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Beschreibung
[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und Kultivierung von neuralen Stammzellen.
Hintergrund der Erfindung

[0002] Seit den ersten Studien, die Uber erfolgreiche Isolierung neuraler Stammzellen aus verschiedenen Regionen
des embryonalen ZNS berichteten (Temple, S., Nature 340:471-473 (1989); Cattaneo, E. et al., Nature 347:762-765
(1990); Kilpatrick, T. J. et al., Neuron. 10:255-265 (1993)) beschaftigt die Neurowissenschaft die fundamentale Frage,
obdie neuralen Stammzellen eine kleine Population des Neuroectoderms darstellen, oder ob alle Zellen des Neuralrohres
Stammzellen sind.

[0003] Mit der Isolierung adulter neuraler Stammzellen aus zwei neurogenen Regionen des adulten ZNS, dem Hip-
pokampus und der subventrikularer Zone, begann ein neues Kapitel der Neurobiologie (Reynolds, B. A. etal., J. Neurosci.
12:4565-4574 (1992); Lois, C. et al., Science 255:1707-1710 (1993)). Dabei stand nicht nur die Charakterisierung der
neuralen Stammzellen im Vordergrund, sondern auch das Verstandnis der zeitlichen und positionellen Signallbertra-
gungssysteme bei diesen Zellen.

[0004] Die Beobachtungen und Ergebnisse dieser Studien bildeten die Grundlage fiir die initialen Identifikationschar-
akteristika der neuralen Stammzellen nach der Isolierung. Man stellte fest, dass in vitro aus einem grofden Anteil dieser
Stammzellen in serumfreiem Medium multizellulare Neurospharen kultiviert werden kdnnen und dass aus isolierten
neuralen Stammzellen Neurone und Gliazellen differenzieren (McKay, R. D., Science 276:66-71 (1997); Rao, M. S.,
Anat. Rec. 257:137-148 (1999); Gage, F. H., Science 287:1433-1438 (2000)). Die Bildung primarer Neurospharen in
serumfreiem Medium zeigte, dass die neuralen Stammzellen auch in vitro unter Gabe von Wachstumsfaktoren ihr
Proliferationspotential beibehalten. Auch nach Rekultivierung sind diese Zellen des weiteren in der Lage, sekundare
Neurospharen zu bilden. Aufierdem sind neurale Stammzellen durch ihren pluripotenten Charakter, der zur Differen-
zierung unterschiedlicher neuraler Zelltypen fiihrt, gekennzeichnet.

[0005] Die Spezifitat der neuralen Stammzellen wird von raumlichen und zeitlichen Signalinformationen beeinflusst.
Aus verschiedenen Regionen des ZNS isolierte Stammzellen bilden multizellulare Neurospharen, wobei jede dieser
Zellen regionspezifische Marker exprimiert. Die regulatorischen Sequenzen kontrollieren die regionspezifische Expres-
sion von Transkriptionsfaktoren wie z.B. Sox2. Dieser Faktor wird z. B. von Stammzellen aus dem Telencephalon, nicht
aber aus dem Rickenmark, exprimiert (Zappone, M. et al., Development 127:2367-2382 (2000)).

[0006] Die Differenzierung neuraler Stammzellen ist zwar durch ihr Potential und ihren Phanotyp festgelegt, wird aber
entscheidend von Signalmolekilen, wie z. B. Fibroblast Growth Factor (FGF), Bone Morphogenetic Protein (BMP) und
Noggin, schon wahrend der neuralen Induktion reguliert (Wolpert, L. et al., Dev. Genet. 15:485-490 (1994); Altman &
Brivanlou, Int. Rev. Cytol. 203:447-482 (2001)).

[0007] Die Prazision der Zelldifferenzierung in Neurone und Gliazellen wahrend der embryonalen Entwicklung ist eine
entscheidende Voraussetzung fur die Organisation einer intakten Zellarchitektur des neuralen Gewebes. Die zeitlich
streng determinierten zellularen Entwicklungsprozesse, wie Stammzellproliferation und Differenzierung der Vorlaufer-
zellen mitfolgender Migration der ausdifferenzierten Zellen zu ihrer endgliltigen Lokalisation, werden durch Kombination
von intrinsischen und extrazellularen Signalen reguliert.

[0008] Das Studium neuraler Stammzellen ist nicht nur fir das Verstandnis der Entwicklung des Nervensystems von
hoher Bedeutung, sondern auch wegen ihres therapeutischen Potentials in der Behandlung neurodegenerativer Krank-
heiten.

[0009] Bedingt durch die vielseitige Anwendbarkeit der neuralen Stammzellen wurden Wege gesucht, um diese in
zureichender Qualitat und Reinheit herzustellen.

[0010] WO 00/52143 beschreibt die |solation von Vorlauferzellen des peripheren Nervensystems aus der voriberge-
henden embryonalen Struktur der Neuralleiste. Es wird eine immunologische Sortierungsmethode benutzt, die auf einem
monoklonalen Antikorper gegen den niederaffinen NGF-Rezeptor p75 beruht.

[0011] US 5,928,947, US 5,654,183, US 5,672,499 und US 5,693,482 beschreiben Isolierung, Klonierung und einen
Bioassay zur Charakterisierung von Vorlauferzellen des peripheren Nervensystems aus der Neuralleiste.

[0012] DE-A-10242 337 betrifft die Sortierung neurcnaler Vorlauferzellen und ist damit auf Vorlaufer von Nervenzellen
(Neuronen) beschrankt. Die Sortierung erfolgt Gber das CD133-Antigen.

[0013] US-A-2002/0168767 beschreibt eine Methode zur Reinigung von menschlichen neuroepithelialen Vorlaufer-
zellen aus Kulturen von Fotalzellen durch eine aufwandige 3-stufige Immunodepeletion der nicht-neuroepithelialen
Vorlauferzellen.

[0014] Die in diesen Schriftstlicken beschriebenen Verfahren sind jedoch nicht zufriedenstellend hinsichtlich ihrer
Anwendbarkeit auf Vorlauferzellen des Zentralnervensystems und ermoglichen keine Anreicherung neuraler Stamm-
zellen im praparativen Mafstab mit ausreichender Reproduzierbarkeit.

[0015] Obwohl die neuralen Stammzellen schon in frilhen Entwicklungsstadien ein regionalspezifisches Genexpres-
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sionsmuster (Tropepe, V. et al., Dev. Biol. 2-08:166-188 (2000)) und Zellmigrationsverhalten aufweisen, sind die entsc-
heidenden lokalen regulatorischen Prozesse Uber die Zellinteraktion beeinflusst. Die Zell-ZellInteraktion kann direkt tber
die kontaktierenden Zelloberflachen zustande kommen oder wird Uber molekulare Bestandteile der gewebespezifischen
extrazellularen Matrix (ECM) vermittelt. Die Molekile der ECM regulieren die entscheidenden Schritte der Entwicklung
des ZNS und beeinflussen die Kontrolle der zellularen Differenzierung und Migration (Brown, M. et al., The Developing
Brain, Oxford Univ. Press | nc., London, New York (2001)).

[0016] Die an Proteinen und Kohlenhydraten reichhaltige extrazellulare Matrix (ECM) des neuralen Gewebes kann
generell in drei Komponenten, fibrillare Elemente (z.B. Elastin), modulare Proteine (z.B. Fibronektin und Laminin), und
polymere Makromolekiile (z.B. Glykosaminoglykane) unterteilt werden.

[0017] Die grofite Fraktion der aus Heparansulfaten oder Chondroitinsulfaten bestehenden Glykosaminoglykane
(GAG) bilden die Chondroitinsulfat proteoglykane (CSPG). Diese biochemisch heterogene Gruppe ist nicht nur wahrend
der embryonalen Entwicklung funktionell signifikant, sondern auch entscheidend an neuralen Regenerationsprozessen
beteiligt (Lander, A. D., Curr. Opin. Neurobiology 3:716-723 (1993); Bandtlow & Zimmermann, Phys. Rev. 80:1267-1290
(2000)). Ein wichtiges CSPG des Nervengewebes ist Phosphacan.

[0018] WO 95/20397 beschreibt Phosphacan, dessen Herstellung und dessen Verwendung zur Gewinnung von Re-
zeptoren und Erkennungsmolekdilen sowie zur Isolierung von gereinigter oder gentechnisch produzierter Phosphatase,
zur Forderung der Regeneration des Nervensystems, zur Herstellung von monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern
gegen Phosphacan und zur Diagnose und Beurteilung von Hirntumoren.

[0019] Phosphacan, ein sekretiertes Ratten-CSPG, wurde in Studien an Hirngewebe von Ratten hinsichtlich seiner
molekularen, biochemischen undimmunochemischen Eigenschaften charakterisiert und beschrieben. DSD-1-PG, eines
der CSPG im neuralen Gewebe bei Mausen, ist dem Phosphacan aus neuralen Gewebe der Ratten hinsichtlich der
Peptidsequenzen und deren Anordnung, der Domanenkomposition und der Anzahl von proteolytischen Fragmenten
homolog (Faissner, A. et al., J. Cell. Biol. 126:783-799 (1994); Garwood, J. et al., J. Neurosci 19:51 - 64 (1999)).
Phosphacan spielt eine Rolle bei Neuron-Glia-Interaktionen, die an neuraler Differenzierung, Myelinisierung und Re-
generation beteiligt sind (Garwood, J. et al., J. Biol. Chem. 278:24164-14173 (2003)).

[0020] DSD-1-PG/Phosphacan hateine molekulare Masse zwischen 800 bis 1000 kD und zeigt einen flr Proteoglykane
typischen Aufbau aus einem Polypeptidgerist mit mehreren Polysaccharidketten (Fig. 1).

[0021] Das Aminoende des Proteingeristes dieses Proteoglykans bilden eine Carbo-anhydrasedomane (CA) und
eine Fibronectin Typ Ill Domane (FIII). Darauf folgt die Spacer (S) Region und die intervenierende Peptidregion (IS). IS
ist stark mit Chondroitinsulfat-Glycosaminoglykanketten (CS GAG) glykosyliert, die kovalent an das Peptidgerist ge-
bunden sind. Die CS GAG sind Polymere aus 50 bis 100 sich wiederholenden Disacchariden, D-Glukuronsaure und N-
Acetyl-Galactosamin. Der heterogene Charakter der GAG-Strukturen ist durch die variierte spezifische Komposition
dieser Dimere sowie deren Sulfatierung hervorgerufen. Die CS GAG von DSD-1-PG/Phosphacan bestehen aus CS-A,
CS-D und Uberwiegend CS-C Kettenmotiven. Biochemische Studien zeigten, dass die CS-D-Ketten reich an 14 linear
angeordneten Disacchariden sind und in Abhangigkeit von der Sulfatierung diese Oligosaccharide mit Hilfe des monok-
lonalen 473HD Antikorpers identifiziert werden kdnnen (Clement, A. M. et al., J. Biol. Chem. 273:28444-28453 (1998)).
[0022] Das DSD-1-Epitop wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers (Mab) 473HD entdeckt und zunachst in
Mauszellen beschrieben. Die Sensitivitat des Epitops gegen das Enzym Chondroitinase ABC verwies darauf, dass die
Strukturin die Klasse der Chondroitinsulfate einzuordnen ist (Faissner, A., Soc. Neurosci. Abstr. 14:920 (1988); Faissner,
A.etal.,J. Cell. Biol. 126:783-799 (1994)). Eine weitergehende biochemische Analyse hat in der Folgezeit herausgestellt,
dass das Epitop des Mab 473HD das Chondroitinsulfat-Motiv D enthalt, das in Sequenz mit dem Chondroitinsulfat A,
z.B. in der Sequenz -A-D- auftritt. Ferner schlie3t das Epitop voraussichtlich auch ein Iduronsulfat-Motiv ein und ist von
der Sulfatierung der Glykosaminoglykan-Kohlehydratketten abhangig (Clement, A.M. et al., J. Biol. Chem. 273:
28444-28453 (1998); Hikino, M. et al., Biol. Chem. 278:43744-43754 (2003); Bao, X. et al., J. Biol. Chem. 280:9180-9191
(2005)). Die vorliegenden Daten untermauern, dass das Mab 473HD-Epitop sich strukturell von den Epitopen anderer,
gegen Chondroitinsulfate gerichteter monoklonaler Antikdrper, z.B. des CS-56 oder des Mo-225 unterscheidet. Damit
stellt es nach heutiger Kenntnis eine einzigartige Struktur dar, die eigene, unverwechselbare Expressionsmuster und
funktionelle Eigenschaften aufweist (lto, Y. et al., Glycobiology 15:593-603 (2005)). Histologische Untersuchungen
zeigten das Epitop in diskreten Regionen wahrend der Entwicklung des Hihnerembryos (Heyman et al., Dev. Dynam.
204:301-315, (1995))und in sog. perineuronalen Netzen des ZNS der Ratte (Wintergerst, E.S. etal., Int. J. Dev. Neurosci.
14:249-256 (1996)). Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung stellte sich heraus, dass DSD-1 auch in Prapa-
rationen von Hai-Knorpel nachweisbar ist (Clement, A.M. et al., J. Biol. Chem. 273:28444-28453 (1998)). Die Expression
in Amphibien wird durch aktuellen Untersuchungen untermauert, die DSD-1 in Danio rero (Zebrafisch) identifizierten
(M. Bastmeyer, A. Faissner, unveroffentlichte Beobachtungen).

[0023] Zusatzlich zu den Chondroitinsulfat-GAG-Ketten kann das DSD-1-PG/Phosphacan auch Keratansulfat-GAG-
Ketten und andere, N-verknipfte Zuckerreste, wie das HNK-1-Epitop und Lewis-X, aufweisen (Meyer-Puttliz, B. et al.,
J. Neurochem. 65:2327-2337 (1995); Allendoerfer, K. L. et al., Dev. Biology 211:208-219 (1999)).

[0024] Dieser molekulare Aufbau des DSD-1-PG/Phosphacans ist strukturell aquivalent zum extrazellularen Anteil



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1771 549 B1

der langen Variante der Rezeptorproteins Tyrosinphosphatase, RPTPp (Krueger, N. X., Saito, H., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:7417-7421 (1992); Canoll, P. D. et al., Brain Res. 75:293-298 (1993); Maurel, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:2512-2516 (1994)). Die extrazellularen Domanen von RPTPp sind durch eine Transmembrandomane mit zwei
intrazellularen Tyrosinphosphatasedomanen verbunden. Man unterscheidet die lange Isoform (RPTPp-long), die eine
dem DSD-1-PG/Phosphacan identische extrazellulare Region aufweist, von der kurzen Isoform des RPTPp (RPTPp-
short), die, bis auf 850 fehlende Aminosauren der 1S-Region zwischen S und Transmembrandomane, den gleichen
Aufbau wie die RPTPp-long Isoform hat. RPTP-f ist auch unter der Bezeichnung RPTP-{ bekannt und wird daher auch
RPTP-beta/zeta genannt.

[0025] In mehreren Studien an neuralem Gewebe wurde ein Expressionsprofil von DSD-1-PG/Phosphacan/RPTPB
erstellt. Die ziemlich eindeutige Lokalisation des DSD-1-PG/Phosphacan auf glialen Vorlaufern und ausdifferenzierten
Gliazellen wurde nach Beginn der Gliogenese, d. h. ab ca. E15-16 bei Mausen, festgestellt. Gleichzeitig wurde die
Expression des DSD-1-PG/Phosphacan in Regionen aktiver Zellproliferation auch in frihen Entwicklungsstadien wie
E13 beobachtet (Engel, M. et al., J. Comp. Neurobiol. 366:34-43 (1996); Meyer-Puttlitz, B. et al., J. Comp. Neurcbiol.
366:44-54 (1996)). In diesen embryonalen Stadien weist das Neuroepithelium neben neuralen Stammzellen auch radiale
Gliazellen und erste Neuroblasten auf, aber keine glialen Vorlaufer.

[0026] SowirddasDSD-1-PG/Phosphacan/RPTPp in den Regionen aktiver Zellproliferation, wie dem Neuroepithelium
der ventrikularen Zone und der ependymalen Schicht entlang des Zentralkanals des Riickenmarkes, exprimiert (Ilvanova,
A. et al., Gene Expression Patterns 4:161-166 (2004); Kabos, P. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 318:955-963
(2004)). Dabei zeigten die immunhistologischen Analysen und in situ Hybridisierungen ein Expressionsmuster entlang
radial angeordneter Zellfortsatze in der ventrikularen Zone, wo sich wahrend der embryonalen Entwicklung die neuralen
Stammzellen und radiale Gliazellen befinden. Dadurch lief sich zwar vermuten, dass diese Expression auf den radialen
Gliazellen lokalisiert ist (Canoll, P. D. et al., Brain Res. 75:293-298 (1993}, Canoll, P. D. et al., J. Neurosci. Res. 44:
199-219 (1996)) und eventuell Konsequenzen fir die Zellmigration hat (Engel, M. et al., J. Comp. Neurol. 366:34-43
(1996); Meyer-Pulttlitz, B. et al., J. Comp. Neurol. 366:44-54 (1996)), aber direkte Beweise fiir die Expression von DSD-
1-PG/Phosphacan/RPTPp auf den radialen Gliazellen sind zur Zeit nicht bekannt.

[0027] Bei spateren Entwicklungsstadien primarer cerebellarer Kulturen und in sekundar angereicherten glialen Zel-
Ikulturen wurde die Lokalisation des DSD-1-PG/Phosphacans an den glialen Vorlauferzellen, den O4-positiven und O1-
negativen Oligodendrozyten festgestellt (Faissner, A., Soc. Neurosci. Abstr. 14:920 (1988); Faissner, A. et al., J. Cell.
Biol. 126:783-799 (1994); Schnadelbach, O. et al., Glia 23:99-109 (1998)). In glialen Zellkulturen aus neuralem Gewebe
neonataler Ratten wurde durch im m uncytochem ische Analysen die Expression des DSD-1-PG/Phosphacans an
bipolaren Vorlauferzellen und groftenteils an ausdifferenzierten Oligodendrozyten detektiert (Garwood, J. et al., Neu-
roscience 19:51-64 (2001)). Auch bei kultivierten Astrozyten und Oligodendrozyten-Vorlaufern wurde die Expression
von Phosphacan beobachtet (Dobbertin, A. et al., Mol. Cell. Neurosci. 24:951-971 (2003)).

[0028] Interessanterweise ist die Expression der RPTPp-Isoformen relativ spezifisch fur unterschiedliche gliale Zell-
typen. So zeigen Oligodendroblasten und Oligodendrozyten ausschliefilich eine Expression der langen Isoform des
RPTPp. Hingegen exprimieren ausdifferenzierte Astrozyten Uiberwiegend die kurze Isoform des RPTPp (Canall, P. D.
et al., J. Neurosci. Res. 44:199-219 (1996); Sakurai, T. et al., J. Neurosci. Res. 43:694-706 (1996)).

[0029] Abhangig vom Entwicklungsstadium und der regionalen Spezifitat der analysierten neuralen Gewebe zeigen
alle diese Befunde, dass die Expression des DSD-1-PG/Phosphacans/RPTPB auf den glialen Vorlaufern, den Golgi-
Epithelzellen, Astrozyten und Oligodendrozyten lokalisiert und somit gliazellspezifisch ist. Das Ausmalf der Expression
des DSD-1-PG/Phosphacans/RPTPp variiert zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien, die durch Zell-Zell- und Zell-
ECM-Interaktion bedeutend beeinflusst sind (Maeda, N. et al., Development 122:647-658 (1996); Meyer-Puttlitz, B. et
al., J. Comp. Neurobiol. 366:44-54 (1996); Garwood, J. et al., Neuroscience 19:51-64 (2001)). Das DSD-1-PG/Phos-
phacan, als interaktionsvermitteltendes Molekiil, spielt eine besondere regulatorische Rolle in diesen Prozessen, die
durch die Interaktion zwischen DSD-1-PG/Phosphacan/RPTPp und spezifischen Zelladhasionsmolekilen, wie NCAM,
NrCAM, F3Contactin und mehreren anderen Zelloberflachen- und ECM-Molekiilen, wie Tenascin-C und Tenascin-R
(Milev, P. et al., J. Biol. Chem. 270:24650-24653 (1995); Milev, P. et al., J. Biol. Chem. 273:6998-7005 (1998)) auf
positive- oder negative Weise beeinflusst werden (Fawcett, J. W. et al., Brain Res. Bull. 49:377-391 (1999); Bovolenta,
P. al., Prog. Neurobiol. 61:113-132 (2000); Hartmann, U. et al., Matrix Biol. 20:23-35 (2001)).

[0030] Es sind Antikorper gegen einzelne CSPG bekannt. So offenbaren JP-A-612823/99 und JP-A-631376/95 die
Generation von monoklonalen Antikdrpern gegen CS-D sowie CS-C unter Verwendung der entsprechenden Strukturen
als Antigen. Mit der Bezeichnung CS-C und CS-D werden allerdings zahlreiche Strukturen in diesen Dokumenten zu-
sammengefasst, die erst zum kleinen Teil analysiert sind.

[0031] Im Vorfeld der hier vorgestellten Erfindung wurde bereits ein Antikérper gegen eine L2/HNK-1-positive Glyko-
protein-Fraktion aus adulten Mausehirnen vorgestellt (Faissner, A., Neurosci. Abstr. 14:920 (1988)). Dieser Antikorper
reagierte mit den Oberflachen unreifer Gliazellen und weiterer, nicht naher charakterisierter neuraler Zellen. Es wurde
gezeigt, dass das entsprechende Antigen ein CSPG war. Allerdings blieben die funktionalen Eigenschaften dieses CSPG
damals offen.
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[0032] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dass mittels spezieller Agentien (z. B. Antikdrper) gegen spezielle
Glycosaminglycan-Epitope von Nervenzellgewebe von Vertebraten neurale Stammzellen aus Vertebratengewebe iso-
liert werden kénnen. Bedingt durch die hohe Konservierung der Struktur der erkannten Glycosaminglycan-Epitope kon-
nen diese Antikdrper auch fur die Isolation humaner Stammzellen, insbesondere neuraler Stammzellen verwendet
werden, obgleich sie gegen Epitope aus nicht-humanen Quellen erzeugt wurden.

Zusammenfassung der Erfindung
[0033] Die Erfindung betrifft somit

(1) ein Verfahren zur Isolierung und Kultivierung von neuralen Stammzellen aus Vertebratengewebe, umfassend
die Selektion der Stammzellen aus einer Einzelzellsuspension von Vertebratengewebe mittels wenigstens einem
gegen DSD-1-Epitope gerichteten Antikdrper (primarer Antikorper), der zur spezifischen Bindung mit dem DSD-1-
Epitop befahigt ist, wobei das Vertebratengewebe kein humanes embryonales Gewebe ist;

(2) eine bevorzugte Ausflhrungsform des Verfahrens (1), wobei der primare Antikdrper der monoklonale Antikdrper
473HD, der von der Hybridomzelllinie DSM ACC2671 produziert wird, ist;

(3) eine bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens (1) oder (2) wobei das Vertebratengewebe in eine Einzelzell-
kultur GberflUhrt wird, vorzugsweise durch Inkubation in Gegenwart einer Protease oder durch mechanische Disso-
ziation;

(4) eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens (1) oder (2), wobei die isolierten Stammzellen zur
Kultivierung zu Neurospharen verwendet werden;

(5) die Verwendung des in (2) definierten Antikdrpers zur Gewinnung von neuralen Stammzellen.
Kurzbeschreibung der Figuren
[0034]

Fig. 1: Struktureller Aufbau des DSD-1-PG/Phosphacan und der RPTPp Isoformen. Die Carboanhydrase-Doméane
(CA) mit den Signalproteinen, die Fibronectin-Domane (FIll) und Zwischenregion (S) sind bei allen drei Proteogly-
kanisoformen aufeinander folgend prasent. Die Verbindungsregion (IS} ist bei DSD-1-PG und RPTPp long vorhan-
den, nicht aber bei RPTPp short, die Uber eine Transmembrandomane, ahnlich wie RPTPp long, mit einer intrazel-
lularen Tyrosinphosphatase-Domane 1 und 2 (PTP 1 und PTP 2) gekoppelt ist.

Fig. 2: Expression des 473HD-Epitopes in telencephalem Cortex wahrend der friheren Embryonalentwicklung. Die
immunhistochemische Analyse an frontalen Schnitten des telencephalen Kortex bei E11 (A) zeigt die Lokalisation
des 473HD-Epitopes entlang der gesamten ventrikularen Zone. Neben den radial orientierten spezifischen Signalen
in der germinalen Zone bei E13 (B) ist die Lokalisation in der sich weiterbildenden kortikalen Platte sehr intensiv.
Balken: 50 um; LV: laterale Ventrikel; VZ: ventrikulare Zone; CP: kortikale Platte.

Fig. 3: Expression des 473HD-Epitopes im telencephalen Cortex wahrend der spateren Embryonalentwicklung. Die
in spaterer embryonaler Entwicklung komplexer werdende Zellschichtarchitektur des telencephalen Kortex ist an
frontalen Schnitten des Vorderhirns eines Mausembryos bei E15 (A) und E18 (B) zu erkennen. Die Lokalisation des
473HD-Epitopes istin primaren und sekundaren germinalen Regionen sowie in der subkortikalen Platte zu erkennen.
Balken: 50 uwm; VZ: ventrikuldre Zone; SVZ: subventrikulare Zone; IZ: intermediare Zone; SP: subkortikale Platte;
CP: kortikale Platte; MZ: Mantelzone.

Fig. 4: Doppelimmunflucreszenzanalyse mit Antikrper 473HD und Anti-Nestin-Antikdrpern an frontalen Schnitten
des cerebralen Kortex bei E13. LV: lateraler Ventrikel; Balken: 50 pm.

Fig. 5: Doppelimmunfluoreszenzanalyse mit Antikdrper 473HD und Anti-RC2-Antikérpern an frontalen Schnitten
der lateralen ganglionaren Eminenz bei E13 zur Lokalisation des 473HD-Epitopes und der RC2-positiven Zellen.
Die Expression des 473HD-Epitopes wurde an einen Teil der radialen Gliazellen in der ventrikuldaren Zone co-
lokalisiert. Mit Pfeilen sind exemplarisch die Fortsatze einiger radialer Gliazellen markiert, auf denen auch das
473HD-Epitop exprimiert ist. LV: lateraler Ventrikel; Balken: 50 um.
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