-
sierten neuronalen Zellen des Plexus myentericus erfolgte Uber eine kombinierte
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern gegen die neuronalen Marker HuC/D.
und B-Tubulin IlI.

Abb. 5: Kultivierung von ENS-Zellen unter Proliferationsbedingungen. Die Zellen
wurden aus Didnndarmen (Tunica muscularis) neonataler Mause isoliert und an-
schlieRend fur 10 Tage unter Proliferationszellkulturbedingungen kultiviert. Wahrend
der Kultivierung bildeten sich zunachst kleinere Spharoide, die mit fortschreitender
Kulturdauer an Grofde zunahmen. A: Hellfeldaufnahme kultivierter Zellen 24 h nach
der Zellaussaat. B: Zellkultur nach 4 Tagen in vitro. C: Zellkultur nach 7 Tagen in vitro.
D: Zellkultur nach 10 Tagen in vitro. GréRenbalken: 50 um in (A-D).
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Fir die Zellkulturexperimente wurden die Zellen aus dem Gewebeverband der
praparierten Tunica muscularis mittels enzymatischen Verdaus unter Verwen-
dung der Enzyme Kollagenase und Dispase herausgelost. Die so vereinzelten
Zellen liel3en sich anschlieBend mit Hilfe eines definierten Proliferations-Zell-
kulturmediums und unter standardisierten Kulturbedingungen fir bis zu vier
Wochen in der Zellkultur expandieren.

Innerhalb der ersten 4 Tage bildeten sich wahrend der Kultivierung zunachst
kleinere Zellverbande in Form von Spharoiden, die mit fortschreitender Dauer an
Grolle zunahmen (Abb. 5).

Die so generierten Spharen sind Mischkulturen und weisen neben neuralen Pro-
genitoren auch mesenchymale Zellen auf (Abb. 5, 11). Nach der Differenzierung
dieser Spharen-Kulturen lieRen sich immunzytochemisch neben Neuronen und
Gliazellen auch Smooth Muscle Actin-positive Zellen detektieren.

Die hier im Rahmen der Promotion generierten Spharen werden deshalb nach-
folgend in dieser Dissertationsschrift nicht als ,Neurospharen®, sondern als

,Enterospharen® bezeichnet.

Eine zusatzliche methodische Bestatigung des in der Hellfeldmikroskopie be-
obachteten zeitabhangigen Spharenwachstums konnte mittels eines BrdU-Proli-
ferationsassays erbracht werden (Abb. 6).

Dazu wurden die aus der Tunica muscularis vereinzelnden Zellen fur 4 Tage
unter proliferativen Zellkulturbedingungen unter taglicher Zugabe der Wachs-
tumsfaktoren basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und Epidermal Growth
Factor (EGF) kultiviert. Wahrend der letzten 24 h der Expansionsphase wurde
dem Zellkulturmedium das Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) zuge-
geben. Proliferierende Zellen, die sich in der Synthesephase des Zellzyklus be-
finden, inkorporieren BrdU in die Zellkern-DNA und kénnen nachfolgend mittels
Immunfluoreszenz detektiert werden.

Die zahlreichen visualisierten BrdU-positiven Zellkerne in der Abbildung 6 ver-
deutlichen die hohe Proliferationsrate der kultivierten enterischen Zellen unter

den expansiven Zellkulturbedingungen (Abb. 6).
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Abb. 6: BrdU-Proliferationsnachweis von sich teilenden ENS-Zellen in vitro. Die

Zellen wurden aus DUnndarmen neonataler Mause isoliert und anschlief3end fir 4
Tage unter Proliferationsbedingungen kultiviert. 24 h vor der Fixierung wurde BrdU (10
MM) dem Zellkulturmedium zugegeben. Der tiberwiegende Teil der kultivierten Zellen
befand sich in der Synthesephase des Zellzyklus. Im oberen Bereich der Abbildung ist
deutlich ein neu gebildeter BrdU-positiver Spharoid zu erkennen. A, B und C stellen
jeweils den gleichen Ausschnitt dar. A: Immunzytochemische Farbung BrdU-positiver
Zellkerne (rot). B: Fluoreszenzfarbung der Zellkerne mit Sytox Green (griin). C: Kombi-
nierte Darstellung von (A) und (B). GréRenbalken: 50 ym in (A-C).

3.2 Invitro-Differenzierung von zuvor proliferierten ENS-Progenitoren

Um das Differenzierungspotential der expandierten ENS-Progenitoren naher zu
untersuchen, wurden die Enterospharen flur bis zu vier Wochen unter Differen-
zierungskulturbedingungen kultiviert.

Die Initialisierung der Zelldifferenzierung erfolgte durch den Austausch des
Proliferations-Zellkulturmediums gegen ein Differenzierungs-Zellkulturmedium.
Daruber hinaus wurden die Wachstumsfaktoren bFGF und EGF dem Kultur-
medium nicht mehr zugesetzt. Innerhalb von 24 Stunden adhérierten die Spharen
auf der Zellkulturplattenoberflache, flachten sich ab und breiteten sich mit fort-
schreitender Kulturdauer in der Flache aus. Mit Beginn der Differenzierung
formten die ENS-Progenitoren typische neurale Zellauslaufer aus und bildeten
ein komplexes neurales Netzwerk (Abb. 7).

Immunzytochemische Untersuchungen belegten, dass die entwickelten neuralen
Progenitoren wahrend ihrer Differenzierung typische neuronale ENS-Marker wie
Stickstoffmonoxidsynthase 1 (NOS1), B-Tubulin lll (Tud1) und HuC/D oder die
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glialen Marker Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) und S100R exprimierten
(Abb. 7, 11).

Abb. 7: Inmunzytochemische Darstellung von differenzierten enterischen Neu-
ronen aus der neonatalen Maus. Die Zellen wurden zunachst fiir eine Woche proli-
feriert und anschlielend fur 20 Tage in der Zellkultur differenziert. A, B, C und D stellen
jeweils den gleichen Ausschnitt der Zellkultur dar. A: Phasenkontrastaufnahme. B:
Immunfluoreszenzdarstellung von NOS1-positive Zellen (grin). C: Immunfluoreszenz
gegen HuC/D (rot). D: Kombinierte Darstellung von (B) und (C). GréRenbalken: 20 um
in (A-D).

In einer weiteren Studie wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Herrn Dr. Kraushaar vom Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut in
Reutlingen mittels elektrophysiologischer Ableitungen ein funktionaler Nachweis
der differenzierten Neurone erbracht.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der Arbeitsgruppe in Reutlingen er-
gaben, dass die in der Promotionsarbeit kultivierten Neurone funktionale, neu-
ronenspezifische spannungsabhangige Natriumkanale exprimierten (Dettmann
et al. 2014).
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Elektrophysiologische Ableitung
Biozytin-Markierung

Zellisolation und Fixierung der Zellen und
Start der Zellproliferation histologische Analyse
Tag 0 Tag 25

l |

Tag 1 Tag 7
Zugabe Start der
von BrdU Zelldifferenzierung

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsplans zum elektrophysiologi-
schen Nachweis von Neuronen, die sich aus proliferierenden neuralen Vor-
lauferzellen differenzierten. Die aus der Tunica muscularis von neonatalen Mausen
isolierten neuralen Zellen wurden fir 7 Tage in der Zellkultur expandiert und an-
schlielend fur weitere 18 Tage differenziert. Zwischen dem 1. Tag und 7. Tag der
Zellexpansionsphase wurde die Zellkultur mit BrdU inkubiert, um nachfolgend die sich
teilenden Progenitoren nachweisen zu kénnen. Nach Beendigung der Zelldifferen-
zierungsphase wurden die elektrophysiologisch abgeleiteten und mit Biozytin mar-
kierten Zellen fixiert und anschliellend immunzytochemisch charakterisiert.

Daruber hinaus konnte in dem Kooperationsprojekt erstmals belegt werden, dass
die elektrophysiologisch abgeleiteten postnatalen Nervenzellen sich aus proli-
ferierenden Progenitoren entwickelt hatten (Abb. 8, 9). Fur diese Experimente
wurden die analysierten Neurone wahrend der Patch-Clamp-Ableitung mit Bio-
zytin markiert. Diese Kulturen stammten von proliferierenden Spharen ab, denen
wahrend der Proliferationsphase BrdU im Zellkulturmedium angeboten wurde.
Nach Beendigung der elektrophysiologischen Untersuchungen und Biozytinmar-
kierung wurde die Zellkultur fixiert und in Tlbingen im Rahmen der Promotions-
arbeit mittels BrdU- und Biozytin-Fluoreszenzfarbungen analysiert (Abb. 8, 9).
Das in Abbildung 9 dargestellte elektrophysiologisch analysierte Neuron zeigt
eine BrdU/Biozytin-Kofarbung (Abb. 9). Die Doppelmarkierung beweist, dass die
in der mikroskopischen Aufnahme dargestellte Zelle sich definitiv aus einem
zuvor in der Zellkultur teilenden ENS-Progenitor differenziert hatte.

Hinweis: Die elektrophysiologischen Daten sind hier nicht dargestellt. Sie wurden
zusammen mit den hier gezeigten Ergebnissen zur Zellkultur und immunzyto-
chemischen Charakterisierung in einer Originalpublikation in der Zeitschrift PLoS
One publiziert (Dettmann et al. 2014).
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Abb. 9: Kombinierter immunzytologischer und elektrophysiologischer Nach-
weis von aus ENS-Progenitoren differenzierten Neuronen. Biozytin/BrdU-Fluores-
zenzdetektion eines differenzierten ENS-Neurons in der Zellkultur. Die Zellen wurden
zundchst fur 7 Tage proliferiert und anschlieRend fur 18 Tage differenziert. Zwischen
dem 1. Tag und 7. Tag der Proliferationsphase erfolgte die Inkubation mit BrdU (1 uM).
Nach der Differenzierungsphase wurden in einem Kooperationsprojekt Patch-Clamp-
Analysen durchgefuhrt und dabei den untersuchten Neuronen Biozytin injiziert, das
anschlielend nach einer histologischen Aufarbeitung mittels Fluoreszenzmikroskopie
(rot) detektiert werden konnte. Der Nachweis von funktionalen spannungsabhangigen
Natriumkanalen lie sich von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Kraushaar am Natur-
wissenschaftlichen und Medizinischen Institut in Reutlingen zeigen. Die hier nicht
dargestellten Patch-Clamp-Analysen wurden zusammen mit der hier gezeigten Zell-
kultur und histologischen Charakterisierung in der Zeitschrift PLoS One publiziert
(Dettmann et al. 2014). Die BrdU/Biozytin-Kofarbung belegt, dass das elektrophysio-
logisch analysierte Neuron sich aus einer zuvor proliferierten Vorlauferzelle differen-
ziert hatte. A-F stellen den gleichen mikroskopischen Ausschnitt der Zellkultur dar.
A: Phasenkontrastaufnahme. B: Kombinierte Phasenkontrast-/Biozytin-Fluoreszenz-
aufnahme. C: Biozytin-Fluoreszenzaufnahme (rot). D: Kombinierte Fluoreszenzdar-
stellung von Biozytin (rot) und BrdU (grin). E: BrdU-Immunfluoreszenzaufnahme
(gran). F: DAPI-Kernfarbung (blau). Die Pfeile in (A), (D), (E) und (F) zeigen auf den-
selben Zellkern des biozytinmarkierten und elektrophysiologisch untersuchten Neu-
rons. Grofienbalken: 20 um in (A-F).

3.3 Entwicklungsabhangige Unterschiede zum Proliferations- und Differ-

enzierungspotential von ENS-Progenitoren in vitro

Um zu klaren, inwieweit das Wachstumsverhalten von neuralen Vorlauferzellen
des murinen Darms vom Entwicklungsstadium abhangt, wurden das Stadium

zum Embryonaltag 18 (E18) mit dem Stadium zur Geburt (P0O) verglichen. Fur die
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Untersuchungen wurde unter Berucksichtigung der bisherigen Literatur bewusst
ein enges Zeitfenster gewahlt: Zwischen dem spatfétalen Stadium (E18) und dem
Stadium der Geburt (PO) liegen bei der Maus zwei Entwicklungstage.

Zur Durchfuhrung der Zellkulturexperimente wurden die Zellen aus dem Darm
jeweils zum Zeitpunkt E18 und PO isoliert und die sich bildenden Enterospharen
unter den gleichen Zellkulturbedingungen fir 5 Tage in der Zellkultur expandiert.
Anschlielend erfolgte durch Umstellung des Zellkulturmediums die Differen-
zierung der Kulturen fur 7 weitere Tage. Zwischen dem 1. Tag und 5. Tag der
Zellexpansionsphase wurde die Zellkultur mit BrdU inkubiert, um nach der Differ-
enzierung die sich teilenden Progenitoren nachweisen zu kdnnen. Nach Beendi-
gung der Zellkultivierung erfolgte die immunzytochemische Charakterisierung der
Zellen in Bezug auf in den Zellkern inkorporiertes BrdU sowie auf neuronale,

gliale und glattmuskulare Marker (Abb. 10).

Zellisolation und Fixierung der Zellen und
Start der Zellproliferation immunzytologische Analyse
Tag 0 Tag 12

l l

| |

Tag 1 Tag 5
Zugabe von Start der
BrdU Zelldifferenzierung

Abb. 10: Schematische Darstellung des Versuchsplans zur Analyse der entwick-
lungsabhangigen Neurogenese von neuralen Progenitoren. Die aus der Tunica
muscularis von fotalen (E18) und neonatalen Mausen isolierten neuralen Zellen
wurden fur 5 Tage in der Zellkultur expandiert und anschlieend durch Wechsel des
Kulturmediums fur weitere 7 Tage differenziert. Die Inkubation mit BrdU erfolgte
zwischen dem 1. Tag und 5. Tag der Zellkultivierung, um nachfolgend die sich teilen-
den Progenitoren nachweisen zu kénnen. Nach Beendigung der Zelldifferenzierungs-
phase wurden die Zellen fixiert und anschlieRend immunzytochemisch charakterisiert.

Am Beispiel des Stadiums PO sind in der Abbildung 11 die jeweiligen immunzyto-
chemischen BrdU-Kofarbungen von differenzierten Zellen dargestellt, die in der
ersten Phase des Zellkultivierungsverfahrens proliferiert und anschlie®end durch

Austausch des Zellkulturmediums differenziert wurden (Abb. 11).
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Abb. 11: Proliferation und Differenzierung von glatten Muskelzellen und neura-
len intestinalen Zellen der Maus in vitro. Die Zellen wurden zundchst aus den Dunn-
darmen neonataler Mause isoliert und anschlieRend fir 5 Tage unter Proliferations-
bedingungen kultiviert. Die Inkubation mit BrdU (1 uM) erfolgte zwischen dem 1. Tag
und 5. Tag der Zellkultivierung. Nach der Proliferationsphase wurden die Zellen nach
einem Mediumwechsel unter Differenzierungsbedingungen fir weitere 7 Tage kulti-
viert und anschlieRend immunzytochemisch analysiert. A: Immunzytochemische Dop-
pelfarbung von BrdU (grin) und B-Tubulin 11l (rot). B: Immunzytochemische Doppel-
farbung von BrdU (griin) mit HuC/D (rot). C: Immunzytochemische Doppelfarbung von
BrdU (griin) mit NOS1 (rot). D: Immunzytochemische Doppelfarbung von BrdU (grtin)
mit GFAP (rot). E: Immunzytochemische Doppelfarbung von BrdU (griin) mit S100R
(rot). F: Immunzytochemische Doppelfarbung von BrdU (griin) mit Smooth Muscle
Actin (rot). GroRenbalken: 20 uym in (A-F).
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Zur Detektion der Neurone wurden Antikérper gegen R-Tubulin 1l (Tud1), HUC/D
und NOS1, zur Detektion der intestinalen Gliazellen Antikérper gegen GFAP und
S1000 und zur Detektion glatter Muskelzellen Antikorper gegen Smooth Muscle
Actin verwendet.

Die BrdU-kogefarbten Zellen zeigen an, dass der jeweilige differenzierte Zelltyp
sich wahrend der Expansionsphase der Zellkultivierung geteilt hat. Sowohl bei
den glatten Muskelzellen als auch bei den Gliazellen und Neuronen liel3en sich
in der Fluoreszenzmikroskopie BrdU-positive Zellkerne nachweisen (Abb. 11).
In der Abbildung 12 sind in einem Saulendiagramm die quantifizierten Daten
BrdU-komarkierter Zellen in Bezug auf die Entwicklungsstadien PO und E18 zu-

sammengefasst (Abb. 12).
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Abb. 12: Entwicklungsabhangige Unterschiede des Proliferationspotentials von
neuralen Progenitoren und glatten Muskelzellen. Fur die Experimente wurden die
Zellen zunachst aus den Darmen neonataler (P0O) und fétaler (E18) Mause isoliert und
anschlieend fur 5 Tage unter Proliferationsbedingungen kultiviert. Die Inkubation mit
BrdU (1 uM) erfolgte zwischen dem 1. Tag und 5. Tag der Zellkultivierung. Nach der
Proliferation wurden die Zellen nach dem Mediumwechsel unter Differenzierungs-
bedingungen fur weitere 7 Tage kultiviert und anschlieBend immunzytochemisch
gegen B-Tubulin Il (Tud1), HUC/D, GFAP, S1008 und Smooth Muscle Actin (SMA)
analysiert. FUr die Quantifizierung wurde der prozentuale Anteil der BrdU-doppel-
gefarbten Zellen zur Gesamtzahl des jeweiligen Zelltyps gesetzt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM aus 3 unabhangigen Experimenten. Signifikante Unterschiede
zwischen der jeweilige E18- und der PO-Gruppe sind mit einem Stern gekennzeichnet
(p<0,05; t-Test).
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Dazu wurde flir jeden Marker der prozentuale Anteil der BrdU-komarkierten
Zellen zur Gesamtzahl des jeweiligen Zelltyps bestimmt. Insgesamt wurden in
der E18-Gruppe 31 und in der PO-Gruppe 39 Zellkulturen aus 3 unabhangigen
Experimenten ausgewertet. Fur die nachfolgenden Ergebnisse sind jeweils die
Mittelwerte + SEM angegeben:

Zum Zeitpunkt der Geburt betragt der prozentuale Anteil der B3-Tubulin [lI/BrdU-
kogefarbten Zellen zur Gesamtzahl der R-Tubulin lll-positiven Zellen 61,3 *
5,8 %, fur den neuronalen Marker HuC/D: 50,2 + 2,8 %, fur den glialen Marker
GFAP: 82,4 + 1,9 %, fur den glialen Marker S1003: 45,2 £ 2,4 % und fiur den
glatten Muskelzellmarker Smooth Muscle Actin: 90,2 + 0,8 %.

Fiar das fotale Entwicklungsstadium E18 wurden folgende Mittelwerte mit den
entsprechenden SEM ermittelt: B-Tubulin Ill: 79,2 £ 2,9 %, HUC/D: 69,0 = 3,3 %,
GFAP: 85,9 £ 1,8 %, S100R: 44,5 + 7,3 %, Smooth Muscle Actin: 85,7 + 4,1 %.

Zusammenfassend verdeutlichen die Daten, dass im Vergleich zu neonatalen
ENS-Zellen das Proliferationspotential der neuronalen Vorlauferzellen bei E18-
Mausen um 29 % (B-Tubulin lll-positive Neurone) bzw. 37 % (HuC/D-positive
Neurone) deutlich erhéht ist (p<0,05, t-Test).

Bei den untersuchten GFAP-positiven und S1003-positiven glialen Zellen sowie
bei den glatten Muskelzellen lie3en sich dagegen keine signifikanten Unter-

schiede zwischen beiden Entwicklungsstadien feststellen.

3.4 Einfluss des Wnt-Signalwegs auf das Wachstum von Enterosphéren
Ziel der folgenden Experimente war es zu untersuchen, inwieweit Faktoren bzw.
Pharmaka, die einen Effekt auf den Wnt-Signalweg austben, die Proliferation
von ENS-Vorlauferzellen in der Zellkultur beeinflussen. Dazu wurden die Kulturen
mit den Substanzen SB216763, Wnt3a, R-Spondin1, Norrin und Dickkopf-
Related Protein 1 (DKK1) inkubiert und anschlielend das Spharenwachstum
anhand von mikroskopischen Aufnahmen analysiert. SB216763, Wnt3a und
R-Spondin1 stimulieren und/oder verstarken Uber verschiedene Mechanismen

den Wnt-Signalweg. Norrin bindet spezifisch mit hoher Affinitat an den Wnt-
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Rezeptorsubtyp Frizzled-4 und DKK1 hemmt den Wnt-Signalweg Uber eine
Interaktion mit dem Wnt-Ko-Rezeptor LRP6 (siehe: Material und Methoden).

Zellisolation und
Start der Zellproliferation Tag 9
Tag 0 2. mikroskopische Analyse

l l

|
Tag 5
Selektionvon einzelnen Spharen
Zugabe der Pharmaka
1. mikroskopische Analyse

Abb. 13: Schematische Darstellung des Versuchsplans zur Analyse des Wnt-ab-
hangigen Wachstumspotentials von Enterospharen. Die aus der Tunica muscu-
laris von neonatalen Mausen isolierten Zellen wurden flr 9 Tage in der Zellkultur
expandiert und als Spharen kultiviert. Ab dem 5. Tag der Zellkultivierung wurden Ein-
zelspharen selektiert und die entsprechenden Pharmaka zugegeben. Die mikrosko-
pischen Aufnahmen und die Auswertung der jeweiligen Einzelsphare erfolgten am 5.
und 9. Tag des Kultivierungszeitraums.

Die oben genannten Substanzen wurden jeweils an einzeln kultivierten Spharen
wahrend der Proliferationsphase untersucht. Die Zugabe der Pharmaka erfolgte
ab dem 5. Tag der Zellkultivierung flr 4 weitere Tage (Abb. 13). Durch die
Methode der Einzelkultivierung wurden mogliche Wechselwirkungen und Fusio-
nen, die bei der gemeinsamen Kultivierung mehrerer Spharen auftreten kénnen,
ausgeschlossen. Das Verfahren zur Einzelspharen-Generierung und Kultivierung
wurde im Rahmen der Promotionsarbeit im Vorfeld der Kultivierungsexperimente
etabliert.

Hinweis: Das Verfahren zur Einzelsphéren-Generierung und Kultivierung wurde
am Kongress ,4th Congress on Regenerative Biology and Medicine“ 2010 in
Stuttgart prasentiert und das Abstract in der Zeitschrift , Tissue Engineering Part
A*“veroffentlicht (Zhang et al. 2011). Dartiber hinaus wurde diese Technik in einer
Originalpublikation in der Zeitschrift ,Gastroenterology” publiziert (Zhang et al.
2017).
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In Abbildung 14 sind exemplarisch mikroskopische Hellfeldaufnahmen einzeln
kultivierter Spharen nach einer 5- und 9-tagigen Kultivierungsperiode dargestellt,
die mit Wnt3a (20 ng/ml) und SB216763 (2,5 uM in 0,1 % (v/v) DMSQO) behandelt
wurden; als Kontrollen dienten unbehandelte Spharen und Spharen, die mit dem

Lésungsmittel DMSO (0,1 % (v/v)) inkubiert wurden (Abb. 14).
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Abb. 14: Einfluss des Wnt-Signalwegs auf das Wachstumsverhalten von Entero-
spharen. Die enterischen Zellen wurden zunachst aus den Darmen neonataler Mause
isoliert und anschlie®end fur 9 Tage unter Proliferationsbedingungen als Spharen
kultiviert. Ab dem 5. Tag der Zellkultivierung wurden aus den Kulturen einzelne Entero-
sphéren selektiert und die Einzelspharen fir 4 weitere Tage entweder unbehandelt
oder mit den folgenden Substanzen kultiviert: DMSO (0,1 % (v/v)), SB216763 (2,5 uyM
in 0,1 % (v/v) DMSO), Wnt3a (20 ng/ml). Die mikroskopischen Hellfeldaufnahmen der
jeweiligen Einzelspharen erfolgten nach 5 Tagen in Kultur (obere Reihe) und nach 9
Tagen in vitro (untere Reihe). Grélkenbalken: 50 ym in allen Aufnahmen.

Zur Quantifizierung des Spharenwachstums wurde die prozentuale Anderung
des mittleren Spharendurchmessers zwischen dem Kulturtag 5 und Tag 9 be-
rechnet. Bei diesen Experimenten wurden die Einzelspharen entweder unbehan-
delt kultiviert oder mit den folgenden Substanzen inkubiert: DMSO (0,1 % (v/v)),
SB216763 (2,5 uM in 0,1 % (v/v) DMSO), Wnt3a (20 ng/ml), R-Spondin1 (500
ng/ml), Norrin (25 ng/ml), DKK1 (0,1 pg/ml).

In der Abbildung 15 sind die entsprechenden Mittelwerte + SEM von jeweils 26

bis 30 Spharen aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt.
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Abb. 15: Anderung des Durchmessers von Enterosphiren durch Wnt-Signal-
weg-beeinflussende Faktoren in der Proliferationsphase. Analyse der Anderung
des mittleren Spharendurchmessers wahrend einer 4-tdgigen Kultivierung unter
Proliferationsbedingungen. Die Zellen wurden zunachst aus den Darmen neonataler
Mause isoliert und anschliefend fir 9 Tage unter Proliferationsbedingungen als
Spharen kultiviert. Ab dem 5. Tag der Zellkultivierung wurden Einzelspharen selektiert
und die Einzelspharen fir 4 weitere Tage entweder unbehandelt kultiviert oder mit den
folgenden Substanzen inkubiert: DMSO (0,1 % (v/v)), SB216763 (2,5 uMin 0,1 % (v/v)
DMSO), Wnt3a (20 ng/ml), R-Spondin1 (500 ng/ml), Norrin (25 ng/ml), DKK1 (0,1
ug/ml). Fir die Quantifizierung wurde die jeweilige prozentuale Anderung des mittleren
Spharendurchmessers zwischen dem Kulturtag 5 und Tag 9 bei den verschiedenen
Behandlungen gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM von jeweils 26 bis
30 ausgewerteten Einzelspharen aus 3 unabhangigen Experimenten. Signifikante
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der jeweiligen Behandlung mit Wnt3a,
R-Spondin1, Norrin, DKK1 bzw. zwischen der DMSO-Kontrollgruppe und SB216763
sind mit einem Stern gekennzeichnet (p<0,05; One-way ANOVA mit nachfolgendem
Fisher LSD Post Hoc-Test).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die jeweilige Behandlung mit
Wnt3a, SB216763 oder DKK1 in den eingesetzten Konzentrationen signifikant
das Spharenwachstum gegenuber den entsprechenden Kontrollen stimulierte
(p<0,05; One-way ANOVA mit nachfolgendem Fisher LSD Post Hoc-Test),
(Abb. 15).
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Die ermittelten Mittelwerte + SEM zur jeweiligen Gruppe sind: Kontrolle: -0,3 +
1,5 %; DMSO-Kontrolle: 1,0 £ 1,6 %; SB216763: 12,0 + 1,5 %; Wnt3a: 7,0 £ 1,9
%; R-Spondin1: 4,2 + 2,0 %; Norrin: 3,7 £ 2,2 %. DKK1: 5,5 £ 1,4 % (Abb. 15).

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass sowohl SB216763 und
Wnt3a, die den Wnt-Signalweg stimulieren, als auch der Wnt-Antagonist DKK1
zu einem erhoéhten Spharendurchmesser in der Expansionsphase flhrten. Der
Frizzled-4-Agonist Norrin zeigte keinen Effekt in der verwendeten Konzentration.
Daruber hinaus ist auffallig, dass bei den Kontrollen die einzeln kultivierten
Enterospharen, im Gegensatz zu den in Abbildung 5 dargestellten Spharen-

massenkulturen, trotz der Zugabe von bFGF und EGF nicht an Gré3e zunahmen.

Hinweis: Experimentelle Daten zum Einfluss des Whnt-Signalwegs auf das
Wachstum von Enterosphédren wurden am Kongress ,4th Congress on Regene-
rative Biology and Medicine® 2010 in Stuttgart présentiert und das Abstract in der
Zeitschrift , Tissue Engineering Part A* veroffentlicht (Zhang et al. 2011). Dartiber
hinaus wurden Teilergebnisse in einer Originalpublikation in der Zeitschrift

,Gastroenterology“ publiziert (Zhang et al. 2017).

3.5 Einfluss des Wnt-Signalwegs in der Proliferationsphase auf die Diffe-
renzierung von ENS-Vorlauferzellen

In den nachfolgenden Experimenten wurde untersucht, inwieweit der Wnt-Signal-
weg in der Proliferationsphase einen Einfluss auf die anschlieRende Differenzie-
rung der neuronalen ENS-Vorlauferzellen ausubt. Dazu wurden die ENS-Zellen
zunachst aus den Darmen neonataler Mause isoliert und anschlie3end flr 9 Tage
unter Proliferationsbedingungen kultiviert. Ab dem 5. Tag der Zellkultivierung
wurden Einzelspharen selektiert und in Analogie zu den Experimenten in Ab-
schnitt 3.4 mit den Pharmaka SB216763, Wnt3a, R-Spondin1, Norrin und DKK1
behandelt. Am 8. Tag erfolgte die Zugabe von BrdU fur 24 h. Nach der Proli-
ferationsphase wurden die Zellen nach einem Mediumwechsel unter Differen-
zierungsbedingungen fur weitere 7 Tage kultiviert und anschlielend immunzyto-
chemisch gegen BrdU und B-Tubulin Il gefarbt und analysiert (Abb. 16).
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Abb. 16: Schematische Darstellung des Versuchsplans zur Analyse der Wnt-ab-
hangigen Neurogenese in vitro. Die aus der Tunica muscularis von neonatalen Mau-
sen isolierten Zellen wurden zunachst fir 9 Tage expandiert. Ab dem 5. Tag der Zell-
kultivierung wurden Einzelspharen selektiert und die entsprechenden Pharmaka fur 4
Tage wahrend der Proliferationsphase zugegeben. Am 8. Tag erfolgte die Zugabe von
BrdU fir 24 h. Nach dem 9. Tag wurden die Kulturen nach einen Mediumwechsel flir
7 Tage differenziert und anschlieend immunzytochemisch analysiert.

Abb. 17: Immunzytochemische R-Tubulin lll/BrdU-Doppelfarbung nach Ausdif-
ferenzierung einer einzelnen Enterosphiare, die wahrend der Proliferation mit
Wnt3a stimuliert wurde. Die aus der Tunica muscularis von neonatalen Mausen iso-
lierten Zellen wurden zunachst fir 9 Tage expandiert. Ab dem 5. Tag der Zellkulti-
vierung wurden Einzelspharen selektiert und die entsprechenden Pharmaka fir 4
Tage zugegeben. Am 8. Tag erfolgte die Zugabe von BrdU (1 pM) fur 24 h. Nach der
Proliferation wurden die Zellen nach einem Mediumwechsel unter Differenzierungs-
bedingungen fir weitere 7 Tage kultiviert und anschlieRend immunzytochemisch ana-
lysiert. Die Abbildung hier zeigt eine mit Wnt3a (20 ng/ml) behandelte Kultur, die gegen
BrdU (rot) und B-Tubulin I (grin) gefarbt wurde. GréRenbalken: 100 um.
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In Abbildung 17 ist exemplarisch eine mit Wnt3a behandelte Einzelspharenkultur
von einer neonatalen Maus dargestellt, welche nach der Proliferationsphase

differenziert und abschlielfend immunzytochemisch gefarbt wurde (Abb. 17).
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Abb. 18: Quantifizierung von B-Tubulin ll/BrdU-positiven Zellen nach Ausdiffe-
renzierung einzelner Enterospharen, die in der Proliferationsphase mit Wnt-
Signalweg-beeinflussenden Faktoren behandelt wurden. Die aus der Tunica mus-
cularis von neonatalen Mausen isolierten Zellen wurden zunachst fir 9 Tage unter
Proliferationsbedingungen expandiert. Ab dem 5. Tag der Zellkultivierung wurden Ein-
zelspharen selektiert und die Einzelspharen fir 4 weitere Tage entweder unbehandelt
kultiviert oder mit den folgenden Substanzen inkubiert: DMSO (0,1 % (v/v)), SB216763
(2,5uM in 0,1 % (v/v) DMSO), Wnt3a (20 ng/ml), R-Spondin1 (500 ng/ml), Norrin (25
ng/ml) und DKK1, (0,1 pg/ml). Am 8. Tag erfolgte die Zugabe von BrdU (1 uM) fur 24
h und die weitere Kultivierung der Einzelspharen nach einem Mediumwechsel fur 7
Tage unter Differenzierungsbedingungen. Danach wurden die Kulturen fixiert, immun-
zytochemisch gegen BrdU (rot) und B-Tubulin 11l (griin) geférbt und anschlieRend aus-
gewertet. Quantifiziert wurde der jeweilige prozentuale Anteil der BrdU/3-Tubulin II-
doppelgefarbten Zellen zur Gesamtzahl der BrdU-positiven Zellen aus 3 unabhan-
gigen Experimenten. Im Boxplot dargestellt sind jeweils der Median, das erste und
dritte Quartil sowie der zugehdrige Maximal- und Minimalwert. Signifikante Unter-
schiede zwischen der jeweiligen Behandlung und der Kontrollgruppe bzw. zwischen
SB216763 und der DMSO-Gruppe sind mit einem Stern gekennzeichnet. (p<0,05;
One-way ANOVA on Ranks mit nachfolgendem Dunn's Post-Hoc-Test).

Zur Quantifizierung der ermittelten Werte wurde der prozentuale Anteil der
BrdU/R-Tubulin lll-doppelmarkierten Zellen zur Gesamtzahl der BrdU-positiven
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Zellen in den jeweiligen Pharmaka-behandelten Gruppen ausgewertet (Abb. 18).
Nachfolgend sind die entsprechenden Mediane von jeweils 11 bis 19 Spharen
aus drei unabhangigen Experimenten aufgelistet: Kontrolle 7,6 %; DMSO-Kon-
trolle: 8,1 %; SB216763: 12,3 %; Wnt3a: 12,5 %; R-Spondin1: 16,2 %; Norrin:
9,7 %; DKK1: 7 % (Abb. 18).

In der Zusammenfassung zeigen die Ergebnisse, dass die jeweilige Behandlung
mit SB216763, Wnt3a oder R-Spondin1 in der Proliferationsphase signifikant den
Anteil der BrdU/R-Tubulin Ill-doppelmarkierten neuralen Zellen im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrollen nach der Differenzierung erhdhte (SB216763 +
52 %, Wnt3a + 64 %, R-Spondin1 + 113 % (p<0,05; One-way ANOVA on Ranks
mit nachfolgendem Dunn's Post-Hoc-Test), (Abb. 18).

Die Experimente belegen, dass eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs in der Pro-
liferationsphase die intestinale Neurogenese nach der Differenzierung in vitro sti-
muliert.

Der Frizzled-4-Agonist Norrin hatte keine signifikante Wirkung in der verwende-
ten Konzentration.

Interessanterweise zeigte der Wnt-Antagonist DKK1, der in den zuvor durchge-
fuhrten Untersuchungen das Spharenwachstum forderte, keinen Effekt auf die

Neurogenese der ENS-Progenitoren.

Hinweis: Die experimentellen Daten zum Einfluss des Whnt-Signalwegs auf die
Neurogenese von ENS-Progenitoren wurden am Kongress ,4th Congress on
Regenerative Biology and Medicine“ 2010 in Stuttgart présentiert und das Abs-
tract in der Zeitschrift , Tissue Engineering Part A“ publiziert (Zhang et al. 2011).
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4. Diskussion

41 Expansion, Differenzierung und Charakterisierung von neo- und

postnatalen ENS-Vorlauferzellen des Darms

Zwei Hauptziele wurden im Rahmen der Promotionsarbeit verfolgt: Zum einen
sollte in der Zellkultur das Proliferations- und Differenzierungspotential von ENS-
Progenitoren vergleichend bei zwei Entwicklungsstadien der Maus bestimmt
werden. Zum anderen wurde der Einfluss des kanonischen Wnt-Signalwegs auf

die Proliferation von neonatalen murinen ENS-Vorlauferzellen in vitro untersucht.

Zellkultivierung von neo- und postnatalen ENS-Progenitoren der Maus und
der Ratte

Fur die Bearbeitung der beiden Hauptarbeitsziele wurden ausgehend von den
vorhandenen Protokollen zunachst die notwendigen praparativen Techniken und
Zellkulturverfahren fur die jeweiligen Fragestellungen weiterentwickelt.

Unter Verwendung eines definierten serumfreien Basalmediums und durch den
Zusatz von spezifischen Wachstumsfaktoren wie basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) und Epidermal Growth Factor (EGF) bildeten die aus der Tunica muscu-
laris enzymatisch vereinzelten Zellen in der Zellkultur zunachst kleinere Zellver-
bande in Form von Spharoiden, die mit fortschreitender Kulturdauer an Anzahl
und GrofRe zunahmen. Der in der Promotionsarbeit verwendete BrdU-Prolifera-
tionsassay belegte dabei die Zellproliferation in den enterischen Spharoiden wah-
rend der Expansionsphase. Um bei den pharmakologischen Untersuchungen
mogliche Wechselwirkungen und Fusionen mehrerer zusammen kultivierter
Spharen auszuschlielten, wurde im Zusammenhang mit der Promotionsarbeit ein
Verfahren zur Einzelspharen-Generierung und Kultivierung etabliert (Zhang et al.
2017).

Die Expansion von Spharoiden bzw. neuralen ENS-Progenitoren aus Darmge-
weben postnataler Mause und Ratten wurde bereits in der ersten Dekade des 21.
Jahrhunderts von mehreren Arbeitsgruppen unter Einsatz unterschiedlicher Ver-
fahren und Zellkulturmedien beschrieben (Kruger et al. 2002, Bondurand et al.

2003, Suarez-Rodriguez und Belkind-Gerson 2004). Das in der Promotionsarbeit
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verwendete Grundprotokoll der Arbeitsgruppe am Anatomischen Institut in
Tubingen zur Isolation und Kultivierung von murinen enterischen Progenitoren
wurde erstmals 2007 publiziert und abhangig von den Zellsystemen in einem
stetigen Prozess weiterentwickelt (Metzger et al. 2007a, Metzger et al. 2007b,
Mohr et al. 2013, Zhang et al. 2017).

Die in der Promotionsarbeit genutzte Methode zur Generierung der Spharen aus
der Tunica muscularis bedingt, dass diese Kulturform eine ,Mischkultur® mit un-
terschiedlichen Zellpopulationen darstellt. Diese Spharen, die sich Uberwiegend
aus Nestin- und/oder p75NTR-positiven ENS-Zellen zusammensetzen, beinhalten
ebenfalls mesenchymale Zellen, die nach einer Differenzierung unter anderem
den glattmuskularen Marker Smooth Muscle Actin exprimieren (Kruger et al.
2002, Suarez-Rodriguez und Belkind-Gerson 2004, Dettmann et al. 2014). Die
,Mischspharen® wurden in der Dissertationsschrift daher als ,Enterospharen” und
nicht als ,Neurospharen® bezeichnet.

Transgene Reporter-Maus-Systeme bieten eine Option, mittels FACS-Sorting
neurale Zellen Uber spezifische Neuralleisten-Marker wie Ednrb, Wnt1 oder RET
aus dem Darmgewebe aufzureinigen (Hotta et al. 2013, Binder et al. 2015, Zhang
et al. 2017). Mit dieser Technik kdnnen mit den so selektierten Zellen enterische
Neurospharen mit einem hohen Gehalt an neuralen Progenitoren in der Zellkultur
generiert werden.

Es ist jedoch zu betonen, dass je nach Fragestellung beide In vitro-Modelle so-
wohl Vorteile als auch Nachteile aufweisen:

Enterospharen sind in Bezug auf die In vivo-Situation organotypischer und bieten
die Option, Wechselwirkungen innerhalb der Sphare zwischen neuralen und
mesenchymalen Zellen mit zu erfassen. Gerade in Hinblick auf neurale Entwick-
lungsprozesse spielen Interaktionen von Zellen aus der neuroektodermalen Linie
mit mesenchymalen Zellabkdmmlingen eine wichtige Rolle (Hao et al. 2016, York
und McCauley 2020).

Andererseits kann es je nach der Fragestellung beim Gewebemodell der Entero-
spharen von Nachteil sein, dass die gewonnenen Erkenntnisse aufgrund des
komplexeren Modells im direkten Vergleich zu aufgereinigten ENS-Neurospha-

ren eine hohere Varianz aufweisen. Eine weitere Limitation der Enterospharen-
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Kulturen liegt naturgemaf darin, dass die beobachteten Effekte nicht ausschlief3-
lich neuralen Zellen zugeordnet werden konnen.

Idealerweise ist es daher sinnvoll, beide In vitro-Modelle fur grundlegende Aspek-
te der ENS-Stammzellforschung zu nutzen.

Im Allgemeinen besitzen die in vitro expandierten ENS-Progenitoren sowohl in
Enterospharen als auch in ENS-Neurospharen die multipotente Fahigkeit, sich in
gliale und neuronale Zellsubtypen zu differenzieren (Burns et al. 2016). Die Zell-
differenzierung der ENS-Progenitoren zu enterischen Neuronen und Gliazellen
kann dabei durch Austausch des Expansions-Zellkulturmediums mit einem Diffe-
renzierungs-Zellkulturmedium, welches eine unterschiedliche Komponentenzu-
sammensetzung aufweist, zielgerichtet induziert werden (Kruger et al. 2002,
Metzger et al. 2007b, Mohr et al. 2013).

Charakterisierung kultivierter ENS-Progenitoren der Maus und Ratte

Durch Modifikation der Zellkulturbedingungen lassen sich verschiedene neuro-
nale Subtypen aus den expandierten enterischen Spharen differenzieren. Von
mehreren Arbeitsgruppen konnten dabei folgende neuronale Marker bei Nagern
mittels Immunzytochemie identifiziert werden: PGP9.5, HuC/D, R-Tubulin lII,
Peripherin, vasoaktives intestinales Peptid (VIP), Acetylcholinesterase, neurona-
le Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS1), Serotonin, Tyrosinhydroxylase, Calci-
tonin Gene-Related Peptide, Substanz P sowie Peptid YY (Kruger et al. 2002,
Bondurand et al. 2003, Suarez-Rodriguez und Belkind-Gerson 2004, Hegewald
et al. 2011, Hotta et al. 2013, Dettmann et al. 2014, Binder et al. 2015).

In der Promotionsarbeit wurden zur Identifizierung der Neurone Antikdrper gegen
die NOS1, HuC/D sowie B-Tubulin Ill und fir die Detektion der Gliazellen Anti-
korper gegen GFAP und S100R verwendet.

Neben den immunzytochemischen Untersuchungen tragen mRNA-Genexpres-
sionsstudien unter Verwendung von quantitativer RT-PCR- und DNA-Microarray-
analysen dazu bei, postnatale ENS-Progenitoren weitergehend zu charakteri-
sieren (Hegewald et al. 2011, Mohr et al. 2013, Di Liddo et al. 2015, Neckel et al.
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2016). Ausgehend von dem von der Tubinger Arbeitsgruppe erarbeiteten Proto-
koll zur Zellisolierung und Kultivierung der Enterospharen wurde beispielsweise
der Einfluss des Schilddrisenhormons Triiodthyronin auf die frihe Differenzie-
rung von murinen Enterospharen mit einem Affymetrix-Gene-Chip-System unter-
sucht (Mohr et al. 2013). Dabei konnten 338 durch Triiodthyronin regulierte Gene
erfasst werden, von denen 67 Gene bekannt sind, die direkt an der Entwicklung
und Funktion des Nervensystems beteiligt sind (Mohr et al. 2013).

In einer zweiten nachfolgenden Arbeit unter Verwendung von Microarraychips
wurden proliferierende Enterospharen im Vergleich zu differenzierenden Zell-
kulturen auf Genexpressionsebene analysiert. In dieser Studie lieen sich ins-
gesamt 1333 regulierte Gene detektieren, die mit dem Zellzyklus, der Apoptose,
der neuralen Proliferation und neuralen Differenzierung in Verbindung stehen.
Wie zu erwarten, waren viele aus der Literatur bekannte Proliferationsmarker in
der Expansionsphase der Enterospharen hochreguliert, wahrend neuronale und

gliale Differenzierungsmarker nur gering exprimiert wurden (Neckel et al. 2016).

Elektrophysiologische Analysen bieten die Moglichkeit, funktional die in der Zell-
kultur zu Neuronen differenzierten ENS-Progenitoren zu charakterisieren. In Zu-
sammenarbeit mit dem Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut in
Reutlingen wurde mittels elektrophysiologischer Ableitungen der Nachweis er-
bracht, dass die in Tubingen kultivierten murinen Neurone funktionale neuronen-
spezifische spannungsabhangige Natriumkanale exprimierten (Dettmann et al.
2014). Darluber hinaus konnte im Rahmen der Promotionsarbeit mittels BrdU-
Komarkierungstechniken erstmals belegt werden, dass die elektrophysiologisch
abgeleiteten Nervenzellen sich definitiv aus proliferierenden ENS-Progenitoren

differenziert hatten.

Untersuchungen zum Integrationspotential von kultivierten ENS-Progenitoren in
ein Empfangergewebe stellen eine weitere Moglichkeit zur Charakterisierung
dieses Zellpools dar. Dazu wurden unterschiedliche Transplantationsstudien in
Gewebekultur- und Tiermodellen durchgefuhrt (Burns et al. 2016). In diesen

Studien liel3 sich zeigen, dass postnatale ENS-Progenitoren per se das Potential
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aufweisen, sich im Empfangergewebe zu differenzieren und sogar neuronale
Netzwerke im Tiermodell ausbilden kénnen (Pan et al. 2011, Hotta et al. 2013,
Dettmann et al. 2014). Hotta und Mitarbeiter konnten durch aufwendige elektro-
physiologische Ableitungen von implantierten ENS-Progenitoren belegen, dass
sich die embryonalen und postnatalen Vorlauferzellen im Empfangergewebe in
elektrophysiologisch aktive Neurone differenzierten (Hotta et al. 2013). In dieser
Arbeit wurden nach einem FACS-Sorting von EdnrbKk- oder Ret™M-positiven
neuralen Progenitoren fotale und postnatale Neurospharen der Maus in der Zell-
kultur generiert und nachfolgend in den Dickdarm von postnatalen Mausen trans-
plantiert. Die aus den transplantierten Zellen differenzierten Neurone wiesen da-
bei neurochemische und elektrophysiologische Merkmale auf, die denen der
enterischen Neurone in vivo ahneln (Hotta et al. 2013).

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse aus den Implantationsexperimenten
bedarf es noch umfangreiche tierexperimentelle Studien, um zu evaluieren, in-
wieweit diese Transplantate zuverlassig einen funktionalen Anschluss an das
ENS in allen Darmwandschichten des Empfangergewebes eingehen und somit
in der Lage sind, intestinale Drisen, Blutgefale sowie die Muskulatur adaquat

zu regulieren.

Humane ENS-Vorlauferzellen

Nicht nur bei Mausen und Ratten, sondern auch im humanen System lie3en sich
von mehreren Arbeitsgruppen postnatale neurale Progenitoren in der Zellkultur
nachweisen (Burns et al. 2016). Neben immunzytochemischen Charakterisie-
rungen wurden in Analogie zu den Experimenten bei den Nagern ebenfalls Gen-
expressionsanalysen sowie Transplantationsstudien in Gewebe- und Tiermodel-
len durchgefiihrt (Almond et al. 2007, Lindley et al. 2009, Hetz et al. 2014, Binder
et al. 2015, Schmitteckert et al. 2019). In den ersten publizierten Arbeiten wurden
zunachst Zellkulturen von frih postnatalen humanen Geweben angelegt (Rauch
et al. 2006, Alimond et al. 2007).

In einer im Jahr 2009 spater erschienenen Publikation wurde experimentell be-
legt, dass auch aus einer Biopsieprobe der Darmschleimhaut eines 17-jahrigen

Patienten neurale Progenitoren isoliert werden konnten, die sich nachfolgend in
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der Zellkultur proliferieren und sich zu unterschiedlichen neuronalen Subtypen
differenzieren lielien (Metzger et al. 2009b). Dartber hinaus konnten die Autoren
exemplarisch zeigen, dass die in der Zellkultur expandierten humanen Progeni-
toren in aganglionaren Explantatdarmgewebekulturen, welche von Resektaten
von Hirschsprungpatienten prapariert wurden, einwanderten und sich im Empfan-
gergewebe differenzierten. Die Ergebnisse aus dieser Publikation sind in Bezug
auf zwei Aspekte bedeutsam: Erstens liel3 sich beweisen, dass sich aus der kind-
lichen menschlichen Darmschleimhaut (Tunica mucosa) ENS-Progenitoren iso-
lieren lassen; bei den meisten Arbeiten werden die ENS-Progenitoren aus der
Tunica muscularis gewonnen. Zweitens eréffnen diese Erkenntnisse eine weiter-
gehende Option fur vereinfachte autologe Zelltherapien am menschlichen Darm.
Mittels endoskopischer Verfahren ware es damit mdglich, zellschonend und we-
niger aufwendig Gewebeproben der Darmschleimhaut fur zelltherapeutische Ver-
fahren zu gewinnen. Somit kdnnte dem Problem einer limitierten Verfligbarkeit
von geeignetem Gewebematerial flr propagierte autologe Zelltransplantationen
bei ENS-abhangigen Erkrankungen wie beispielsweise bei der Hirschsprung-
erkrankung begegnet werden.

Fir eine erfolgreiche Etablierung einer Zelltherapie unter Verwendung von ENS-
Progenitoren mussen jedoch noch weitere wichtige Aspekte betrachtet werden:
1. Die Standardisierung der Zellkulturprotokolle, die eine Generierung von aus-
reichendem Zellmaterial implementieren, 2. Die zellbiologische Sicherheit der ex-
pandierten Vorlauferzellen, 3. Das Differenzierungspotential der Progenitorzellen
in unterschiedliche neuronale und gliale Zellsubtypen, 4. Die ortspezifische funk-
tionale Integrationsleistung in das Empfangerdarmgewebe sowie 5. Die zellscho-
nende und zielgerichtete Applikation der Zellen in das Empfangergewebe.

Eine weitere Zellkulturstudie unter Verwendung von humanen Gewebeproben
von 37 adulten Patienten wurde ebenfalls 2009 publiziert (Metzger et al. 2009a).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich ENS-Progenitoren auch aus
Darmgewebe von Patienten mit einem Alter von uber 50 Jahren isolieren lassen.
Neben der Detektion der neurospezifischen Marker auf Protein- und mRNA-
Ebene lieRen sich mittels elektrophysiologischer Ableitungen neuronenspezi-

fische spannungsabhangige Natriumkanale auf den differenzierten Nervenzellen
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nachweisen (Metzger et al. 2009a).

Interessanterweise gelang die Proliferation der ENS-Progenitoren aus adultem
Material nur, wenn dem Proliferationsmedium konditioniertes Medium von fotalen
ENS-Zellkulturen zugesetzt wurde. Es kann daher die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass im Zellkulturmedium fotaler ENS-Zellen sekretierte Wachstumsfakto-
ren vorliegen, die fur die Proliferation von adulten ENS-Progenitoren vorteilhaft
sind. In diesem Zusammenhang wurde in einer Genexpressionsstudie an ZNS-
Stammzellen von Deleyrolle und Mitarbeitern gezeigt, dass kultivierte neurale
Stammzellen aus dem Rickenmark etwa 50 verschiedene Zytokine und weitere

sezernierte Faktoren exprimieren (Deleyrolle et al. 2006).

4.2 Entwicklungsabhidngige Unterschiede zum Proliferations- und

Differenzierungspotential von ENS-Progenitoren in vitro

Eine Fragestellung der Promotionsarbeit lag darin zu klaren, in welchem Ausmaf}
das Wachstumsverhalten von neuralen Vorlauferzellen des Darms in der Zell-
kultur vom Entwicklungsstadium des Organismus abhangt. ENS-Progenitoren
konnen als zellulare Abkommlinge von Neuralleisten-Zellen sowohl von em-
bryonalem als auch von postnatalem Gewebe in vitro expandiert und zu glialen
und neuronalen Zellen differenziert werden (Burns et al. 2016).

In verschiedenen Studien wurde in der Zellkultur das Entwicklungspotential von
ENS-Progenitoren aus embryonalen und postnatalen Geweben von Nagern mit
unterschiedlichen methodischen Ansatzen untereinander verglichen (Kruger et
al. 2002, Bondurand et al. 2003, Hotta et al. 2013, Tian et al. 2021).

Im Gegensatz zu diesen Arbeiten wurde bei der Konzeption der Promotionsarbeit
bewusst ein enges Entwicklungszeitfenster um den Zeitpunkt der Geburt fur die
vergleichenden Untersuchungen gewahlt. Dazu wurden die Zellkulturen aus mu-
rinen Darmgeweben des spatfotalen Entwicklungsstadiums (E18) und neuge-
borener Mause (P0) angelegt. Zwischen beiden Entwicklungsstadien liegen bei
der Maus lediglich zwei Entwicklungstage.

Zur Durchfuhrung der Zellkulturexperimente wurden die sich bildenden Entero-

spharen expandiert und mit dem Proliferationsmarker BrdU inkubiert. Nach einer
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anschlieBenden Differenzierungsphase erfolgte die immunzytochemische Analy-
se der BrdU-positiven Neurone, Gliazellen und glatten Muskelzellen.

Die quantifizierten Daten der Promotionsarbeit ergaben, dass die neuronalen
Vorlauferzellen aus den fotalen E18-Mausen gegenuber neonatalen ENS-Zellen
ein deutlich hdéheres proliferatives Potential in der Zellkultur aufwiesen. Der pro-
zentuale Anteil der BrdU/R-Tubulin Ill-doppelmarkierten Neurone zur Gesamt-
anzahl der R-Tubulin lll-positiven Neurone lag bei der E18-Gruppe um 29 %
héher im Vergleich zur PO-Gruppe. Bei den Analysen der HuC/D-positiven Neu-
rone betrug der Unterschied zwischen den Entwicklungsstadien E18 und PO
37 %.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in vivo zum Zeitpunkt der Geburt (PO) im
Gegensatz zum spatfétalen Stadium (E18) der Anteil an neuronalen Progenitoren
im Darmgewebe signifikant vermindert ist.

Bei den nicht-neuronalen Zellen konnte der oben beschriebene Zusammenhang
mit den verwendeten Methoden in der Promotionsarbeit nicht nachgewiesen wer-
den. Sowohl bei den untersuchten GFAP- und S100R-positiven glialen Zellen als
auch bei den Smooth Muscle Actin-positiven glatten Muskelzellen lieRen sich bei
beiden untersuchten Entwicklungsstadien keine signifikanten Unterschiede im
Verhaltnis der BrdU-positiven Zellen zur jeweiligen Gesamtzellzahl feststellen.
Diesbezuglich muss hier auch auf die Limitation der verwendeten BrdU-Mar-
kierungsmethode hingewiesen werden. Im Gegensatz zu den Neuronen zeigen
differenzierte Gliazellen und glatte Muskelzellen eine mitotische Aktivitat. Des-
halb kénnen sich bei diesen Zelltypen BrdU-positive Zellen auch in der Differen-
zierungsphase weiter teilen und das in der Expansionsphase inkorporierte BrdU
an die Tochterzellen weitergeben. Dies fuhrt zu Verschiebungen bei der BrdU-
positiven Zellpopulation in der Differenzierungsphase. Es kann somit nicht unter-
schieden werden, ob die detektierten BrdU-positiven Gliazellen oder glatten
Muskelzellen sich ausschlielYlich in der Expansionsphase oder zusatzlich auch
wahrend der Differenzierung geteilt haben. Dessen ungeachtet kann aber auch
nicht ausgeschlossen werden, dass das Entwicklungsstadium zwischen den
Zeitraumen E18 und der Geburt einen Einfluss auf die Proliferationsrate von

nicht-neuronalen Zellen in der Expansionsphase der Zellkultur ausubt.
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Das in der Promotionsarbeit beobachtete Phanomen, dass mit zunehmendem
Entwicklungsstadium das Proliferationspotential von neuronalen ENS-Progeni-
toren in der Zellkultur abnimmt, lie sich ebenfalls in weiteren Publikationen
belegen. In diesen Arbeiten wurden jedoch im Gegensatz zu den Untersuchun-
gen der Promotionsarbeit Entwicklungsstadien mit groReren Intervallen miteinan-
der verglichen (postnatale Stadien P2 - P15 versus embryonale Stadien E11 -
E14), (Kruger et al. 2002, Bondurand et al. 2003, Tian et al. 2021). Es war daher
zu Beginn der Promotionsarbeit nicht abzusehen, dass sich bereits bei einem
Unterschied von zwei Entwicklungstagen (E18 versus P0) ein deutlicher Effekt

auf die Neurogenese in der Zellkultur nachweisen liel3.

Eine umfangreiche Analyse zum Differenzierungspotential von embryonalen und
postnatalen ENS-Progenitoren zu neuronalen Subtypen wurde von Kruger und
Mitarbeiter durchgeflihrt (Kruger et al. 2002). Im Vergleich zum embryonalen Ent-
wicklungsstadium E14 konnte ein deutlich reduziertes Differenzierungspotential
von postnatalen ENS-Stammzellen zu noradrenergen und serotonergen Neuro-
nen beobachtet werden, wahrend sich bei der Differenzierung zu VIP-, NOS1-
und Neuropeptid Y-positiven Nervenzellen keine Unterschiede feststellen liel3en.
Das Differenzierungspotential der Progenitoren wurde ebenfalls in zwei ausfihr-
lichen tierexperimentellen Implantationsstudien untersucht. Dazu wurden embry-
onale und postnatale ENS-Vorlauferzellen in adulte Darme der Maus bzw. der
Ratte implantiert. Bei beiden Tiermodellen konnten keine entwicklungsabhangi-
gen Unterschiede zum allgemeinen Differenzierungspotential der ENS-Vorlaufer-
zellen in vivo zu Peripherin-, Acetylcholinesterase- und NOS1-positiven Neuro-
nen beobachtet werden (E13/14 versus P4, Maus), (Hotta et al. 2013) und (E14
versus P2; Ratte), (Tian et al. 2021).

Die tierexperimentelle Studie von Tian und Mitarbeiter zeigte aber, dass im Unter-
schied zum Differenzierungspotential die implantierten embryonalen ENS-Proge-
nitoren eine hohere Uberlebens- und Migrationsrate im adulten Empfangergewe-
be im Vergleich zu den postnatalen ENS-Vorlauferzellen aufweisen (Tian et al.
2021).
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4.3 Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Proliferation von ENS-Progeni-

toren in vitro

Der Wnt-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle bei der Stammzellhombostase
verschiedener Gewebe und beeinflusst dabei in hohem Male zellulére Prozesse
der Gewebeerneuerung und Regeneration (Clevers et al. 2014).

In Bezug auf das enterische Nervensystem in vivo wurde in der Vergangenheit
vor allem der Wnt-Einfluss auf die embryonale und fotale Entwicklung wissen-
schaftlich betrachtet. In Kombination mit unterschiedlichen Signalmolekilen wie
beispielsweise Bone Morphogenetic Proteins, FGF’s, Notch, Retinolsaure, Neu-
rotrophin3 oder GDNF steuert der Wnt-Signalweg die Induktion und Determina-
tion der Neuralleiste sowie die embryonale Neurogenese des ENS (Schmidt und
Patel 2005, Basch und Bronner-Fraser 2006). Der Einfluss des Wnt-Signalwegs
in diesem System wird exemplarisch bei Knockout-Mausen deutlich, bei denen
der Wnt-Rezeptor Frizzled-3 ausgeschaltet ist. Diese Tiere zeigen in der Embryo-
genese des ENS deutliche Storungen in der Ausbildung des neuronalen Netz-
werks (Sasselli et al. 2013).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen sollte in der Promotionsarbeit der Einfluss
des Wnt-Signalwegs auf die Proliferation von postnatalen ENS-Vorlauferzellen in
der Zellkultur untersucht werden.

Dazu wurden einzeln kultivierte Enterospharen in der Expansionsphase mit BrdU
und mit stimulierenden und hemmenden Substanzen des Wnt-Signalwegs wie
SB216763, Wnt3a, R-Spondin1, Norrin und Dickkopf-Related Protein 1 (DKK1)
inkubiert. AnschlieRend wurde das Spharenwachstum sowie in einem weiteren
Ansatz nach der Differenzierungsphase die Neubildung der Neurone analysiert.
Wnt3a, SB216763, R-Spondin1 und Norrin kdnnen Uber verschiedene Mechanis-
men den Wnt-Signalweg aktivieren bzw. verstarken (Guezguez et al. 2014), wah-
rend DKK1 ein Wnt-Antagonist darstellt (Seménov et al. 2001).

Wnt3a gehort zur Gruppe der Wnt-Moleklle, die in vivo Uber Frizzled-Rezeptoren
den kanonischen Wnt-Signalweg aktivieren (He et al. 2015). SB216763 ist ein
Inhibitor der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3), erhéht dadurch intrazellular die
R-Catenin-Konzentration und stimuliert somit ebenfalls den kanonischen Wnt-

Signalweg (Kirby et al. 2012). R-Spondine verstarken die Wnt-Signalwege Uber
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Interaktionen mit LGR-Rezeptoren oder Heparansulfat-Proteoglykanen (Dubey
et al. 2020, Rim et al. 2022). Das sekretorische Protein Norrin aktiviert Gber eine
Bindung an Frizzled-4 den kanonischen Wnt-Signalweg (Ohlmann und Tamm
2012).

Die Untersuchungen aus der Promotionsarbeit ergaben, dass sowohl Wnt3a,
R-Spondin1 und SB216763 als auch Uberraschenderweise der Wnt-Antagonist
DKK1 in den eingesetzten Konzentrationen signifikant das Spharenwachstum
von einzeln kultivierten Enterospharen gegenuber den entsprechenden Kontrol-
len steigerten.

Di Liddo und Mitarbeiter beschrieben bei der Ratte ebenfalls einen Wachstums-
fordernden Effekt von Wnt3a in Spharenkulturen (Di Liddo et al. 2015). Im huma-
nen System konnte der Einfluss des Wnt-Signalweges gleichfalls bestatigt wer-
den. Uber eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Verwendung
des GSK3-Inhibitors CHIR-99021 liel® sich die Proliferationsrate von kultivierten

humanen P75-selektierten-Progenitoren deutlich erhéhen (Rollo et al. 2016).

Die in der Promotionsarbeit erarbeiteten Daten zum Spharenwachstum legten
die Grundlage flir weitergehende Untersuchungen der TUbinger Arbeitsgruppe
am Anatomischen Institut, die 2017 publiziert wurden (Zhang et al. 2017):

RT-PCR-Analysen an murinen Enterospharen belegten die Expression der Frizz-
led-Rezeptoren 1 bis 10 und der Ko-Rezeptoren LRP 5 und 6. Die Zugabe von
Wnt3a und SB 216763 flhrte zu einer intrazellularen Akkumulation von 3-Catenin
in den Zellen der Enterospharen, was auf die Beteiligung des kanonischen Wnt-
Signalwegs hinweist. Des Weiteren zeigten Genexpressionsanalysen, dass
Wnt3a bekannte Zielgene des kanonischen Wnt-Signalwegs wie Axin2, LEF1
und LGR5 hochreguliert. Die quantitative Auswertung von immunhistologischen
Farbungen zum Zellproliferationsmarker Ki67 bestatigten zudem die proliferative

Wirkung von Wnt3a in der Expansionsphase der Kultivierung (Zhang et al. 2017).
Interessanterweise konnte bei den Experimenten in der Promotionsarbeit, bei

denen einzeln kultivierte Enterospharen untersucht wurden, beobachtet werden,

dass bei den unbehandelten Kontrollen die einzeln kultivierten Enterospharen
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trotz der Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF nicht an Gréfke zunah-
men; im Gegensatz zu ENS-Kulturverfahren, bei denen eine Vielzahl von Spha-
ren zusammen in einem Kulturgefal kultiviert werden (Mohr et al. 2013).

Dies konnte moglicherweise darin begrindet sein, dass bei der Einzelspharen-
kultivierung auf Grund der zu geringen Zellmasse nicht ausreichend autosekre-
tierende Wachstumsfaktoren gebildet werden, die die Proliferation stimulieren
und/oder eventuell eine Apoptose der Zellen hemmen. Bei diesen autosekretie-
renden Faktoren kdnnten moglicherweise auch Wnt-Rezeptorliganden beteiligt
sein. In diesem Zusammenhang wurde in DNA-Microarrayanalysen die mRNA-
Genexpression von Wnt-Molekilen in proliferierenden Enterospharen nachge-
wiesen (Neckel et al. 2016).

In Bezug auf die Neurogenese liel3 sich in der Promotionsarbeit ein stimulieren-
der Effekt von Wnt3a, SB216763 und R-Spondin1 auf den prozentualen Anteil
der neugebildeten Neurone in Bezug zur Gesamtzahl der proliferierenden Zellen
in den Enterospharen feststellen, wenn die Substanzen in der Proliferationspha-
se zugegeben wurden. In einer nachfolgenden Studie konnte dieser Wnt-Effekt
ebenfalls in ,aufgereinigten® ENS-Spharen bestatigt werden. In diesen Experi-
menten wurden die intestinalen Neurospharen von Wnt1-Cre2-Reportermausen
generiert (Zhang et al. 2017). Bei diesen transgenen Tieren sind alle neuralen
Zellabkdmmlinge der embryonalen Neuralleistenzellen im Darm fluoreszenzmar-
kiert und kdnnen somit GUber FACS-Sorting fur die Zellkulturexperimente aufge-
reinigt werden. Mit dieser Methode wurde ausgeschlossen, dass die in den
Enterospharen beobachteten Wnt-Effekte von Bindegewebs- und glatten Muskel-
zellen abhangig sind.

Dartber hinaus belegten weiterflihrende Experimente, dass die Neubildung von
Neuronen nicht nur bei murinen ENS-Progenitoren, sondern auch bei humanen
ENS-Vorlauferzellen durch Wnt3a stimuliert werden kann (Zhang et al. 2017).

In der Promotionsarbeit zeigte der Frizzled-4-Rezeptor-Agonist Norrin weder
beim Spharenwachstum noch bei der Neurogenese einen signifikanten Effekt.
Ausfuhrliche Dosis-Wirkungsanalysen sind noétig, um definitiv eine proliferative

Wirkung von Norrin auf ENS-Progenitoren auszuschlie3en. Andererseits kdnnten
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hier auch andere zellulare Prozesse eine Rolle spielen. So wird Norrin in der
Retina nicht nur mit der Zellproliferation, sondern auch mit der Zellmigration und
einer neuroprotektiven Wirkung in Zusammenhang gebracht (Ohlmann und
Tamm 2012). Die Untersuchungen zu Norrin sind deswegen interessant, da das
Protein hochspezifisch an den Frizzled-4-Rezeptor bindet. Die Expression von
Frizzled-4 konnte sowohl in murinen als auch in menschlichen Enterospharen
aus dem Darm nachgewiesen werden (Zhang et al. 2017, Neckel et al. 2019).
Antikorperfarbungen gegen Frizzled-4 belegten dabei eine Anfarbung von neu-
ralen Zellpopulationen des humanen ENS (Nothelfer et al. 2016). FACS-Analy-
sen bestatigten die immunhistologischen Daten, dass Frizzled-4-positive ENS-
Zellen eine Subpopulation der p75NTR-exprimierenden Zellen darstellen. In patho-
logischem Hirschsprunggewebe, bei dem die Ganglienzellen des Dickdarms von
oral nach anal abnehmen, konnte dabei ebenfalls eine Reduktion der Frizzled-4-
positiven ENS-Zellen beobachtet werden (Nothelfer et al. 2016).

Daruber hinaus gelang es mittels FACS-Sorting, Frizzled-4-positive Zellen aus
kindlichem Darmgewebe zu isolieren, die sich in der Zellkultur zu ENS-Spharen
entwickelten und nachfolgend zu Gliazellen und Neuronen differenzieren lie3en
(Neckel et al. 2019).

Ein interessanter Aspekt in der Promotionsarbeit stellt die Beobachtung dar, dass
der Wnt-Antagonist DKK1, der in den Experimenten das Enterospharenwachs-
tum forderte, keinen Effekt auf die Neurogenese der ENS-Progenitoren in der
Zellkultur ausubte. Diese Diskrepanz kdnnte auf unterschiedliche Ursachen zu-
rickzufihren sein. Einerseits ware es denkbar, dass DKK1 die Proliferation vor-
zugsweise von nicht-neuralen Zellpopulationen in den Enterospharen stimuliert.
Andererseits ware es aber auch mdglich, dass in der Expansionsphase durch
Induktion der Apoptose der Anteil der differenzierenden Neurone beeinflusst

wird.

Zusammenfassend ergeben die experimentellen Daten aus der Promotionsarbeit
und der Literatur, dass die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in der
Proliferationsphase die Neurogenese von postnatalen ENS-Progenitoren stimu-

liert. Inwieweit sowohl der kanonische R-Catenin-abhangige Signalweg als auch
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nicht-kanonische Wnt-Signalwege in vitro weitere zellulare Prozesse wie die Dif-
ferenzierung oder Migration beeinflussen, sind flr das postnatale Entwicklungs-
stadium noch weitgehend ungeklart. Ebenso ist der Einfluss des Wnt-Signalwegs
in vivo auf den postnatalen ENS-Progenitorzellpool sowie auf Regenerationspro-
zesse des ENS im Darm gréftenteils unerforscht.

Deutlich fortgeschrittener sind die Erkenntnisse zu den Wnt-Signalwegen in Be-
zug auf die Regulation von postnatalen neuralen Stammzellen und Stammzell-
nischen des zentralen Nervensystems wie beispielsweise bei der Subventrikular-
zone oder beim Hippocampus (Prakash und Wurst 2007, Michaelidis und Lie
2008, Inestrosa und Varela-Nallar 2015, Hirota et al. 2016, Rosenbloom et al.
2020).

Die in der Vergangenheit haufig verwendete vereinfachte Darstellung, dass Zell-
funktionen wie die Zellproliferation, Determination, Migration und Differenzierung
entweder dem kanonischen oder einem nicht-kanonischen Wnt-Signalweg zuge-
ordnet werden kdnnen, lasst sich aufgrund neuerer Erkenntnisse nicht aufrecht-
erhalten, da die verschiedenen Wnt-Signalwege sich gegenseitig beeinflussen
kénnen und mit weiteren entwicklungsbeeinflussenden Signalwegen stark ver-
netzt sind (Bengoa-Vergniory und Kypta 2015). Daher wird postuliert, dass fur
die Regulation der Stammzell- und Progenitorpopulationen ein Zusammenspiel
zwischen kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegen zwingend erfor-
derlich ist (Bengoa-Vergniory und Kypta 2015).

In diesem Bezug ist ebenfalls zu betonen, dass selbst bei Betrachtung der kano-
nischen Wnt-Signalkaskade verschiedene Publikationen belegen, dass dieser
Signalweg sowohl die Proliferation als auch die Zelldetermination und Differen-
zierung von ZNS-Progenitoren aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien akti-
vieren kann (Bengoa-Vergniory und Kypta 2015).

Maoglicherweise hangt dieses Phanomen damit zusammen, dass die Zellen unter-
schiedliche entwicklungsabhangige Expressionsmuster der Wnt-Rezeptoren auf-
weisen. Dies fuhrt dazu, dass verschiedene Wnt-Signalwege bzw. weitere Sig-
nalkaskaden, die wiederum miteinander wechselseitig kommunizieren kdnnen,
bei der Zellregulation angeschaltet werden. Zusatzlich spielen die verschiedenen

zellularen Interaktionspartner und die Zusammensetzung der extrazellularen
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Matrix eine nicht zu vernachlassigende Rolle bei der Regulation von Stammzell-
nischen (Michaelidis und Lie 2008, Bengoa-Vergniory und Kypta 2015, Inestrosa
und Varela-Nallar 2015, Hirota et al. 2016, Rosenbloom et al. 2020).

Die oben beschriebene Komplexitat macht es beispielsweise sowohl beim ZNS
als auch beim ENS nicht einfach, Erkenntnisse Uber Stammzellen von einem Ent-
wicklungsstadium auf ein anderes Entwicklungsstadium auch aufgrund des
unterschiedlichen Microenvironments zu Ubertragen. Daher ist es von Bedeu-
tung, jedes zu erforschende Zellsystem in Bezug auf den Einfluss der Wnt-Signal-

wege gesondert zu betrachten bzw. zu analysieren.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Isolation von neuralen ENS-Progenitoren aus Darmgeweben und deren Ex-
pansion in sogenannten Enterospharenkulturen bietet die Option, wissenschaft-
liche Fragestellungen zu den Mechanismen der Regulation von Stamm- und Vor-
lauferzellen des enterischen Nervensystems zu erforschen.

Mit diesen Zellkulturverfahren lie sich in der Promotionsarbeit mit Hilfe von
BrdU-Komarkierungstechniken im Rahmen eines Kooperationsprojekts belegen,
dass sich elektrophysiologisch abgeleitete funktionale Nervenzellen der Maus
definitiv aus proliferierenden ENS-Progenitoren gebildet hatten (Dettmann et al.
2014). Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass die so charakterisierten
Neurone sich ausschlie3lich aus determinierten nicht mehr teilenden unreifen
Nervenzellen entwickelten.

Des Weiteren wurden in der Promotionsarbeit vergleichende Untersuchungen
zum Wachstumsverhalten von neuralen Vorlauferzellen in der Zellkultur in Ab-
hangigkeit vom Entwicklungsstadium beim Modellorganismus der Maus durchge-
fuhrt. Dabei zeigte sich, dass neuronale Vorlauferzellen aus fétalen E18-Mausen
gegenuber neonatalen ENS-Zellen in der Zellkultur ein deutlich hdheres prolifera-
tives Potential selbst in diesem engen Entwicklungszeitfenster aufwiesen. Die Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass zum Zeitpunkt der Geburt (P0O) im Gegensatz
zum zwei Tage friheren spatfétalen Stadium (E18) die Anzahl der neuronalen

Progenitoren in der Darmwand signifikant vermindert ist. Dieses beobachtete
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Phanomen ist im Einklang mit Befunden aus der Literatur, dass das Neuroge-
nese-Potential mit zunehmenden Entwicklungsstadium abnimmt (Kruger et al.
2002, Bondurand et al. 2003, Tian et al. 2021).

Die in der Promotionsarbeit durchgeflhrten Experimente zum Einfluss des Wnt-
Signalwegs auf die Enterospharenkulturen zeigten, dass R-Spondin1, SB216763
und Wnt3a sowohl das Wachstum der Enterospharen als auch die Neurogenese
von neonatalen ENS-Progenitoren stimulierten. Uberraschenderweise férderte
der Wnt-Antagonist DKK1 ebenfalls das Enterospharenwachstum; es konnte
jedoch kein Effekt des Antagonisten auf die Neubildung von Neuronen beobach-
tet werden.

Die erhobenen Daten zum Wnt-Einfluss legten die Grundlage fir weitergehende
zellbiologische und molekulare Analysen zur Charakterisierung des R-Catenin-
abhangigen kanonischen Signalwegs bei postnatalen ENS-Progenitoren in vitro
(Zhang et al. 2017). Dabei konnte die Neubildung von Neuronen tber den Wnt-
Signalweg nicht nur bei murinen Progenitoren, sondern auch bei humanen ENS-
Vorlauferzellen gezeigt werden.

Von Interesse sind zudem die in der Promotionsarbeit erzielten Ergebnisse, dass
durch eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs auch bei einer geringen
Anzahl von Progenitoren ein proliferativer Stimulus in der Zellkultur ausgeubt
werden konnte. Dies kdnnte besonders fur Zellisolations- und Zellexpansions-
strategien, bei denen nur wenig Biopsiematerial fur die Zellkultivierung zur
Verfligung steht, von Bedeutung sein, da Uber eine Zugabe von Wnt-Agonisten
der zur Verfugung stehende Zellpool beispielsweise fur zukinftige Zelltherapien
vergroflert werden kann.

In weiterfUhrenden Studien ware es interessant zu untersuchen, inwieweit die
Whnt-Moleklle Gber die verschiedenen Wnt-Signalwege weitere zellulare Prozes-
se wie die Migration oder die Zelldifferenzierung von postnatalen glialen und neu-
ronalen Zellen des Gastrointestinaltrakts steuern. Diesbezuglich ist es aber auch
relevant, Wechselwirkungen der neuralen Progenitoren mit dem Microenviron-
ment sowie Interaktionen mit nicht-neuralen Zellen des Darms wie Immunzellen,
Fibrozyten, Drisenepithelzellen, glatte Muskelzellen oder Oberflachenepithelzel-

len im Detail zu analysieren, die mdglicherweise das neurale Netzwerk des
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,Darmgehirns“ Uber verschiedene Wnt-Signalwege beeinflussen.

Letztendlich wirden diese Untersuchungen wichtige Erkenntnisse liefern, um in
Verbindung mit tierexperimentellen Studien die Regulation der postnatalen ENS-
Progenitoren sowohl unter physiologischen als auch pathophysiologischen Be-

dingungen in vivo besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Das enterische Nervensystem (ENS) besteht aus einem weitgehend autonomen
Netzwerk von neuronalen und glialen Zellen innerhalb der Wand des Verdau-
ungssystems. ENS-Zellen stammen von Neuralleistenzellen ab, die wahrend der
Embryogenese in den Gastrointestinaltrakt einwandern. Eine Subpopulation die-
ser Neuralleistenzellabkdmmlinge weisen auch noch im postnatalen Entwick-
lungsstadium Stammzelleigenschaften auf. Dies ermdglicht es, neurale Progeni-
toren aus der Darmwand zu isolieren, welche mit Hilfe von definierten Zellkultur-
verfahren in sogenannten Enterospharenkulturen proliferiert und nachfolgend
differenziert werden kénnen. Dabei besitzen die in vitro-expandierten ENS-Pro-
genitoren einer Enterosphare die multipotente Fahigkeit, sich in verschiedene
neuronale Subtypen und Gliazellen zu differenzieren.

Unter Verwendung dieser Zellkulturtechniken wurden im Rahmen der Promo-
tionsarbeit zwei Hauptziele verfolgt: Zum einen sollte das Proliferations- und Dif-
ferenzierungspotential von ENS-Progenitoren vergleichend zwischen dem spat-
fotalen und neonatalen Entwicklungsstadium der Maus bestimmt werden. Zum
anderen wurde der Einfluss des Wnt-Signalwegs auf die Neurogenese von neo-
natalen murinen ENS-Vorlauferzellen in vitro untersucht.

Fir die Bearbeitung der Fragestellungen wurden verschiedene Zellkulturverfah-
ren, BrdU-Markierungsmethoden und Immunfluoreszenztechniken zur Detektion
und Auswertung der intestinalen Zellen angewandt.

Im Rahmen eines Kooperationsprojekts konnte in der Promotionsarbeit mit Hilfe
von BrdU-Komarkierungstechniken definitiv bewiesen werden, dass elektrophy-
siologisch abgeleitete funktionale Neurone der Maus sich aus proliferierenden
ENS-Progenitoren und nicht ausschlieB3lich aus determinierten nicht mehr teilen-
den Nervenzellen in der Zellkultur entwickelten.

Zudem zeigten die Experimente zum entwicklungsabhangigen Wachstumsver-
halten, dass ENS-Progenitoren aus spatfétalen E18-Mausen ein deutlich hdhe-
res proliferatives Potential in der Zellkultur gegentber neonatalen ENS-Zellen
aufwiesen.

Die Untersuchungen zum Einfluss des Wnt-Signalwegs ergaben, dass die in der

Proliferationsphase applizierten Substanzen R-Spondin1, SB216763 und Wnt3a,

71



von denen bekannt ist, dass sie den kanonischen Wnt-Signalweg stimulieren
bzw. verstarken, sowohl das Wachstum der Enterospharen als auch die Neuro-
genese der neonatalen ENS-Progenitoren forderten. Demgegenuber steigerte
der Wnt-Antagonist DKK1 zwar das Enterospharenwachstum, er zeigte jedoch
keinen Effekt auf die Neubildung von Neuronen.

Von besonderem Interesse ist die Beobachtung, dass eine Aktivierung des kano-
nischen Wnt-Signalwegs die Proliferation der kultivierten ENS-Progenitoren auch
bei einer geringen Zellanzahl induzierte und aufrechterhielt. Dies konnte beson-
ders fUr Implantationsexperimente und zukunftige Zelltherapien von Bedeutung
sein, wenn nur wenig Biopsiematerial fur Zellexpansionsverfahren zur Verfligung
steht.

Die Erkenntnisse aus der Promotionsarbeit bildeten neue Ausgangspunkte fur
weitergehende molekular- und zellbiologische Untersuchungen zur Charakteri-
sierung des Wnt-Systems sowohl bei murinen als auch humanen postnatalen
ENS-Progenitoren in vitro.

In zukunftigen Studien ware es interessant zu evaluieren, inwieweit durch die
unterschiedlichen Wnt-Signalkaskaden neben der Zellproliferation weitere zellu-
lare Prozesse wie die Zellmigration oder die Zelldifferenzierung im postnatalen
ENS reguliert werden. Ebenso ist es aus wissenschaftlicher Sicht spannend,
Wechselwirkungen der ENS-Zellen mit nicht-neuralen Zellen des Darms tieferge-
hend zu analysieren, die mdglicherweise Uber verschiedene Wnt-Signalwege

vermittelt werden.
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