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1. Einleitung

1.1. Isolierung, Charakterisierung und therapeutisches Potential humaner

mesenchymale Stammzellen (hMSCs)

Viele Gewebe des ausgewachsenen, adulten Organismus besitzen die Fihigkeit zum
Ersatz von Zellen im Rahmen des normalen VerschleiBes. In den meisten Geweben geht
diese permanente physiologische Regeneration von Stammzellen aus. Beispiele fiir
Stammzellen sind Kryptenzellen im Darm, Basalzellen in vielen Epithelien und himato-
poetische Stammzellen im roten Knochenmark.

Stammzellen lassen sich als Elemente definieren, deren Tochterzellen zum einen in den
Stammzellpool zuriickkehren und damit seinen Bestand sichern (ProzeB der Selbster-
neuerung), zum anderen aber ansprechbar fiir Wachstumsfaktoren und Zytokine sind.
Aus letzteren entstehen durch Proliferations- und Differenzierungsprozesse reife Zellen,
die dem Ersatz fiir gestorbene Zellen dienen. Um Stammzellen hinsichtlich ihres
Differenzierungspotentials und auch zahlenméBig zu erfassen, bedient man sich ihrer
Fahigkeit, in vivo und in vitro Zellkolonien zu bilden. Die Anzahl solcher Kolonien
korreliert zur Menge angebotener Stammzellen, da jeweils eine Kolonie aus der
Proliferation einer Stammzelle, »colony forming unit“ (CFU) hervorgeht (Drenkhahn,
1994).

Im Rahmen von Krankheit, Trauma oder Verschlei entstehen jedoch hiufig grofie
Gewebedefekte, die weder durch Proliferation von benachbarten gesunden Zellen, noch
durch die Rekrutierung des Stammzellpools regeneriert werden konnen. AuBerdem ist
in einigen Zellsystemen des adulten Organismus die Fahigkeit zur Regeneration und
Proliferation fast vollsténdig  verloren gegangen. Beispiele hierfiir sind der
Gelenkknorpel, die Herzmuskulatur oder das Gehirn. Statt der Wiederherstellung der
normalen Gewebearchitektur resultiert eine Auffiillung mit funktionell minderwertigem
Ersatzgewebe (z. B. Narbengewebe, Knorpelersatzgewebe). Defektes und erkranktes
Gewebe kann auch mit den derzeit zur Verfigung stehenden operativen Methoden oft
nicht adéquat rekonstruiert werden.

Tissue Engineering, ein seit Anfang der neunziger Jahre erstelltes Konzept der Gewebe-

rekonstruktion unter Verwendung von Zellen, geeigneten Trégermaterialien und ge-



webespezifischen Wachstumsfaktoren hat insbesondere in Kombination mit humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) neue therapeutische Perspektiven erbftnet
(Langer und Vacanti, 1993).

HMSCs sind multipotente Vorliuferzellen, die sich unter geeigneten Bedingungen in
unterschiedliche Gewebe mesenchymalen Ursprungs wie Knochen, Knorpel, Sehnen,
Bénder, Muskel, Knochenmarkstroma, Fett oder Dermis differenzieren lassen (Caplan
et al., 1994; Pittenger et al., 1999; Jiang et al., 2002a).

Die Isolierung von hMSCs wurde zunichst aus dem Knochenmark beschrieben (Caplan,
1991). Mittlerweile lassen sich hMSCs aus vielen anderen mesenchymalen Geweben
gewinnen und in einem undifferenzierten Status in Zellkultur vermehren. Fiir hMSCs
aus Knochenmark, Periost, Fettgewebe, Muskel, Dermis, Blut, trabekuliren Knochen
und Synovialmembran konnte gezeigt werden, daBl diese sowohl die Potenz zur
Selbsterneuerung in vivo, als auch zur Differenzierung in Zellen und Gewebe
mesenchymalen Ursprungs besitzen (Nakahara et al., 1990; Caplan, 1994; Pittenger et
al., 1999; Zuk et al., 2001; Young et al., 2001; Kutznetsov et al., 2001; De Bari et al,,
2001; Osyczka et al., 2002a; Noth et al., 2002a; Jankowski et al., 2002).

Zur Charakterisierung von hMSCs aus unterschiedlichen Geweben dient unter anderem
die Analyse der Oberflichenantigen-Expression. Bisher ist es jedoch nicht gelungen,
einen Marker zu identifiziert, der ausschlieBlich von hMSCs exprimiert wird.

Bis vor kurzem ging man davon aﬁs, dass gewebespezifische Stammzellen lediglich in
die Zellen differenzieren, die charakteristisch fiir ihr Ursprungsgewebe sind. Neuere
Studien zeigen, dass Stammzellen auch in andere Zelllinien als die des eigenen Gewe-
bes differenzieren konnen und damit ein weitaus groBeres Potential besitzen als ur-
spriinglich angenommen. Bjornson et al. (1999) zeigten, daB NSCs nach einer
Transplantation in Miuse eine Vielzahl himatopoetischer Zellen bilden konnen.
Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, die in den Seitenventrikel
neonataler Méuse injeziert wurden, differenzierten zu Astrozyten und Neurofilament-
exprimierenden Zellen (Azizi et al., 1998; Kopen et al, 1999). Untersuchungen von
Gehirnen weiblicher Leukémiepatienten, die eine Knochenmarkstransplantation von
minnlichen Spendern bekommen hatten, konnten zeigen, daf Y-chromosomale
transplantierte Knochenmarkszellen in das Gehirn der Patienten eingewandert waren

und sich in Nervenzellen differenziert hatten (Mezey et al., 2003).



In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass das Differenzierungspotential von
hMSCs nicht wie urspriinglich angenommen auf mesenchymale Gewebe beschrinkt ist,
sondern, dass sich hMSCs unter geeigneten Bedingungen auch in Gewebe ektoder-
malen Ursprungs (z.B. Nervenzellen) und Gewebe endodermalen Ursprungs (z.B.
Leberzellen) differenzieren lassen (Sanchez-Ramos et al., 2000; Woodbury et al., 2000
und 2002; Deng et al., 2001; Jiang et al., 2002a und 2002b; Lodie et al., 2002; Kim et
al., 2002; Zhao et al., 2003; Oh et al., 2000).

Ob adulte hMSCs ebenso wie embryonale Stammzellen ein pluripotentes Differen-
zierungspotential besitzen, und damit in alle Zellen eines Organismus differenzieren
konnen, ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung und wird kontrovers diskutiert
(Verfaillie et al., 2003). Beim Einsatz embryonaler Stammzellen besteht jedoch die
Gefahr, aufgrund der unbeschrénkten Teilungsféhigkeit der Zellen Karzinome zu
induzieren (Vogel et al., 2005). AuBerdem konnen adulte hMSCs im Gegensatz zu
embryonalen Stammzellen ohne ethische Bedenken mit Hilfe einfacher Techniken aus
dem erwachsenen Organismus isoliert werden.

Die Applikation autologer (korpereigener, unter Vermeidung von AbstoBungs-
reaktionen), in vitro expandierter bzw. differenzierter hMSCs kénnte die zukiinftige

Therapie vieler Krankheitsbilder entscheidend beeinflussen.

1.1.1. HMSCs aus dem Knochenmark (mhMSCs)

Im Knochenmark Erwachsener finden sich neben den bereits lange bekannten
héimatopoetischen Stammzellen, welche lebenslang Zellen des Immun- (Lymphozyten)
und Blutsystems (Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten) bilden, auch
nicht-héimatopoetische Stammzellen, die als Knochenmarkstromazellen, mesenchymale
Vorldufer- oder mesenchymale Stammzellen (marrow-derived human Mesenchymal
Stem Cells, mhMSCs) bezeichnet werden.

Auf die Existenz dieser Zellen wurde erstmals vom deutschen Pathologen Cohnheim
vor mehr als 130 Jahren hingewiesen, der im Rahmen seiner Studien iiber die
Wundheilung Zellen mit der Morphologie von Fibroblasten in der Wunde entdeckte,
deren Ursprung er im Knochenmark vermutete (Cohnheim, 1867). Der definitive



Beweis wurde von Friedenstein und dessen Mitarbeitern Mitte der 70er Jahre erbracht.
Thnen gelang es, adhirente Kolonien-bildende Zellen mit der Morphologie von
Fibroblasten aus dem Knochenmark zu isolieren und zu kultivieren (Friedenstein et al.,
1976). Seit dieser Zeit beschiftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Isolierung,
Charakterisierung und Differenzierung dieser mesenchymalen Stammzellen.

Die heute standardisierten Isolierungstechniken von mhMSCs aus Hiiftkopfen oder
Knochenmarkaspiraten aus dem Beckenkamm mit einer Yamshidi Nadel basieren
mafgeblich auf den Pionierarbeiten von Caplan (Caplan, 1991). Mit Hilfe eines
Dichtegradienten konnen himatopoetische und vaskulidre Zellen eliminiert werden
(Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999). Die gereinigten adhirenten mhMSCs machen
lediglich einen geringen Prozentsatz aller Knochenmarkzellen aus (weniger als eine
Zelle pro 1 Million mononukledrer Knochenmarkzellen), der im Laufe des Alters noch
weiter absinkt (Caplan et al.; 1997). Daher ist die Expansion der Zellen in vitro nétig
(Colter et al., 2000).

MhMSCs reprasentieren zu 95-98% eine phénotypisch homogene Zellpopulation und
sind nahezu einheitlich positiv fiir folgende Oberfliichenantigene: CD10, CD13, CD29,
CD44, CD61, CD71, CD90, CD105, CD106, CD109, CD120a, CD124, CD140b,
CD164 und CD172a. Auflerdem sind mhMSCs negativ fiir CD133 und hiamatopoetische
Marker wie CD14 (Lipopolysaccharidrezeptor), CD34 und CD45 (Leukozytenantigen)
(Pittenger et al., 1999; Vogel et al., 2003). Unter geeigneten Bedingungen konnen
mhMSCs in eine Vielzahl mesenchymaler Gewebe wie Knochen, Knorpel, Sehnen,
Bénder, Muskel, Knochenmarkstroma, Fett oder Dermis differenziert werden (Caplan,
1991 und 1994).

Im Rahmen verschiedener Tissue Engineering Konzepte nutzt man die Potenz von
mhMSCs zur Rekonstruktion von Geweben des muskuloskeletalen Systems. Erste
klinische Studien fiir die Therapie von Defekten langer RShrenknochen (Quarto et al.,
2001) und Defekten am Schédel und Kiefer waren erfolgreich (Cao, 2002). Erst kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass eine Injektion von mhMSCs bei lokalen Ischimien der
unteren Extremitét zu einer deutlichen Zunahme der GefiBneubildung fiihrt (Tateishi-
Yuyama et al., 2002). Ob hMSCs auch fiir die Therapie von Gelenkknorpel-, Menis-
kus-, Bandscheiben-, Sehnen-, Gelenkband- und Nervendefekten eingesetzt werden

konnen, bleibt abzuwarten.



1.1.2.  HMSCs aus trabekukirem Knochen (bhMSCs)

Die Gewinnung von Explantatzellkulturen aus Kollagenase-verdauten humanen
trabekulidren Knochenfragmenten wurde erstmals von Robey und Termine beschrieben
(Robey und Termine, 1985). Diese Zellen wurden als humane Osteoblasten-ghnliche
Zellen angesehen, da sie mehrere fiir Osteoblasten typische Gene exprimieren
(Alkalische Phosphatase, Kollagen I, Osteopontin, Osteonektin, Osteokalzin) und in
vitro eine mineralisierte extrazelluldre Matrix bilden kénnen (Robey und Termine,
1985; Robey, 1995; Majeska, 1996).

Trabekuldre Knochenzylinder kénnen mit Hilfe einer Yamshidi-Nadel vom Becken-
kamm gewonnen werden. Fiir experimentelle Untersuchungen eignet sich die
Gewinnung der Knochenfragmenten aus trabekuliren Knochen, der bei chirurgischen
Eingriffen anfillt (z.B. aus dem Hiiftkopf bei der Implantation einer Hiiftendoprothese).
Bei der Praparation der Knochenfragmente ist die Kollagenase-Vorbehandlung von
entscheidender Bedeutung. Damit kénnen Bindegewebskomponenten, die mit der
Knochenoberfliche in Verbindung stehen (z.B. Periost und Knochenmark) und in
Abhingigkeit von der natiirlichen Beschaffenheit des Ausgangsmaterials (Geschlecht,
Patientenalter, Verhiltnis von rotem Knochenmark zu Fettmark etc.) zu unterschied-
lichen Anteilen heterogene Zellen enthalten, effektiv beseitigt werden (Robey und
Termine, 1985; Robey, 1995).

Nach der Kultivierung der vorbehandelten Knochenfragmente im Calcium-freien
Wachstumsmedium fiir etwa zwei Wochen, beginnen die von mineralisierter Matrix
umgebenen und daher vor der Kollagenasebehandlung geschiitzten Zellen aus den
Knochenfragmenten herauszuwachsen und zu proliferieren (Robey und Termine, 1985;
Robey, 1995). Die Herkunft dieser Zellen ist bisher ungeklédrt. Am wahrscheinlichsten
ist es, dass sich Osteozyten aus der »Einmauerung® des Osteoids befreit und zu
mitotischen Zellen entwickelt haben (Robey, 1995). AuBerdem kénnten auch GefiB-
assoziierte Zellen wie Perizyten, die sich in osteoblastiire Zellen differenzieren lassen,
zu der aus den Knochenfragmenten herausgewachsenen Zellpopulation beitragen
(Robey, 1995; Majeska, 1996; Brighton et al., 1990; Reilly et al., 1998).

Diese humane ,,Osteoblastenzellkultur™ dient als sehr aufschlussreiches System zur

Untersuchung der Biologie, Matrixsynthese, Zelldifferenzierung, Ansprechen auf



Wachstumsfaktoren/Hormone und Zell-Matrix bzw. Zell-Biomaterial Interaktionen
(N6th et al., 2002a).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass bhAMSCs das Potenzial haben, in Osteoblasten,
Chondrozyten und Adipozyten zu differenzieren und funktionell mesenchymalen
Stammzellen gleichen (Noth et al., 2002a; Osyczka et al., 2002b). Ob bhMSCs jedoch
auch in Zellen nicht-mesenchymalen Ursprungs differenzieren kénnen wurde bisher

noch nicht untersucht.

1.2. Nervenzellen

1.2.1.  Ursprung und Anatomie

Die Nervenzelle ist der Tréger der vorrangigen Funktion des Nervengewebes, des
Informationsaustausches innerhalb des Zentralnervensystems (ZNS) und der Kommu-
nikation von Gehirn und Riickenmark mit Kérper und Umwelt (Drenkhahn und Zenker,
1994).

Entwicklungsgeschichtlich gehen Nervenzellen aus dem Neuroektoderm hervor. Etwa
am Ende der 4. Embryonalwoche bilden sich aus Neuroepithelzellen, die in der Anlage
des Riickenmarks um den Zentralkanal liegen, sog. Neuroblasten mit groBen hellen
Kernen, deutlichem Nukleolus und hoher mitotischer Aktivitit. Im weiteren Verlauf der
Entwicklung verlieren die Neuroblasten ihre Teilungsfihigkeit und werden zu noch
wenig differenzierten, unreifen Nervenzellen (Proneuronen), die aus dem Neuroepithel
auswandern und die Anlage der grauen Substanz von Riickenmark und Gehirn bilden.
Wihrend der weiteren Histogenese wachsen aus jedem Proneuron feine Dendriten und
ein Axon aus. Es kommt zu einer Verlagerung und Ansammlung von Nervenzellen in
umschriebenen Gebieten sowie zur Biindelung von Nervenfasern. Dadurch entsteht eine
Gliederung des ZNS in graue nervenzellreiche Substanz (Substantia nigra) und weiBe
nervenfaserreiche Substanz (Substantia alba) (Schiebler et al., 1996).

Eine Nervenzelle mit allen ihren Fortsitzen wird auch als Neuron bezeichnet. Um einen
Begriff von der Komplexitit des Gesamtsystems zu geben, sei angeflihrt, dass die Zahl

der Nervenzellen allein der menschlichen GroBhirnrinde auf 10-18 Milliarden, die Zahl



der synaptischen Verbindungen pro Nervenzelle in der Hirnrinde auf durchschnittlich
17 000 geschitzt wird (Drenkhahn und Zenker, 1994).

Morphologisch sind Nervenzellen gekennzeichnet durch Perikaryon (Zellkorper) und
Fortsitze (Dendriten, Axon) (Abb.1). Das Perikaryon ist das trophische Zentrum der
Nervenzelle, das den Zellkern enthilt. Lichtmikroskopisch sind mit geeigneten Far-
bungen die Gebiete des rauen endoplasmatischen Retikulum (RER) und freie Riboso-
men an ihrer Basophilie zu erkennen. Das basophile Material ist schollenformig ange-
ordnet und wird nach seinem Entdecker als Nissl-Substanz bezeichnet. Bei den Den-
driten handelt es sich um baumartig verzweigte Fortsétze, die wie auch das Perikaryon
selbst auf den Empfang von Signalen aus der Umgebung spezialisiert sind (Rezeptor-
apparat der Zelle). Thre wesentliche Aufgabe ist die Erregungssummation. Die Erre-

gungsleitung in Dendriten ist in der Regel zum Perikaryon hin gerichtet.

Dendrten

Zentainervensystem

TG T edpneres Nervensystem
l Schwann-Zete

1

B

Endverzutigung

" Motonsche Endplalten

Abb.1: Schematische Darstellung eines Motoneurons. Perikaryon mit groBem Zellkern und deutlichem
Nukleolus; Zytoplasma mit Nissl-Substanz; baumartig verzweigte Dendriten; oben rechts tritt ein Axon
eines anderen Neurons mit einer Synapse an den Dendriten; das Axon der abgebildeten Nervenzelle wird
von einer Markscheide umgeben, die im ZNS von Oligodendrozyten, im peripheren Nervensystem von
Schwann-Zellen gebildet wird; proximal geht vom Axon eine Kollaterale ab; distal zweigt sich das Axon
auf und bildet mit quergestreiften Muskelzellen motorische Einheiten; Pfeile zeigen die Richtung der
Erregungsleitung (aus Schiebler et al., 1996).



Jede Nervenzelle besitzt nur ein Axon, das am sog. Ursprungskegel entspringt, je nach
Zelltypus unterschiedlich lang sein kann, und fiir die efferente, d. h. vom Perikaryon
weggerichtete, Erregungsleitung zu anderen Zellen hin (z.B. Nerven-, Muskel oder
Driisenzellen) verantwortlich ist.

Nach morphologischen Gesichtspunkten unterscheidet man bipolare (2 Fortsétze: 1
Dendrit, 1 Axon), pseudounipolare (1 Fortsatz, der sich nach kurzem T-formig in zwei
Aste aufteilt, von denen einer in die Peripherie, der andere zum ZNS zieht) und multi-
polare (1 Axon, mehrere Dendriten) Nervenzellen (Schiebler et al., 1996).

Nervenzellen sind beim Adulten nach geltender Lehre nicht mehr teilungsfihig, zeigen
aber eine beachtliche Anpassungsfihigkeit an verdnderte Situationen (Plastizitdt) und

ein begrenztes Regenerationsvermogen (Drenkhahn und Zenker, 1994).

1.2.2. Neuronale Stammzellen (NSCs)

Bis vor kurzem ging man davon aus, dass dic Neurogenese mit der Geburt
abgeschlossen ist, und dass danach keine Bildung und Regeneration von Nervenzellen
moglich ist. Mittlerweile ist bekannt, dass in zwei umschriebenen Regionen des Gehirns
zeitlebens die Bildung neuer Nervenzellen stattfindet, welche von neuronalen
Stammzellen (NSCs) ausgeht. Diese Areale befinden sich zum einen in der
subventrikuliren Zone des Seitenventrikel/Bulbus olfactorius, zum anderen im Gyrus
dentatus des Hippocampus (Reynolds und Weiss, 1992; Luskin et al., 1993; Seki und
Arai, 1993; Eriksson et al., 1998; Temple und Alvarez-Buylla, 1999; Gage, 2000;
- Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo, 2000; Pagano et al., 2000; Seki, 2002; Taupin und
Gage, 2002). Weiterhin konnten NSCs auch aus anderen Regionen des ZNS in denen
keine Neurogenese stattfindet isoliert werden, wie beispielsweise aus dem Septum, dem
Striatum, dem Cortex, dem Hippocamus und dem Riickenmark (Palmer et al., 1995;
Arsenijevic et al., 2001; Weiss et al., 1996a; Shihabuddin et al., 1997; Yamato et al.,
2001). NSCs wurden bereits auch post mortem aus Hirngewebe von Méausen und
Menschen gewonnen (Laywell et al., 1999; Roisen et al., 2001; Palmer et al., 2001).

NSCs exprimieren das Intermedidrfilament-Protein Nestin, welches als Marker fiir

neuroepitheliale und ZNS-Stammzellen sowie fiir unreife Vorlduferzellen in vivo und in



vitro angesehen wird (Hockfield und McKay, 1985; Frederikson und McKay, 1988;
Lendahl et al., 1990). Kultivierte NSCs sind in der Lage zur Selbsterneuerung und
kénnen Neurone, Oligodendrozyten und Astrozyten bilden (Weiss et al, 1996b;
Carpenter et al., 1999). Durch die Identifikation ihrer Oberflichenantigene mit Hilfe
von FACS-Analysen kénnen NSCs direkt aus dem ZNS isoliert werden (Uchida et al.,
2000). Inzwischen wurden zwei Langzeit-Zellkultursysteme zur Expandierung von
NSCs von Ratten und Menschen entwickelt. NSCs konnen als Monolayer in Substrat-
beschichteten Zellkuturflaschen oder als adherente Cluster-bildende Zellkomplexe, auch
als Neurosphiren bezeichnet, mit Hilfe verschiedener Mitogene (FGF-2, EGF) kultiviert
werden (Reynolds und Weiss, 1992; Davis und Temple, 1994; Nakamura et al., 2000).
Diese adulten Zellen scheinen jedoch im Gegensatz zu den embryonalen und fetalen
Stammzellen nur eine begrenzte Lebensdauer in Zellkultur zu besitzen (Kukekov et al.,
1999; Roy et al., 2000; Arsenijevic et al., 2001).

Obwohl NSCs in simtlichen Regionen des ZNS existieren, sind sie in vivo lediglich in
umschriebenen Regionen in der Lage neue Nervenzellen zu bilden. Eine mogliche
Erkldrung fiir die geringe Regenerationsfihigkeit des adulten ZNS ist die Bildung
inhibitorischer Faktoren in den meisten ZNS-Regionen, die eine neuronale Differen-
zierung von endogenen NSCs verhindern. Die Zahl endogener NSCs konnte jedoch
auch zu gering sein, um eine effektive Regeneration zu gewahrleisten (Okano, 2002). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass unter pathologischen Bedingungen, wie z.B.
Ischdmie, eine Induktion der Neurogenese im adulten Gehirn stattfindet (Liu et al,
1998; Yagita et al., 2001).

Im Rahmen zahlreicher Studien wurden embryonale und adulte NSCs in das intakte
oder vorgeschidigte ZNS von Méusen und Ratten implantiert. Die transplantierten
Zellen tberlebten, wanderten und integrierten sich gut im Hirngewebe und
differenzierten in Neurone und Gliazellen (Louis und Alvarez-Bujlla, 1994; Sohonen et
al., 1996; Svendson et al., 1997; Flax et al., 1998; Briistle et al. 1998; Fricker et al.,
1999; Uchida et al., 2000). AuBerdem konnten NSCs bereits erfolgreich im Parkinson-
Modell in der Ratte eingesetzt werden (Svendson et al, 1997; Studer et al., 1998;
Carvey et al., 2001).

Zusammenfassend erdffnet die Entdeckung neuronaler Stammzellen im embryonalen

und adulten ZNS neue Maglichkeiten zur Therapie neurodegenerativer Erkrankungen,



wie z.B. Morbus Parkinson oder Chorea Huntington. Durch die Transplantation
undifferenzierter, in einen gewiinschten Zelltyp vordifferenzierter bzw. genetisch
modifizierter NSCs kénnten defekte Zellen des menschlichen ZNS ersetzt oder bereits
existierende endogene Stammzellen aktiviert werden (Arenas, 2002; Garcia-Verdugo et
al, 2002). Vor der endgiiltigen klinischen Applikation dieser vielversprechenden
Therapieansitze, sind jedoch noch viele in vitro und in vivo Studien zum besseren

Versténdnis von NSCs und Neurogenese im ZNS notig.

1.3. Peripherer Nerv und Schwann-Zellen

1.3.1.  Anatomie peripherer Nerven

Nerven existieren nur im peripheren Nervensystem. Sie bestehen aus myelinisierten und
nicht myelinisierten Nervenfaserbiindeln, die durch Bindegewebe (Epi-, Peri-,
Endoneurium) zusammengehalten werden (Abb. 2). Myelinisiert bzw. markhaltig nennt
man solche Nervenfasern, deren Axone von Markscheiden umgeben sind, die im
peripheren Nervensystem von Schwann-Zellen, im ZNS von Oligodendroglia gebildet
werden (Drenkhahn und Zenker, 1994).

Das Epineurium besteht aus dichtem Bindegewebe, das den Nerv als Ganzes umfasst.
Vom Epineurium aus dringen getiBfiihrende Bindegewebssepten zwischen die
Nervenfaserbiindel. Das Perineurium bildet eine Perineuralscheide, die jedes
Nervenfaserbiindel umhiillt. Zwischen den Perineurallamellen liegen Kollagenfasern,
die spiralfSrmig verlaufen und dadurch eine gewisse Dehnbarkeit der Nerven zulassen.
In der Perineuralscheide befinden sich Biindel von Nervenfasern mit ihren Schwann-
Zellen sowie lockeres Bindegewebe, Endoneurium, das jede einzelne Nervenfaser
umgibt. AuBerdem fiihrt das Endoneurium Blutkapillaren, Histiozyten und sehr zarte
retikuldre Fasern, die die einzelnen Nervenfasern unvollstindig umhiillen und
zusammen mit der Basalmembran der Schwann-Zellen die Endoneuralscheide bilden
(Schiebler et al., 1996).
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines Nerven mit afferenten und efferenten Fasern. Die afferenten
Neurone werden durch Hautrezeptoren erregt, die efferenten Fasern innervieren einen quergestreiften
Skelettmuskel (aus Schiebler et al., 1996).

1.3.2. Schwann-Zellen und periphere Nervenrekonstruktion

Entwicklungsgeschichtlich gehen Gliazellen ebenso wie Nervenzellen aus dem Neuro-
ektoderm hervor. Nach der Bildung von Neuroblasten entstehen Glioblasten, Vorldufer
der Gliazellen, aus dem Neuroepithel, die jedoch im Gegensatz zu den Neuroblasten im
vollendeten Gehirn zu persistieren scheinen. Bei den Gliazellen des ZNS werden meist
drei Gruppen unterschieden: Astrozyten (Makroglia), Oligodendroglia und Hortega-
Zellen (Mikroglia). Unter den Gliazellen des peripheren Nervensystems machen neben
Mantelzellen peripherer Ganglien, Teloglia der motorischen Endplatte, Stiitzzellen von
Sinnesepithelien und Zellen in der Hiille verschiedener sensibler Endorgane, Schwann-
Zellen peripherer Nervenfasern den weitaus groften Anteil aus. Gemeinsames Zeichen
aller Gliazellen ist, dass sie im Gegensatz zu Nervenzellen zeitlebens ihre Teilungs-
fahigkeit behalten (Drenkhahn und Zenker, 1994).

Schwann-Zellen bilden die Hiillen bzw. Myelinscheiden im peripheren Nervensystem
und dienen damit der elektrischen Isolierung der von ihr umgebenen Nervenfaser und

erméglichen eine schnellere Nervenleitung (Drenkhahn und Zenker, 1994). Aufierdem

11



spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Regeneration von peripheren Nerven. Eine
periphere Axonschadigung fiihrt in der Regel zu reversiblen Verénderungen des
Zellkorpers der betroffenen Nervenzelle mit VergroBerung und Abrundung des
Zellkorpers durch Wasseraufnahmne, Verlagerung des Kerns in die Peripherie und
Zerfallen der Nissl-Schollen (Chromatolyse). AuBerdem erfolgt eine bei der
Regeneration des Axons notwendige Steigerung der Stoffwechselaktivitit (Lieberman,
1971). Proximal der Demarkierung schwillt das Axon an und es entwickelt sich ein
Wachstumskolben, aus dem viele diinne Fortsitze aussprossen. Im distalen
Nervenstumpf kommt es zur Wallerschen Degeneration, die Axon, Markscheiden und
Synapse betrifft. Abbau und Entfernung degenerierter Nervenbestandteile erfolgt durch
Schwann-Zellen und Makrophagen (Fawcett und Keynes, 1990). Etwa am vierten Tag
nach der Schédigung setzt eine enorme Proliferation und Hypertrophie von Schwann-
Zellen des distalen Stumpfes ein (Ramon y Cayal, 1928). Sie legen hintereinander in
Reihen, fiillen schlieBlich vollstindig den vom Endoneurium umschlossenen
urspriinglichen Nervenfaserkanal (Hanken-Biingnersche Bénder) und dienen den
einwachsenden Axonen als Leitschiene. AuBerdem tragen Schwann-Zellen durch die
Produktion von Wachstumsfaktoren (Nerve Growth Factor, NGF) und die Synthese
extrazellulirer Matrixproteine (Laminin, Fibronektin) maBgeblich zur Regeneration des
geschidigten Axons bei (Fawcett und Keynes, 1990; Bunge, 1994; Mirsky et al., 2002).
Gelingt es den auswachsenden Sproésen nicht, die Entfernung zwischen proximalen und
distalen Nervenstumpf zu iiberbriicken und in die geschlossenen Zellsdulen
einzudringen, ist ihr Wachstum ungeordnet, und es konnen schmerzhafte
Amputationsneurome entstehen (Fine et al., 2000).

Eine Moglichkeit zur chirurgische Nervenrekonstruktion ist die End-zu-End-Anastomi-
sierung mit einer Nervennaht oder die Fusion mit Hilfe von Fibrinkleber bzw.
Polyethylenglykol (Fine et al., 2000). Ist der Abstand der beiden Nervenenden fiir eine
spannungsfreie Anastomisierung zu groB, besteht die Moglichkeit zur Nerventransplan-
tation, um den entstandenen Defekt zu iiberbriicken. Diese Technik erfordert jedoch
einen weiteren chirurgischen Eingriff zur Entnahme eines Transplantates bei Patient
oder Spender. Es resultiert ein Funktionsverlust im Bereich der Entnahmestelle.
Transplantate stehen lediglich begrenzt zur Verfligung und oftmals unterscheidet sich

deren Durchmesser betrichtlich von dem des verletzten Axons (Rodriguez et al., 2000).
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Eine vielversprechende Alternative ist der Einsatz biologischer oder synthetischer
Verbindungsrohre (,,guidance channels), die den Nerven isolieren und schiitzen und
damit das Einwachsen von Bindegewebe, welches zur Narbenbildung fiihrt, verhindern.
Diese Rohren, welche bereits aus unterschiedlichsten semipermeablen, biokompatiblen
und bioresorbierbaren Materialien hergestellt werden, verhindern eine Dislokation oder
Rotation der Nervenstimpfe und bieten eine Leitschiene fiir die auswachsenden
Axonsprossen (Fine et al., 2000; Rutkowski und Heath, 2002). Im Tierversuch konnte
gezeigt werden, dass ein leeres Verbindungsrohr keine wesentliche Verbesserung der
Nervenregeneration bewirkt (Hazari et al., 1999). Durch das Einbringen unterstiitzender
Schwann-Zellen bzw. neurotropher Faktoren in einer geeigneten Matrix konnte eine
effektive Methode zur Verbesserung der Regeneration peripherer Nerven iiber sonst
uniiberwindbare Entfernungen entwickelt werden (Fine et al., 2000). Im Rahmen des
Tissue Engineering wurden zahlreiche Matrizes, wie z. B. Kollagen, Fibrin, Hyaluron-
sdure, Alginat oder Matrigel auf ihre Biokompatibilitat untersucht (Mosahebi et al.,
2001). Entscheidend ist jedoch vor allem der Einsatz von Schwann-Zellen, die aus einer
Nervenbiopsie isoliert werden kénnen (Morrisey et al., 1991; Shen et al., 2001), oder
von genetisch modifizierten Zellen, die durch Bildung von Hanken-Biingnerschen
Bindern und durch die Sekretion extrazelluldrer Matrixmolekiile, NGF und anderen
Neurotrophinen maBgeblich zur Nervenregeneration beitragen (Rodriguez et al., 2000;
Dezawa et al., 2001; Shen et al,, 2001; Rutkowski und Heath, 2002).

1.4. Problemstellung

Aus trabekuldren Knochenfragmenten isolierte Zellen wurden bisher traditionell als
Osteoblasten-dhnliche Zellen bezeichnet. In Vorarbeiten unserer eigenen Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass diese Zellen ebenso wie hMSCs aus dem Knochenmark in
Zellen osteogenen, chondrogenen und adipogenen Ursprungs differenzieren kénnen
(N6th et al., 2002a). Neuere in vitro Versuche zur Differenzierung von mhMSCs mit
verschiedenen neurogenen Differenzierungsmedien zeigten eine unterschiedlich starke
Expression bzw. Expressionszunahme einzelner neuronaler Oberflichenantigene und

Proteine (Woodbury et al., 2000 und 2002; Sanchez-Ramos et al., 2000; Deng et al.,
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2001; Jiang et al., 2002a und 2002b; Lodie et al., 2002; Kim et al., 2002). Aufgrund
dieser Untersuchungen liegt die Vermutung nahe, dass auch bhMSCs nicht nur in Zellen
mesenchymalen Ursprungs, sondern auch in Zellen neuroektodermalen Ursprungs
differenzieren kdnnen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die neuronale Differenzierung von bhMSCs in vitro
untersucht und mit dem neurogenen Potential von mhMSCs verglichen. In Anlehnung
an bisherige in der Literatur beschriebene Ergebnisse iiber die neuronale
Differenzierung von Knochenmarkstammzellen, wurden mhMSCs und bhMSCs vor
und nach der Behandlung mit einem speziellen neurogenen Differenzierungsmedium
hinsichtlich ihrer Morphologie verglichen und mittels RT-PCR und immun-
histochemischer Untersuchungen auf die Expression neuronaler Markergene analysiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Differenzierbarkeit von bhMSCs in Zellen mit
Schwann-Zell Charakteristika untersucht. Da die derzeit zur Verfligung stehenden
Methoden fiir die periphere Nervenrekonstruktion nicht immer ein zufriedenstellendes
Ergebnis liefern, konnten auf Zelltherapie basierende Verfahren in Zukunft eine
erfolgversprechende Alternative darstellen. Probleme fiir den klinischen Einsatz von aus
Nervenbiopsien gewonnenen Schwann-Zellen bestehen zum einen in der Gewinnung
einer ausreichend groBen Zellzahl und zum anderen in der Opferung von intaktem
Nervengewebe.

Um eine Vergleichbarkeit von differenzierten hMSCs mit genuinen peripherem
Nervengewebe zu gewihrleisten, wurden zundchst Kryoschnitte von peripheren Nerven
angefertigt und Schwann-Zellen aus peripherem Nervengewebe isoliert und
charakterisiert. Im AnschluB wurde versucht, mhMSCs und bhMSCs in vitro in
Schwann-Zellen zu differenzieren. MhMSCs und bhMSCs wurden vor und nach der
Differenzierung beziiglich ihrer Morphologie verglichen und mittels RT-PCR und
Immunhistochemie die Expression verschiedener fiir Schwann-Zellen typischer Marker
analysiert.

Die Untersuchungen sollen vor allem Aufschliisse iiber die Plastizitit von Zellen, die
aus humanen trabekuliren Knochenfragmenten gewonnen werden, geben und die
Grundlage fiir eine mogliche klinische Applikation dieser Zellen zur Therapie
neurodegenerativer Erkrankungen und fiir Rekonstruktion peripherer Nervenschidi-

gungen schaffen.
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2. Material und Methoden

2.1. Isolierung und Kultivierung von hMSCs

2.1.1. Patienten

Nach Priifung durch die Ethikkommission der Universitdt Wiirzburg und Einwilligung
der Patienten wurden mhMSCs und bhMSCs aus Hiiftkopfen, die im Rahmen eines
endoprothetischen Hiiftgelenkersatzes als chirurgische Abfille anfielen, gewonnen. Die
Patienten waren zwischen 8 und 54 Jahre alt und litten weder an Osteoporose noch an

einer Hiiftkopfnekrose.

2.1.2. MhMSCs

Die Isolierung und Kultivierung von mhMSCs aus dem Hiiftkopf erfolgte nach einem
Protokoll von Haynesworth et al. (1992) und einer Modifikation von N&th et al.
(2002b). Unter sterilen Bedingungen (Sicherheitswerkbank, Abzug, sterile Handschuhe)
wurden aus dem Knochenmark der Schenkelhilse der Hiiftk6pfe 5 ml Spongiosa mit
einem scharfen Loffel kiirettiert und in ein steriles Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach
Zugabe von 20 ml mhMSC-Medium (siehe Materialien) wurden die Spongiosa-
stiickchen 2 min gevortext, 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und anschlieend der
Uberstand bestehend aus Medium und Fett mit einer Glaspasteurpipette abgesaugt. Zu
dem Pellet, bestehend aus Spongiosastiickchen und herausgelosten Knochenmarkzellen
wurden 10 ml mhMSC-Medium gegeben, 2 min gevortext und das Medium mit den
herausgelosten Zellen mit einer 10 ml Spritze und einer 18 Gauge Kaniile in ein steriles
50 ml Zentrifugenr6hrchen iiberfiihrt. Dieser Vorgang zum Herauslosen der
Knochenmarkzellen aus den Spongiosastiickchen wurde insgesamt fiinfmal wiederholt
bis die ausgewaschenen Spongiosastiickchen gelblich-weif8 erschienen. Die gewonnene
Knochenmarkzell-Suspension wurde 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das gewonnene rote Zellpellet in 20 ml mhMSC-Medium suspensiert.
Nach der Zellzdhlung in der Neubauer Zahlkammer mit Hilfe von Trypanblau wurden
60-70 Millionen Zellen pro 150 cm? Zellkulturflasche in je 20 ml mhMSC-Medium
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ausplatiert und unter Standard-Zellkulturbedingungen (37 °C, 5% COz2) kultiviert. Nach
2 Tagen wurden die nicht adhirenten Zellen abgesaugt. Die adhérenten mhMSCs
wurden dreimal mit PBS gewaschen und 10-14 Tage in mhMSC-Medium bis zu einem

subkonfluentem Stadium kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte jeden dritten Tag.

2.1.3. BhMSCs

Die bhMSC-Explantatkultur wurde nach einem Protokoll angefertigt, welches erstmals
von Robey und Termine (1985) beschrieben und von Sinha et al. (1994) modifiziert
worden war. Nachdem 5 ml Spongiosa fiir die Isolierung von mhMSCs kiirettiert
worden waren (siehe 2.1.2.), wurden trabekulidre Knochenfragmente mit einem scharfen
Loffel aus den Hiiftkdpfen gewonnen. Die Knochenfragmente wurden in 5 ml Kiivetten
iberfihrt, mit mhMSC-Medium aufgefiillt, mit einer Schere zerkleinert (5
min/Kiivette), fiinfmal mit Medium gewaschen, erneut zerkleinert (3 min/Kiivette) und
dreimal mit mhMSC-Medium gewaschen. Die zerkleinerten Knochenfragmente wurden
fiir die Kollagenaseverdauung in eine Spinner flask mit mhMSC-Medium (250 ml) und
Kollagenase XI (50 mg) transferiert und im Brutschrank auf einem Magnetriihrer fiir 3-
4 Stunden inkubiert, bis unter dem Lichtmikroskop kein zelluldres Material an der
Knochenoberfliche mehr sichtbar War. Das Medium wurde abgesaugt, die Knochen-
fragmente in 50 ml Zentrifugenrghrchen iiberfiihrt und extensiv mit PBS gewaschen.
Pro 150 cm? Zellkulturflasche wurden 1 ml der Knochenfragmente in 20 ml bhMSC-
Medium (siche Materialien) mit einer niedrigeren Calzium-Konzentration ausplatiert
und unter Standard-Zellkulturbedingungen (siehe 2.1.2.) kultiviert. Der Mediumwechsel
erfolgte jeden dritten bis vierten Tag. Nach 3 Wochen wurden die Knochenfragmente
abgesaugt und die aus den Explantaten herausgewachsenen adhirenten Zellen zehn
Tage in mhMSC-Medium bis zu einem subkonfluenetem Stadium kultiviert. Der

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.
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Zur Isolierung und Kultivierung verwendete Materialien:

MhMSC-Medium: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Ham's F12, DMEM/F12,
(PAA, Linz, E15-813), 10% FBS: Fetales Kilberserum (GIBCO BRL, Darmstadt,
10270-106), 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz/Osterreich, P11-010), 50 pg/ml L-
Ascorbat-2-Phosphat (Sigma, Seelze, A-8960)

BhMSC-Medium: DMEM/F12 (Appli Chem, Darmstadt, A190,500-SA), 200 mM L-
Glutamin (PAA, Linz, M11-004), 10% FBS (GIBCO BRL, Darmstadt, 10270-106), 1%
Penicillin/Streptomycin  (PAA, Linz/Osterreich, P11-010), 50 pg/ml Ascorbat-2-
Phosphat (Sigma, Seelze, A-8960)

Phosphate Buffered Saline (PBS) Dulbecco 99,55g/1 Aqua bidest (Biochrom, Berlin,
L182-50)

Dampfsterilisator (H+P, OberschleiBheim, 400E)

Sicherheitswerkbank Klasse IT (Heraeus, Hanau, HS 15)

Abzug (Waldner, Wangen, 1500)

Pipettierhilfe (Braun, Melsungen, Accujet)

Brutschrank (Heraeus, Hanau, 37 °C, 95% 02, 5% CO2)

Labofuge (Heraeus, Hanau, 400R)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Karlsruhe, G 560)

Wasserbad (GFL, Burgwedel, 37 °C)

150 cm? Zellkulturflasche (TPP, Tresadingen/Schweiz, 90151)

50 ml Zentrifugenrdhrchen (Sarstedt, Niirnbrecht)

Neubauer Zdhlkammer (Marienfeld, Lauda-Konigshofen)

Trypanblau (Sigma, Seelze, Trypan Blue Solution 0,4%, T-8154)

10 ml Spritze (Dispomed, Gelnhausen, Ecoject)

Einmal-Injektionskaniile (Braun, Melsungen, Sterican Gr.1)

5 ml Kiivetten (Wheaton/USA, v-vials)

Kollagenase X1 (Sigma, Seelze, C9407)

Material zum Steril-Filtrieren der in mhMSC-Medium geldsten Kollagenase XI: 25 ml
Erlenmeyerkolben (Schott, Mainz), 50 ml Spritze (Becton Dickinson, Heidelberg, Luer-
Lok), Filter (Schleicher und Schuell, Diiren, Gebrauchsfertige Filtereinheit Rotrand FI
02)
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1000 ml Spinner flask und Magnetriihrer (Schott, Mainz)
Lichtmikroskop (Zeiss, Jena, Axiovert 25)

2.2. Isolierung und Kultivierung von Zellen aus peripherem Nervengewebe

Die Isolierung und Kultivierung von Zellen aus peripherem Nervengewebe erfolgte

nach zwei verschiedenen Methoden:

Erste Methode:

Der bei einer Oberschenkelamputation gewonnene Nervus ischiadicus wurde in 1 mm
groBe Stiicke zerkleinert und mit in mhMSC-Medium geloster Kollagenase XI fiir eine
Stunde (bei 37 °C , 5% CO2) verdaut. AnschlieBend wurden die Nervenstiicke in 150
e Zellkulturflaschen mit mhMSC-Medium  ausgesdt. Nachdem  Zellen
herausgewachsen waren, wurden die Nervenstiicke entfernt.

Die so gewonnenen adhérenten Zellen wurden mit Trypsin vom Boden abgeldst und in
75 em? Zellkulturflaschen (je 1 Mio.) bzw. 2-Well Chamber Slides (20 000 pro Well) in
mhMSC-Medium kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte jeden dritten Tag.

Nach einer Woche wurde aus den Zellkulturflaschen die RNA isoliert (siehe 2.5.1.) und
die Zellen in den Chamber Slides (ISC Bio Express, Kaysville/USA, Lab-Tek Chamber
Slide, Permanox, 2-wells, 177429) fixiert (siche 2.4.2.).

Zweite Methode:

Eine Explantatzellkultur vom Nervus thoracicus longus wurde uns freundlicherweise
von Dr. S. Kall aus der Klinik fiir Plastische-, Hand- und Wiederherstellende Chirurgie
der medizinischen Hochschule Hannover itberlassen. Dort erfolgte die Zellisolierung
nach der von Shen verdffentlichten Methode (Shen et al., 2001), mit der das extensive
Auswachsen von Fibroblasten eingeschrénkt werden kann.

Kultiviert wurden die Zellen in Melanocyte Growth Medium (PromoCell, Heidelberg,
MGM, C-24010). Der Mediumwechsel erfolgte jeden dritten Tag.

Wie bei der Zellkultur vom Nervus ischiadicus wurde nach einer Woche die RNA
isoliert (siehe 2.5.1.) bzw. die Zellen fixiert (siche 2.4.2).
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2.3. Differenzierung von hMSCs

HMSC (mhMSCs und bhMSCs) wurden im subkonfluenten Stadium mit 0,1% Trypsin/
EDTA (5 ml/Flasche, 5 min) von der 150 cm? Zellkulturflasche abgeldst und im 50 ml
ZentrifugenrShrchen 5 min bei 1400 U/min zentrifugiert. Nach der Zellzihlung in der
Neubauer Zghlkammer wurden 200 000 Zellen pro 75 cm? Zellkulturflasche (fur RNA-
Isolierung) bzw. 20 000 Zellen pro Well in Chamber Slides (fiir Immunhistochemie) mit
mhMSC-Medium ausgesit und fiir 24 Stunden kultiviert.

Weitere Materialien:

Trypsi/EDTA 0,1% (PAA, Linz, L11-004)
75 cm? Zellkulturflasche (TPP, Tresadingen/Schweiz, 9076)

2.3.1. Differenzierung in Nervenzellen

Fur die neurogene Differenzierung wurden die wie unter 2.3. ausgesdten Zellen
zundchst fiir 24 Stunden in einem neurogenen Pradifferenzierungsmedium und
anschlieBend fiir 6 Tage in einem neurogenem Differenzierungsmedium kultiviert
(Woodbury et al., 2000).

Als Kontrollen dienten zum einen Zellen die fiir 24 Stunden (siche 2.3.) vor der
neurogenen Differenzierung und zum anderen Zellkulturen die iiber den Zeitraum der

neurogenen Differenzierung (7 Tage) in mhMSC-Medium kultiviert wurden.

Neurogenes Prddifferenzierungsmedium:

DMEM (GIBCO BRL, Darmstadt, 41965-039), 20% FBS (GIBCO BRL, Darmstadt,
10270-106), 1 mM 2-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt, 1.15433), 1% Penicillin/
Streptomycin (PAA, Linz/Osterreich, P11-010)

Neurogenes Differenzierungsmedium.



DMEM (GIBCO BRL, Darmstadt, 41965-039), 10% FBS (GIBCO BRL, Darmstadt,
10270-106), 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz/Osterreich, P11-010), 2% DMSO:
Dimethylsulfoxid (Appli Chem, Darmstadt, A 3672,0250), 200 pM BHA: Butylated
Hydroxyanisole (Sigma, Seelze, B-1253), 25 mM KCl: Kaliumchlorid (Roth, Karlsruhe,
6781.1), 2 mM Valproat (Sigma, Seelze, P-6273), 10 uM Forskolin (Sigma, Seelze, F-
6886), 1 uM Hydrocortison (Sigma, Seelze, H-8757), 5 pg/ml Insulin (Sigma, Seelze, I-
6634)

2.3.2. Differenzierung in Schwann-Zellen

Die Differenzierung der ausgesiten hMSCs in Schwann-Zellen erfolgte fiir 6 Tage im
Schwann-Zell-Differenzierungsmedium nach Lobsinger et al. (2001).
Als Negativkontrolle wurden hMSCs fiir 6 Tage in mhMSC-Medium kultiviert.

Schwann-Zell-Differenzierungsmedium:

DMEM (GIBCO BRL, Darmstadt, 41965-039), 10% FBS (GIBCO BRL, Darmstadt,
10270-106), 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz/Osterreich, P11-010), 20 pM
Forskolin (Sigma, Seelze, F-6886)

2.4. Histologische und immunhistochemische Analysen

2.4.1. Kryoschnitte vom peripheren Nerven

Humane Nervenstiicke des Nervus ischiadicus bzw. Nervus thoracicus longus wurden
im Rahmen von Oberschenkelamputationen (Orthopidische Klinik, Konig-Ludwig-
Haus, Universitit Wiirzburg) und plastisch-chirurgischen MaBinahmen (Klinik fiir
Plastische-, Hand- und Wiederherstellende Chirurgie, Medizinische Hochschule
Hannover) gewonnen. Die Nervenstiicke wurden in 50 ml Zentrifugenrdhrchen 24
Stunden in Formalin (4%) und 24 Stunden in Saccharose (20%) gewaschen und in

Probenbehéltern mit Tissue-tek bei —20 °C eingefroren.
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Am Kryostat wurden 12 pm dicke Quer- bzw. Langsschnitte angefertigt, auf Objekttra-
ger transferiert, iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieend bis zur

immunhistochemischen Aufarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.
Material:

Formalin (Appli Chem, Darmstadt, A0823,2500)

Saccharose (Merck, Darmstadt, 1.07687.1000)

Probenbehilter (Hartenstein, Wiirzburg, Probenbehilter aus Polyéthylen PR10)
Tissue-tek (Sakura, Zoeterwoude/Holland, 4583)

Gefrierschrank (Bosch, Albstadt)

Kryostat (Microm, Walldorf, HM 500 0M)

Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Objekttriger Super Frost)

2.4.2. Himalaun-Eosin Firbung

Die Fixierung der in Chamber Slides ausgesdten Zellen bzw. der Nervenschnitte er-
folgte fiir 10 Minuten in Aceton. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit Hamalaun
nach Mayer (10 min). Danach Wﬁrden die Zellen bzw. die Gewebeschnitte gespiilt
(Aqua dest., 10 min unter flieBendem warmen Leitungswasser, Aqua dest.), 1 min mit
Eosin (1%) gegengefirbt, erneut gespiilt (Aqua dest.), in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (80%, 100%) entwissert und vor dem Eindecken mit Entelan zweimal je 5

min mit Xylol behandelt.

Material:

Aceton (Appli Chem, Darmstadt, CA 10)

Hémalaun nach Mayer: 1 g Hiamatoxylin (Merck, Darmstadt, 4302) in 1000 ml Aqua

dest. gelost, 0,2 g NaJO3 (Sigma, Seelze, S4007), 50 g chemisch reines Kalialaun
(Appli Chem, Darmstadt, Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat A 4396,1000), nach
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Umrithren blauviolette Farbe, 50 g Chloralhydrat (Merck, Darmstadt, 2425), 1g
Zitronensdure (Merck, Darmstadt, 1.00244.1000), nach Umriihren rotviolette Farbe
Eosin G (Merck, Darmstadt, 15935)

Ethanol (Merck, Darmstadt, 1.00983.1000)

Xylol (Merck, Darmstadt, 1.08685.2500)

Entelan (Merck, Darmstadt, 1.07961.0100)

Deckgldser (Hartenstein, Wiirzburg)

Farbekiivetten aus Glas (Schott, Mainz)

2.4.3. Immunhistochemie

Die fixierten Zellen (s. 2.4.2.) wurden dreimal mit Tris-Puffer gewaschen und iiber
Nacht mit dem gegen ein bestimmtes Zellantigen gerichteten Primdrantikérper
(Verdiinnung mit BSA 0,5%) in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert.

Am néchsten Tag wurde dreimal mit Tris-Puffer gewaschen, 30 min mit dem gegen den
Primérantikdrper gerichteten Peroxidase-konjugierten Sekundirantikirper behandelt,
erneut dreimal gewaschen und schlieBlich 30 min mit einem Peroxidase-konjugierten
Tertidgrantikorper inkubiert. Sekundér- bzw. Tertidirantikorper wurden 1:50 mit 30%
humanem Frischplasma der Blutgruppe AB und 70% PBS verdiinnt. Die jeweilige
Inkubation erfolgte in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

AnschlieBend wurde dreimal mit Tris-Puffer gewaschen, die Objekttrager in PBS
gestellt, je 2 min mit den in Aqua dest. gelosten DAB Peroxidase Tabletten inkubiert
und wieder zuriick in PBS gestellt. Nach dreimaligen Waschen mit Aqua dest. wurde
eine Kernfirbung mit Hamalaun nach Mayer durchgefiihrt (5 min Firbung, 15 min
flieBend wissern). Die Objekttriiger wurden in Aqua dest. gestellt und der Reihe nach
mit verfliissigter Glycerol-Gelatine eingedeckt. Zusitzlich wurden Farbungen mit
Serum gleichen Proteingehalts anstelle des Primérantikorpesr als Negativkontrollen
durchgefiihrt.
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Material:

Primdrantikiorper :
AntikSrper Verdinnung
Rabbit anti-Neurofilament M (NF-M), 145 kD: polyklonal, 1gG 1:100

(Chemicon International Inc., Temecula/USA, AB1987)

Mouse anti-Neuron Specific Enolase (NSE): monoklonal, IgG 1:100
(DPC Biermann, Bad Nauheim, BM151)

Mouse anti-Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP): monoklonal, IgG 1:200
(Sigma, Seelze, G3893)

Rabbit anti-Tau: polyklonal, IgG 1:100
(Chemicon International Inc., Temecula/USA, AB15 12)

Rabbit anti-S-100: polyklonal, IgG 1. 80
(Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle/U.K., NCL-S100p)

Mouse anti-Peripheral-Myelin-Protein 22kD (PMP-22): monoklonal, IgM|  1:500
(Upstate Biotechnology, Biomol, Hamburg, 05-622)

Sekundcir-/Tertidrantikorper (alle Peroxidase-konjugiert):

Antikérper

Goat anti-rabbit IgG (Caltag Laboratories, Wedel, L42007)

Rabbit anti-mouse IgG (DAKO, Hamburg, P0161)

Goat anti-mouse IgG/IgA/IgM (Rockland, Kéln, 610-103-130)

Tris-Puffer: 6,057 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris (Merck, Darmstadt,
1.08382.1000), 8,010 g Natrumchlorid (Merck, Darmstadt, 1.06404.1000) ad 1 Liter
Aqua dest., pH= 7,4

pH-Meter (MTW, Wesel, ino Lab)

Feuchte Kammer: Metallkiste mit Deckel, ausgelegt mit nassen Tiichern

Bovine Serum Albumin, BSA (0,5%) (Amersham, Freiburg, RPN 412)
3,3’-Diaminobenzidine (DAB) Peroxidase Tabletten (Sigma, Seelze, Tablet Sets, DAB
Peroxidase Substrat, D-4168)

Glycerol-Gelatine (Sigma, Seelze, GG-1)
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2.4.4. Immunfluoreszenz

Nach der Fixierung (s. 2.5.2.) wurden die Objekttréger dreimal fiinf min mit PBS ge-
waschen und iiber Nacht mit dem Primérantikorper (Verdiinnung in BSA 0,5%) in der
feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Am zweiten Tag wurde erneut in PBS ge-
waschen (3x 5 min) und mit dem gegen den Primérantikorper gerichteten FITC-konju-
gierten Sekunddrantikorper (Verdiinnung mit PBS, lichtgeschiitzt) fiir eine Stunde be-
handelt (feuchte Kammer, Raumtemperatur). AnschlieBend wurde mit PBS gewaschen

(3x 5 min) und in FITC-Guard Medium (Testog Inc. Department, A/05) eingedeckt.
Primdrantikorper:
Rabbit anti-S-100 (s. 2.4.3.)

Mouse anti-Peripheral-Myelin-Protein 22 kD (s. 2.4.3.)

Sekunddrantikorper: alle Fluorescein-Isothiozyanat (FITC)-konjugiert

Antikérper

Goat anti-Rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch , West-Grove/USA, 111-095-144)|

Goat anti-Mouse IgM (Rockland, Kéln, 610-1207)

Die Dokumentation der histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse erfolgte
mit Hilfe von Mikroskop (Axioskop, Zeiss) und Computer (Programme: Image Pro
Plus, Chromophor Analysen Technik GmbH, Duisburg; Photoshop, Adobe, USA).

2.5. RNA-Isolierung und RT-PCR-Analysen

2.5.1. RNA-Isolierung

Die Zellkulturen wurden mit PBS gewaschen und RNA wurde mit dem RNeasy Kit
isoliert. Die Zellen wurden mit RLT-Puffer (1 ml) und 2-Mercaptoethanol (10 pl)

lysiert, mit dem Zellschaber vom Boden der Flaschen abgelost und in 15 ml

Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurde 1 ml Ethanol 70% dazupipettiert,
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mit der Pipette homogenisiert und jeweils 700 pl auf ein RNeasy Saulchen im 2 ml
SammelrShrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (15 s, 10 000 U/min). Das Zentrifugat
wurde abgekippt und der letzte Schritt so oft wiederholt bis sich die komplette RNA auf
dem Sdulchen befand. Das Siulchen wurde mit 700 pl RWI-Puffer durch
Zentrifugieren (15 s, 10 000 U/min) gewaschen, auf ein neues 2 ml Sammelréhrchen
gesetzt und mit 500 pl RPE-Puffer (15 s, 10 000 U/min) gewaschen. Es wurde erneut
500 pl RPE-Puffer auf das Séulchen pipettiert und dessen Gelmembran durch
zweimaliges Zentrifugieren (2 min, dann 1 min bei maximaler Geschwindigkeit)
getrocknet. Zum Eluieren wurde das S#ulchen auf ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefifl
transferiert, 40 pl RNase-freies Wasser direkt auf die RNeasy-Gelmembran pipettiert
und 1 min bei 10 000 U/min zentrifugiert. AbschlieBend wurde die Menge der eluierten

RNA im Photometer gemessen.
Material:

RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, 74106): RLT-Puffer, RNeasy Séulchen, 2 ml
Sammelréhrchen, RW1-Puffer, RPE-Puffer, RNase-freies Wasser

2 Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt, 1.15433)

Zellschaber (TPP, Tresadingen/Schweiz, 24 cm, 9902)

15 ml ZentrifugenrShrchen (Sarstedf, Niirnbrecht)

Reaktionsgefile (Eppendorf, Hamburg, 1,5 ml)

Ethanol (Merck, Darmstadt, 1.00983.1000)

Photometer (Eppendorf, Hamburg, Bio Photometer 6131)

Tischzentrifuge (Heraeus, Hanau, Biofuge pico)

2.5.2. c¢DNA-Synthese

Es wurden stets gleiche RNA-Mengen (500 ng) eingesetzt. Die RNA wurde jeweils auf
13 ul mit RNase-freiem Wasser im 1,5 ml Reaktionsgefi auf Eis verdiinnt. Zu jeder
Probe wurde 1 pl Oligo dT pipettiert, 10 min bei 70°C inkubiert und anschlieBend fiir 5
min auf Eis gestellt. Unterdessen wurde ein Master-Mix aus 5x-Puffer (4 ul pro Probe),
dNTP-Mix (1ul pro Probe) und Reverse Trankriptase RT (1pl pro Probe) angefertigt,
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gevortext und anschlieBend jeweils 6 ul der Mischung auf die anzentrifugierten Proben
pipettiert. Diese wurden eine Stunde bei 42°C inkubiert und die synthetisierte cDNA

schlieBlich mit je 30 pl sterilem Aqua dest. verdiinnt.
Material:

Oligo dT (Promega, Mannheim, 500pg/ml, C1 10A)

5x-Puffer (Promega, Mannheim, M-MLV RT 5x Buffer MS531A)

dNTP-Mix (Promega, Mannheim, PCR Nucleotide Mix 10mM, C1145)

Reverse Transkriptase, RT (Promega, Mannheim, M-MLV RT RNase H(-)Point
Mutant, M 368C)

Heizblock (Grant Boeckel BBA)

2.5.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurden 1 ul ¢cDNA (bei Nestin 2 pl), Master-Mix (1l
dNTP-Mix, 3 pl 10x- PCR-Puffer, 2,5 Units Taq DNA Polymerase, 22,5 ul bzw. bei
Nestin 21,5 pl steriles Aqua dest.) und 2 pl Primer-Mix in ein 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefil pipettiert und anschlieBend die jeweiligen Genabschnitte bei ent-
sprechenden Bedingungen im PCR-Cycler vervielfiltigt.

Die Proben wurden bei 94°C 3 min denaturiert, gefolgt von 22-40 Zyklen (Aktin 22
Zyklen, EF 1a 22 Zyklen, Nestin 40 Zyklen, NSE 35 Zyklen, NF-M 40 Zyklen, GFAP
40 Zyklen, MPZ 40 Zyklen, PMP 22 40 Zyklen) mit 94°C 1 min (Denaturierung), 1 min
Annealing (Aktin 54°C, EF la 54°C, Nestin 57°C, NSE 55°C, NF-M 56°C, GFAP
53°C, MPZ 53°C, PMP 22 53°C) und 1 min 72°C (Extension). AbschlieBend folgten 5
min bei 72°C und Abkiihlung auf 4°C. Zyklenzahl und Annealing-Temperatur wurden
fir jedes Primerpaar separat ausgetestet, um die hochstmogliche Sensitivitdt und

Spezifitit der Reaktion zu erreichen.
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Verwendete Primer (alle von MWG-Biotech AG, Ebersberg):

Gen Primersequenz: sense/antisense Produkt- | Pos-Pos |Datenbank-
grofe (bp) eintrag

Interne Kontrolle

Aktin 5" - CGGGAAATCGTGCGTGACAT - 3° 711 689-708 [NM_001101
5" - GAACTTTGGGGGATGCTCGC - 3° 1400-1381

EF la 5" - AGGTGATTATCCTGAACCATCC - 3 234 [1077-1098| BCO18641
5'- AAAGGTGGATAGTCTGAGAAGC -3 1311-1290

iIStammzell-Marker

[Nestin 5'- GAGAGGGAGGACAAAGTCCC - 3° 197  ]4513-4532| X65964
5'- TCCCTCAGAGACTAGCGCAT - 3° 4710-4691

INeurogene Marker

INSE 5'- CCCAGAACTTCCCTGATTGA - 3° 295 11634-1653]NM_001975
5"~ AAGTGGAAGACACGTGGGAC - 3 1929-1910

INF-M 5'- AAGGAAGTAACCCAGAGTGACTAAG - 3| 445  [2728-2752 INM_005382
5'- ATTGCAAACTGTGCATGTCAACGAG - 3 3173-3149,

GFAP 5'- CTGTTGCCAGAGATGGAGGTT - 3 382 |1678-1698|NM_002055
5"- TCATCGCTCAGGAGGTCCTT - 3' 2060-2041

Myelin-Marker

MPZ 5'- ATCCTCTGCCCTTACACCCATGAC - 3 229 |1258-1281|NM_000530)
5°- CACTCCCTGACCTATGAGGATCC - 3° 1487-1465

PMP 22 5'- GCTTGTGGCATTGGCATACTTG - 3 295 |1280-1301|NM_000304
5’- GAAAATGTGGGAGTGATGAAGG - 3 1575-1555

Material:

0,2 ml PCR-ReaktionsgefiB mit Deckel (Hartenstein, Wiirzburg, RK 02)
Master-Mix: dNTP-Mix (s. 2.5.2.), 10x PCR-Puffer (Amersham, Freiburg, 10x
Konzentrat), Taqg DNA Polymerase (Amersham, Freiburg, Cloned for PCR, 5 U/pl),

Aqua dest.

Primer-Mix: Die jeweiligen sense- und antisense-Primer (Losungsvolumen: 1000

pmol/ul) wurden im Verhiltnis 1:1:8 mit Aqua dest. verdiinnt.
PCR-Cycler (Biozym, Hessisch Oldendorf, MJ Research PTC-200 Peltier Thermal

Multi Cycler)
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2.54. Gelelektophorese

Die PCR-Produkte (15 pl) wurden nach Zugabe von DNA loading buffer 10x (1,5 ul)
im Agarosegel (1%) in der Gelelektophoresekammer bei 130 V nach ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt und mit Hilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Ein
externer Marker (5 pl eines 100 bp Markers) diente zur Kontrolle. Anschlieend

erfolgte die densitometrische Auswertung und Photodokumentation.
Material:

DNA loading buffer 10x: 30% Glycerol 3 ml, 0,1M EDTA pH = 8,0 2 ml, 1% SDS 1ml,
0,25% Bromphenolblau 5 mg, 0,25% Xylene Cyanol 5 mg, Aqua dest. 4 ml

Agarosegel (1%): 1 g Agarose (Roth, Karlsruhe, Agarose GTQ 6352.4), 100ml TBE-
Puffer (s. unten), 5 pl Ethidiumbromid (GIBCO BRL, Darmstadt, Ethidium Bromide
Solution 10 mg/ml, 15585-011) wurden in der Mikrowelle (Panasonic 800 W) erhitzt, in
die Gelelektrophoresekammer (Roth, Karlsruhe, MIDI Horizontale Gelelektrophorese-
kammer mit Kamm) gegossen und dort 30 min getrocknet.

TBE-Puffer: 108 g Trisbase (Merck, Darmstadt, Tris(hydroxymethyl)aminomethan
1.08382.1000), 55 g Borsdure (Merck, Darmstadt, 1.00165.1000), 40 ml EDTA 0,5 M
(Fluka, Deisenhofen, 03700) pH = 8,0, ad 1000 ml Aqua dest.

100 bp Marker (Peqglab, Erlangen, 100bp DNA-Leiter Plus 25-2020)

Consort Electrophoresis power supply (Sigma, Seelze, , E 835, 230 V, 50/60 Hz)
Densitometer (LTF, Wasserburg, Darkroom with camera support for table, Programm:
Biocapture)

Computerprogramm: Photoshop (Adobe, USA)

2.5.5. Sequenzierung

Zur Kontrolle der Identitdt der PCR-Produkte erfolgte die Sequenzierung entweder
direkt aus dem PCR-Produkt oder aus der eluierten Bande.
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Die Gelelution erfolgte mit Hilfe eines Gel Elutions-Kits: Die Bande wurde aus dem
Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnitten und in 60 ul Gelauflssepuffer mindestens
20 min bei 50°C inkubiert (alle 3 Minuten wurde gemischt, um die Gelauflssung zu
gewidhrleisten). AnschlieBend wurde der Ansatz in ein Zentrifugensdulchen im 2 ml
WaschgefiBl pipettiert und 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Das Séulchen wurde in
ein neues 2 ml WaschgefiB tiberfiihrt, mit 700 pl Waschpuffer L2 beladen, 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und 1 min bei 13 000 U/min zentrifugiert. Um den restlichen
Waschpuffer zu entfernen, wurde erneut 1 min zentrifugiert. Zur Elution der DNA
wurde das Zentrifugensdulchen in ein 1,5 ml Auffanggefil iiberfiihrt, direkt in die Mitte
des Siulchens 50 pl warmer TE-Puffer aufgetragen, 1 min bei Raumtemperatur
inkubiert und 2 min bei 13 000 U/min zentrfugiert.

Material:

Gel Elutions-Kit (Quiagen, Hilden, MiniElute Gel Extraction Kit, 28606): Zentri-
fugationssdulchen, 2 ml WaschgefiB, 1,5 ml AuffanggefiiB, Gelauflgsepuffer L1,
Waschpuffer L2, TE-Puffer

Die DNA aus Geleluat bzw. PCR-Prudukt wurde zuniichst auf Auto seq-Sdulchen mit
Waschgefil pipettiert und durch Zentrifugieren (3 min, 6 000 U/min) gereinigt.
Anschliefend erfolgte der PCR-Ansatz aus gereinigter DNA (11 pl), Enzymmix (8ul)
und dem entsprechenden sense- oder antisense-Primer (1 pl). Die PCR wurde unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 94°C fiir 3 min (Denaturierung), 25 Zyklen bei
94°C fiir 30 sek (Denaturierung), 50°C fiir 1 min (Annealing), 60°C fir 1 min
(Extension); abschlieBend 72 °C fiir 5 min und Abkiihlung auf 4°C.

Das neue PCR-Produkt wurde mit Hilfe von Auto seq-Sdulchen gereinigt (s. oben). Zur
gereinigten Probe wurden 8,1 pl 3M Na-acetat pH=4,6, 60 ul Aqua dest. und 220 pl
Ethanol (100%) pipettiert, gevortext und 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Probe
zentrifugiert (10 min, 13 000 U/min), der Uberstand abgekippt und in der Speed vac 10
min getrocknet. Die ,trockene® Probe wurde in 25 ul TSR-Puffer aufgenommen, in 0,5
ml Zentrifugenréhrchen mit Deckel tiberfiihrt, 3 min bei 94 °C denaturiert und auf Eis
gestellt. Nach der erfolgten Sequenzierung wurden die Ergebnisse mit Hilfe der

Internet-Datenbank von NCBI ausgewertet bzw. kontrolliert.
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Material:

Auto seq-Saulchen (Amersham, Freiburg, Auto Seq G-50, 27 5340-03)

Waschgefif (Hartenstein, 2 ml Reaktionsgefil ohne Deckel RK20)

Enzymmix (Applied Biosystems, Darmstadt, Big Dye Terminator, Cycle Sequencing,
Ready Reaction, 4303152)

3M Na-acetat pH 4,6: 49,22 g Na-acetat, wasserfrei (Merck, Darmstadt, 6268) in 200 ml
Aqua dest. 16sen, pH 4,6 mit Essigsiure (Merck, Darmstadt, 2500) einstellen

Speed vac (Savant Instruments Inc., Farmingdale/USA, SC 110)

0,5 ml Zentrifugenrshrchen (Applied Biosystems, Darmstadt, ABI PRISM Genetic
Analyzer 0,5 ml Sample Tubes, 401957) mit Deckel (Applied Biosystems, Darmstadt,
ABI PRISM Genetic Analyzer Septa for 0,5 ml Sample Tubes, 401956)

Sequenzer (Applied Biosystems, Darmstadt, 310 Genetic Analyzer; Programm: ABI
PRISM 310 Collection)

Internet-Datenbank von NCBI (www.ncbi.com)

2.6. FACS-Analysen von hMSCs

Die bis zu einer Konfluenz von 80% expandierten und noch unpassagierten mhMSCs
bzw. bhMSCs wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturflasche gelost, in
50 ml Tubes bei 1400 U/min 5 min zentrifugiert und in der Neubauer Zzhlkammer
gezahlt. Fiir jede Probe wurden ca. 500 000 Zellen in 1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt,
2 min bei 2 000 U/min zentrifugiert und anschlieBend in 50 ul PBS fiir 20 min mit dem
Anti-kdrper (5 ul CD133) im Dunkeln auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimal mit PBS (500 pl) gewaschen, in 500 pl PBS aufgenommen und in FACS-
Reagenzrohrchen pipettiert. Die F ACS-Analysen erfolgten in Kooperation mit Professor

Dr. med. Tony, Medizinischen Poliklinik der Universitit Wiirzburg.
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Material:

Antikorper: CD133 Fluorescein Isothiocyanat, FITC (R&D Systems, Wiesbaden,
FABI1133F)

FACS-Reagenzrohrchen (Hartenstein, Wiirzburg, Reagenzrohrchen aus Polystyrol REO
3)

FACS-Gerit (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Heidelberg)

3. Ergebnisse

3.1. Differenzierung von hMSCs in Nervenzellen

3.1.1.  Morphologie

Die fiir 24 Stunden im mhMSC-Medium kultivierten undifferenzierten mhMSCs bzw.
bhMSCs zeigten die fiir mesenchymale Stammzellen typische, Fibroblasten-zhnliche
Morphologie (Abb. 3A und D). Nach etwa acht Tagen erreichten sie ein konfluentes
Stadium (Abb. 3B und E). Im Verlauf der neurogenen Differenzierung zeigten beide
Zelltypen eine deutliche Reduktion der Proliferation und erreichten im Vergleich zu
undifferenzierten Zellen nach acht Tagen keine Konfluenz (Abb. 3C und F). Weiterhin
fand eine Verinderung der Zellmorphologie statt. Die meisten Zellen erschienen kleiner
und hatten typischerweise lange Fortsitze (bi-, multipolar), die sich teilweise mehrfach
verzweigten (Abb. 4A-D). Der Zellk6rper wurde zunehmend sphérisch und ,refraktiv-,
zum Teil fand sich v.a. perinuklesr scholliges Zytoplasma, welches an die fiir
Nervenzellen charakteristische Nissl-Substanz erinnerte. Einige Zellen behiclten ihre

Stammzell-ghnliche Morphologie.
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Abb. 3: Representative phasenkontrastmikroskopische Darstellung der Morphologie von undifferenzier-
ten und neurogen differenzierten mhMSCs bzw. bhMSCs. Undifferenzierte mhMSCs (A ) bzw. bhMSCs
(D), die subkonfluent ausgesit und fiir einen Tag kultiviert worden waren, zeigten eine homogene Fibro-
blasten-ghnliche Morphologie. Die iiber den Zeitraum der neurogenen Differenzierung in mhMSC-
Medium (8. Tag) kultivierten mhMSCs (B) bzw. bhMSCs (E) erreichten ein konfluentes Stadium.
Neurogen differenzierte mhMSCs (C) bzw. bhMSCs (F) erreichten nach acht Tagen keine Konfluenz.
A-C in 20-, D-F in 10-facher VergréBerung.

Abb. 4: Phasenkontrastmikroskopische Aufhahmen von neurogen differenzierten bhMSCs in 20-facher
VergroBerung. Typische Neuronen-shnliche bi- (A) bzw. multipolare (B, C) Zellen mit zum Teil
scholligem Zytoplasma (B, C) und langen interagierenden Zellfortsitzen (D).
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3.1.2. Immunhistochemie

Zur Beurteilung der Expression neurogener Marker auf Protein-Ebene wurden hMSCs
von vier Patienten verwendet. Es wurden jeweils mhMSCs und bhMSCs isoliert und
anschlieBend wie beschrieben sechs Tage neurogen differenziert. Als undifferenzierte
Zellen dienten stets die fiir 24 Stunden im mhMSC-Medium ausgesidten hMSCs. Fiir
jeden Primérantikorper wurde zunichst die optimale Konzentration ermittelt.
Immunhistochemische Untersuchungen zeigten keinen Effekt der Differenzierung auf
die Expression des neurogenen Markers NF-M. Bei sechs Differenzierungen
exprimierten bereits die undifferenzierten hMSCs (3x mhMSCs, 3x bhMSCs) NF-M;
nach der sechstigigen Differenzierung war keine weitere Expressionszunahme
erkennbar (Abb. 5A, B, G und H). Bei zwei Differenzierungen (1x mhMSCs, 1x
bhMSCs) war die Firbung vor und nach der Differenzierung negativ.

Die Differenzierung hatte auferdem keinen reproduzierbaren Effekt auf die Expression
des Astrozytenmarkers GFAP. Zweimal waren die mhMSCs, einmal die bhMSCs vor
und nach der Differenzierung negativ. Dreimal waren die bhMSCs vor und nach der
Differenzierung positiv. Bei einer der Differenzierungen fand sich dagegen eine
Expressionsabnahme (mhMSCs); bei einer anderen eine Zunahme von GFAP nach der
Differenzierung (mhMSCs). Da anhand dieser Untersuchungen sowohl fiir
undifferenzierte als auch fiir neurogen differenzierte Stammzellen keine einheitliche,
reproduzierbaren Aussagen {iber die Expression von GFAP gemacht werden kénnen,

wurde auf eine Abbildung der Immunhistochemie verzichtet.
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Abb. 5: Representative Darstellung immunhistochemischer Untersuchungen: NF-M-positive
undifferenzierte (A, G) bzw. differenzierte (B, H) mhMSCs bzw. bhMSCs; NSE-negative undifferen-
zierte (C, I) bzw. NSE-positive differenzierte (D, J) mhMSCs bzw. bhMSCs; tau-negative undifferen-
zierte (E, K) bzw. tau-positive differenzierte (F, L) mhMSCs bzw. bhMSCs. 20-fache VergréBerung.

Es zeigte sich jedoch immer eine Expressionszunahme des neurogenen Markers NSE
(Abb. 5C, D, I und J). Siebenmal wurde NSE bereits von den undifferenzierten hMSCs
(4x bhMSCs, 3x mhMSCs) leicht exprimiert; einmal fand sich keine Expression
(mhMSCs) vor der Differenzierung. Nach der Differenzierung zeigten mhMSCs und
bhMSCs immer eine Zunahme der Expression von NSE; besonders stark firbte sich der
Zellkorper von Zellen mit typischer neuronaler Morphologie (Abb. 5D und J).

AuBerdem fand sich bei sieben von acht Differenzierungen (4x mhMSCs, 3x bhMSCs)
eine starke Expressionszunahme des neurogenen Markers tau (microtubule associated
protein T, MAPT) (Abb. 5E, F, K und L), der bei den undifferenzierten hMSCs nur
leicht (3x bhMSCs, 2x mhMSCs) oder gar nicht (2x mhMSCs) exprimiert wurde. Nach
der neuronalen Differenzierung waren sowohl die Zellkorper als auch die Fortsdtze der
Zellen stirker gefirbt. Bei einer bhMSC-Isolierung fand sich vor und nach der

Differenzierung keine Expression von tau auf Protein-Ebene.
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3.1.3. RT-PCR-Analysen

Zur Genexpressionsanalyse dienten undifferenzierte und differenzierte mhMSCs bzw.
bhMSCs von flinf Patienten.

Fir die beiden Kontrollgruppen (siehe 2.3.1.) erfolgte die RNA-Isolierung der
undifferenzierten mhMSCs bzw. bhMSCs sowohl nach 24 Stunden als auch nach einer
Kultivierung von insgesamt 8 Tagen im mhMSC-Medium. Im Vergleich der
unterschiedlich lange im mhMSC-Medium kultivierten mhMSCs bzw. bhMSCs zeigte
sich kein Unterschied in der Expression der verwendeten Marker (Nestin, NSE, NF-M,
GFAP) nach 24 Stunden bzw. nach 7 Tagen auf der RNA-Ebene.

Bei neun von zehn Differenzierungen (4x mhMSCs, 5x bhMSCs) zeigte sich eine
Zunahme des bei den undifferenzierten hMSCs nur leicht exprimierten neurogenen
Differenzierungsmarkers NSE (Abb. 6). Lediglich bei einer Differenzierung (mhMSCs)
fand sich vor und nach der neurogenen Differenzierung eine gleichbleibende NSE-
Expression.

Bei sechs Differenzierungen (3x mhMSCs, 3x bhMSCs) fand sich eine Expressions-
abnahme von NF-M. Dagegen fand sich bei vier weiteren Differenzierungen (2x
mhMSCs, 2x bhMSCs,) eine gleichbleibende NF-M Expression (Abb. 6).

Die neurogene Differenzierung zeigte keinen reproduzierbaren Effekt auf die Gen-
expression von GFAP. Einmal fand sich vor und nach der Differenzierung keine
Expression (bhMSCs), dreimal eine gleichbleibende Expression (1x mhMSCs, 2x
bhMSCs) (Abb. 6), dreimal eine Zunahme (2x mhMSCs, 1x bhMSCs) und dreimal eine
Abnahme (2x mhMSCs, 1x bhMSCs).

Eine Expressionsabnahme des ZNS-Stammzellmarkers Nestin nach der Differenzierung
fand sich zweimal bei den bhMSCs. Hier zeigten die jeweiligen undifferenzierten
bhMSCs sehr schwache Banden, die nach der Differenzierung nicht mehr detektierbar
waren. Bei den restlichen Differenzierungen (5x mhMSCs, 3x bhMSCs) fand sich
sowohl bei den undifferenzierten als auch bei den differenzierten hMSCs keine
Expression von Nestin, weshalb auf eine Abbildung verzichtet wurde.

Das ,,housekeeping“-Gen Aktin diente als interne Kontrolle.
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Abb. 6: Typisches Genexpressionsmuster von mhMSCs und bhMSCs vor und nach neurogener
Differenzierung: Der Vergleich von undifferenzierten (nach einem bzw. nach 8 Tagen) und neurogen
differenzierter mhMSCs bzw. bhMSCs zeigte eine Expressionszunahme von NSE, eine
Expressionsabnahme von NF-M und eine gleichbleibende Expression von GFAP vor und nach der
Differenzierung. Das housekeeping“-Gen Aktin diente als Kontrolle.

3.1.4. FACS-Analysen von undifferenzierten hMSCs

Zur FACS-Analyse dienten undifferenzierte, unpassagierte mhMSCs und bhMSCs von
drei Patienten. Berechnet wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung von je
drei Messungen.

Die Analysen zeigten, dass mhMSCs zu 99,18% (Standardabweichung 0,27) und
bhMSCs zu 98,96% (Standardabweichung 0,06) negativ fir das von neurogenen
Stammzellen exprimierte Oberfléchenantigen CD133 sind (Abb. 7).
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Abb. 7: FACS-Analysen von undifferenzierten, unpassagierten mhMSCs (A) und bhMSCs (B).

3.2, Histologie vom peripheren Nerven

Zur Darstellung der Morphologie wurde von den 12 pm dicken Lings- und Quer-
schnitten des Nervus ischiadicus bzw. Nervus thoracicus longus zunichst eine
Hémalaun-Eosin Farbung angefertigt (Abb. 8).

Die mit dem Schwann-Zell-Marker S 100 durchgefiihrte Immunfluoreszenz firbte das
charakteristischerweise um die einzelnen Axone liegende Zytoplasma der Schwann-
Zellen (Abb. 9).

Mit Hilfe des Myelin-Markers PMP 22 konnten in der Immunhistochemie selektiv die
von den Schwann-Zellen gebildeten Myelinscheiden einzelner Axone sichtbar gemacht
werden (Abb.10).
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Abb. 8: Himalaun-Eosin Firbung zur Darstellung der Morphologie eines peripheren Nerven im Langs-
(A, C) und Querschnitt (B, D) in 10- (A, B) bzw. 20-facher (C, D) VergréBerung.

Abb. 9: Immunhistochemie eines peripheren Nerven im Querschnitt: Darstellun

g von Myelinscheiden
(<) einzelner Axone mit PMP 22 in 10- (A) bzw. 20-facher (B) VergroBerung.
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Abb. 10: Immunfluoreszenz eines peripheren Nerven im Querschnitt in 10- (A, B) bzw. 20-facher (C, D)
VergroBerung: Darstellung der um die einzelnen Axone liegenden Schwann-Zellen (B, D) durch S 100;
links (A, C) die entsprechenden Negativkontrollen (ohne Primérantikorper).

3.3. Zellkultur vom peripheren Nerven

3.3.1. Morphologie

Die aus dem peripheren Nerven herausgewachsenen Zellen bildeten mit ihren zahl-
reichen langen Fortsitzen ein regelrechtes Netzwerk. Es fanden sich bipolare, spindel-
fSrmige Zellen mit zwei von einem ,refraktiven* ovaldren Zellkorper ausgehenden
langen Fortsitzen. Andere Zellen dagegen waren multipolar mit mehreren (3-6)
Zellfortsitzen (Abb. 11).

Mit Hilfe der zweiten Isolierungsmethode konnte das extensive Fibroblastenwachstum
gegeniiber der ersten Isolierung vom N. ischiadicus eingeschrinkt werden. Dennoch
zeigten sich auch bei der Zellisolierung aus dem N. thoracicus longus einzelne grofe,

flache fibroblastire Zellen.
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Abb. 11: Himalaun-Eosin Firbung zur Darstellung der Morphologie von aus dem Nervus thoracicus
longus herausgewachsenen Zellen, 20-fache VergréBerung: bipolare Zellen (*) und multipolare Zellen (<)
bilden mit ihren Fortsitzen ein Netzwerk; vereinzelt finden sich groBe, flache Fibroblasten (+).

3.3.2. Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz zeigten die isolierten Zellen keine Expression des peripheren
Mpyelinproteins 22 (nicht dargestellt). Die fortsatzreichen Zellen firbten sich jedoch
kriftig mit dem Schwann-Zell-Marker S 100. Die Fibroblasten dagegen blicben
ungefirbt (Abb.12).
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Abb. 12: Immunfluoreszenz, S 100: Zellen aus dem Nervus thoracicus longus in 20- (A, B), 63- (C) und
100-facher (D) VergroBerung exprimierten den Schwann-Zell-Marker S 100.

3.3.3. RT-PCR

Sowohl die aus dem Nervus ischiadicus als auch die aus dem Nervus thoracicus longus
isolierten Zellen zeigten neben einer starke Expression von PMP 22 kréftige Banden fiir
MPZ (Myelin Protein Zero), dem Hauptprotein des kompakten Myelin (Abb. 13).

3.4. Differenzierung von hMSCs in Schwann-Zellen

3.4.1. Morphologie

Die fiir sechs Tage im Schwann-Zell-Differenzierungsmedium kultivierten Zellen pro-

liferierten langsamer als die wihrend dieser Zeit mit mhMSC-Medium behandelten

Zellen. Die differenzierten hMSCs waren im Gegensatz zu den undifferenzierten
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flachen Fibroblasten-shnlichen Stammzellen meist spindelfsrmig und zeigten eine fiir

Schwann-Zellen typische fischzugartige Ausrichtung.

3.4.2. Immunhistochemie

Zur Beurteilung der Expression von Schwann-Zell-Markern auf Protein-Ebene dienten
mhMSCs bzw. bhMSCs von vier Patienten, die wie beschrieben sechs Tage mit dem
Schwann-Zell-Differenzierungsmedium behandelt wurden. Die als Kontrolle dienenden
undifferenzierten Zellen wurden wihrend dieser Zeit im mhMSC-Medium kultiviert.
Bei allen Differenzierungen fand sich sowohl bei den undifferenzierten als auch bei den
differenzierten mhMSCs bzw. bhMSCs keine Expression von PMP 22 (Abb. 13).
Dagegen zeigte sich bei vier Differenzierungen (2x mhMSCs, 2x bhMSCs) eine kriftige
Expressionszunahme des Schwann-Zell-Markers S 100 (Abb. 14). Die Farbungen der
undifferenzierten Zellen waren zweimal negativ und zweimal leicht positiv. Die
differenzierten Zellen firbten sich besonders stark.

Bei vier weiteren Differenzierungen fand sich keine Expression von S 100 bei un-

differenzierten und differenzierten Zellen (nicht dargestellt).

bhMSCs SC

PMP 22

G

Abb. 13: Representative Darstellung der Immunhistochemie (20-fache VergrsBerung): bhMSCs vor (A)
und nach (B) der Differenzierung zeigten keine Expression von PMP 22.
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mhMSCs
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Abb. 14: Representative Dartellung der Immunhistochemie: differenzierte mhMSCs (B) bzw. bhMSCs
(D) zeigten eine Expressionszunahme von S 100 gegeniiber den undifferenzierten mhMSCs (A) bzw.
bhMSCs (C). Differenzierte Zellen zeigten eine fiir Schwann-Zellen typische fischzugartige Ausrichtung
(B, D). A, B in 10- C, D in 20-facher VergroBerung.

3.43. RT-PCR

Zur Genexpressionsanalyse dienten undifferenzierte (sechs Tage mhMSC-Medium) und
differenzierte (sechs Tage Schwann-Zell-Differenzierungsmedium) hMSCs. MhMSCs
wurden von sieben Patienten und bhMSCs von vier dieser sieben Patienten isoliert.

Es zeigte sich bei neun der elf Differenzierungen (6x mhMSCs, 3x bhMSCs) eine
starke Expressionszunahme (Abb. 15) des von den undifferenzierten Zellen nur
schwach exprimierten  peripheren Myelinprotein  22. Lediglich bei zwei
Differenzierungen (1x mhMSCs, 1x bhMSCs) fanden sich bei differenzierten und
undifferenzierten Zellen gleich starke Banden fiir PMP 22.

Auch bei der Expression von MPZ konnte in den meisten Fillen (5x mhMSCs, 1x
bhMSCs) nach der Differenzierung eine Zunahme des bei den undifferenzierten Zellen
ebenfalls nur sehr schwach exprimierten Markers festgestellt werden (Abb. 15).
Dagegen fand sich bei den undifferenzierten Zellen keine Expression von MPZ (2x
mhMSCs, 3x bhMSCs), waren auch die differenzierten Zellen negativ.
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Das , housekeeping“-Gen Aktin diente als Kontrolle.

5 o)
& &
= ) i
9 R
= 5 5
3 H :
- 8 5]
w 5 5
z g @ g 2
Aktin 711 bp
MPZ 229 bp
rvr22 [y 295 bp

mhMSCs bhMSCs

Abb. 15: RT-PCR: Vom Nervus thoracicus longus isolierte Zellen exprimieren die Myelinmarker MPZ
und PMP 22. Der Vergleich von undifferenzierte (1. Tag) und differenzierter mhMSCs bzw. bhMSCs
(SC) zeigte eine Expressionszunahme von MPZ und PMP 22 nach der Differenzierung. Das ,house-
keeping“-Gen Aktin diente als Kontrolle.

4. Diskussion

4.1. Methodische Uberlegungen

Die Isolierung der hMSCs erfolgte wie bereits erwihnt nach mehrfach beschriebenen
Protokollen. MhMSCs wurden aus Knochenmarkaspiraten und Hiiftkopfen nach dem
Kriterium der Adhirenz in der Zellkulturflasche aus Plastik gewonnen (Caplan, 1991;
Pittenger et al., 1999). Untersuchungen von Lodie et al. (2002) konnten zeigen, dass
swischen unterschiedlich isolierten mhMSCs (Kultivierung adhérenter Zellen,
,Magnatic Bead“ selection mit CD105+, CD45- oder GlyA-) kein Unterschied
hinsichtlich Morphologie, Expansionsféhigkeit in vitro, Oberflichenantigenexpression
und Differenzierungspotential besteht. Die bhMSC-Explantatzellkulturen wurden
anschlieBend aus dem trabekuléren Knochen der Hiiftkdpfe wie unter 2.1.3 beschrieben
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gewonnen (Robey und Termine, 1985; Sinha et al, 1994). Um mogliche
Einflussfaktoren zu minimieren, wurden mhMSCs und bhMSCs stets von den selben
Patienten isoliert. Aulerdem litt keiner der Patienten an Osteoporose oder avaskulirer
Nekrose und alle waren jiinger als 60 Jahre. Dennoch kann eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch die Varianz des Patientenalters (zwischen 8 und 54 Jahren) nicht
ausgeschlossen werden. Es ist bekannt, dass der Prozentsatz von mhMSCs im
Knochenmark im Laufe des Alters sinkt (Caplan et al.; 1997). Eigene Beobachtungen
zeigten auch eine wesentlich geringere Proliferationsrate von Zellen ilterer Patienten.
Weiterhin konnte sich das Alter auch auf die Genexpression und das Differenzierungs-
potential von hMSCs auswirken. Hierzu liegen jedoch widerspriichliche Studien vor.
MhMSCs wurden fiir 10 Tage im mhMSC-Medium, einem Wachstumsmedium mit
10% FCS, L-Ascorbat-2-Phosphat und Penicillin/Streptomycin zur Vermeidung einer
bakteriellen Kontamination, bis zu einem subkonfluentem Stadium kultiviert. BAMSCs
wurden zunichst im bhMSC-Medium kultiviert, welches sich vom mhMSC-Medium
durch einen niedrigeren Calciumgehalt unterscheidet. Nachdem die bhMSCs aus den
Knochenstiicken herausgewachsen waren, wurden die trabekuliren Knochenfragmente
abgesaugt und die Zellen ebenfalls im mhMSC-Medium fir 10 Tage kultiviert.
AnschlieBend an die zehntigige Kultivierung im mhMSC-Medium wurden die bisher
unpassagierten mhMSCs bzw. bhMSCs zur Differenzierung ausgesit und mit dem
jeweiligen Differenzierungsmedium behandelt. Mit Hilfe dieses standardisierten
Vorgehens sollte versucht werden, vergleichbare Ausgangsbedingungen zwischen den
beiden Stammzellarten bzw. den verschiedenen Isolierungstechniken zu schaffen.

Fiir die neurogene Differenzierung wurden die Zellen subkonfluent ausgesit (Woodbury
et al., 2000), um geniigend Raum fiir die Ausbildung neuritenartiger Zellfortsitze zu
lassen aber auch eventuelle Zell-Zell-Interaktionen zwischen den Stammzellen zu
ermdglichen.

Bei der Auswahl des neurogenen Differenzierungsmediums wurden die Ergebnisse
erster Studien zur neurogenen Differenzierung von mhMSCs in vitro verglichen und
letztlich die Differenzierung nach Woodbury et al. (2000) als am effektivsten erachtet.
Im Differenzierungsmedium nach Woodbury et al. (2000) zeigten mehr als 50% der

Zellen (von Ratten bzw. Menschen) die Morphologie einer Nervenzelle, und bereits
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nach flinf Stunden exprimierten sie verschiedenste neuronale Marker (wie z.B. NSE,
NF-M, tau, NeuN und trkA) auf Proteinebene.

Bei der von Sanchez-Ramos et al. (2000) verdffentlichten neurogenen Differenzierung
mit BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) und all-trans-Retinsdure dagegen
zeigten lediglich 0,2-5% der mhMSCs (von Méausen bzw. Menschen) die Morphologie
von Nervenzellen. Die Differenzierung bewirkte einen Expressionsanstieg von NeuN
(neuronales Kernprotein) auf Proteinebene nach sieben Tagen. BDNF, ein u.a. von
Nervenzellen produzierter neurotropher Faktor, wird zur Differenzierung humaner
neuronaler Vorlduferzellen in reife Nervenzellen in vitro verwendet (Uchida et al.,
2000). Retinsdure induziert u.a. die Differenzierung embryonaler und neuronaler
Stammzellen in Nervenzellen (Bain et al., 1995; Takahashi et al, 1999). AuBerdem
reguliert Retinsdure die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren wie MASH1
oder NeuroD, die fiir eine friihe neuronale Determination verantwortlich sind, und sie
fihrt zur erhohten Reaktionsfihigkeit der Zellen gegeniiber neurotrophen Faktoren
(Johnson et al., 1992; von Holst et al., 1995; Takahashi et al., 1999).

Eine Differenzierung mit dbcAMP (Dibutyryl-zyklisches-Adenosylmonophosphat) und
IBMX (Isobutylmethylxanthin) zeigte nach sechs Tagen bei 25% der mhMSCs eine
neuronale Morphologie und den Anstieg von NSE, trkA und Vimentin im Western blot
(Deng et al., 2001). IBMX, ein Phosphodiesteraseinhibitor, und dbcAMP, ein cAMP-
Analogon, fiihren zu einer Verlﬁngemng der Zellfortsitze (Moore et al., 1996) und
konnen iiber eine intrazellulire cAMP-Erhdhung die Zellproliferation verringern und
beispielsweise Prostatatumorzellen in neuroendokrine Zellen differenzieren (Bang et al.,
1994). Eine erhohte cAMP-Konzentration scheint auch bei der Regeneration des ZNS
von entscheidender Bedeutung zu sein (Song et al., 1997).

Das in dieser Arbeit verwendete neurogene Prédifferenzierungsmedium nach Woodbury
(2000) bestand aus DMEM, einer erhdhten Serumkonzentration von 20%, 2-Mercapto-
ethanol und Penicillin/Streptomycin. Die antioxidativen Eigenschaften von 2-Mercapto-
ethanol, die das Uberleben von Neuronen in vitro sichern (Ishii et al., 1993), kénnten
teilweise flir die neuronale Induktion verantwortlich sein. Der genaue Mechanismus
durch den 2-Mercaptoethanol die neuronale Differenzierung induziert ist jedoch unklar
(Woodbury et al., 2000). Nach 24 Stunden folgte das neurogene Differenzierungs-
medium aus DMEM, Dimethylsulfoxid (DMSO), Butylated Hydroxyanisole (BHA),
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10% FBS, Forskolin, Valproat, Hydrocortison, Insulin, KC1 und Penicillin/Streptomycin
(Woodbury et al., 2000) fiir 6 Tage. Die Serumreduktion erklirt die sphérische und
wrefraktive Morphologie der differenzierten Zellen. Sowohl DMSO als auch BHA
alleine fiihren zum Wachstum neuritenartiger, langer Zellfortsitze. In der Addition der
verwendeten Konzentrationen (2% DMSO, 200 UM BHA) scheint der Effekt
hinsichtlich der neuronalen Morphologie am effektivsten zu sein (Woodbury et al.,
2000). Neuste Verdffentlichungen fiihren die morphologischen Verdnderungen der
mMSCs nicht auf eine zelluliire Differenzierung, sondern auf die zellulire Toxizitit von
BME, DMSO, BHA und das serumfreie Medium zuriick (Lu et al., 2004; Neuhuber et
al,, 2004). Lu et al. beschrieben identische Verdnderungen nach der Inkubation mit
anderen chemischen Stressoren wie Triton X, Tween, extremen pH-Werten oder nach
massiv erhéhten NaCl-Konzentrationen bei mMSCs sowie bei verschiedenen anderen
Zellen ohne typische Stammzelleigenschaften. Im Rahmen der Differenzierung mit dem
von Woodbury et al verwendeten Differenzierungsmedium beobachteten Lu et al. kein
neues Wachstum neuritenartiger Fortsdtze, sondern lediglich eine massive
Zellschrumpfung, aus welcher letztlich das Zuriickbleiben einiger feiner Zellfortsiitze
resultierte.

Forskolin ist in der Lage axonale Signale nachzuahmen und iiber einen cAMP-Anstieg
die Reaktionsfihigkeit der Zellen auf Wachstumsfaktoren zu erhdhen (Dezawa et al.,
2001). Valproat, eine verzweigte Fettsdure, fiihrt, vergleichbar der Wirkung
neurotropher Faktoren, tiber die Aktivierung von ERKs (extrazellulire Signale
regulierendene Kinasen) zur neuronalen Zelldifferenzierung und sichert Uberleben und
Plastizitit von Nervenzellen (Yuang et al., 2001). Alle weiteren Substanzen (Hydro-
cortison, Insulin, KCl und Penicillin/Streptomycin) des Differenzierungsmediums
gelten als Bestandteile normaler Wachstumsmedien und dienen lediglich dem Uber-
leben der Zellen. Sie sind folglich nicht fiir die neurogene Differenzierung der Zellen
verantwortlich.

Eine weitere beschriebene neurogene Differenzierung von mhMSCs mit der
Kombination von Forskolin und Retinsdure fiihrte lediglich zu einer Induktion der
Expression von B-Tubulin auf Protein-Ebene (Lodie et al., 2002).

Auch neuere Differenzierungsmedien mit bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)

scheinen nicht effektiver zu sein als das in dieser Arbeit verwendete Medium nach
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Woodbury et al. (2000) (Kim et al., 2002; Jiang et al., 2002a und 2002b). FGF (bFGF,
FGF-2) dient als Mitogen flir mhMSCs und humane osteoblastire Zellen und trégt
durch die Aktivierung von MAP- (Mitogen-Activated Protein) Kinasen zum Wachstum
und zur Differenzierung von Zellen bei (Chaudhary und Avioli, 1997). Auflerdem
ermdglicht FGF die Kultivierung und Expandierung von NSCs in einem undifferen-
zierten Stammzellstadium; erst nach der Entfernung von FGF differenzieren NSCs in
Neurone und Gliazellen (McKay, 1997; Villa et al., 2000; Gage et al., 2000).
Verglichen mit alleine in BDNF und all-trans-Retinsdure differenzierten mMSCs (von
Miusen), zeigten mMSCs, die fiir zwei Wochen zusammen mit fetalen Neuronen aus
dem Mesenzephalon und Striatum von Ratten kultiviert wurden waren, eine mindestens
doppelt so grofle Anzahl an NeuN positiven Zellen (Sanchez-Ramos et al., 2000).
Neben zahlreichen Erfolgen bei der Transplantation undifferenzierter mMSCs im
Tiermodell unterstiitzt diese Studie die Hypothese, dass Zell-Zell-Kontakte und die
Kommunikation iiber Wachstumsfaktoren und Zytokine zwischen Neuronen und
mMSCs eine wichtige Rolle fiir die Differenzierung von mMSCs spielen. Die mit
Neuronen kultivierten mMSCs zeigten jedoch keine Expression von MAP-2, einen fiir
reifere Nervenzellen typischen Marker, was durch die zu kurze Inkubationszeit erklirt
werden kénnte (Sanchez-Ramos et al., 2000). Im Rahmen einer neueren Arbeit gelang
es Nestin exprimierende mMSCs durch eine Kutivierung zusammen mit Neuronen des
Kleinhirns in erregbare, Nervenzell-dhnliche Zellen zu differenzieren (Mislet-
Gendebien et al., 2005).

Vor kurzem wurde die spontane Zellfusion als mogliche Erkldrung fiir die Stammzell-
plastizitit angefiihrt (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002). Tatsdchlich ist der
Fusionsprozefl mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 zu einer Million sehr ineffizient und
deshalb lediglich von untergeordneter Bedeutung (Mezey et al., 2003). Im Rahmen
dieser Arbeit, bei der ausschlieflich hMSCs, die niemals zusammen mit gewebe-
spezifischen oder embryonalen Stammzellen kultiviert worden waren, zur Differen-
zierung verwendet wurden, kann eine Beeintrichtigung der Ergebnisse durch spontane
Zellfusion v6llig ausgeschlossen werden.

Bei der Priiparation der Zellen vom peripheren Nerven besteht v.a. die Schwierigkeit in
der Reinheit der Zellkultur (Boutry et al., 1992). Auch in dieser Arbeit konnte selbst bei

der verbesserter Isolierungstechnik (Shen et al., 2001) eine Kontamination mit Fibro-
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blasten nicht vollstindig vermieden werden. MhMSCs und bhMSCs dagegen
représentieren zu liber 95% eine phénotypisch homogene Zellpopulation und zeigen wie
bereits unter 1.1.1. erwédhnt eine nahezu einheitliche Expression bestimmter Ober-
flichenantigene (Pittenger et al., 1999; Vogel et al., 2003). AuBBerdem konnen mhMSCs
und bhMSCs aufgrund ihrer hohen Proliferationsrate in vitro beliebig vermehrt werden.
Bei der Zellisolierung vom peripheren Nerven besteht dagegen das Problem, eine fiir
eine Transplantation ausreichend groe Anzahl von Schwann-Zellen zu gewinnen. Aus
einer kleinen Nerven-biopsie kann lediglich eine geringe Menge an adulten Schwann-
Zellen isoliert werden, die sich in vitro kaum expandieren lassen (Boutry et al., 1992).
Deshalb wurden bereits mehrere immortalisierte Schwann-Zell-Linien entwickelt
(Boutry et al., 1992; Lobsinger et al., 2001).

Es ist bekannt, dass adulte Schwann-Zellen vermutlich aufgrund autokriner
,Uberlebenskreisldufe“ im Gegensatz zu Schwann-Zell-Vorlduferzellen auch ohne
Kontakt zu Axonen in vitro iiberleben (Meier et al., 1999; Mirsky et al., 2002). Bei
diesen Zellen kommt es jedoch zu einer Dedifferenzierung, d.h. zu einer Anderung von
Morphologie und Genexpression, die zu einer Regression in der Entwicklung der
adulten Schwann-Zelle fiihrt. Es resultiert neben einer Drosselung der Myelin-
produktion eine fiir unreife Schwann-Zellen typisch starke Expression von N-CAM
(Neural Cell Adhesion Molecule, neuronales Zell-Adhidsionsmolekiil) und NGF-Rezep-
toren. Proliferation, Sekretion veréchiedener neurotropher Faktoren und Dedifferen-
zierung der Schwann-Zellen bilden in vivo die Basis der Nervenregeneration. In vitro
lasst sich beispielsweise bereits nach einer Woche eine massive Expressionsabnahme
sémtlicher Myelinmarker feststellen (Brockes et al., 1980; Mirsky et al., 2002). Durch
eine Kultivierung zusammen mit Nervenzellen oder mit Hilfe von Serum und For-
skolin, was iiber einen cAMP-Anstieg zur Nachahmung axonaler Signale fiihrt, kann
eine Redifferenzierung mit Hochregulation simtlicher Myelinmarker erreicht werden
(Boutry et al., 1992; Jessen und Mirsky, 1992; Lobsinger et al., 2001, Mirsky et al.,
2002).

Die Differenzierung von mhMSCs bzw. bhMSCs in Schwann-Zellen erfolgte fiir 6 Tage
im Schwann-Zell-Differenzierungsmedium aus DMEM, FCS, Forskolin und Penicillin/
Streptomycin. Forskolin diente u.a. zur Differenzierung von Schwann-Zell-Vorldufer-

zellen der Ratte in reife Myelin-bildende Schwann-Zellen (Lobsinger et al., 2001). Uber
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einen Anstieg von cAMP und die Stimulation der Expression von Wachstumsfaktor-
rezeptoren erhoht Forskolin die Reaktionsfihigkeit der Zellen auf Mitogene und
neurotrophe Faktoren (Dezawa et al., 2001). AuBerdem kénnen mit Forskolin axonale
Signale nachgeahmt werden, die bei Schwann-Zell-Vorliuferzellen zu einer
Expressionszunahme von S100 und Myelingenen (Oct-6, MPZ, PMP22) fiihren (Lemke
und Chao, 1988; Monuki et al., 1989; Tayler et al., 1995; Lobsinger et al., 2001).

Zur Charakterisierung bzw. zum Vergleich von undifferenzierten und differenzierten
hMSCs dient neben der Beschreibung der Zellmorphologie v.a. die Expressionsanalyse
hinsichtlich verschiedener fiir bestimmte Zellen spezifischer Marker.

In der vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe von RT-PCR-Analysen Aussagen iiber die
Expression auf RNA-Ebene gemacht werden. Analysen auf Protein-Ebene erfolgten
mittels Immunhistochemie bzw. Immunfluoreszenz. Diese verwendeten Methoden
lieferten jedoch lediglich semiquantitative Ergebnisse und ermdglichten deshalb keinen
konkreten quantitativen Vergleich zwischen undifferenzierten und differenzierten
Stammzellen. AuBerdem erfolgten keine funktionellen und elektrophysiologischen
Beurteilungen der Zellen. Kim et al. (2002) konnten in mit FGF und Retinséure
differenzierten mhMSCs mit Hilfe der Patch-clamp Technik kein Aktionspotential
nachweisen. Bisher fehlen jedoch weitere Aussagen iiber die Funktionalitit neurogen
differenzierte hMSCs in vitro. Im Rahmen erster Tierversuche konnten mit einem
Schwann-Zell-Differenzierungsmedium behandelte Knochenmarksstammzellen von der
Ratte bereits erfolgreich zur Regeneration und Myelinisierung des Nervus ischiadicus
eingesetzt werden (Dezawa et al., 2001; Tohill et al., 2004).

4.2 Zuverlissigkeit neurogener Marker

Fir die Charakterisierung einer Nervenzelle ben6tigt man eine Kombination mehrerer
Methoden, wie die Beschreibung der Anatomie und des Phinotyps, elektrophysio-
logische Untersuchungen und den Nachweis, dass die Zellen die Fahigkeit besitzen,
nach einer Transplantation die fiir Nervenzellen typischen funktionellen synaptischen

Verbindungen wiederherstellen zu konnen.

50



Zellen, die aus neuronalem Gewebe oder NSCs hervorgehen, werden auch ohne den
Beweis mittels dieser verschiedenen Techniken cher als Nervenzellen angesehen als
neurogen differenzierte Zellen eines nicht neuroektodermalen Ursprungs.

Bei der Charakterisierung neurogen differenzierter hMSCs, von denen urspriinglich
angenommen wurde, dass sie lediglich in Zellen, die aus dem Keimblatt des Mesoderms
hervorgehen, differenzieren kénnen, ist es deshalb besonders wichtig, durch eine
Kombination der erwihnten Methoden die Zellen moglichst genau zu beschreiben.

Im Verlauf der 6-tagigen neurogenen Differenzierung zeigte sich offensichtlich eine
Verdnderung der Zellmorphologie. Die meisten differenzierten Zellen erschienen
kleiner und bildeten lange, fiir Nervenzellen typische Zellfortsitze (bi-, multipolar) aus,
die sich teilweise mehrfach verzweigten. AuBerdem fand sich gelegentlich perinuklesr
gelegenes  scholliges  Zytoplasma. Neuere Veroffentlichungen flihren  diese
Verdnderungen auf die zellulidre Toxizitit des Differenzierungsmediums zuriick ( Lu et
al., 2004; Neuhuber et al., 2004).

Bei zahlreichen serumfreien Differenzierungsmedien bzw. Medien mit sehr geringer
Serumkonzentration, die eine Synchronisation der Zellen bewirken, kénnte die massive
Anderung der Morphologie aber auch lediglich einen »Zellkollaps* im Sinne von
Apoptose darstellen, der nach der Entfernung des Serums auf einen Mangel an Substrat
zuriickzufithren ist. Hierbei handelt es sich um ein bei vielen Zelltypen bekanntes
Phénomen (Svendson et al., 2001).

Die anatomische Beschreibung ist ein wichtiges und gefordertes Kriterium zur
Identifikation einer Nervenzelle. Eine reine anatomische Beurteilung birgt jedoch einige
Hindernisse: wie lange miissen die Axone sein und wie viele Dendriten muB eine Zelle
haben, um sie als Nervenzelle zu definieren? Kénnen andere Zellen diese Morphologie
imitieren (Svendson et al., 2001)?

Bei der Charakterisierung einer Nervenzelle ist es deshalb von entscheidender
Bedeutung neben der Anatomie auch die Gen- bzw. Proteinexpression der Zelle zu
analysieren. Zahlreiche Marker finden Verwendung zur Beschreibung einer Nerven-
zelle. Viele werden jedoch nur transient wihrend eines bestimmten Entwicklungs-
stadiums exprimiert. Andere »heuronale Marker“ werden nicht ausschlieBlich von
Nervenzellen, sondern auch von Zellen anderen Ursprungs exprimiert und kénnen daher

nicht als Zelltyp-spezifisch angesehen werden. Das Fehlen von exakt definierten
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neuronalen Markern stellt ein entscheidendes Problem bei der Charakterisierung einer
Nervenzelle dar und ist Grund zahlreicher aktueller Diskussionen.

Nestin, ein Intermediirfilament-Protein der Klasse IV, wird charakteristischer Weise
von neuroepithelialen und ZNS-Stammzellen sowie von unreifen Vorlduferzellen in
vivo und in vitro exprimiert (Hockfield und McKay, 1985; Frederikson und McKay,
1988; Lendahl et al., 1990). Sobald diese keinen Zellzyklus mehr durchlaufen und damit
zu adulten Nervenzellen heranreifen, kommt es zur Expressionsabnahme von Nestin,
wihrend andere Intermedirfilamente (z.B. die Neurofilamente) kompensatorisch nach
oben reguliert bzw. induziert werden (Reynolds und Weiss, 1992; Dahlstrand et al.,
1992; Davis und Temple, 1994). Daher gilt Nestin als Marker fiir NSCs.

Lediglich bei zwei der elf durchgefiihrten neurogenen Differenzierungen zeigten
undifferenzierten bhMSCs sehr schwache Banden fiir Nestin in der RT-PCR, die dann
nach der Differenzierung véllig verschwunden waren. Eine Expressionsabnahme von
Nestin beobachteten auch Woodbury et al. (2000) bei der neurogenen Differenzierung
von mMSCs der Ratte. Dieser Effekt konnte als Ubergang neurogener Stammzellen
bzw. von Stammzelle, die in der Lage sind Neurone hervorzubringen, in adulte Nerven-
zellen gewertet werden. Bei den restlichen Differenzierungen fand sich sowohl bei den
undifferenzierten als auch bei den differenzierten hMSCs keine Expression von Nestin
auf RNA-Ebene. v

Es ist jedoch zu erwihnen, dass Nestin w.a. auch von Astrozyten-Vorlduferzellen,
reaktiven Astrozyten und Muskelzellen exprimiert wird und daher nicht als alleiniges
Kriterium zur Identifizierung einer NSC gelten kann (Sejersen und Lendahl, 1993;
Clarke et al., 1994).

NF-M (Neurofilament Medium), ebenfalls ein Klasse IV Intermediérfilament, dient
haufig als Marker fiir adulte Neurone. Die Expression von NF-M wird assoziiert mit der
Ausbildung von Nervenzellfortsitzen und von der fiir adulte Nervenzellen charakteris-
tischen Morphologie (Carden et al., 1987).

Bei allen durchgefiihrten neurogenen Differenzierungen fand sich bereits bei den
undifferenzierten mhMSCs und bhMSCs, die eine fiir Stammzellen typische
Fibroblasten-ahnliche Morphologie zeigten und keine langen Nervenzellfortsitze hatten,
eine Expression von NF-M auf RNA-Ebene. Bei mehr als der Hilfte der neurogenen

Differenzierungen, folgte eine Expressionsabnahme von NF-M. Undifferenzierte Zellen,
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die NF-M lediglich miBig stark exprimierten, zeigte keine Veridnderung in der
Expressionsstirke nach der Differenzierung. Auch die durchgeflihrten immunhisto-
chemischen Untersuchungen konnten trotz der Entwicklung langer fiir Nervenzellen
typischer Zellfortsitze keinen Effekt der Differenzierung auf die Expression des
neurogenen Markers NF-M zeigen.

Woodbury et al. (2000) beobachteten dagegen keine Expression von NF-M bei
undifferenzierten mMSCs (von der Ratte) aber eine de novo Expression bei neurogen
differenzierten Zellen. Diese Ergebnisse konnten von Woodbury et al. mit einem
modifizierten neurogenen Differenzierungsmedium 2002 erneut bestétigt werden
(Woodbury et al., 2002). Auch Kim et al. (2002) beobachteten eine Expressions-
zunahme von NF-M nach einer Differenzierung mit FGF; hier fand sich aber bereits
auch eine leichte Expression bei undifferenzierten humanen Stammzellen. Bei der
Differenzierung von Deng et al. (2001) mit IBMX und dbcAMP zeigte sich bei
undifferenzierten und differenzierten mhMSCs keine Expression von NF-M auf Protein-
Ebene.

In einer ersten ausfiihrlichen Genexpressionsanalyse von undifferenzierten mhMSCs
zeigte sich die Expression von RNAs vieler verschiedener Zelltypen (Tremain et al.,
2001). Unter den neuronalen Markern wurde hier u.a. NF-H (Neurofilament Heavy), ein
weiteres Klasse IV Intennediérﬁlar_nent, angefiihrt, welches charakteristischer Weise
erst in einem sehr spéten Reifungsstadium, d.h. noch nach NF-L (Neurofilament Light)
und NF-M, von Neuronen exprimiert wird (Carden et al., 1987). Diese und die
vorliegende Arbeit zeigen, dass Neurofilamente nicht ausschlieilich von adulten
Nervenzellen exprimiert werden. AuBerdem scheint es von entscheidender Bedeutung
zu sein, zunichst die undifferenzierten Stammzellen genau auf die Expression sog.
neurogener Marker zu untersuchen und nicht einfach davon auszugehen, dass die
Expression eines neurogenen Markers nach der Differenzierung stets mit einer de novo-
Expression gleichzusetzen ist, wovon bei einigen verdffentlichten Differenzierungen
scheinbar ausgegangen wurde (Jiang et al., 2002a und 2002b).

Zusammenfassend l4sst sich sagen, dass in dieser Arbeit die Anderung der Morphologie
mit keiner Expressionsinderung von NF-M auf Protein-Ebene und in mehr als der

Hélfte der Fille sogar mit einer Expressionsabnahme auf RNA-Ebene einherging.
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GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein), ein Klasse III Intermedidrfilament, gilt als
klassischer Astrozyten-Marker und erméglicht damit eine Unterscheidung von
Astrozyten gegeniiber adulten Nerven- oder anderen Gliazellen (Eng et al., 1971).
Weiterhin findet sich auch eine Expression von GFAP bei neuroglialen Vorlduferzellen
(Doetsch et al., 1999; Laywell et al., 2000).

Bei den durchgefiihrten Differenzierungen zeigte sich bei mhMSCs und bhMSCs im
undifferenzierten Zustand eine Expression von GFAP auf RNA- und oftmals auch
bereits auf Protein-Ebene. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese von Woodbury et
al. (2002), dass es sich bei hMSCs um Neuroglia-Vorlduferzellen, d.h. um Stammzellen,
die in der Lage sind Nerven- und Gliazellen hervorzubringen, handeln konnte.

Die neurogene Differenzierung zeigte jedoch keinen reproduzierbaren Effekt auf die
Expression dieses Markers und ldsst daher keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich des
Differenzierungseffektes zu.

Deng et al. (2001) beschrieb keine Expression von GFAP vor und nach der
Differenzierung. Bei Sanchez-Ramos et al. (2000) dagegen waren undifferenzierte und
differenzierte mhMSCs positiv fiir GFAP. Woodbury et al. (2000) beobachteten keine
Expression von GFAP bei undifferenzierten und differenzierten Zellen und deuteten
deshalb den Effekt des Induktionsmediums als neurogene und nicht als Gliazell-
Differenzierung. In einer neueren Ver6ffentlichung von Woodbury et al. (2002)
dagegen waren die undifferenziénen Zellen positiv, die im neu modifizierten
Differenzierungsmedium kultivierten Zellen negativ fir GFAP auf Protein-Ebene.
AuBerdem beobachteten Woodbury et al. eine Expressionsabnahme von neuroD, einem
neuronalen Transkriptionsfaktor, der neben anderen neuronalen Genen (Aldolase C,
Syntaxin u.a.) von den undifferenzierten Zellen stark exprimiert wurde und bezeichnete
deshalb mMSCs (von der Ratte) ebenfalls als Neuroglia-Vorliuferzellen. Diese
Ergebnisse und die Expression von RNAs unterschiedlichster Zellinien lieen
Woodbury et al. (2002) vermuten, dass es sich bei den mMSCs nicht um
undifferenzierte, sondern eher um ,,multidifferenzierte” Stammzellen handelt, und dass
die neurogene Differenzierung eher eine quantitative Modulation der Genexpression als
ein einfaches An-/Abschalten Neuronen-spezifischer Gene ist.

NSE (Neuron Specific Enolase) ist ein Enzyme, das charakteristischer Weise sehr friih

inder Entwicklung von Nervenzellen exprimiert wird (Deng et al., 2001).
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Bei den durchgefiihrten neurogenen Differenzierungen fand sich meist bereits bei den
undifferenzierten hMSCs eine leichte Expression von NSE. Nach der Differenzierung
zeigten mhMSCs und bhMSCs dagegen stets eine sehr starke Expression auf RNA- und
Protein-Ebene. Diese Expressionszunahme von NSE, die mit der Verinderung der
Morphologie einherging, stimmt mit den von Woodbury et al. (2000), Deng et al.
(2001) und Suon et al. (2004) versffentlichten Daten iiberein und kann als Bestitigung
gewertet werden, dass es sich bei undifferenzierten mhMSCS um neuronale
Vorlduferzellen handelt, deren Gen- bzw. Proteinexpression des fiir unreife Nerven-
zellen typischen neuronalen Markers NSE durch die Inkubation im verwendeten
neuronalen Differenzierungsmedium nach oben reguliert werden kann. Lu et al. (2004)
fiuhrten die erhohte vor allem perinukledr lokalisierte Expression von NSE auf
Proteinebene nach der Differenzierung ebenso wie die verénderte Morphologie auf die
Zellschrumpfung und das kondensierte Zytoplasma zuriick und beschrieben eine
vergleichbare Expressionszunahme nach der Inkubation der Zellen mit Triton X, Tween
oder NaOH sowie bei mit einem Proteinsyntheseinhibitor vorbehandelten mMSCs. Die
mit bhMSCs angefertigten neuronalen Differenzierungen zeigten ebenfalls eine
Expressionszunahme von NSE und legen nahe, dass auch bhMSCs nicht auf die
Differenzierung in Zellen mesenchymale Ursprungs beschrinkt sind, sondern wie
bereits fiir mhMSCs gezeigt ein weitaus grofBeres Potential haben als urspriinglich
angenommen. .

Tau (microtubule associated protein T, MAPT) gilt als Marker fiir differenzierte
Nervenzellen und wird besonders in den neuronalen Zellfortsdtzen exprimiert
(Svendson et al, 2001). AuBerdem ist bekannt, dass tau bei einigen neuropatho-
logischen Lisionen, den sog. ,,Tauopathien®, im Zellkorper von Neuronen akkumuliert
und z.B. bei Morbus Alzheimer die fiir die Krankheit charakteristischen intrazelluliren
Fibrillen bildet (Poeck und Hacke, 2001; Buee et al., 2002).

Bei den durchgefiihrten neurogenen Differenzierungen fand sich sowohl bei mhMSCs
als auch bei bhMSCs eine starke Expressionszunahme von tau auf Protein-Ebene. Tau
wurde von den undifferenzierten Zellen gar nicht oder nur sehr leicht exprimiert.
Woodbury et al. (2000 und 2002) beobachteten eine de novo Expression von tau bei
neurogen differenzierten mMSCs der Ratte. Deng et al. (2001) dagegen fanden keine

Expression von tau vor bzw. nach der Differenzierung.
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Mégliche Erkldrungen fiir die angefiihrten unterschiedlichen Aussagen zur Expression
einiger Marker bei den undifferenzierten mMSCs, sind die Heterogenitét unter den
Spendern (Ratte-Mensch aber auch innerhalb einer Spezie), verschiedene Proliferations-
bzw. Passagestadien der verwendeten Zellkultur, unterschiedliche Isolierungstechniken
und der Einsatz verschiedener Proliferationsmedien mit bzw. ohne Wachstumsfaktoren.
Die Tatsache, dass bereits undifferenzierte hMSCs neurogliale Marker exprimieren
(Tremain et al., 2001; Woodbury et al., 2002, Suon et al., 2004; Tondreau et al., 2004,
Lu et al., 2004) konnte in dieser Arbeit flir mhMSCs bestitigt und erstmals auch fiir
bhMSC beobachtet werden. Das ldsst vermuten, dass es sich bei mhMSCs und bhMSCs
um Neuroglia-Vorlduferzellen handelt, die in der Lage sind in neuronale Zellen zu
differenzieren (Woodbury et al., 2002). Diese Behauptung wird gestiitzt von der
Expressionszunahme der neuronalen Marker NSE und tau und der Entwicklung einer
fir Nervenzellen typischen Anatomie. Meist lieB sich jedoch keine de novo Expression
dieser neuronalen Marker nachweisen.

Auflerdem zeigten undifferenzierte mhMSCs und bhMSCs keine Expression des
Oberflichenantigens CD133. CD133, ein Transmembranprotein, diente u.a. zur direkten
Isolierung von hNSCs aus fetalem Hirngewebe (Uchida et al, 2000). Bei einem
Vergleich der Expression verschiedener Oberflichenantigene zwischen mhMSCs und
hNSCs zeigte jedoch lediglich eine Subpopulation der hNSCs eine Expression von
CD133 (Vogel et al., 2003). .

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass neben mhMSCs auch bhMSCs ein weitaus
grofBeres Differenzierungspotential besitzen und nicht wie urspriinglich angenommen
auf mesenchymale Gewebe beschrinkt sind. MhMSCs und bhMSCs kénnen unter
geeigneten Bedingungen eine fiir Nervenzellen typische Morphologie entwickeln und
die Expression einzelner neuronaler Marker steigern.

Ob die in vitro differenzierten Zellen jedoch auch die komplexen Funktionen von
Nervenzellen besitzen und beispielsweise Aktionspotentiale generieren und Synapsen
ausbilden konnen ist jedoch noch offen. Deshalb scheint es sicherer, neurogen
differenzierte hMSCs vor der Erfiillung dieses fiir die Charakterisierung einer Zelle
wichtigen Kriteriums nicht als Nervenzellen, sondern lediglich als Zellen mit typischen

neuronalen Eigenschaften zu bezeichnen (Svendson et al., 2001).
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Im zweiten Teil der Arbeit wurden zunsichst Zellen, die aus dem peripheren Nerven
isoliert worden waren, charakterisiert. Es fand sich eine Expression der fiir Myelin-
bildende Schwann-Zellen typischen Marker MPZ (Myelin Protein Zero, Po) und PMP
22 (Peripheral Myelin Protein 22kD) auf RNA-Ebene. MPZ gilt als Hauptprotein des
kompakten Myelins, ermoglicht Zell-Zell-Kontakte und vermittelt die intazellulire
Kompartimentierung der Zelle. PMP 22, ein Glykoprotein mit 22kD, ist v.a. von
Bedeutung bei der Diagnostik zahlreicher hereditirer demyelinisierender motorischer
und sensibler Neuropathien, die mit einer Mutation in diesem Gen einhergehen (Poeck
und Hacke, 2001). MPZ und PMP 22 werden zusammen mit dem Gen fiir MBP (Myelin
Basic Protein) von adulten Schwann-Zellen wihrend der Myelinbildung und bei der
Nervenregeneration exprimiert (Kuhn et al., 1993; Mirsky et al., 2002).

Bei der durchgefiihrten Immunfluoreszenz lieBen sich die fortsatzreichen Zellen kriftig
mit dem klassischen Schwann-Zell-Marker S 100 anfirben; fibroblastire Zellen da-
gegen zeigten keine Expression.

S 100, ein im Zytoplasma lokalisiertes Calcium-bindendes Protein, gilt als Marker fiir
adulte Schwann-Zellen von Ratten und Mausen — Schwann-Zell-Vorliuferzellen dage-
gen zeigen keine oder nur eine sehr geringe Expression von S 100 (Mirsky et al., 2002).

Mit MPZ, PMP 22 und S 100 besitzen die aus dem peripheren Nerven isolierten Zellen
drei typischer Weise von adulten Schwann-Zellen exprimierten Genen,

Bei der Schwann-Zell-Differenzierung von mhMSCs und bhMSCs mit der Substanz
Forskolin, von der bekannt ist, dass sie bei Schwann-Zellen von Ratten und Miusen zu
einer Expressionssteigerung von S 100 und simtlicher Myelinmarker fiihrt (Lobsinger
et al., 2001; Mirsky et al., 2002), zeigte sich eine starke Expressionszunahme des von
den undifferenzierten Zellen nur schwach exprimierten peripheren Myelinprotein 22 auf
RNA-Ebene. Auch bei der Expression von MPZ fand sich meist eine Zunahme; bei
MPZ-negativen undifferenzierten hMSCs konnte jedoch keine de novo Genexpression
induziert werden.

Die Entwicklung einer spindelfsrmigen Morphologie und der fiir Schwann-Zellen
typischen fischzugartige Ausrichtung ging in der Hilfte der Fille mit einer kriftige
Expressionszunahme bzw. de novo Expression des Schwann-Zell-Markers S 100 einher.
Bei den restlichen Differenzierungen zeigte sich sowohl bei den undifferenzierten als

auch bei den differenzierten hMSCs keine Expression von S 100.
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Auch Dezawa et al. (2001) beobachtete keine oder lediglich eine sehr geringe
Expression von S 100 bei undifferenzierten mMSCs von der Ratte und eine
Expressionszunahme nach der Inkubation in einem Schwann-Zell-Differenzierungs-
medium.

Die Ergebnisse der Arbeit lassen in Anlehnung an die Hypothese von Woodbury et al.
(2002; siehe Seite 55) vermuten, dass es sich bei undifferenzierten bhMSCs ebenso wie
bei den mhMSCS um Schwann-Zell-Vorlduferzellen handelt, die unter geeigneten
Bedingungen in der Lage sind, eine fiir Schwann-Zellen typische Morphologie zu
entwickeln und die Expression einzelner Schwann-Zell-Marker zu steigern. Bisher
konnen jedoch noch keine Aussagen zur Funktionalitdt der differenzierten mhMSCs

und bhMSCs gemacht werden.

4.3. In vivo Versuche und therapeutisches Potential

HMSCs haben gegeniiber hNSCs den Vorteil, dass sie einfach isoliert und unbegrenzt
expandiert werden und stellen gerade deshalb eine vielversprechende Alternative zur
Therapie neurologischer Erkrankungen dar.

Erste Studien zur Transplantation von mMSCs in das Knochenmark im Tierversuch
zeigten eine Migration der Zellen iiber den Blutkreislauf in des Gehirn und eine Differ-
enzierung in Gliazellen innerhalb weniger Tage (Eglitis und Mazey et al., 1997). Auch
Azizi et al. (1998) und Kopen et al. (1999) konnten nach einer Transplantation von
mMSCs in das intakte ZNS von Ratten deren Wanderung und anschlieBende
Differenzierung in neuronale Zellen beobachten.

AnschlieBend an diese ersten Erfolge bei der Transplantation von mMSCs in gesunde
Tiere folgten zahlreiche Studien zum Einsatz von mMSCs bei Tieren mit neurologischer
Vorschidigung.

Nach der Transplantation in das adulte ZNS einer Ratte, mit induziertem Schlaganfall,
zeigten mMSCs einen neuronalen Phénotyp und konnten die neurologischen funkti-
nellen Defizite verringern (Chen et al., 2000; Zhao et al., 2002; Li et al., 2002). Es
wurde vermutet, dass die Fiahigkeit von mMSCs Wachstumsfaktoren zu bilden
mafgeblich zur Kompensation der Funktion beigetragen haben konnte (Li et al., 2002).
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Chopp et al. (2000) beobachteten, dal eine Transplantation von mMSCs in den
traumatisch vorgeschidigten Spinalkanal der Ratte zu einem signifikanten funktionellen
Ersatz fiihrt. Lu et al. (2001) injizierten mMSCs intravends in Ratten mit einem
traumatischen Gehirnschaden. Diese wanderten in das verletzte Hirnparenchym,
exprimierten neuronale Marker und waren in der Lage, motorische und neurologische
Defizite im Vergleich zu unbehandelten Tieren signifikant zu reduzieren.

AuBlerdem konnten mMSCs bereits erfolgreich im Parkinson-Modell in der Ratte
eingesetzt werden (Li et al,, 2001). MMSCs, die in das Striatum injiziert wurden,
iiberlebten, exprimierten das zur Dopaminsynthese notwendige Protein Tyrosin-
hydroxylase und sorgten fiir eine funktionelle Verbesserung.

Eine mégliche Erklirung fiir diese in vivo Erfolge konnte sein, dass undifferenzierte
Zellen aufgrund ungeklirter Mechanismen (z.B. durch die Produktion bestimmter
Faktoren von ungeschédigten Nachbarzellen) in die Bereiche des ZNS einwandern, in
denen sie zur physiologischen Regeneration oder aufgrund eines pathologischen Zell-
verlusts benétigt werden und dort auf noch unbekannte Weise durch das ,,Mikromilieu*
zur neuronalen Differenzierung induziert werden.

Diese Studien verdeutlichen bereits das therapeutische Potential von MSCs im Einsatz
als Vehikel fiir Zell- und Gentherapie bei vielen Krankheiten des ZNS (Schlaganfall,
ZNS- und Riickenmarkstraumen, neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkin-
son u.a.) und lassen auf eine zukiinftige Verbesserung aktuell bestehender und oft nur
begrenzter Therapiemoglichkeiten hoffen.

In wieweit eine Vordifferenzierung der Zellen beispielsweise mit dem in dieser Arbeit
verwendeten neurogenen Differenzierungsmedium von Bedeutung ist, bleibt abzu-
warten. Fiir die Behandlung einzelner neurologischer Krankheiten wie z.B. der
Parkinsonschen Krankheit kénnte es beispielsweise von Nutzen sein, die Stammzellen
vor der Transplantation gezielt in einen gewiinschten Zelltyp wie z.B. dopaminerge
Neurone vorzudifferenzieren bzw. genetisch zu modifizieren.

Ein weiteres aktuelles Tissue Engineering Konzept ist der Einsatz von Schwann-Zellen
zur Rekonstruktion peripherer Nerven. Bei den aus peripheren Nervenbiopsien
isolierten Schwann-Zellen besteht einerseits das Problem, eine fiir die klinische

Applikation notwendige groBle Anzahl an Zellen zu gewinnen, andererseits kann trotz
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aufwendiger Isolierungstechniken nur eine mangelnde Reinheit der Zellkultur erreicht
werden.

Um diese Schwierigkeit zu umgehen, versucht man MSCs in vivo in Zellen mit
Schwann-Zell-Eigenschaften zu differenzieren.

In einer ersten Studie konnten differenzierte mMSCs erfolgreich zur Nervenregener-
ation bei der Ratte eingesetzt werden (Dezawa et al., 2001). Die von Ratten isolierten
mMSCs wurden zunéchst 24 Stunden in BME, dann 3 Tage in einem Medium mit 10%
FBS und all-trans-Retinsdure und schliefilich 7 Tage in einem Medium mit 10% FBS,
bFGF, PDGF, Heregulin-8 und 5 pM Forskolin kultiviert. AnschlieBend wurden die
differenzierten Zellen in Matrigel resuspendiert, in ein 1,5 cm langes leeres Rohr
eingebracht und zur Uberbriickung eines Nervus ischiadicus-Defekts in die Ratte
transplantiert. Innerhalb von 3 Wochen kam es im Transplantat zu einer Regeneration
vieler Nervenzellfortsitze und zur Bildung von Myelin durch die transplantierten
Zellen. Die Kontrolltiere, bei denen undifferenzierte mMSCS zur Transplantation
verwendet wurden, zeigten eine wesentlich geringere Anzahl regenerierter Axone, deren
Lange viel kiirzer war. AuBlerdem lie sich elektronenmikroskopisch keine Myelin-
bildung nachweisen.

Eine mogliche Erklirung warum auch undifferenzierte Zellen in der Lage sind die
Nervenregeneration, wenn auch in einem wesentlich geringeren MaBe, zu induzieren, ist
die Produktion von Zytokinen duréh mMSCs per se. MMSCs sezernieren z.B. IL-6,
welches als trophischer Faktor fiir regenerierende Axone gilt (Gimble et al; 1991; Shuto
et al., 2001).

In wie weit auch die in dieser Arbeit beschriebenen im Schwann-Zell-Medium mit 20
uM Forskolin kultivierten mhMSCs bzw. bhMSCs zur Nervenregeneration beitragen
konnen, bleibt zu kliren. Mit S 100 und den Myelinmarker MPZ und PMP 22

exprimieren sie jedoch bereits einige fiir Schwann-Zellen typische Marker.
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5. Zusammenfassung

HMSC:s lassen sich mit Hilfe unterschiedlicher Isolierungstechniken aus vielen mesen-
chymalen Geweben gewinnen und unter Zellkulturbedingungen expandieren. Sie
besitzen sowohl die Potenz zur Selbsterneuerung in vivo, als auch zur Differenzierung
in Zellen und Gewebe mesenchymalen Ursprungs.

Die Isolierung hMSCs wurde zunichst aus dem Knochenmark beschrieben. MMSCs
konnen aus Hiiftkdpfen oder Knochenmarkaspiraten aus dem Beckenkamm nach der
Eliminierung himatopoetischer und vaskulire Zellen mit Hilfe eines Dichtegradienten
gewonnen werden. Die gereinigten adhdrenten mhMSCs, die lediglich einen geringen
Prozentsatz aller Knochenmarkszellen ausmachen, konnen unter geeigneten
Bedingungen in eine Vielzahl mesenchymaler Gewebe wie Knochen, Knorpel,
Sehnen/Bénder, Muskel, Knochenmarkstroma, Fett oder Dermis differenziert werden.
Neuere Studien konnten zeigen, dass sich mhMSCs in vitro auch in Gewebe nicht-
mesenchymalen Ursprungs, wie Nervenzellen (Ektoderm) und Leberzellen (Endoderm)
differenzieren lassen.

Die Isolierung von bhMSC-Explantatzellkulturen erfolgt aus humanen trabekuliren
Knochenzylinder vom Beckenkamm oder aus Knochenfragmenten anderer trabekulirer
Knochen (z.B. aus dem Hﬁﬁkopf). Bei der Priparation der Explantatkultur ist die
Kollagenase-Vorbehandlung von entscheidender Bedeutung. Vor kurzem konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass bhMSCs das Potenzial haben, in Zellen der osteogenen,
chondrogenen und adipogenen Linie zu differenzieren und somit ein multipotentes
Differenzierungspotential besitzen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden mhMSCs und bhMSCs in einem neurogenen
Prédifferenzierungsmedium mit BME und anschlieBend mit einem Differenzierungs-
medium mit BHA und DMSO behandelt und mit den jeweiligen undifferenzierten, im
normalen Wachstumsmedium kultivierten, mhMSCs bzw. bhMSCs verglichen. Im
Verlauf der 6-tigigen neurogenen Differenzierung zeigte sich eine Verdnderung der
Zellmorphologie. Die meisten differenzierten Zellen erschienen kleiner und bildeten
lange, flir Nervenzellen typische Zellfortsitze aus, die sich teilweise mehrfach
verzweigten. Neben dieser neuronalen Morphologie fand sich bei den differenzierten

mhMSCs und bhMSCs eine Expressionszunahme bzw. eine de novo Expression der
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neuronalen Marker NSE und tau auf Gen- bzw. Protein-Ebene. Es konnte jedoch keiner
Expressionsanderung von NF-M auf Protein-Ebene und in mehr als der Hilfte der Falle
sogar einer Expressionsabnahme auf RNA-Ebene gefunden werden. Die Differen-
zierung zeigte keinen reproduzierbaren Effekt auf die Expression des Astrozyten-
Markers GFAP. Diese Ergebnisse zeigten sich sowohl bei den mhMSCs als auch bei
den bhMSCs und lassen vermuten, dass bhAMSCs ein dhnliches Potential besitzen wie
mhMSCs und nicht wie urspriinglich vermutet, auf die Differenzierung in Zellen
mesenchymalen Ursprungs beschréinkt sind.

Die Tatsache, dass bereits undifferenzierte hMSCs neurogliale Marker (NF-M, NSE,
GFAP) exprimieren konnte in dieser Arbeit fir mhMSCs bestitigt und erstmals auch
fiir bhAMSC beobachtet werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung von
Woodbury et al. (2002), dass es sich bei mhMSCs und bhMSCs um Neuroglia-
Vorlduferzellen handelt, die in der Lage sind in neuronale Zellen (Nerven- und
Gliazellen) zu differenzieren, und dass die neurogene Differenzierung eher eine
quantitative Modulation der Genexpression als ein einfaches An-/Abschalten Neuronen-

spezifischer Gene bewirkt.

Ein weiteres aktuelles Tissue Engineering Konzept ist der Einsatz von Schwann-Zellen
zur Rekonstruktion peripherer Nerven. Durch das Einbringen unterstiitzender Schwann-
Zellen bzw. neurotropher Faktoren in einer geeigneten Matrix in biologische oder
synthetische Verbindungsrohre, konnte eine effektive Methode zur Verbesserung der
Regeneration peripherer Nerven iiber sonst uniiberwindbare Entfernungen entwickelt
werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden zunichst Zellen vom peripheren Nerven isoliert und
anschlieBend charakterisiert. Die aus dem peripheren Nerven herausgewachsenen
spindelfsrmigen bzw. multipolaren Zellen bildeten mit ihren zahlreichen langen
Fortsitzen ein regelrechtes Netzwerk und zeigten eine Expression der fiir Myelinmarker
MPZ und PMP 22 sowie des Schwann-Zell-Markers S 100.

AbschlieBend wurden mhMSCs und bhMSCs fiir 6 Tage in einem Schwann-Zell-
Differenzierungsmedium mit Forskolin kultiviert. Die differenzierten spindelfsrmigen
Zellen zeigten eine fiir Schwann-Zellen typischen fischzugartige Ausrichtung. Es fand

sich eine starke Expressionszunahme der von den undifferenzierten Zellen nur schwach
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exprimierten Myelinmarker MPZ und PMP 22 auf RNA-Ebene. In der Hilfte der Fille
zeigte sich auch eine kriflige Expressionszunahme bzw. de novo Expression des
Schwann-Zell-Markers S 100.

Diese Ergebnisse zeigen, dass bhMSCs ebenso wie mhMSCS unter geeigneten
Bedingungen in der Lage sind, eine fir Schwann-Zellen typische Morphologie zu
entwickeln und die Expression einzelner Schwann-Zell-Marker zu steigern.

In wie weit sie auch funktionell Schwann-Zellen gleichen und damit entscheidend zur

peripheren Nervenregeneration beitragen konnen, bleibt jedoch noch zu kldren.
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