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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Stammzellen

Als Stammzellen werden unspezialisierte Zellen bezeichnet, die iiber zwei wesentliche Eigenschaften
verfiigen: Sie konnen sich durch Zellteilung selbst erneuern (engl. self-renewal) und sind fahig, in
reifere Nachkommen zu differenzieren.

Durch asymmetrische Zellteilung kommt es zur Bildung einer Stammzelle sowie einer
determinierteren Progenitorzelle, die, teilweise iiber mehrere Zellteilungen, in reife Zellen
ausdifferenziert. Die symmetrische Teilung fiihrt zur Bildung zweier identischer Nachkommen. Diese
konnen entweder beide Stammzellen oder Progenitorzellen sein (Abb. 1). Auf Basis dieser

Eigenschaften tragen Stammzellen zur Bildung, Erhaltung und Regeneration von Geweben bei.

\O /2' Abb. 1: Schematische Darstellung der Stammzellteilung.

\ Stammzellen teilen sich entweder symmetrisch in zwei
identische Nachkommen (1), oder sie generieren mit der
asymmetrischen Zellteilung erneut eine Stammzelle sowie
eine in ihrer Entwicklung determiniertere Progenitorzelle (2).
In beiden Teilungsmodi kommt es zur Selbsterneuerung der
Stammzelle. Die Progenitorzelle differenziert in der folgenden

o Stammzelle Q Progenitorzelle [)lmrmm rie Zelle . . . .
Entwicklung in einen reifen Zelltyp (3).

Die Potenz einer Stammzelle bezeichnet dabei den Grad ihrer Differenzierungsfahigkeit. Als totipotent
(lat. totus = ganz; lat. potens = fahig) gelten Stammzellen, die in der Lage sind, in alle Zelltypen eines
Organismus zu differenzieren. Diese Fihigkeit besitzt die befruchtete Eizelle. Bis zum Ubergang von
der Morula zur Blastozyste konnen die Zellen sowohl embryonale (Embryoblast) als auch
extraembryonale Zelltypen (Trophoblast) bilden. Pluripotente (lat. plures = Mehrzahl) Stammzellen
sind durch die Fahigkeit gekennzeichnet, in sdmtliche embryonale Zelltypen, also Zellen aller drei
Keimblitter (Endoderm, Mesoderm, Ektoderm), zu differenzieren. Zu ihnen gehdren die embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen). ES-Zellen bilden die Innere Zellmasse und lassen sich aus dieser gewinnen.
Wihrend der Entwicklung von der Blastozyste zum Fétus kommt es zur Differenzierung dieser
Inneren Zellmasse in Richtung Keimzellen und somatische Zellen (Korperzellen), die sich wiederum
bei der Gastrulation in die Zelltypen eines der drei Keimblétter entwickeln. Nach Abschluss der
Embryogenese werden alle Stammzellen unter der Bezeichnung postembryonale Stammzellen

zusammengefasst. Zu ihnen zéhlen die fotalen, neonatalen und adulten Stammzellen. Aufgrund ihres
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Differenzierungspotenzials — sie differenzieren lediglich noch in die Zelltypen des Keimblattes, in dem
sie vorkommen — werden sie als multipotente (lat. multi = viele) Stammzellen bezeichnet. Als
oligopotent gelten Stammzellen, die nur in wenige Zelltypen differenzieren kénnen und unipotente

Stammzellen (z.B. Muskelstammzellen) differenzieren lediglich in einen reifen Zelltyp.

1.2 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen gehoren zu den pluripotenten Stammzellen und wurden Anfang der 1980er
Jahre erstmals aus Zellen der Inneren Zellmasse muriner Blastozysten isoliert (Evans and Kaufman,
1981; Martin, 1981). Sie konnen in vitro prinzipiell unbegrenzt kultiviert und durch entsprechende
Stimulation in alle adulten Zelltypen differenziert werden. Dariiber hinaus sind sie in der Lage, nach
Re-Implantation in eine Blastozyste zur Bildung aller adulten Gewebe einschlieBlich der Keimzellen
beizutragen (Bradley et al., 1984; Robertson et al., 1986). Diese Eigenschaften machen sie zu einem
idealen Modellsystem zur Untersuchung zelluldrer Vorgénge wéhrend der Embryonalentwicklung.
Die erfolgreiche Gewinnung humaner ES-Zellen (Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1998)
ermoglicht die Entwicklung von in vitro-Modellen humaner neurodegenerativer Erkrankungen sowie
die Untersuchung neuroprotektiver und neurotoxischer Substanzen. Anhand dieser Zellen konnen auch
neue Gene, Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren identifiziert werden, die wéhrend der
Neurogenese eine Rolle spielen.

Am bedeutendsten ist aber die Mdglichkeit zu bewerten, humane ES-Zellen als unbegrenzte Quelle fiir
neurale Zellen zu verwenden und damit neue Zellersatztherapien (fiir z.B. Morbus Parkinson, Morbus
Huntington, Schlaganfall) zu entwickeln. Dariiber hinaus lassen sich aber auch Zellen aller anderen
Gewebe aus humanen ES-Zellen gewinnen und somit potenziell zur Organreparatur einsetzen. Fiir
eine Anwendung in der regenerativen Medizin stellt die Fahigkeit der ES-Zellen, in alle Zelltypen aller
drei Keimblitter zu differenzieren, zugleich auch das grofte Problem dar. So ist es eine Eigenschaft
undifferenzierter ES-Zellen, nach einer in vivo-Implantation Teratome zu bilden. Um dieses
auszuschlieBen, werden hochaufgereinigte Zellpréparate benotigt, die frei von undifferenzierten ES-
Zellen sind. Des Weiteren ist die Gewinnung von humanen ES-Zellen in Deutschland ethisch hochst
umstritten und gesetzlich verboten, da sie den Verlust des Embryos zur Folge hat. Nach geltendem
Recht (StZG vom 28.06.2002, BGB 1, S. 2277, § 4 Abs. 2 Nr. 1 Buchstabe a) war bislang lediglich die
Arbeit mit importierten humanen ES-Zelllinien gestattet, die vor dem 01. Januar 2002 angelegt und
kryokonserviert wurden. Diese Reglementierung wurde zwar inzwischen gelockert — der Stichtag

wurde auf den 01. Mai 2007 verschoben — bleibt jedoch grundsétzlich bestehen.
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1.3 Adulte Stammzellen

Die zweite bedeutende Gruppe von Stammzellen sind neben den embryonalen die adulten
Stammzellen. Auch als somatische (griech. soma = Korper) Stammzellen bezeichnet, umfassen sie alle
multipotenten Stammzellen eines postnatalen Organismus’. Sie konnten bislang in einer Vielzahl von
ansonsten differenzierten Geweben oder Organen nachgewiesen werden (Bianco et al., 1999; Domen
and Weissman, 1999; Gandarillas and Watt, 1997; Gronthos et al., 2000; McKay, 1999; Seale and
Rudnicki, 2000; Sell, 1990; Wu et al., 2001). Thre Erneuerung und Differenzierung sorgt flir die
Aufrechterhaltung der Funktionen des jeweiligen Gewebes, in denen sie vorkommen.

Im Folgenden wird auf die flir diese Arbeit relevanten adulten Stammzellpopulationen néaher

eingegangen.

1.3.1 Neurale Stammzellen

Die neuralen Stammzellen (NSZ) differenzieren in einem als Neurogenese bezeichneten Prozess in die
drei Hauptzelltypen des Zentralen Nervensystems: Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten
(Abb. 2). Obwohl schon in den 1960er Jahren an Nagetieren (Altman, 1969; Altman and Das, 1967;
Altman and Das, 1965) und Anfang der 1980er Jahre an Singvogeln (Goldman and Nottebohm, 1983)
nachgewiesen, wurde die Existenz einer postnatalen Neurogenese erst Ende der 1990er Jahre

vollstdndig anerkannt.

o,

Meurale Stammezelle (NSZ)

IIZN

Meuronale Progenitorzelle (NPZ) Giliale Progenitorzelle

Abb. 2: Differenzierung neuraler Stammzellen.
@ /D Neurale  Stammzellen differenzieren in  der
) Neurogenese in die drei Hauptzelltypen, die das
Zentrale  Nervensystem  darstellen: ~ Neurone,
/ / \ Astrozyten und Oligodendrozyten. Sind diese
Stammzell- bzw. Progenitorzelltypen voneinander
nicht zu unterscheiden, spricht man zusammenfassend
_— A et von ,heuralen  Progenitorzellen.  (Abbildung

' T ) ’ modifiziert nach (Okano, 2002))

Die Fihigkeit zur postnatalen Neurogenese nimmt mit steigender Komplexitit des Hirns ab. Wéahrend
im Eidechsenhirn noch ganze Regionen ersetzt werden konnen, beschriankt sich die Neurogenese in
adulten Sdugetieren auf zwei Regionen des Zentralen Nervensystems (Abb. 3). Erste Hinweise zur
Neurogenese in anderen Hirnarealen existieren zwar (Bauer et al., 2005; Bernier et al., 2002; Zhao et

al., 2003), doch soll auf diese Arbeiten hier nicht weiter eingegangen werden.
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Abb. 3: Neurogene Zonen im adulten Sdugerhirn. (A) Schema eines Nagerkopfes, in dem die Lage des
rostralen migratorischen Stroms (RMS; rot) im Hirn dargestellt ist. (B) Das sagittale Schnittbild des Hirns zeigt
die beiden neurogenen Zonen des adulten ZNS: Die Subventrikuldrzone (SVZ) der lateralen Ventrikel sowie der
Gyrus Dentatus (DG) des Hippokampus. Die in der SVZ gebildeten neuronalen Progenitorzellen migrieren
entlang des RMS in den Olfaktorischen Bulbus (OB), wo sie terminal in Interneurone differenzieren. Die
neuronalen Progenitorzellen aus der Subgranuldrzone des Gyrus Dentatus migrieren in die Granularschicht des
Hippokampus und differenzieren dort in Kérnerzellen. (Lennington et al., 2003; Taupin and Gage, 2002)

Einerseits teilen sich in der Subventrikuldr-Zone (SVZ) der lateralen Ventrikel NSZ zu neuronalen
Progenitorzellen (Gates et al., 1995; Kuhn et al., 1997), andererseits generieren in der
Subgranuldrzone (SGZ) des Gyrus Dentatus NSZ kontinuierlich einen Pool von neuronalen
Progenitorzellen (Altman and Das, 1965; Kuhn et al., 1996; Van Praag et al., 1999). Nach
vorherrschender Meinung stellen dabei in der Subventrikuldr-Zone die an der Grenze zwischen
Striatum und Ventrikel befindlichen Astrozyten die NSZ dar (Doetsch et al., 1999; Garcia et al., 2004;
Laywell et al., 2000). Mehr als 30.000 der tédglich in der SVZ gebildeten Progenitorzellen (Alvarez-
Buylla et al., 2001) wandern iiber einen als ,,rostralen migratorischen Strom* (RMS) bezeichneten
Pfad in den Olfaktorischen Bulbus, wo sie dann in (Inter-) Neurone ausdifferenzieren. In der SGZ des
Gyrus Dentatus von Ratten findet mit 9.000 neuen Zellen pro Tag (Cameron and McKay, 2001) eine
geringere Genese statt. Die hier gebildeten Progenitoren migrieren in die nahe Granularschicht, wo sie

zu den Kornerzellen differenzieren.
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Eine elegante und etablierte Variante, neurale Stammzellen in vitro nachzuweisen, ist das von
Reynolds und Weiss entwickelte Neurosphéiren-Protokoll (Cattaneo and McKay, 1990; Reynolds and
Weiss, 1992; Storch et al., 2001; Vescovi et al., 1993). In diesem generieren die NSZ
freischwimmende Aggregate, die durch Proliferation Neurosphiren bilden. Die Anwendung dieses
Protokolls ermoglicht jedoch nur eine riickblickende Identifizierung der NSZ, denn erst nach

Neurosphérenbildung ist die initiale Zelle als NSZ identifiziert (Abb. 4).

®) o O
X X
+ Wachstumsfaktoren (EGF,
FGF)

(1) Selbsterneuerung

X<=0
X<0
X0
X0
X<=0
X<=0
X<0
X<=0
X<-0
X<=0

Wachstumsfaktoren aus dem

s N
Medium entfernen aren

—

o= Astrozyt J

\ Oligodendrozyt %

O (2) Multipotenz
®—
\
Wiederholung &f

Abb. 4: Prinzip der in vitro-Generierung von Neurosphiren. Eine Suspension dissoziierter Zellen aus dem
Hirn wird in serumfreiem, EGF- und FGF-haltigem Medium kultiviert. Neurale Stammzellen (NSZ) bilden unter
diesen Bedingungen klonogenisch frei flotierende Aggregate, die als Neurosphédren bezeichnet werden. Die
Zellen einer Neurosphiére sind nach Dissoziation in der Lage, erneut Neurosphéren zu generieren (1) oder aber,
unter entsprechenden Kulturbedingungen, in die drei Hauptzelltypen des ZNS zu differenzieren (2). Diese
Féhigkeit kennzeichnet die Multipotenz der initialen Neurosphéren-induzierenden Zelle. (Abbildung modifiziert
nach (Okano, 2002))

Eine ,,vorausblickende Identifizierung dieser Stammzellen ist schwierig, da sie, anders als z.B.
hédmatopoetische Stammzellen, keine spezifischen Oberfldchen-Antigene aufweisen. Die von ihnen
exprimierten selektiven Marker (Musashil (Good et al., 1998; Okano et al., 2002; Sakakibara et al.,
1996), Nestin (Hockfield and McKay, 1985; Lendahl et al., 1990), SOX1 (Pevny et al., 1998) sind alle

intrazelluldr und daher fiir eine fluoreszenz-basierte Zellsortierung (FACS) schwer anzuwenden.
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1.3.2 Stammzellen im Knochenmark

Die hématopoetischen Stammzellen (HSZ) gelten als die am besten charakterisierten adulten
Stammzellen. Sie bilden den Ausgangspunkt aller myeloiden und lymphoiden Zelltypen und erneuern
auf diese Weise kontinuierlich das Blut- und Immunsystem. Die hdmatopoetischen Stammzellen
werden in zwei Gruppen unterteilt: Die LT-HSC (engl. long-term hematopoietic stem cells) sind
lebenslang, die ST-HSC (engl. short-term hematopoietic stem cells) nur fiir etwa 8 Wochen in der
Lage, sich zu regenerieren und zu differenzieren (Morrison and Weissman, 1994). Die LT-HSC
differenzieren dabei geradlinig zu den ST-HSC, die wiederum zu den myeloiden und lymphoiden
Progenitorzellen differenzieren. Abbildung 5 dient der Veranschaulichung der komplexen

Differenzierung der HSZ iiber die Stadien der Progenitoren bis zur reifen Zelle.

Stammzellen determinierte Vorldufer ausreifende Zellen

”~ . T — "

T-Zell-Vorlaufer
Lymphoider

Progenitor —,. @ —_—
@ B- chl Vorlidufer
6 i @

Erylhmzx ten-Vorldufer

o2 . _'@ o ’ @ - Erythrozyt
Myeloider Mega]\anozylen -Vorldufer Megakaryozyt
HSZ Progem‘/ T
4, : .‘_)

GMP  Eosinophilen-Vorlaufer
Eosinophiler

o
e Granulozyt

Meutrophilen-Vorldufer
/M@ . @ Neutrophiler

@ Granulozyt
Granu zyl:H-\h . :-._ Monozyt/
Makrophagen- » > g‘ o
A Makrophagen
Vorldufer Makrophagen-
Vorlaufer Mastzelle &
—.@—@—@

Mastzellen-Vorldufer Granulozyt

T-Lymphozyt

B-Lymphozyt

Thrombozyt

Selbsterncuerung

Abb. 5: Stammbaum der Himatopoese. Die konventionelle Sichtweise der Hématopoese, in der sich
multipotente  Zellen sowohl selbst erneuern als auch Vorlduferzellen mit eingeschrinktem
Differenzierungspotenzial generieren. Der Vereinfachung halber verzichtet die Abbildung auf die Darstellung
der Natiirlichen Killerzellen und der Dendritischen Zellen. GMP — Granulozyten-Makrophagen-Progenitor;
MEP — Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor. (Abbildung modifiziert nach (Metcalf, 2007))

Die ersten primitiven HSZ sind zu Beginn der Embryonalentwicklung von Sdugern im Dottersack
lokalisiert. Wenige Tage spéter lassen sich die ersten definitiven HSZ in der AGM-Region (Aorta-
Gonaden-Mesonephros-Region) nachweisen (Medvinsky and Dzierzak, 1996). Von dort aus migrieren
sie zur fotalen Leber, die wihrend des zweiten Trimesters der Schwangerschaft das wichtigste

blutbildende Organ ist. Zum Ende der Schwangerschaft findet die Migration der HSZ in die Knochen,
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ihrem endgiiltigen Habitat, statt. Durch Sezernierung des a-Chemokins SDF-1 locken Osteoblasten,
Fibroblasten und Endothelzellen der Knochen die HSZ an (Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998).
Der Rezeptor fiir SDF-1, CXCR4, wird von den hdimatopoetischen Stammzellen exprimiert und ist der
einzige Rezeptor fiir dieses Chemokin (Horuk 2001), weswegen ihm eine besondere biologische
Bedeutung zugesprochen wird (Kucia et al., 2004a).

Im Knochenmark iiberleben und proliferieren die HSZ in einem komplexen Mikro-Milieu, das als
Stammzellnische bezeichnet wird. Die verschiedenen Zelltypen des Knochenmarkstromas produzieren
regulatorische Faktoren (z.B. SCF1) und extrazellulire Komponenten (z.B. Fibronektin, Kollagen,
Tenascin), die fiir den Erhalt des HSZ-Pools und die Differenzierung in die benétigten reifen Blut- und
Immunzellen verantwortlich sind (Whetton and Graham, 1999).

Hamatopoetische Stammzellen haben sich in den letzten vier Jahrzehnten in der Behandlung eines
weiten Feldes hdmatologischer Erkrankungen bewéhrt. So gehoren Knochenmarktransplantationen
zum Zweck der Regenerierung des blutbildenden Systems nach Strahlentherapien ldngst zum
klinischen Standard. Diese Fahigkeit ist auch die einzig verldssliche Moglichkeit, die Prisenz von
HSZ nachzuweisen, da bislang keine ideale Kombination von Oberflichenmarkern gefunden wurde,
um reine HSZ zu isolieren. Als allgemein anerkannt gilt jedoch die Aussage, dass HSZ in einer
bestimmten Fraktion des Knochenmarks stark angereichert vorkommen. Die Zellen dieser Fraktion
exprimieren keine der Entwicklungslinienmarker — sie sind lineage negative (lin) — dafiir aber
verschiedene Oberflaichenmarker wie CD45, CD34, c-Kit und Scal (Bonnet, 2003; Krause et al.,
1994; Ogawa et al., 1991; Spangrude et al., 1988; Uchida and Weissman, 1992).

Die Existenz nicht-hdmatopoetischer Stammzellen wurde, obwohl 100 Jahre zuvor schon vermutet
(Cohnheim, J. 1867. Ueber Entzuendung und Eiterung. Path Anat Physiol Klin Med. 40:1), erst in den
1970er Jahren nachgewiesen (Friedenstein et al., 1976; Friedenstein et al., 1970). Friedenstein und
seine Mitarbeiter kultivierten fiir wenige Stunden Proben von Knochenmark in unbeschichteten
Zellkulturschalen und entfernten die Zellsuspension dann wieder. Auf der Kulturoberflache setzten
sich in dieser Zeit einige Zellen ab. Sie wiesen eine fibroblastendhnliche Morphologie auf und
proliferierten in charakteristischen Kolonien (engl. colony-forming units-fibroblasts, CFU-F). Threr
urspriinglichen Verwendung als Feeder-Zellschicht zur Kultivierung von Héamatopoetischen
Stammzellen (Prockop, 1997) entstammt die Bezeichnung MSZ fiir Markstromazellen (engl. marrow
stroma cells, MSC).

Mit der Entdeckung, dass MSZ fahig waren, in die Zelltypen der mesodermalen Gewebe
(Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten, Myoblasten) zu differenzieren (Caplan, 1991; Friedenstein
et al., 1976; Owen and Friedenstein, 1988; Pereira et al., 1995; Pittenger et al., 1999; Reyes et al.,
2001), etablierte sich auch die Bezeichnung ,Mesenchymale Stammzellen* fiir diese adhirente
Fraktion des Knochenmarks. Inzwischen gibt es eine Vielzahl von Bezeichnungen, die von Labor zu

Labor variieren: BMSC steht dabei fiir Bone Marrow Stem Cells bzw. Bone Marrow Stroma Cells,
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MSC fiir Mesenchymal/Mesodermal/Marrow Stem/Stroma Cells. In dieser Arbeit wird die
Bezeichnung KMSZ fiir Knochenmarkstammzellen (bone marrow stem cell, BMSC) Verwendung
finden.

Zusétzlich zur Adhérenz auf Plastikoberflichen und der Differenzierbarkeit in vitro in Osteoblasten,
Chondroblasten und Adipozyten gilt die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile als
Identitdtsnachweis fiir KMSZ. Trotz zahlreicher Bemiihungen gibt es jedoch, dhnlich den HSZ,
bislang noch keine definitive Markerkombination, mit der ausschlieBlich KMSZ erfasst werden

konnen (Colter et al., 2000; Hermann et al., 2004; Vogel et al., 2003).

1.4 Plastizitit

Die Ontogenese eines Individuums ist mit einer schrittweisen Spezialisierung seiner Zellen verbunden.
Ausgehend von der totipotenten ES-Zelle kommt es mit der Gastrulation zur Festlegung der Zellen auf
eines der drei Keimbléitter. Innerhalb des jeweiligen Keimblattes entwickeln sich die Zellen,
beschrinkt auf eine spezifische Entwicklungslinie (engl. lineage), letzten Endes in einen ausgereiften,
funktionellen Zelltyp. Dem Endoderm (inneres Keimblatt) entstammen beispielsweise die Zellen der
Lunge, des Magen-Darm-Traktes oder der Driisen wie Leber und Bauchspeicheldriise. Vom
Mesoderm (mittleres Keimblatt) gehen die Zellen des Blutes, des Bindegewebes, des Skelettes oder
der Muskeln aus. Die Zellen des Nervensystems oder der Epidermis sind ektodermalen (duBeres
Keimblatt) Ursprungs. Dieser Entwicklungsprozess von Zellen wird als Differenzierung bezeichnet.

Viele Zellen, darunter auch KMSZ, sind zu einem Prozess in der Lage, der als Plastizitit bezeichnet
wird (Verfaillie, 2002). Als Plastizitdit wird die Fahigkeit einer Zelle beschrieben, die
Keimblattgrenzen tiberwindend zu differenzieren. Infolgedessen nimmt sie das Expressionsprofil und

den funktionellen Phénotyp eines Zelltyps eines anderen Keimblattes an.

14.1 Plastizitit von Knochenmarkstammzellen (KMSZ)

An KMSZ demonstrierte eine Vielzahl von in vitro- und in vivo-Studien die Differenzierbarkeit in
Zellen endo- und ektodermaler Gewebe (Herzog et al., 2003): Leber (Lagasse et al., 2000; Petersen et
al., 1999), Herzmuskel (Jackson et al., 2001; Orlic et al., 2001), Niere (Lin et al., 2003), Lunge
(Gussoni et al., 1999; Ortiz et al., 2003), Epithel (Krause et al., 2001), Endothel (Jackson et al., 2001)
sowie Inselzellen der Bauchspeicheldriise (Chen et al., 2004).

Sogar die neuroektodermale Differenzierung konnte nachgewiesen werden. In die lateralen Ventrikel
neonataler Mause injizierte murine KMSZ migrierten durch Vorderhirn und Zerebellum, ohne dabei
die Hirnstruktur zu beschédigen. In multiplen Hirnregionen fanden sich dann KMSZ wieder, die

astrogliale oder auch neuronale Markerproteine (GFAP, NF) exprimierten (Kopen et al., 1999). Mit
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systemisch applizierten KMSZ wurde demonstriert, dass sie in das Hirn migrieren und dann ebenfalls
in Neurone differenzieren konnen. Mehrere Monate nach Applikation lieen sich so in verschiedenen
Hirnregionen Zellen nachweisen, die von den KMSZ abstammen und neuronale Marker (NeuN, NSE,
NF, BlI-Tubulin) exprimierten (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2000). Wie Zhao und Kollegen
anhand von Versuchen mit humanen KMSZ zeigten, beschrinkten sich die beobachteten Effekte nicht
nur auf murine KMSZ. Sie induzierten in Rattenhirnen eine kortikale Ischdmie und transplantierten
humane KMSZ in die Region um den Infarkt. Die Ratten, die Zellen erhalten hatten, wiesen daraufhin
eine funktionelle Verbesserung auf. In der anschlieBenden histologischen Untersuchung der Hirne
wurden zwar von den KMSZ abstammende Zellen gefunden, die Marker von Astrozyten (GFAP),
Oligodendrozyten (GalC) und Neuronen (BIII-Tubulin, NF, NSE) exprimierten, doch fiihrten die
Autoren die Verhaltensverbesserungen nicht darauf zuriick. Wahrscheinlicher als die Integration dieser
neuen neuralen Zellen in die Verschaltung des Hirns hielten sie die Sezernierung von Proteinen durch
die KMSZ, infolgedessen es zur funktionellen Verbesserung kam (Zhao et al., 2002).
In vitro konnten erstmals die Gruppen um Woodbury (Woodbury et al., 2000) und Sanchez-Ramos
(Sanchez-Ramos et al., 2000) mit voneinander unabhidngigen Protokollen die -erfolgreiche
Differenzierung von KMSZ in Zellen neuronalen Phénotyps nachweisen. Seit diesen frithen Artikeln
berichteten viele weitere Studien von erfolgreichen neuralen Differenzierungen von KMSZ in vitro
(Bossolasco et al., 2005; Deng et al., 2001; Hermann et al., 2004; Jin et al., 2003; Kondo et al., 2005;
Munoz-Elias et al., 2003; Padovan et al., 2003; Tao et al., 2005; Tondreau et al., 2004; Wislet-
Gendebien et al., 2003). Die verwendeten Protokolle konnen dabei in zwei Ansitze unterteilt werden —
die einstufige und die zweistufige Konversion von KMSZ in neurale Zelltypen (Hermann et al.,
2006a). Die einstufige neuroektodermale Konversion stellt eine direkte Differenzierung dar. Sie
erfolgte in den Studien durch Inkubation mit
a) Zytokinen, Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, FGF, BDNF), konditionierten Medien oder in
Ko-Kultur mit neuralen Feeder-Zellen,
b) Substanzen, die eine Erhohung des intrazelluldren cAMP-Levels zur Folge haben (z.B. IBMX,
dbcAMP, Forskolin),
c) chemisch definierten Medien, die verschiedene Komponenten einschlieBlich Antioxidanzien
(z.B. BME, BHA, DMSO) enthielten.
Die zweistufige Konversion ist durch eine initiale Konversion der KMSZ in eine unreife, NSZ-
dhnliche Zelle gekennzeichnet. Die so auf die (neuro)ektodermale Keimbahn festgelegte Zelle wird
erst im zweiten Schritt in den reifen neuralen Zelltyp ausdifferenziert.
Bedauerlicherweise weisen einige in vitro-Studien nach heutigem Kenntnisstand gravierende
methodische Schwichen auf, die einen Teil der Ergebnisse infrage stellen. Auf diesen Punkt wird in

der Diskussion nidher eingegangen.
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1.4.2 Moégliche Mechanismen der Plastizitit

Das Phianomen der Plastizitit von Zellen wird seit einigen Jahren kontrovers diskutiert (Anderson et
al., 2001; Raff, 2003). Als moglicher Mechanismus fiir die beobachteten Effekte wird eines der
folgenden Konzepte angesehen (Abb. 6): Transdifferenzierung, De-Differenzierung, Existenz

multipler Stammzellen oder Zellfusion (Wagers and Weissman, 2004).

A Transdifferenzierung B De-Differenzierung C Multiple Stammzellen D Pluripotente Stammzelle

Q | o

Zellfusion

¥

Abb. 6: Schematische Darstellung der maoglichen Mechanismen der Zellplastizitiit.
(A) Transdifferenzierung. (B) De-Differenzierung. (C) Vorliegen multipler Stammzellen bzw. (D) einer
pluripotenten Stammzelle. (E) Fusion determinierter Zellen. Die Keimblatt- bzw. Lineage-Grenzen werden
durch die gepunktete Linie symbolisiert. (Abbildung modifiziert nach (Wagers and Weissman, 2004))

Transdifferenzierung

Transdifferenzierung beschreibt den Prozess der direkten Konversion einer determinierten Zelle in
eine andere (Abb. 6 A). Als Transdifferenzierung gelten beispielsweise die Ergebnisse der von
Bjornson und Kollegen publizierten Studie, in der sie die Differenzierung von NSZ in Blutzellen

demonstrierten (Bjornson et al., 1999).

De-Differenzierung

Als De-Differenzierung wird der Prozess bezeichnet, bei dem eine determinierte Zelle in einen
weniger spezialisierten Status wechselt (Abb. 6 B). Als hoherpotente Zelle kann sie dann in einen
anderen als den urspriinglichen Zelltyp (re-) differenzieren. Auf diese Art und Weise konnen
theoretisch sowohl Entwicklungslinie als auch Keimblattzugehdrigkeit gedndert werden.

Als Beispielorganismen gelten urodele Amphibien (Molche und Salamander), bei denen eine
Gliedmalen-Amputation die De-Differenzierung lokaler Myozyten zu naiven Progenitorzellen
(,,Blastem®) zur Folge hat. Die Zellen des Blastems sind in der Lage, in verschiedene Zelltypen zu
differenzieren und so eine neue Extremitdt zu generieren (Brockes and Kumar, 2002). Es muss
allerdings angemerkt werden, dass die Zellen des Blastems nicht in pluripotente Stammzellen de-
differenzieren, sondern sich vielmehr ,an ihre frithere Identitit erinnern®. Dies wurde durch

Transplantation von Blastemzellen der Gliedmalien in das Auge, in dem sie dann in Strukturen der
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GliedmaBen differenzierten, nachgewiesen (Kim and Stocum, 1986). Das reproduktive Klonen macht
sich im Grunde den gleichen Effekt zu Nutze. Im Nukleus einer determinierten somatischen Zelle
kommt es nach dem Transfer in eine entkernte Eizelle zu epigenetischen Anderungen in seiner DNS.
Die Folge ist die erneute Differenzierbarkeit einer urspriinglich ausdifferenzierten Zelle.

Obwohl es an somatischen Sdugerzellen noch nicht so drastisch gezeigt wurde, lassen einige Studien
vermuten, dass hier dhnliche Prozesse fiir eine De-Differenzierung verantwortlich sind. Tang und
Kollegen beispielsweise demonstrierten, dass Vorldufer von Oligodendrozyten Eigenschaften von
NSZ annahmen, wenn sie unter geeigneten Kulturbedingungen (d.h. serumfrei und mit geringer

Dichte) kultiviert wurden (Tang et al., 2001).

Multiple Stammzellen

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir Plastizitdt ist die Existenz verschiedener Stammzellpopulationen
innerhalb der untersuchten Gewebe (Abb. 6 C). Die Kontamination einer Zellpopulation mit einer
Stammezelle eines anderen Keimblattes bzw. Entwicklungslinie und deren Differenzierung konnte so
falschlicherweise als Transdifferenzierung der vermeintlich homogenen Population interpretiert
werden.

Das mogliche Vorliegen einer oder mehrerer Stammzellpopulationen wurde in den entsprechenden
Studien der frithen Plastizitéts-Debatte nicht sorgfiltig genug in Betracht gezogen. Erst in den letzten
Jahren nimmt die Akzeptanz durch den Nachweis verschiedener Stammzellpopulationen im
Knochenmark zu. Neben gewebespezifischen Stammzellen (engl. tissue committed stem cells, TCSC)
(Kucia et al., 2004b; Ratajczak et al., 2004b) gewinnen zunehmend Populationen von pluripotenten
Stammzellen im adulten Knochenmark an Bedeutung (Abb. 6 D).

D’Ippolito und Kollegen (D'Ippolito et al., 2004) wiesen in vitro in unfraktioniertem humanen
Knochenmark eine Population von nicht-hdmatopoetischen Zellen (engl. marrow-isolated adult
multilineage inducible cells, MIAMI-Zellen) nach, die sich in Zelltypen aller drei Keimblatter
induzieren lieBen. Dariiber hinaus konnte in den MIAMI-Zellen die Expression der ES-Zell-Marker
Oct4 und Rex-1 nachgewiesen werden.

Die Gruppe um Verfaillie selektierte eine Fraktion von CD457/GlyA™ Zellen aus dem Knochenmark,
die sie anfanglich als mesodermale Progenitorzellen beschrieben (engl. mesodermal progenitor cell,
MPC) (Reyes et al., 2001). Die Bezeichnung wurde in MAPC (engl. multipotent adult progenitor cell)
abgedndert, nachdem der Beweis erbracht worden war, dass diese Zellen sowohl in vitro als auch in
Vivo in die meisten somatischen Zelltypen differenzieren konnten (Jiang et al., 2002a; Keene et al.,
2003; Schwartz et al., 2002). MAPC konnten auch aus verschiedenen anderen Geweben, wie z.B.
Gehirn oder Muskeln, isoliert werden (Jiang et al., 2002b).

Eine weitere relevante Arbeit stammt von Kucia und Kollegen (Kucia et al.,, 2006a). In dieser
identifizierten sie eine homogene Population von sehr kleinen, den embryonalen Stammzellen

dhnlichen Zellen (engl. very small embryonic like stem cells, VSEL cells). Diese in geringer Zahl
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vorkommenden Sca-17/lin/CD45" Zellen exprimierten neben CXCR4 verschiedene, fiir pluripotente
Stammzellen typische, Marker (SSEA-1, Oct4, Rex-1). Neben verschiedenen morphologischen
Charakteristika embryonaler Stammzellen lieBen sich die VSEL-Zellen in vitro in Zelltypen aller drei
Keimblitter differenzieren. Als Grund fiir die Prdsenz pluripotenter Stammzellen im Knochenmark
wird ihre Ablagerung wiahrend der friihen Embryogenese vermutet (Kucia et al., 2006b).

Zwischen den Charakteristika der genannten Stammzellen gibt es sowohl einige Ubereinstimmungen
als auch Differenzen. Das wirft die Frage auf, ob es sich nicht gegebenenfalls um dieselben Zellen
handelt, die man lediglich unter Anwendung unterschiedlicher Protokolle identifiziert hat (Ratajczak
et al., 2004a; Ratajczak et al., 2007a). Dies mit Sicherheit beantworten zu konnen, erfordert jedoch

weitere Forschungsarbeit.

Zellfusion

Das Ergebnis einer Zellfusion ist eine Zelle, die in der Regel iiber die Oberflachen-, Zytoplasma- und
Kernmarker der Ausgangszellen verfiigt (Abb. 6 E). Ist die Zelle anfangs noch als binukleédre Zelle
identifizierbar, kann es im weiteren Verlauf auch zur Verschmelzung beider Zellkerne kommen. Die
Zelle liegt dann als mononukleére, polyploide Zelle vor. Die Zellfusion ist eine vieldiskutierte Option
im Kontext der Zellplastizitit, entsteht doch letztlich die totipotente Zygote aus der Fusion von Oozyte
und Spermium.

Kommt es beispielsweise zwischen einer KMSZ und einem Neuron zur Zellfusion, konnte die
resultierende Zelle als transdifferenziert fehlinterpretiert werden, weil sie neben KMSZ-Markern auch
neuronenspezifische Marker aufweist.

Verschiedene Studien konnten die Fusion multipler Zelltypen demonstrieren. In vitro wurde gezeigt,
dass sowohl KMSZ der Maus (Terada et al., 2002) als auch dem Maushirn entnommene Zellen mit
ES-Zellen fusionieren (Ying et al., 2002). Vassilopoulos und Kollegen beschrieben in vivo die Fusion
von transplantierten KMSZ mit Hepatozyten (Vassilopoulos et al., 2003), Weimann und Kollegen die
Fusion mit Purkinje-Neuronen (Weimann et al., 2003).

Die Zellfusion ist jedoch mit ca. 2 Ereignissen je 10° aus dem Knochenmark abstammender Zellen
(Terada et al., 2002) ein eher seltenes Ereignis. Dariiber hinaus eignet sich dieser Mechanismus nicht

als Erklarung fiir die vielfach in vitro an KMSZ-Monokulturen erzielten Differenzierungsergebnisse.
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1.5 Markierung von Zellen

Die Untersuchung des Differenzierungpotenzials von Zellen sollte in einem weitgehend realitdtsnahen
Milieu erfolgen. Dies kann idealerweise durch Ko-Kultivierung oder Transplantation in das
entsprechende Organ bzw. Ziel-Gewebe erreicht werden. Eine Markierung der zu untersuchenden
Zellen ist dabei erforderlich, um sie anschlieBend wiederzufinden und von den Zellen des
Empfangergewebes unterscheiden zu konnen.

Als Markierungsmethoden haben sich in den letzten Jahren unterschiedliche Ansétze etabliert. Sie
konnen generell als transgen und nicht-transgen voneinander unterschieden werden. In transgenen
Ansitzen werden Zellen verwendet, die ein bestimmtes Reportergen exprimieren. Unter der Kontrolle
eines ubiquitiren Promotors, beispielsweise des P-Aktin-Promotors und verstirkt durch den
konstitutiv aktiven Zytomegalovirus (CMV)-Enhancer, wird das Reportergen in allen Zellen des
Organismus’ exprimiert. Ist eine Expression nur in einem bestimmten Zelltyp erwiinscht, wird das
Reportergen unter die Kontrolle eines zelltypspezifischen Promotors gestellt. Die in den Studien
prominentesten Reportergene kodieren das green fluorescent protein (GFP) (Brazelton et al., 2000;
Biihnemann et al., 2006; Wislet-Gendebien et al., 2004; Zhao et al., 2002) oder B-Galaktosidase
(B-Gal) (Gussoni et al., 1999; Jackson et al., 2001; Jiang et al., 2002a; Lagasse et al., 2000).

GFP ist ein in der Qualle Aequorea victoria natiirlich vorkommendes Protein. Okabe und Kollegen
(Okabe et al., 1997) gelang es erstmals, eine transgene Mauslinie zu kreieren, die ubiquitdr GFP
produzierte und so als Quelle fiir griin fluoreszierende Zellen Verwendung findet. Inzwischen gibt es
auch modifizierte Varianten des GFP. Sie unterscheiden sich in ihren Fluoreszenzspektren
voneinander und werden dementsprechend als YFP (yellow fluorescent protein) oder CFP (cyan
fluorescent protein) bezeichnet.

B-Galaktosidase ist eine Glykosidase und wird durch das lacZ-Gen kodiert. Eine ubiquitére Expression
dieses Gens findet in der transgenen Mauslinie ROSA26 statt. Wahrend die genannten fluoreszierenden
Proteine direkt anhand ihrer Fluoreszenz detektierbar sind, miissen B-Gal-positive Zellen mit einer
histochemischen Reaktion visualisiert werden. In dieser wird das Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-p-D-galactopyranosid) in Galaktose und Indoxyl (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl) gespalten. Die
weitere Oxidierung des Indoxyls zu Indigo (5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo) resultiert in einer
sichtbaren Blaufarbung.

Eine wesentliche Schwidche von transgenen Markierungansdtzen ist die mogliche
Expressionsminderung des Transgens im Verlauf der Zelldifferenzierung (Theise et al., 2003). Mit
einer sog. sex-mismatch-Transplantation umgeht man ein solches Problem. Anhand des
Y-Chromosoms konnen transplantierte Zellen eines ménnlichen Spenders in einem weiblichen
Empfanger identifiziert werden (Alison et al., 2000; Krause et al., 2001; Mezey et al., 2003). Die

Detektion des Chromosoms mittels in situ-Hybridisierung erfordert ein sorgféltiges Schneiden der
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Priaparate, um die Ebene des Nukleus’, in der das Chromosom lokalisiert ist, nicht zu verfehlen
(Kotton et al., 2004).

Die Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe (Lee et al., 2004; Neumann et al., 2006; Weir et
al., 2008) bietet den Vorteil einer einfachen Markierung, da die Zellen lediglich fiir kurze Zeit mit dem
Farbstoff inkubiert werden miissen. Sie lagern sich in der Membran (z.B. Dil, PKH26) oder dem
Nukleus ein (z.B. Bis-Benzimid), verdiinnen sich jedoch mit jeder Zellteilung und neigen auch zur
Markierung umliegender Zellen. Dies kann mit Fluoreszenzfarbstoffen vermieden werden, die
intrazellular binden (z.B. CMFDA, CFSE).

Eine weitere Moglichkeit der Zellmarkierung ist der Einsatz des Thymidin-Analogons 5-Brom-2-
Desoxyuridin (BrdU) (Abb. 7 A). Wihrend der S-Phase des Zellzyklus® wird es an Stelle von
Thymidin (Abb. 7 B) in den neu synthetisierten DNS-Strang inkorporiert (Abb. 7 C). AnschlieBend
kann es mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden (Abb. 7 D). Die so markierte Zelle hat

einen BrdU-positiven Nukleus.
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5-Brom-2-Desoxyuridin
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Abb. 7: Prinzip der BrdU-Markierung. (A) Das Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) besitzt das
Halogen Brom an Stelle einer Methylgruppe (Pfeil) wie Thymidin. Befinden sich an dieser Stelle andere
Halogene, spricht man bspw. von loddesoxyuridin (IdU) oder Chlordesoxyuridin (CIldU). (B) Wihrend der
DNS-Replikation wird das Nukleotid Thymidin in den neu synthetisierten Strang eingebaut. (C) Das Angebot
von BrdU fiihrt zu dessen Inkorporation in die DNS. (D) Mit spezifischen Antikdrpern kann das BrdU und somit
die Zelle anhand ihres markierten Nukleus’ detektiert werden. (Abbildung modifiziert nach Kempermann 2002:
Habilitationsschrift, http://edoc.hu-berlin.de/docviews/abstract.php?lang=ger&id=20088)

Ende der 1980er Jahre von Miller und Nowakowski (Miller and Nowakowski, 1988) als Marker fiir
proliferierende Zellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) eingefiihrt, ersetzte BrdU aufgrund seiner
Vorteile das bis dahin etablierte *H-markierte Thymidin (Breunig et al., 2007; Taupin, 2007). Mit der
aufkommenden Konfokalmikroskopie wurde eine phénotypische Charakterisierung der proliferierten
Zellen und deren stereologische Quantifizierung moglich. In zahlreichen in vitro- und in vivo-Studien
hat sich BrdU als geeigneter Marker fiir proliferierende Zellen erwiesen (Baldauf and Reymann, 2005;
Kempermann et al., 1997; Kuhn et al., 1996; Leuner et al., 2006; Lichtenwalner RJ and Parent JM.,
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2006; Schmidt and Reymann, 2002; Taupin, 2006; Thored et al., 2006; Van Praag et al., 1999). Die
in vivo-Studien umfassen dabei sowohl Untersuchungen am gesunden als auch am geschédigten
Gehirn. Auch die Markierung von Zellen vor einer Transplantation ist mit BrdU realisierbar (Kopen et
al., 1999; Li et al., 2001c; Li et al., 2000; Lundberg et al., 1997; Reubinoff et al., 2001). Dafiir wird
invitro dem Kulturmedium einige Stunden bis Tage vor der Transplantation, abhingig von der
Proliferationsrate der zu markierenden Zellen, BrdU zugefiigt. Die Markierung mit BrdU hat, wie alle
Zellmarkierungsmethoden, neben den spezifischen Vorteilen auch Nachteile. So wurde beschrieben,
dass es nach Transplantation so markierter Zellen zum Transfer von Thymidinanaloga in benachbarte
proliferierende Zellen kommen kann, was zu falsch-positiven Resultaten fithrt (Burns et al., 2006;
Coyne et al., 2006).

Daher ist die Anwendung und Kombination verschiedener Techniken von hoher Relevanz. Nur so
lassen sich die Schwéchen einzelner Markierungstechniken ausgleichen und verlédssliche Daten

gewinnen.
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1.6 Behandlung neurologischer Erkrankungen mit exogenen Stammzellen

Das Differenzierungspotenzial von Stammzellen, embryonalen und auch adulten Ursprungs, schafft
groBBe Erwartungen auf einen zukiinftigen Einsatz bei der Behandlung neurologischer Erkrankungen.
Wie bereits beschrieben wurde, generieren endogene Stammzellen des Zentralen Nervensystems zwar
auch postnatal Neurone, doch ist dieser Prozess nach jetzigem Kenntnisstand auf wenige Regionen des
Himns (SVZ und SGZ) beschrénkt. Die Applikation exogener Stammzellen bietet potenziell eine
weitere Moglichkeit, neurologische Defizite zu therapieren — unabhéngig, ob diese auf eine
Zelldegeneration oder den génzlichen Verlust von Zellen zuriickzufiihren sind.

Anhand einiger Beispiele soll im Folgenden ein kurzer Einblick in den experimentellen Einsatz von

Stammzellen gegeben werden.

1.6.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen zeichnen sich grundlegend durch die meist langsam fortschreitende
Atrophie einzelner Neuronentypen aus. Kommt es bei Morbus Parkinson selektiv zum Absterben
dopaminerger Neurone der Substantia nigra, sind es bei Morbus Huntington vorrangig die
GABAergen Neurone des Striatums.

Die zellbasierte Therapie von Morbus Parkinson entwickelte sich zu einer realistischen Alternative zu
pharmakologischen Ansétzen oder elektrischer Tiefenstimulation. Die Substitution der degenerierten
dopaminergen Neurone ermdglicht eine urséchliche Behandlung der Erkrankung und nicht mehr nur
der Symptome. In initialen Studien wurden katecholaminerge Zellen der Nebenniere in das Striatum
transplantiert. Die geringen Erfolge hinsichtlich des Zelliiberlebens und der Verhaltensverbesserung
der Rezipienten fiihrte zur Suche nach anderen Zellquellen (Backlund et al., 1985; Hurtig et al., 1989).
Wie weitere Studien zeigten, stellten dopaminerge Neurone des fotalen ventralen Mesenzephalons die
geeigneteren Zellen dar. Sie waren in der Lage zu iiberleben und sich im Striatum zu integrieren. Auch
konnten nach ihrer Transplantation motorische Verbesserungen festgestellt werden (Bjorklund et al.,
1983; Freed et al., 1992; Kordower et al., 1998; Lindvall et al., 1990; Piccini et al., 2000). In
klinischen Studien wurden inzwischen mehrere hundert an Morbus Parkinson erkrankte Patienten
erfolgreich mit fotalen Zellen behandelt (Barker and Widner, 2004). Die Zellen differenzierten,
integrierten sich im Empfiangergewebe und fiihrten zu funktionellen Verbesserungen (Kordower et al.,
1996; Kordower et al., 1995; Mendez et al., 2005). Andere Studien schriankten die Wirksamkeit bis zu
einem Patientenalter von 60 Jahren ein (Freed et al., 2001) oder fanden keine Unterschiede zwischen
transplantierten und Kontroll-Patienten (Olanow et al., 2003). Von Nachteil bei der Verwendung
fotaler Zellen ist das Verhiltnis zwischen Spenderzellen und Empfinger sowie die ethische
Beurteilung. Da die Ausbeute an dopaminergen Neuronen relativ gering ist, besteht ndmlich pro

Patient ein Bedarf von mehreren Foten (Isacson et al., 2003).
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Alternativ zu Zellen fotalen Ursprungs wurden auch ES-Zellen auf einen therapeutischen Nutzen
untersucht. Ben-Hur und Kollegen generierten aus humanen ES-Zellen eine mit neuralen
Progenitorzellen angereicherte Kultur. Die Zellen {iberlebten mindestens 12 Wochen nach
Transplantation in Ratten und differenzierten in dopaminerge Neurone. Auch eine teilweise
Verbesserung des Verhaltens wurde beobachtet (Ben-Hur et al., 2004). Obwohl in dieser Studie keine
Tumorbildung beobachtet wurde, belegen andere Studien, dass die Transplantation von ES-Zellen

generell das Risiko einer Teratombildung beinhaltet (Brederlau et al., 2006; Roy et al., 2006).

Die Behandlung der erblichen Krankheit Morbus Huntington (auch Chorea Huntington genannt) zielt
ebenfalls auf den Ersatz der degenerierten Neurone. Die klinischen Ansdtze basieren auf
tierexperimentellen Untersuchungen, die in Nagern und Primaten alle fotalen striatalen Zellen auf
deren Wirksamkeit sowie die Sicherheit der Methode untersuchten. An allen Zelltypen konnte deren
Uberleben (Campbell et al., 1993; Liu et al., 1992; Lopez-Martin et al., 1999) sowie die funktionelle
Verkniipfung mit dem Empfiangergewebe demonstriert werden (Dunnett et al., 1998; Hantraye et al.,
1992; Kendall et al., 1998; Nakao et al., 1999). Dariiber hinaus fiihrten die striatalen Transplantate zur
Reduzierung der charakteristischen Krankheitssymptome. An Patienten liel sich jedoch eine
vollstindige Erholung nach Erhalt der allogenen fotalen Zellen nicht beobachten. Es zeigten sich zwar
motorische und psychologische Verbesserungen (Kopyov et al., 1998; Philpott et al., 1997), doch
beruhen diese lediglich auf einem verzdgerten Fortschreiten der Erkrankung, die fiir ein paar Jahre
anhilt (Bachoud-Levi et al., 2000; Bachoud-Levi et al., 2006). Als problematisch anzusehen ist, dass
alle bisherigen klinischen Ansédtze, die fotalen Zellen in das geschédigte Striatum transplantierten,
scheiterten. Die Pathophysiologie von Morbus Huntington beschrénkt sich jedoch nicht nur auf diese
Hirnregion, so dass eine Transplantation ins Striatum alleine nicht ausreicht, alle Symptome zu
beheben.

Eine weitere vielversprechende Zellquelle stellen neurale Stammzellen dar. Sie lassen sich vor einer
Transplantation in vitro vermehren und bergen lediglich ein geringes Risiko der Tumorbildung. In
Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen wurde gezeigt, dass sie nach Transplantation
vorrangig in Astrozyten und nur zu einem kleinen Teil in Neurone differenzieren. Dennoch fiihrte ihre
Applikation zu funktionellen Verbesserungen in den Testtieren (Dziewczapolski et al., 2003; McBride

et al., 2004; Song et al., 2007).

1.6.2 Schlaganfall

Anders als die vorab beschriebenen neurologischen Erkrankungen kommt es beim Schlaganfall
(Apoplexie, apoplektischer Insult) zum Absterben komplexer Hirnareale. Davon sind nicht nur
einzelne Neuronentypen, sondern ebenfalls die dort ansdssigen Astrozyten, Oligodendrozyten und
Endothelzellen betroffen. Die Ursache liegt in der Mangelversorgung der entsprechenden Region mit

Glukose und Sauerstoff infolge einer Reduktion des Blutflusses. Diese ist in etwa 80 % der Fille
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durch einen GefdBverschluss bedingt. Entweder durch einen lokalen Thrombus oder einen
angeschwemmten Embolus kommt es so zur fokalen zerebralen Ischédmie. Die anderen etwa 20 % der
Schlaganfille resultieren aus spontanen Blutungen (intrazerebral oder subarachnoidal) und werden als
hamorrhagische Insulte bezeichnet. Die Kompression des umliegenden Hirngewebes aufgrund der
Einblutung und der Ausfall der Blutversorgung in den nachgeordneten Hirnregionen, haben jedoch
dhnliche Auswirkungen wie ein thrombotischer Insult. Diese fokalen Varianten der Ischédmie sind von
der globalen zu unterscheiden, bei der es zu einer Unterversorgung des gesamten Hirns (z.B. durch
Herzstillstand) kommt.

Die Minderdurchblutung 16st eine Kaskade pathogener Mechanismen aus, die letztendlich zum Zelltod
im betroffenen Gebiet fiihren. Dazu zdhlen Exitotoxizitdt, Peri-Infarkt-Depolarisationen,

Inflammation, Nekrose und Apoptose (Abb. 8) (Dirnagl et al., 1999).

4 % Exzitotoxizitit
/N

|/ \ Peri-Infarkt- .

£ X Decalaa Inflammation

2 / / cpolarisationen P

=t / \ "‘__, """ ,‘__--.

= Y ™ Apoptose
Minuten Stunden Tage

Abb. 8: Ischimische Kaskade der Schadigungsmechanismen der fokalen zerebralen Ischdmie. Unmittelbar
nach Beginn der Perfusionsverringerung kommt es zur Schiddigung der Zellen durch exitotoxische
Mechanismen. Peri-Infarkt-Depolarisationen und — als verzogerte Mechanismen — Inflammation, Nekrose sowie
Apoptose fithren zum Untergang der Zellen im betroffenen Areal. (Dirnagl et al., 1999)

In der einer fokalen Ischdmie folgenden Akutphase (die ersten 24 Stunden) lasst sich das ischdmische
Infarktareal anhand unterschiedlicher Blutperfusionsgrade in zwei Zonen einteilen. Der Bereich mit
der geringsten verbliebenen Perfusion wird als ischdmischer Kern bezeichnet. Der zerebrale Blutfluss
ist hier auf unter 20 % des normalen Wertes reduziert (Hossmann, 1994). In diesem Gebiet findet eine
rapide und irreversible Schiddigung des bestehenden Zellgefiiges statt. Zwischen diesem letal
geschédigten Bereich und dem gesunden Gehirn liegt die Penumbra, eine Zone mit moderat
vermindertem Blutfluss. Die dort lokalisierten Zellen bleiben strukturell intakt und konnen teilweise
auch ihren Metabolismus aufrechterhalten (Hossmann, 1994; Obrenovitch, 1995). Die Schiadigungen
der Zellen in der Penumbra gelten grundsitzlich als reversibel (Hakim, 1987) — ohne Reperfusion
innerhalb eines eng limitierten Zeitraumes nach Insult weitet sich das ischdmische Kerngebiet jedoch

auch auf die Penumbra aus und fiihrt dort zur irreversiblen Zellschidigung (Abb. 9).
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Abb. 9: Vergrofierung des ischimischen Kerns nach fokaler Ischdmie. Im ischdmischen Areal finden sich
nach dem Insult eine Region mit moderat reduzierter Blutperfusion (grau; Penumbra) und eine Region mit stark
reduzierter (schwarz; Ischdmischer Kern) Blutperfusion. Ohne zeitnahe GegenmaBnahmen (Reperfusion,
Neuroprotektion) weitet sich die strukturelle Zellschddigung des Kerngebietes auch auf die Zellen in der
Penumbra aus. (Dirnagl et al., 1999)

Die Therapierung des (thrombotischen) Schlaganfalls umfasst neben der Thrombolyse die Protektion
der Zellen (Neuroprotektion) in der Penumbra. Als bislang einzige klinische Anwendung hat sich die
Thrombolyse etabliert. Unter der Voraussetzung einer Behandlung innerhalb weniger Stunden nach
Insult kann die Behandlung die Ausweitung der Hirnschddigung in gewissem Umfang einschranken.
Als Thrombolytikum wird dabei der Plasminogenaktivator t-PA (tissue plasminogen activator)
eingesetzt. Das mit der Applikation dieser Substanz verbundene Risiko von Sekundérblutungen lasst
jedoch nur die Behandlung eines geringen Teils (6 %) von ansonsten weitestgehend gesunden
Patienten zu (Chiu et al., 1998).

Die Neuroprotektion umfasst MaBlnahmen, die nach einer fokalen Ischdmie auf die Inhibition
pathogener Ereignisse in der ischdmischen Kaskade zielen. Durch geeignete Pharmaka sollen so die
bedrohten Neurone der Penumbra vor dem Zelltod bewahrt werden. Eine Vielzahl von Substanzen
erwies sich im Tiermodell als wirksam, doch erbrachten sie in klinischen Studien keine signifikanten
Verbesserungen bei den Patienten (Block and Schwarz, 1999; Wahlgren and Ahmed, 2004).

Die Ursachen fiir die Abweichungen der Ergebnisse zwischen klinischen und tierexperimentellen
Studien sind vielfdltig (Dirnagl et al., 1999). Im Tiermodell werden oftmals juvenile Tiere unter
kontrollierten Laborbedingungen verwendet. Somit ist eine direkte Ubertragung auf den
durchschnittlich é&lteren, multimorbiden (z.B. Diabetes, Bluthochdruck) Schlaganfallpatienten nicht
moglich. Auch scheitern einige klinische Studien, weil sich die potenziell neuroprotektiven
Substanzen nicht innerhalb des zeitlichen Fensters applizieren lassen, in dem sie sich im Tiermodell
als wirksam erwiesen haben. Auch die ermittelten wirksamen Dosen lassen sich aufgrund von
Nebenwirkungen klinisch oft nicht umsetzen. Obwohl die grundlegenden Mechanismen einer

zerebralen Ischdmie zwischen den Spezies vergleichbar sind, gibt es doch gravierende Unterschiede
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(Hirnstruktur, GefdBanatomie, Metabolismus) zwischen Versuchstieren und Menschen. Zudem
scheinen Ratten, als am héufigsten verwendete Versuchstiere, empfanglicher fiir eine neuroprotektive
Behandlung zu sein als Primaten. Hinzu kommt bei ihnen eine ausgeprigte Féhigkeit zur

Spontanerholung nach experimentellem Schlaganfall.

Das Ausbleiben von Erfolgen bei der pharmakologischen Neuroprotektion erfordert die Entwicklung
wirksamer anderer Therapieformen. Die Zellersatztherapie soll, &hnlich wie es bei den beschriebenen
neurodegenerativen Erkrankungen bereits in Proof-of-Principle-Studien gezeigt wurde, den erhofften
Nutzen bringen. Wéhrend die Pathologie von Morbus Huntington oder Morbus Parkinson jedoch
»hur” die Rekonstruktion relativ homogener Neuronenpopulationen erfordert, muss nach Schlaganfall
ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen Neuronentypen sowie Astrozyten, Oligodendrozyten und
Endothelzellen wiederhergestellt werden.

Eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen wurde bislang auf ihr therapeutisches Potenzial untersucht:
Aus murinen ES-Zellen in vitro vordifferenzierte neurale Vorlduferzellen (Bithnemann et al., 2006),
humane neurale Stammzellen (Kelly et al., 2004; Park, 2000), immortalisierte murine neuroepitheliale
Stammzellen (Modo et al., 2002; Veizovic et al., 2001), NT2-Zellen (Borlongan et al., 1998;
Kondziolka et al., 2000), KMSZ aus Ratten (Chen et al., 2001a; Li et al., 2001b), humane
Nabelschnurblutzellen (Chen et al., 2001b; Willing et al., 2003) und aus Fettgewebe gewonnene
Stromazellen (Gronthos et al., 2001; Kang et al., 2003).
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1.7 Gegenstand der Arbeit

Das Differenzierungsverhalten von Knochenmarkstammzellen (KMSZ) stellte in den vergangenen
Jahren den Fokus zahlreicher Untersuchungen dar. Insbesondere ihr Potenzial, in neuroektodermale
Zelltypen zu differenzieren, kniipfte hohe Erwartungen an einen moglichen Einsatz von KMSZ in
entsprechenden zellbasierten Therapieansdtzen. Dariiber hinaus ermdglicht ihre verhéltnisméBig
einfache Gewinnung aus dem Knochenmark der Patienten ihren FEinsatz in autologen
Transplantationen. Um einen derartigen klinischen Einsatz jedoch realisieren zu kodnnen, miissen
einige grundlegende Fragen, die Stammzelleigenschaften von KMSZ betreffend, noch beantwortet
werden. Wie in der Einleitung dargelegt, haben frithe Arbeiten die Hypothese nahegelegt, dass KMSZ
unter definierten Bedingungen sowohl in vitro als auch in vivo in neurale Zellen differenzieren
konnen. Neuere Arbeiten belegen zwar einen therapeutischen Effekt von KMSZ nach Transplantation
in Tiere mit experimentellem Schlaganfall, allerdings vermuten einige Autoren, dass dieser
verhaltensverbessernde Effekt durch die Sezernierung von verschiedenen Wachstumsfaktoren durch
die transplantierten Zellen bedingt wird.

Bei der Untersuchung von KMSZ aus Ratte wurden in der vorliegenden Arbeit bereits unter
Standardkulturbedingungen (= Basalbedingungen) existierende Zellen entdeckt, die Markerproteine
neuraler Zellen exprimierten. Diese Befunde und Daten aus der Literatur fiihrten zur Hypothese, dass
innerhalb von KMSZ mdglicherweise Subpopulationen von Zellen existieren, die Eigenschaften
neuraler Stammzellen besitzen. Eine solche Subpopulation von kleinen Nestin-positiven Zellen wurde
in der vorliegenden Arbeit eingehend charakterisiert. Des Weiteren wird demonstriert, dass ein
einfacher Serumentzug zur Anreicherung dieser Subpopulation und zur Expression zusétzlicher
Markerproteine fiihrt, die typisch fiir embryonale und neurale Stammzellen sind. Die so erzielte und in
dieser Arbeit beschriebene Population von Serumdeprivation-induzierten KMSZ (SD-KMSZ)
unterstiitzt eine von mehreren Gruppen vertretene Ansicht, dass KMSZ pluripotente Stammzellen
enthalten, die unter entsprechenden Bedingungen moglicherweise auch zu neuralen Zellen
differenzieren kdnnen.

Um eine mogliche Differenzierung in neurale Zellen aufzukldren, wurden KMSZ in Ratten nach
experimentellem Schlaganfall transplantiert. Da fiir die Gewinnung der KMSZ keine GFP-
exprimierenden KMSZ aus der Ratte zur Verfligung standen, wurden die zu transplantierenden Zellen
zuvor in vitro mit BrdU markiert. Es zeigte sich, dass eine Detektion der transplantierten Zellen bereits
nach einer Woche nicht mehr moglich war, da das BrdU-Signal nicht mehr einwandfrei nachweisbar
war. Die Stabilitdt des BrdU-Signals wurde deshalb in einer in vitro-Studie untersucht. Dabei wurde
ersichtlich, dass das BrdU in den der Markierung nachfolgenden Zellteilungen nicht nur aus dem
Genom ,,rausverdiinnt* wird, sondern offensichtlich auch durch Reparaturprozesse aktiv aus der DNS

ausgeschnitten und ins Zytoplasma transportiert wird.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Instrumente

Tab. 1: Verwendete Gerite und Instrumente

Bezeichnung

Hersteller

Analysenwaage BP 211 D
Analysenwaage PT310
CO;,-Inkubator C200

Deckgldschen

Einfriercontainer Mr. Frosty
Einwegspritzen

Heissluftsterilisator UT6
Inversmikroskop Axiovert 200
Inversmikroskop Axiovert 200M
Kantilen (23 G)
Kritischer-Punkt-Trockner
Kryordhrchen

Labor-pH-Meter-766

Laborautoklav 2540 EL
Laborschiittler Thermoshake
Laserscanmikroksop LSM 5 Pascal Exciter
Multiwell-Platten

Multiwell-Platten fiir Time-Lapse
Neubauer-Zahlkammer

Objekttrager Super-Frost Plus

Pipetus

Pipetten

Pipettenspitzen
Rasterelektronenmikroskop DSM 940
Reinstwasseranlage Ultra Clear UV plus
Schlittenmikrotom
Sicherheitswerkbank Herasafe HS12
Spritzenvorsatzfilter (0,2 pum)
Thermomagnetrithrer MR3000

Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen

Labotect, Gottingen

Karl Hecht ,,Assistent*, Sondheim
Nunc, Wiesbaden

B.Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

B.Braun, Melsungen

Bal-Tec, Balzers, FL

Nunc, Wiesbaden

Knick, Berlin

VWR, Wien, A

C. Gerhardt, Konigswinter

Carl Zeiss, Jena

TPP, Trasadingen, CH

BD Falcon, Heidelberg

Karl Hecht ,,Assistent, Sondheim
Menzel, Braunschweig
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

SG Wasser und Regenerierstation GmbH, Barsbiittel
Leica, Bernsheim

Heraeus, Hanau

Schleicher & Schiill, Dassel
Heidolph, Schwabach
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Vortex MS3 basic
Wasserbad Julabo 19
Zentrifuge 5415C
Zentrifuge 5702
Zentrifuge Biofuge13
Zentrifuge Biofuge Stratos
Zellkulturflaschen

Zentrifugenrdhrchen

Ika, Staufen

Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

TPP, Trasadingen, CH
TPP, Trasadingen, CH
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2.1.2 Chemikalien und Substanzen

Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Substanzen

Bezeichnung Bezugsquelle
DAB Sigma-Aldrich, Steinheim
DAPI MoBiTec, Gétingen

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
DPX

Eisessig

Eosin

Eselserum

Ethanol

Formalin

Glutaraldehyd
Héamatoxylinldsung nach Gill II
Halothan

HCI

Histomount

Isopropanol

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumthiosulfat

Oil Red O

PFA

PI

Propylenglykol

Séurefuchsin

Silbernitrat

Toluidinblau

TRIS

Triton X-100

Xylol

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Electron Microscop Sciences, Hatfield, USA

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Thermo Shandon, Pittsburgh, USA

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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2.1.3

Tab. 3: Zellkulturmedien und —zusétze

Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

Bezeichnung

Bezugsquelle

Adipogener Stimulations-Zusatz
Alpha-MEM (2,0 g/l NaHCO:;)
B-Glycerophosphat

bFGF

Bromdesoxyuridin

Dexamethason

DMSO

EGF

FKS*

HEPES

Insulin

L-Ascorbinsdure

L-Glutamin

MesenCult Basal Medium
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/10.000 pg/ml)
Poly-L-Lysin 0,1 % (w/v)

Staurosporin

TGF-p

Trypsin/EDTA 0.25% (v/v)/0.02% (v/v)
Tween 20

Stemcell Technologies, USA
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Chemicon, Temecula, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Alrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Stemcell Technologies, USA
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

* Um negative Auswirkungen unterschiedlicher FKS-Chargen auf die Proliferation und somit auf den

Ausgang der Experimente zu vermeiden, wurde lediglich eine bestimmte Charge FKS verwendet.

Diese wurde durch das Austesten mehrerer Chargen bestimmt. Das FKS wurde bis zur Verwendung

bei -80 °C gelagert und vor Gebrauch vollstindig auf 37 °C erwarmt.
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Adipozyten-Induktionsmedium

Osteozyten-Induktionsmedium

Chondrozyten-Induktionsmedium

Sphérulen-Basis-Medium

Standardmedium

Serumfreies Standardmedium

Alpha-MEM/0,6 N HCI

MesenCult Basal Medium

Adipogener Stimulations-Zusatz

Alpha-MEM

FKS
Penicillin/Streptomycin
L-Ascorbinsdure
B-Glyercophosphat

Dexamethason

Alpha-MEM

FKS
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin
L-Ascorbinsdure
TGF-p

Insulin

Alpha-MEM
Penicillin/Streptomycin
EGF

bFGF

Alpha-MEM

FKS
Penicillin/Streptomycin
HEPES

Alpha-MEM
Penicillin/Streptomycin

HEPES

Alpha-MEM
2 N HCl1

Penicillin/Streptomycin

10 % (v/v)

15 % (v/v)
0,5 % (v/v)
60 uM

10 mM

0,1 mM

1% (v/v)
0,5 % (v/v)
2 mM

50 uM

10 ng/ml
0,5 pg/ml

1 % (v/v)
20 ng/ml
20 ng/ml

20 % (v/v)
1 % (v/v)
2 mM

1% (v/v)
2 mM

13,8 ml
6 ml
1 % (v/v)
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2.14 Puffer und Losungen

PBS 0.1 M

TBS 0.1 M

PFA 4 % (m/v)

Oil Red O 0.5 % (m/v)

Saurefuchsin 1 % (m/v)

Toluidinblau

PLL-Losung

NaCl

Na,HPO,

NaH,PO,

- in Aqua dest. 16sen

- auf pH = 7,4 einstellen.

TRIS
NaCl
Agua dest.

Paraformaldehyd

PBS

- unter Riihren auf 65 °C erwérmen,
bis die Losung klar ist

- dann durch einen Faltenfilter filtrieren

Oil Red O

Propylenglykol

- bis 95 °C erwidrmen, dann warm filtrieren

- am ndchsten Tag durch einen Spritzenvorsatzfilter

(0,2 pm) filtrieren

Fuchsinsdure
Agua dest.

Eisessig

Toluidinblau

Aqua dest.

- am néchsten Tag Zugabe von 96 % Ethanol

- zum Gebrauch werden 2 ml Stammlosung in 100 ml

Agua dest. verdiinnt

Poly-L-Lysin
PBS (4 °C)

ad

137 mM
8,1 mM
1,4 mM

12 ¢
8,8¢g
1.000 ml

100 ml

05¢g
100 ml

lg
100 ml
1 Tropfen

lg
100 ml
100 ml

5ul
50 ml
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2.1.5 Antikorper

Tab. 4: Verwendete Primérantikdrper

Antikorper Verdiinnung Bezugsquelle

Kaninchen anti-BIII-Tubulin 1:750 Hiss Diagnostics, Freiburg

Maus anti-BIII-Tubulin 1:750 Promega, Mannheim

Ziege anti-Kaninchen-Biotin 1:500 Dianova, Hamburg

Maus anti-BrdU 1:100 Roche, Mannheim

Ratte anti-BrdU 1:100 Serotec, Diisseldorf

Kaninchen anti-Caspase-3 1:5.000 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstedt
Maus anti-CNPase 1:500 Chemicon, Hampshire, UK

Maus anti-Cytochrom C 1:1.000 BD, Pharmingen

Huhn anti-GFAP 1:750 Chemicon, Hampshire, UK

Kaninchen anti-GFAP 1:750 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Maus anti-MAP-2 1:1.000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Maus anti-Nestin 1:350 BD Transduction Lab., San Jose, USA
Ziege anti-Nestin 1:350 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstedt
Maus anti-NF200 1:200 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Kaninchen anti-NG2 1:500 Chemicon, Hampshire, UK

Maus anti-NeuN 1:250 Chemicon, Hampshire, UK

Maus anti-O4 1:200 Chemicon, Hampshire, UK

Kaninchen anti-Oct4 1:100 Santa Cruz, European Support Heidelberg
Ziege anti-Oct4 1:100 Abcam, Cambridge, UK

Maus anti-PSA-NCAM 1:200 Chemicon, Hampshire, UK

Kaninchen anti-S1003 1:250 Swant, Bellinzona, CH

Kaninchen anti-SOX2 1:50 Abcam, Cambridge, UK

Ziege anti-SOX2 1:50 Santa Cruz, European Support Heidelberg

Alle fiir die Immunfluoreszenzfiarbung verwendeten Sekundérantikdrper stammen aus Esel und
wurden iiber Dianova (Hamburg) bezogen. Sie waren mit Cy2, Cy3 oder Cy5 konjugiert und wurden
1:750 verdiinnt eingesetzt.

Fir die Immunfarbung mittels Avidin-Biotin-Methode wurde ein biotinylierter Sekundérantikdrper
(1:500; Jackson Immuno Research, Suffolk, UK) und ein ABC-Kit (Vector, AXXORA, Griinberg)

verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Versuchstiere wurden in einem klimatisierten Tierlabor bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von
12 Stunden und einer Raumtemperatur von 20 °C gehalten. Die relative Luftfeuchte betrug 50 % -
60 %. Futter (Zucht- und Haltungsfutter TEKLLAD 2018/2019; Harlan-Winkelmann, Borchen) und
Wasser stand den Tieren ad libitum zur Verfligung. Das Knochenmark wurde aus juvenilen Sprague-
Dawley-Ratten (Harlan-Winkelmann, Deutschland) beiderlei Geschlechts gewonnen, sobald ihr

Gewicht 80 — 90 g betrug.

2.2.2 Isolierung und Kultivierung von Knochenmarkzellen

Da keinerlei Erfahrung zur Priparation von Knochenmark aus der Ratte vorlag, wurde die Methode zu
Beginn etabliert.

Die Gewinnung des Knochenmarks erfolgte aus den Oberschenkelknochen in mehreren unabhéngigen
Praparationen von jeweils 50 Tieren. Hierfiir wurden die Tiere mit dem Narkosemittel Halothan
euthanasiert. Anschliefend wurden sie in 70%igen Ethanol getaucht, um die Keimzahl zu vermindern.
Die Hinterliufe wurden aus den Gelenkpfannen des Beckens gelost (Abb. 11 A), wobei darauf zu
achten war, dass die Oberschenkelknochen intakt blieben. Nach erneutem Reinigen in 70%igem
Ethanol und anschlieBendem Waschen in PBS erfolgte eine Zwischenlagerung der Hinterldufe bis zum

Priparationsende in 4 °C-kaltem Alpha-MEM.

TII'IfﬁTIrHIZIIH,HiIIHlliﬁ]l[ﬂﬂﬂ
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Abb. 11: Priparation des Femurs zur Knochenmarkgewinnung. (A) Die Hinterldufe der Ratten wurden am
Hiiftgelenk entfernt. Wichtig war, dass der Knochen bei dieser Prozedur intakt blieb. (B) Unter sterilen
Bedingungen wurde der Femur weitestgehend von Gewebe befreit. (C) Die distalen und proximalen Enden der
Knochen wurden entfernt, um das Knochenmark auszuspiilen.
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Unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank der Klasse 2) wurden die Oberschenkelknochen
sorgfiltig vom umliegenden Gewebe gesdubert (Abb. 11 B). Danach wurden die Enden der Knochen
mit einer feinen Schere abgeschnitten (Abb. 11 C). Mittels einer Spritze und aufgesetzter Kaniile
(23 G) wurde das Knochenmark mit Standardmedium ausgespiilt und in sterilen Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Die Suspension aus gepooltem Knochenmark und Standardmedium wurde grob von
Knochenresten gereinigt und zentrifugiert (500 X g, 4 min). Das Zellpellet wurde in Standardmedium
resuspendiert. Mittels einer Spritze mit aufgesetzter Kaniile (23 G) wurden die Zellen weiter
dissoziiert. Nach Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen mit
einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? in T-Zellkulturflaschen kultiviert. Die Inkubation aller in dieser
Arbeit verwendeten Zellen erfolgte in einem CO,-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 92 % relativer
Luftfeuchte.

Nach drei Tagen wurden die nicht-adhdrenten Zellen zusammen mit dem Medium abgenommen. Die
adharent wachsenden Knochenmarkstammzellen (KMSZ) wurden in frischem Standardmedium

weiterkultiviert, bis der Zellrasen eine 80%ige Konfluenz erreicht hatte.

2.2.3 Kryokonservierung und Revitalisierung der Knochenmarkstammzellen

Der Zellrasen aus KMSZ wurde nach Abspiilen mit PBS fiir 2 min mit Trypsin/EDTA inkubiert. Ein
anschlieendes Abklopfen der Zellkulturflaschen bewirkte das Ablosen der KMSZ vom Untergrund.
Die Zellen wurden in Standardmedium mit 10 % (v/v) DMSO aufgenommen und zu jeweils 1 ml mit
400.000 Zellen in Kryordhrchen aliquotiert. In einem Einfriercontainer wurden die Zellen dann
langsam auf -80 °C heruntergekiihlt.

Die Revitalisierung der KMSZ erfolgte durch ein ziigiges Auftauen der Zellsuspension bei 37 °C und
anschlieendes Verdiinnen auf das 10fache Volumen mit Standardmedium. Nach einer Zentrifugation
bei 150 x g fiir 4 min wurde das Zellpellet in Standardmedium resuspendiert. Sofern nicht anders
beschrieben, wurden die KMSZ mit einer Zelldichte von 5.000 KMSZ/cm? in T-Zellkulturflaschen

ausgesit und passagiert, bevor sie konfluent wurden.

2.2.4 Beschichtung von Deckgliischen fiir die Zellkultur

Um eine mikroskopische Analyse (immunzytochemisch) angefarbter KMSZ zu ermdéglichen, wurden
die Zellen auf Deckglidschen kultiviert. Die in Multiwell-Platten befindlichen Deckglédschen wurden
mit einer Poly-L-Lysin-Losung (PLL) beschichtet und fiir 30 min im CO,-Inkubator inkubiert. Nach
Abnahme der PLL-Losung erfolgte ein dreimaliges Spiillen von jedem Deckgldschen mit

37 °C-warmem PBS. AnschlieBend wurden die Wells mit Standardmedium befiillt.
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2.2.5 Induktion der mesodermalen Differenzierung

Die Differenzierung der KMSZ in die drei mesodermalen Zelltypen — Adipozyten, Osteoblasten und

Chondrozyten — erfolgte durch Inkubation mit verschiedenen Medienkompositionen.

2.2.5.1 Adipogene Differenzierung
Zur adipogenen Differenzierung wurden 4 x 10* KMSZ/cm? mit Adipozyten-Induktionsmedium fiir

14 Tage inkubiert. Die charakteristischen Lipidvakuolen wurden dann mit dem Lipidfarbstoff Oil-
Red-O rot und die Zellkerne mit Hdmatoxylin blau angefdrbt (Tab. 5). Die mikroskopische
Auswertung erfolgte direkt im Kulturgefal3.

Tab. 5: Oil-Red-O-Féarbung

Vorgang Dauer

Induktionsmedium entfernen -
Lufttrocknung 30 min
10 % eiskaltes Formalin 5 min

3 x spiilen mit Aqua dest. -

Propylenglykol 2 min
Propylenglykol 5 min
0,5 % Oil Red O (60 °C) 8 min
85 % Propylenglykol 2 min
85 % Propylenglykol 5 min

3 x spiilen mit Aqua dest -
Hamatoxylinldsung 30s
griindlich spiilen mit Aqua dest. -

Zugabe von Aqua dest. -
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2.2.5.2 Osteogene Differenzierung
Zur osteogenen Differenzierung wurden 5 x 10° KMSZ/cm? in Multiwell-Platten auf PLL-

beschichteten Deckglédschen fiir 4 Wochen in Osteoblasten-Induktionsmedium inkubiert. Alle 3 Tage
erfolgte ein Mediumwechsel. Die Kalkablagerungen in den Osteoblasten wurden anschlieBend mit
einer Von-Kossa-Farbung (Tab. 6) als schwarze Strukturen identifiziert. Nach der Entwésserung in

einer aufsteigenden Ethanolreihe wurden die Préparate mit Histomount eingedeckelt.

Tab. 6: Von-Kossa-Fiarbung

Vorgang Dauer

Induktionsmedium entfernen -

4 % Formalin (4 °C) 15 min
3 x spiilen mit Aqua dest. -
5 % AgNO; 60 min

griindlich spiilen mit Aqua dest. -

2 % Natriumthiosulfat 3 min
spiilen mit Aqua dest. 3 min
1 % Eosin 3 min

spiilen mit Leitungswasser -

50 % Ethanol 3 min
70 % Ethanol 3 min
90 % Ethanol 3 min
100 % Ethanol 3 min
Isopropanol 3 min
Xylol 1 20s
Xylol 2 3s

eindeckeln mit Histomount -
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2.2.5.3 Chondrogene Differenzierung
Die chondrogene Differenzierung wurde durch Inkubation mit chondrogenem Medium erreicht. Dabei

wurden 4 x 10° KMSZ/ml 4 Wochen in einem Zentrifugenréhrchen kultiviert. Alle 3 Tage erfolgte ein
Mediumwechsel. Vom entstandenen Zellaggregat wurden am Schlittenmikrotom 20 um dicke Schnitte
angefertigt, an denen dann mit einer Toluidinblau-Saurefuchsin-Farbung die typische chondrogene
Matrix visualisiert wurde. Nach der Entwisserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe wurden die

Priparate mit Histomount eingedeckelt (Tab. 7).

Tab. 7: Toluidinblau-Saurefuchsin-Firbung

Vorgang Dauer
Pellet in Xylol 10 min
100 % Ethanol 5 min
100 % Ethanol 5 min
90 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
50 % Ethanol 5 min
Aqua dest. 5 min
1 % Séaurefuchsin 30s
Aqua dest. -
Aqua dest. -
Toluidinblau 1 min
Aqua dest. 30s
50 % Ethanol 30s
70 % Ethanol 30s
90 % Ethanol 30s
100 % Ethanol 30s
100 % Ethanol 30s
Isopropanol 5 min
Xylol 1 20 s
Xylol 2 3s
eindeckeln mit Histomount -
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2.2.6 Induktion von neurosphiren-ihnlichen Strukturen

Die Induktion von neurosphéren-dhnlichen Strukturen aus KMSZ erfolgte iiber ein modifiziertes
Protokoll nach Hermann und Kollegen (Hermann et al., 2004).

KMSZ der Passagen 3-6 wurden unter Verdanderung verschiedener Parameter in Bakterienschalen mit
Sphirulen-Basis-Medium ausgesit. Die Parameter Zellzahl, FKS-Anteil, bewegtes oder ruhendes
System wurden variiert, bis die optimale Kombination ermittelt war. Die Zellsuspension wurde fiir
mehrere Tage unter Standardbedingungen kultiviert, bis sich neurosphiren-dhnliche Strukturen
bildeten. Diese wurden dann mit dem Medium abgenommen und in Multiwell-Platten {iberfiihrt, in
denen sich PLL-beschichtete Deckgldschen befanden. Nach einer anschlieBenden Inkubationsdauer
von 24 Stunden, in denen die neurosphdren-dhnlichen Strukturen am Untergrund anwuchsen, erfolgte

die Fixierung der Kulturen mit 4 % PFA.

2.2.7 Serumdeprivation

Revitalisierte KMSZ wurden mit verschiedenen Zelldichten (1.600 — 6.100 KMSZ/cm?) auf PLL-
beschichteten Deckglaschen in Multiwell-Platten ausgesdt. Nach einer Inkubationsdauer von
24 Stunden wurde das Standardmedium durch frisches ersetzt. Nach einer weiteren Inkubation von
72 Stunden wurden die Zellen der Gruppe A (,,Basal) mit PFA fixiert (Abb. 13 A), um den
immunzytochemischen Phénotyp der KMSZ unter Basalbedingungen zu ermitteln. Das
Standardmedium der Gruppe B (,,-FKS*) wurde durch serumfreies Standardmedium ersetzt. In diesem
fand die Kultivierung der Zellen fiir weitere 72 Stunden statt, bevor sie mit PFA fixiert wurden
(Abb. 13 B). Um die Proliferation der KMSZ wihrend der serumfreien Phase zu ermitteln, wurden
dem serumfreien Standardmedium einer weiteren Gruppe C (,,-FKS +BrdU*) 10 uM BrdU zugesetzt
(Abb. 13 C). Eine basale Langzeitkultivierung wurde durch Austausch des Mediums an Tag 4 gegen
frisches Standardmedium realisiert (Abb. 13 D).
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A Basale Kultivierung

Aussaat Medium- bescsssssnssnnsnnnnnsnannnnnnnnnnnsnsf Versuchs-
wechsel ende
‘ Tag0 ‘ Tag 1 | Tag2 | Tag 3 | Tag4

B Serumdeprivation

Aussaat Medium- S CFKS  prereresressessssssssssssssssssnss| - Versuchs-
wechsel ende
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7

C BrdU-Inkorporation wiihrend Serumdeprivation

: - FKS :
Aussaat Medium- basssssssnssnsnusnnssnsnnnnnsnnannnnafel 0000 esssssssssssssssssssssssssssssssssssl - Versuchs-
wechsel . ende
+ BrdU
Tag 0 ‘ Tag 1 ‘ Tag2 Tag3 Tag4 Tag$5 I Tag 6 ‘ Tag7
D Basale Langzeitkultivierung
Aussaat Medium- basssssssnsnnnnnsnnsnnnnnnnnnnnnnnn sl Medium- | riererereeeeereneenes = Versuchs-
wechsel wechsel ende
Tag0 ‘ Tag 1 [ Tag2 | Tag3 I Tag4 [ Tag 5 [ Tag 6 N Tag 7 ‘

Abb. 13: Schematische Darstellung der experimentellen Ansiitze. (A) Basale Kultivierung: Einen Tag nach
Aussaat der KMSZ wurde das Medium gegen frisches Standardmedium gewechselt. Drei Tage spéter erreichte
die KMSZ-Kultur Konfluenz und wurde fixiert. Die Zellen dieser Gruppe wurden als basale KMSZ bezeichnet.
(B) Serumdeprivierte KMSZ erhielt man, wenn man der konfluenten Kultur an Versuchstag 4 das Serum entzog
(-FKYS). Dies wurde durch einen Austausch des Standardmediums gegen serumfreies Standardmedium realisiert.
Unter diesen Bedingungen wurden die Zellen drei Tage kultiviert und an Versuchstag 7 fixiert. (C) Die Zugabe
von BrdU ins serumfreie Standardmedium ermdéglichte die Identifizierung proliferierender Zellen wihrend der
serumfreien Kultivierungsphase. (D) Der Austausch des Standardmediums gegen frisches Standardmedium an
Versuchstag 4 stellte die basale Langzeitkultivierung dar. Mit ihrer Hilfe konnte die Entwicklung der
konfluenten KMSZ-Kultur ohne Serumentzug an Tag 4 untersucht werden.
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2.2.8 Apoptoseinduktion

KMSZ auf PLL-beschichteten Deckgldschen wurden in Standardmedium mit einem Zusatz von 2 uM

Staurosporin fiir 180 min inkubiert und anschlieBend mit PFA fixiert.

2.2.9 Induktion von chemischem Stress

Wie Lu und Kollegen (Lu et al., 2004) sowie Neuhuber und Kollegen (Neuhuber et al., 2004) zeigten,
waren die in fritheren Studien (Woodbury et al., 2000; Woodbury et al., 2002) beobachteten rapiden
Differenzierungsprozesse von KMSZ in neuronale Zellen artifiziell und beruhten auf der Toxizitét der
dem Kulturmedium supplementierten Chemikalien. Der resultierende ,,chemische Stress* hatte durch
Zellschrumpfung und Anderungen im Zytoskelett Zellen mit neuronen-dhnlicher Morphologie zur
Folge. Der Schwerpunkt der Studien (Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004) lag dabei auf der
Auswertung von Morphologie und Immunphinotyp der getesteten Zelltypen. In der vorliegenden
Arbeit wurden KMSZ ausgewéhlten Stressoren exponiert und ihre angefarbten Nuklei anschlieBend
mit denen serumdeprivierter KMSZ verglichen. Dieses sollte eine Aussage {iiber mogliche
stressbedingte Auswirkungen des Serumentzuges ermoglichen.

Zur Induktion chemischen Stresses wurden konfluente KMSZ-Kulturen auf PLL-beschichteten
Deckglédschen in den in Tab. 8 aufgefiihrten Medienkompositionen inkubiert. Nach der PFA-Fixierung
am Ende der jeweiligen Inkubation wurden die Zellkerne mit Propidiumjodid (PI) angeférbt.

Tab. 8: Medienkompositionen zur Induktion chemischen Stresses

Medienzusammensetzung Inkubationsdauer
Alpha-MEM/0,6 N HCI 30 min
Alpha-MEM/2 %DMSO 150 min

Alpha-MEM/0,05 % Tween20 | 150 min

Alpha-MEM/230 mM NacCl 180 min
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2.2.10 BrdU-Inkorporations-Assay

Zur Untersuchung der Langzeitstabilitdt einer Bromdesoxyuridin (BrdU)-Markierung von KMSZ
wurden revitalisierte KMSZ der Passage 2 in Multiwell-Platten mit beschichteten Deckglidschen
ausgesit (5.000 KMSZ/cm?). Dem Standardmedium wurden verschiedene Konzentrationen BrdU
(0,5 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM) zugegeben. Nach 96 Stunden wurde das BrdU-haltige Medium
entnommen, jedes Well einmal mit PBS gewaschen und mit BrdU-freiem Standardmedium befiillt. Zu
definierten Zeitpunkten nach Entfernung des BrdU (Abb. 12) wurden Proben der Zellen mit 4 % PFA
fixiert und immunzytochemisch gegen BrdU gefirbt. Im Verlauf der vierwochigen Kultivierung

wurden die Zellen passagiert, bevor sie die Konfluenz erreichten.

Medium-
Aussaat o wechsel »| Versuchs-
g ende
+ Brdl - Brdl Passagierung vor Erreichen der Konfluenz
tus [[[[ rwe [[[] mea [[[[[]]] men [[[]]] merr [[[[]T]] re2s
v ¥ ¥ A v
Fixierung: Fixierung: Fixierung: Fixierung: Fixierung:
1. Zellprobe 2. Zellprobe 3. Zellprobe 4. Zellprobe 5. Zellprobe

Abb. 12: Schematische Darstellung des BrdU-Inkorporations-Assays. Initial wurden KMSZ fiir vier Tage
mit BrdU-haltigem Medium inkubiert. Innerhalb der folgenden vier Wochen wurden in definierten Abstéinden
Proben der Zellen fixiert und immunzytochemisch gegen BrdU gefarbt.
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2.2.11 Immunzytochemie

Der Vorteil immunzytochemischer Farbungen besteht in der Moglichkeit, neben dem Nachweis eines
Markerproteins die Zellen auch morphologisch zu beurteilen, welche das jeweilige Protein

exprimieren. Dies ist bei Differenzierungsvorgingen von entscheidender Bedeutung.

2.2.11.1 Immunfirbung mit fluoreszenzmarkierten Sekundirantikérpern
Zur immunzytochemischen Charakterisierung der KMSZ wurde die indirekte Methode (Abb. 14)

angewandt. Die PFA-fixierten Kulturen wurden nach drei Waschschritten (3 X 5 min in PBS) in
PBS/0,5 % Triton X-100 (v/v) permeabilisiert. Dieser Schritt erfolgte, um die Permeation der gegen
intrazelluldre Antigene gerichteten Antikorper zu erleichtern. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
2 Stunden in 10 % Eselserum in PBS/0,5 % Triton X-100 geblockt. Die Inkubation der
Primérantikorper erfolgte iiber Nacht bei 4 °C in PBS/0,5 % Triton X-100. Die verwendeten
Primédrantikorper sowie ihre Verdiinnungen sind in Tab. 4. (S. 28) aufgefiihrt.

Nach drei weiteren Waschschritten (3 x 5 min in PBS) am néchsten Tag wurden die KMSZ mit den in
PBS verdiinnten Sekundérantikdrpern inkubiert (2 h, RT). Es wurden ausschlielich Cy2-, Cy3- und
Cy5-konjugierte Sekundérantikorper aus Esel verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
gewaschen (3 x 5 min in PBS). Die Zellkerne wurden durch zehnminiitige Inkubation mit den DNS-
Markern DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol,dihydrochlorid; 1:10.000 in PBS) bzw. PI (1:300 in
PBS) gegengefarbt. Nach erneutem Waschen (3 x 5 min in PBS) wurden die Zellen in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 90 %, 100 %) entwéssert und mit dem Einbettmedium DPX
auf Objekttragern eingedeckelt.

Um mogliche unspezifische Kreuzreaktionen des Sekundérantikdrpers mit den zu untersuchenden

Zellen auszuschlieBen, wurden in Kontrollfairbungen jeweils die Priméarantikdrper weggelassen.

\ i Fluorochrom
// Sekundirantikrper

T
=\
——— Primiirantikérper

Abb. 14: Prinzip der indirekten
Immunzytochemie. Der Primérantikérper bindet
spezifisch an das Antigen. Ein zweiter Antikorper,

der Sekundérantikorper, bindet spezifisch an den
—— Antigen Primédrantikérper und ldsst sich anhand des
konjugierten Fluorochroms detektieren.
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2.2.11.2 Immunfirbung mit der Avidin-Biotin-Methode
Die Zellen wurden mit der Avidin-Biotin-Methode (Abb. 15) gegen Caspase-3 gefarbt. Dafiir wurden

die PFA-fixierten Kulturen dreimal in TBS gewaschen und anschlieend in TBS/1 % Triton X-100/
10 % (v/v) FKS fiir 30 Minuten geblockt. Die Primérantikdrper (Kaninchen anti-Caspase-3) wurde
1:5.000 in TBS/1 % Triton X-100/10 % FKS verdiinnt und bei 4 °C fiir 48 Stunden inkubiert. Nach
drei Waschschritten (3 x 5 min in TBS) wurde der biotinylierte sekundédre Antikdrper 1 Stunde mit
den Zellen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Kulturen mit dem Avidin-Biotin-
Komplex fiir 1 Stunde. DAB wurde als Chromogen benutzt. Abschlieend erfolgte eine Entwésserung
der Zellen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 90 %, 100 %) und die Eindeckelung mit

Histomount auf Objekttrdgern.
Abb. 15: Prinzip der Avidin-Biotin-Methode.

L\ VA
bx‘ T Peroxidase
A
// ——— Sckundiirantikirper
Der Sekundédrantikorper ist, anstatt mit einem
Fluorochrom, mit Biotin konjugiert. —Der
—————— Priméirantikdrper zugegebene Avidin-Biotin-Komplex ist mit dem
Enzym Peroxidase konjugiert und bindet iiber eine
freie Stelle an dem Biotin des Sekundirantikorpers.
Das Antigen wird durch Zugabe eines geeigneten

Chromogens (DAB) sichtbar gemacht, indem die
————— Antigen Peroxidase das Chromogen in ein farbiges Produkt
umsetzt.

2.2.11.3 Anti-Bromdesoxyuridin-Firbung
Die anti-BrdU-Farbung erfolgte ebenfalls mit der indirekten Methode. Fiir die Durchfiihrung ist eine

Vorbehandlung notig, um die DNS zu denaturieren und so die Freilegung des darin eingebauten
Antigens (BrdU) zu ermdglichen. Hierzu wurden die PFA-fixierten KMSZ in 2 N HCl bei 37 °C fiir
30 min inkubiert. Nach drei Waschschritten (3 x 5 min in PBS) wurde wie unter 2.2.11.1 beschrieben

weiter verfahren. Als Primérantikorper wurden Maus anti-BrdU bzw. Ratte anti-BrdU verwendet.
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2.2.12 RNS-Extraktion und qRT-PCR-Analyse

Die RNS wurde von basalen und serumdeprivierten KMSZ unter Verwendung des ,,SV Total RNA
Isolation System® (Promega, Deutschland) isoliert. Mittels des ,,QuantiTect Reverse Transcription
Kits* (Qiagen, Deutschland) wurden aus jeweils 1 ug Total-RNS die cDNS synthetisiert.

Die qRT-PCR wurde mit dem “QuantiFast Sybr Green PCR Kit” (Qiagen, Deutschland) mit
Templates von 20 ng cDNS durchgefiihrt. Die in der Arbeit verwendeten Primer aus den ,,QuantiTect

Primer Assays® (Qiagen, Deutschland) hatten die folgenden Katalognummern:

c-myc: Rn Myc 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00187201;

kif4: Rn _Kif4 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00180285;

Oct4: Mm_Pou5fl 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00109186;

SOX2: Rn_RGD1565646 predicted 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00544649;
Nestin: Rn Nes 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00376922;

GFAP: Rn_Gfap 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00195517;

S100B: Rn_S100b 1 SG QuantiTect Primer Assay, QT00184744.

Alle Reaktionsschritte erfolgten entsprechend den Protokollen der verwendeten Kits. Die qRT-PCR-
Reaktionen wurden an einem ,,ABI 9800 Thermal Cycler” (Applied Biosystems, USA) durchgefiihrt.

Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte pro ng cDNS.

2.2.13  Elektrophysiologie

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der Zellen erfolgten im Labor von Prof. Volkmar
LeBmann unter der Betreuung durch Dr. Thomas Munsch im Institut fiir Physiologie der Otto-von-
Guericke-Universitdt (Magdeburg).

Die Messungen wurden mit der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Methode durchgefiihrt.
Die Patch-Clamp-Pipetten wurden aus Borosilikatglas-Kappilaren (GC 150TF-10, Clark
Electromedical Instruments, Pangbourne, UK) mit einem Vertikal-Ziehgerdt (L/M-3P-A, List medical,
Darmstadt, Deutschland) gezogen. Thr Widerstand betrug nach Befiillung mit der intrazelluldren
Losung 1,5 — 2,5 MQ. Die Zusammensetzung der intra- und extrazelluldren Losungen sind in Tab. 9
und Tab. 10 aufgefiihrt und orientierten sich an einer Publikation von Heubach und Kollegen

(Heubach et al., 2004).
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Tab. 9: Zusammensetzung der intrazelluliren Losung (pH = 7,3)

Substanz

Konzentration in mM

NaCl

KClI
Kaliumaspartat
Tris-GTP
Mg-ATP
CaCl,

EGTA

KOH zur pH-Einstellung

8
40
100
0,1

Tab. 10: Zusammensetzung der extrazelluliiren Losung (pH = 7.4)

Substanz

Konzentration in mM

NaCl
KCl
CaCl,
MgCl,
Glukose
HEPES

NaOH zur pH-Einstellung

150
5,4
2

2

11
10

Die Deckgldschen mit den darauf befindlichen KMSZ wurden in der Messkammer eines aufrechten

Mikroskops (Axioskop FS, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) platziert und kontinuierlich mit der

32 °C-warmen und CO,-begasten extrazelluldren Losung (Badlosung) durchspiilt. Unter visueller

Kontrolle mittels Infrarot-Videomikroskopie wurde die Patch-Pipette an die einzelnen KMSZ

gefahren. Um stabile Aufnahmebedingungen zu erreichen, wurden die Aufnahmen 5 min nach

Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration gestartet.
Die Membranstrome wurden mit einem EPC-9 Verstirker unter Verwendung von Pulse-Software
aufgenommen (v.8.01; HEKA, Lamprecht, Deutschland). Zur Messung der Strome wurde die

Spannung in Stufen von 10 mV von -100 mV bis +100 mV und einer Dauer von 250 ms gemessen.

Dies wurde bei Haltepotenzialen von -60 mV und -20 mV durchgefiihrt.
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2.2.14 Auswertung

2.2.14.1 Mikroskopie
Die lichtmikroskopische Analyse und Bildgebung erfolgte an einem Axiovert 200 mit einer CCD-

Kamera (Axiocam MRcS; Carl Zeiss, Germany) und Zeiss-Software (AxioVs40 v4.2; Zeiss,
Deutschland). Die folgenden Objektive wurden verwendet: 5x A-Plan (NA 0,12, Ph0), 10x A-Plan
(NA 0,25, Phl), 32x LD-A-Plan (NA 0,40, Phl), 40x Plan-Neofluar (NA 1,3, Ol) (alle Zeiss,
Deutschland).

Die Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop-
System (LSM 5 Pascal Exciter mit zugehoriger Software LSM 5 Pascal v4.0; Zeiss, Deutschland)
unter Verwendung der folgenden Objektive: 10x EC Plan-Neofluar (NA 0,3), 20x Plan-Apochromat
(NA 0,8), 40x EC Plan-Neofluar (NA 1,3, Ol), 63x Plan-Apochromat (NA 1,4, Ol). Das LSM 5 Pascal
Exciter verfiigte tiber 3 Laser (Argon Agy, = 450 — 530 nm, Helium/Neon Ag, = 543 nm, Helium/ Neon
Agm = 633 nm) sowie eine Diode (Ag, = 405 nm) zur Anregung der Fluorochrome. Zur Vermeidung
des sog. ,.crosstalks* (Uberlappung der Kanile) wurden die Priparate im Multitracking-Verfahren

gescannt.

2.2.14.2 Time-Lapse-Mikroskopie
Die Analyse der Proliferation der KMSZ wurde mittels Time-Lapse-Phasenkontrastmikroskopie an

einem Axiovert 200M durchgefiihrt. Das Mikroskop verfiigte liber eine CO,- (CTI-Controller 3700
digital; Zeiss, Germany) und temperaturgeregelte (Tempcontrol 37-2 digital; Zeiss, Deutschland)
Inkubationskammer. Die Bilder wurden unter Verwendung von Zeiss-Software (AxioVs40 v4.5;
Zeiss, Deutschland) in Intervallen von 2,5 — 5 min mit einem 10x Plan-Neofluar-Objektiv (NA 0,3,
Phl; Zeiss, Deutschland) und einer CCD-Kamera (Axiocam MRm; Zeiss, Deutschland)
aufgenommen. Die KMSZ wurden wihrend der Time-Lapse-Mikroskopie in Multiwell-Platten
(Falcon, Deutschland) bei 37 °C und 5 % CO,; bis zu 43 Stunden kultiviert. Die relativen Zeiten sind in

den Abbildungen im Format ,,Stunde:Minute:Sekunde* dargestellt.

2.2.14.3 Rasterelektronenmikroskopie
Die KMSZ wurden nach einem Waschschritt {iber Nacht in 0,5 % Glutaraldehyd bei 4 °C fixiert.

Anschlieend wurden sie in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 75 %, 87,5 %, 94 %, 100 %)
entwidssert und in einem Kritisch-Punkt-Trockner getrocknet. Nachdem sie mit Gold bedampft

wurden, erfolgte die Analyse in einem Rasterelektronenmikroskop Zeiss DSM 940 bei 4 kV.
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2.2.14.4 Quantifizierung fluoreszenzmarkierter Zellen
Von mehreren unabhéngigen Experimenten wurden mit einem 40x Plan-Neofluar —Objektiv (NA 1,3,

Ol) randomisiert ausgewibhlte, nicht {iberlappende mikroskopische Felder aufgenommen. In diesen
wurden die positiv immunmarkierten Zellen ausgezahlt und, auf Basis der DAPI- bzw. PI-markierten
Zellkerne, auf die Gesamtzellzahl bezogen. Je quantifizierten Marker wurden 300 — 4.000 Zellen

ausgezihlt.

2.2.14.5 Statistik
Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SigmaStat (v.3.1; Systat Software, San Jose,

USA). Die Uberpriifung auf Signifikanz wurde mit einem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Wurden
mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde eine Kruskal-Wallis One Way ANOVA mit
anschlieBendem Tukey’s-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als statistisch signifikant

betrachtet, wenn P < 0,05 war. Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kultivierung und funktionelle Charakterisierung von Knochenmarkstammzellen

Zur Gewinnung von Knochenmarkstammzellen (KMSZ) wurde das dissoziierte Knochenmark von
Ratten in unbehandelten Zellkulturflaschen ausgesidt und kultiviert (Abb. 16 A). Aufgrund ihrer
selektiven Adhirenz am Untergrund (Abb. 16 B+C) konnten die KMSZ nach drei Tagen durch
Entfernen des Mediums und mehrfaches Waschen von den iibrigen Zellen des Knochenmarks getrennt
werden. Die KMSZ-Kulturen wiesen die zwei charakteristischen Zelltypen auf: Grofle, abgeflachte
KMSZ sowie kleinere, spindelférmige KMSZ (Abb. 16 D+E). Wiéhrend der anschlieBenden
Inkubation proliferierten die Zellen in charakteristischen koloniebildenden Einheiten (colony-forming-
units, CFU) (Abb. 16 F).

Abb. 16: Isolierung von KMSZ aus dem Knochenmark. (A) Frisch ausgesétes, dissoziiertes Knochenmark
der Ratte. (B) KMSZ-Kultur nach dem Entfernen der iibrigen zelluldren Knochenmarkbestandteile durch
Waschen an Tag 4. Die KMSZ sind in geringer Dichte auf der Zellkulturoberfliche angewachsen.
(C) VergroBerung aus B. (D) KMSZ-Kultur wenige Tage nach dem Waschen. (E) VergroBerung aus D. (F) Die
KMSZ vermehren sich in koloniebildenden Einheiten. (G) KMSZ treten als groBe flachige Zellen oder als
(H) fibroblastenédhnliche, spindelformige Zellen auf. (Mafistab 100 um)
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Nach 7-10 Tagen wurden die Zellen abgelost und kryokonserviert. So wurde gewéhrleistet, dass fiir
alle folgenden Experimente Zellen eines weitestgehend gleichen Stadiums zur Verfligung standen. Vor
der Kryokonservierung durchgefiihrte Zellzdhlungen zeigten, dass lediglich 0,5 % (n = 5) der
urspriinglich ausgesidten Knochenmarkzellen KMSZ waren. Zog man die Proliferation wihrend der
mehrtigigen Kultivierung zuvor mit in Betracht, entsprach das den in der Literatur beschriebenen
Angaben liber den KMSZ-Anteil am Knochenmark (Pittenger et al., 1999).

Ein weiteres Kriterium von KMSZ ist ihre Differenzierbarkeit in die Zelltypen des Mesoderms. Unter
Verwendung etablierter Protokolle lieBen sich die isolierten KMSZ in Adipozyten, Osteoblasten und
Chondrozyten differenzieren. Die 14tigige Inkubation in Adipozyten-Induktionsmedium fiihrte zur
Bildung von Vakuolen, die sich mit dem Lipidfarbstoff Oil Red O anfdrben lieBen (Abb. 17 A).
Wurden die KMSZ in Osteoblasten-Induktionsmedium kultiviert, lieBen sich nach 4 Wochen
Kalkablagerungen nachweisen (Abb. 17 B). Die Differenzierung zu Chondrozyten konnte nach einer
vierwochigen Inkubation in entsprechendem Induktionsmedium ebenfalls erfolgreich nachgewiesen
werden. Das Zellpellet, das sich aufgrund der Kultivierung in einem Zentrifugenrdhrchen gebildet

hatte, wies die fiir Chondrozyten charakteristische Matrix auf (Abb. 17 C).

Abb. 17: Funktionelle Charakterisierung der KMSZ. Die Inkubation in entsprechenden Induktionsmedien
resultierte in der Differenzierung der KMSZ in (A) Adipozyten, (B) Osteoblasten und (C) Chondrozyten.
(MaBstab 100 pm)

3.2 Induktion der Sphirulenbildung

Die Isolierung und Vermehrung neuraler Stammzellen (NSZ) erfolgt iiber die Kultivierung in EGF-
und FGF-haltigem Medium (Cattaneo and McKay, 1990; Reynolds and Weiss, 1992; Storch et al.,
2001; Vescovi et al., 1993). Die NSZ vermehren sich dabei in frei schwimmenden Zellaggregaten, den
sog. Neurosphédren. Hermann und Kollegen (Hermann et al., 2004) gelang es erstmals, die etablierten
Protokolle erfolgreich auf humane KMSZ anzuwenden. Die Zellen wurden auf diese Weise in NSZ
konvertiert und vermehrten sich in charakteristischen, neurosphéren-dhnlichen Strukturen. Eine
anschlieBende Inkubation mit ausgewéhlten Wachstumsfaktoren fiihrte zur Ausdifferenzierung in

Zellen mit neuronalem bzw. glialem Phéanotyp.
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Fir die Generierung von neurosphéren-dhnlichen Strukturen aus Ratten-KMSZ wurden in der
vorliegenden Arbeit zu Beginn 5 x 10° KMSZ in Bakterienschalen ausgesit. Als Medium wurde
Alpha-MEM mit jeweils 20 ng/ml EGF und bFGF verwendet. Nach 24stiindiger Inkubation hatten
sich trotz gering adhisiver Oberflache fast alle Zellen am Untergrund abgesetzt und bildeten einen
Zellrasen (Abb. 18 A). Ein sanftes Schwenken der Kulturgefae verhinderte ein Absetzen von Zellen,
die sich so aber vorrangig zu Zellclustern zusammenlagerten (Abb. 18 B). Durch Zugabe von
10 % FKS konnte die Clusterbildung reduziert werden und es wurde erreicht, dass sich trotz grofer
Mengen abgesetzter Zellen einige Sphirulen bildeten, die auch nach einer Passagierung weiterhin im
Medium schwammen (Abb. 18 C). Die Anzahl sich absetzender Zellen konnte durch Verringerung der
eingesetzten KMSZ auf 5 x 10° Zellen deutlich reduziert werden (Abb. 18 D). Unter diesen Bedingungen
lieBen sich die Spharulen bis zu 22 DIV kultivieren (Abb. 18 E+F). Die Kultivierung von 1 x 10°
KMSZ in Sphérulen-Basis-Medium mit 10 % FKS und sanftem Schwenken des Kulturgefafles zeigte
schlieBlich den besten Effekt (Abb. 18 G+H). Nach dem Transfer auf PLL-beschichtete Deckgléschen
adhérierten die Sphérulen innerhalb von 24 Stunden. Durch auswachsende Zellen im Kontaktbereich

mit dem Untergrund bildeten die Sphérulen dabei eine Art Sockel (Abb. 18 I).

Abb. 18: Generierung von Sphéirulen. (A) KMSZ, die sich in serumfreien Sphiarulenmedium abgesetzt haben.
(B) Durch sachtes Schwenken wurde das Absetzen der Zellen verringert, ein Verklumpen jedoch gefordert.
(C) Sphérulen in serumhaltigem Sphéirulenmedium nach Passagierung in eine neue Kulturschale. (D) Die
Verringerung der Zellzahl erhohte die Ausbeute an Sphérulen. (E) Sphérulen an Tag 22 nach Induktion.
(F) Vergrofierung aus E. (G) Die Kombination aus einer geringeren Zellzahl, einem Anteil von FKS und sanftem
Schwenken erbrachte die besten Ergebnisse bei der Generierung von Sphirulen aus KMSZ. (H) VergroBerung
aus G. (I) 24 Stunden nach Transfer der Spharulen auf beschichtete Deckgldschen. (MaBstab 200 pm)
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3.3 Neuroektodermale Marker in Sphirulen

Die Sphérulen wiesen immunreaktive Zellen der drei neuroektodermalen Hauptzelltypen auf. Durch
Anfertigung optischer Schnitte mit dem konfokalen Laserscanmikroskop durch die Sphérulen
(sog. Z-Stacks) stellte sich heraus, dass vorrangig die Zellen in den Randbereichen positiv fiir die
getesteten Marker waren. Sie exprimierten den neuroepithelialen Stammzellmarker Nestin
(Abb. 19 A), den Astrozytenmarker GFAP (Abb. 19 B), den Oligodendrozytenmarker NG2
(Abb. 19 C) sowie den frithen Neuronenmarker BIII-Tubulin (Abb. 19 D).



ERGEBNISSE

48

A [ Netin ][ papt ][ Nesting paP1 | Orthogonal-Darstellung
0
B
E
N
M
I
o
i
E
U
N
3
E
N

=~

GFAP

DAPI

pitl-Tubutin ||

(;]' AP & DAPI Orthogonal-Darstellung

Orthogonal-Darstellung

Orthogonal-Darstellung

NG2 & DAPI

” Mo - - H ZEmEOo ]O [ P || o - || Zmmo |

DAPIL

=
=
=
-
=
—

[ 2m=z= |[ m==-2 ][ 2z=m=o | U [2m=2

Abb. 19: Immunzytochemischer Nachweis neuroektodermaler Proteine. In den Sphérulen lieBen sich

(A) Nestin-, (B) GFAP-, (C) NG2- sowie (D) BII-Tubulin-positive Zellen (rot) nachweisen. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. (MafBstab 50 pm)
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3.4 Neuroektodermale Marker in basalen Knochenmarkstammzellen

Vor Beginn der Versuche musste eine geeignete Zelldichte ermittelt werden. Diese betrug
4.500 KMSZ/cm? und wurde, sofern nicht anders beschrieben, in allen Versuchen verwendet.

Die an Tag 0 ausgesidten KMSZ sanken innerhalb der ersten 24 Stunden des Versuchsprotokolls ab
und adhérierten am Untergrund. Zelltriimmer und Zellen, die in dieser Zeit nicht anwuchsen, wurden
an Tag 1 mit einem Mediumwechsel entfernt. In den folgenden 3 Tagen proliferierten die KMSZ zu
einem konfluenten Zellrasen. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die KMSZ mittels
immunzytochemischer Férbungen auf die Expression von Markerproteinen der drei
neuroektodermalen Zelltypen (Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten) untersucht. Die KMSZ
exprimierten keine der getesteten astroglialen (GFAP: Abb. 20 E; S100B: Abb. 20 F) oder
oligodendroglialen (CNPase: Abb. 20 G; NG2: Abb. 20 H; O4: Abb. 20 I) Proteine. Mit Ausnahme
von Nestin, einem neuroepithelialen Stammzellmarker, und BIII-Tubulin, einem neuronenspezifischen
Marker, konnte keine weitere Expression neuronaler Proteine (PSA-NCAM: Abb. 20 A; MAP-2:
Abb. 20 B; NF-200: Abb. 20 C; NeuN: Abb. 20 D) detektiert werden. Auffillig war die Existenz von
zwei verschiedenen Expressionsmustern des Nestins. So konnten Nestin-positive Zellen nachgewiesen
werden, die iiber eine flachige, fiir neurale Stammzellen untypische Morphologie verfiigten (Abb.
21 A+B). Diese Zellen bekamen aufgrund ihrer Lokalisation innerhalb des Zellrasens die Bezeichnug
»I-KMSZ*. AuBBerdem waren Nestin-positive Zellen auf dem Zellrasen (Abb. 21 C+D), und daher als
»A-KMSZ*“ bezeichnet, erkennbar. Diese verfiigten iiber kleinere Zellkerne (10,8+1,6 pm, n=161,
Abb. 26) als die Zellen des Zellrasens (20,7£6,9 um, n=101, Abb. 26). Die BIII-Tubulin-positiven
Zellen (Abb. 21 E+F) waren aufgrund ihrer Lokalisation innerhalb des Zellrasens und ihren flachigen
Somata mit den Nestin-positiven Zellen der [-KMSZ vergleichbar. Eine Ko-Lokalisation beider

Marker konnte durch Doppelfarbungen ausgeschlossen werden (Abb. 21 G).
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Abb. 20: Immunzytochemischer Nachweis neuroektodermaler Proteine in basalen KMSZ. Eine Expression
verschiedener Markerproteine auf Proteinebene liel sich immunzytochemisch nicht nachweisen. Die Zellen
waren negativ fiir (A) PSA-NCAM, (B) MAP-2, (C) NF-200, (D) NeuN, (E) GFAP, (F) S1008, (G) CNPase,
(H) NG2 und (I) O4 (jeweils mit Cy2 gefarbt). (J-M) Kontrollfirbungen mit den verwendeten
Sekundérantikorpern (anti-Kaninchen-, anti-Maus-, anti-Huhn-, anti-Ziege-Cy2). Die Zellkerne wurden mit PI
(rot) gegengeféarbt. (MaBstab 50 pm)
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Abb. 21: Expression von Nestin und BIII-Tubulin in basalen KMSZ. Einige KMSZ exprimieren bereits unter
Standardkulturbedingungen (= basal) Nestin (A-D) bzw. BIII-Tubulin (E, VergroBerung in F). Die Nestin-
positiven Zellen erscheinen in zwei Morphologien: als groBe, flache Zellen direkt auf der Oberfliche des
Zellkulturgefifies und so als Bestandteil des Zellrasens (A, VergroBerung in B) sowie als kleine Zellen, die sich
auf dem Zellrasen befanden und von uns als A-KMSZ bezeichnet wurden (C, VergréBerung in D). Die BIII-
Tubulin-positiven Zellen treten nur als groBe, flachige Zellen innerhalb des Zellrasens auf. (G) Eine Ko-
Expression beider Marker in einzelnen KMSZ konnte nicht detektiert werden. Die Zellkerne wurden mit PI (A-
F) bzw. DAPI (G) gegengefarbt. (Mafistab 50 um)
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3.5 Einfluss des Serumentzuges auf die Zellzahl

Der Einfluss eines Serumentzuges auf die Entwicklung der Zellzahl wurde zu verschiedenen

Zeitpunkten des Versuchsprotokolls bestimmt (Abb. 22)

»t+ FKS*
Medium- Versuchs-
wechsel ende
Medium- ‘
Aussaat
wechsel .
Y
- FKS Versuchs-
ende
4, FKS*
Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
L LA
Zell- Zell-
zihlung ziihlung

Abb. 22: Experimentells Design zur Bestimmung der Zellzahlen. Am Versuchstag 4 erfolgte die Zellzahlung.
Bis dahin wurden die KMSZ in Standardmedium kultiviert. Eine Gruppe der Zellen wurde in frischem
Standardmedium, d.h. mit Serum (,,+ FKS*), weiterkultiviert. Einer zweiten Gruppe wurde das Serum entzogen,
indem an Tag 4 das Standardmedium gegen serumfreies Standardmedium ausgewechselt wurde (,,- FKS“). Am
Versuchstag 7 wurden die Zellzahlen beider Gruppen bestimmt.

Innerhalb der ersten 4 Tage proliferierten die KMSZ um 498,4 % von 40.000 auf 199.375+49.001
Zellen/well (n=6; Abb. 23 A+B+E). Nach dem Austausch des Standardmediums gegen frisches
Standardmedium an Tag 4 erhohte sich die Zellzahl bis Tag 7 auf 625.000+£42.308 KMSZ/well (n=6;
Abb. 23 E: .+ FKS*). Dieser Wert entsprach 1.562,5 % der an Tag 0 ausgesiten Zellen. Die KMSZ
lagen nun nicht mehr als einschichtiger Zellrasen vor, sondern wuchsen in mehreren Ebenen
iibereinander (Abb. 23 C+C’).

Ein Austausch des Standardmediums an Tag 4 gegen serumfreies Standardmedium und die folgende
dreitidgige Inkubation in diesem Medium hatte eine geringe Erhohung der Zellzahl zur Folge

(Abb. 23 E: ,,-FKS). Sie betrug zum Versuchsende 216.667+£20.656 KMSZ/well (n=6).
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3.6 Identifizierung einer neuen Zellmorphologie nach Serumdeprivation

Im Gegensatz zur serumhaltigen Kultivierung, die in einem zum Teil mehrschichtigen Zellrasen von
sehr hoher Zelldichte resultierte (Abb. 23 C+D), wies das mikroskopische Bild einer
serumdeprivierten Kultur an Tag 7 einen vorrangig einschichtigen Zellrasen von geringerer Zelldichte
auf (Abb. 23 E-G). Interessanterweise lieBen sich aber auf diesem Zellrasen eine Vielzahl von

vereinzelt vorliegenden Zellen detektieren (Abb. 23 E-G).
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Abb. 23: Proliferation unter Basal- und serumfreien Kulturbedingungen. (A) KMSZ am Versuchstag 1.
(B) Konfluenter Zellrasen am Versuchstag 4. (C) Die Weiterkultivierung in Standardmedium resultierte an Tag 7
in einem Zellrasen von sehr hoher Zelldichte. (D) VergroBerung aus C. (E) Der komplette Serumentzug filihrte
zur Bildung von kleinen runden bzw. bipolaren KMSZ auf dem Zellrasen. (F) VergroBerung aus E.
(G) VergroBerung aus F. (H) Die Entwicklung der Zellzahlen im Verlauf der 7tidgigen Experimente. n=6,
*** p <0,001 (,,Tag 4“ vs. ,,Tag 0°) # # # p < 0,001 (,,Tag 7 +FKS* vs. ,,Tag 4°). (MaBstab: A, B, C, E 200 pm;
D, F, G20 um)
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Diese aufliegenden Zellen verfiigten iiber eine runde bzw. bipolare Morphologie und waren, wie
immunzytochemische Farbungen zeigten, alle Nestin-positiv (Abb. 24). Ein Z-Stack durch das
Priparat bestétigte, dass es sich bei den Nestin-positiven Zellen um die auf dem Zellrasen lokalisierten

Zellen handelte (Abb. 25).

Abb. 24: Nestin-Expression nach Serumdeprivation. (A) Auf dem Zellrasen konnten in groBer Anzahl
bipolare und runde Nestin-positive Zellen (griin) detektiert werden. Die Zellkerne wurden mit PI (rot)
gegengefirbt. (B-B”’) VergroBerung aus A. Die Zellen des Zellrasens wiesen keine Immunreaktivitit gegen
Nestin auf. Thre Zellkerne sind weil3 eingekreist. B’ bzw. B’’ zeigen in Einzeldarstellungen die Nestin- bzw.
Kernfarbung. (Maf3stab 20 um)
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Abb. 25: Z-Stack durch eine Kultur serumdeprivierter KMSZ. (A) Die Darstellung einzelner optischer
Ebenen in Intervallen von 0,27 um verdeutlicht die Lage der Nestin-positiven Zellen (griin, weile Pfeilspitzen)
auf dem Zellrasen. Die Zellkerne (rot) des Zellrasens werden durch schwarze Pfeilspitzen angezeigt.
(B) Optischer Schnitt durch die XZ-Achse. Die Ebene des Zellrasens ist durch die gepunktete Linie symbolisiert.
(MaBstab: A 20 pm; B 10 pm)
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Eine weitere Eigenschaft der Nestin-positiven Zellen waren ihre kleineren Zellkerne. Mit einem

Durchmesser von 4,6+0,6 um (n=184 gezihlte Zellen in 3 unabhidngigen Experimenten) waren sie

signifikant kleiner als die Zellkerne der, unter Standardbedingungen identifizierten, Nestin-positiven

A-KMSZ (Abb. 26) und die Zellkerne des Zellrasens.

Aufgrund ihres Auftretens nach der serumfreien Kultivierungsphase erhielten diese kleinnukleéren,

Nestin-positiven KMSZ die Bezeichnung ,,Serumdeprivation-induzierte KMSZ (SD-KMSZ)“.
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Abb. 26: Unterschiede in der Zellkerngréflen. Die Durchmesser der Zellen des Zellrasens (20,7+6,9 um;
n=101), der A-KMSZ (10,8+1,6 um; n=161) und der SD-KMSZ (4,6+0,6 pm; n=184) unterschieden sich
signifikant voneinander. *** p < 0,001.
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3.7 Neuroektodermale Marker in serumdeprivierten Knochenmarkstammzellen

Mit Ausnahme von PBIII-Tubulin exprimierten die KMSZ-Kulturen auch nach der serumfreien
Kultivierung keine neuronalen (PSA-NCAM: Abb. 27 A; MAP-2: Abb. 27 C; NF-200: Abb. 27 D;
NeuN: Abb. 27 E) oder oligodendroglialen (CNPase: Abb. 27 F; NG2: Abb. 27 G; O4: Abb. 27 H)

Proteine.

mm PSA-NCAM & PI MAP-2 & PI NF200 & PI

NeuN.& PI' | .~ CNPase & PI NG2 & PI

Abb. 27: Immunzytochemischer Nachweis neuroektodermaler Proteine in serumdeprivierten KMSZ-
Kulturen. (A-H) Das bereits unter Basalbedingungen ermittelte Expressionsmuster der KMSZ des Zellrasens
(groBe Zellkerne) dnderte sich durch die Serumdeprivation nicht. Auch die neu generierten SD-KMSZ (kleine
Zellkerne) waren immunnegativ fiir die untersuchten Marker reifer neuroektodermaler Zellen. (Mafistab 50 pm)

Uberraschenderweise lieBen sich in den SD-KMSZ jedoch sowohl GFAP als auch S100B
immunzytochemisch nachweisen (Abb. 28). Quantifizierungen ergaben, dass 91,5£15,2 % aller
Nestin-positiven SD-KMSZ auch GFAP exprimierten (n=1.104 gezdhlte Zellen in 3 unabhingigen
Experimenten; Abb. 29). Der Anteil an GFAP-ko-exprimierenden Nestin-positiven Zellen stieg von
5,4+7,4 % unter basalen Bedingungen auf 91,5£15,2 % unter serumfreien Kulturbedingungen
(n=1.475 gezdhlte Zellen in 6 unabhingigen Experimenten; Abb. 31).

Eine Ko-Expression von S100f konnte in 99,4+0,4 % aller GFAP-positiven SD-KMSZ nachgewiesen
werden (n=864 gezdhlte Zellen in 3 unabhédngigen Experimenten; Abb. 30). Hieraus ldsst sich
schlussfolgern, dass die iiberwiegende Mehrheit der SD-KMSZ Nestin, GFAP und S100B

ko-exprimieren.
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Abb. 28: SD-KMSZ ko-exprimieren friihe neurogliale Markerproteine. Die iiberwiegende Mehrheit der SD-
KMSZ ist durch die Expression von Nestin, GFAP und S100f8 gekennzeichnet. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefirbt. (Maf3stab 10 um)
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Abb. 29: Ko-Expression von Nestin und GFAP in SD-KMSZ. (A) Orthogonal-Darstellung von Nestin-GFAP-
doppelmarkierten SD-KMSZ. (B) Die iiberwiegende Mehrheit der Nestin-positiven SD-KMSZ (91,5+15,2 %;
n=1.104) ko-exprimieren GFAP. *** p < 0,001. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt. (Mal3stab 50 pm)
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Abb. 30: Ko-Expression von GFAP und S100f in SD-KMSZ. (A) Orthogonal-Darstellung von GFAP-S1008-
doppelmarkierten SD-KMSZ. (B) Nahezu alle GFAP-positiven SD-KMSZ (99,4+0,4 %; n=864) ko-exprimieren
S100pB. *** p < 0,001. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefédrbt. (MaBstab 50 pm)
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20 exprimierender Zellen durch Serumentzug. Wihrend unter
10 I Basalbedingungen 5,4+7,4 % aller Nestin-positiven KMSZ

GFAP-ko-exprimierende
Nestin-positive KMSZ in %

GFAP ko-exprimierten, exprimierten nach Serumentzug

T 91,5%15,2 % der Nestin-positiven KMSZ auch GFAP. n=1.475;
Basal - FKS **% p <0,001.
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3.8 Time-Lapse-Mikroskopie

3.8.1 Time-Lapse-Mikroskopie wihrend der basalen Kultivierungsperiode

Da die SD-KMSZ auf dem Zellrasen lokalisiert waren, wurde vermutet, dass sie mdglicherweise mit
den basal existierenden und ebenfalls auf dem Zellrasen lokalisierten A-KMSZ in Zusammenhang
stehen. Um dies zu verifizieren, wurden Time-Lapse-Aufnahmen, zundchst unter Basalbedingung und
dann wihrend der Serumdeprivation, durchgefiihrt.

Die Analyse von KMSZ-Kulturen unter basalen Kulturbedingungen (Abb. 32 A) zeigte vereinzelt
kleine Zellen (Abb. 32, weille Pfeilspitzen), die sich auf groBeren, flachen Zellen befanden. Sie waren
hochmotil, bewegten sich auf den flachen Zellen, vermieden aber den Kontakt mit der freien
Oberflache der Zellkulturschale (Abb. 32). Des Weiteren proliferierten die kleinen Zellen auf den
flachen Zellen zu jeweils zwei motilen Tochterzellen mit vergleichbarer Morphologie wie die

Mutterzelle.
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Abb. 32: Detektierung hochmotiler KMSZ unter Basalbedingungen. (A) Die Aufnahmen wurden wihrend
der basalen Kultivierungsphase erstellt. (B) Auf den charakteristischen flachigen Zellen (Zellkerne durch Sterne
symbolisiert) lieBen sich kleinere, kontrastreiche Zellen (weille Pfeilspitzen) detektieren. Sie verfiigten {iber eine
hohe Motililitdt und migrierten auf den anderen KMSZ, vermieden jedoch den Kontakt mit zellfreien
Oberflachen. Ebenfalls auf den flichigen KMSZ fand die Zellteilung der kleineren Zellen statt (G-I). Der
zuriickgelegte Weg der in (C) markierten Zelle wurde mit einer weilen Linie nachgezogen. (Malistab 50 um)
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Immunzytochemische Farbungen stellten sicher, dass es sich bei den kleinen Zellen um die A-KMSZ
handelte. Sie exprimierten Nestin, nicht aber die anderen getesteten Markerproteine (Abb. 33, Nestin

und exemplarisch GFAP).

LA

Nestin-Pl

Abb. 33: Identifizierung der hochmotilen KMSZ als A-KMSZ. Immunzytochemische Féarbungen zeigten,
dass die hochmotilen KMSZ (A, weile Pfeilspitzen) auf den flichigen KMSZ (Zellkerne durch Sterne
dargestellt) lediglich Nestin (griin) exprimierten (B). Die Expression anderer Marker, hier exemplarisch eine
GFAP-Farbung (C, griin), wurde nicht nachgewiesen. Die Zellkerne wurden mit PI (rot) gegengeférbt. (MaBstab
50 pm)
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3.8.2 Time-Lapse-Mikroskopie wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode

Unter serumfreien Kulturbedingungen (Abb. 34 A) rundeten sich die Somata der A-KMSZ ab
(Abb. 34 B-E). Die im Ergebnis kugeligen Zellen migrierten in den folgenden Stunden weiterhin iiber
den inzwischen konfluenten Zellrasen (Abb. 34 F-K) und vermieden den Kontakt mit der
Kulturoberflache (Abb. 34 G—K). Mehrere Stunden nach Abrundung teilten sich die Zellen in zwei
Tochterzellen (Abb. 34 1+M). Interessanterweise wiesen die Tochterzellen eine neue Morphologie auf:
Sie hatten einen bipolaren, spindelformigen Zellkorper (Abb. 34 N). Dariiber hinaus lieB sich
feststellen, dass sie in dieser Form iiber den Zellrasen migrierten, wiahrend sie ansonsten auch eine
kugelformige Form annehmen konnten. In keinem der Experimente liel3 sich jedoch ein Abflachen der
Tochterzellen oder gar ein Einfligen in den bestehenden Zellrasen beobachten. Dieses liel sich
ausschlieBlich bei Zellen des Zellrasens nachweisen, die sich fiir ihre Teilung ebenfalls abkugelten,

danach aber wieder in den Rasen integrierten (Abb. 35).
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Abb. 34: Proliferation von A-KMSZ wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode. (A) Die Aufnahmen
wurden wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode erstellt. (B) Die A-KMSZ (eingekreist mit gepunkteter
Linie) beginnt sich zu einer kugeligen Zelle (weile Pfeilspitze in E) zusammenzuziehen. Bevor sie sich einige
Stunden spéter teilt (L), migriert sie iiber den nahezu konfluenten Zellrasen. Die Nachkommen (weil- bzw.
schwarzumrandete Pfeilspitze in M) weisen — anders als die Mutterzelle — eine spindelférmige, bipolare
Morphologie auf. (Maf3stab 10 um)
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Abb. 35: Proliferation von KMSZ des Zellrasens wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode.
Vereinzelt kommt es wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode (A) auch zur Proliferation von KMSZ des
Zellrasens (B, mit weiler gepunkteter Linie eingekreist). Die flachigen Zellen kondensieren ebenfalls bis in eine
kugelige Form (F) und teilen sich dann (G). Die anfangs kugeligen Nachkommen (H) flachen unmittelbar
danach ab, breiten sich auf dem Untergrund aus (Zellkerne durch Sterne markiert) und integrieren sich so in den
Zellrasen (I-Q). (MaBstab 10 um)
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Immunfiarbungen konnten bestétigen, dass es sich bei den durch Teilung entstandenen

runden/bipolaren Zellen um SD-KMSZ handelte (Abb. 36).

2

NeéStin

DAPI

Abb. 36: Identifizierung der aufliegenden Zellen als SD-KMSZ. Immunzytochemische Farbungen
bestitigten, dass die runden bzw. bipolaren Zellen Nestin’/GFAP"™ SD-KMSZ waren. Die Zellkerne sind mit
DAPI gegengefarbt. (Maf3stab 10 um)

Wie in Abbildung 37 dargestellt ist, waren die SD-KMSZ fdhig, weiterhin in Tochterzellen mit
bipolarer Morphologie (Abb. 37) zu proliferieren.
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Abb. 37: SD-KMSZ proliferierten unter Serumentzug in weitere SD-KMSZ. (A) Die Aufnahmen wurden
wihrend der anhaltenden Serumdeprivation erstellt. Eine bipolare SD-KMSZ (B, weille Pfeilspitze) kondensiert
zum Zweck der Teilung ebenfalls zu einer runden Zelle (C), teilt sich (D) und generiert zwei neue SD-KMSZ
(E, weill- bzw. schwarzumrandete Pfeilspitzen). Diese migrieren ebenfalls iiber den Zellrasen (F-J). (Malstab
10 pm)

Die beschriebenen Effekte wurden nur nach einem Serumentzug beobachtet. Wurden die KMSZ ab
Tag 4 weiter in serumhaltigem Standardmedium inkubiert (vgl. Abb. 13 ,+FKS*), kam es lediglich

zur beschriebenen Proliferation ohne Verdnderung des (Immun-) Phianotyps der A-KMSZ.
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3.9 BrdU-Inkorporation wihrend der Serumdeprivation

Die Markierung proliferierender Zellen durch Zugabe von BrdU zum serumfreien Medium
(Abb. 38 A) sollte eine Aussage dariiber erlauben, wie hoch die Zahl an SD-KMSZ war, die sich
wihrend der Serumdeprivation bildeten.

Die Quantifizierung der Nestin-BrdU-doppelmarkierten Zellen (Abb. 38 B) ergab, dass 93,2+3,4 %
der Nestin-positiven SD-KMSZ (n = 1.287 gezédhlte Zellen in 3 unabhéngigen Experimenten;
Abb. 38 C) BrdU inkorporiert hatten. Ergdnzend zu den Ergebnissen der Time-Lapse-Analysen lief3
sich so die Aussage treffen, dass der iliberwiegende Anteil der SD-KMSZ aus Zellteilungen der

A-KMSZ wihrend der Serumdeprivation hervorgegangen ist.
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Abb. 38: Quantifizierung der SD-KMSZ-Generierung. (A) Wihrend der serumfreien Kultivierungsperiode
wurde dem Medium BrdU beigefiigt. (B) Die BrdU-positiven Zellkerne (rot) der SD-KMSZ (griin) zeigten, dass
die Zellen aus Zellteilungen hervorgegangen sind. (C) Der iiberwiegende Anteil der SD-KMSZ (93,2+3,4 %) ist
durch Proliferation wihrend des dreitidgigen Serumentzuges entstanden. n=1.287, *** p < 0,001. (Malstab
10 um)
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3.10 Induktion von SD-KMSZ ist nicht durch Stress bedingt

Kulturen serumdeprivierter KMSZ sollten mit KMSZ verglichen werden, die chemischen Stressoren
ausgesetzt waren, um die Frage zu beantworten: Induziert der vollstindige Serumentzug einen
chemischen Stress, der zur Bildung der SD-KMSZ fiihrt? Zum Vergleich der Nuklei serumdeprivierter
Zellen mit denen chemisch gestresster Zellen wurden KMSZ-Kulturen mit verschiedenen Stressoren
inkubiert, deren zellschiddigende Eigenschaften bekannt sind. Als Positiv-Kontrolle fiir apoptotischen
Zelltod wurden Kulturen mit Staurosporin behandelt.

Abbildung 39 A zeigt einen konfluenten Zellrasen unter basalen Bedingungen. Die Zellkerne sind
gro3 und gleichméBig gefdarbt (Abb. 40 A). In Abbildung 39 B ist eine KMSZ-Kultur nach
dreitdgigem Serumentzug dargestellt. Auf dem Zellrasen sind SD-KMSZ zu erkennen. Ihre Zellkerne
weisen keinerlei Anzeichen von Apoptose auf, sondern verfiigen iiber eine regelméfige Form mit
deutlich erkennbarem Eu- und Heterochromatin (Abb. 40 B).

Die Inkubation in DMSO- bzw. Tween-20-haltigen Medien hatte die in der Literatur beschriebenen
Effekte zur Folge (Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004). Die Kondensation des Zytoplasmas und das
Zuriickziehen der Somata fiihrte zur Ausbildung pseudo-neuronaler Morphologien (Abb. 39 C+D).
Time-Lapse-Aufnahmen bestitigten (ohne Abb.), dass als Neuriten interpretierbare Zellfortsitze auf
nicht-zuriickgezogene Abschnitte der Somata zuriickzufiihren waren. Die beobachteten Effekte waren
nach Inkubation mit Tween-20-haltigem Medium deutlich stirker ausgeprégt, so dass es hier bereits
zur Ablosung einzelner Zellen vom Untergrund kam. Die Betrachtung der Zellkerne zeigte, dass die so
behandelten Zellen apoptotisch waren (Abb. 40 C+D). Ihre Zellkerne wiesen die gleichen
charakteristischen Merkmale wie die der staurosporin-behandelten KMSZ (Abb. 40 G) auf. Des
Weiteren fiihrte auch die Inkubation mit Staurosporin zu einer pseudo-neuronalen Differenzierung der
KMSZ (Abb. 39 G). Die Inkubation in einem Medium mit hyperosmolarer Salzkonzentration fiihrte zu
einer geringeren Ausbildung kondensierter Zellen (Abb. 39 E), hatte aber die Ausbildung l6chriger
Nuklei zur Folge (Abb. 40 E). Der gleiche Effekt war bei KMSZ zu beobachten, die einem geringen
pH-Wert exponiert waren (Abb. 40 F), obwohl die Zellen einen weitestgehend intakten Eindruck
vermittelten (Abb. 39 F). Zum Vergleich ist in Abbildung 39 H eine vitale Neuronenkultur sowie in
Abbildung 40 H die Kernfarbung einer solchen Kultur dargestellt.
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2 uM Staurosporin

Abb. 39: Phasenkontrastaufnahmen zur
Beurteilung der Zellmorphologie. (A) KMSZ
unter basalen Kulturbedingungen. (B) KMSZ-
Kultur nach Serumentzug. Deutlich zu erkennen
sind die SD-KMSZ, die sich auf dem konfluenten
Zellrasen befinden. (C+D) KMSZ-Kultur nach
Inkubation in 2 % DMSO bzw. 0,05 % Tween 20.
Der urspriinglich konfluente Zellrasen ist durch
Kondensation der Zellen aufgerissen. Die
kondensierten Zellen &hnelten den SD-KMSZ,
lagen jedoch nicht auf anderen Zellen, sondern auf
der Oberflache des KulturgefaBes vor. (E+F) Die
Inkubation mit 230 mM NaCl bzw. 0,6 N HCI
fihrte zu relativ geringen morphologischen
Veranderungen an den KMSZ. (G) Die Induktion
von Apoptose durch Inkubation mit 2 pM
Staurosporin resultierte in einem Aufreilen des
konfluenten Zellrasens und stark kondensierten
KMSZ. Generell erinnerten die chemisch
behandelten (C-E) bzw. apoptotischen (G) KMSZ
aufgrund ihrer Form und der scheinbaren Auslaufer
in Folge der Kondensation an kultivierte Neurone
(H). (MaBstab 50 pm)

Neuron

Abb. 40: Fluoreszenzaufnahmen der Zellkerne.
Unbehandelte Zellen (A: KMSZ; H: Neurone)
verfiigten tiber intakte vitale Zellkerne. Sie wiesen
eine gleichmdBige Form und weitestgehend
homogene Féarbung auf. (B) Die Zellkerne der SD-
KMSZ verfiigten ebenfalls iiber eine gleichmiBige
Form. Gut zu erkennen waren an ihnen Eu- und
Heterochromatin (hellere Bereiche im Zellkern). Im
Gegensatz dazu verfiigten die Zellkerne der KMSZ
nach Inkubation mit verschiedenen chemischen
Stressoren (C-F) iiber verschiedene Merkmale
apoptotische Zellkerne (G). Neben unregelméBigen
und gefalteten Formen (C-D) konnten auch Locher
in den Kernen dargestellt werden (E+F). Die
Zellkerne wurden mit PI  gegengefarbt und
schwarzweil} abgebildet. (Mafstab 10 um)
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3.11 Expression embryonaler Marker in Serumdeprivation-induzierten KMSZ (SD-
KMSZ)

Die Serumdeprivation induzierte einen Anstieg der Expression von Genen, die typisch fiir neurale
Stammzellen sind (Abb. 41). Bezogen auf die Expression unter Basalbedingungen verdoppelten sich
die Mengen der Nestin-mRNS (2,044+0,496; n=3 unabhdngige Experimente) und S100B-mRNS
(1,814+0,466; n=3 unabhéngige Experimente). Die Expression von GFAP-mRNS versechsfachte sich
(5,719+£0,252; n=3 unabhéngige Experimente).

Des Weiteren wurde fiir diese Arbeit die Expression von c-myc, kif4, Oct4 und SOX2 untersucht. Wie
kiirzlich gezeigt wurde, fiihrt die Uberexpression dieser Gene zur Transformierung von Fibroblasten in
induzierte pluripotente Stammzellen (engl. induced pluripotent stem cells, iPS cells) (Okita et al.,
2007; Takahashi and Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2007). Die Expression aller 4 Gene war in den
KMSZ nach dem Serumentzug erhdht (c-myc: 1,597+0,055; kif4: 6,459+0,380; Oct4: 6,253+5,189;
SOX2: 37,824+9,790; n=3 unabhingige Experimente) (Abb. 41).

Immunzytochemisch lieBen sich Oct4 und SOX2 in KMSZ unter Basalbedingungen nicht nachweisen
(Abb. 42 A). In den serumdeprivierten KMSZ-Kulturen konnten beide Transkriptionsfaktoren in den
SD-KMSZ detektiert werden (Abb. 42 B).
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Abb. 41: Anstieg der mRNS neuraler Vorldufermarker und Pluripotenzgene. Der dreitdgige Serumentzug
induzierte in den KMSZ-Kulturen eine Verfielfachung der mRNS-Expression (schwarze Sdulen), verglichen mit
basal kultivierten KMSZ (weifle Séulen). Sowohl die mRNS fiir die frithen neuralen Markerproteine Nestin und
GFAP als auch fiir die Pluripotenzgene c-myc, kif4, Oct4 und SOX2 sind (zum Teil) nach Serumentzug stark
erhoht. Auch die mRNS-Menge fiir S100p hat sich nahezu verdoppelt.
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Abb. 42: Expression von Oct4 und SOX2 in SD-KMSZ nach Serumentzug. (A) In den Zellkernen der
A-KMSZ lieB sich immunzytochemisch kein Oct4 (rot) bzw. SOX2 (rot) nachweisen. (B) Die durch die
serumfreie Kultivierung generierten SD-KMSZ exprimierten im Zellkern immunzytochemisch nachweisbares
Oct4 und SOX2. Als Negativ-Kontrollen wurden KMSZ-Kulturen nur mit den jeweiligen Sekundérantikdrpern
gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengeféarbt. (MaBstab 10 um)
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3.12 Elektrophysiologische Untersuchung von SD-KMSZ

Ist die Expression neuraler und embryonaler Stammzellmarker mit besonderen elektrophysiologischen
Eigenschaften gekoppelt? Um dieser Frage nachzugehen, wurden patch-clamp-Untersuchungen
durchgefiihrt.

Zunichst war der Vergleich der elektrophysiologischen Eigenschaften von A-KMSZ und SD-KMSZ
geplant. Die flache Morphologie der A-KMSZ verhinderte jedoch das Anndhern mit der Patchpipette
und die Erzeugung eines stabilen Gigaseals. Eine Aufnahme der elektrophysiologischen
Eigenschaften war somit nicht mdglich. In einer Verdffentlichung von Heubach und Kollegen wird
das gleiche Problem beschrieben. Der Versuch, die Strome auf Deckgléschen kultivierter humaner
KMSZ aufzunehmen, schlug fehl, da sich Heubach und Kollegen mit der Patchpipette den Zellen
ebenfalls nicht ausreichend ndhern konnten. Erst die Behandlung mit Trypsin/EDTA 16ste das
Problem. Die Zellen 16sten sich ab und ermoglichten als runde Zellen den Kontakt mit der
Patchpipette und somit auch die Messungen (Heubach et al., 2004). Auf eine solche Behandlung
wurde hier verzichtet, da eine Identifizierung der A-KMSZ innerhalb der, ebenfalls abgelosten,

iibrigen Zellen nicht mehr moglich gewesen wire.
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Abb. 43: Voltage-Clamp-Aufnahmen von SD-KMSZ (A) Typische Aufnahmen von spindelformigen SD-
KMSZ bzw. (B) runden SD-KMSZ. Das Haltepotenzial war E=-60 mV und die Spannung wurde schrittweise
um 10 mV mit einer Dauer von 250 ms von -100 mV auf +100 mV erhoht. Jede dritte Stromspur ist abgebildet.
Der maximale Stromwert zwischen 2,5 ms und 50 ms wurde als I, (If) definiert, der maximale zwischen 200 ms
und 2475 ms als Loy (I). (C) Exemplarische Abbildung der Strom-Spannungskurven einer spindelférmigen
SD-KMSZ bzw. einer (D) runden SD-KMSZ. (Malistab 20 um)
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Alle untersuchten SD-KMSZ wiesen deutliche Auswirtsstrome und keine Einwértsstrome auf. Die
Membranstrome setzten sich {iblicherweise aus einem schnell aktivierenden und langsam
inaktivierenden, als Igg (If) bezeichneten Strom, gefolgt von einer aufrechterhaltenen Komponente
einer langsamen Aktivierungskinetik, Lo (Is), zusammen (Abb. 43 A+B).

Die Darstellung der Strom-Spannungs-Beziehung von I; und I lie Unterschiede in den Stromdichten
sowie in der spannungsabhingigen Aktivierung von spindelférmigen und runden SD-KMSZ erkennen.
Abbildung 43 zeigt représentative Beispiele fiir die Strom-Spannungskurven der spindelférmigen
(Abb. 43 C) bzw. runden SD-KMSZ (Abb. 43 D). Die Auswirtsstrome der spindelformigen SD-
KMSZ wurden bei ca. -20 mV aktiviert, wihrend die der runden SD-KMSZ bereits bei -40 mV
aktivierten. Dariiber hinaus waren die durchschnittlichen Stromdichten von I; und Iy bei

Testpotenzialen von +10 mV und +60 mV in den runden SD-KMSZ signifikant hoher als in den
spindelformigen SD-KMSZ (Abb. 44 A+B)

40 1 O spindelférmige SD-KMSZ Hk 40 1 O spindelférmige SD-KMSZ
H runde SD-KMSZ M runde SD-KMSZ
- 30 " _| L‘a 30
- —_ %
< -
2 20 = 20 —I
g g
10 10 i

10 mV 60 mV 10 mV 60 mV

Abb. 44: (A) Iy und (B) L, wurde bei Testpotenzialen von +10 mV und +60 mV analysiert und auf die
Zellkapazitdt normalisiert * p < 0,05; ** p <0,01; spindelformige SD-KMSZ: n=5; runde SD-KMSZ: n=6.

Testpotenziale von -100 mV bis +100 mV wurden bei Haltepotenzialen von -60 mV beziehungsweise
-20 mV angewandt. Positivere Haltepotenziale resultierten in einer stirkeren und reversiblen
Reduktion der schnellen Stromkomponente I;. Die ist typisch fiir Kaliumstrome vom A-Typ.

It der runden SD-KMSZ zeigte eine deutlich stirkere Abhéngigkeit vom Haltepotenzial, verglichen

mit den spindelférmigen SD-KMSZ. Dies deutet auf eine stirkere Verbreitung des A-Typ-
Kaliumstromes in den runden SD-KMSZ hin.
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3.13 Stabilitit einer Bromdesoxyuridin-Markierung zu Transplantationszwecken

In parallelen Transplantationsexperimenten wurden ischdmie-geschédigte Ratten mit BrdU-markierten
KMSZ behandelt. Die Transplantation der Zellen erfolgte ins geschidigte Hirnparenchym. Uber
BrdU-spezifische Antikorper sollten die transplantierten Zellen nach einem definierten Zeitraum
wiedergefunden werden und auf die Expression von neuralen Markerproteinen hin untersucht werden.
Allerdings konnten bereits 7 Tage nach Transplantation keine BrdU-positiven Zellen mehr gefunden
werden. Als Ursache wurde deshalb eine geringe Stabilitdt des inkorporierten BrdUs vermutet.
Bromdesoxyuridin inkorporiert wiahrend der S-Phase der Mitose in die DNS. Die Langzeitstabilitit
des inkorporierten BrdUs ist fiir die Wiederfindung der so markierten Zellen (z.B. nach
Transplantation) von enormer Bedeutung. Zur Untersuchung der Langzeitstabilitit in den hier
verwendeten Ratten-KMSZ wurden diese Zellen markiert und iiber vier Wochen in vitro beobachtet.
Dafiir wurden KMSZ zunichst fiir vier Tage in Kulturmedien mit unterschiedlichen BrdU-
Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine vierwochige Kultivierung mit
Standardmedium. Es erwies sich die hochste BrdU-Konzentration von 10 pM als am besten geeignet,
um nach diesem Zeitraum noch BrdU-markierter Nuklei detektieren zu koénnen. Aus diesem Grund
wurden die Versuche fiir die im Folgenden erlduterten Ergebnisse mit dieser BrdU-Konzentration
durchgefiihrt.

Zu definierten Zeitpunkten nach Entfernung des BrdU wurden Zellproben fixiert und
immunzytochemisch gegen BrdU geférbt. In Abbildung 45 ist die Abnahme des Anteils BrdU-
markierter KMSZ von 93,4 %, unmittelbar nach Entfernung des BrdU (Tag 0), auf 8,9 % zu
Versuchsende (Tag 25) dargestellt.
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Abb. 45: Quantifizierung des Anteils BrdU-positiver KMSZ iiber einen Zeitraum von 4 Wochen. Die
BrdU-positiven Zellen wurden gezéhlt und auf die Gesamtzellzahl bezogen. Unmittelbar nach Entfernung des
BrdU aus dem Kulturmedium waren 93,442,9 % aller Zellen (n= 4.013) BrdU-positiv. Wie erwartet verringerte
sich ihr Anteil wéhrend der weiteren Kultivierung. Nach drei Tagen betrug er 78,8+3,1 % (n=2.403), nach 11
Tagen 49,1454 % (n=1.291) und nach 17 Tagen 36,3+£7,0 % (n=913). Zu Versuchsende, fast vier Wochen nach
BrdU-Markierung, konnten lediglich noch 8,9+2,4 % aller Zellen (n=1.516) als BrdU-markiert identifiziert
werden. *** p <0,001.
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Da die Proliferation der KMSZ in BrdU-freiem Medium die Verteilung des BrdU auf die
Tochterzellen zur Folge hat, war eine Verringerung der markierten Zellen zu erwarten.

Eine Betrachtung der markierten Zellen zeigte jedoch, dass sich auch dass BrdU-Signal selbst
verdndert hatte. Die anfangs komplett markierten Nuklei (Abb. 46 A-C und P) wiesen bereits drei
Tage nach Entfernung des Thymidin-Analogons eine nur noch segmentierte oder sogar punktierte
Féarbung auf (Abb. 46 D-F und Q). Die Zellen, die {iber einen Markierungsgrad von mindestens 75 %
verfligten, wurden als segmentierte Zellen bezeichnet, die mit mindestens 50 % als punktierte Zellen.
Entsprach die BrdU-Fiarbung weniger als 50 % des Nukleus, wurden die Zellen als nicht mehr
markiert eingestuft, da sie nach einer Transplantation nicht mehr mit Sicherheit als markierte Zelle
identifizierbar gewesen wiren. Am Tag 11 konnten Zellen mit einem markanten BrdU-Signal
detektiert werden (Abb. 46 G-I). Die Nuklei dieser KMSZ wiesen im Grunde keine BrdU-Firbung
auf. Stattdessen konnte im Zytoplasma BrdU nachgewiesen werden (Abb. 46 R). 25 Tage nach
Entfernung des BrdU zeigten nahezu alle KMSZ ein BrdU-positives Zytoplasma, obwohl die
Intensitdt des Signals im Vergleich zu Tag 11 schwécher war (Abb. 46 M-O). In nur noch wenigen
Zellen lief3 sich BrdU im Nukleus nachweisen (Abb. 46 M-O, Stern).

Um zu iiberpriifen, ob das zytoplasmatische BrdU-Signal in einem unspezifischen Binden des
verwendeten Anti-BrdU-Primérantikorpers begriindet war, wurden parallel markierte KMSZ mit
einem anderen Anti-BrdU-Primérantikorper gefarbt. Dieser Ratte-anti-BrdU-Antikorper fiithrte zu den
gleichen Ergebnissen wie der eingangs eingesetzte Maus-anti-BrdU-Antikorper (Abb. 46 1")
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Abb. 46: Verinderung des BrdU-Signals in markierten KMSZ. (A-C) Direkt nach viertdgiger BrdU-
Inkubation wiesen nahezu alle KMSZ einen homogen markierten Zellkern auf. Abbildung (P) zeigt eine
vergroferte Abbildung eines komplett markierten Zellkerns. (D-F) Bereits drei Tage spéter verédnderte sich die
Markierung von einem kompletten (gefillten) zu einem segmentierten oder sogar punktierten Signal (weille
Pfeilspitzen). Abbildung (Q) zeigt einen vergroferten Zellkern mit einem segmentierten BrdU-Signal. Zu diesem
Zeitpunkt zeigten sich erste Zellen, die keine BrdU-Markierung aufwiesen (Stern). (G-I) Nach sieben Tagen
BrdU-freier Kultivierung zeigten sich immer mehr Zellen mit unmarkierten Zellkernen, aber einer deutlichen
BrdU-Férbung der Somata (schwarze Pfeilspitzen). Das eingefiigte Bild (I’) zeigt die Immunfarbung mit einem
anderen anti-BrdU-Antikorper (Ratte anti-BrdU), um die Spezifitit der Antikdrper zu bestétigen und falsch-
positive Farbungen der Somata auszuschlieBen. (J-L) Weitere sechs Tage spiter hatte der Anteil der Zellen mit
markierten Somata (schwarze Pfeilspitzen) noch weiter zugenommen. Abbildung (R) zeigt eine reprasentative
Zelle. Nur noch wenige KMSZ lieBen sich mit eindeutig markiertem Zellkern (weifle Pfeilspitzen) nachweisen.
(M-0) Zu Versuchsende, nach 25 Tagen, wies die Mehrheit der Zellen einen Zellkern ohne BrdU-Signal
(schwarze Pfeilspitzen) auf. Eine nukledre Immunfarbung lieB sich nur noch in Form einzelner Punkte
nachweisen (Stern). (MaBstab: A-O 50 um; P-R 20 pm)
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Des Weiteren musste die Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass die Markierung mit 10 uM BrdU
einen Zelltod induziert und dieses der Grund fiir die Verringerung des Anteils BrdU-markierter KMSZ
und die beschriebene Translokation des BrdU vom Nukleus ins Zytoplasma war.

Zu diesem Zweck wurden drei Gruppen von KMSZ auf die Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien und auf die Aktivierung von Caspase-3 untersucht. Unter Standardbedingungen
kultivierte KMSZ stellten die Gruppe 1 dar. Gruppe 2 waren KMSZ, die entsprechend der vorherigen
Experimente fiir vier Tage mit 10 pM BrdU inkubiert wurden. Die KMSZ der Gruppe 3 wurden fiir
3 Stunden mit 2 uM Staurosporin inkubiert und stellten die Positiv-Kontrolle fiir apoptotische Zellen
dar.

Die BrdU-behandelten KMSZ-Kulturen (Abb. 47 E) wiesen keinerlei morphologische Verdnderungen,
verglichen mit den unbehandelten Kulturen (Abb. 47 A), auf. Sie verfiigten liber charakteristische
vitale Nuklei, wie die Kernfairbung mit PI zeigte (Abb. 47 G). Cytochrom C liel3 sich als feine Punkte
im Zytoplasma der Zellen anfarben (Abb. 47 F), was auf eine Lokalisation in intakten Mitochondrien
schlieBen lieB. Des Weiteren konnte keine signifikante Expression von aktivierter Caspase-3
festgestellt werden (Abb. 47 H). Die BrdU-behandelten KMSZ glichen in allen untersuchten Kriterien
den unbehandelten Kontroll-KMSZ (Abb. 47 A-D) und wiesen keine Anzeichen fiir apoptotischen
Zelltod auf (Kulkarni and McCulloch, 1994; Simm et al., 1997; Zhu et al., 2006).

Im Gegensatz dazu liel sich in den Staurosporin-behandelten KMSZ Apoptose nachweisen. Die
mikroskopische Betrachtung zeigte fragmentierte und stark kondensierte Zellkdrper (Abb. 47 1) sowie
Nuklei (Abb. 47 K). Dariiber hinaus konnte Cytochrom C im Zytoplasma verteilt detektiert werden
(Abb. 47 J), was auf eine Freisetzung aus den Mitochondrien hinweist. Aktivierte Caspase-3 konnte
ebenso in vielen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 47 L).

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass BrdU in der verwendeten Konzentration keinen Zelltod in
KMSZ auslost. Allerdings wird das BrdU durch Zellteilungen nach der Markierungsphase aus dem
Genom ,herausverdiinnt®. Zusédtzlich scheint es zu Reparaturprozessen zu kommen, die das BrdU
aktiv aus der DNS ausschneiden und es in das Zytoplasma der Zelle transferieren. Beide Prozesse
fiihren dazu, dass BrdU-markierte KMSZ nur innerhalb weniger Tage nach Transplantation im Gehirn

der Rezipiententiere wiederzufinden sind.
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Abb. 47: Die Inkubation mit BrdU fiihrte nicht zur Apoptose. Verschiedene Parameter unmarkierter KMSZ
(A-D), mit 10 pM BrdU fiir 96 h inkubierte KMSZ (E-H) und KMSZ, die fiir 3 h mit 2 uM Staurosporin
inkubierten (I-L), wurden verglichen. Die unmarkierten (A) und BrdU-markierten (E) Zellen wiesen eine
vergleichbare Zellmorphologie auf und verfiigten iiber gleichméBige, runde Pl-gefarbte Zellkerne (C+G). Des
Weiteren erscheint die Cytochrom C-Expression im Zytosol in abgegrenzten, strich- und punktférmigen Mustern
(B+F). Dieses deutet auf eine Lokalisation innerhalb intakter Mitochondrien hin. Eine Expression aktivierter
Caspase-3 ist nicht nachweisbar (D+H). Die eingefiigten Bilder in D, H und L zeigen das Phasenkontrastbild des
abgebildeten Bereiches. Die staurosporinbehandelten KMSZ zeigten eine starke Kondensierung der Somata (I)
und enthielten kondensierte, stark gefaltete Zellkerne (K, weile Pfeilspitzen). Cytochrom C lie sich in den
Somata dispers verteilt nachweisen (J, weile Pfeilspitzen), was auf eine Freisetzung aus den Mitochondrien
hinwies. Einige tote Zellen konnten lediglich noch anhand der PI-Farbung ihrer DNS detektiert werden (Sterne
in J+K). Dariiber hinaus exprimierten eine Vielzahl von staurosporinbehandelten KMSZ Caspase-3 (L,
schwarze Pfeilspitzen). (MaBstab A, E, 1200 um; B, C, D, F, G, H, J, K, L 50 pm)
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4 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Beantwortung der Frage, welchen Einfluss ein kompletter
Entzug des Serums in vitro auf kultivierte Knochenmarkstammzellen (KMSZ) aus der Ratte ausiibt. Es
wurde vermutet, dass durch die Serumdeprivation eine potenziell existierende Subpopulation von
neuroektodermalen Stammzellen identifiziert und angereichert werden kann. Eine Transplantation
dieser Subpopulation von Stammzellen in Ratten nach induzierter fokaler Ischdmie sollte in einer
hoheren Ausbeute an neural ausdifferenzierten Zelltypen resultieren, als es bei der Transplantation
basal kultivierter KMSZ der Fall ist. Tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass murine KMSZ
nach Transplantation — sei es direkt in das Gehirn neonataler oder durch intravendse Applikation in
adulte Miuse — das Gehirn penetrieren, dort migrieren und dariiber hinaus einen neuralen Phénotyp
annechmen (Brazelton et al., 2000; Kopen et al., 1999; Mezey et al., 2000). Auch wurde in vitro
demonstriert, dass unter geeigneten Kulturbedingungen humane, murine und Ratten-KMSZ in Zellen
neuralen Phénotyps differenzieren konnen (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et al., 2000).
Basierend auf diesen Erkenntnissen festigte sich die Idee, dass KMSZ, neben ihrer mesodermalen
Differenzierung in Osteozyten, Chondrozyten und Adipozyten, auch in neuroektodermale Zelltypen
differenzieren konnen. Es ist fiir das zellbiologische Gesamtverstindnis der Zelldifferenzierung von
groler Bedeutung, auf welchem Mechanismus diese Plastizitdt beruht. Dieses Verstdndnis wird
dariiber hinaus groBlen Einfluss auf zukiinftige Transplantationsstudien haben. Wihrend die
iberwiegende Mehrheit der in vitro-Studien der letzten Jahre eine Transdifferenzierung als
ursdchlichen Prozess zu Grunde legte, fand das Konzept von stammzellartigen Subpopulationen
innerhalb der kultivierten KMSZ in nur wenigen Studien Beachtung. Es ist ein allgemeines Phinomen,
dass sich Proliferation und Differenzierung von Zellen in einem bestimmten Mal} ausschlieBen. Zur
Proliferation bendtigen Zellen Serum. Viele Differenzierungsstudien, aber auch Studien, in denen
Stammzellpopulationen identifiziert werden konnten, verwendeten Kulturmedien mit stark reduzierten
Serumanteilen. Gleichzeitig fand jedoch oft eine Supplementierung der Medien mit
Wachstumsfaktoren statt (D'Ippolito et al., 2004; Kucia et al., 2006a; Reyes et al., 2001; Roche et al.,
2007; Tao et al., 2005; Wislet-Gendebien et al., 2003).

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten KMSZ aus Ratte wurden primér isoliert. Anhand
immunzytochemischer Férbungen konnte bereits innerhalb der unter Standardbedingungen
(= Basalbedingungen, d.h. 20 % FKS im Kulturmedium) kultivierten KMSZ eine Subpopulation von
Nestin-positiven Zellen mit kleinen Somata identifiziert werden. Neben ihrer Nestin-Expression waren
sie durch ihre Lokalisation auf dem Zellrasen aus KMSZ gekennzeichnet, weswegen sie die
Bezeichnung ,,A-KMSZ* erhielten. Dariiber hinaus wiesen die A-KMSZ keine immunzytochemisch
detektierbare Expression weiterer getesteter neuroektodermaler Markerproteine auf. Wurden die
KMSZ-Kulturen in komplett serumfreiem Kulturmedium und ohne Zugabe jedweder

Wachstumsfaktoren inkubiert, so kam es iiberraschenderweise zu einer selektiven Proliferation der
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A-KMSZ. Thre Nachkommen wiesen mit runden bzw. bipolar spindelférmigen Somata eine neue, von
den Mutterzellen abweichende, Morphologie auf. Mit der Zellteilung &nderte sich auch das
Expressionsmuster der A-KMSZ. Die aus ihnen hervorgegangenen Tochterzellen exprimierten neben
Nestin auch GFAP, S1008, Oct4 und SOX2 (Abb. 48) und damit Markerproteine, die typisch fiir
neurale und embryonale Stammzellen sind. Da sich die Genese dieser Zellen auf die Serumdeprivation

zuriickfiihren lieB3, wurden sie als ,,Serumdeprivation-induzierte KMSZ (SD-KMSZ)“ bezeichnet.
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Abb. 48: Induktion von Neurosphiren bzw. SD-KMSZ aus Knochenmarkstammzellen der Ratte. Die
Kultivierung unter Standardbedingungen (d.h. 20 % FKS-Anteil) fiihrt zur Vermehrung der KMSZ und der auf
ihnen lokalisierten Nestin-positiven A-KMSZ. (A) Unter low-attachment-Bedingungen und Zugabe von EGF
und bFGF lassen sich aus dieser Mischpopulation Neurosphiren induzieren. In den Neurosphéren sind Zellen
nachweisbar, die neuroektodermale Markerproteine exprimieren. (B) Ein Serumentzug fiihrt zur selektiven
Proliferation der A-KMSZ unter Verdnderung ihrer Morphologie und ihres Immunphénotyps. Die durch
Serumentzug induzierten Tochterzellen der A-KMSZ, die SD-KMSZ, weisen eine runde bzw. bipolare
Morphologie auf und ko-exprimieren Nestin, GFAP, S100p3, Oct4 und SOX2.
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4.1 Kultivierung von Knochenmarkstammzellen

Zum angestrebten Zweck einer Transplantation in Ratten mit fokaler Ischdmie wurden fiir diese Arbeit
Knochenmarkstammzellen aus Ratten verwendet. Mogliche AbstoBungsprozesse, wie sie bei
xenogenen Transplantationen von murinen ES-Zellen in ischdmische Ratten beobachtet wurden und
zum Abbau des Transplantats fithrten (Bithnemann et al., 2006), sollten so minimiert werden. Die
KMSZ wurden in mehreren unabhéngigen Priparationen (n=5) aus dem Knochenmark juveniler
Sprague-Dawley-Ratten beiderlei Geschlechts gewonnen. Um individuenspezifische Unterschiede in
der Zellqualitit oder —quantitit auszugleichen, wurden je Préparation 50 Ratten verwendet. Anhand
ihrer selektiven Adhédsion an unbeschichteten Kunststoffoberflichen von Zellkulturflaschen konnten
die KMSZ aus dem dissoziierten Knochenmark isoliert werden. Die so angelegten Kulturen enthielten
KMSZ mit den in der Literatur beschriebenen typischen Morphologien: GroBe, flachige Zellen und
fibroblastenéhnliche, spindelférmige Zellen (Mets and Verdonk, 1981).

Die Untersuchungen wurden aus mehreren Griinden mit jungen Zellen (d.h. niedrige Passagenzahl)
durchgefiihrt. Eine lange Kultivierung von Zellen, verbunden mit vielfacher Passagierung, erhoht das
Risiko chromosomaler Aberrationen. Im Extremfall fiihrt dies zu Zellen, die nur noch wenig mit den
urspriinglich isolierten Zellen gemeinsam haben (Dominici et al., 2006). DiGirolamo und Kollegen
zeigten, dass humane KMSZ-Kulturen mit steigender Passage ihre Multipotenz verlieren und so nicht
mehr fahig sind, in Adipozyten zu differenzieren (DiGirolamo et al., 1999).

Dariiber hinaus richtete sich der Fokus der vorliegenden Arbeit auf die Untersuchung einer moglichen
Subpopulation. Eine ausgedehnte Kultivierung der primiér isolierten KMSZ iiber viele Passagen hitte
jedoch zu ihrem Verschwinden fithren konnen. Die auf eine Proliferation der KMSZ ausgelegten
Kultivierungsparameter sind unter Umsténden nicht geeignet, um Subpopulationen mit pluripotenten
Eigenschaften iiberleben zu lassen. Die steigende Homogenitit von KMSZ-Kulturen mit hdheren
Passagen (eigene Beobachtungen sowie (Bruder et al., 1997; Mets and Verdonk, 1981)) ist ein starkes
Indiz dafiir, dass nur ein Teil der urspriinglich isolierten Zellen iiberlebt. AufBlerdem ist eine
langanhaltende Kultivierung von Stammzellen {iber viele Passagen wenig reproduzierbar und mit
klinischen Anforderungen nur schwer vereinbar.

Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Verwendung der Zellen der gesamten
adhérenten Knochenmark-Fraktion. Wie eine Studie von D’Ippolito und Kollegen (D'Ippolito et al.,
2004) demonstrierte, resultiert die Fraktionierung des Knochenmarks in einem signifikanten Absinken
der Ausbeute an primitiven Progenitorzellen. Ein wesentlicher Aspekt fiir das Uberleben und
Differenzieren von Stamm- und Progenitorzellen ist deren Nische im umliegenden Gewebe. Diese
Nische ist fiir hdmatopoetische Stammzellen im Knochenmark beschrieben worden (Whetton and
Graham, 1999), gilt aber letztlich wohl fiir alle Stammzellen. Die Time-Lapse-Aufnahmen zeigen, dass
sowohl A-KMSZ als auch die daraus entstandenen SD-KMSZ auf dem allgemeinen Zellrasen der

tibrigen KMSZ wuchsen. Beim Migrieren verlieBen sie sehr selten den Zellrasen und mieden den
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Kontakt mit der unbewachsenen (PLL-beschichteten) Oberfliche des KulturgefiBes. Dies deutet
darauf hin, dass A-KMSZ und auch SD-KMSZ die restlichen Zellen als eine Art Feeder-Zellschicht
benoétigen. So war es uns nicht mdglich, die SD-KMSZ abzuldsen und auf zellfreie Untergriinde zu
transferieren. Dennoch wire eine Fraktionierung, beispielsweise durch eine FACS-Sortierung,
sinnvoll. Nach Aussortierung einzelner Zellen bestimmten Phénotyps liee sich so deren Einfluss auf

die basal existierenden A-KMSZ und die Bildung der SD-KMSZ untersuchen.

4.2 Induktion von Neurosphiren aus Knochenmarkstammzellen

Als gemeinhin akzeptierter Test fir den Nachweis von neuralen Stammzellen (NSZ) gilt das
Neurosphéarenprotokoll. Anfang der 1990er Jahre kultivierten Reynolds und Weiss murine striatale
Zellen in serumfreiem Medium unter Zugabe von EGF. Die wenigen liberlebenden Zellen (1,5 %)
wurden als neurale Stammzellen bezeichnet. Sie formierten sich zu proliferierenden Zellclustern
(,,Sphérulen*) und waren immunreaktiv fiir den neuroepithelialen Stammzellmarker Nestin (Reynolds
and Weiss, 1992). Diese Effekte fanden sich lediglich in EGF-haltigem Medium und konnten nicht mit
anderen Wachstumsfaktoren (bFGF, PDGF, NGF) induziert werden. Aus fritheren Untersuchungen
war bekannt, dass die Kombination bzw. die sukzessive Gabe unterschiedlicher Wachstumsfaktoren
einen starken Einfluss auf die Proliferation und terminale Differenzierung von neuroepithelialen
Stammzellen hat (Cattaneo and McKay, 1990). Die Inkubation der EGF-generierten Sphéirulen mit
bFGF induzierte die Proliferation von zwei Progenitorzelltypen. Der bipotente Zelltyp differenzierte in
Neurone und Astrozyten, wihrend der zweite, ein unipotenter Zelltyp, lediglich in Neurone
differenzierte (Vescovi et al., 1993).

Um die Moglichkeit der Existenz von potenziellen NSZ zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit aus
basal kultivierten Knochenmarkstammzellen neurosphéren-éhnliche Strukturen erzeugt. Die Induktion
erfolgte nach einem leicht modifizierten Protokoll, mit dem es schon mdglich war, aus basalen
humanen KMSZ neurosphiren-dhnliche Strukturen zu erzeugen (Hermann et al.,, 2004). Die
Variationen beliefen sich dabei hauptsidchlich auf die Zugabe von Serum (FKS) zum
Induktionsmedium. Wurde dem Induktionsmedium kein Serum zugefiigt, setzten sich nahezu alle
Zellen, trotz der verwendeten Bakterienschalen mit gering adhédsiver Oberfliche (engl. low
attachment), ab. Erst ein Anteil von 10 % FKS fiihrte zur Bildung einiger Sphérulen. Zwar setzte sich
auch unter diesen Bedingungen ein GroBteil der Zellen ab, aber generell deutet die erfolgreiche
Generierung von neurosphéren-dhnlichen Strukturen darauf hin, dass innerhalb der basalen KMSZ-
Kulturen Zellen vorhanden sein miissen, die mit neuralen Stammzellen vergleichbar sind. Die
Ursache, weshalb erst die Zugabe von FKS die beschriebenen Effekte bewirkte, konnte in den
unterschiedlichen Spezies liegen, aus denen die verwendeten KMSZ gewonnen wurden. Wéhrend

Hermann und Kollegen humane Zellen untersuchten (Hermann et al., 2004), fanden in der
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vorliegenden Arbeit Ratten-KMSZ Verwendung. Vescovi und Kollegen, die ebenfalls mit Zellen aus
Nagern (Méuse) arbeiteten, beschrieben, dass die Zugabe von 3 % FKS notwendig fiir eine volle
Differenzierung war (Vescovi et al., 1993) — vermutlich, weil FKS zusétzliche Faktoren enthilt, die
eine Differenzierung begiinstigen (Raff et al., 1984).

Die hier erzeugten Sphérulen enthielten neben Nestin-positiven Zellen auch Zellen, die Marker aller
drei neuralen Richtungen exprimierten (BIII-Tubulin, GFAP, NG2). Es fiel auf, dass die positiven
Zellen vorrangig in den Randbereichen der Neurosphiren lokalisiert waren. Das kann daran liegen,
dass die medial gelegenen Zellen nur unzureichend mit Wachstumsfaktoren aus dem Medium versorgt
wurden und so nicht differenzieren konnten. Auch das Fehlen von Zellen im Zentrum der Sphérulen,
insbesondere in denen groBeren Durchmessers, deutet auf eine Mangelversorgung der innen gelegenen
Zellen hin. Diese konnte, wie die Farbung der Zellkerne mit DAPI vermuten ldsst, ein Absterben
dieser Zellen zur Folge gehabt haben. Es konnte aber auch eine intrinsische Aktivitidt von Sphérulen
reflektieren, sich in eine bestimmte Richtung zu entwickeln, wobei die Zellen von innen nach auflen
wandern und dabei eine Differenzierung durchlaufen. Das Zellgebilde der Sphirulen wire somit eine
Art Nische fiir diese Differenzierung. Dies hétte Analogien zur ontogenetischen Weiterentwicklung
einer Morula.

Im Gegensatz zu Hermann und Kollegen (Hermann et al., 2004) konnten in dieser Arbeit GFAP-
positive Zellen in den Neurosphéren nachgewiesen werden. Dieser Unterschied kdnnte erneut in den
verschiedenen eingesetzten Spezies begriindet oder auf die Verwendung von FKS im
Induktionsmedium zuriickzufiihren sein.

Eine mogliche terminale Differenzierung der Knochenmarkstammzellen nach Induktion der
Neurosphéren wurde hier nicht weiter verfolgt. Vielmehr interessierten die Ursachen fiir die
Sphérulenbildung, wobei die Expression von Nestin eine wesentliche Rolle spielt. Wislet-Gendebien
und Kollegen beschrieben in einer Studie an Ratten-KMSZ, dass diese nur Neurosphiren generierten,
nachdem eine Nestin-Expression induziert wurde. Nestin-negative KMSZ verblieben unverdndert als
Einzelzellen in Suspension (Wislet-Gendebien et al., 2003). Da wir mit basalen (undifferenzierten)
KMSZ arbeiteten, untersuchten wir diese folgerichtig auf das Vorhandensein von Nestin-positiven

Zellen.
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4.3 Neuroektodermaler Immunphinotyp der Knochenmarkstammzellen unter basalen
Bedingungen

Die Expression verschiedenster neuraler Marker durch KMSZ wurde bereits von anderen Gruppen
gezeigt, allerdings haufig nur mit Methoden wie Western-Blot, FACS oder RT-PCR (Blondheim et al.,
2006; Bossolasco et al., 2005; Tondreau et al., 2004). Fiir die vorliegende Arbeit wurden
immunzytochemische Farbungen durchgefiihrt, um gezielt positive Zellen auch morphologisch
beurteilen zu konnen. AuBler auf die Expression von Nestin wurden die basalen KMSZ auch auf die
Expression diverser anderer neuronaler (PSA-NCAM, BIII-Tubulin, MAP-2, NeuN, NF200), glialer
(GFAP, S100B) und oligodendroglialer (O4, NG2, CNPase) Markerproteine untersucht. Eine
Verunreinigung der basalen KMSZ-Kulturen durch hdmatopoetische Stammzellen konnte durch anti-
CD45-Immunfiarbungen ausgeschlossen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass KMSZ-Kulturen bereits unter Standardkulturbedingungen Zellen
enthalten, die Nestin und BIII-Tubulin exprimieren. Nestin, ein Klasse-1V-Intermedidrfilament, ist,
obwohl auch auBlerhalb von Nervengewebe nachgewiesen (About et al., 2000; Li et al., 2003; Mokry
and Nemecek, 1998; Toma et al., 2001; Wiese et al., 2006; Zulewski et al., 2001), gemeinhin als
Marker fiir neurale Stammzellen und sich entwickelndes Nervengewebe (Dahlstrand et al., 1995;
Frederiksen and McKay, 1988; Frisen et al., 1995; Gallo and Armstrong, 1995; Lendahl et al., 1990;
Tohyama et al., 1992) anerkannt. Auch bei Ratten-KMSZ scheint eine Nestin-Expression die
Vorraussetzung dafiir zu sein, in astrozytire oder neuronale Zellen differenzieren zu kdnnen (Wislet-
Gendebien et al., 2003; Wislet-Gendebien et al.,, 2004; Wislet-Gendebien et al., 2005a; Wislet-
Gendebien et al., 2005b). In den Studien von Wislet-Gendebien und Kollegen konnte jedoch, anders
als in der vorliegenden Arbeit, eine Nestin-Expression in KMSZ nur durch Serumentzug an Zellen in
hohen Passagen induziert werden (Wislet-Gendebien et al., 2003). Ob die Entfernung des Serums
dabei wirklich ausschlaggebend war, bleibt unklar. So wurde das Serum gegen verschiedene
neurogene Zusitze (F12, N2, B27) ausgetauscht, eine reine serumfrei kultivierte Gruppe fehlte.
Dartiber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit, unseres Wissens nach zum ersten Mal, aufgrund
der Verwendung immunzytochemischer Firbungen nachgewiesen werden, dass Nestin unter
Standardkulturbedingungen in zwei morphologisch komplett unterschiedlichen KMSZ-Typen
exprimiert wird: a) in grofflachigen Zellen, die stark an die induzierten Nestin-positiven KMSZ von
Wislet-Gendebien und Kollegen erinnern (Wislet-Gendebien et al., 2003) und b) in kleinen Zellen, die
typischerweise oben auf dem allgemeinen Zellrasen der restlichen KMSZ wachsen. Aufgrund ihrer
Lokalisation auf dem Zellrasen erhielten diese kleinen KMSZ die Bezeichnung ,,A-KMSZ®
Interessanterweise dhnelten die A-KMSZ in Form und Gro3e humanen neuralen Progenitorzellen, wie
sie in einer Publikation von Piper und Kollegen gezeigt wurden (Piper et al., 2000). Die BIII-Tubulin-
positiven Zellen besalen eine dhnliche Morphologie wie die groBflichigen Nestin-positiven KMSZ.

Allerdings konnten keine doppelmarkierten Nestin-BIII-Tubulin-positiven Zellen detektiert werden.
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Das Zytoskelettprotein BIII-Tubulin ist ein Marker junger, unreifer Neurone. AuBBerdem wird es in
einigen mitotisch aktiven neuronalen Vorlduferzellen exprimiert und ist wihrend der fotalen und
postnatalen Hirnentwicklung nachweisbar (Doetsch et al., 1997; Lee et al., 1990; Menezes and Luskin,
1994). Es war leicht zu erkennen, dass die Morphologie der BIII-Tubulin positiven MSC nicht mit der
Morphologie BIII-Tubulin-exprimierender junger Neurone iibereinstimmte (Braun et al., 2006; Braun
et al., 2002). Welche Rolle letztlich die groBflachigen Nestin-positiven und die grofflachigen PIII-
Tubulin-positiven Zellen innerhalb einer KMSZ-Kultur spielen, muss offen bleiben.

Da Nestin in neuralen Stammzellen bzw. Progenitorzellen des Hippokampus und der
Subventrikuldrzone gemeinsam mit GFAP exprimiert wird (Couillard-Despres et al., 2005; Doetsch et
al., 1999; Filippov et al., 2003; Fukuda et al., 2003), wurde in dieser Arbeit ein besonderes
Augenmerk auf eine mogliche Ko-Expression beider Proteine gelegt. GFAP gilt anerkanntermalien als
Marker reifer Astrozyten. Dennoch findet sich in einer groen Zahl von neugebildeten Zellen der
Subgranulidrzone des Hippokampus ebenfalls eine GFAP-Expression (Eckenhoff and Rakic, 1988). In
einer Studie von Dé6tsch und Kollegen wurde gezeigt, dass neugebildete Neurone von GFAP-
exprimierenden Zellen abstammen (Doetsch et al., 1997). Unter Verwendung transgener Maiuse
konnten Garcia und Kollegen demonstrieren, dass GFAP-exprimierende Zellen die prinzipielle Quelle
der Neurogenese im Vorderhirn sind (Garcia et al., 2004). Die Nestin-GFAP-exprimierenden Zellen
stimmen in einigen Charakteristika mit embryonalen radialen Gliazellen {iberein (Cameron et al.,
1993; Levitt and Rakic, 1980), welche als neuronale Progenitoren wihrend der embryonalen
Entwicklung fungieren (Hartfuss et al., 2001). Letztlich miissen wohl aber die Nestin-GFAP-
exprimierenden Zellen eher als Progenitor- denn als Stammzellen gesehen werden, denn in einer
Studie von Bull und Bartlett konnte nicht gezeigt werden, dass diese Zellen zur Selbsterneuerung fahig
sind (Bull and Bartlett, 2005).

Allerdings zeigte sich in den Untersuchungen, dass weder die Nestin-exprimierenden A-KMSZ noch
die anderen KMSZ unter Basalbedingungen GFAP oder einen der anderen untersuchten neuralen
Marker exprimierten. Andere Publikationen (Blondheim et al., 2006; Tondreau et al., 2004)
beschrieben zwar entsprechende Expressionen, zum Teil auch auf dem Proteinlevel (Lamoury et al.,

2006), diese konnte hier aber nicht bestétigt werden.
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4.4 Auswirkungen des Serumentzuges

Es ist ein allgemein anerkanntes Phdnomen, dass sich Proliferation und Differenzierung von Zellen in
einem bestimmten Maf3 ausschlieBen. Wahrend zur Proliferation der Zellen Serum zugefiigt wird, 1dsst
sich durch Absenken der Serumkonzentration die Differenzierungpotenz von KMSZ erhéhen (Reyes
et al., 2001; Roche et al., 2007). In vielen Differenzierungsstudien wurde die Serumkonzentration
reduziert, gleichzeitig wurden aber unterschiedliche Wachstumsfaktoren zugesetzt (Bossolasco et al.,
2005; Hermann et al., 2006b; Lei et al., 2007; Mannello and Tonti, 2007; Ulloa-Montoya et al., 2005;
Wislet-Gendebien et al., 2003). So gibt es in diesem Kontext interessanterweise bis zum heutigen Tag
lediglich eine Publikation, die die Auswirkungen eines reinen Serumentzuges auf KMSZ untersucht
hat (Pochampally et al., 2004). Dabei wurden humane KMSZ in einer niedrigen Passage komplett
ohne Serum, Wachstumsfaktoren oder andere Zusétze iiber einen Zeitraum von 2 bis 4 Wochen
kultiviert. Obwohl viele der Zellen apoptotisch und nekrotisch wurden, iiberlebte ein Teil der Zellen
die Prozedur und war sogar in der Lage, unter anschlieBenden serumhaltigen Konditionen weiter zu
proliferieren. Die iiberlebenden Zellen wurden als serumdeprivierte Zellen (SD-Zellen) bezeichnet. Sie
wiesen lidngere Telomere sowie eine verstirkte Expression von Genen (z.B. Oct4) auf, die vorrangig in
frithen Progenitorzellen exprimiert werden.

Wie erwartet, fiihrte der Serumentzug in der vorliegenden Studie auch zu einem starken Riickgang der
allgemeinen Zellproliferation. Etliche Zellen starben, zu erkennen an den Zelltrimmern im Medium.
Durch den verhéltnisméBig kurzen Serumentzug (3 Tage) kam es jedoch nicht zu einem solch
massiven Zelltod, wie von Pochampally und Kollegen beschrieben. Mdglicherweise lag es auch daran,
dass im Vergleich zu Pochampally und Kollegen mit konfluenten Kulturen gearbeitet wurde. Der
schidigende Einfluss des Serumentzuges konnte so durch den dichteren Zellverband teilweise
kompensiert worden sein, was ein geringeres Zellsterben zur Folge hatte.

Die Verwendung der Time-Lapse-Mikroskopie ermdglichte es, die durch den Serumentzug induzierten
Vorginge auf Einzelzellebene zu analysieren. Anhand ihrer charakteristischen Morphologie und ihrer
Lokalisation auf dem Zellrasen lieen sich die basal existierenden A-KMSZ klar identifizieren. Unter
Basalbedingungen proliferierten sie in Zellen mit gleicher Morphologie. Wie die Time-Lapse-
Aufnahmen im Weiteren zeigen, hielten sich sowohl die A-KMSZ als auch ihre Tochterzellen
vorrangig auf anderen Zellen bzw. auf dem Zellrasen auf. Sie migrierten zwar auch auf zellfreie
Areale, verblieben dort jedoch nur kurz. Damit unterschieden sie sich grundlegend von den restlichen
KMSZ der Kulturen, welche sie offensichtlich als Feederzellen benttigen. Wahrend der serumfreien
Kultivierung (Serumdeprivation) jedoch proliferierten die A-KMSZ nahezu selektiv und generierten
Tochterzellen mit einer komplett anderen Morphologie. Die Tochterzellen der A-KMSZ hatten eine
runde bis bipolar spindelférmige Morphologie und exprimierten ausnahmslos Nestin. Mit dieser
Morphologie dhnelten sie den GFAP-positiven neuronalen Progenitorzellen, die Garcia und Kollegen

in der Subgranuldrzone muriner Hirne nachgewiesen haben (Garcia et al., 2004). Pochampally und
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Kollegen (Pochampally et al., 2004) beschrieben ihre serumdeprivierten Zellen als grof3 und gealtert
erscheinend. Kleine runde bzw. bipolare Zellen wurden nicht erwdhnt. Das ldsst die Frage offen, ob es
in der Studie nicht zu einer derartigen Generierung kam oder man ihrem Erscheinen keine Bedeutung
zusprach.

Neben der Verdnderung ihrer Morphologie verdnderte sich mit der Zellteilung wihrend der
serumfreien Kulturperiode auch der Immunphénotyp der Zellen. Die Tochterzellen exprimierten neben
Nestin auch GFAP, S1008, Oct4 und SOX2. Das S100-Protein ist ein Kalzium bindendes und im
Nervensystem von Wirbeltieren weit verbreitetes Protein (Calissano et al., 1969; Herschman et al.,
1971; Kessler et al., 1968; Moore, 1965). Die B-Form des S100-Proteins ist vorrangig im Zytoplasma
von Astrozyten des Sdugerhirns lokalisiert (Haan et al., 1982; Zimmer and Van Eldik, 1987). Wurde
das Medium an Tag 4 anstatt gegen serumfreies Medium gegen serumhaltiges Standardmedium
ausgetauscht, kam es lediglich zu einer generellen Proliferationssteigerung aller Zellen, ohne dass die
A-KMSZ in die Zellen besagter Morphologie proliferierten oder neben Nestin noch andere neurale
Marker  exprimierten. Da  sich die  Entstthung der runden bzw.  Dbipolaren
Nestin /GFAP/S100B"/Oct4 /SOX2" Zellen somit zweifelsfrei auf den Serumentzug zuriickfiihren
lieB, wurden sie als ,Serumdeprivation-induzierte Knochenmarkstammzellen (SD-KMSZ)“
bezeichnet.

Durch Zugabe von BrdU zum serumfreien Kulturmedium und anschliefende immunzytochemische
Féarbung konnte gezeigt werden, dass die SD-KMSZ ausnahmslos durch Proliferation wéhrend der

Serumdeprivation entstanden sind.
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4.5 SD-KMSZ exprimieren Marker von neuralen und embryonalen Stammzellen

Die SD-KMSZ exprimieren gleichzeitig Nestin, GFAP und S100f8, ein Expressionsmuster mit
auffilligen Ahnlichkeiten zu dem von neuralen Stammzellen. Dariiber hinaus konnte aber mit Oct4
und SOX2 die Expression von Markerproteinen in den SD-KMSZ nachgewiesen werden, die typisch
fiir embryonale Stammzellen sind. Ein weiteres Indiz fiir die neuralen Progenitorzell-Eigenschaften ist
die runde bzw. bipolare Morphologie der SD-KMSZ. So beschreibt eine Studie (Bibel et al., 2004) die
Generierung einer homogenen Population von neuronalen Vorlduferzellen aus murinen ES-Zellen.
Diese Vorldufer weisen eine bipolare, spindelformige Morphologie auf und sind nahezu alle positiv
fiir Nestin sowie die radialen Glia-Marker RC2, BLBP und Pax-6 (Hartfuss et al., 2001; Malatesta et
al., 2003). Pax-6 ist ein Transkriptionsfaktor und wird wihrend der embryonalen Entwicklung in
Vorlduferzellen gebildet. Er spielt sowohl bei der Regulierung der Proliferation als auch der
Festlegung auf die neuronale Entwicklung eine entscheidende Rolle (Englund et al., 2005; Gtz et al.,
1998). Pax-6-positive Zellen ko-exprimieren GFAP und Nestin (Maekawa et al., 2005; Nacher et al.,
2005). Die SD-KMSZ der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls auf die Expression von Pax-6-Protein
untersucht, allerdings konnte es nicht detektiert werden. Interessanterweise erhielten Bibel und
Kollegen die genannten Zellen erst, nachdem sie die ES-Zellen als Sphérulen in Retinsdure-haltigem
Medium kultiviert hatten.

In Ubereinstimmung mit der Literatur (Lamoury et al., 2006) konnten bereits in basalen KMSZ-
Kulturen Oct4 und dariiber hinaus auch SOX2 nachgewiesen werden. Da die Menge jedoch sehr
gering war, gelang dies, anders als bei Lamoury und Kollegen, nicht auf Proteinebene, sondern
lediglich auf mRNS-Ebene. Die Abbildungen in der besagten Studie von Lamoury und Kollegen
lassen jedoch offen, ob es sich um falsch-positive Immunreaktionen handelt. Wahrend Oct4 als
Transkriptionsfaktor kernlokalisiert ist, zeigen die Abbildungen Oct4-positive Zellkdrper. Ein
Nachweis von SOX2 erfolgte bei Lamoury und Kollegen nicht. Der dreitigige Serumentzug in der
vorliegenden Arbeit hatte eine Erhdhung der mRNS-Expression von Oct4 bzw. SOX2 um das sechs-
bzw. das 38fache zur Folge, wie die durchgefiihrte QRT-PCR zeigte. Eine vergleichende Bestimmung
der mRNS von ES-Zellen war nicht moglich, da bedauerlicherweise keine ES-Zellen zur Verfiigung
standen. Anhand einer solchen Messung hétte die Stirke der Oct4- bzw. SOX2-Induktion beurteilt
werden konnen. Dennoch fiihrte der Serumentzug zu einer ausreichend starken Induktion von Oct4
und SOX2, so dass beide Proteine nun auch immunzytochemisch nachweisbar waren. So konnten die
Oct4- bzw. SOX2-Expression immunzytochemisch den SD-KMSZ zugeordnet werden (Abb. 42,
Seite 73). Eine erhohte Oct4-Expression nach Serumentzug wurde auch von Pochampally und
Kollegen beschrieben, doch haben sie diese lediglich mittels RT-PCR ermittelt und konnten sie daher
keinem bestimmten Zelltyp zuordnen (Pochampally et al., 2004). Roche und Kollegen (Roche et al.,
2007) argumentieren in ihrer Studie, dass das Mikro-Milieu bzw. eine ,,Nische® von erheblicher

Bedeutung fiir den Differenzierungprozess von KMSZ ist. Sie stellen die Hypothese auf, dass eine
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geringe Serumkonzentration in Kombination mit geeigneten Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF) eine
Re-Expression embryonaler Faktoren auslost und so die KMSZ in einen undifferenzierten Status
versetzt. Sie demonstrierten, dass die humanen KMSZ nach Inkubation in Medium mit einem
Serumanteil von 10 % nur sehr geringe Level von Oct4 (mittels RT-PCR bestimmt) exprimierten. Ein
zweites untersuchtes Gen, Rex-1, wurde gar nicht exprimiert. Die Inkubation mit einem abgesenkten
Serumanteil (2 %) fiihrte allerdings zu einem deutlichen Anstieg der mRNS-Expression von Oct4 und

Rex-1.

4.6 Die Bedeutung verschiedener Markerproteine fiir den Stammzellcharakter der
Zellen

Wiéhrend der Entwicklung eines Organismus’ wird das Schicksal der Zellen von
Transkriptionsfaktoren bestimmt. Diese wirken als molekulare Weichen, indem sie die Expression
bestimmter Gene aktivieren oder unterdriicken. Der Transkriptionsfaktor Oct4 (octamer binding
transcription factor 4), auch bekannt als POUSF1, wird in embryonalen Stammzellen und Keimzellen
exprimiert und gilt als einer der wichtigsten Marker fiir die Pluripotenz von Stammzellen (Nichols et
al., 1998; Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990; Scholer et al., 1990). Oct4 ist fiir die
Aufrechterhaltung der Pluripotenz und so fiir die Fahigkeit zur Selbsterneuerung von embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) verantwortlich (Niwa et al., 2000). Wahrend der Differenzierung der ES-
Zellen wird Oct4 herunterreguliert (Pesce et al.,, 1998), ist aber mindestens bis zum
Blastozystenstadium nachweisbar (Abdel-Rahman et al., 1995). Es iibernimmt eine entscheidende
Rolle bei der Spezifizierung der pluripotenten Stammzellen der Inneren Zellmasse. Murine Oct4-
defiziente Zygoten waren nicht fahig, das reife Blastozystenstadium zu erreichen (Boiani and Schéler,
2005; Hay et al., 2004). In verschiedenen Genen wurden Bindungsstellen fiir Oct4 lokalisiert, darunter
FGF4 (fibroblast growth factor 4) und PDGF (platelet-derived growth factor). Vier der bekannten
Oct4-Ziel-Gene wurden als erforderlich fiir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz identifiziert: SOX2
(SRY-related HMG BOX gene 2), Utfl (undifferentiated transcription factor 1), Rex-1 (restricted
expression 1; auch bekannt als Zfp42, zinc-finger protein 42) und Nanog (Ben-Shushan et al., 1998;
Kuroda et al., 2005; Nishimoto et al., 1999; Okuda et al., 1998; Okumura-Nakanishi et al., 2005).
SOX2 ist nicht nur ein Ziel-Gen fiir Oct4, sondern auch ein transkriptionaler Ko-Faktor. Er wird in
ES-Zellen und dariiber hinaus in neuralen Zellen exprimiert. Zusammen mit Oct4 bildet er einen
Komplex und reguliert auf diese Weise die Genexpression (Schulz and Hoffmann, 2007; Tomioka et
al., 2002). Von SOX2 sowie den eng verwandten Genen SOX1 und SOX3 ist aulerdem bekannt, dass
eine konstitutive Expression sowohl notwendig als auch ausreichend ist, um die Ausdifferenzierung

neuraler Stammzellen zu inhibieren (Bylund et al., 2003; Graham et al., 2003). SOX1-3 sind daher
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universell in neuralen Stamm- und Progenitorzellen des gesamten Zentralen Nervensystems von
Wirbeltieren zu finden (Bylund et al., 2003; Pevny et al., 1998; Uwanogho et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit filhrte der komplette Serumentzug auch zur Hochregulierung der
Expression von c-myc und klf4 (kruppel-like factor 4). C-myc und kif4 tragen zur Langzeiterhaltung
des ES-Zell-Phénotyps bei und unterstiitzen die schnelle Proliferation von ES-Zellen in Kultur
(Cartwright et al., 2005; Li et al., 2005; Yamanaka, 2007). Die Bedeutung dieser Marker fiir die
Potenz von Stammzellen zeigte sich in jiingsten Studien, in denen Fibroblasten durch Uberexpression
der Gene Oct4, SOX2, kiIf4 und c-myc zu pluripotenten Stammzellen mit Eigenschaften von ES-
Zellen induziert wurden (engl. induced pluripotent stem cells, iPS cells) (Okita et al., 2007; Takahashi
and Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2007). Diese induzierten pluripotenten Stammzellen sind
momentan ein zentrales Objekt der Stammzellforschung. SchlieBlich zeigt sich an ihnen, dass durch
die Uberexpression von wenigen Schliisselgenen eine Art Reprogrammierung von Fibroblasten zu
pluripotenten Stammzellen moglich ist. Und genau diese vier Markergene sind in den hier
beschriebenen SD-KMSZ im Vergleich zu den restlichen KMSZ hochreguliert. Hochinteressant ist in
diesem Zusammenhang, dass serumfreie Konditionen die Reprogrammierung der Fibroblasten
beschleunigen (Blelloch et al., 2007). Somit ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass der hier
durchgefiihrte Serumentzug offensichtlich eine Reprogrammierung von Nestin-positiven KMSZ in

Zellen mit pluripotenten Figenschaften auslost.



DISKUSSION 93

4.7 Mogliche Subpopulationen pluripotenter Stammzellen im Knochenmark

Die Hochregulierung der Expression der erlduterten Marker deutete darauf hin, dass die durch
Serumentzug induzierten SD-KMSZ einen neuroektodermalen und embryonalen Stamm- bzw.
Progenitorzellcharakter haben. In der Literatur finden sich nur wenige Studien, die innerhalb des
Knochenmarks Subpopulationen mit vergleichbaren Stammzelleigenschaften identifizieren konnten.
D’Ippolito und Kollegen isolierten aus humanem Knochenmark pluripotente Stammzellen, die sie als
marrow-isolated adult multilineage inducible cells (MIAMI-Zellen) bezeichneten (D'Ippolito et al.,
2004). Das Knochenmark wurde aus den Thorax- und Lumbalwirbeln gesunder verstorbener Spender
(3-72 Jahre) innerhalb von zwei Stunden nach deren Herzstillstand gewonnen. Vergleichbar mit der
vorliegenden Arbeit wurde das gesamte Knochenmark — die adhdrente und nicht-adhérente Fraktion —
kultiviert. Die Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen (3 % O,) und einem geringen Serumanteil
(5 %) im Kulturmedium fiihrte zur Isolierung der MIAMI-Zellen. Die Autoren beschreiben die
Isolierung auf diese Weise als um 100 % erfolgreicher, als wenn auf gleiche Weise durch eine
Dichtegradienten-Zentrifugation fraktioniertes Knochenmark kultiviert wurde. Die anschlieende
Expansion der MIAMI-Zellen erfolgte mit nur noch 2 % Serum. Dariiber hinaus wurden keinerlei
Wachstumsfaktoren o0.4. dem Kulturmedium zugesetzt. Kulturen von MIAMI-Zellen aller 12 Spender
waren CD45-negativ und exprimierten neben spezifischen Markern der drei Keimbléitter auch Oct4,
Rex-1 und hTERT. Interessanterweise lieB sich jedoch nur in den MIAMI-Zellen eines einzigen
jungen Spenders (7 Jahre) die Differenzierung in Zelltypen der drei Keimblitter induzieren. Die
neurale Differenzierung erzielten die Autoren iiber eine sequenzielle Induktion. Diese begann mit der
»heuronalen Spezifizierung™“ durch eine 24stlindige Inkubation in DMEM-HG 20 % FKS
10 ng/ml bFGF. Einige der Zellen nahmen die bipolare, spindelférmige Morphologie neuraler Zellen
an und exprimierten Nestin und GFAP. Markerproteine reiferer neuronaler Differenzierungsstadien
(BUI-Tubulin, NF160, NeuN) konnten zu diesem Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden. Die nédchsten
Schritte bestanden in der zweitdgigen Inkubation in DMEM-HG mit 1 mM BME und 10 ng/ml NT-3
(,,neurale Festlegung®) und darauf folgend in DMEM-HG mit 10 ng/ml NT-3, 10 ng/ml NGF und
50 ng/ml BDNF fiir bis zu sieben Tage (,,neurale Differenzierung®). Nach erfolgter Differenzierung
exprimierten die Zellen reife neuronale Markerproteine und waren in ihren elektrophysiologischen
Eigenschaften nicht von reifen Neuronen zu unterscheiden. Eine endodermale Differenzierung der
MIAMI-Zellen in Inselzellen wurde mit einem ebenfalls sequenziellen Protokoll erreicht.

Inwiefern die SD-KMSZ mit den MIAMI-Zellen vergleichbar sind, bleibt gegenwértig unklar. Die
Gewinnung beider Zelltypen &hnelt sich zwar in dem wesentlichen Punkt der geringen
Serumkonzentration bzw. des Serumentzuges, weicht jedoch in der Sauerstoffkonzentration
voneinander ab. Diese wird als essentieller Aspekt der Isolierung und Expansion der MIAMI-Zellen
beschrieben, um so weit wie moglich Bedingungen zu schaffen, die an die in vivo-Nische der meisten

primitiven Stammzellen erinnert (Chow et al., 2001; Cipolleschi et al., 1993). Neben einer Oct4-
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Expression, dhnlich den SD-KMSZ, weisen MIAMI-Zellen auch eine Expression von Rex-1 und
hTERT auf, Marker, die von uns nicht untersucht wurden. Die Expression von SOX2, c-myc und klf4
wurde in den MIAMI-Zellen nicht untersucht. Des Weiteren konnten in Kulturen von MIAMI-Zellen
erst nach dem ersten Schritt der neuralen Differenzierung Zellen mit bipolarer, spindelférmiger
Morphologie festgestellt werden, die Nestin und GFAP exprimierten.

Dass auch mit einer initialen Fraktionierung von Knochenmark pluripotente Zellen aus diesem isoliert
werden konnen, zeigen die Studien iiber multipotent adult progenitor cells (MAPC) (Jiang et al.,
2002a; Reyes et al., 2001; Zhao et al., 2002) und very small embryonic-like (VSEL) stem cells (Kucia
et al., 2006a). MAPC sind eine CD45-negative, GlyA-positive Fraktion von mononukleédren Zellen aus
dem Knochenmark. Sie sind bislang die einzigen aus dem Knochenmark stammenden Zellen, an
denen nachgewiesen wurde, dass sie féhig sind, in vivo nach Injektion in die Blastozyste zur Bildung
aller drei Keimblatter beizutragen (Jiang et al., 2002a). Die Isolierung der MAPC erfolgte durch eine
initiale Dichtegradienten-Zentrifugation des Knochemarks gesunder Spender (2-50 Jahre) mit Ficoll-
Paque. Aus der resultierenden mononukleiren Zellfraktion wurden die CD45"/GlyA" Zellen entfernt.
Die CD45/GlyA™ Zellen wurden in Expansionsmedium (DMEM mit 40 % MCDB-201, 1x ITS,
1% Linolensdure-BSA, 10° M Dexamethason, 10* M Ascorbinsdure, 10 ng/ml EGF und 10 ng/ml
PDGF-BB) inkubiert. Neben ihrer Differenzierbarkeit in mesodermale Zelltypen, weswegen die Zellen
anfangs als mesodermal progenitor cells (MPC) bezeichnet wurden (Reyes et al., 2001), sind sie auch
in der Lage, neuroektodermale (Zhao et al., 2002) und endodermale (Schwartz et al., 2002) Zelltypen
zu generieren. MAPC lieBen sich inzwischen in humanem (Reyes et al., 2001), murinem, Ratten- und
Schweineknochenmark (Jiang et al., 2002a; Zeng et al., 2006), sowie in murinem Muskel und Hirn
(Jiang et al., 2002b) nachweisen. Ahnlich den MIAMI-Zellen und den SD-KMSZ exprimierten MAPC
aus Schweinen den Pluripotenzmarker Oct4 (Zeng et al., 2006). Eine Expression von SOX2 und
Nanog konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Ulloa-Montoya et al., 2007).

Die Gruppe um Ratajczak identifizierte in murinem Knochenmark eine Subpopulation von sehr
kleinen, ES-Zell-dhnlichen Stammzellen (Kucia et al., 2006a). Diese VSEL-Zellen sind eine
homogene Population von Scal'/lin/CD45 mononukleiren Zellen. Die Zellen exprimieren den
Rezeptor CXCR4 sowie die mRNS einer Vielzahl frither Marker unterschiedlicher Gewebe aller drei
Keimblitter. In initialen Untersuchungen der Gruppe wurden die Zellen deshalb als tissue committed
stem cells (TCSC) bezeichnet (Kucia et al., 2004b; Kucia et al., 2005; Ratajczak et al., 2004b). Spater
fanden Kucia und Kollegen heraus (Kucia et al., 2006a), dass die Zellen auch die Pluripotenzmarker
Oct4, SSEA-1, Rex-1 und Nanog exprimierten. Darauthin wurde der Begriff VSEL-Zellen verwendet.
Die VSEL-Zellen haben Durchmesser von 2-4 um und verfiligen iiber einen gro3en Zellkern, der von
einem schmalen Rand aus Zytoplasma umgeben ist. Des Weiteren verfiigen die VSEL-Zellen {iber
grofle Mengen an Euchromatin, wie es flir pluripotente ES-Zellen typisch ist. In vitro differenzierten
die VSEL-Zellen in Zelltypen aller drei Keimblatter. In Monokulturen iiberlebten die VSEL-Zellen

nicht. Erst durch Ko-Kultivierung mit den fibroblasten-&dhnlichen Stromazellen aus dem Knochenmark
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lieBen sie sich kultivieren. Da die beschriebenen SD-KMSZ offensichtlich auch die fibroblasten-
dhnlichen Stromazellen des Knochenmarks als Feeder-Zellen bendtigen, besteht hier eine interessante

Ubereinkunft mit den vorliegenden Daten.

Ratacjzak und Kollegen stellten eine Hypothese auf, die den Nachweis der Existenz von Oct4-
positiven pluripotenten Stammzellen im Knochenmark und auch in anderen Organen adulter
Organismen erkléren sollte (Ratajczak et al., 2007a). Wihrend der Embryogenese entwickelt sich die
Morula durch Bildung einer Aushohlung im Inneren zur Blastozyste (O'Farrell et al., 2004). Diese
enthédlt die Innere Zellmasse (Embryoblast) und Zellen, welche die extraembryonalen Gewebe
(Trophoblast) bilden (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Die Zellen der Inneren Zellmasse
sind pluripotent und mit den ES-Zellen gleichzusetzen. Sie differenzieren in den Hypoblasten und den
Epiblasten. Der Epiblast enthdlt ebenfalls pluripotente Stammzellen, die Epiblasten-Stammzellen
(EPSC). Kurz bevor diese in der Gastrulation in die drei Keimblitter differenzieren, sind im
proximalen Bereich des Epiblasten die (von den EPSC abstammenden und ebenfalls) pluripotenten
Vorlduferzellen der primordialen Keimzellen (engl. primodial germ cells, PGC) lokalisiert (McLaren,
2003; McLaren, 1992). Diese migrieren anschlieBend durch den Primitivstreifen zur Basis der
Allantois (Ur-Harnsack) und treten dann in den Embryo ein, wo sie nach Erreichen der Genitalanlagen
in die Gameten differenzieren (Molyneaux and Wylie, 2004). Auf dem Weg zu den Genitalanlagen
migrieren die PGC durch die Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region (AGM-Region), von der aus auch
die ersten definitiven hdmatopoetischen Stammzellen zur fotalen Leber migrieren (Medvinsky and
Dzierzak, 1996). Wie die hdmatopoetischen Stammzellen sind auch die primordialen Keimzellen
CXCR4-positiv und reagieren daher stark auf den aufgebauten SDF-1-Gradienten (Ara et al., 2003;
Doitsidou et al., 2002).

Die Stammzellen des Epiblasten stellen also den Ursprung aller Keimblétter und auch der darin
enthaltenen weniger potenten Stammzellen, aus denen in der weiteren Genese alle Gewebe und
Organe werden, dar. Ratajczak und Kollegen postulierten, dass sich einige der pluripotenten
Epiblasten-Stammzellen widhrend der Gastrulation in peripheren Geweben und Organen ablagern
konnten (Ratajczak et al., 2007a; Ratajczak et al., 2007b). Dariiber hinaus konnten einige der
primordialen Keimzellen von der AGM-Region zur fotalen Leber und schlieBlich ins Knochenmark
migrieren (Kucia et al., 2006b) oder sich wéhrend der Migration dorthin auch in umliegenden
Geweben und Organen ablagern. Dort iiberleben sie bis ins Erwachsenenalter und fungieren als
Zellreserve zur Reparatur geschéidigter Organe.

Basierend auf dieser Hypothese ist es denkbar, dass die in der Literatur vielfach beschriebenen Effekte
einer KMSZ-Plastizitit auf einer Prisenz von ko-isolierten, pluripotenten Stammzellen innerhalb der
KMSZ beruhten. Die beschriebenen Vorginge wiirden auch die Funde verschiedener Gruppen
erkldren, die ebenfalls Oct4-positive Zellen, jedoch in anderen Geweben, identifiziert haben:

Nabelschnurblut (Baal et al., 2004; McGuckin et al., 2005), Epidermis (Dyce et al., 2004; Yu et al.,
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2006), Pankreas (Kruse et al., 2006), Hoden (Guan et al., 2006; Kanatsu-Shinohara et al., 2004),
Bronchialepithel (Ling et al., 2006) und Retina (Koso et al., 2006).

Die Gruppe um Ratajczak hélt es fiir moglich, dass alle beschriebenen Zellen (MIAMI, MAPC und
VSEL) eine &hnliche Population von CD45-negativen Zellen beschreiben, die sich teilweise
liberlappen und lediglich durch unterschiedliche Isolierungsstrategien identifiziert wurden sowie
unterschiedliche Namen bekommen haben (Kucia et al., 2006a; Ratajczak et al., 2007a). Inwiefern die
SD-KMSZ zu diesen drei Stammzellpopulationen gehoren, miissen weitere Versuche zeigen.
Hervorgehoben werden muss jedoch, dass die A-KMSZ und daraus hervorgehenden SD-KMSZ
eindeutig eine Subpopulation innerhalb von (Ratten-) KMSZ sind, die einen Teil ihrer
Stammzelleigenschaften mit den zuvor beschriebenen Subpopulationen gemeinsam hat. Sie scheint
jedoch mit keiner wirklich identisch zu sein. Der auffélligste Unterschied liegt darin, dass die
SD-KMSZ ohne eine spezielle Induktion einer Differenzierung, sondern lediglich durch Serumentzug
entstehen und frithe neurale und embryonale Charakteristika aufweisen.

Moglicherweise konnen SD-KMSZ auch als eine Art ,,neural festgelegte Subpopulation®, ein Begriff,
den Lamoury und Kollegen fiir eine Scal /Nestin” Subpopulation von KMSZ verwendeten (Lamoury
et al., 2006), angesehen werden. Da jedoch nicht die Expression endodermaler Marker untersucht
wurde, ldsst sich eine nur auf die neuroektodermale Richtung limitierte Ausrichtung der SD-KMSZ

nicht mit Sicherheit bestétigen.
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4.8 Elektrophysiologische Untersuchungen mittels Patch-Clamp

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte komplette Serumentzug hatte eine selektive Proliferation der
A-KMSZ zur Folge. Dies war mit einer Verdnderung der Morphologie und des immunzytochemischen
Phénotyps der Zellen verbunden. Die Tochterzellen, die SD-KMSZ, wiesen verschiedene Merkmale
von neuralen Stammzellen auf. Um eine Aussage treffen zu konnen, ob die SD-KMSZ fihig sind,
weiter in neuronale Richtung zu differenzieren, sind weitere Untersuchungen erforderlich. Da die
SD-KMSZ mit Nestin und GFAP iiber Proteine neuraler Stammzellen verfligten, wurde nicht von
einer moglichen Messung von Stromen, wie sie typisch fiir reife Neurone sind, ausgegangen. Vielmehr
sollte eine potenzielle Verdanderung der elektrophysiologischen Eigenschaften mit der Umwandlung
der A-KMSZ zur SD-KMSZ gemessen werden. Eine Messung der Strome der A-KMSZ war jedoch
nicht moglich. Aufgrund ihrer einserseits relativ flachen Zellkdrper und andererseits ihrer hohen
Empfindlichkeit (Abb. 49) konnte zwischen den A-KMSZ und der Patch-Pipette keine stabile
Verbindung aufgebaut werden. Heubach und Kollegen berichteten von &hnlichen Problemen, die
Morphologie betreffend (Heubach et al., 2004). Sie inkubierten die Zellen mit Trypsin/EDTA,
wodurch sich die Zellen vom Untergrund ablosten. Die nun runden KMSZ ermdglichten dann eine
stabile Verbindung mit der Patch-Pipette. Im vorliegenden Fall hitte eine solche Behandlung der
Zellkulturen zur Folge gehabt, dass die A-KMSZ nicht mehr von den iibrigen KMSZ zu unterscheiden
gewesen wiren. Aus diesem Grund wurde auf die Inkubation mit Trypsin/EDTA verzichtet und die

elektrophysiologischen Eigenschaften der A-KMSZ konnten nicht bestimmt werden.
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Abb. 49: Zusammenziehen einer A-KMSZ beim Patchen. Innerhalb weniger Minuten nach dem Annéhern
mit der Patch-Pipette (vom linken Bildrand) zog sich die A-KMSZ (Pfeil) zusammen und 16ste sich von der
darunter liegenden KMSZ. (MafBstab 20 pm)

Die SD-KMSZ lieflen sich deutlich besser patchen. In der Literatur finden sich bislang aber nur sehr

wenige Studien iiber die elektrophysiologischen Charakteristika von neuralen Stammzellen (Jelitai et
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al., 2007). Die Griinde dafiir liegen in der schwierigen in situ-Identifizierbarkeit der Zellen fiir eine
elektrophysiologische Untersuchung (Pevny and Rao, 2003). In den bipolaren, spindelférmigen
SD-KMSZ und in den kugeligen SD-KMSZ konnten zwei Typen von Auswértsstromen charakterisiert
werden. Sie waren denen dhnlich, die Heubach und Kollegen in humanen KMSZ gemessen hatten
(Heubach et al., 2004). Unter den angewandten Messparametern entwickelten die SD-KMSZ keine
detektierbaren Einwértsstrome, wie sie von Biella und Kollegen in neuralen Stammzellen gefunden
wurden, die von murinen ES-Zellen abstammten (Biella et al., 2007).

Die in den kugeligen SD-KMSZ festgestellte hohere Prévalenz des schnellen Auswértsstromes (Iy) mit
Merkmalen des Kaliumstromes vom A-Typ konnte jedoch das Potenzial erkennen lassen, unter
geeigneten Bedingungen neuronale Eigenschaften zu entwickeln. Kiirzlich wurde die funktionelle
Expression eines Kaliumstromes vom A-Typ in neuralen Stammzellen des adulten Ratten-

Hippokampus beschrieben (Guo and Zou, 2008).
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4.9 Serumdeprivation vs. chemischer Stress

Es ist bekannt, dass Serumentzug mit Stress gleichzusetzen ist und in der Regel auch zu Apoptose
fiihrt (Kulkarni and McCulloch, 1994; Simm et al., 1997; Zhu et al., 2006). Daher sind Ergebnisse, die
durch Inkubation mit Stressoren entstehen, sorgfiltig und kritisch zu priifen. Schlieflich lieB sich ein
Teil der Ergebnisse vieler Studien, in denen KMSZ in neuronale Zellen differenziert worden sind
(Deng et al., 2001; Krampera et al., 2007; Lei et al., 2007; Levy et al., 2003; Munoz-Elias et al., 2003;
Pacary et al., 2006; Scintu et al., 2006; Tao et al., 2005; Woodbury et al., 2000; Woodbury et al.,
2002), inzwischen als stressbedingte Anpassung des Zytoskeletts entkriften. Wie verschiedene
Forschergruppen (Bertani et al., 2005; Croft and Przyborski, 2006; Lu et al., 2004; Neuhuber et al.,
2004) eindrucksvoll nachweisen konnten, beruhen viele gezeigte Differenzierungen auf einem durch
chemischen Stress hervorgerufenen Phdnomen. Dabei nehmen innerhalb kiirzester Zeit (meist wenige
Stunden) nach Zugabe verschiedenster chemischer Agenzien (z.B. BME, DMSO, BHA) zum
Induktionsmedium nahezu alle Zellen einer Kultur neuronale Morphologien und neurogliale
Immunphénotypen an. An dieser Stelle zeigt sich die Bedeutung der Time-Lapse-Mikroskopie. So
konnte nachgewiesen werden, dass es, begriindet durch einen Zusammenbruch des Aktin-Zytoskeletts,
zu einem Zusammenziehen der Zellrinder kommt (Bertani et al., 2005; Lu et al., 2004; Neuhuber et
al., 2004). Paxillin-positive Bereiche am Zellrand (Neuhuber et al., 2004) bewirken, dass diese Stellen
des Zellrandes am Untergrund haften bleiben und sich nicht mit zurilickziehen. Das Ergebnis ist eine
Zelle mit pseudoneuronaler Morphologie und typischen langen Ausldufern. Interessanterweise 148t
sich diese neuronale Pseudodifferenzierung auch in Fibroblasten, Keratinozyten, HEK293- und
PC-12—Zellen induzieren (Bertani et al., 2005; Lu et al., 2004; Neuhuber et al., 2004). Des Weiteren
hat auch die Inkubation mit anderen chemischen Stressoren (Detergenzien, hohe WNaCl-
Konzentrationen, extreme pH-Werte) eine durch Zellschrumpfung hervorgerufene pseudoneuronale
Morphologie zur Folge (Lu et al., 2004). Wie mit der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, erzeugt die
Exposition zu diesen Stressoren aullerdem Zellkerne, wie sie typisch flir apoptotische Zellen sind
(Kulkarni and McCulloch, 1994; Simm et al., 1997; Zhu et al., 2006). Die Zellschrumpfung ist
wiederum die Ursache fiir die vielfach fdlschlicherweise positiv bewerteten Immunfarbungen. Nach
erfolgter chemischer Induktion liegen nahezu alle Zellen des vormals konfluenten Zellrasens
vereinzelt vor. Auch ohne Expression des eigentlichen Antigens bindet bei der anschlieBenden
Immunfarbung ein Teil des Fluorochrom-konjugierten Sekundérantikorpers unspezifisch an diese
Zellen. Durch den unbewachsenen Untergrund in der Umgebung der Zellen entsteht ein nahezu
optimales Signal-Rausch-Verhiltnis, wodurch die Zelle als positiv gefarbt interpretiert wird. Dieser
Effekt wird dariiber hinaus noch dadurch verstéirkt, dass sich durch Zellschrumpfung die Zahl der
Antigene bzw. Bindungstellen pro Flacheneinheit erhoht, so dass eine kondensierte Zelle ein stirkeres

Signal als eine flachige, nicht-induzierte Zelle aufweist (Lu et al., 2004).
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In der vorliegenden Studie konnen derartige stressbedingte Anpassungen des Zytoskeletts infolge
eines Serumentzuges ausgeschlossen werden. In nahezu keiner SD-KMSZ wurden apoptotische
Nuklei festgestellt. Die SD-KMSZ exprimieren auch nicht eine Vielzahl verschiedenster reifer
Markerproteine. Mittels Time-Lapse-Mikroskopie und BrdU-Farbung konnte zweifelsfrei gezeigt
werden, dass die SD-KMSZ nicht durch stressbedingte Schrumpfung, sondern durch Proliferation
entstehen, obwohl andere eine Zellschrumpfung von Fibroblasten wéhrend eines Serumentzuges
beobachten konnten (Boraldi et al., 2008). Des Weiteren blieb auch der allgemeine Zellrasen unserer
KMSZ-Kultur weitestgehend von dem Serumentzug unbeeinflusst, wihrend es nach Zugabe von
chemischen Stressoren zu einer globalen Verdnderung aller Zellen kam. Die Verinderungen
beschrankten sich lediglich auf die A-KMSZ, deren Anteil an der Ausgangskultur auf unter 1 %

geschitzt werden kann.

4.10 Markierung der Knochenmarkstammzellen mit BrdU

In Pilotversuchen, in denen im Rahmen dieser Arbeit BrdU-markierte KMSZ in Ratten nach
experimentell induziertem Schlaganfall transplantiert wurden, konnte nur einen Bruchteil der Zellen in
der anschliefenden Analyse der Hirne wiedergefunden werden. Kiirzlich publizierte Studien zeigten,
dass BrdU und andere Thymidinanaloga von den markierten Zellen, zum Teil durch Zelltod, abgegeben
und von umliegenden Zellen inkorporiert werden konnen (Burns et al., 2006; Coyne et al., 2006).

In weiteren Untersuchungen (eigene Beobachtungen aus Ko-Kultivierung BrdU-markierter KMSZ mit
kortikalen Primédrkulturen bzw. intrazerebrale Transplantation BrdU-markierter KMSZ) und Studien
von Kollegen, in denen die Proliferation und Neurogenese im Gyrus Dentatus von Ratten untersucht
wurde (Baldauf and Reymann, 2005), konnten dariiber hinaus Zellen mit unterschiedlichen
Verteilungsmustern von BrdU im Zellkern detektiert werden. AuBler Zellen mit vollstindig und
homogen gefiarbtem Zellkern, was auf eine gleichméBige BrdU-Inkorporation hinweist, wurden auch
Zellen detektiert, deren Kerne nur partiell ein BrdU-Signal aufwiesen. Interessanterweise weist auch
die Mehrheit transplantierter BrdU-markierter Zellen in der Literatur Zellkerne mit derartigen
unvollstindigen Farbemustern auf (Chen et al., 2001a; Lu et al., 2001; Munoz-Elias et al., 2004;
Reubinoff et al., 2001). Trotz der Offensichtlichkeit dieses Faktes finden sich kaum Erkldrungen und
keine systematischen Untersuchungen dieses Phinomens. Coyne und Kollegen (Coyne et al., 2006)
erwihnten in ihrer Studie das Auftreten von Zellkernen mit einer fragmentierten BrdU-Verteilung,
gaben aber keine Erkldrung dafiir. Valero und Kollegen (Valero et al., 2005) spekulierten, dass die
Fragmentierung des BrdU-Signals die Konsequenz einer punktuellen Inkorporation des BrdU wihrend
der frithen, mittleren oder spédten Synthesephase der DNS-Replikation ist. Bonilla und Kollegen
erklarten die Fiarbungen als Folge von ungleichméBig inkorporiertem BrdU aufgrund einer hohen

Zellproliferation (Bonilla et al., 2005). Abbildung 50 verdeutlicht stark vereinfacht, wie die
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Proliferation von Zellen Einfluss auf das BrdU-Signal hat. Die Applikation von BrdU fiihrt {iber
mehrere Zellteilungen zur Markierung aller Chromosomen. Alle Zellen sind somit BrdU-positiv. Nach
Entfernung des BrdU kommt es im Rahmen der nédchsten Zellteilung zur DNS-Synthese. Die
Chromatiden verdoppeln sich in der Prophase, wobei die neuen Chromatiden kein BrdU mehr
inkorporieren kénnen. In der folgenden Metaphase richten sich die Chromosomen dquatoriell, aber
randomisiert aus. Das heif3t, statistisch gesehen befinden sich nicht alle BrdU-haltigen Chromatiden
auf derselben Seite der Zelle. Wire dies der Fall, wiirden aus der Zellteilung eine BrdU-markierte
sowie eine BrdU-unmarkierte Tochterzelle hervorgehen. So aber werden die Chromatiden auseinander
gezogen und die Zellteilung resultiert in Tochterzellen, in denen einige Chromsomen BrdU-positiv
und einige BrdU-negativ sind — vergleichbar mit einem Mosaik. Im mikroskopischen Bild sollten die
Zellen, zumindest ab einer gewissen Anzahl von Teilungen ohne BrdU-Exposition, nach einer BrdU-
Immunzytochemie inhomogen gefarbte Zellkerne aufweisen. Ab einer geniigend hohen Anzahl von
Teilungen gerit die verbliebene BrdU-Markierung unter die Nachweisgrenze und die zum Zeitpunkt

der BrdU-Gabe erfolgte Zellteilung wird somit nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 50: Aufteilung des inkorporierten BrdU wihrend der mitotischen Zellteilung am Beispiel von
Rattenzellen. (A) Eine unmarkierte Rattenzelle wird BrdU-exponiert. (B) Nach mehreren Zellteilungen hat
statistisch jedes Chromosom BrdU inkorporiert. Die Zelle ist BrdU-positiv. (C) Teilt sich die Zelle ohne BrdU-
Exposition weiter, beinhalten die neu synthetisierten Chromatiden kein BrdU. (D) Wahrend der Metaphase
ordnen sich die Chromosomen am Zelldquator an. Die dabei zufillig ausgerichteten Chromatiden werden in der
(E) Telophase auf die zwei Tochterzellen aufgeteilt. Am Ende der Zellteilung haben sich zwei Zellen gebildet,
von denen manche Chromosomen BrdU-positiv und manche BrdU-negativ sind. Die Abbildung ist stark
vereinfacht und stellt nur die zur Verdeutlichung relevanten Schritte dar.
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In einer Zeitreihe an KMSZ wurden fiir die vorliegende Arbeit zum ersten Mal systematisch die zu
erwartenden Verdnderungen des BrdU-Signals in einer proliferierenden Zellkultur in vitro untersucht.
Dies sollte eine Aussage ermoglichen, in welchem Zeitraum und wie stark diese ,,Mosaikbildung*
stattfindet und ab wann eine pulsartig markierte KMSZ nicht mehr nachweisbar ist.

Zu diesem Zweck wurde dem Kulturmedium der KMSZ BrdU zugegeben und fiir 4 Tage inkubiert.
Nach Entfernung des BrdUs durch Auswechseln des Mediums wurden die so markierten Zellen bis zu
4 Wochen weiterkultiviert. In dieser Zeit erfolgten mehrere Passagierungen der Zellen, bevor diese
konfluent wurden. Zu definierten Zeitpunkten nach Ende der BrdU-Inkubation wurden Proben der
KMSZ - die Zellen wurden parallel in voneinander unabhédngigen Multi-Well-Platten kultiviert —
fixiert und immunzytochemisch gegen BrdU geférbt. In der anschlieBenden Analyse wurden neben der
Quantifizierung der BrdU-positiven KMSZ auch das Verteilungsmuster und die Intensitdt des BrdUs
im Zellkern beurteilt. Auf diese Weise konnten die BrdU-markierten Zellen in drei Gruppen eingeteilt
werden: a) ,gefiillte Zellkerne* — die Zellkerne wiesen eine weitestgehend homogene BrdU-
Immunreaktivitit auf; b) ,,segmentierte Zellkerne* — nur in einigen gréferen Bereichen (Segmenten)
des Zellkerns lie3 sich BrdU nachweisen; c) ,,punktierte Zellkerne* — das BrdU-Signal lag lediglich
vereinzelt und punktuell im Zellkern vor. KMSZ mit punktierten Zellen wurden in die Quantifizierung
der positiv-markierten Zellen nicht mit einbezogen. Zwar lieBen sie sich unter in vitro-Bedingungen
einer einschichtigen Zellkultur detektieren, wiirden jedoch in vivo (d.h. im Hirnschnitt) aufgrund des
schlechteren Signal-Rausch-Verhiltnisses kaum detektiert bzw. als markierte Zelle beurteilt werden.
Die viertdgige Inkubation der KMSZ-Kulturen resultierte in einer Markierung von 93,4 % aller Zellen.
Erwartungsgemél verringerte sich mit fortschreitender Kultivierungsdauer der Anteil BrdU-positiver
KMSZ. Das Verteilungsmuster des BrdU dnderte sich ebenfalls. Das anfiangliche homogene und
zellkernfiillende BrdU-Signal (,,gefiillte Zellkerne) wurde zunehmend segmentiert und letztlich
punktiert. An Tag 17 nach Beendigung der BrdU-Exposition fiel auf, dass ein GroBteil der BrdU-
positiven Zellen das Signal im Zytosol, anstatt im Zellkern, aufwies. Dieser Transfer des BrdU vom
Zellkern war offensichtlich nicht durch toxische Effekte des BrdUs begriindet. Wir demonstrierten,
dass BrdU-behandelte Zellen weder typische morphologische Zeichen eines Zelltodes aufwiesen
(Kulkarni and McCulloch, 1994; Simm et al., 1997; Zhu et al., 2006), noch Cytochrom C aus den
Mitochondrien freigesetzt wurde oder aktivierte Caspase-3 exprimiert wurde — beides Marker fiir
Apoptose. Dies war jedoch der Fall, wenn wir KMSZ mit Staurosporin, einem anerkannten Induktor
fiir Apoptose (Kruman et al., 1998; Posmantur et al., 1997), behandelten.

Andere Studien (Burns et al., 2006; Coyne et al., 2006) demonstrierten kiirzlich mit in vitro- und in
Vivo-Ansitzen sehr eindrucksvoll, dass Thymidinanaloga wie BrdU nicht stabil in die DNS integriert
und im Fall eines Zelltodes aus dem Zellkern entfernt werden. Dariiber hinaus wiesen sie nach, dass
die freigesetzten Marker von umgebenden Zellen aufgenommen wurden. Dieses Phdnomen impliziert
zweil Konsequenzen: a) ein fehlendes Signal in den primér markierten Zellen und daraus resultierende

falsch-negative Ergebnisse und b) die Inkorporation von freigewordenem Marker (BrdU o.4.) durch
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andere Zellen und daraus resultierende falsch-positive Ergebnisse. Obwohl diese Studien das
Schicksal BrdU-markierter Zellen nach Transplantation untersuchten, gingen sie nicht auf die
zeitabhéngige Verdnderung des BrdU-Signals ein.

Diese Studie an KMSZ (Sauerzweig et al. 2008, eingereicht) zeigt zum ersten Mal, dass inkorporiertes
BrdU innerhalb von zwei bis drei Wochen vom Zellkern in das Zytosol transferiert wurde. Die
molekularen Vorgéinge sind gegenwirtig noch unklar, doch es ist zu vermuten, dass unter anderem
DNS-Reparaturmechanismen beteiligt sind, die so das korperfremde Nukleotid aus der Zelle
entfernen. So freigesetzt, kann es dann von den Nachbarzellen aufgenommen werden (Bonilla et al.,
2005; Taupin, 2007)

Diese Ergebnisse haben konkrete Konsequenzen fiir Transplantationsstudien mit BrdU-markierten
Zellen. So kann BrdU als Zellmarker fiir die Spenderzellen nicht empfohlen werden, wenn die
Versuchsdauer einen Zeitraum von 2 Wochen libersteigt — es sei denn, dhnliche Versuche werden
zuvor durchgefiihrt, um die individuelle Stabilitit des BrdU in den jeweiligen Versuchszellen zu
bestimmen.

Neben Thymidinanaloga gibt es verschiedene alternative Markierungsmethoden: Transgene Ansétze,
die beispielsweise GFP (Bithnemann et al., 2006; Petersen et al., 1999; Priller et al., 2001; Zhao et al.,
2002) oder B-Galaktosidase (Gussoni et al., 1999; Lagasse et al., 2000; Mezey et al., 2003) verwenden.
In eigenen Versuchen gab es jedoch gravierende Schwierigkeiten bei der Verwendung von Zellen aus
GFP-transgenen Tieren. KMSZ aus einer Ratte, die unter dem Thyl-Promotor (= CD90) GFP
exprimierten, wiesen lediglich in wenigen Zellen eine schwache Fluoreszenz auf. Die Verwendung
von KMSZ aus transgenen B6.Cg-TgN (Thyl-YFP) 16Jrs-Méusen, von denen im Labor
organotypische hippokampale Schnittkulturen angelegt wurden (Neumann et al., 2006), funktionierte
nicht, da die KMSZ nach der ersten Passagierung die Proliferation einstellten. Dariiber hinaus ist von
transgenen Markierungsansitzen bekannt, dass es zu einer Expressionsminderung des Transgens mit
fortschreitender Zelldifferenzierung kommen kann (Theise et al., 2003). Die von Biihnemann und
Kollegen (Bithnemann et al., 2006) verwendeten murinen ES-Zellen exprimierten eGFP unter dem
ubiquitdren B-Aktin-Promotor. Dennoch wiesen einige Zellen nach ihrer Differenzierung in
funktionelle Neurone eine deutlich abgeschwichte Fluoreszenz auf (Bithnemann, personliche
Mitteilung).

Auch sex-mismatch-Transplantationen von Zellen ménnlicher Spender in weibliche Empfanger sind
etabliert (Alison et al., 2000; Krause et al., 2001; Weimann et al., 2003). Wie in der Einleitung dieser
Arbeit erldutert, erfordert der Nachweis der ménnlichen Chromosomen ein exaktes Schneiden der
Praparate, um die Ebene des Y-Chromosoms nicht zu verfehlen. Dariiber hinaus kann die
Interpretation immunhistochemischer Férbungen problematisch sein, wenn das angeférbte
Y-Chromosom (kernlokalisiert) nicht mit dem Markerprotein (z.B. MAP-2, Synaptophysin) in einer
optischen Ebene liegt.
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Verschiedene membran- oder intrazellulir-bindende Farbstoffe werden ebenfalls verwendet, da mit
ihnen die Zellen effizient und einfach markiert werden konnen. Die Erfahrung zeigt, dass sie sich
jedoch nicht fiir (Langzeit-) in vivo-Studien eignen, da es auch hier mit jeder Zellteilung zu einer
Verdiinnung des Farbstoffes kommt. AuBerdem ist eine Aufnahme frei gewordenen Farbstoffes
(z.B. durch Zelltod) durch andere Zellen mdglich, was zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt.

Zusammenfassend sollte, wie in der Einleitung dieser Arbeit erldutert, in jedem Fall individuell die
Stabilitdt eines Markers fir die jeweilige Fragestellung und Zelltyp gepriift werden oder auch
verschiedene Marker kombiniert werden. In der instabilen und unzuverldssigen Markierung der
transplantierten Zellen kann ein wesentlicher Hinderungsgrund fiir eine erfolgreiche Charakterisierung

von KMSZ nach Transplantation gesehen werden.

4.11 Therapie neurologischer Erkrankungen mit Knochenmarkstammzellen

Knochenmarkstammzellen sind ein Schliisselkandidat flir potenzielle Zelltherapien. Als bedeutendster
Vertreter der adulten Stammzellen — sieht man von den hidmatopoetischen Stammzellen mit ihrer
Indikation bei Erkrankungen des blutbildenden Systems ab — weisen sie den Embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) gegeniiber verschiedene Vorteile auf.

KMSZ lassen sich verhéltnismédBig unkompliziert durch Knochenmarkpunktion von Spendern
gewinnen, wihrend ES-Zellen aus der Inneren Zellmasse von Blastozysten gewonnen werden. Eine
Transplantation von ES-Zellen ist daher auch nur allogen moglich und birgt das Risiko einer
TransplantatabstoBung (engl. graft-versus-host-reaction). Bei der Gewinnung von ES-Zellen kommt
es zur Zerstdrung des Embryos. Uberzihlige Embryonen aus in vitro-Fertilisationen (IVF) kénnten
zwar als Quelle fiir ES-Zellen dienen, da diese im Rahmen der IVF zwangslaufig anfallen und nach
erfolgreicher Schwangerschaft nur selten benotigt werden, doch gibt es gravierende ethische und
moralische Bedenken. Aus diesem Grund ist in Deutschland die Gewinnung humaner ES-Zellen
verboten und auch die Forschung nur an Zellen aus dem Ausland erlaubt, sofern diese vor einem
gesetzlich festgelegten Stichtag isoliert wurden. ES-Zellen sind aufgrund des ontogenetischen
Zeitpunktes ihrer Gewinnung pluripotent und somit in fast jeden Zelltyp differenzierbar. Thr hohes
Potenzial hat jedoch zur Folge, dass sie nach Implantation in vivo zur Tumorbildung neigen (Erdo et
al., 2003; Reubinoff et al.,, 2000). Das tumorgene Risiko ldsst sich jedoch sowohl durch
Vordifferenzierung der Zellen (Briistle et al., 1999; Kim et al., 2002), als auch durch xenogene
Transplantation (Erdo et al., 2003) verringern. So konnten Biihnemann und Kollegen nach
Transplantation muriner, in Nestin-positive Zellen vordifferenzierter ES-Zellen in Ratten nach
experimentellem Schlaganfall keine Tumorbildung beobachten (Bithnemann et al., 2006).

Die kiirzlich erzielten iPS-Zellen (engl. induced pluripotent stem cells) konnten eine bestmdgliche

Alternative zu ES-Zellen darstellen. Durch Transduktion mit definierten Transkriptionsfaktoren (Oct4,
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SOX2, c-myc, klf4) konnen ausdifferenzierte, somatische Zellen in pluripotente Stammzellen
»reprogrammiert werden. Auf diese Weise konnen nicht nur ethische Bedenken umgangen werden,
sondern auch AbstoBungsprozesse beim Empfanger vermieden werden. Hypothetisch konnte der
Patient Zellen spenden (z.B. Fibroblasten) und diese entweder als iPS-Zellen oder als in der bendtigten
Weise vordifferenzierte Zelltypen zuriick erhalten. Die Forschung an iPS-Zellen steht jedoch noch am
Anfang und bendtigt dariiber hinaus die ES-Zellen als Positiv-Kontrolle.

KMSZ bergen nach heutigem Kenntnisstand aufgrund ihrer eingeschrinkten Potenz kein Risiko zur
Tumorbildung. Definiert als multipotente Stammzellen des Mesoderms bieten sie sich vorrangig zur
Gewebereparatur von Knochen (Noth et al., 2008; Tzaribachev et al., 2008; Wang et al., 2006),
Knorpel (Dickhut et al., 2008; Magne et al., 2005; Niemeyer et al., 2006) und Muskel (Dezawa et al.,
2005; Fukuda and Fujita, 2005; Hahn et al., 2008) an.

Zahlreiche Studien der letzten Jahre offenbarten das Potenzial von KMSZ, auch in neuroektodermale
Zelltypen zu differenzieren (Bossolasco et al., 2005; Brazelton et al., 2000; Hermann et al., 2004;
Kopen et al., 1999; Mezey et al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2000; Wislet-Gendebien et al., 2003;
Woodbury et al., 2000). Diese Demonstrationen der Plastizitdt hatten viele Untersuchungen zur Folge,
KMSZ zur Reparatur bei Erkrankungen des Zentralen Nervensystems zu nutzen (Akiyama et al.,
2002; Chen et al., 2001a; Dezawa et al., 2004; Mahmood et al., 2001; Mimura et al., 2004; Weimann
et al., 2003). Gerade die Indikation Schlaganfall stellt einen wesentlichen Fokus fiir eine Zelltherapie
mit KMSZ dar. Die aus dem ischdmischen Insult resultierenden Vorgidnge erfordern die Restoration
eines untergegangenen Gewebes, welches neben den unterschiedlichen Neuronentypen auch
Astrozyten, Oligodendrozyten und Blutgefiale umfasst. Interessanterweise kristallisierten sich aus der
Vielzahl von in vivo-Studien zwei wesentliche Mechanismen heraus, mit denen der therapeutische
Effekt einer KMSZ-Transplantation erkldrt wird:

I) Sezernierung von trophischen Faktoren, die zu einer Aktivierung verschiedener endogener
restorativer Vorgédnge, wie z.B. Neurogenese, Synaptogenese, Angiogenese, Vaskulogenese, fiithren.
Viele Studien, in denen nach Schlaganfall KMSZ transplantiert wurden, zeigen motorische
Verhaltensverbesserungen der Tiere (Akiyama et al., 2002; Chen et al., 2001b; Chen et al., 2001a; Li
et al., 2001a; Li et al., 2001b; Zhao et al., 2002), doch wurden diese auf trophische Faktoren durch die
KMSZ zuriickgefiihrt (Akiyama et al., 2002; Chen et al., 2002; Kurozumi et al., 2005; Lu et al., 2001;
Mahmood et al., 2004b; Mahmood et al., 2004a; Zhao et al., 2002). Auch wir zeigten, dass KMSZ
einen positiven Einfluss auf ischdmisch geschddigtes Hirngewebe ausiibten. In vitro wurden dafiir
organotypische hippokampale Schnittkulturen Sauerstoff- und Glukose-depriviert (engl. oxygen-
glucose-deprivation, OGD) und anschlieBend mit KMSZ ko-kultiviert. Dies hatte eine
Neuroprotektion zur Folge, wie wir durch einen signifikant geringeren Zelltod in den KMSZ-
behandelten Schnitten erkennen konnten (Sarnowska et al. 2008, eingereicht).

1) Als zweiter Mechanismus wird die Differenzierung der KMSZ in Neurone, Astrozyten und

Oligodendrozyten und die Integration dieser neugebildeten Zellen in das bestehende Gefiige
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angesehen. In vitro-Befunde fiir das Differenzierungspotenzial der KMSZ gibt es hinreichend viele —
die moglichen Ursachen dafiir, sei es nun durch die Prisenz pluripotenter Stammzellen oder
Transdifferenzierungen, sollen hier nicht noch einmal diskutiert werden. Die neuroektodermale
Differenzierung von KMSZ auch in vivo, also nicht unter artifiziellen in vitro-Kulturbedingungen,
nachzuweisen, ist ein Problem. Das grofite Hindernis dabei stellen die unzureichenden
Markierungsmdglichkeiten der zu transplantierenden Zellen dar (siehe 4.10). Die Herunterregulierung
des Marker-Transgens, Ausschleusen von BrdU oder die Freisetzung von Membranfarbstoffen konnen
Griinde dafiir sein, dass transplantierte Zellen nicht wiedergefunden werden. Dies fiithrt zu dem
moglicherweise falschen Schluss, dass die Zellen nicht im Schadensgebiet angekommen, etwaige
lange Studienzeitrdaume nicht iiberleben und gar nicht differenzieren kénnen.

Eine weitere Ursache fiir das Ausbleiben erfolgreicher in vivo-Studien liegt eventuell in der
Kultivierung der KMSZ im Vorfeld einer Transplantation. Eine optimale Ausnutzung des
Differenzierungspotenzials der Zellen in vivo setzt eine angepasste Kultivierung in vitro voraus. Die
Kulturparameter miissen dabei so gewdhlt werden, dass die Stammzellsubpopulation einerseits nicht
abstirbt, andererseits aber auch proliferieren kann, um eine therapeutisch wirksame Zellzahl zu
erreichen. Hierbei miissen die Zellen ihr Differenzierungspotenzial beibehalten.

Die weitere Erforschung der pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks ist somit unverzichtbar. Es
ist zu klaren, inwiefern sich die beschriebenen Stammzellpopulationen (SD-KMSZ, MIAMI-Zellen,
MAPC, VSEL-Zellen) liberschneiden oder sogar identisch sind. Auch miissen Kultivierungsprotokolle
entwickelt werden, unter denen die Stammzellen optimal auf eine Differenzierung nach

Transplantation vorbereitet werden.

Das komplexe Zellgefiige des Knochenmarks stellt die Nische fiir die hdmatopoetischen Stammzellen
dar. Aus diesem Grund ist es plausibel, dass die Zellen dieser Stammzellnische im Hirn Faktoren
freisetzen, die zur Aktivierung endogener Reparaturprozesse fiihren. Die Forschungen der
vergangenen Jahre haben gezeigt, dass die Zusammensetzung des Knochenmarks weit heterogener als
urspriinglich angenommen ist. Es ldsst sich nicht mehr nur in h@matopoetische Stammzellen,
Mesenchymale Stammzellen und unterstiitzende Zellen einteilen, sondern enthilt dariiber hinaus noch
weitere Stammzellpopulationen.

Daher wird es letztendlich keiner der beiden diskutierten Mechanismen ausschlie8lich sein, der fiir die
dokumentierten Effekte in vivo allein verantwortlich ist. Sowohl die Aktivierung endogener Prozesse
als auch die Differenzierung von Stammzellen werden sich gegenseitig erginzen und zu einer

Regeneration des geschiadigten Gewebes beitragen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Knochenmark stellt eine leicht zugéngliche Quelle fiir adulte Stammzellen dar, die fiir einen
Einsatz in multiplen zellbasierten Therapien geeignet zu sein scheinen. Einige wenige Studien der
letzten Jahre deuteten die Existenz von pluripotenten Stammzellen innerhalb der
Knochenmarkstammzellen (KMSZ) an. Als entscheidender Parameter dieser pluripotenten
Stammzellen, die als MAP-, MIAMI- und VSEL-Zellen bezeichnet werden, gilt die Expression
verschiedener embryonaler und gewebespezifischer Stammzellmarker.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen eines totalen Serumentzuges
auf eine Subpopulation von bereits existierenden, kleinzelligen Nestin-positiven KMSZ
(sog. A-KMSZ) aus der Ratte in vitro. Es konnte demonstriert werden, dass eine dreitégige Phase der
Serumdeprivation zu einer Proliferation der A-KMSZ, verbunden mit einer Anderung ihrer
Morphologie, Genexpression und ihres Immunphénotypes, fiihrt. Die Tochterzellen, als
Serumdeprivation-induzierte Knochenmarkstammzellen (SD-KMSZ) bezeichnet, verfiigen iiber runde
bzw. bipolare Somata, wie sie charakteristisch fiir neurale Stammzellen (NSZ) sind. Das
Expressionsmuster der SD-KMSZ, sie sind Nestin-positiv und ko-exprimieren dariiber hinaus GFAP
(92 %) und S1008 (91 %), dhnelt ebenfalls dem neuraler Stammzellen des Hippokampus und der
Subventrikuldrzone. Des Weiteren konnte in den SD-KMSZ die Expression der Pluripotenzgene Oct4
und SOX2 nachgewiesen werden. Wie qRT-PCR-Untersuchungen zeigten, induzierte die
Serumdeprivation, bezogen auf die mRNS-Menge unter Basalbedingungen, einen Expressionsanstieg
von Nestin (2,1fach), GFAP (5,7fach), S100B (1,8fach), Oct4 (6,3fach), SOX2 (37,8fach), c-myc
(1,6fach) und kif4 (6,5fach). Wie andere Gruppen kiirzlich zeigten, fiihrt die Uberexpression von
Oct4, SOX2, c-myc und klf4 zur Transformation von adulten Fibroblasten in induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS cells). Man kann daher annehmen, dass die A-KMSZ und die von ihnen
abstammenden SD-KMSZ, édhnlich wie MAP-, MIAMI- und VSEL-Zellen, Abkémmlinge einer
Fraktion pluripotenter Stammzellen innerhalb des Knochenmarks sind und aus diesem Grund die
genannten Pluripotenz- und NSZ-Marker aufweisen. Die Genese der SD-KMSZ konnte
moglicherweise durch eine epigenetische Reprogrammierung ausgelost werden, die durch den
Serumentzug in Gang gesetzt wird. Der in dieser Arbeit beschriebene Expressionsanstieg einiger fiir
die Pluripotenz von Stammzellen wichtiger Schliisselgene ist ein wichtiger Beleg fiir eine solche
Reprogrammierung. Moglicherweise stellt diese Reprogrammierung eine Strategie der Zellen dar,
trotz der fehlenden Wachstumsfaktoren weiter zu proliferieren, um eventuell unter dem erneuten
Einfluss von Faktoren wieder in spezialisierte Zellen auszudifferenzieren. Der komplette Entzug des
Serums représentiert somit moglicherweise eine einfache, aber effiziente Moglichkeit, um pluripotente
Stammzellen aus dem Knochenmark zu selektieren und in vitro anzureichern. Dieses Vorgehen konnte

fiir zukiinftige Transplantationsstrategien mit KMSZ von groBer Bedeutung sein.
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Im Kontext eigener Transplantationsstudien im Tiermodell wurde fiir diese Arbeit in vitro die
Langzeitstabilitit einer Bromdesoxyuridin (BrdU)-Markierung an KMSZ untersucht. Es wurde
gezeigt, dass es zur erwartungsgemiBen Fragmentierung des BrdU-Signals in Folge der
Chromatidenaufteilung wéhrend des Zellzyklusses kommt. Dariiber hinaus konnte erstmalig
demonstriert werden, dass auch eine Ausschleusung der BrdU-Nukleotide aus dem Kern ins
Zytoplasma stattfindet. Im zeitlichen Verlauf der Studie lieB sich in einer Vielzahl von KMSZ BrdU
im Zytoplasma nachweisen. Auf welchen Mechanismen dieser Effekt beruht, ist nicht bekannt. Es ist
zu vermuten, dass es sich um DNS-Reparaturprozesse handelt, die zur Entfernung der korperfremden
Nukleotide fithren.

Zusammenfassend haben die Markierungsergebnisse gezeigt, dass BrdU nicht geeignet ist, um
in vitro-markierte KMSZ 4 Wochen nach Transplantation im Empfangerorganismus wiederzufinden.
Eine Untersuchung der Differenzierung transplantierter SD-KMSZ in vivo erfordert somit den Einsatz

anderer Markierungstechniken bzw. die Kombination mit diesen.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A-KMSZ
Abb.
Alpha-MEM
Aqua dest.
BDNF
bFGF
BHA
BLBP
BME
BrdU
BSA
bzw.

ca.
cAMP
cDNS
CD
CFSE
CMFDA
CNPase
d.h.
DAB
DAPI
dbcAMP
DCX
Dil

DIV
DMEM
DMSO
DNS
DPX
EDTA
EGF
EGTA
ES-Zelle

et al.

auf anderen Zellen aufliegende, Nestin-positive Knochenmarkstammzelle

Abbildung

Minimum essentielles Medium, Alpha-modifiziert
Agua destillata

brain-derived neurotrophic factor

basic fibroblast growth factor
Butylhydroxyanisol

brain lipid binding protein

B-Mercaptoethanol

Bromdesoxyuridin

Bovines Serum-Albumin

beziehungsweise

circa

cyclic adenosine monophosphate
komplementire (engl. complementary) DNS zur mRNS
cluster of differentiation

carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
5-chloromethylfluorescein diacetate

cyclic nucleotide phosphodiesterase

das heil3t

Diaminobenzidin
4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochlorid
dibutyryl cyclic adenosine monophosphate
doublecortin
dioctadecyl-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
days in vitro

Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsidure

Diethylphenylxanthin

Ethylendiamintetraacetat

endothelial growth factor

ethylene glycol tetraacetic acid

Embryonale Stammzelle

et alii
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etc.
FACS
FKS

GABA
GalC
GFAP
GFP
GlyA
HEPES
HSZ
hTERT
I-KMSZ
IBMX
ITS
kif4
KMSZ
lin
MAP-2
min
NA
NeuN
NF200
NGF
NSE
NSz
0.d.
0.g.
Oct4
Pax-6
PBS
PFA
pH

PI
PKH26
POUSF1

et cetera

fluorescence activated cell sorting
Fotales Kélberserum
Erdbeschleunigung

gauge

y-Aminobuttersiure
galactosylceramidase

glial fibrillary acidic protein

green fluorescent protein

glycophorin A
Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsdure
hamatopoetische Stammzellen

human telomerase reverse transcriptase
innerhalb des Zellrasens liegende Knochenmarkstammzelle
Isobutylmethyl-Xanthin
Insulin-Transferrin-Selen

Krippel-like factor 4
Knochenmarkstammzelle

lineage

microtubule associated protein 2
Minute

numerische Apertur

neuron-specific nuclear protein
Neurofilament 200 kDa

nerve growth factor

neuron specific enolase

neurale Stammzellen

oder Ahnliche(s)

oben genannt

octamer binding transcription factor 4; siehe POU5F1
paired box gene 6

phosphate buffered saline
Paraformaldehyd

pondus Hydrogenii

Propidiumjodid

rot fluoreszierender Zellmembran-Farbstoff; benannt nach Paul Karl Horan

POU domain class 5, transcription factor 1; siehe Oct4
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PSA-NCAM polysialic acid-neural cell adhesion molecule
gqRT-PCR guantitative reverse transcriptase — polymerase chain reaction
RC2 radial cell 2

Rex-1 restricted expression 1

RNS Ribonukleinsdure

RT-PCR reverse transcriptase — polymerase chain reaction

s Sekunde

Scal stem cell antigen 1

SCF1 stem cell factor 1,

SD-KMSZ Serumdeprivation-induzierte Knochenmarkstammzelle
SDF-1 stromal derived factor-1

SGZ Subgranuldrzone

sog. sogenannte(n)

SOX2 SRY-related HMG BOX gene 2

SSEA-1 stage-specific embryonic antigen 1

Svz Subventrikularzone

Tab. Tabelle

TBS TRIS-buffered saline

TGF-p Transforming growth factor beta

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U units

u.a. und andere(s)

Vs. Versus

v/iv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

z.B. zum Beispiel
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