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Vorwort 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Erkrankungen und Schädigungen des zentralen Nervensystems können häufig nur 
unzureichend behandelt werden. Endogene Reparaturmechanismen und gegenwärtige 
therapeutische Massnahmen sind kaum imstande, den Verlust oder die Verletzung von 
Nervenzellen zu kompensieren. Mit Hilfe von Therapien, die auf Zellersatz basieren, hofft 
man, den oft schwerwiegenden Konsequenzen neurologischer Krankheitsbilder entgegen-
zutreten. Experimentelle Ansätze zum Ersatz glialer oder neuronaler Zellen basieren bislang 
vorwiegend auf der Verwendung embryonaler und fetaler Gewebe oder der Applikation 
neuronaler Stammzellen (Levy et al, 2004; Correia et al, 2005).  
 
Es ist das Ergebnis vieler Forschungsarbeiten insbesondere des letzten Jahrzehnts, dass den 
adulten Stammzellen eine größere Plastizität zugeschrieben wird und man davon ausgeht, 
dass sie offenbar fähig sind ein weitaus grösseres Spektrum an Zelltypen hervorzubringen als 
bislang vermutet. Die Erkenntnisse aus dem Bereich der adulten Stammzellforschung haben 
die herkömmliche Sicht der Biologie von Stammzellen entscheidend verändert und nähren die 
Hoffnung, dass die Verwendung autologer adulter Stammzellen die Therapie zahlreicher 
Erkrankungen revolutionieren kann. Als besonders aussichtsreiche Kandidaten dafür gelten 
mesenchymale Zellen des Knochenmarks. 
 
Die Erforschung der Nutzbarkeit dieser spezifischen Stammzellpopulation ist daher von 
grundlegender Bedeutung für die Entwicklung neuartiger Therapieansätze neurodegenerativer 
Erkrankungen.  
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1. Einleitung  
 
 

1.1. Der Prozess der Neurogenese  
Die Entwicklung des Nervensystems und seiner zellulären Komponenten ist ein stufenweiser, 
hoch regulierter Prozess, der über die Vorstufe multipotenter Vorläuferzellen in die 
Ausreifung differenzierter Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten mündet. Die an diesem 
komplexen Prozess beteiligten Faktoren werden seit Jahrzehnten intensiv erforscht.  
Die neuronale Differenzierung geht mit der Expressionsänderung Zellzyklus-assoziierter 
Gene und der Zunahme neuraler Transkriptionsfaktoren einher. Eine zentrale Rolle spielt 
dabei das antiproliferative Gen PC3, das mit der Geburtsstunde der Nervenzelle in 
Verbindung gebracht wurde (Iacopetti et al, 1994). Die Überexpression von PC3 führt zur 
Expression der häufig als „neuronale Marker“ bezeichneten Proteine β-III-Tubulin und MAP-
2 (Canzoniere et al, 2004). Für das Überleben und die Reifung werdender Neurone üben 
endogen produzierte Wachstumsfaktoren eine wichtige Funktion aus. Eine ebenso bedeut-
same Rolle spielt das Mikromilieu. Begleitet wird die neuronale Reifung von 
morphologischen Veränderungen wie der Ausbildung neuronaler Fortsätze (Hirose et al, 
1998; Bito et al, 2000) und der Bildung von Vernetzungen. Die terminale Differenzierung 
resultiert schliesslich in der Anlage spannungsabhängiger Natrium- und Kaliumkanäle 
(Kohyama et al, 2001; Hung et al, 2002b). Der neuronale Reifungsprozess ist also das 
Ergebnis eines Zusammenspiels vieler Faktoren. Ortsgebundene und sezernierte Signalmole-
kühle sind daran ebenso beteiligt, wie Komponenten der extrazellulären Matrix.  
In-vitro können neuronale Vorläuferzellen und funktionelle postmitotische Neurone aus 
embryonalen Stammzellen (Okabe et al, 1996; Thomson et al, 1998; Lee et al, 2000; Xu et al, 
2001; Carpenter et al, 2001; Wang et al, 2005b) oder Stammzellen des ZNS embryonaler 
(Carpenter et al, 1999; Tropepe et al, 1999; Vescovi et al, 1999) und adulter Gewebe 
(Richards et al, 1992; Vescovi et al, 1993; Morshead et al, 1994; Gage et al, 1995; McKay, 
1997; Rao, 1999; Johansson et al, 1999; Toda et al, 2000) gewonnen werden. Die Protokolle 
für Anzucht und neuronale Induktion embryonaler und neuraler Stammzellen sind 
zeitaufwendig (mehrere Wochen bis Monate). Sie umfassen mehrere Stadien, die jeweils 
durch mitogene Faktoren und spezifische Signalmoleküle gekennzeichnet sind. Einige 
Protokolle erfordern eine komplexe Kokultur mit Fibroblasten oder Astrozyten als soge-
nanntes "feeder layer" (Wakayama et al., 2001; Song et al, 2002). Im Gegensatz zu 
embryonalen Stammzellen, die durch Serumentzug spontan differenzieren, müssen adulte 
Stammzellen durch spezifische Kulturbedingungen zur Ausprägung unterschiedlicher 
zellulärer Phänotypen stimuliert werden (Reyes et al, 2001). Die Etablierung geeigneter 
Protokolle zur Selektion neuronaler Vorläuferzellen aus leichter zugänglichen, somatischen 
Stammzellquellen - wenn möglich mit kürzerer Kulturzeit - würde einen entscheidenden 
Fortschritt darstellen.  
 

1.2. Regeneration und Zellersatz durch Stammzellen  

1.2.1. Stammzelle - Definition 
Der Begriff Stammzelle geht auf die Untersuchungen von Till und McCulloch zurück, die vor 
über 50 Jahren die hämatopoietische Stammzelle des Knochenmarks (KM) als Paradigma der 
adulten Stammzelle identifizierten (Till & McCulloch, 1961; Becker et al, 1963). 
Stammzellen zeichnen sich durch die Fähigkeit zur Selbsterneuerung aus. Selbst 
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undifferenziert sind sie imstande, differenzierte Tochterzellen zu bilden, die innerhalb eines 
Organs spezifische Funktionen übernehmen (Potten & Loeffler, 1990). Als Zeichen ihrer 
Stammzelleigenschaft lassen sich Stammzellen und Vorläuferzellen in-vitro klonal 
expandieren und in multiple Zelltypen differenzieren.  
 

1.2.2. Embryonale versus adulte Stammzellen – Vor- und Nachteile 
Embryonale Stammzellen besitzen das breiteste Differenzierungspotenzial (Thomson et al, 
1998; Amit et al, 2000). In zahlreichen Untersuchungen konnte allerdings demonstriert 
werden, dass adulte Stammzellen in weit mehr Geweben als bisher angenommen residieren 
und enorm wandlungsfähig sind (Kuehnle & Goodell, 2002). Die überraschende Flexibilität 
adulter Stammzellen rückt sie bisweilen in die Nähe embryonaler Stammzellen.  
Die Entwicklung differenzierter Nervenzellen aus embryonalen und neuralen Stammzellen ist 
im Gegensatz zu multipotenten Vorläuferzellen anderer adulter Gewebe besser verstanden. 
Zellen dieser Gewebe können in grosser Zahl expandiert und durch geeignete Kulturbe-
dingungen oder Immunoselektion angereichert werden (Okabe et al, 1996; Mujtaba et al, 
1999; Vescovi et al, 1999; Lee et al, 2000; Carpenter et al, 2001; Maric et al, 2003). Wenig ist 
bislang über negative Folgen einer ausgedehnten Kulturdauer bekannt. Es gibt allerdings 
experimentelle Hinweise, dass nach langen Kulturzeiten das Differenzierungspotenzial von 
Stammzellen limitiert ist (Fricker et al, 1999; Quinn et al, 1999; Whittemore et al, 1999; 
Wright et al, 2006). Die klinische Verwendung embryonaler Stammzellen ist vor allem durch 
ethische Bedenken (Lachmann et al, 2001) und die notwendige Immunsuppression des 
Empfängers belastet. Die besonderen immunologischen Eigenschaften mesenchymaler 
Stammzellen erlauben es, die genannten Schwierigkeiten zu umgehen. Dank der Abwesenheit 
von HLA-Klasse-II-Oberflächenantigenen zeigen sie selbst nach Differenzierung in 
unterschiedliche Zelltypen keine allogene Immunreaktion (Le Blanc, 2003b; Ryanet al, 2005); 
zudem scheinen sie immunmodulatorische Eigenschaften zu besitzen (Le Blanc et al, 2003a). 
Desweiteren erlauben sie, Zellen des potentiellen Empfängers zu verwenden, was 
immunologische Imkompatiblität ausschließt. Im Gegensatz zu neuralen Stammzellen sind 
mesenchymale Zellen des KM auch relativ einfach zu gewinnen (Mezey & Chandross, 2000). 
Die mögliche maligne Entartung embryonaler Stammzellen stellt eine weitere Problematik 
dar. Sowohl im undifferenzierten als auch im differenzierten Zustand ist die Entstehung von 
Teratomen oder hochmaligner Teratokarzinome möglich (Erdö et al, 2003; Levenstein et al, 
2006; Riess et al, 2007). Experimentelle Arbeiten vor allem am Mausmodell zeigen, dass die 
aus embryonalen Stammzellen abgeleiteten Gewebe so genannte imprinting-related 
Entwicklungsstörungen aufweisen (Young et al, 1998; Reik & Walter, 2001; Humpherys et 
al, 2002; Sapienza, 2002; Mitalipou et al, 2007). Die Möglichkeit von Imprinting-Defekten 
stellt ein ernsthaftes Problem für die mögliche klinische Anwendung embryonaler 
Stammzellen dar. Gegenwärtig ist nicht bekannt, ob adulte Stammzellen in dieser Hinsicht die 
bessere Wahl darstellen. Mann muss annehmen, dass hier gleichermassen genetische und 
epigenetische Probleme auftreten könnten. Jüngste Untersuchungen geben erste Hinweise 
darauf: Adulte MSC können sich in-vitro in Tumorzellen transformieren (Rubio et al, 2008). 
In einem Mausmodell kam es nach Transplantation mesenchymaler Stromazellen auf dem 
Boden einer chronischen Infektion mit Helicobacter pylori zu intraepithelialen Tumoren 
(Houghton et al, 2004).  
Die Möglichkeit, mit der Verwendung adulter Stammzellen diverse ethische und technische 
Schwierigkeiten umgehen zu können, macht sie derzeit dennoch zu einem attraktiven 
Forschungsgegenstand. Bevor sie allerdings breite klinische Anwendung finden können, 
besteht erheblicher Forschungsbedarf.  
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1.3. Mesenchymale Stromazellen 

1.3.1. Definition 
Das adulte KM enthält zwei prototypische Stamzellpopulationen: hämatopoietische und 
mesenchymale Stammzellen. Beide sind mesodermalen Ursprungs. Während sich von den 
hämatopoietischen Stammzellen alle Blutzellen ableiten, entwickeln sich Stammzellen des 
mesenchymalen Zellkompartiments in Abkömmlinge wie Osteozyten, Chondrozyten, 
Adipozyten und Myozyten (Friedenstein et al, 1976; Haynesworth, 1992b; Pittenger et al, 
1999; Ciapetti, 2006). Die multipotenten Zellen wurden erstmals von Friedenstein 
identifiziert. Er zeigte, dass aus KM-Zellen, wenn sie in kälberserumhaltigem Medium 
kultiviert werden, adhärente fibroblastenähnliche Zellverbände entstehen, die sich in 
Knochenzellen und Adipozyten differenzieren. Nach den frühen Arbeiten von Friedenstein 
und Owen (Owen et al, 1988) erlebten die mesenchymalen KM-Zellen insbesondere nach der 
Arbeit von Pittenger und seinem Forschungsteam eine wahre Renaissance (Pittenger et al, 
1999). Zahlreiche Veröffentlichungen haben infolge gezeigt, dass sich die Zellen klonal 
expandieren lassen und fähig sind, in Bindegewebszellen zu differenzieren (Muraglia et al, 
2000; Gronthos et al, 2003). Unter bestimmten experimentellen Bedingungen zeigten die 
Zellen auch phänotypische Eigenschaften jenseits ihrer keimblatt-spezifischen Grenze, was 
als Ausdruck ihrer besonderen „Stammzell-Plastizität“ betrachtet wurde (Weissman, 2000; 
Herzog et al, 2003). So berichten viele Veröffentlichungen, dass mesenchymale Stromazellen 
unter bestimmten Kulturbedingungen auch den Phänotyp von Muskelzellen (Shiota et al, 
2007), Herzmuskelzellen (Makino et al, 1999), neuronalen Zellen (s.u.) und Zellen 
endodermaler Herkunft wie Leberzellen (Oh et al, 2000), Alveolarzellen (Wang et al, 2005a), 
Nierenepithelien (Qian et al, 2008) und Pankreaszellen (Ianus et al, 2003; D’Ippolito et al, 
2004; Oh et al, 2004) annehmen. Die über Jahrzehnte gewonnenen Erkenntnisse untermauern 
das Konzept einer mesenchymalen Stammzelle, wie es erstmalig von Caplan vorgeschlagen 
wurde (Caplan, 1994). Untersuchungen unterschiedlicher Laboratorien haben auch gezeigt, 
dass die mesenchymale Zellpopulation des KM eine heterogene Population von Zellen 
darstellt und Stammzellen sowie Vorläuferzellen unterschiedlicher Differenzierungs- und 
Proliferationsfähigkeit enthält (Phinney et al, 1999; Digirolamo et al, 1999; Bianco et al, 
2001; Vogel et al, 2003; Boheler, 2004; Baksh et al, 2004). Für die ursprünglich als „colony 
forming unit-fibroblasts“ (CFU-F) oder „marrow stromal fibroblasts“ (MSF) (Castro-
Malaspina et al, 1980; Kuznestov et al, 1997b) beschriebenen versatilen Zellen des stromalen 
Zellkompartiments, fanden ebenso die Termini „marrow stromal cells“ (MSC) oder 
„mesenchymal progenitor cells“ (MPC) Verwendung (Prockop, 1997; Conget & Minguell, 
1999; Rosenthal, 2003). Die Bezeichnung „mesenchymale Vorläuferzellen“ geht konform mit 
der Vorstellung einer inhomogenen Population und schliesst die Anwesenheit limitierter 
Vorläuferzellen und multipotenter Stammzellen mit ein. Für die von uns verwendete 
Ausgangspopulation verwenden wir in Folge den neutralen Begriff „mesenchymale 
Stromazelle“ (MSC). Aus Gründen der Vergleichbarkeit von Studien wurde schliesslich 
versucht, allgemeingültige Minimalkriterien zu formulieren. Demnach werden multipotente 
MSC als KM-Zellen definiert, die unter Standardkulturbedingungen als adhärente, 
fibroblastenähnliche Zellen wachsen, in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten 
differenzieren und einen definierten Phänotyp aufweisen (Dominici et al, 2006).  
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Abbildung 1:  Differenzierungspotenzial hämatopoietischer und mesenchymaler Stammzellen (© 2001 Terese 
Winslow, aus: Stem cell basics, 2009) 
 

1.3.2. Isolierung und Kultivierung mesenchymaler Knochenmarkszellen 

Isolierung  
Mesenchymale KM-Zellen können durch verschiedene Verfahren isoliert und mit hoher 
Effizienz expandiert werden (Lennon & Caplan, 2006). Entstammt das Material einer KM-
Punktion, wird das Aspirat mittels einer Dichtegradientlösung (meist Percoll oder Ficoll-
Gradienten) von Zelldebris und unerwünschten Zelltypen getrennt. Die Zellen in der oberen 
low-density-Fraktion werden dann weiter aufbereitet. Das KM-Aspirat wird in der Regel 
durch eine Punktion des Beckenkamms gewonnen (Pittenger et al, 1999; Murphy et al, 2002; 
Gronthos et al, 2003; Tondreau et al, 2005). Daneben wurden mesenchymale KM-Zellen auch 
aus Aspiraten von Tibia (Murphy et al, 2002), Femur (Oreffo et al, 1998; Murphy et al, 2002; 
Ciapetti et al, 2006), Sternum (Tondreau et al, 2005), sowie thorakalen und lumbalen 
Wirbelkörpersegmenten gewonnen (D'Ippolito et al, 1999). 
Verschiedene Techniken der Aufreinigung des inhomogenen Zellaspirats wurden etabliert. 
Die herkömmliche Methode macht sich die selektive Adhäsion auf Plastikoberflächen 
zunutze. Die primären Zellkulturen werden in Standardmedium mit 20% Kälberserum 
expandiert. Die nicht adhärenten Zellen werden dabei nach 24-48h während des Medium-
wechsels verworfen (Friedenstein et al, 1976; Pittenger et al, 1999). Ein Nachteil dieser 
einfachen Methode ist die zelluläre Heterogenität der Primärkultur. Um diesen Umstand zu 
vermeiden, wurden alternative Isolierungsmethoden entwickelt, die im Wesentlichen auf der 
Trennung nach zellspezifischen Oberflächenmolekülen beruhen (Simmons & Torok-Storb, 
1991; Sanchez-Ramos et al, 2000; Reyes et al, 2001; Dennis et al, 2002; Jiang et al, 2002 & 
2003; Gronthos et al, 2003; Locatelli et al, 2003; Padovan et al, 2003; Deschaseaux et al, 
2003 & 2004; Tondreau et al, 2004b & 2005; Bossolasco et al, 2005; Letchford et al, 2006). 
Das zelluläre Ausgangsmaterial wird dabei direkt durch negative oder positive Selektion 
isoliert. Im Wesentlichen kommen zwei differente Trennungsverfahren zur Anwendung: die 
RosetteSep-Prozedur mittels einer Antikörpermischung (StemCell Technologies, Vancouver, 
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Canada) und die MACS-Säulentrennung mittels Magnetbeads-gekoppelter Antikörper 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland). Verschiedene Subpopulationen mit 
einem höherem Anteil osteogener Vorläuferzellen (Simmons & Torok-Storb, 1991; 
Haynesworth et al, 1992a & 1992b; Rickard et al, 1996; Joyner et al, 1997; Stewart et al, 
1999; Gronthos et al, 2003) und ausgeprägtem Differenzierungspotential (Locatelli et al, 
2003; Kuçi et al, 2003; Padovan et al, 2003, Tondreau et al, 2005) wurden auf diese Weise 
gewonnen. Daneben beschrieben Hung und Kollegen ein Verfahren, wonach man durch eine 
Siebtechnologie eine Stammzell-angereichterte Population erhält. Dabei werden KM-Zellen 
in einer Doppeldecker-Kulturschale, deren oberer Kulturboden mit Poren von 3µm Grösse 
gefertigt ist, nach Zellgrösse separiert (Hung, 2002; Tzeng et al, 2004). Die Arbeitsgruppe um 
Pochampally isolierte eine Subpopulation humaner MSC durch Serumentzug (Pochampally et 
al, 2004). Die Zugabe spezifischer Wachstumsfaktoren kann den Anteil multipotenter MSC 
erhöhen: So konnten etwa Bianchi und Kollegen zeigen, dass die Zugabe von FGF-2 und ein 
10%-Anteil von Kälberserum im Kulturmedium das Überleben und Differenzierungspotenzial 
der Zellen entscheidend verlängert (Bianchi et al, 2003). Ein entscheidender Nachteil der 
unterschiedlichen Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen ist die Tatsache, dass es 
hinsichtlich der Charakterisierung MSC bislang keine Übereinstimmung gibt. Je nach 
Methode sind unterschiedliche MSC-Populationen beschrieben worden (Baksh et al, 2004). 
Keines der Protokolle hat bislang eine breite Akzeptanz gefunden. Gegenüber der 
Plastikadhärenzmethode wird durch die technischen Verfahren rascher eine Kultur hoher 
Reinheit erreicht. Durch die herkömmliche Standardprozedur erhält man dagegen nach drei 
Passagen eine relativ homogene Zellpopulation, die einer durch die technischen Trennungs-
verfahren isolierten Population vergleichbar ist (Tondreau et al, 2004b).  
MSC-ähnliche Zellen wurden auch aus anderen Geweben isoliert. Allerdings unterscheiden 
sich die aus den unterschiedlichen Quellen gewonnenen MSC in ihren Eigenschaften (Kern et 
al, 2006; Liu et al, 2007; Baksh et al, 2007). Das KM ist und bleibt daher die primäre Quelle 
MSC.  
 

Morphologie und Entwicklungsstadien der Zellkultur 
In Anlehnung an die Phasen bakteriellen Wachstums wurde ein dreiphasiges Zellkulturmodell 
vorgeschlagen (Colter et al, 2000). Nach einer initialen Latenzphase wachsen MSC als 
Monolayer breiter und flacher Zellen und nehmen mit zunehmender Zelldichte eine 
spindelförmige, fibroblastenähnliche Morphologie an. Unter geeigneten Kulturbedingungen 
kommt es zur Ausbildung von Zellkolonien (sogenannter „colony forming units“, CFU), die 
von einzelnen Vorläuferzellen abstammen und deren Frequenz mittels CFU-Assay bestimmt 
wird (Friedenstein et al, 1974). Die Anzahl von Zellkolonien variiert mit der Isolierungs-
methode, den Kulturbedingungen und dem Alter des Spenders; ausserdem bestehen 
Speziesunterschiede (Kuznetsov et al, 1997; Bianco et al, 2001). Der CFU-Assay wird auch 
verwendet, um den Anteil mesenchymaler Stammzellen innerhalb der Zellkultur 
abzuschätzen. Demnach finden sie sich mit einer Häufigkeit von 0,001-0,01% unter den 
mononukleären KM-Zellen (Gronthos et al, 2003; Tondreau et al, 2005). Erreichen die 
Kulturen eine hohe Zelldichte, hören die Zellen auf, sich zu teilen (Pittenger et al, 1999, 
Woodbury et al, 2000; Bianco et al, 2001).  
Spezifische Kulturbedingungen führen zur Selektion unterschiedlicher Subpopulationen 
MSC. Bereits Friedenstein und Kollegen konnten in ihren Kulturen beobachteten, dass die 
Zellkolonien in Grösse und Morphologie erheblich variieren und sich bei längerer 
Kulturdauer Zellen unterschiedlichen Phänotyps zeigen (Friedenstein et al, 1982). Mets und 
Verdonk beschrieben zwei morphologisch unterschiedliche Zelltypen: spindelförmige sich 
teilende Vorläuferzellen (Typ 1) und einen reiferen Zelltyp (Typ 2) mit abgeflachtem 
Zellkörper (Mets & Verdonk, 1981). Colter und Kollegen identifizierten in ihren Zellkulturen 
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bei niedriger Zelldichte eine Subpopulation schnell proliferierender Vorläuferzellen und 
nannten sie „recycling stem cells“ (RS-Zellen) (Colter et al, 2000 & 2001; Sekiya et al, 2002). 
Die Arbeitsgruppe um Verfaille expandierte bei niedriger Zelldichte und niedrigem 
Serumanteil eine Fraktion multipotenter Vorläuferzellen, die sie zunächst als „mesodermal 
progenitor cells“ (MPC) (Reyes et al, 2001) und später als „multipotent adult progenitor 
cells“ (MAPC) (Reyes & Verfaille, 2001; Reyes et al, 2005) bezeichneten. Andere 
multipotente Stammzellfraktionen wurden aus humanem KM isoliert und als „marrow-
isolated adult multilineage inducible cells“ (MIAMI) (D’Ippolito et al, 2004 & 2006a) und 
„bone marrow-derived multipotent stem cells“ (BMSC) (Yoon et al, 2005) bezeichnet.  
 

1.3.3. Phänotypisierung mesenchymaler Knochenmarkszellen 
In zahlreichen Studien wurde der Phänotyp der isolierten Zellpopulation anhand der 
Oberflächenmolekühle beschrieben (Young et al, 1999; Pittenger et al, 1999; Conget & 
Minguell, 1999; Woodbury et al, 2000; Colter et al, 2000 & 2001; Reyes et al, 2001; Jiang et 
al, 2002; Hung et al, 2002; Gronthos et al, 2003; Joannides et al, 2003; D’Ippolito et al, 2004 
& 2006a; Hermann et al, 2004; Scintu et al, 2006; Battula et al, 2007). Übereinstimmung 
herrscht darüber, dass es sich bei den MSC um eine CD45-negative Zellpopulation handelt. 
MSC exprimieren typischerweise keinen der hämatopoietischen Marker CD11b, CD14, 
CD31, CD34 und sind positiv für die Oberflächenmarker CD29, CD44, und CD90 sowie das 
HLA-Klasse-I-Oberflächenantigen (Pittenger et al, 1999; Colter et al, 2000; Tondreau et al, 
2004a; Battula et al, 2007; Phinney & Prockop, 2007). 
Für die von unterschiedlichen Laboratorien isolierten Subpopulationen MSC wurden 
gegenüber den reifen Zelltypen spezifische Unterschiede im Phänotyp beschrieben. So 
exprimieren die von Reyes und Kollegen bei niedriger Zelldichte und niedrigem Serumanteil 
expandierten MPC kein HLA-DR oder HLA-Klasse-I-Antigen und nur niedrige Level des 
Rezeptormolekühls CD44 (Reyes et al, 2001). Die ebenso von der Verfaille-Arbeitsgruppe 
beschriebenen MAPC exprimieren im Gegensatz zu MSC keinen der für letztere typischen 
Oberflächenmarker CD105, CD44 oder CD37 und erweisen sich positiv für die Marker FLK-
1, Sca-1 und CD13 (Reyes et al, 2005). Die von der Arbeitsgruppe Prockop als 
Vorläuferzellen charakterisierten RS1- & RS2-Zellen unterscheiden sich von den reiferen 
Zelltypen darin, dass sie für die Marker CD117, CD90 oder Stro-1 nur schwach positiv sind 
(Colter et al, 2000 & 2001). Gegenüber in Standardkulturbedingungen kultivierten MSC 
exprimieren die von der Arbeitsgruppe Habisch favorisierte Subpopulation von „human 
marrow-derived neural stem cell-like cells“ (hmNSC) kein CD166 und höhere Levels von 
CD90 (Hermann et al, 2004).  
Bemühungen, einen einheitlichen Phänotyp MSC zu beschreiben, haben sich als mühsam 
erwiesen. Zwischen den Laboratorien bestehen Unterschiede im beobachteten Expressions-
muster der Oberflächenantigene, was durch Unterschiede in den Aufbereitungsprozeduren 
und Kulturbedingungen, durch den unterschiedlichen Differenzierungsgrad und die 
Heterogenität der Zellpopulation selbst erklärt werden kann (Baksh et al, 2004). Bis heute 
fehlen entsprechende Marker zur Identifizierung der mesenchymalen Stammzelle. STRO-1 
wurde vor einigen Jahren in dieser Hinsicht als vielversprechendes Oberflächenantigen 
diskutiert (Simmons & Torok-Storb, 1991; Gronthos & Simmons, 1995; Dennis et al, 2002; 
Gronthos et al, 2003). Seine Bedeutung hat sich aber mittlerweile wieder relativiert.  
Ein Vergleich der verschiedenen Studienergebnisse wird folglich durch die unterschiedlichen 
Charakteristiken der untersuchten Zellpopulationen erschwert. Die Kenntnis mesenchymaler 
Stammzellmarker ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt leider ungenügend. Bislang ist es daher 
nicht möglich, eine Reinkultur mesenchymaler Stammzellen zu gewinnen.  
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1.3.4. Elektrophysiologische Eigenschaften mesenchymaler Knochenmarkszellen 
Heubach und Kollegen unternahmen den wichtigen Versuch einer elektrophysiologischen 
Charakterisierung undifferenzierter humaner MSC (Heubach et al, 2003). Dabei wurden in 
nahezu allen untersuchten Zellen zwei unterschiedliche Auswärtsströme registriert. Der am 
häufigsten vorkommende Auswärtsstrom konnte dem Kaliumionenkanal Maxi-K zugeordnet 
werden. Die Natur des zweiten Auswärtsstroms mit einer langsameren Kinetik und einem 
negativeren Aktivierungspotential konnte nicht identifiziert werden. Für eine kleine 
Zellfraktion konnte die Arbeitsgruppe funktionelle Ca-Kanäle nachweisen. Andere 
Einwärtsströme wie etwa Natriumströme waren in den untersuchten Zellen nicht nachweisbar. 
Egussa und seine Arbeitsgruppe konnten in ihren Untersuchungen an murinen MSC im nicht-
induzierten Zustand nicht näher definierte spannungsabhängige Einwärtströme nachweisen 
und sahen darin eine konstitutive Eigenschaft MSC (Egusa et al, 2005). Gegenüber neuronal 
induzierten MSC wiesen die gemessenen Ströme eine kleinere Amplitude auf.  
Die elektrophysiologischen Untersuchungen an MSC zeigen insgesamt ein heterogenes Bild 
hinsichtlich Frequenz und Verteilung der Ionenströme. Diese Beobachtung ist möglicherweise 
Ausdruck des Umstandes, dass die untersuchten Zellen keine homogene Population 
repräsentieren, sondern Zellfraktionen mehr oder weniger differenzierter Zellen umfasst. Die 
Ausbildung unterschiedlicher Ionenströme könnte andererseits auch von externen Stimuli 
abhängig sein oder mit dem Zellzyklus variieren.  
 

1.3.5. Plastizität mesenchymaler Knochenmarkszellen 
Die zahlreichen Untersuchungen zur Plastizität MSC können in zwei Gruppen eingeteilt 
werden: Untersuchungen in der Zellkultur (in-vitro) und Transplantationsstudien (in-vivo). 
Experimentelle Hinweise, dass MSC unter bestimmten Bedingungen neuronale Marker 
exprimieren und offenbar dass Potential besitzen, sich in neuronale Zellen umzuwandeln, 
ergaben sich zunächst aus entsprechenden Beobachtungen in Transplantationsstudien.  
 
In-vivo 
Eglitis und Mezey konnten nach intravenöser Verabreichung retroviral markierter oder 
gegengeschlechtlicher KM-Zellen sowohl makroglial als auch mikroglial differenzierte 
Donorzellen im Hirnparenchym nachweisen und demonstrierten damit erstmals, dass 
Vörläuferzellen des KM unter bestimmten Bedingungen in das zentrale Nervensystem 
einwandern und sich dort umdifferenzieren können (Eglitis & Mezey; 1997). Bei zusätzlicher 
Läsion des ZNS durch Ischämie zeigte sich ein aktives „targeting“ der transplantierten Zellen 
(Eglitis et al, 1999).  
Eine Serie von Transplantationsversuchen zeigte infolge, dass humane und murine KM-Zellen 
oder daraus selektierte Subpopulationen in das zentrale Nervensystem der Empfängertiere 
migrieren und sich dort in Zellen mit neuronalem und glialem Phänotyp umwandeln (Azizi et 
al, 1998; Kopen et al, 1999; Bonilla et al, 2002; Corti et al, 2002a & 2002b; Muñoz-Elias et 
al, 2004; Deng et al, 2006). Nach Angaben von Azizi und Kollegen waren weder für humane 
noch für murine Donorzellen bei den neugeborenen Empfängertieren Anzeichen einer 
Entzündungs- oder Abstossungsreaktion sichtbar. 20% der direkt in das Striatum injezierten 
Zellen überlebten und zeigten ein ähnliches Migrationsmuster wie implantierte neurale 
Stammzellen und Astrozyten (Azizi et al, 1998). Das Engraftment und Migrationsverhalten 
MSC unterscheidet sich damit deutlich von dem transplantierter Fibroblasten, die nach 
Transplantation weiterhin Kollagen produzieren und eine reaktive Gliose provozieren 
(Kawaja & Gage, 1992). In einer späteren Untersuchung an adulten Empfängertieren wurden 
allerdings ausgeprägte Entzündungs- und Abstossungsreaktionen und eine markante 
Astrogliose beobachtet. Ausserdem konnten keine Donorzellen, die neuronale Antigene 
exprimieren, detektiert werden (Coyne et al, 2006). Muñoz-Elias und Kollegen verfolgten 
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erstmalig das Schicksal transplantierter MSC in embryonalem Hirngewebe (Muñoz-Elias et 
al, 2004). Die Spenderzellen exprimierten je nach Untersuchungszeitpunkt und Gehirnregion 
unterschiedlich neuronale Marker. 
In-vivo-Studien neuronaler Differenzierung MSC umfassen auch die systemische 
Verabreichung von Spenderzellen (Mezey et al, 2000; Brazelton et al, 2000; Nakano et al, 
2001). Mezey und Kollegen implantierten neugeborenen weiblichen PU.1 knockout-Mäusen 
intraperitoneal unselektionierte KM-Zellen männlicher Tiere. Die konfokale Mikroskopie der 
untersuchten Hirnschnitte bestätigte für 0,3-2,3% die Präsenz des Y-Chromosoms und die 
Exprimierung zweier neuronaler Marker (Mezey et al, 2000). Konsistent mit diesen 
Beobachtungen sind die Untersuchungen von Brazelton und Kollegen nach intravaskulärer 
Verabreichung gentechnisch markierter adulter KM-Zellen der Maus in tödlich bestrahlte 
Empfängertiere (Brazelton et al, 2000). Die quantitative Auswertung mittels konfokaler 
Lasermikroskopie ultradünner Gehirnschnitte des Bulbus olfactorius ergab, dass etwa 0,2-
0,3% der untersuchten neuronalen Zellen vom Spenderknochenmark stammten. Darüber 
hinaus zeigte die positive Färbereaktion für pCREB, dass die differenzierten Spenderzellen 
imstande waren, den Transkriptionsfaktor CREB zu phosphorylieren, ein Indiz dafür, dass 
zumindest ein wichtiger Signaltransduktionsweg in den transplantierten KM-Zellen intakt ist. 
In ihren Untersuchungen an GFP-Knochenmarkschimären fanden Priller und Kollegen nach 
Transplantation in myeloablatierte Wildtyp-Mäuse vereinzelt GFP-markierte Zellen, die den 
neuronalen Marker NeuN exprimierten. Im Gegensatz zu oben genannten Befunden waren 
allerdings mehrere Monate nach Transplantation keine GFP/NeuN-positiven Zellen mehr 
nachweisbar. Trotz des zunächst negativen Befundes untersuchten Priller und Kollegen 
Empfängertiere 10 bis 15 Monate nach KM-Transplantation und fanden im Kleinhirn terminal 
differenzierte Purkinje-Zellen mit GFP-Markierung, die maximal 0,1% aller Purkinje-Zellen 
des Cerebellums ausmachten. Der Nachweis synaptischer Kontakte und der Expression des 
Neurotransmitter-synthetisierenden Enzyms Glutamatdecarboxylase liefert starke Hinweise 
darauf, dass die vom Spendertier abstammenden Zellen funktionell in ihre Umgebung 
integriert waren (Priller et al, 2001). 
Nakano und Kollegen zeigten, dass sich transplantierte KM-Zellen nach intraparenchymaler 
Injektion in das Striatum bestrahlter Mäuse reaktiv für astrozytäre, oligodendrozytäre und 
mikrogliale Marker zeigten. Nach systemischer Verabreichung konnten dagegen nur 
mikroglial differenzierte Spenderzellen nachgewiesen werden (Nakano et al, 2001). Sasaki 
und seine Arbeitsgruppe transplantierten eine Zellfraktion hämatopoietischer und stromaler 
KM-Zellen nach axonaler Schädigung in das Rückenmark adulter Nager und konnten eine 
gezielte Differenzierung in Oligodendrozyten beobachten (Sasaki et al, 2001). Andere 
Forschergruppe fand keine Donorzellen nach Transplantation (Castro et al, 2002; Wehner et 
al, 2003; Ono et al, 2003; Massengale et al, 2005). Positive Ergebnisse im Tierversuch 
konnten auch post mortem bei Patienten nachvollzogen werden, die sich aus therapeutischen 
Gründen einer KM-Transplantation unterziehen mussten (Mezey et al, 2003; Weimann et al, 
2003a; Cogle et al, 2004; Sostak et al, 2007). 
Es ist bezeichnend, dass gerade hochselektionierte Zellpopulationen wie MAPC (Reyes & 
Verfaille, 2001; Reyes et al, 2005) oder hmNSC (Hermann et al, 2004) nach Transplantation 
kein signifikantes Engraftment (Jiang et al, 2002; Habisch et al, 2007) zeigen. Es muss 
ausserdem bemerkt werden, dass sich die Transplantationsstudien in ihrem experimentellen 
Setting erheblich unterscheiden. Eine intakte Blut-Hirn-Schranke in nicht-bestrahlten Tieren 
oder bei low-dose Regimen ist eine mögliche Erklärung für negative Befunde bei 
systemischer Verabreichung. Andere Autoren stellten fest, dass die wenigen Zellen, die in das 
Gehirn eingewandert waren, mit residenten Zellen fusionierten und dabei den Phänotyp der 
originären Nervenzellen annahmen (Alvarez-Dolado et al, 2003; Weimann et al, 2003b).  
Insgesamt ergibt sich aus der Zusammenschau der in-vivo-Studien ein inhomogenes Bild. Die 
Mehrzahl der Untersuchungen legt den Schluss nahe, dass KM-Zellen - wenn auch in geringer 
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Zahl - imstande sind, in das Gehirn einzuwandern und sich dort in funktionelle neuronale 
Zellen zu differenzieren, möglicherweise sogar beim Menschen Die Berichte unterstreichen 
ebenso die Bedeutung eines lokalen permissiven Milieus für eine spezifische neuronale, 
astrozytäre und oligodendrozytäre Differenzierung. Weitere Untersuchungen sind erforder-
lich, um zu klären, unter welchen Bedingungen und auf Basis welcher Mechanismen 
funktioneller Zellersatz adulter Gewebe nach Transplantation stattfindet. 
 
In vitro  
Die Möglichkeit, dass MSC neurogenes Potential besitzen, motivierte zahlreiche 
Arbeitsgruppen dazu, die neuronale Differenzierung multipotenter KM-Zellen durch 
geeignete Kulturbedingungen in-vitro zu reproduzieren, nicht zuletzt mit dem Interesse, die 
Mechanismen der beobachteten Plastizität näher zu untersuchen.  
Sanchez-Ramos und Kollegen expandierten Sca-1 und CD34-depletierte murine und humane 
KM-Zellen in EGF-haltigem Medium und induzierten sie anschliessend in Vitamin-A-Säure- 
und BDNF-haltiger Kulturbedingung. Die immunhistochemische Analyse ergab die 
Expression neuronaler Marker wie NeuN, Nestin und GFAP (Sanchez-Ramos et al, 2000). 
Wenig später brachten Woodbury und Kollegen humane und murine KM-Zellen durch 
Vorbehandlung mit BME oder bFGF und einem Induktionsmedium mit Zugabe von DMSO 
und BHA dazu, neuronale Charakteristiken zu zeigen (Woodbury et al, 2000). Mit einem 
optimierten Protokoll zeigten binnen weniger Stunden nahezu 80% der behandelten Zellen 
eine neuronale Morphologie. Die immunhistochemische Färbung der behandelten Zellen 
resultierte bereits nach 5 Stunden positiv für die neuronalen Proteine NSE und NF-M. Ebenso 
wie Sanchez-Ramos beobachtete die Arbeitsgruppe von Woodbury mit der neuronalen 
Differenzierung eine Abnahme des Intermediärfilaments Nestin, das in unreifen neuralen 
Vorläuferzellen exprimiert wird (Lendahl et al, 1990). Vereinzelt konnten auch positive 
Färbungsresultate für Marker eines reiferen neuronalen Phänotyps (TrkA, Tau) erzielt 
werden. 
Nach diesen beiden Studien folgte eine Reihe von Veröffentlichungen. Mit den 
unterschiedlichen Differenzierungsprotokollen exprimierten zwischen 0,5 und 70% der 
untersuchten MSC neuronale Markerproteine. So zeigten Deng und Kollegen, dass durch 
Kulturbedingungen, die intrazelluläres cAMP erhöhen (IBMX/dbcAMP), die Exprimierung 
neuronaler Marker verstärkt wurde (Deng et al, 2001). Ähnliche Ergebnisse konnten 
allerdings auch an Tumorzellen demonstriert werden (Cox et al, 1999). Kim und Kollegen 
verwendeten Vitamin-A-Säure und den Wachstumsfaktor FGF-2 zur neuronalen Induktion 
humaner KM-Zellen und erreichten durch die Beschichtung der Objektträger (OT) mit 
Fibronektin einen höheren Anteil Neurofilament-exprimierender Zellen (Kim et al, 2002). 
Zhang und Kollegen machten in ihren Untersuchungen deutlich, dass die Kombination des 
Wachstumsfaktors bFGF und des Gangliosids GM1 synergistisch in der Ausprägung eines 
neuronalen und glialen Phänotyps bei MSC der Ratte wirkt (Zhang et al, 2004). Tropel und 
Kollegen konnten durch die Kombination des Wachstumsfaktors bFGF und einer 
Beschichtung mit Poly-L-Lysin eine neuronale Differenzierung muriner MSC erreichen. 
Durch die Behandlung exprimierten nahezu alle Zellen den für neuronale Vorläuferzellen 
typischen Marker Nestin und zu einem hohen Anteil neuronale Proteine wie NF-L und β-III-
Tubulin. Ausserdem zeigten sich die Zellen reagibel für die Neurotransmitter Glutamat und 
Dopamin. Die induzierten, für Neurone typischen morphologischen Veränderungen bildeten 
sich allerdings nach sieben Kulturtagen spontan zurück (Tropel et al, 2006). Cho und 
Kollegen konnten in ihren Versuchsbedingungen Aktionspotentiale und post-synaptische 
Ströme in neuronal induzierten MSC registrieren (Cho et al, 2005). Auch Egusa und sein 
Forschungsteam erreichten nach neurogener Kulturbedingung das Ausbilden von spannungs-
aktivierten Natrium- und Kaliumströmen in den behandelten murinen KM-Zellen (Egusa et al, 
2005).  
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Eine Reihe von Arbeitsgruppen beschrieben Methoden, MSC gezielt in Zellen mit 
Charakteristiken spezifischer neuronaler Subtypen zu differenzieren: die Expression von 
Neurotransmittern oder assoziierten Proteinen (Woodbury et al, 2002; Jiang et al, 2002; Jin et 
al, 2003a; Dezawa et al, 2004; Tondreau et al, 2004a; Hermann et al, 2004; Wislet-Gendebien 
et al, 2005; Guo et al, 2005; Tao et al, 2005; Kondo et al, 2005; Cho et al, 2005; Long et al, 
2005; Pacary et al, 2006; Kan et al, 2007; Song et al, 2007; Tatard et al, 2007; Barzilay et al, 
2008), von Glutamat-Rezeptor (Jin et al, 2003a; Kondo et al, 2005), Schwannzellmarkern 
(Caddick et al, 2006); Glutamat-Transporter (Dezawa et al, 2004; de Hemptinne et al, 2004), 
synaptischen Vesikelproteinen (Woodbury et al, 2002; Cho et al, 2005) und neurotrophen 
Rezeptoren (Jeong et al, 2004; D’Ippolito et al, 2004; Wislet-Gendebien et al, 2005) wurden 
in induzierten MSC nachgewiesen. Einigen Forschern gelang es, MSC in Zellen mit typischen 
elektrophysiologischen Eigenschaften reifer Neurone umzuwandeln (Kohyama et al, 2001; 
Jiang et al, 2002; Hung et al, 2002b; Dezawa et al, 2004; Hermann et al, 2004; Egusa et al, 
2005; Wislet-Gendebien et al, 2005; Mareschi et al, 2006; D’Ippolito et al, 2006a; Song et al, 
2007).  
Einige Forschergruppen verwendeten gentechnische Strategien, die besonders im Hinblick auf 
die therapeutische Anwendung MSC von Relevanz sind (Levy et al, 2003; Dezawa et al, 
2004; Zhao et al, 2004; Zeng et al, 2007). Andere Laboratorien orientierten sich an 
Kulturprotokollen embryonaler und neuraler Stammzellen und isolierten aus mesenchymalen 
KM-Zellen neurogene Vorläuferzellen in Neurosphären (Kohyama et al, 2001; Kabos et al, 
2002; Locatelli et al, 2003; Joannides et al, 2003; Hermann et al, 2004; Shiota et al, 2007).  
Die Bedeutung von Umgebungsfaktoren und Zell-Zell-Kontakt für die neuronale 
Differenzierung MSC wurde in Kokulturmodellen und Kulturbedingungen mit 
konditionierten Medien untersucht: Im Kokulturmodell mit mesencephalen oder striatalen 
Zellen fanden Sanchez-Ramos und Kollegen, dass die Kokultur den Anteil NeuN- und GFAP-
positiven Zellen erhöhte (Sanchez-Ramos et al, 2000). Übereinstimmend mit diesen 
Ergebnissen berichteten Abouelfetouh und Kollegen später, dass MSC in Kokultur mit 
hippokampalen Hirnschnitten Charakteristiken neuronaler Zellen zeigten (Abouelfetouh et al, 
2004). Bossolasco und Kollegen evaluierten in ihren Versuchsreihen die Effekte zellulärer 
Signale anhand von Kokultursystemen mit neuronalen Stammzellen oder Astroblasten mit 
oder ohne Zell-Zell-Kontakt (Transwell) sowie konditionierten Medien. Dabei zeigten sich 
insbesondere für die Versuchsbedingungen mit Astrozyten-konditioniertem Medium positive 
Resultate für neuro-gliale Marker (Bossolasco et al, 2005). Effekte eines Astrozyten-
konditionierten Mediums auf neuronale Differenzierung wurden ebenso von Joannides und 
Kollegen an isolierten neuronalen Vorläuferzellen humaner Haut (Joannides et al, 2004) und 
adulten humanen KM (Joannides et al, 2003) demonstriert. Ein auf Kokultur mit fetalen 
Maus-Astrozyten basierendes Induktionsprotokoll führte zu einem höheren Anteil GFAP-
positiver Zellen (Lei et al, 2007).  
Die von der Arbeitsgruppe Verfaillie innerhalb der durch Depletion von CD45+ und 
Glykophorin-A+ Zellen gewonnen Zellpopulation der MAPC differenzieren nach langer 
Kulturdauer in mesenchymale Zelltypen, Skelettmuskelzellen, und endotheliale Zellen (Reyes 
et al, 2001). Für die von Maus und Ratte isolierten MAPC wurde ausserdem eine neurale 
Differenzierung in-vitro gezeigt. Die Induktion mit FGF-2 ergab Zellen mit neuronalen, 
astrozytären und oligodendrozytären Markern. Die Verwendung eines sequentiellen 
Behandlungsprotokolls mit den Wachstumsfaktoren bFGF, FGF-8b und BDNF ergab 
dopaminerge, serotonerge und gabaerge Nervenzellen (Jiang et al, 2002). Ein komplexes 
Kokultursystem mit Astrozyten induzierte einen reiferen Phänotyp. Ähnlich den aus NSC und 
ES abgeleiteten Neuronen zeigten die in-vitro-differenzierten MAPC für Neurone typische 
elektrophysiologische Eigenschaften (Jiang et al, 2003; Verfaillie et al, 2003). Nach Angaben 
der Forscher liessen sich ein nicht näher bestimmter auswärts gerichteter Ionenstrom und 
spannungsaktivierte schnelle Natriumkanäle nachweisen. In der Mehrzahl der untersuchten 
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Zellen konnten wiederholt Aktionspotentiale ausgelöst werden. Die Genexpressionsanalyse 
induzierter MAPC zeigte, dass Transkriptionsfaktoren, wie sie auch bei der Differenzierung 
dopaminerger und serotinerger Neurone in der Mittelhirnregion involviert sind, in ähnlicher 
Weise während des Differenzierungsprozesses der MAPC aktiviert werden. Allerdings 
mussten die Autoren feststellten, dass es bei dem auf Wachstumsfaktoren basierten 
Induktionsprotokoll nach 3 Wochen rasch zu einem Verlust der Zellkultur durch Zelltod kam 
und die neuronal differenzierten Zellen nur in anschliessender Kokultur mit Astrozyten 
überlebensfähig waren. Zusammen mit den Untersuchungen von Joannides und seiner 
Arbeitsgruppe (s.o.) unterstreicht diese Beobachtung die Bedeutung astrozytärer Signale für 
Überleben und terminale Differenzierung der von KM-Zellen abgeleiteten Neurone. Bislang 
konnten die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Verfaillie allerdings nicht reproduziert werden 
(Raedt et al, 2007). D’Ippolito und Kollegen selektionierten nach einem speziellen 
Expansionsprotokoll und unter Hypoxiebedingungen ähnlich pluripotente Zellen, die sie als 
MIAMI bezeichneten (D’Ippolito et al, 2004 & 2006a & 2006b). Nach Induktion zeigten die 
terminal differenzierten Zellen elektrophysiologische Eigenschaften, die sich nach Angaben 
der Autoren nicht von denen reifer Neurone unterscheiden. Für MIAMI-Zellen wurden 
Marker nachgewiesen, die auch von embryonalen Stammzellen exprimiert werden (D’Ippolito 
et al, 2004 & 2006a). Auch von einer gezielten Differenzierung in dopaminerge Neurone 
wurde berichtet (Tatard et al, 2007). Nach den experimentellen Hinweisen, dass sich 
Hypoxiebedingungen günstig auf neuronale Differenzierung auswirken (Hermann et al, 2004; 
D’Ippolito et al, 2006b), zeigten Pacary und Kollegen in ihren Untersuchungen an murinen 
MSC, dass eine pharmakologische Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 durch 
Kobaltchlorid und Deferoxamin eine Umwandlung in Zellen mit Charakteristiken neuronaler 
Zellen induziert. Die zusätzliche Inhibierung des ROCK-Signalwegs führte zu einer 
dopaminergen Differenzierung (Pacary et al, 2006).  
Wichtige Erkenntnisse ergeben sich auch aus vergleichenden Untersuchungen: Die 
Gegenüberstellung der Induktionsprotokolle von Woodbury (Woodbury et al, 2002) und 
Deng (Deng et al, 2001) durch Rismanchi und Kollegen bestätigte für das Woodbury-
Protokoll einen deutlichen Anstieg von Zelltod unter differenzierten Zellen. Während mit dem 
Woodbury-Protokoll ein signifikanter Anstieg der NeuN-Expression zu beobachten war, 
zeigte sich für das Deng-Protokoll lediglich in der Tendenz eine Zunahme NeuN-positiver 
Zellen. Für beide Protokolle war zur Aufrechterhaltung eines neuronalen Phänotyps die 
kontinuierliche Kultivierung in einem Erhaltungsmedium erforderlich (Rismanchi et al, 
2003). Bossolasco und seine Forschergruppe untersuchten unterschiedliche Populationen 
adulter KM-Zellen hinsichtlich ihres neurogenen Potetntials bei definierten Kulturbe-
dingungen (unfraktioniertes KM, low-densitiy BMNC, MSC, sowie einige immuno-
magnetisch separierte Subpopulationen). Als interessante Kandidaten mit neuro-glialem 
Differenzierungspotenzial resultierten nach den Untersuchungen Bossolasco’s lediglich MSC 
und CD90-positive KM-Zellen. Negative Resultate wurden für alternative Quellen 
mesenchymaler Stammzellen wie peripheres Blut und mobilisiertes peripheres Blut erzielt 
(Bossolasco et al, 2005). Scintu und Kollegen verglichen zwei unterschiedliche Behandlungs-
protokolle: das erste Protokoll verwendete einen Cocktail aus FGF-1 und Ko-Aktivatoren mit 
dem Effekt, intrazelluläres cAMP zu erhöhen (TPA, IBMX und Forskolin). Das zweite 
Behandlungsprotokoll verwendete Vitamin-A-Säure zusammen mit BME als Induktoren. Für 
beide Differenzierungsprotokolle zeigte sich zum Ende des Differenzierungsprozesses ein 
kleiner Anteil an Zellen (15-20%), die die neuronalen Marker NF-M, GFAP und NSE 
exprimierten, während die Proteine Vimentin und Nestin gegenüber der Kontrolle in 
geringerem Masse nachweisbar waren. Während mit FGF-1 und den beigefügten Ko-
Aktivatoren die Zellen bereits nach 6-24h eine charakteristische neuronale Morphologie 
zeigten, entwickelten sich die morphologischen Veränderungen mit dem zweiten 
Behandlungsprotokoll erst nach einem längeren Zeitfenster und waren weniger markant 
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ausgeprägt. Die neuronale Morphologie der Zellen bildete sich rasch zurück, sobald die 
Induktoren des ersten Protokolls aus der Kulturbedingung entfernt wurden. Zellen, die mit 
Vitamin-A-Säure und BME behandelt wurden, behielten dagegen ihre Morphologie bei, selbst 
nachdem die stimulierenden Substanzen aus dem Kulturmedium entfernt wurden (Scintu, 
2006). Song und Kollegen untersuchten Nestin-positive murine KM-Zellen und verglichen sie 
mit adulten murinen NSC. Mit Ausnahme TH- und GalC-positiver Zellen war in den Kulturen 
NSC der Anteil an Zellen, die neuronale Marker exprimierten, deutlich höher. In den 
funktionellen und elektrophysiologischen Tests nach einer Woche neuronaler 
Induktionskultur (in Ahnlehnung an Sanchez-Ramos-Protokoll) konnte die Arbeitsgruppe nur 
einen geringen Anteil funktioneller Nervenzellen unter den neuronal differenzierten MSC 
feststellen. Zu diesem frühen Zeitpunkt zeigten 2,5% der untersuchten KM-Zellen und 60% 
der gepatchten NSC einen unreifen neuronalen Phänotyp (Song et al, 2007). 
 

1.4. Klinische Relevanz  
Das therapeutische Potential MSC wurde in Tiermodellen unterschiedlicher Erkrankungen 
evaluiert. Auf der Basis der gewonnenen Erkenntnisse fand die die versatile Zellpopulation 
bereits in klinische Studien Anwendung (reviewed von Tögel et al, 2007). 
 

1.4.1. Erkenntnisse aus dem Tierversuch  
Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass nach KM-Transplantation Donorzellen zu 
multiplen Zelltypen differenzieren und zur Regeneration von Muskel (LaBarge & Blau, 2002; 
Corti et al, 2002c; Bossolasco et al, 2004), Herzmuskel (Orlic et al, 2001a & 2001b; Toma et 
al, 2002;), Lunge (Kotton et al, 2001; Krause et al, 2001; Theise et al, 2002; Jiang et al, 2002; 
Wang et al, 2005a), Haut (Krause et al, 2001), Gastrointestinaltrakt (Krause et al, 2001; Jiang 
et al, 2002), Pankreas (Jiang et al, 2002; Ianus et al, 2003; Hess et al, 2003; Oh et al, 2004), 
Niere (Kale et al, 2003; Poulsom et al, 2001; Ito et al, 2001; Prodromidi et al, 2006; Qian et 
al, 2008), Leber und Gallengängen (Petersen et al, 1999; Lagasse et al, 2000; Theise et al, 
2000; Krause et al, 2001; Jiang et al, 2002; Chamberlain et al, 2007) beitragen können. 
Erkenntnisse aus Untersuchungen zum epithelialen Chimärismus beim Menschen nach KM-
Transplantation (Gussoni et al, 2002; Körbling et al, 2002; Okamoto et al, 2002; Mezey et al, 
2003; Suratt et al, 2003; Weimann et al, 2003a; Spyridonidis et al, 2004; Cogle et al, 2004; 
Crain et al, 2005; Spencer et al, 2005) unterstützen ebenfalls das Konzept, dass sich 
transplantierte Donorzellen in unterschiedlichen Geweben ansiedeln können. Erkenntnisse aus 
dem Bereich der Organtransplantation zeigen andererseits, dass es bei Organschädigung zu 
einer Rekrutierung Empfänger-eigener Vorläuferzellen kommt (Kleeberger et al, 2002 & 
2003; Quaini et al, 2002) und KM-Zellen mitunter an der Organregeneration partizipieren 
(Grimm et al, 2001; Gupta et al, 2002; Thiele et al, 2004; Albera et al, 2005).  
Effekte einer zellulären Therapie mit mesenchymalen Zellen wurden in Transplantations-
versuchen bei fokaler Ischämie (Chen et al, 2000 & 2001a & 2003; Li et al, 2001b & 2002; 
Zhao et al, 2002; Lee et al, 2003; Borlongan et al, 2004; Esenault et al, 2008; Liu et al, 2008), 
experimentellem SHT (Lu et al, 2001; Mahmood, 2001a & 2001b; reviewd von Longhi et al, 
2005), spinalem Trauma (Chopp et al, 2000; Sasaki et al, 2001; Hofstetter et al, 2002; Lee et 
al, 2003; Satake et al, 2004; Ankeny et al, 2004), Myokardinfarkt (Orlic et al, 2001a & 2001b; 
Toma et al, 2002; Yoon et al, 2005; Iso et al, 2007; reviewed von Minguell & Erices, 2006), 
Nierenschaden (Kale et al, 2003; Kunter et al, 2006; Qian et al, 2008), Diabetes (Hess et al, 
2003; Lee et al, 2006), Pankreatitis (Cui & Bai, 2003) oder Lungenschaden (Ortiz et al, 2003; 
Ishizawa et al, 2004; Yamada et al, 2004; Loi et al, 2005; Bruscia et al, 2006) untersucht. 
Ebenso bei neurodegenerativen Erkrankungen erhofft man sich neue Therapieansätze. Für 
Morbus Parkinson (Nishino et al, 2000; Li et al, 2001a; Dezawa et al, 2004; Lu et al, 2005; 
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Offen et al, 2007; Levy et al, 2008), die Huntington-Erkrankung (Lescaudron et al, 2003), 
demyelinisierende ZNS-Erkrankungen (Akiyama et al, 2002a & 2002b) sowie der Niemann-
Pick-Erkrankung (Jin et al, 2002) wurden Tiermodelle etabliert. Die Transfektion von MSC 
mit therapeutischen Genen erhöht den therapeutischen Effekt im Tierversuch (Kurozumi et al, 
2004; Lu et al, 2005).  
Grosses Interesse besteht auch hinsichtlich der möglichen Anwendung MSC als Vehikel zur 
Korrektur genetischer Defekte (Baxter et al, 2002), zur Verabreichung therapeutischer 
Proteine (Grove et al, 2002; Prockop et al, 2003; Prockop, 2004) oder onkolytischer Viren in 
der Krebstherapie (Pereboeva et al, 2000; Kromarova et al, 2006; Sonabend et al, 2008). Mit 
dem Ziel eines gentherapeutischen Ansatzes zur Behandlung der Hämophilie A wurde neben 
anderen Zelltypen in MSC die Möglichkeit der rekombinanten Expression von FVIII in 
immundefizienten Mäusen untersucht (Chuah et al, 1989 & 2000; Van Damme et al, 2003). 
Die Arbeitsgruppe unter der Leitung von David Russel entwickelte eine gentherapeutische 
Behandlungsoption der seltenen Erbkrankheit Osteogenesis imperfecta (Chamberlain et al, 
2004 & 2008). In unterschiedlichen Tiermodellen einer experimentell induzierten Muskel-
degeneration demonstrierte eine Reihe von Arbeitsgruppen, dass markierte KM-Zellen nach 
Transplantation gezielt in das Verletzungsgebiet einwandern und zur Regeneration von 
Muskelfasern beitragen können (Ferrari et al, 1998; Gussoni et al, 1999; Bossolasco et al, 
2004; Ojima et al, 2004; Doyonnas et al, 2005). Dass diese Erkenntnisse im Prinzip auf den 
Menschen übertragbar sind, zeigte ein Bericht über einen an der Duchenne Muskeldystrophie 
erkrankten Patienten, bei dem nach KM-Transplantation in kleiner Anzahl (0,5-0,9%) 
Zellkerne des Spenders in Muskelfasern identifiziert werden konnten (Gussoni et al, 2002). 
Andere Anwendungsgebiete MSC schliessen die Korrektur osseärer Defekte (Ohgushi et al, 
2004) und die Wundheilung (Badiavas et al, 2003; Borue et al, 2004) mit ein. Auch bei der 
Entwicklung und Testung neuer Medikamente stellt die Zellkultur somatischer Stammzellen 
ein fortschrittliches Instrument dar.  
Wenn auch die Erholung von funktionellen Defiziten in tierexperimentellen Studien 
dokumentiert wurde, liegen die dafür verantwortlichen spezifischen Mechanismen weitgehend 
im Dunkeln. So konnte etwa ein therapeutischer Benefit der Transplantation ohne Nachweis 
einer Umwandlung von Donorzellen innerhalb des entsprechenden Zielorgans nachgewiesen 
werden (Chopp et al, 2000; Balsam et al, 2004; Iso et al, 2007). Andererseits wurden Studien 
veröffentlicht, die kein signifikantes Engraftment und keine funktionelle Erholung in 
Verletzungsmodellen feststellen konnten (Wagers et al, 2004; Massengale et al, 2005; Fang et 
al, 2008). Es wird diskutiert, dass der experimentell induzierte Organschaden das Engraftment 
erhöht oder erst induziert (Herzog et al, 2006). Entsprechende Hinweise kommen auch aus 
dem Bereich der Organtransplantation (Kleeberger et al, 2002 & 2003). 
Mittlerweile geht man sogar davon aus, dass die beobachteten funktionellen Verbesserungen 
nach KM-Transplantation in tierexperimentellen Verletzungsmodellen nicht ursächlich mit 
der Einwanderung transplantierter Zellen zusammenzuhängen. Eine zunehmende Zahl von 
Forschern favorisiert die Hypothese, dass die positiven Effekte durch die Freisetzung lokaler 
Mediatoren, die Vermittlung von Angiogenese und die Induktion endogener Neurogenese 
bedingt sind (Hofstetter et al, 2002; Zhao et al, 2002; Corti et al, 2004; Chen et al, 2004; 
Borlongan et al, 2004; Alison et al, 2006; Caplan & Dennis, 2006; Prockop, 2007; Parr et al, 
2007). Die Suche nach den spezifischen Mechanismen von Organregeneration und 
funktioneller Erholung durch therapeutische Transplantation definierter KM-Zellpopulationen 
hat sich als neuer Forschungsgegenstand etabliert (Wang et al, 2002; Isele et al, 2007).  
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1.4.2. Erkenntnisse beim Menschen 
Analog zu den Befunden im Tiermodell wurden Machbarkeit, Sicherheit und potenzielle 
Wirksamkeit einer Behandlung mit MSC in kleineren klinischen Studien geprüft. So zeigte 
sich bei Kindern mit Osteogenesis imperfecta nach allogener KM-Transplantation eine 
signifikante Verbesserung der Knochendichte in qualitativer wie quantitativer Hinsicht 
(Horwitz et al, 1999 & 2001 & 2002). Eine Kotransplantation MSC führte bei anderen 
genetischen Erkrankungen wie der metachromatischen Leukodystrophy und dem Hurler 
Syndrom in einigen Fällen zu einer messbaren Verbesserung der Nervenleitgeschwindigkeit 
und der Knochendichte (Koç et al, 2002). 
Im Bereich neurologischer Erkrankungen wurden positive Resultate nach Behandlung mit 
autologen MSC für Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose (Mazzini et al, 2006 & 2008) 
und nach ischemischen Insult erzielt (Bang et al, 2005). Die zelltherapeutische Strategie wird 
derzeit ebenso als Behandlungsoption für Multiple-Sklerose-Patienten überprüft (Slavin et al, 
2008). Experimentelle Ansätze zur Behandlung der Parkinsonerkrankung basieren bislang auf 
der Verwendung fetaler Zellen. In klinischen Studien am Menschen konnte gezeigt werden, 
dass durch intrastriatale Transplantation fetaler dopaminerger Neuroblasten in Einzellfällen 
wesentliche Besserungen des Krankheitsbildes zu erzielen sind (Freed et al, 2001; Olanow et 
al, 2003). Insgesamt waren die Ergebnisse allerdings enttäuschend. Bei einem beträchtlichen 
Anteil von Patienten entwickelten sich andauernde Dyskinesien (Freed et al, 2001). Positive 
Resultate nach Zellersatztherapie mit fetalen Zellen wurden auch für die Chorea Huntington-
Erkrankung berichtet (Freeman et al, 2000). Die Verwendung fetaler Zellen birgt jedoch nicht 
nur ethische Probleme. Die durchgeführten klinischen Studien haben auch Probleme 
hinsichtlich qualitativ standardisierter Aufbereitung und ausreichender Gewinnung von 
transplantierbaren Zellen offengelegt.  
Vielversprechender ist gegenwärtig die klinische Anwendung MSC als supportive Therapie 
nach KM-Transplantation, nach Hochdosischemotherapie bei hämatologischen Krankheits-
bildern und zur Prävention und Behandlung einer Graft-versus-host-Reaktion. Präklinische 
Studien sprechend dafür, dass MSC das Outcome bei allogener KM-Transplantation durch die 
Unterstützung des Engraftments verbessern (Maitra et al, 2004). Die Koinfusion 
mesenchymaler und hämatopoietischer Stammzellen bei hämatologischen Krankheitsbildern 
konnte die hämatopoietische Erholung nach Hochdosischemotherapie beschleunigen und wird 
in klinischen Studien erprobt (Koç et al, 2000; Lazarus et al, 2005). Die einzigartigen 
immunologischen Eigenschafen MSC machen sie ebenso zu interessanten Kandidaten einer 
immunmodulatorischen Therapie (Ryan et al, 2005; Le Blanc & Ringdén, 2007). Erste 
klinische Erfolge wurden mit der Transplantation MSC bei therapieresistenter Graft-versus-
host-Erkrankung erzielt (Ringden et al, 2006; Le Blanc et al, 2008).  
Für grosses Aufsehen und Diskussion sorgte 2001 die Transplantation körpereigener adulter 
Stammzellpopulationen bei Herzinfarktpatienten, ein Therapieansatz, der mittlerweile 
vielfach im Rahmen klinischer Studien beim Menschen evaluiert wurde (Strauer et al, 2002; 
Assmus et al, 2002; Stamm et al, 2003; Chen et al, 2004; Wollert et al, 2004; Fernandez-
Aviles et al, 2004; Lunde et al, 2005; Erbs et al, 2005; Hofmann et al, 2005; Janssens et al, 
2006; Zolnhöfer et al, 2006; Schächinger et al, 2006; Erbs et al, 2007; Ripa et al, 2007). 
Neben den bislang untersuchten Zellpopulationen scheinen klonogene MSC besonders 
vielversprechend zu sein (Zhang et al, 2006). Die Mehrzahl der bislang veröffentlichten 
Studienergebnisse dokumentierte eine bescheidene, aber signifikante Verbesserung der 
Herzleistung (Übersicht von Charwat et al, 2008). Eine norwegische Studie zeigte dagegen 
keine positiven Effekte der Stammzelltherapie (Lunde et al, 2005). Die Ursache des negativen 
Resultats wird durch Unterschiede in der Funktionalität der Zellen erklärt (Seeger et al, 2007). 
Das therapeutische Potential einer autologen Transplantation von KM-Zellen wurde ebenso 
bei arterieller Verschlusskrankheit (Tateishi-Yuyama et al, 2002), chronischer koronarer 
Herzerkrankung (Perin et al, 2004; Erbs et al, 2005; Assmus et al, 2005; Strauer et al, 2005; 
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Fuchs et al, 2006; Stamm et al, 2007) und dilatativer Kardiomyopathie (Fischer-Rasokat et al, 
2005) untersucht.  
Eine Biotechnologiefirma, die sich auf die Anwendung MSC spezialisiert hat, treibt die 
Erprobung ihres Produkts Prochymal, eines intravenösen Präparats gesunder Spender, in 
klinischen Studien mit den Indikationen Graft-versus-host-Erkrankung und Morbus Crohn 
voran. Weitere klinische Erprobungen umfassen die Behandlung von Patienten nach 
Myokardinfarkt, Patienten mit Typ-1-Diabetes, COPD und orthopädischen Erkrankungen 
(laut Unternehmensinformation unter www.osiristx.com).  

1.5. Zusammenfassung 
MSC zeigen typische Eigenschaften von Stammzellen: sie proliferieren klonal und besitzen 
ein multipotentes Differenzierungspotential. Die Isolation erfolgt über Plastikadhärenz; 
phänotypisch zeichnen sie sich durch die Exprimierung charakteristischer Oberflächenmarker 
und die Abwesenheit typischer hämatopoetischer Oberflächenantigene aus. Die aus dem KM 
isolierte und in-vitro expandierte Zellpopulation muss als heterogen betrachtet werden.  
Zahlreiche in-vitro-Untersuchungen belegen die beeindruckende Plastizität MSC. Obwohl für 
MSC die Expression unterschiedlicher, für Neurone typischer Marker demonstriert wurde, 
bleibt nach wie vor unklar, ob diese neuron-ähnlichen Zellen tatsächlich Charakteristiken 
funktioneller Neurone aufweisen und in Nervenzellverbände integriert werden. Bislang wurde 
nur von wenigen Forschergruppen ein Nachweis für die funktionelle Aktivität der in-vitro 
differenzierten Nervenzellen erbracht (Kohyama et al, 2001).  
Hinsichtlich klinischer Anwendung befinden sich therapeutische Strategien mit adulten 
Stammzellen in einem Anfangsstadium. Es konnte gezeigt werden, dass Zellersatztherapie im 
Prinzip funktioniert und dass sie in der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen einen 
gangbaren Weg darstellt. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt muss man davon ausgehen, dass 
positive Effekte der stammzellbasierten Therapie nicht nur - wie ursprünglich proklamiert - 
Transdifferenzierungsprozessen zuzuschreiben sind, sondern ebenso Ergebnis von Zellfusion, 
Vermittlung von Angiogenese und Freisetzung lokaler Mediatoren sind. Die klinische 
Anwendung adulter Stammzellen an grösseren Studienpopulationen zur Therapie des 
Myokardinfarkts hat gezeigt, dass das Verfahren mit Nebenwirkungen verbunden sein kann. 
Mögliche Langzeitfolgen sind derzeit noch nicht abzuschätzen. Bevor sich die Behandlung 
mit mesenchymale Stammzellen als Therapieverfahren etablieren kann, besteht daher noch 
grosser Forschungsbedarf. 
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
 
 
MSC gelten als aussichtsreiche Kandidaten für neue zellbasierte und regenerative Therapien. 
Für die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen ist eine kontrollierte und 
standardisierte Expansion und neuronale Differenzierung humaner MSC von 
ausserordentlicher Bedeutung, um eine möglichst homogene Population von Vorläuferzellen 
oder voll differenzierter Zellen zu gewinnen.  
Seit der Entdeckung der Plastiziät mesenchymaler KM-Zellen konnte in zahlreichen Studien 
gezeigt werden, dass frühe und reife neuronale Zellen aus mesenchymalen Stromazellen des 
KM in-vitro gewonnen werden können. Die Schwierigkeit bei der Beurteilung der 
unterschiedlichen Studienergebnisse ist der Umstand, dass sich Isolierungsmethoden und 
Kulturbedingungen erheblich unterscheiden. Dies macht einen Vergleich der verwendeten 
Protokolle schwierig. Die Frage, in welchem Ausmass die unterschiedlichen Komponenten 
der Zellkultur die neuronale Differenzierung MSC beeinflussen, lässt sich auf dieser 
Datenbasis kaum beantworten. Eine breit angelegte Untersuchung der Effekte 
unterschiedlicher Kulturbedingungen hinsichtlich neuronaler Differenzierung wurde bislang 
nicht unternommen. Unser Ziel war daher eine systematische Analyse der Effekte 
unterschiedlicher Kulturbedingungen aber auch der Herkunft der MSC hinsichtlich ihres 
Potentials, einen neuronalen Phänotyp zu induzieren. In aufeinanderfolgenden Versuchsreihen 
sollte der Einfluss verschiedener Kulturmedien, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren 
sowie die Bedeutung von extrazellulärer Matrix und Serumkonzentration hinsichtlich 
Steuerung von Proliferation und neuronaler Differenzierung humaner MSC geklärt werden. 
Ausgehend von einer unter identischen Kulturbedingungen gewonnenen Ausgangspopulation 
wurden die Kulturbedingungen einzelner Experimente mit einem Standardinduktionsmedium 
verglichen. Der Nachweis einer neuronalen Zelldifferenzierung sollte durch immunhisto-
chemische Methoden am Ende der jeweiligen Versuchsreihe überprüft werden. Während des 
laufenden Versuchs wurden die einzelnen Versuchskammern mit ihren definierten Kulturbe-
dingungen lichtmikroskopisch beurteilt. Beobachtet wurden jeweils Proliferation und 
morphologische Veränderung. Der Effekt der Versuchsbedingung hinsichtlich Proliferation 
der Zellen sollte am Ende des Versuchs quantifiziert werden. Dazu wurde ein einfacher 
Proliferations-Index berechnet. Die Auswertung des immunhistochemischen Ergebnisses 
erfolgte mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie. Die statistische Analyse der 
erhaltenen Daten sollte so gewählt werden, dass sich die Effekte der einzelnen Experimente 
und ihrer definierten Kulturbedingungen quantitativ gegenüber der Standardkulturbedingung 
abschätzen lassen.  
Mit den Ergebnissen der systematischen Untersuchung sollte schliesslich ein effektives 
Protokoll etabliert werden, das einen möglichst hohen Anteil neuronal differenzierter Zellen 
aufweist.  
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3. Material und Methoden 
 
 

3.1. Material 

3.1.1. Geräte, Gebrauchsmaterialien und Software 
Laminar-Flow-Bench    Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau 
Laborwaage     Fa. Sartorius AG, Goettingen 
Brutschrank     Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau 
Kühlkombination    Fa. Siemens AG, München 
Zentrifugen     Fa. Eppendorf AG, Hamburg (klein); Fa. Hettich 

AG, Bäch, CH (gross) 
Vortex      Fa. neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, 

Heidelberg 
pH-Meter     Fa. Hanna Instruments Inc., Woonsocket, Rhode 
      Island, USA 
Einmalpipetten    Fa. Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
      USA, über Fisher Scientific GmbH, Schwerte 
Eppendorfröhrchen    Fa. Dianova GmbH, Hamburg 
Pipettenspitzen Eppendorf   Fa. Dianova GmbH, Hamburg 
Zellsieb (70µm)    Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher  
      Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Zellschaber      Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm) Fa. Life Technologies, jetzt Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
Kulturflascs Nunclon 80cm2 Fa. Chemicon International Inc., Temecula, 

Kalifornien, USA 
Kulturflascs Nunclon 25cm2 Fa. Chemicon International Inc., Temecula, 

Kalifornien, USA 
Permanox, 4 well    Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher 
(Lab-TEK Chamber Slide System) Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Falcon Tubes 50ml    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Falcon Tubes 15ml    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Zählkammer Neubauer   Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Cryoröhrchen (1,8 ml)   Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Einfrierbox     Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Mikroskop Olympus CK40   Fa. Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg 
Kamera Vision    Fa. Carl Zeiss AG, Oberkochen 
KS 300 Software     Fa. Carl Zeiss AG, Oberkochen  
Fluoreszenzeinrichtung    Fa. Micro-Optik, Witten 
SPSS 10.0     Fa. SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA 
Office 2003 Service Pack 3   Fa. Microsoft Corporation, Redmond,  

Washington, USA 
Adobe Reader 9.3.2    Fa. Adobe Systems Inc., San Jose, Kalifornien,  

USA 
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3.1.2. Chemikalien 
Histopaque (1.077 g/mL bei 25 °C) Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Trypanblau-Lösung (0,4%) Fa. Life Technologies, jetzt Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
Paraformaldehydlösung (4%)   Fa. Merck KGaA, Darmstadt  
 

3.1.3. Gebrauchslösungen 
 
Puffer 
Phosphat gepufferte Saline (PBS)  Fa. Merck KGaA, Darmstadt 
Dublecco´s Phosphat-gepufferte Saline Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
(mit MgCl2 und CaCl2) (DPBS)   
Tris-gepufferte Saline (20mM, ph 7,4) Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Borsäure (Tabletten)    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
      Natrium-Borat-Puffer (0,15M, ph 8,3):  

4,63 Gramm Borsäure auf 0,5 Liter Aqua dest. 
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
(ohne CaCl2/ MgCl2) 
 
Andere 
Rinderserumalbumin-Lösung  (0,1%) Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Ziegen-Normalserum-Lösung (10%)  Fa. Dianova GmbH, Hamburg 
Aqua dest.     Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Trypsin-EDTA-Lösung (0,25%)  Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Glycerol     Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)   Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
 

3.1.4. Medien und Supplemente für die Zellkultur 
 
Medien 
MEM      Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
DMEM/F12  Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
MEM Alpha Modification    Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Invitrogen 
      Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
DMEM (no glucose)    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Neurobasal Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
Zusätze 
Fetales Kälberserum    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
(Charge 098H8407)    
L-Glutamin (200mM)    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Penicillin/Streptomycin (Pen./Strept.) Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 

(10000 units/ml Pen., 10 mg/ml Strept.) 
Glukose (100g/L)    Fa. Invitrogen Corporation, Carlsbad,  

Kalifornien, USA 
Heparin     Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
B27-Supplement (50x)   Fa. Invitrogen Corporation, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 
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N2-Supplement (100x)   Fa. Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
Kalifornien, USA 

Wachstumsfaktoren 
FGF-2 (rekombinant)    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
FGF-8b (Maus)    Fa. R&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, 
      USA 
SHH (rekombinant Maus)   Fa. R&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, 
      USA 
BDNF (rekombinant)    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
NT-3 (rekombinant)    Fa. Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
      Kalifornien, USA 
 

3.1.5. Materialien für die Beschichtung 
Poly-L-Lysin 70-150kD   Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Poly-L-Ornithin     Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Laminin (Maus-Sarkom)   Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
Fibronektin (Rind)    Fa. Invitrogen Corporation, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 
 

3.1.6. Materialien für die Immunfluoreszenz 
Triton X-100    Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
DAPI      Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Fluoromount-G™    Fa. BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,  
      Eching 
Deckgläschen     Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA 
Nagellack     Handelsübliches Produkt 
 
Primärantikörper 
Anti-β-III-Tubulin (aus der Maus)  Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen 
 
 
Sekundärantikörper 
TRITC-Ziege anti Maus IgG (H+L)  Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., 

West Grove, Pennsylvania, USA, über Dianova 
GmbH, Hamburg 

 

3.2. Methoden 

3.2.1. Zellkultur 
Sämtliche Arbeitsschritte der Präparation und Behandlung der Zellen wurden unter sterilen 
Arbeitsbedingungen an einer Laminar-Flow-Werkbank durchgeführt. Pipettenspitzen und 
Glaswaren wurden bei feuchter Hitze von 121°C und einem Dampfdruck von 200 kPa 20 
min. lang autoklaviert. Die Werkbank wurde regelmäßig mit 70%igem Ethanol desinfiziert. 
 
Präparation der humanen mesenchymalen Knochenmarkszellen 
Humane mesenchymale Zellen wurden aus Restmaterial von Spendern bei der „Aktion 
Knochenmarkspende Bayern“ bezogen. Die Zellen wurden aus verbliebenen Resten in Filter 



 

21 

und Sammelbeutel gewonnen, die aus technischen Gründen für die KM-Konserve nicht 
verwendet und in der Regel verworfen werden. Die Verwendung des Restmaterials erfolgte 
nach Aufklärung und Einverständnis des Spenders. Die ethische Unbedenklichkeit wurde 
durch die Ethikkommission der Fakultät bestätigt.  
Die mesenchymalen Zellen wurden in Anlehnung an etablierte Protokolle über einen Ficoll-
Gradienten gewonnen. Nach Spülen der Sammelbeutel und Filter mit MEM-Medium/20% 
FCS wurden in 50ml Tubes jeweils 30ml der gewonnenen KM-Flüssigkeit auf 15 ml Ficoll 
(Histopaque) gegeben. Dabei wurden grobe Gewebereste durch eine 70µm-Nylonsieb 
zurückgehalten. Nach Zentrifugieren (400 g, 20 min.) konnte ein Interphase gewonnen 
werden, das in neuen Tubes gesammelt wurde. Die darin enthaltenen Zellen wurden einem 
Spülvorgang unterzogen, um toxische Reste der Ficoll-Lösung auszuwaschen. Die 
Zellsuspension wurde dabei insgesamt dreimal mit MEM-Medium/20% FCS versetzt und 
anschließend zentrifugiert (400 g, 10 min.). Der Überstand wurde mit einer sterilen 
Einmalpipette entfernt, das verbliebene Zellpellet mit MEM-Lösung/20% FCS resuspendiert. 
Im letzen Spülvorgang wurden die Zellen zur Bestimmung der Zellzahl mit 1ml MEM/20% 
FCS-Lösung resuspendiert. Die gewonnene Zellzahl betrug je nach Ausgangsmaterial 
zwischen 1 x 105 bis 1 x 107 Zellen. Die so aufbereiteten Zellen wurden in Proliferations-
medium (MEM/20 % FCS) als Primärkultur angezüchtet.  
 
Bestimmung der Zellzahl mit der Zählkammer 
Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 10 µl der entsprechenden Zellsuspension in ein 
Eppendorfröhrchen gegeben und mit 40 µl 0,4% Trypanblau-Lösung vermengt. Anschließend 
wurden 10 µl der Lösung in eine Neubauer-Zählkammer gegeben und die Zellzahl in den 
jeweiligen Quadranten der Zählkammer an einem Invertmikroskop bei hundertfacher 
Vergrößerung im Phasenkontrast-Verfahren bestimmt. Dabei wurden nur die nicht gefärbten, 
lebenden Zellen ausgezählt. Die Zellzahl in der Zellsuspension errechnete sich nach der 
Formel: 
 
Zellzahl in 1ml Zellsuspension = (Mittelwert der Quadranten x 5) x 104 Zellen 
 
Kultivierung und Anreicherung der mesenchymalen Zellen über Adhärenz 
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Brutschrank in befeuchteter Atmosphäre bei 37°C, 
5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Auswahl der Flascs erfolgte nach der 
vorhandenen Zellmenge; als initiale Zelldichte wurde ein Wert von 1 x 107/75 cm2 bzw. 3 x 
106/25cm2 angestrebt. Die Selektion und Anreicherung mesenchymaler Zellen erfolgte mittels 
Kunststoff-Adhäsion am Kulturboden. Nach 48h in Kultur wurde das Medium komplett durch 
frisches Proliferationsmedium ersetzt. Beim Abgießen des Mediums wurden nicht-adhärente 
Zellen mitentfernt. Während der weiteren Kultivierung wurde dieser Vorgang alle zwei Tage 
wiederhohlt. Proliferation und Zelldichte wurden mikroskopisch beobachtet. Waren die Zellen 
nahezu konfluiert, wurden sie abgehoben und nach Bestimmung der Zellzahl in neuer Passage 
weiterkultiviert. Für die hier durchgeführten Versuche wurden Zellen der zweiten Passage 
verwendet.  
 
Abheben, Aliquotieren und Aufbewahren im Stickstofflager 
Die Primärkulturen konfluierten je nach anfänglicher Zelldichte nach 7-14 Tagen. Zellen, die 
keine Verwendung für vorbereitete Versuche fanden, wurden nach Bestimmung der Zellzahl 
zur Aufbewahrung im Stickstofflager aliquotiert. Nachdem das Kulturmedium aus dem Flasc 
abgegossen war, wurde die Zellkultur zunächst mit HBSS gespült, um unerwünschte Reste 
von Kälberserum zu entfernen. Anschließend wurde 0,25% Trypsin-EDTA-Lösung 
(0,2ml/cm2) für eine Einwirkzeit von einer Minute der Zellkultur zugegeben. Mit einem 
Zellschaber wurden die adhärenten Zellen zusätzlich mechanisch von ihrer Unterlage 
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abgehoben. Die enzymatische Aktivität des Trypsins wurde schließlich durch Dekantieren der 
Zellsuspension in ein bereitgestelltes Röhrchen mit fünffacher Menge MEM/20%FCS 
gestoppt. Nach Zentrifugieren (400 g, 5 min.) wurde der Überstand mit der verdünnten 
Trypsinlösung abgehoben und die Zellen in Proliferationsmedium resuspendiert. Dann wurde 
die Zellzahl bestimmt. 
Für das Aufbewahren der Zellen im Stickstofftank wurden 1 x 106 - 1 x 107 Zellen in 1 ml 
Proliferationsmedium mit 10% DMSO versehen und in Cryoröhrchen überführt. In einer 
Einfrierbox, die mit Isopropanol gefüllt ist, wurden die Zellen mit einer Abkühlrate von etwa 
1°C/min. schonend auf –70°C heruntergekühlt, bevor sie zur Verwahrung in den Stickstoff-
tank gegeben wurden. 
 
Auftauen der Zellen 
Die cryokonservierten Zellen wurden in einem Wasserbad bei einer Temperatur von 37°C 
rasch aufgetaut, in vorgewärmtes Medium aufgenommen und bei 400 g für 5 min. 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden in Proliferations-
medium resuspendiert und ausgesät. 
 

3.2.2. Kulturmedien 
Als Proliferationsmedium und Standardkulturbedingung wurde das Medium MEM mit 20% 
FCS verwendet.  
 
Zur Herstellung von 50 ml Medium MEM wurden verwendet: 
 
Tabelle 1: Zusammensetzung des Mediums MEM (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
MEM 40 ml 80% 
FCS 10 ml 20% 

L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

 
Für den antibiotischen Schutz der Zellkultur ergibt sich dadurch eine Aktivität und 
Konzentration von 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin.  
Serum enthält eine komplexe Mischung von Wachstumsfaktoren, Hormonen und anderer 
biologisch aktiver Substanzen. Dies macht Serum zum universell einsetzbaren Supplement in 
der Zellkultur; allerdings variiert die Zusammensetzung je nach Herkunft, Ernährungs-
situation und Entnahmebedingungen. Diese Schwankungen machen in vielen Fällen die 
Austestung einer geeigneten Charge notwendig. In unserem Fall wurde für alle 
Versuchsreihen fötales Kälberserum einer einzigen Charge verwendet, das für die 
Kultivierung mesenchymaler Zellen vom Hersteller vorgetestet wurde. Das Serum war 
thermisch inaktiviert (+56°C, 30 min.) und auf Mykoplasmen, bakterielle L-Formen und 
Viruskontamination geprüft.  
 
In den Versuchsreihen wurden zusätzliche Medien für die Differenzierungskultur verwendet:  
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Das Kulturmedium MEM mit einem hohen Glukoseanteil (MEM_glc)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet: 
 
Tabelle 2: Zusammensetzung des Mediums MEM_glc (50ml). Für das Medium ergibt sich eine Glukosekonzen-
tration von 6 mg/ml. 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
MEM 40 ml 80% 
FCS 10 ml 20% 

L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

Glukose 3 ml 6% 
 
Das Kulturmedium MEM mit Heparin (MEM_hep)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet: 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Mediums MEM_hep (50ml). * Heparin wurde in einer Konzentration von 
2µl/ml Kulturmedium zugegeben. 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
MEM + Heparin* 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

 
Das Kulturmedium DMEM/F12 mit dem Supplement B27 (F12_B27)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:  
 
Tabelle 4: Zusammensetzung des Mediums F12_B27 (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
DMEM/F12 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

B27 0,5 ml 1% 
 
Das Kulturmedium DMEM/F12 mit dem Supplement N2 (F12_N2)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:  
 
Tabelle 5: Zusammensetzung des Mediums F12_N2 (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
DMEM/F12 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

N2 0,5 ml 1% 
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Das Kulturmedium MEM Alpha Modification mit Nukleosiden (MEM_nuk)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:  
 
Tabelle 6: Zusammensetzung des Mediums MEM_nuk (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
MEM_nuk 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

 
Das Kulturmedium DMEM (DMEM)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:  
 
Tabelle 7: Zusammensetzung des Mediums DMEM (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
DMEM 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

 
Das Kulturmedium Neurobasal mit dem Supplement B27 (Neurob_B27)  
Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:  
 
Tabelle 8: Zusammensetzung des Medium Neurob_B27 (50ml) 

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent 
Neurobasal™ 40 ml 80% 

FCS 10 ml 20% 
L-Glutamin 1 ml 2% 
Pen./Strept. 0,5 ml 1% 

B27 0,5 ml 1% 
 

3.2.3. Zellkultur-Supplemente  
Zum Teil wurden den Medien gebrauchsfertige Supplemente für die Zellkultur zugegeben. 
Dabei handelte es sich um das B27- und N2-Supplement. N2 (Tabelle 9) wurde als 
serumfreier Zusatz zur Wachstumsförderung neuronaler Zellen designt und erwies sich als 
effektiv in der Anzüchtung diverser Tumorzell-Linien neuronaler Herkunft (Bottenstein & 
Sato, 1979). B27 ist ebenso ein serumfreies Supplement und wurde ursprünglich von G. J. 
Brewer zur Langzeit-Kultivierung hippocampaler Neurone entwickelt (Brewer et al, 1993). Es 
enthält eine optimierte Konzentration verschiedener Hormone, Aminosäuren, Vitamine und 
antioxidativer Agenzien. Die genaue Zusammensetzung wurde vom Hersteller aus patent-
rechtlichen Gründen nicht genannt. Beide Zellkulturzusätze finden breite Anwendung in 
Protokollen für neuronale Zellkulturen.  
 
Tabelle 9: Zusammensetzung des N2-Supplements (laut Hersteller) 

Komponente Molekulargewicht Molarität (mM) Konzentration (mg/L) 
humanes Transferrin 10000 1.000 10000 
Insulin (rekombinant) 58077 0.009 500 

Progesteron 0.63 1.000 0.63 
Putrescin 1611 1.000 1611 

Selenit 0.52 1.000 0.52 
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Die Endkonzentrationen im N2-supplementierten Medium waren schliesslich 0,1 mg/ml 
Transferrin, 5 µg/ml Insulin, 6,3 ng/ml Progesteron, 16 µg/ml Putrescin und 0,52 ng/ml 
Selenit.  
 

3.2.4. Beschichtung mit extrazellulärer Matrix 
In der vorliegenden Arbeit wurden sterile Permanox OT im 4-well-Format verwendet. Die 
Kulturoberfläche beträgt 1,7 cm2. Die OT wurden in zwei Versuchsreihen mit verschiedenen 
Matrixmaterialien beschichtet. Es wurden verwendet: Poly-L-Lysin, Poly-L-Ornithin, 
Laminin und Fibronektin. Nach dem Beschichtungsvorgang wurden die OT teils getrocknet 
(dry), teils wurde das Kulturmedium unmittelbar nach dem Spülvorgang zugegeben (not_dry).  
 
Die Arbeitsschritte zur Beschichtung der OT waren im Einzelnen:  
 
Beschichtung mit Poly-L-Lysin (PLL): 
Gelöstes PLL wurde mit Aqua dest. zu einer Gebrauchslösung von 0,1 mg/ml verdünnt. Zur 
Beschichtung wurden 100 µl/well der Lösung verwendet. 
 
Tabelle 10: Arbeitsschritte für die Beschichtung PLL_dry (RT = Raumtemperatur) 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit PLL-Gebrauchslösung 

0+5 min. PLL-Gebrauchslösung abheben 
0+5 min. 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+10 min. > 2 h Trocknen bei RT 

 
Beschichtung mit Poly-L-Ornithin (PORN): 
Zur Herstellung der PORN-Gebrauchslösung wurde PORN zunächst in 1 ml Aqua. dest. 
gelöst und anschließend mit Na-Borat-Puffer (pH 8,3) auf eine Konzentration von 0,25 mg/ml 
verdünnt. Da der Puffer unter unsterilen Bedingungen hergestellt wurde, musste die 
Gebrauchslösung steril filtriert werden. Zur Beschichtung wurden 100 µl/well der Lösung 
verwendet. 
 
Tabelle 11: Arbeitsschritte für die Beschichtung PORN_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit PORN-Gebrauchslösung 

0+12 h PORN-Gebrauchslösung abheben 
0+12 h 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+12 h > 2 h Trocknen bei RT 
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Kombinierte Beschichtung mit Poly-L-Lysin und Poly-L-Ornithin (PLL_PORN): 
Für die kombinierte Beschichtung wurden jeweils 100 µl/well der PLL- und PORN-
Gebrauchslösung verwendet.  
 
Tabelle 12: Arbeitsschritte für die Beschichtung PLL_PORN_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit PLL-Gebrauchslösung 

0+5 min. PLL abheben 
0+5 min. 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+10 min. > 2 h Trocknen bei RT 

0+2 h Beschichten mit PORN-Gebrauchslösung 
0+14 h PORN-Gebrauchslösung abheben 
0+14 h 5 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+14 h > 6 h Trocknen bei RT 

 
Beschichtung mit Laminin (LAM): 
Zur Herstellung der LAM-Gebrauchslösung wurde LAM mit HBSS zu einer Konzentration 
von 80 µg/ml verdünnt. Zur Beschichtung wurden 100 µl/well der Gebrauchslösung 
verwendet.  
 
Tabelle 13: Arbeitsschritte für die Beschichtung LAM_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit LAM-Gebrauchslösung 

0+5 h LAM-Gebrauchslösung abheben 
0+5 h 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+5 h > 2 h Trocknen bei RT 

 
Kombinierte Beschichtung mit Poly-L-Ornithin und Laminin (PORN_LAM):  
Für die kombinierte Beschichtung mit Beschichtung mit PORN und LAM wurden die OT 
sequentiell mit 100 µl/well der jeweiligen Gebrauchslösung beschichtet. 
 
Tabelle 14: Arbeitsschritte für die Beschichtung PORN_LAM_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit PORN-Gebrauchslösung 

0+12 h PORN abheben 
0+12 h 5 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+12 h Beschichten mit LAM-Gebrauchslösung 
0+17 h LAM-Gebrauchslösung abheben 
0+17 h 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+17 h > 2 h Trocknen bei RT 
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Beschichtung mit Fibronektin (FN): 
Zum Herstellen der FN-Gebrauchslösung wurde das Rinder-FN mit DPBS zu einer 
Konzentration von 250 µg/ml verdünnt. Zur Beschichtung wurden 100 µl/well der 
Gebrauchslösung verwendet.  
 
Tabelle 15: Arbeitsschritte für die Beschichtung FN_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit FN-Gebrauchslösung 

0+5 min. FN-Gebrauchslösung abheben 
0+5 min. 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+10 min. > 2 h Trocknen bei RT 

 
Kombinierte Beschichtung mit Fibronektin und Laminin (FN_LAM): 
Die kombinierte Beschichtung mit FN und LAM wurde aus den jeweiligen Gebrauchs-
lösungen hergestellt. Zur Beschichtung wurden jeweils 100 µl/well der Gebrauchslösung 
verwendet.  
 
Tabelle 16: Arbeitsschritte für die Beschichtung FN_LAM_dry 

Zeit Aktion 
0 Beschichten mit FN-Gebrauchslösung 

0+5 min. FN-Gebrauchslösung abheben 
0+5 min. 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+10 min. Beschichten mit LAM-Gebrauchslösung 

0+5 h LAM-Gebrauchslösung abheben 
0+5 h 2 x Spülen mit Aqua. dest. 
0+5 h > 2 h Trocknen bei RT 

 

3.2.5. Induktion der neuronalen Differenzierung 
In insgesamt 5 Versuchsreihen wurden die Effekte von Medium, Serumanteil, Beschichtung 
und der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf neuronale Differenzierung und 
Proliferation humaner MSC untersucht (Tabelle 17). Alle Versuche wurden mit Zellen der 
zweiten Passage durchgeführt. Die initiale Zelldichte betrug in den einzelnen Experimenten 
2,5 x 103 Zellen/well. Je nach Fragestellung waren die Permanox-OT beschichtet oder 
unbeschichtet. Die Auswahl der Wachstumsfaktoren, des Serumanteils und des Kultur-
mediums richtete sich nach dem Untersuchungsgegenstand. Jede Versuchsreihe wurde durch 
eine Negativkontrolle (Standardmedium, kein Wachstumsfaktor) intern validiert. In der 
abschliessenden fünften Versuchsreihe wurden im Sinne eines "Best off" verschiedene 
Einflussfaktoren miteinander kombiniert.  
Die verwendeten Wachstums- und Differenzierungsfaktoren waren im einzelnen: fibroblast 
growth factor-2 (FGF-2, 10 ng/ml), neurotrophin 3 (NT-3, 1 ng/ml), brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF, 10 ng/ml), fibroblast growth factor-8b (FGF-8b, 10 ng/ml) und 
sonic hedgehog (SHH, 66 ng/ml). Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO2 in einem 
Brutschrank inkubiert. Jeden zweiten Kulturtag wurde das Medium komplett durch frisches 
Medium ersetzt; entsprechende Wachstumsfaktoren wurden erneut zugegeben. Der Verlauf 
der Zellkultur wurde lichtmikroskopisch beurteilt. Nach sechs Kulturtagen wurde die 
Differenzierungskultur gestoppt und der immunhistochemischen Auswertung zugeführt.  
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Tabelle 17: Übersicht der fünf Versuchsreihen zur neuronalen Differenzierung und Proliferation humaner MSC. 
GF = Wachstumsfaktor.  

Studie Fragestellung 
 

Medium Beschichtung FCS% GF Anzahl 
Exp. 

1 Medienvergleich 

MEM 
MEM_gluc 
MEM_nuk 
MEM_hep 

DMEM 
F12_B27 
F12_N2 

Neurob_B27 

Ohne Beschichtung 20% FGF-2 5 

2 Neue GF MEM Ohne Beschichtung 
20% 
1% 

FGF-2 
FGF-8b 

SHH 
5 

3 Beschichtung MEM 

PLL 
PLL_PORN_dry 

PLL_PORN_not_dry 
PORN_LAM_dry 

PORN_LAM_not_dry 
FN_dry 

FN_LAM_dry 
FN_LAM_not_dry 

PORN_dry 
PORN_not_dry 

LAM_dry 

20% FGF-2 5 

4 Serumanteil 
MEM 
F12 

Ohne Beschichtung 

20% 
5% 
1% 
0% 

FGF-2 5 

5 "Best off" MEM PLL_PORN_dry 1% 

FGF-2 
FGF-8b 

SHH 
NT-3 
BDNF 

6 

 

3.2.6. Diagnostische Methoden 
Zur Beurteilung der neuronalen Differenzierung wurde das neuronale Protein β-III-Tubulin 
immunhistochemisch nachgewiesen. Die Proliferation wurde anhand der Zellzahl pro 
Gesichtsfeld bei der mikroskopischen Auswertung bestimmt.  
 
Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie bedient sich des Antigen-Antikörper-Prinzips. Der Antikörper für ein 
bestimmtes Antigen wird in einer Tierart (z.B. Maus) hergestellt. In unserem Protokoll 
wurden ungekoppelte Primärantikörper mit einem sekundären fluoreszierenden Antikörper 
markiert, der sich gegen die Tierart richtete, in welcher der primäre Antikörper hergestellt 
wurde.  
Um die optimalen Konzentrationen der primären und sekundären Antikörper für die 
immunhistochemische Auswertung zu ermitteln, wurden die Antikörper in unterschiedlichen 
Verdünnungen an MSC getestet. Eine Verdünnungsstufe von 1:800 des Primärantikörpers 
Anti-β-III-Tubulin (IgG Maus) und von 1:200 des fluoreszierenden Sekundärantikörpers 
TRITC-anti-Maus zeigte einen ausreichenden Färbeerfolg. Die genannten Verdünnungsstufen 
wurden für die nachfolgenden Versuchsreihen ausgewählt. Zur Validierung der immunhisto-
chemischen Methode für unsere Fragestellung wurde der Primärantikörper Anti-β-III-Tubulin 
(IgG Maus) zudem in der ausgewählten Verdünnung an der neuralen Stammzell-Linie C17.2 
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erprobt. Dabei konnte eine farbintensive Darstellung β-III-Tubulin-positiver neuronaler 
Stammzellen erzielt werden.  
Ferner führten wir in Vorversuchen auch Färbungen durch, bei denen der Inkubationsschritt 
mit dem jeweiligen Primärantikörper ausgelassen wurde. Bei diesen Färbungen fand sich kein 
Immunfluoreszenzsignal, so dass wir unspezifische Bindungen des Sekundärantikörpers für 
unsere Versuche ausschliessen können.  
 
Es folgt der Ablauf einer immunhistochemischen Färbung am Beispiel des Antikörpers Anti-
β-III-Tubulin (IgG Maus): 
 
Tabelle 18: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Färbung. Fc-Block: Das Normalserum der Spezies, aus 
der der zweite Antikörper stammte (hier: Ziege), wurde mit PBS/0,3% Triton X 1:10 verdünnt und die OT damit 
2h blockiert.  

Arbeitsschritt Medium/Puffer Menge Zeit Temperatur 
Waschen PBS 250 µl/well kurz RT 
Fixieren 4% PFA 250 µl/well 20 min. 4º C 
Waschen PBS 250 µl/well 3 x 3 min. RT 

Blockieren 
unspezifischer Fc-
Bindungsstellen 

Fc-Block 250 µl/well 2 h RT 

Waschen PBS 250 µl/well 2 x 3 min. RT 
Inkubation mit 

Primärantikörper 
β-III-Tubulin 1:800 in 

PBS, 10% NGS 
200 µl/well 2 h RT 

Waschen PBS 250 µl/well 3 x 5 min. RT 
Inkubation mit 

Sekundärantikörper 
TRITC-anti mouse 1:200 

in PBS, 10% NGS 200 µl/well 30 min. RT 

Waschen PBS 250 µl/well 2 x 5 min. RT 
Kernfärbung DAPI 10 µg/ml 200 µl/well 5 min. RT 

Waschen PBS 250 µl/well 1 x 1 min. RT 

Waschen Aqua dest. 250 µl/well 2 x 1 min. RT 

Abheben und 
Eindeckeln der OT 

Fluoromount-G, 
Deckgläschen 

Nagellack 

2-3 Tropfen 
pro OT 

 RT 

Trocknen/Lagerung   über Nacht RT, lichtarm 
 
Um eine Konservierung der Fluoreszenz zu gewährleisten, wurden die OT im Dunkeln 
aufbewahrt. 
 
Lichtmikroskopische Auswertung und photographische Dokumentation  
Die OT der Versuchsreihen wurden am Mikroskop B60 der Firma Olympus betrachtet. Die 
Anregung des Farbstoffs erfolgte mit einer Fluoreszenzlampe und entsprechendem Filter 
(TRITC: Absorptionsmaximum 550 nm, Emissionsmaximum 570 nm). Für die Auswertung 
der Präparate wurden 10-15 Gesichtsfelder bei 100facher Vergrößerung zufällig ausgewählt. 
Photographiert wurde mit einer digitalen Kamera (Vision) der Firma Zeiss. Die Bildaus-
schnitte wurden anschliessend mit Hilfe der KS 300 Software der Firma Zeiss dokumentiert. 
Zur Beurteilung der neuronalen Differenzierung wurden die Bildausschnitte der immunhisto-
chemischen Färbung nach Färbeintensität beurteilt und nach Abstufungsgraden bewertet: 
Eindeutig fluoreszenzpositive Zellen wurden als "B3Plus" (b3+) bewertet, intermediär 
positive Zellen als "B3Null" (b30) und fluoreszenznegative Zellen als "B3Minus" (b3-). Der 
Anteil der jeweiligen Zellfraktion wurde in Prozent ermittelt. Lediglich die als eindeutig 
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fluoreszenzpositiv gewerteten Zellen wurden als neuronal differenzierte Zellen anerkannt. Zur 
Beurteilung der Proliferation wurde für das jeweilige Experiment die Zellzahl pro Gesichts-
feld (= Proliferations-Index, PI) am Ende des Versuchs ermittelt. Der Wert ergibt sich aus der 
Division der Gesamtzellzahl in den untersuchten Bildausschnitten durch die Anzahl der 
untersuchten Bildausschnitte. Um den additiven oder inhibierenden Einfluss der Kulturbe-
dingungen auf die Proliferation zu beurteilen, wurde in der statistischen Auswertung der PI 
gegenüber der Negativkontrolle bewertet. Der Wert kann auch in Beziehung zur initialen 
Zellzahl gesetzt werden. Um die Bedingung zu Versuchsbeginn zu beurteilen, wurden zwei 
Kulturflächen unmittelbar nach Zellaussaat lichtmikroskopisch untersucht. Dabei ergab sich 
für die initiale Zelldichte von 2,5 x 103 Zellen ein Mittelwert von 5,3 Zellen pro Gesichtsfeld. 
Während des laufenden Versuchs wurde das Kulturmedium im Durchschnitt nach 48h ersetzt 
und die Wachstumsfaktoren erneut zugegeben. Bei dieser Gelegenheit wurden die einzelnen 
Versuchskammern mit ihren jeweils definierten Kulturbedingungen lichtmikro-skopisch 
beurteilt. Beobachtet wurden jeweils Proliferation und morphologische Veränderung. Zur 
Beurteilung der Proliferation wurde nach dem visuellen Eindruck des Untersuchers die 
Zelldichte gegenüber der initialen Zellzahl nach 4 Stufen bewertet:  
 

-  mässige Proliferation (+) 
-  starke Proliferation (++)  
-  Proliferation inhibierend (-)  
-  Proliferation stark inhibierend (--) 

 
Die mikroskopische Auswertung der morphologischen Veränderung der Zellen erfolgte in 
ähnlicher Weise: Zellen mit der Ausbildung von neuritischen, zytoplasmaarmen Fortsätzen, 
die länger als der Zellkörperdurchmesser waren, wurden als Zellen mit neuronaler Morpho-
logie gewertet. Nach Ausprägungsgrad der charakteristischen neuronalen Zellmorphologie 
ergaben sich zwei Bewertungsstufen: 
 

-  neuronale Morphologie mässig ausgeprägt (∆) 
-  neuronale Morphologie stark ausgeprägt (▲) 
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3.3. Statistik 

3.3.1. Syntax des statistischen Modells  
Die Auswertung erfolgte mit multivariater Varianzanalyse. Die verwendeten statistischen 
Modelle haben die folgende Struktur gemeinsam: 
 
Y = INTERCEPT + CELL + ...CO-FACTORS... + ERROR;     ERROR ~ N(0, σ2). 
 
Y ist der multivariate Vektor der abhängigen Variablen (b3+, b30, b3-, PI). 
 
INTERCEPT  ist der "Y-Achsenabschnitt" oder "Grand Mean" des linearen Modells. Er hat 
keine sachwissenschaftliche Bedeutung, war aber immer signifikant von Null verschieden und 
ist daher für eine korrekte Modell-Anpassung obligat. 
 
CELL  ist die untersuchte Zell-Linie. Da sich die Zell-Linien in der globalen Auswertung 
(Modell 1, s.u.) signifikant in ihrer Antwort auf die experimentellen Bedingungen unter-
schieden, wurden bewusst alle Auswertungen hinsichtlich des Ko-Faktors "Zell-Linie" 
adjustiert, unabhängig von der Signifikanz in den verschiedenen Auswertungen. Da Zell-Linie 
13 am häufigsten verwendet wurde, wurde diese stets als Bezugsstufe gewählt, mit Ausnahme 
von Modell 4, in der Zell-Linie 13 nicht verwendet wurde. In der globalen Auswertung aller 
Versuchsreihen (Modell 1) unterschied sich Zell-Linie 7 von allen Zell-Linien, die in 
Versuchsreihe 1 verwendet wurden, am wenigsten von Zell-Linie 13. Daher wurde im Modell 
4 die Zell-Linie 7 als Bezugsstufe des Ko-Faktors CELL gewählt. 
 
ERROR ist normalverteilter Fehlerterm. 
 
...CO-FACTORS... : Dieser Term stellt die Linear-Kombination verschiedener Ko-Faktoren 
dar, abhängig von der wissenschaftlichen Fragestellung und den ausgewerteten Datensätzen. 
Es wurden acht verschiedene Auswertungen durchgeführt. Jeder Auswertung entspricht ein 
statistisches Modell mit der oben genannten Grundstruktur und einer zusätzlichen Ko-Faktor-
Kombination (Tabelle 19). 
 

3.3.2. Fragestellungen der statistischen Datenanalyse 
Die Auswertung des Datensatzes erfolgte nach unterschiedlichen Fragestellungen (Tabelle 
19). Zunächst erfolgte eine globale Analyse mit dem gesamten Datenmaterial (n = 60). Die 
übrigen Modelle orientieren sich an der Verwendung der Substanzen und dienen der 
quantitativen Analyse. Indem der durchschnittliche Effekt einer jeden Substanz als Parameter-
Schätzer herausgerechnet wird, lässt sich eine Aussage darüber treffen, wie sich die 
verschiedenen Substanzen auf Differenzierung und Proliferation auswirken.  
 
Modell 1 bildet den Versuchsaufbau insgesamt ab und ist daher besonders geeignet, die 
Korrelation zwischen Differenzierung und Proliferation sowie Unterschiede zwischen den 
Zell-Linien zu analysieren. Die Effekte der einzelnen Versuchsreihen und Experimente 
werden analysiert. Ausserdem lassen sich die Parameter-Schätzer von zwei beliebigen 
Experimenten direkt miteinander vergleichen; wegen der Vielzahl möglicher paarweiser 
Vergleiche soll dies aber mit der gebotenen Zurückhaltung geschehen. 
 
Modell 2 analysiert die Effekte verschiedener Konzentrationen an FCS und verschiedener 
Kulturmedien unter Ausnutzung sämtlicher Daten. 
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Modell 3 analysiert den isolierten Effekt von FGF-2 in Gegenwart von Kulturmedium MEM 
und 20% FCS. 
 
Modell 4 partitioniert die Varianz zwischen den Experimenten von Versuchsreihe 1. Da 
jedem Experiment im Wesentlichen nur eine bestimmte Substanz entspricht, die nur in diesem 
bestimmten Experiment verwendet wurde, können die Effekte der Experimente direkt als 
additiver Effekt der jeweiligen Substanz zusätzlich zu FGF-2 gedeutet werden. 
 
Modell 5 analysiert im Wesentlichen die mittleren Effekte von FGF-8b, SHH und Heparin 
(Hep), wobei der Effekt von FGF-2 im Sinne eines Vergleichsmassstabes (interner Standard) 
verstanden werden kann. 
 
Modell 6 analysiert die zusätzlichen Effekte der verschiedenen Beschichtungen in Gegenwart 
von FGF-2, FCS 20% und Kulturmedium MEM. 
 
Modell 7 analysiert die zusätzlichen Effekte von B27 und N2 in Gegenwart von FGF-2 und 
bei Verwendung verschiedener Konzentrationsstufen von FCS und zwei verschiedener 
Kulturmedien. Modell 2 ist für die Analyse von FCS und der Kulturmedien besser geeignet, 
weil mit Modell 2 sämtliche Datensätze ausgewertet werden, während Modell 7 nur 
Versuchsreihe 4 analysiert. Für eine korrekte Modellierung müssen FCS und MEDIUM - 
unabhängig von der Interpretation - in Modell 7 enthalten sein. 
 
Modell 8 analysiert die mittleren Effekte der verwendeten Wachstumsfaktoren und der in 
Versuchsreihe 5 verwendeten Beschichtung in Gegenwart von 1% FCS. 
 
Tabelle 19: Grundstruktur der angewandten statistischen Modelle. * Alle Experimente mit Medium MEM und 
20% FCS, bei denen ansonsten nur noch FGF-2 oder gar keine weiteren Bestandteile enthalten waren. ** Alle 
Experimente mit FGF-2, d. h. ohne das Kontroll-Experiment. *** Alle Experimente mit 1% FCS, d. h. ohne das 
Kontroll-Experiment. 

Modell 
Nr. 

...CO-FACTORS... Ausgewertete Daten 
(Studie: Experimente) 

Bemerkung 

1 IDEXPER(STUDY) + STUDY 1-5: alle  
2 FCS + MEDIUM + STUDY 1-5: alle  
3 FGF-2 + STUDY 1-3: 1, 2. 4: 9, 10. 5: 1 * 
4 IDEXPER 1: 2-9 ** 
5 FGF-2 + FGF-8b + HEP + SHH + FCS 2: alle  
6 PLL + PORN + LAM + FN + DRY 3: 2-13 ** 
7 B27 + N2 + FCS + MEDIUM 4: 2-13 ** 
8 FGF-2 + FGF-8b/SHH + NT-3 + BDNF + COAT 5: 2-15 *** 

 
Die in den statistischen Modellen verwendeten Ko-Faktor-Kombinationen werden im 
Folgenden erläutert:  
 
IDEXPER  ist das einzelne Experiment. Die Experimente sind über die Grenzen der 
Versuchsreihe hinweg durchnummeriert und dadurch eindeutig identifiziert.  
 
STUDY ist die Versuchsreihe. Dieser Term adjustiert dafür, dass bestimmte Experimente zu 
einer gemeinsamen Versuchsreihe gehören. Der Term STUDY ist für die statistische Analyse 
unseres Versuchsaufbaus zwecks adäquater Varianz-Zerlegung notwendig. 
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IDEXPER(STUDY)  ist die hierarchische Verschachtelung von IDEXPER innerhalb von 
STUDY. Dieser Term adjustiert dafür, dass jedes bestimmte Experiment nur innerhalb von 
genau einer Versuchsreihe vorkommt. 
 
FCS ist die Konzentrationsstufe von FCS und ist als Ko-Faktor je nach ausgewerteten 
Datensätzen mit bis zu vier Stufen (0%, 1%, 5% und 20%) modelliert. Die jeweils niedrigste 
Konzentration wurde als Bezugsstufe gewählt: in Modell 1 entspricht diese der Konzentration 
0%, in Modell 5 1%. 
 
MEDIUM  ist das Kulturmedium. Je nach ausgewerteten Datensätzen hat dieser Faktor bis zu 
vier Stufen: MEM, F12, Neurob_B27 und DMEM. Die Faktorstufe MEM wurde stets als 
Bezugsstufe gewählt. 
 
DRY ist der Trocknungsgrad der Beschichtung im Rahmen von Versuchsreihe 3 mit den drei 
Stufen „Beschichtung ohne Trocknung“ (not_dry), „Beschichtung mit Trocknung“ (dry), 
„keine Beschichtung“ (no_coat).  
 
FGF-8b/SHH ist die gemeinsame Verwendung der beiden Wachstumsfaktoren FGF-8b und 
SHH in Versuchsreihe 5. In dieser Versuchsreihe wurden die beiden Substanzen entweder nur 
zusammen oder gar nicht eingesetzt. Bei der isolierten Auswertung von Versuchsreihe 5 
können diese Substanzen nur als ein einziger Ko-Faktor modelliert werden. 
 
FGF-2, FGF-8b, SHH, NT-3, BDNF, HEP, SHH, B27, N2, PLL, PORN, LAM, FN, 
COAT : Diese zweistufigen Ko-Faktoren modellieren die Anwesenheit oder Abwesenheit der 
entsprechenden Substanz. 
 
Die Auswertung erfolgte mit dem verallgemeinerten linearen Modell (General Linear Model, 
GLM) mit den Typ-III-Abweichungsquadraten, weil diese für Imbalancen in den Daten 
invariant sind. Verwendet wurde die Software SPSS 10.0. Bei der statistischen Auswertung 
wurden p-Werte, die kleiner als 0,05 sind, als signifikant betrachtet.  
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4. Ergebnisse 
 
 

4.1. Lichtmikroskopische Auswertung  
Die einzelnen Versuchskammern mit ihren jeweils definierten Kulturbedingungen wurden an 
jedem zweiten Kulturtag lichtmikroskopisch beurteilt. Beobachtet wurden Proliferation und 
morphologische Veränderung. Tabelle 20 stellt zusammenfassend die Befunde für die 
Mehrheit der Experimente der jeweiligen Versuchsreihe dar. In Versuchsreihe 1 zeigte sich 
insbesondere für das Standardmedium MEM und das Medium DMEM ein günstiger Einfluss 
auf die Proliferation der Zellen. In der zweiten Versuchsreihe resultierte aus der visuellen 
Beurteilung für die beiden Wachstumsfaktoren FGF-2 und FGF-8b bei hohem Serumanteil 
ein positiver Einfluss hinsichtlich Proliferation. Unter Verwendung der neu eingeführten 
Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH einzeln oder in Kombination kam es in den 
Kulturbedingungen mit minimalem Serumanteil zu einer starken Ausprägung einer 
neuronalen Zellmorphologie. Die Zelldichte nahm dabei ab. Ein differenzierteres Bild ergab 
die Beurteilung von Proliferation und neuronaler Morphologie unter Verwendung unter-
schiedlicher Beschichtungsmaterialien: Beschichtungen mit FN zeigten einzeln und in 
Kombination mit LAM einen stark proliferativen Effekt auf die Zellen, während sich die 
kombinierte Beschichtung mit PLL und PORN inhibierend auf die Proliferation der Zellen 
auswirkte. Die Beschichtungen mit PLL einzeln oder in Kombination mit PORN sowie die 
Beschichtung mit PORN und LAM wirkte sich hingegen günstig auf die Ausprägung einer 
neuronalen Zellmorphologie aus. Zellkulturen, die mit PLL oder mit einer Kombination von 
PORN und LAM behandelt wurden, wiesen dabei gegenüber Kulturen mit einer kombinierten 
Beschichtung aus PLL und PORN im Schnitt eine höhere Zelldichte auf. Für die Verwendung 
von FCS zeigte sich eine starke Inhibition der Zellproliferation in serumfreien Kulturbe-
dingungen. Die Kulturbedingung mit minimalem Serumanteil und dem Standardmedium 
MEM zeigte einen günstigen Einfluss hinsichtlich neuronaler Morphologie. In Versuchsreihe 
5 wurden verschiedene Kulturfaktoren kombiniert. Sämtliche Kulturbedingungen der 
Versuchsreihe zeigten einen starken Einfluss auf die Ausprägung einer neuronalen 
Morphologie. Der inhibierende Effekt auf die Proliferation der Zellen war in den Kulturbe-
dingungen mit Beschichtung besonders ausgeprägt.  
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Studie Medienvergleich (GF: FGF-2) 
MEM F12_B27 F12_N2 MEM_nuk Neurob_B27 MEM_glc DMEM MEM_hep 1 ++ + + ++ + ++ ++ ++ 

Vergleich neuer Wachstumsfaktoren (Medium: MEM) 
FGF-2 FGF-8b FGF-8b_hep SHH FGF-8b_SHH FGF-8b_SHH_hep FGF-8b SHH FGF-8b_SHH 

+ FCS 20% + FCS 1% 2 

++ ++ + + + + -/▲ -/▲ -/▲ 
Vergleich von Beschichtung (Medium: MEM; GF: FGF-2) 

No_coat PLL_dry PLL_PORN_dry PLL_PORN_ not_dry PORN_LAM_dry PORN_LAM_not_dry 
+ +/∆ -/∆ - +/∆ + 

FN_dry FN_LAM_dry FN_LAM_not_dry PORN_dry PORN_not_dry LAM_dry 
3 

++ ++ ++ + + + 
Vergleich von Serumanteil (Medien: F12 & MEM; GF: FGF-2) 

F12_B27 F12_N2 F12_B27 F12_N2 F12_B27 F12_N2 F12_B27 
+ FCS 20% + FCS 5% + FCS 1% + FCS 0% 

+ + + + + + -- 
MEM 

+ FCS 20% + FCS 5% + FCS 1% + FCS 0% 

4 

+ + -/∆ -- 
„Best-Off“-Protokoll 

FGF-2 FGF-8b_SHH FGF-2_FGF-8b_SHH NT-3 FGF-2_NT-3 BDNF FGF-2_BDNF 
No coat 

-/▲ -/▲ -/▲ -/▲ -/▲ -/▲ -/▲ 
FGF-2 FGF-8b_SHH FGF-2_FGF-8b_SHH NT-3 FGF-2_NT-3 BDNF FGF-2_BDNF 

PLL_PORN_dry 

5 

--/▲ --/▲ --/▲ --/▲ --/▲ --/▲ --/▲ 
Tabelle 20: Schematische Repräsentation der lichtmikroskopischen Befunde für die Mehrheit der Experimente der jeweiligen Versuchsreihe am Tag 6 der Zellkultur. 
Proliferation, gegenüber initialer Zellzahl: + (mässige Proliferation), ++ (starke Proliferation),  - (Proliferation inhibierend), -- (Proliferation stark inhibierend). Neuronale 
Differenzierung: ∆ (neuronale Morphologie mässig ausgeprägt), ▲(neuronale Morphologie stark ausgeprägt). GF = Wachstumsfaktor. 
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4.2. Globale Datenanalyse 
In einem ersten Schritt wurde das gesamte Datenmaterial in einer globalen Analyse 
ausgewertet. In unseren Versuchsreihen (n = 60) fanden insgesamt 13 Zell-Linien nicht näher 
bekannter Spender Verwendung. Die Parameter-Schätzer (B) sind als Differenz zur 
Bezugsstufe berechnet. Sie geben an, um wie viele Einheiten die abhängigen Variablen 
(B3Plus, B3Null, B3Minus, PI) im Durchschnitt gegenüber der Bezugsstufe verändert sind. 
Die Ergebnisse dieser vorgeschalteten Tests enthalten bereits die wesentlichen Ergebnisse. 
Die Auswertung des gesamten Datensatzes ergab, dass sich die einzelnen Zell-Linien der 
verschiedenen Spender signifikant in ihrer Antwort auf die Kulturbedingungen 
unterscheiden. So zeigte Zell-Linie 19 hinsichtlich der Variable B3Plus im Durchschnitt 
18% weniger Response auf die Kulturbedingungen. Im Gegensatz dazu zeigte Zell-Linie 15 
ein deutlich besseres Ansprechen auf die experimentellen Stimuli (7% im Durchschnitt) 
(Tabelle 21). 
 
Tabelle 21: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (globale Analyse) für neuronale 
Differenzierung (abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im globalen Analyse-
modell (Bezugsstufe war Zell-Linie 13). 

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

Cell 15 6.92 0.012 1.57 12.28 B3Plus 
Cell 19 -18.01 0.000 -26.30 -9.72 

 
Deutlich mehr Proliferation im Vergleich zur Bezugsstufe zeigten die Zellen der Zell-Linien 
14 (7% im Durchschnitt), 16 (4% im Durchschnitt) und 18 (12% im Durchschnitt). Weniger 
proliferationsfreudig erwiesen sich hingegen die Zellen der Zell-Linie 8 (- 4% im 
Durchschnitt) und 11 (- 3% im Durchschnitt), ohne dass die Unterschiede Signifikanz 
erreichten (Tabelle 22).  
 
Tabelle 22: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (globale Analyse) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im globalen Analysemodell (Bezugsstufe war Zell-
Linie 13). 

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

Cell 8 -4.35 0.093 -9.44 -0.74 
Cell 11 -2.65 0.306 -7.74 2.44 
Cell 14 6.93 0.000 4.49 9.38 
Cell 16 3.75 0.016 0.71 6.79 

PI 

Cell 18 11.98 0.000 7.54 16.42 
 
Für die verwendeten Zellkulturfaktoren ergab die Auswertung des gesamten Datenmaterials 
folgende Ergebnisse (Tabelle 23 & 24): Die unterschiedlichen Kulturmedien, der hohe 
Glukoseanteil, die Zugabe von Heparin oder Nukleosiden sowie der Zellkulturzusätze B27 
und N2 brachten keine signifikanten Unterschiede, weder hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung, noch hinsichtlich Proliferation der Zellen.  
Die untersuchten Wachstumsfaktoren übten allesamt einen signifikanten Effekt 
hinsichtlich neuronaler Differenzierung aus. Dabei zeigte sich für die Faktoren NT-3, 
BDNF und FGF-8b mit schwachen Signifikanzen ein inhibierender Effekt hinsichtlich 
Proliferation. Die Anwesenheit von SHH und FGF-2 hatte statistisch keinen auffälligen 
Einfluss auf das Wachstum der Zellen. Höhere Serumkonzentrationen wirkten sich tendenziell 
inhibierend auf die neuronale Differenzierung aus, während sich für die minimal-serum-
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condition tendenziell günstigste Effekte ergaben. Gegenüber den serumfreien Kultur-
bedingungen, die als Bezugsstufe gewählt wurden, waren die Unterschiede aber nicht 
signifikant. Mit der Reduktion des Serumanteils war eine kontinuierliche Abnahme des 
Zellwachstums zu beobachten. Für die Serumstufen von 20% und 5% ergaben sich 
signifikante Unterschiede. Unterschiedliche Effekte ergaben sich für die verwendeten 
Beschichtungsmaterialien: Durch die Vorbehandlung der OT mit dem synthetischen PORN 
konnte der Anteil an vordifferenzierten Zellen in der Kulturbedingung signifikant erhöht 
werden, während das Wachstum der Zellen nicht auffällig beeinflusst wurde. Für die 
Beschichtung mit PLL ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung oder Proliferation der Zellen. Beschichtungen mit LAM und FN übten 
dagegen einen inhibierenden Einfluss auf die neuronale Differenzierung aus. Ausgeprägt 
positive Effekte zeigten sich für die beiden Matrixproteine hinsichtlich Proliferation der 
Zellen. 
 
Tabelle 23: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (globale Analyse) für neuronale 
Differenzierung (abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im globalen 
Analysemodell (Bezugsstufe war die Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors). 
Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 

    Lower Bound Upper Bound 
DMEM -4.87 0.298 -14.06 4.32 

Neurob_B27 5.31 0.497 -10.05 20.67 
F12 4.51 0.476 -7.94 16.96 
Glc -3.87 0.408 -13.06 5.32 
Nuk -5.95 0.203 -15.14 3.24 
Hep -2.77 0.365 -8.78 3.24 
B27 -4.96 0.434 -17.42 7.50 
N2 -5.66 0.377 -18.25 6.93 

FGF-2 13.23 0.000 10.06 16.41 
FGF-8b 11.38 0.000 6.57 16.20 

SHH 7.73 0.001 3.10 12.36 
NT-3 13.88 0.000 7.89 19.88 
BDNF 10.93 0.000 4.85 17.02 

FCS 20% -2.99 0.456 -10.89 4.90 
FCS 5% -3.98 0.383 -12.96 4.00 
FCS 1% 7.12 0.088 -1.08 15.32 

PLL 3.69 0.345 -3.98 11.35 
PORN 9.62 0.018 1.68 17.56 
LAM -14.05 0.000 -21.22 -6.89 

B3Plus 

FN -8.31 0.091 -17.96 1.35 
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Tabelle 24: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (globale Analyse) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im globalen Analysemodell (Bezugsstufe war die 
Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

DMEM 4.32 0.184 -2.075 10.714 
Neurob_B27 -3.50 0.520 -14.19 7.20 

F12 -4.72 0.284 -13.39 3.94 
Glc 2.04 0.530 -4.36 8.43 
Nuk 1.72 0.597 -4.68 8.11 
Hep 2.49 0.242 -1.70 6.67 
B27 0.42 0.924 -8.26 9.10 
N2 -2.30 0.607 -11.10 6.47 

FGF-2 -0.69 0.538 -2.904 1.518 
FGF-8b -3.97 0.021 -7.32 -0.61 

SHH -2.28 0.165 -5.50 0.95 
NT-3 -4.46 0.036 -8.63 -0.28 
BDNF -4.74 0.029 -8.97 -0.50 

FCS 20% 11.57 0.000 6.08 17.07 
FCS 5% 7.49 0.019 1.24 13.74 
FCS 1% 1.06 0.715 -4.65 6.77 

PLL 2.23 0.411 -3.10 7.57 
PORN 0.046 0.987 -5.48 5.57 
LAM 16.77 0.000 11.78 21.76 

PI 

FN 14.27 0.000 7.55 20.99 
 

4.3. Korrelation von Differenzierung und Proliferation 
Das statistische Modell 1 bildet den Versuchsaufbau insgesamt ab. Die Parameter-Schätzer 
von zwei beliebigen Experimenten lassen sich direkt miteinander vergleichen. Darauf werden 
wir bei der Besprechung der einzelnen Versuchsreihen zurückgreifen. Wegen der Vielzahl 
möglicher paarweiser Vergleiche soll das aber mit der gebotenen Zurückhaltung geschehen. 
Da Modell 1 den gesamten Versuchsaufbau abbildet, ist es besonders geeignet, die 
Korrelation zwischen Differenzierung und Proliferation sowie Unterschiede zwischen den 
Zell-Linien zu analysieren. Die Signifikanzen beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, 
auf das Kontroll-Experiment der Versuchsreihe 5, weil hier die Versuche insgesamt sechsmal 
durchgeführt wurden.  
Im gesamten Datenmaterial war der PI mit B3Plus negativ assoziiert (Korrelations-
koeffizient -0.28), aber mit B3Minus positiv assoziiert (Korrelationskoeffizient +0.24). Die 
Assoziation zwischen PI und B3Null war demgegenüber sehr viel kleiner (Korrelations-
koeffizient -0.02), was darauf hinweist, dass B3Null und PI voneinander unabhängig waren 
(Tabelle 25). Dies bedeutet, dass B3Null von den Kulturmedien deutlich weniger stark 
beeinflusst wurde als B3Plus und B3Minus. Die Korrelationskoeffizienten von B3Plus, 
B3Null und B3Minus untereinander müssen zurückhaltend interpretiert werden. Die drei 
Variablen sind bereits messtechnisch extrem korreliert, denn die Summe der drei Variablen ist 
in jedem einzelnen Experiment stets 100%. 
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Tabelle 25: Residual SSCP Matrix über das gesamte Datenmaterial (= 60 Experimente) basierend auf den Typ-
III-Abweichungsquadraten. Da es sich um Korrelationskoeffizienten zwischen abhängigen Variablen handelt, 
gibt es keine zugehörigen p-Werte. 

Korrelation B3Plus B3Null B3Minus PI 
B3Plus 1.00 -0.28 -0.53 -0.28 
B3Null -0.28 1.00 -0.66 -0.02 

B3Minus -0.53 -0.66 1.00 0.24 
PI -0.28 -0.02 0.24 1.00 

 
Die Variable B3Null wird am wenigsten deutlich bis überhaupt nicht von den experimentellen 
Bedingungen beeinflusst. Der Eindruck, dass diese Zellpopulation nicht reagibel auf die 
experimentellen Stimuli ist, wird von der Statistik untermauert. Die Ergebnisse für die 
Variable B3Minus sind denen für B3Plus ähnlich, nur mit umgekehrtem Vorzeichen. Die 
Beschreibung der Ergebnisse wird sich daher im Wesentlichen auf die Beschreibung der 
abhängigen Variablen B3Plus als Parameter für die neuronale Differenzierung und des PI als 
Grösse für die Proliferation beschränken. Auf die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen 
werden die folgenden Abschnitte näher eingehen. Grundlage für die Auswertung ist das oben 
beschriebene Analysemodell 1. Die weiteren verwendeten Modelle bilden nicht den 
Versuchsaufbau, sondern die Verwendung der Substanzen ab und dienen der quantitativen 
Analyse. Indem der durchschnittliche Effekt einer jeden Substanz als Parameter-Schätzer 
herausgerechnet wird, lässt sich direkt quantifizieren, wie sich die verschiedenen Substanzen 
auf Differenzierung und Proliferation auswirken.  
 

  
Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-III-Tubulin (oberer Bildrand 
Phasenkontrast-Aufnahme): β-III-Tubulin-positive Zellen (TRITC-gelabelter Antikörper, rot) der neuralen 
Stammzell-Linie C17.2 (A) haben eine neuronale Morphologie und zeigen in der Phasenkontrast-Aufnahme 
typischerweise eine glänzende Oberfläche. Undifferenzierte mesenchymale Stromazellen (B) zeigen eine 
fibroblasten-ähnliche Morphologie und exprimieren kein β-III-Tubulin. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI 
(blau). Vergrösserung: 100-fach. 
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4.4. Einflussfaktoren neuronaler Differenzierung 

4.4.1. Einfluss des Mediums 
In der ersten Versuchsreihe wurden verschiedene Medien und Zusätze getestet.  
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Abbildung 3:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in 
unterschiedlichen Medien (FGF-2, FCS 20%). Control: kein FGF-2, MEM, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± 
Standardabweichung. 
 
In der Versuchsreihe wurden nicht alle Faktorvarianten konsequent getestet. Eine Aufsplit-
tung der einzelnen Einflussfaktoren ist daher aufgrund des inkompletten Blockdesigns nicht 
möglich. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung müssen daher als Gesamteffekt der 
Kulturbedingung des jeweiligen Experiments verstanden werden. 
Im statistischen Modell 1 zeigten die Effekt-Schätzer bei allen Kulturbedingungen deutlich 
positive Werte. Es gibt demnach einen Trend, dass alle Kulturbedingungen der Versuchs-
reihe den Anteil an B3-positiven Zellen erhöhen. Die Experimente, die das Medium F12 
oder Neurobasal™ mit den Zusätzen B27 oder N2 enthielten, zeigten dabei den grössten 
Effekt  hinsichtlich neuronaler Differenzierung. Im Durchschnitt wiesen 13-17% der 
untersuchten Zellen eine B3-positive Reaktion auf (Tabelle 26). Die Unterschiede waren 
gegenüber der Kontrolle signifikant. Der direkte Vergleich der Parameter-Schätzer für die 
Versuchsbedingungen mit F12-Medium zeigte keine nennenswerten Unterschiede zwischen 
dem Supplement N2 und dem komplexeren B27-Supplement. Für die anderen getesteten 
Medien MEM und dessen unterschiedliche Formulierungen sowie DMEM, mit ebenfalls 
FGF-2 als Standardwachstumsfaktor, liessen sich keine Signifikanzen gegenüber dem 
Kontroll-Experiment nachweisen.  
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Tabelle 26: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war 
das Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

MEM 6.02 0.30 -5.32 17.36 
MEM_glc 8.34 0.15 -3.00 19.68 
MEM_nuk 6.26 0.28 -5.08 17.60 
MEM_hep 9.01 0.15 -3.14 21.14 

DMEM 7.34 0.20 -4.00 18.68 
F12_B27 16.78 0.00 5.44 28.12 
F12_N2 16.50 0.01 5.16 27.84 

B3Plus 

Neurob_B27 12.56 0.03 1.22 23.90 
 

  

  
Abbildung 4:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in Anwesenheit unterschiedlicher 
Kulturmedien (immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-III-Tubulin, TRITC-gelabelter 
Antikörper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, FGF-2, FCS 20% (B) F12_B27, FGF-
2, FCS 20% (C) F12_N2, FGF-2, FCS 20% (D) Neurob_B27, FGF-2, FCS 20%. Die Kernfärbung erfolgte mit 
DAPI (blau). Vergrösserung: 100-fach. 

4.4.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren 
In einer weiteren Serie von Experimenten wurden die Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH 
neu eingeführt und gegenüber dem Standardwachstumsfaktor FGF-2 bei hohem Serumanteil 
(FCS 20%) und minimal-serum-condition (FCS 1%) bewertet. Heparinfaktor war jeweils in 
zwei Kulturbedingungen beigefügt und wurde für diese Versuchsreihe statistisch ausgewertet.  
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Abbildung 5:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) mit neu 
eingeführten Wachstumsfaktoren bei variierendem Serumanteil. Standardmedium: MEM. Control: kein FGF-2, 
FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung.  
 
Im Vergleich der Einzelexperimente untereinander (Modell 1) waren alle differenzierenden 
Kulturbedingungen der zweiten Versuchsreihe bis auf die Kombination von FGF-8b und 
Heparin bei hoher Serumkonzentration auffällig gegenüber der Kontrollbedingung (Tabelle 
27). Besonders effektiv war in dieser Versuchsreihe die Kombination der Wachstums-
faktoren FGF-8b und SHH. Noch deutlicher zeigte sich der Effekt bei minimal-serum-
condition. Mit dieser Kulturbedingung konnte ein additiver Effekt von 28% gegenüber der 
Kontrollbedingung erreicht werden. 
 
Tabelle 27: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war 
das Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 13.91 0.009 3.49 24.32 
FGF-8b 13.91 0.009 3.49 24.32 

FGF-8b/Hep 8.89 0.094 -1.53 19.30 
SHH 11.75 0.027 1.33 22.16 

FGF-8b/SHH 20.80 0.000 9.63 31.96 
FGF-8b/SHH/Hep 14.59 0.006 4.17 25.00 
FGF-8b/FCS 1% 19.59 0.000 9.17 30.00 

SHH/FCS 1% 15.56 0.006 4.54 26.57 

B3Plus 
 

FGF-8b/SHH/FCS 1% 27.56 0.000 16.54 38.57 
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Abbildung 6:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in Anwesenheit unterschiedlicher 
Wachstumsfaktoren (immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-III-Tubulin, TRITC-gelabelter 
Antikörper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, SHH, FCS 20% (B) MEM, FGF-8b, 
FCS 20% (C) MEM, SHH/FGF-8b, FCS 20%. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (blau). Vergrösserung: 100-
fach. 

4.4.3. Einfluss der Beschichtung 
In der dritten Versuchsreihe interessierte, ob die Beschichtung der OT mit unterschiedlichen 
Materialien und unterschiedlichem Trocknungsgrad die Differenzierung noch weiter 
begünstigt.  
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Abbildung 7:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in 
Anwesenheit unterschiedlicher Beschichtungsmaterialien und bei unterschiedlichen Trocknungsgraden (keine 
Trocknung bzw. >2 bis >6h Trocknung bei RT). Standardkulturbedingung: MEM, FCS 20%, FGF-2. Control: 
ohne coat und ohne FGF-2. No-coat-control: ohne coat aber mit FGF-2. Angaben in Mittelwert ± Standard-
abweichung. 
 
Im Vergleich der Einzelexperimente (Modell 1) ergaben sich für die verwendeten 
Beschichtungsmaterialien eindeutige Unterschiede: wenig Einfluss auf die neuronale 
Differenzierung zeigten die Proteinlösungen FN und LAM, während die synthetischen 
Adhäsionsfaktoren PLL und PORN einen deutlich positiven Einfluss ausübten. In der 
statistischen Analyse zeigten die Protein-basierten Beschichtungen keine statistische 
Signifikanz gegenüber dem Kontroll-Experiment. Die PLL- und PORN-basierten coatings 
waren allesamt signifikant unterschiedlich gegenüber der Kontrolle (Tabelle 28). Die 
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Beschichtung mit PORN hatte dabei den grössten Effekt: die Kulturbedingung ohne 
Trocknung erzielte im Durchschnitt einen Anteil von 37% vordifferenzierter Zellen, die 
Experimente mit Trocknung von 39%. Für die kombinierten Beschichtungen ergab sich 
folgendes Bild: gegenüber der alleinigen Beschichtung mit FN ergab die Kombination mit 
LAM einen marginal höheren Anteil an B3-positiven Zellen. Vorteile zeigten sich ebenso für 
die zusätzliche Verwendung von PORN im Vergleich zur Einzelbeschichtung mit LAM. Ein 
hoher Anteil differenzierter Zellen konnte durch die kombinierte Beschichtung von PLL 
und PORN erreicht werden. Gegenüber den Kulturbedingungen mit PLL ergab sich ein 
deutlicher Unterschied. Gegenüber der alleinigen Verwendung von PORN wurden keine 
zusätzlichen Effekte der kombinierten Beschichtung deutlich.  
Die Ergebnisse der Beschichtungsversuche in Versuchsreihe 3 lassen den Schluss zu, dass die 
herausragenden Ergebnisse hinsichtlich neuronaler Differenzierung in den kombinierten 
Beschichtungsversuchen in erster Linie auf die Verwendung von PORN zurückzuführen sind. 
Der numerisch höchste Anteil vordifferenzierter Zellen wurde durch die Verwendung von 
PLL und PORN ohne Trocknung (not dry) erzielt.  
 
Tabelle 28: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war 
das Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

No coat 15.82 0.004 5.25 26.38 
PLL_dry 21.83 0.000 10.46 33.21 

PLL_PORN_dry 32.58 0.000 20.13 45.02 
PLL_PORN_not_dry 43.70 0.000 32.58 54.81 

PORN_LAM_dry 15.28 0.005 4.71 25.84 
PORN_LAM_not_dry 12.10 0.025 1.53 22.66 

FN_dry 3.86 0.473 -6.71 14.42 
FN_LAM_dry 5.62 0.365 -6.59 17.82 

FN_LAM_not_dry 8.45 0.174 -3.75 20.66 
PORN_dry 39.23 0.000 26.64 51.82 

PORN_not_dry 36.71 0.000 25.33 48.09 

B3Plus 

LAM_dry 7.31 0.204 -4.01 18.63 
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Abbildung 8:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in Anwesenheit unterschiedlicher 
Beschichtungen (immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-III-Tubulin, TRITC-gelabelter 
Antikörper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, FN_LAM_not_dry, FGF-2, FCS 20% 
(B) MEM, PLL_PORN_not_dry, FGF-2, FCS 20%. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (blau). Vergrösserung: 
100-fach. 

4.4.4. Einfluss des Serumanteils 
Versuchsreihe 4 untersuchte den Einfluss des Serumanteils auf die Exprimierung des 
neuronalen Markers β-III-Tubulin. Dabei wurde der Serumanteil in vier Stufen bis zu 
serumfreien Kulturen reduziert. Als Medium wurde MEM und F12 verwendet. Entsprechend 
wurden jeweils zwei Kontroll-Experimente mit MEM/FCS 20% und F12/FCS 5% durchge-
führt.  
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Abbildung 9:  Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in F12-
Medium bei variierendem Serumanteil. Control: kein FGF-2, N2, FCS 5%. Angaben in Mittelwert ± Standard-
abweichung.  
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Abbildung 10: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in 
MEM-Medium bei variierendem Serumanteil. Control: kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± 
Standardabweichung.  
 
In den Kulturbedingungen, in denen das Medium F12 Verwendung fand, ergab die statistische 
Analyse keinen eindeutig günstigen Einfluss eines reduzierten Serumanteils auf die neuronale 
Differenzierung. Deutlichere Unterschiede waren für die Experimente mit MEM-Medium zu 
erkennen. Unter den Effekt-Schätzern der multivariaten Analyse zeigte das Experiment mit 
1% Serumanteil in MEM-Medium den grössten zusätzlichen Einfluss auf den Anteil B3-
positiver Zellen gegenüber der Kontrolle (Tabelle 29). Bis auf das Experiment mit FGF-2 in 
MEM und 20% Serumanteil erreichten alle Experimente statistische Signifikanz gegenüber 
der Kontrolle. 
 
Tabelle 29: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war 
das Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe).  

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

F12_B27/FCS 20% 12.23 0.030 1.19 23.27 
F12_N2/FCS 20% 17.87 0.002 6.67 29.06 
F12_B27/FCS 5% 12.74 0.017 2.31 23.18 
F12_N2/FCS 5% 15.77 0.010 3.80 27.74 
F12_B27/FCS 1% 15.20 0.007 4.16 26.24 
F12_N2/FCS 1% 16.18 0.003 5.75 26.62 
F12_B27/FCS 0% 11.55 0.040 0.51 22.59 
MEM/FCS 20% 9.18 0.084 -1.25 19.62 
MEM/FCS 5% 16.55 0.003 5.51 27.59 
MEM/FCS 1% 21.52 0.000 11.09 31.96 

B3Plus 

MEM/FCS 0% 19.26 0.002 7.21 31.31 
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Abbildung 11: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in Anwesenheit unterschiedlicher 
Wachstumsfaktoren bei minimalem Serumanteil (immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-
III-Tubulin, TRITC-gelabelter Antikörper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, FGF-
2/BDNF, FCS 1% (B) MEM, FGF-2/NT-3, FCS 1% (C) MEM, FGF-2/FGF-8b/SHH, FCS 1%. Die Kernfärbung 
erfolgte mit DAPI (blau). Vergrösserung: 100-fach. 
 

4.4.5. Einfluss der Kombination der Faktoren im "Best-Off"-Protokoll 
In einer letzten Versuchsreihe wurden im Sinne eines "Best-off" Faktoren miteinander 
kombiniert, die die neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen nach Erkenntnissen der 
vorangegangenen Versuchsreihen besonders begünstigen.  
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Abbildung 12: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 6) nach 
"Best off"-Protokoll (Standardmedium MEM, neu eingeführte Wachstumsfaktoren, FCS 1%). Control: kein 
FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung.  
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Abbildung 13: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen auf PLL_PORN_dry beschichteten 
PermanoxSlides (6 Tage, n = 6) nach "Best off"-Protokoll (Standardmedium MEM, neu eingeführte 
Wachstumsfaktoren, FCS 1%). Control: ohne coat, kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± 
Standardabweichung. 
 
Wir reduzierten den Serumanteil auf ein Minimum. Die neu eingeführten Wachstumsfaktoren 
FGF-8b und SHH wurden gegen bekannte neurotrophe Wachstumsfaktoren getestet. Neben 
unbeschichteten Slides interessierte ferner der zusätzliche Effekt einer PLL/PORN-
Beschichtung mit Trocknung (dry). 
 
Tabelle 30: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war 
das Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2_coat 51.74 0.000 40.90 62.57 
FGF-8b/SHH_coat 52.74 0.000 42.65 62.84 

FGF-2/FGF-8b/SHH_coat 48.09 0.000 37.32 58.86 
NT-3_coat 50.44 0.000 39.66 61.23 

FGF-2/NT-3_coat 48.49 0.000 37.65 59.32 
BDNF_coat 52.07 0.000 40.20 63.94 

FGF-2/BDNF_coat 51.24 0.000 40.40 62.07 
FGF-2 36.29 0.000 26.25 46.34 

FGF-8b/SHH 38.03 0.000 27.92 48.13 
FGF-2/FGF-8b/SHH 38.84 0.000 28.75 48.94 

NT-3 28.87 0.000 18.76 38.97 
FGF-2/NT-3 36.91 0.000 26.80 47.01 

BDNF 20.71 0.000 10.60 30.81 

B3Plus 

FGF-2/BDNF 32.95 0.000 22.84 43.05 
 
Alle Experimente der fünften Versuchsreihe waren für die Variable B3Plus gegenüber der 
Kontrolle hochsignifikant. Dabei zeigte sich der Standardwachstumsfaktor FGF-2 sowie die 
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Kombination der neu eingeführten Faktoren FGF-8b und SHH in den Versuchsbedingungen 
ohne Beschichtung den beiden Neurotrophinen überlegen. Für die Kombination der Faktoren 
BDNF und NT-3 mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 wurde jeweils ein höherer Anteil an 
vordifferenzierten Zellen erzielt. In Verbindung mit Beschichtung zeigten die verwendeten 
Wachstumsfaktoren gegenüber dem Kontroll-Experiment im Durchschnitt einen additiven 
Effekt von > 50% (Tabelle 30). Bei den stark differenzierenden Kulturbedingungen auf 
beschichteten Permanox-Slides konnten keine deutlichen Unterschiede mehr zwischen den 
einzelnen Kulturbedingungen festgestellt werden.  
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Abbildung 14: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in optimierten Kulturbedingungen 
(immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Proteins β-III-Tubulin, TRITC-gelabelter Antikörper, rot; 
oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, FGF-2, FCS 1% (B) MEM, BDNF, FCS 1% (C) MEM, 
NT-3, FCS 1% (D) MEM, FGF-8b/SHH, FCS 1%. (E) MEM, PLL_PORN_dry, FGF-2, FCS 1%. (F) MEM, 
PLL_PORN_dry, BDNF, FCS 1%. (G) MEM, PLL_PORN_dry, NT-3, FCS 1%. (H) MEM, PLL_PORN_dry, 
FGF-8b/SHH, FCS 1%. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI (blau). Vergrösserung: 100-fach. 
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4.5. Einflussfaktoren von Proliferation  

4.5.1. Einfluss des Mediums 
Der Proliferations-Index (= PI) für die in Versuchsreihe 1 verwendeten unterschiedlichen 
Medien und Zusätze ist in Abbildung 15 dargestellt. 
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Abbildung 15: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in unterschiedlichen Medien 
(FGF-2, FCS 20%). Control: kein FGF-2, MEM, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung. 
 
Bezugsstufe in Modell 1 war die Negativkontrolle der Versuchsreihe 5. Die Experimente, die 
das Medium F12 oder Neurobasal™ mit den Zusätzen B27 oder N2 enthielten, zeigten keinen 
signifikanten Unterschied zur Kontrolle (Tabelle 31). Offensichtlich ist es so, dass die 
Proliferation in den Experimenten mit den Zellkulturzusätzen B27 und N2 in etwa der in der 
Kontrollbedingung der Versuchsreihe 5 vergleichbar war. Für die anderen Kulturbedingungen 
der ersten Versuchsreihe ergaben sich im Analysemodell 1 signifikante Unterschiede zur 
Bezugsstufe, wahrscheinlich nur ein Hinweis darauf, dass die Kontroll-Experimente hinsicht-
lich Proliferation nur eingeschränkt miteinander vergleichbar sind.  
 
Tabelle 31: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war das 
Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

MEM 15.92 0.000 8.52 20.16 
MEM_glc 12.76 0.001 5.36 19.84 
MEM_nuk 12.44 0.001 5.04 24.52 
MEM_hep 16.60 0.000 8.68 22.44 

DMEM 15.04 0.000 7.64 12.46 
F12_B27 5.06 0.179 -2.34 15.04 
F12_N2 5.22 0.166 -2.18 12.62 

PI 

Neurob_B27 7.64 0.043 0.24 19.47 
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4.5.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren 
Versuchsreihe 2 untersuchte verschiedene Wachstumsfaktoren. Drei Kulturbedingungen 
wiesen einen reduzierten Serumanteil von 1% auf. Für den PI ergab sich folgendes Bild:  
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Abbildung 16: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in Anwesenheit 
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren bei variierendem Serumanteil. Standardmedium: MEM. Control: kein 
FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung. 
 
Eindeutig positive Effekte einzelner Faktoren gegenüber der Bezugsstufe konnten nicht 
nachgewiesen werden. In den einzelnen Versuchen wirkten sich insbesondere die 
Kulturbedingungen mit minimal-serum-condition negativ auf das Wachstum der Zellen 
aus. Statistische Unterschiede ergaben sich für die Experimente mit reduziertem Serumanteil 
und den neu eingeführten Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH sowie die Kombination der 
beiden Wachstumsfaktoren. Nach den Effekt-Schätzern der multivariaten Analyse zeigte sich 
in diesen Kulturbedingungen im Durchschnitt 10% weniger Proliferation gegenüber der 
Kontrolle (Tabelle 32). 
 
Tabelle 32: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war das 
Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 2.17 0.529 -4.62 8.97 
FGF-8b -0.79 0.820 -7.58 6.01 

FGF-8b/Hep 0.43 0.900 -6.36 7.23 
SHH -0.91 0.793 -7.70 5.89 

FGF-8b/SHH -3.02 0.415 -10.30 4.27 
FGF-8b/SHH/Hep 3.51 0.309 -3.28 10.31 
FGF-8b/FCS 1% -9.75 0.005 -16.54 -2.95 

SHH/FCS 1% -10.65 0.004 -17.84 -3.46 

PI 

FGF-8b/SHH/FCS 1% -10.63 0.004 -17.817 -3.44 
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4.5.3. Einfluss der Beschichtung 
In der dritten Versuchsreihe interessierte der Einfluss der Beschichtung und unterschiedlicher 
Trocknungsgrade. Die Berechnung des PI für diese Kulturbedingungen stellte sich so dar:  
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Abbildung 17: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in Anwesenheit 
unterschiedlicher Beschichtungsmaterialien und bei unterschiedlichen Trocknungsgraden (keine Trocknung, 
bzw. >2 bis >6h Trocknung bei RT). Standardkulturbedingung: MEM, FCS 20%, FGF-2. Control: ohne coat und 
ohne FGF-2. No-coat-control: ohne coat, aber mit FGF-2. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung.  
 
Statistische Unterschiede gegenüber der Bezugsstufe ergeben sich nahezu für alle 
Experimente dieser Versuchsreihe (Tabelle 33). Lediglich für die Beschichtung mit PLL 
ergab sich kein Unterschied zum Kontroll-Experiment. Für die Kulturbedingung ohne 
Beschichtung (no-coat-control) ergab sich gegenüber der Kontrollbedingung ohne 
Wachstumsfaktor ein zusätzlicher additiver Effekt von 9%. Dieser Befund ist nicht 
überzubewerten, da die Kontroll-Experimente der unterschiedlichen Versuchsreihen nur 
eingeschränkt miteinander vergleichbar sind. Einen deutlich positiven Proliferationsdruck 
übten die Beschichtungen mit LAM und FN aus. Die kombinierte Beschichtung von FN 
und LAM ergab keine zusätzlichen Effekte, die Ergebnisse entsprechen im Wesentlichen 
denen der Beschichtung mit FN. Den stärksten Effekt zeigte die kombinierte Beschichtung 
FN und LAM ohne Trocknungsgrad mit einem im Durchschnitt zusätzlichen additiven Effekt 
von 20% gegenüber der Bezugsstufe. Der Trocknungsgrad scheint aber einen marginalen 
Einfluss zu haben. Negativ auf die Proliferation wirkten sich Beschichtungen auf der Basis 
von PORN aus. Die inhibierenden Effekte konnten mit der gleichzeitigen Verwendung von 
LAM neutralisiert werden. In der Kombination mit PLL zeigte PORN einen ähnlich 
inhibierenden Effekt wie bei alleiniger Verwendung. Den stärksten negativen Effekt übte 
die Beschichtung PLL_PORN ohne Trocknungsgrad aus mit im Durchschnitt 12% weniger 
Proliferation gegenüber der Kontrolle.  
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Tabelle 33: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war das 
Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

No coat 8.89 0.012 2.00 15.79 
PLL_dry 2.61 0.490 -4.82 10.03 

PLL_PORN_dry -9.13 0.028 -17.25 -1.01 
PLL_PORN_not_dry -12.55 0.001 -19.80 -5.29 

PORN_LAM_dry 15.29 0.000 8.40 22.19 
PORN_LAM_not_dry 16.73 0.000 9.84 23.63 

FN_dry 18.73 0.000 11.84 25.63 
FN_LAM_dry 17.83 0.000 9.86 25.80 

FN_LAM_not_dry 20.43 0.000 12.46 28.40 
PORN_dry -10.90 0.010 -19.12 -2.68 

PORN_not_dry -11.17 0.003 -18.60 -3.74 

PI 

LAM_dry 10.89 0.004 3.50 18.27 
 

4.5.4. Einfluss des Serumanteils 
Untersuchungsgegenstand der vierten Versuchsreihe war der Einfluss des Serumanteils auf 
die Proliferation der Zellen. Für das Medium F12 stellte sich der Einfluss auf die Proliferation 
für die vier untersuchten Serumstufen so dar:  
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Abbildung 18: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in F12-Medium bei 
variierendem Serumanteil. Control: kein FGF-2, FCS 5%. Angaben in MW ± Standardabweichung.  
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Für die unterschiedlichen Serumanteile in MEM-Medium ergab sich im Blick auf die 
Proliferation dieses Bild:  
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Abbildung 19: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 5) in MEM-Medium bei variieren-
dem Serumanteil. Control: kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung.  
 
Statistisch signifikante Unterschiede gegenüber den Kulturbedingungen der Kontrolle zeigten 
die Experimente mit minimalem bzw. ohne Serumanteil (Tabelle 34). Der Serumentzug übte 
im Durchschnitt, verglichen mit den Bedingungen der Bezugsstufe, einen inhibierenden 
Effekt von 6-10% auf die Zellen aus. In den übrigen Experimenten waren die Unterschiede 
gegenüber der Bezugsstufe nicht ausreichend deutlich.  
 
Tabelle 34: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war das 
Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 
Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 

    Lower Bound Upper Bound 
F12_B27/FCS 20% -4.54 0.216 -11.74 2.67 
F12_N2/FCS 20% -4.70 0.206 -12.00 2.61 
F12_B27/FCS 5% -2.07 0.550 -8.88 4.74 
F12_N2/FCS 5% -4.11 0.301 -11.92 3.71 
F12_B27/FCS 1% -6.23 0.090 -13.44 0.98 
F12_N2/FCS 1% -9.15 0.009 -15.96 -2.34 
F12_B27/FCS 0% -7.68 0.037 -14.89 -0.48 
MEM/FCS 20% 4.65 0.180 -2.16 11.46 
MEM/FCS 5% 2.72 0.458 -4.49 9.93 
MEM/FCS 1% -6.95 0.046 -13.76 -0.14 

PI 

MEM/FCS 0% -8.95 0.026 -16.81 -1.08 
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4.5.5. Einfluss der Kombination der Faktoren im "Best-Off"-Protokoll 
Versuchsreihe 5 kombinierte unterschiedliche Kulturfaktoren miteinander. Der Einfluss auf 
die Proliferation stellte sich so dar:  
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Abbildung 20: PI mesenchymaler Zellen auf Permanox-Slides (6 Tage, n = 6) nach "Best-off"-Protokoll 
(Standardmedium MEM, neu eingeführte Wachstumsfaktoren, FCS 1%). Control: kein FGF-2, FCS 20%. 
Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung.  
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Abbildung 21: PI mesenchymaler Zellen auf PLL/PORN_dry beschichteten Permanox-Slides (6 Tage, n = 6) 
nach "Best-off"-Protokoll (Standardmedium MEM, neu eingeführte Wachstumsfaktoren, FCS 1%). Control: 
ohne coat, kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert ± Standardabweichung. 
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Die Ergebnisse hinsichtlich Proliferation waren für alle Kulturbedingungen im Vergleich zur 
Kontrolle hochsignifikant (Tabelle 35). Die Kulturbedingungen übten einen inhibierenden 
Effekt auf die Proliferation der Zellen aus. Dabei zeigen die B-Werte der Effekt-Schätzer 
für die Experimente mit beschichteten OT tendenziell negativere Werte, was für einen 
zusätzlichen inhibierenden Effekt der Beschichtung spricht. Das inverse Verhältnis von 
Proliferation und Differenzierung, wie es bereits bei der globalen Datenanalyse deutlich 
wurde, spiegelt sich also auch auf Ebene der Versuchsreihen wieder.  
 
Tabelle 35: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 1) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezugsstufe war das 
Kontroll-Experiment der fünften Versuchsreihe). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2_coat -14.00 0.000 -21.07 -6.93 
FGF-8b/SHH_coat -14.75 0.000 -21.34 -8.16 

FGF-2/FGF-8b/SHH_coat -13.97 0.000 -21.00 -6.94 
NT-3_coat -15.74 0.000 -22.78 -8.70 

FGF-2/NT-3_coat -14.15 0.000 -21.22 -7.08 
BDNF_coat -16.40 0.000 -24.15 -8.66 

FGF-2/BDNF_coat -15.40 0.000 -22.47 -8.32 
FGF-2 -12.54 0.000 -19.10 -5.99 

FGF-8b/SHH -12.05 0.000 -18.65 -5.45 
FGF-2/FGF-8b/SHH -11.03 0.001 -17.62 -4.44 

NT-3 -12.91 0.000 -19.51 -6.31 
FGF-2/NT-3 -10.45 0.002 -17.05 -3.85 

BDNF -11.59 0.001 -18.19 -4.99 

PI 

FGF-2/BDNF -11.23 0.001 -17.83 -4.63 
 

4.6. Spezielle Fragestellungen 
Um die isolierten Effekte der verwendeten Substanzen hinsichtlich Differenzierung und 
Proliferation zu analysieren, wurden zur statistischen Auswertung der Daten andere Analyse-
modelle herangezogen, die nicht den Versuchsaufbau abbilden, sondern die Verwendung der 
Substanzen. Der durchschnittliche Effekt der jeweiligen Substanz wird dabei als Parameter-
Schätzer herausgerechnet und erlaubt eine quantitative Analyse. Der Vergleich der Einzel-
experimente (Modell 1) erlaubte nur den Vergleich der jeweiligen Kulturbedingung mit der 
Bezugsstufe. Die statistischen Modelle der quantitativen Datenanalyse erlauben dagegen die 
Beurteilung des durchschnittlichen Effekts der jeweiligen Substanz auf die Variablen 
Differenzierung und Proliferation.  
 

4.6.1. Effekte von Serum und Kulturmedium auf Differenzierung und 
Proliferation 
Für die Beurteilung der durchschnittlichen Effekte von Kulturmedium und verschiedener 
Konzentrationen von FCS auf Proliferation und neuronale Differenzierung wurden die 
Datensätze über alle Versuchsreihen hinweg in einem eigenen Modell statistisch ausgewertet 
(Modell 2). Die jeweiligen Effekt-Schätzer geben an, um wieviel Einheiten die jeweilige 
Substanz die Variable für Differenzierung (B3Plus) oder Proliferation (PI) additiv oder 
inhibierend gegenüber der Bezugsstufe verändert. Dabei zeigten sich für die verwendeten 
Medien NeurobasalTM, F12 und DMEM gegenüber dem Standardmedium MEM als Referenz 
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich neuronaler Differenzierung (Tabelle 36). 
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Experimente, in denen das Medium F12 und Neurobasal Verwendung fand, lassen 
allerdings einen zusätzlichen additiven Effekt der Kulturbedingung erkennen.  
 
Tabelle 36: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 2) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Bezugsstufe 
waren die Versuchsbedingungen mit MEM-Medium). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

DMEM - 0.03 0.996 -12.60 12.66 
Neurob_B27 5.25 0.414 -7.38 17.88 

B3Plus 

F12 3.43 0.253 -2.46 9.32 
 
Ein auffälliger Unterschied resultierte für die Variable Proliferation. Im Vergleich zu MEM 
proliferierten die Zellen in F12-Medium signifikant schlechter. Im Schnitt war der PI für 
die Kulturbedingungen mit F12-Medium im Schnitt 7% niedriger (Tabelle 37). Ebenso für 
Neurobasal™ konnte als Trend ein negativer Effekt auf das Wachstum der Zellen festgestellt 
werden; dieser Unterschied war allerdings nicht mehr signifikant. Kein nennenswerter 
Unterschied gegenüber der Bezugsstufe ergab sich für das Medium DMEM.  
 
Tabelle 37: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 2) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Bezugsstufe waren die 
Versuchsbedingungen mit MEM-Medium). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

DMEM 0.33 0.930 -7.07 7.72 
Neurob_B27 -7.07 0.061 -14.47 0.32 

PI 

F12 -7.35 0.000 -10.80 -3.89 
 
Untersucht man isoliert die Versuchsreihe 1 und wählt als Baseline das Experiment mit FGF-
2 (Modell 4), so können die Effekte der Experimente direkt als additiver Effekt der jeweiligen 
Substanzen zu FGF-2 gedeutet werden. Dabei ergaben sich für die Experimente, die das 
Medium F12 mit den Zusätzen B27 und N2 enthielten, signifikante Unterschiede zur 
Bezugsstufe. Für das Medium Neurobasal™ mit B27 war ebenso ein additiver Effekt 
hinsichtlich des Anteils B3-positiver-Zellen nachzuweisen, der Unterschied zur Bezugsstufe 
erreichte allerdings kein Signifikanzniveau (Tabelle 38). 
 
Tabelle 38: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 4) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 4 (Bezugsstufe war 
die Standardkulturbedingung mit FGF-2). 

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

F12_B27 10.76 0.003 4.01 17.51 
F12_N2 10.48 0.004 3.73 17.23 

B3Plus 

Neurob_B27 6.54 0.057 -0.21 13.29 
 
Für die Versuchsbedingungen der Versuchsreihe 1, die die neuronale Differenzierung 
besonders förderten, war ein entsprechend inhibierender Effekt auf die Proliferation nachzu-
weisen. Experimente, die das Medium F12 und die Zusätze B27 und N2 enthielten, zeigten im 
Vergleich zu den Versuchsbedingungen mit FGF-2 eine zusätzliche Inhibition der 
Proliferation von 10% (Tabelle 39). Etwas weniger deutlich und nicht mehr signifikant war 
der inhibierende Effekt der Kulturbedingung mit dem Medium Neurobasal™ und B27.  
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Tabelle 39: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 4) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 4 (Bezugsstufe war die 
Standardkulturbedingung mit FGF-2). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

F12_B27 -10.86 0.019 -19.79 -1.93 
F12_N2 -10.70 0.021 -19.63 -1.77 

PI 

Neurob_B27 -8.28 0.068 -17.21 0.65 
 
Man kann die Ergebnisse dahingehend interpretieren, dass die Medien F12 und 
NeurobasalTM  weniger die Proliferation und eher die neuronale Differenzierung 
begünstigen. Die Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnissen der Auswertungen an 
anderer Stelle. Es ergeben sich also über die statistischen Analysen hinweg keine sachwissen-
schaftlichen Widersprüche. Allerdings war die positive Wirkung hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung nicht in allen Analysemodellen signifikant und zeigte sich daher lediglich als 
Trend.  
Für die Verwendung von FCS ergab sich gegenüber der Nicht-Anwesenheit von Serum 
(Bezugsstufe) kein signifikanter Unterschied für die Variable B3Plus. Dennoch zeigte sich ein 
Trend dahingehend, dass Kulturbedingungen mit hohem Serumanteil weniger die 
Differenzierung fördern, während sich Kulturbedingungen mit einem minimalen 
Serumanteil günstig auf die Differenzierung auswirken. Ein 1% Serumanteil veränderte 
den Anteil B3-positiver Zellen in der Versuchsbedingung im Durchschnitt um 7% additiv 
gegenüber der Baseline. Für den 20% Serumanteil zeigte sich im Schnitt eine 11% Reduktion 
der differenzierenden Zellen (Tabelle 40).  
 
Tabelle 40: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 2) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Bezugsstufe 
waren die Versuchsbedingungen ohne Serumanteil). 
Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 

    Lower Bound Upper Bound 
FCS 20% -10.90 0.059 -22.21 0.41 
FCS 5% -8.18 0.175 -20.01 3.66 

B3Plus 

FCS 1% 6.69 0.248 -4.69 18.08 
 
Betrachtet man den Effekt der Kulturbedingungen auf die Proliferation so ergibt sich ein 
inverses Bild: Ein hoher Serumanteil wirkte sich günstig auf die Proliferation aus. 
Gegenüber der Baseline zeigte sich für einen 20% Serumanteil ein additiver Effekt von 11%, 
für den 5% Anteil von 7% (Tabelle 41). Die Unterschiede waren statistisch signifikant. Ein 
1% Serumanteil machte gegenüber der Nicht-Anwesenheit von Serum keinen Unterschied.  
 
Tabelle 41: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 2) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Bezugsstufe waren die 
Versuchsbedingungen ohne Serumanteil). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FCS 20% 10.73 0.002 4.11 17.36 
FCS 5% 7.06 0.046 0.13 13.99 

PI 

FCS 1% -0.37 0.912 -7.04 6.29 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Serumanteil die Proliferation der 
Zellen erheblich beeinflusst. Ein hoher Serumanteil wirkt sich dabei tendenziell 
inhibierend auf die neuronale Differenzierung aus.  
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4.6.2. Effekte des Wachstumsfaktors FGF-2 auf Differenzierung und 
Proliferation 
Um den isolierten Effekt des Wachstumsfaktors FGF-2 auf Differenzierung und Proliferation 
zu untersuchen, wurden über alle Versuchsreihen hinweg Kulturbedingungen mit MEM und 
20% Serumanteil untersucht, die nur FGF-2 als Wachstumsfaktor enthielten. Als Bezugsstufe 
dienten die Experimente der Versuchsreihen, die neben MEM und 20% Serumanteil keinen 
Wachstumsfaktor und keine weiteren Kulturzusätze enthielten. Da sich die Bezugstufe 
lediglich durch die Nicht-Anwesenheit des Wachstumsfaktors unterscheidet, kann die 
Differenz zu den Kontrollbedingungen als Effekt des Wachstumsfaktors gewertet werden. 
Gegenüber den Kontrollbedingungen zeigte sich für die Variable B3Plus in den 
Kulturbedingungen mit FGF-2 im Durchschnitt ein additiver Effekt von 19% (Tabelle 
42). Der Unterschied war hochsignifikant.  
 
Tabelle 42: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 3) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 3 (Bezugsstufe 
waren die Kulturbedingungen ohne den Wachstumsfaktor FGF-2).  

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

B3Plus FGF-2 18.61 0.000 15.14 22.08 
 
Die Proliferation wurde durch den Wachstumsfaktor weniger deutlich beeinflusst, der 
Unterschied war dennoch signifikant. Gegenüber den Kontrollbedingungen zeigte sich ein 
inhibierender Einfluss auf die Proliferation: die Zellen zeigten in Anwesenheit von FGF-2 
gegenüber der Baseline eine im Durchschnitt um 5% reduzierte Proliferation (Tabelle 
43).  
 
Tabelle 43: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 3) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 3 (Bezugsstufe waren die 
Kulturbedingungen ohne den Wachstumsfaktor FGF-2). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

PI FGF-2 -5.16 0.011 -9.02 -1.30 
 

4.6.3. Effekte der Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH und von Heparin 
Um die durchschnittlichen Effekte der neu eingeführten Wachstumsfaktoren FGF-8b und 
SHH zu ermitteln, wurden die Experimente der Versuchsreihe 2 in einem eigenen 
statistischen Modell untersucht (Modell 5). Ausserdem interessierte die Frage, ob Heparin-
faktor einen Effekt auf Differenzierung oder Proliferation ausübt. In der statistischen 
Auswertung wurden daher die Kulturbedingungen, in denen der untersuchte Faktor verwendet 
wurde, den Versuchsbedingungen ohne den jeweiligen Faktor als Bezugsstufe gegenüber-
gestellt. Der Effekt des Wachstumsfaktors FGF-2 kann als interner Vergleichsmassstab 
verstanden werden. Aufgrund des kleinen Datensatzes sind die Ergebnisse allerdings mit 
Zurückhaltung zu interpretieren. Zusätzlich werden die Effekte der Wachstumsfaktoren in 
diesem Modell vom Serumanteil überlagert, der in einigen Versuchsbedingungen auf einen 
Anteil von 1% reduziert war. 
Für die Kulturbedingungen, in denen FGF-8b und SHH als Wachstumsfaktor vorhanden war, 
zeigten sich deutliche Effekte hinsichtlich neuronaler Differenzierung. Für FGF-8b ergab 
sich ein additiver Effekt von 15%, für SHH von 10% (Tabelle 44). Den grössten 
additiven Effekt übte allerdings der Standardwachstumsfaktor FGF-2 aus. Die 
Unterschiede sind für alle untersuchten Wachstumsfaktoren hinsichtlich deren Nicht-
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Anwesenheit signifikant. Dagegen hatte die Anwesenheit von Heparin einen tendenziell 
inhibierenden Einfluss auf die Differenzierung.  
 
Tabelle 44: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 5) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 5 (Bezugsstufe war 
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 2). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 17.31 0.001 7.46 27.16 
FGF-8b 14.94 0.000 8.40 21.48 

SHH 10.39 0.001 4.81 15.97 

B3Plus 

Heparin -4.99 0.196 -12.67 2.69 
 
Die Ergebnisse hinsichtlich Proliferation der Zellen verhielten sich entsprechend spiegel-
bildlich. Die Anwesenheit von FGF-2 wirkte sich inhibierend aus, der Unterschied gegenüber 
dessen Nicht-Anwesenheit erreichte allerdings kein Signifikanzniveau. Die neu eingeführten 
Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH liessen die Zellen auffällig weniger proliferieren. 
Die Zugabe von Heparin zeigte gegenüber der Nicht-Anwesenheit keinen Einfluss 
hinsichtlich Proliferation  (Tabelle 45).  
 
Tabelle 45: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 5) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 5 (Bezugsstufe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 2). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 -4.65 0.134 -10.81 1.50 
FGF-8b -5.71 0.007 -9.80 -1.62 

SHH -3.97 0.027 -7.45 -0.48 

PI 

Heparin 2.84 0.238 -1.96 7.64 
 

4.6.4. Zusätzliche Effekte extrazellulärer Matrixproteine 
Um die Effekte von Beschichtung und Trocknungsgrad zu beurteilen, wurden die 
Experimente der Versuchsreiche 3 eigens ausgewertet (Modell 6). Die statistische Analyse 
analysiert den zusätzlichen Effekt eines Faktors gegenüber dessen Nicht-Anwesenheit. Die 
Beschichtungen mit PLL und FN zeigten keinen statistisch signifikanten Effekt hinsichtlich 
des Anteils B3-positiver Zellen. Konkordant zu den Ergebnissen der Einzelauswertung zeigte 
sich ein deutlich positiver Einfluss der Beschichtung mit PORN. Die Beschichtung erhöhte 
den Anteil der Zellen, die den neuronalen Marker exprimierten, im Durchschnitt um 10% 
(Tabelle 46). Dagegen übte die Anwesenheit von LAM einen inhibierenden Effekt auf den 
Differenzierungsgrad der Zellen aus. Der Anteil der B3-positiven Zellen fiel im Vergleich mit 
den Experimenten, die kein LAM verwendeten, im Schnitt 12% geringer aus. Zur Beurteilung 
des Trocknungsgrads wurden Kulturbedingungen, für die keine Trocknungszeit vorgesehen 
war als Bezugsstufe gewählt und mit den Experimenten verglichen, denen eine 
Trocknungszeit für das Beschichtungsmaterial vorgeschaltet war. Es ergaben sich keine 
signifikanten Unterschiede gegenüber der Bezugsstufe. Die Trocknung scheint demnach 
das Ergebnis der Kulturbedingung nicht auffällig zu beeinflussen.  
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Tabelle 46: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 6) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 6 (Bezugsstufe war 
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 3).  

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

PLL 5.31 0.227 -3.46 14.08 
PORN 10.71 0.019 1.88 19.53 
LAM -12.34 0.001 -19.57 -5.11 
FN -6.29 0.209 -16.28 3.69 

B3Plus 

Dry -4.68 0.162 -11.32 1.96 
 
Die Ergebnisse hinsichtlich der Variable Proliferation unterstreichen die Befunde der 
Auswertung der Einzelexperimente: die Matrixproteine FN und LAM förderten im 
Gegensatz zu den synthetischen Substanzen PLL und PORN besonders das Wachstum 
der Zellen (Tabelle 47). Im Schnitt prolifierierten die Zellen in Anwesenheit von LAM um 
15% besser. In Kulturbedingungen mit FN als Beschichtungsmaterial proliferierten die Zellen 
um 11% besser. Für PLL und PORN zeigten die Parameter-Schätzer negative Werte, ohne 
Signifikanzniveau zu erreichen. Der Trocknungsgrad selbst beeinflusste die Zellproliferation 
nicht. 
 
Tabelle 47: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 6) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 6 (Bezugsstufe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 3). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

PLL -3.00 0.501 -11.96 5.95 
PORN -4.51 0.318 -13.53 4.51 
LAM 15.30 0.000 7.92 22.69 
FN 10.58 0.042 0.38 20.77 

PI 

Dry 2.86 0.398 -3.92 9.65 
 

4.6.5. Effekte der Zellkulturzusätze B27 und N2 
Die Auswertung ist dadurch erschwert, dass die Aufsplittung der einzelnen Einflussfaktoren 
aufgrund eines inkompletten Blockdesigns in Versuchsreihe 1 nicht möglich ist. Um die 
Effekte der verwendeten Zellzusätze dennoch zu bestimmen, wurden die Kulturbedingungen 
der Versuchsreihe 4, in denen die beiden Supplemente häufig verwendet wurden, in einem 
eigenen statistischen Modell ausgewertet (Modell 7). Untersucht wurde der Effekt der 
Zellkulturzusätze gegenüber deren Nicht-Anwesenheit. In den Versuchsbedingungen wurden 
die Medien MEM und F12 verwendet. Für die Zellkulturzusätze konnten hinsichtlich der 
untersuchten Variablen keine signifikanten Unterschiede erzielt werden (Tabelle 48 & 49). 
Die Ergebnisse werden allerdings durch unterschiedliche Serumstufen in den Versuchs-
bedingungen überlagert. 
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Tabelle 48: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 7) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 7 (Bezugsstufe war 
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 4). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

B27 -3.72 0.442 -13.41 5.98 B3Plus 
N2 -0.65 0.907 -11.83 10.53 

 
Tabelle 49: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 7) für Proliferation (abhängige 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 7 (Bezugsstufe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 4). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

B27 2.78 0.393 -3.73 9.28 PI 
N2 0.88 0.813 -6.62 8.38 

 

4.6.6. Effekte der Wachstumsfaktoren und von Beschichtung bei minimal-serum-
condition 
Versuchsreihe 5 untersuchte verschiedene Wachstumsfaktoren und eine PLL/PORN-
Beschichtung gegenüber unbeschichteten Slides unter minimal-serum-condition. Eine isolierte 
statistische Analyse dieser Versuchsreihe erlaubt die Beurteilung der mittleren Effekte 
verschiedener Wachstumsfaktoren und der Beschichtung gegenüber deren Nicht-Anwesenheit 
(Modell 8). Der direkte Vergleich der Wachstumsfaktoren untereinander ergab, dass FGF-2 
und die neu eingeführten Faktoren FGF-8b und SHH gegenüber den etablierten 
neurotrophen Wachstumsfaktoren NT-3 und BDNF einen zusätzlichen additiven Effekt 
hinsichtlich neuronaler Differenzierung zeigen (Tabelle 50). Dieser Unterschied erreichte 
allerdings kein Signifikanzniveau. Ebenso übte die Beschichtung einen deutlich positiven 
Einfluss auf die neuronale Differenzierung der Zellen aus. Gegenüber den 
Kulturbedingungen ohne Beschichtung konnte der Anteil B3-positiver Zellen in den 
experimentellen Bedingungen im Mittel um 17% gesteigert werden.  
 
Tabelle 50: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 8) für neuronale Differenzierung 
(abhängige Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 8 (Bezugsstufe war 
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 5). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 4.21 0.081 -0.54 8.95 
FGF-8b/SHH 4.63 0.221 -2.87 12.14 

NT-3 -0.31 0.935 -7.78 7.17 
BDNF -3.33 0.379 -10.87 4.20 

B3Plus 

Coat 17.05 0.000 12.45 21.65 
 
Die Anwesenheit der Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH hatte im Vergleich zu den 
Kulturbedingungen, in denen der Wachstumsfaktor nicht vorhanden war, in den stark 
differenzierenden Kulturbedingungen dieser Versuchsreihe keinen signifikanten Einfluss 
mehr auf die Proliferation der Zellen (Tabelle 51). Lediglich die Anwesenheit von FGF-2 
erreichte knapp Signifikanzniveau. Die Beschichtung hatte dagegen einen auffällig 
inhibierenden Einfluss auf die Proliferation der Zellen.  
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Tabelle 51: Statistisches Output der multivariaten Varianzanalyse (Modell 8) für Proliferation (abhängig 
Variable). B = Parameter-Schätzer. * Statistische Signifikanz im Analysemodell 8 (Bezugsstufe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versuchsreihe 5). 

Variable Parameter B Signifikanz*  95% Konfidenzintervall 
    Lower Bound Upper Bound 

FGF-2 0.77 0.047 1.06 1.54 
FGF-8b/SHH 0.20 0.736 -1.00 1.41 

NT-3 0.28 0.640 -0.92 1.49 
BDNF 0.10 0.864 -1.11 1.32 

PI 

Coat -3.38 0.000 -4.12 -2.64 
 



 

65 

5. Diskussion 
 
 
Das Differenzierungspotential adulter Stammzellen des KM ist seit Jahren Gegenstand 
wissenschaftlicher Arbeiten. Die zahlreichen Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass MSC 
ein breiteres Differenzierungspotential besitzen, als bislang angenommen wurde. Unter 
bestimmten experimentellen Bedingungen differenzieren sie offenbar auch in neuronale 
Zellen. Aufgrund der in-vitro und in-vivo demonstrierten Plastizität, der einfachen Gewinnung 
und Expansion sowie erster Erfolge in klinischen Studien erscheinen MSC des KM als 
besonders geeignete Kandidaten für neuartige zellbasierte Therapien. Beim Versuch, 
mesenchymale Stammzellen in-vitro zu differenzieren, kommen zahlreiche Zellkultur-
protokolle zur Anwendung. Die Palette umfasst die Verwendung unspezifischer Induktoren 
wie 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin, Dibuturyl-cyclisches Adenosinmonophosphat (Deng et al, 
2001) oder Butylhydroxianisol (Woodbury et al, 2000), unterschiedlichste Wachstums-
faktoren, Antioxidantien, Hormone, extrazelluläre Matrixmoleküle sowie gentechnische 
Methoden (Dezawa et al, 2004), konditionierte Medien (Kuznetsov et al, 1997; Jiang et al, 
2003; Joannides et al, 2003; Rivera et al, 2006) und komplexe Kokultursysteme (Sanchez-
Ramos et al, 2000; Jiang et al, 2003; Joannides et al, 2003; Abouelfetouh et al, 2004; 
Bossolasco et al, 2005; Wislet-Gendebien et al, 2005). 
Die Beurteilung der unterschiedlichen Studienergebnisse wird dadurch erschwert, dass sich 
Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen zum Teil erheblich unterscheiden. Dies macht 
einen Vergleich der verwendeten Protokolle schwierig (Herzog et al, 2003; Croft & 
Przyborski, 2004). Die Frage, in welchem Ausmass die unterschiedlichen Faktoren die 
neuronale Differenzierung MSC beeinflussen, lässt sich auf dieser Datenbasis kaum 
beantworten. Die Mehrzahl der in-vitro-Studien zur neuronalen Plastizität MSC wurde zudem 
an KM-Zellen von Maus und Ratte durchgeführt. Ergebnisse, die bei der Kultivierung von 
Zellen anderer Spezies erzielt wurden, sind nicht direkt auf die Situation beim Menschen 
übertragbar. Für die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Kulturbedingungen bestehen 
nämlich erhebliche Speziesunterschiede, wie eine Reihe von Studien an neuralen Stamm-
zellen (Svendsen et al, 1997; Carpenter et al, 1999; Whittemore et al, 1999; Galli et al, 2000) 
und MSC (Kuznetsov et al, 1997; Javazon et al, 2001) offenbart hat.  
Es erschien daher sinnvoll, Effekte unterschiedlicher Kulturbedingungen speziell für humane 
MSC zu analysieren. Zwar wurde in einigen wenigen Studien der Einfluss einzelner 
Kulturzusätze beleuchtet, eine breit angelegte Untersuchung wurde bislang aber nicht 
unternommen. Ziel unserer Arbeit war daher eine systematische Analyse der Effekte 
unterschiedlicher Kulturbedingungen hinsichtlich ihres Potentials, das Wachstum humaner 
MSC zu fördern sowie einen neuronalen Phänotyp zu induzieren. Auf der Basis der erzielten 
Ergebnisse sollte auch geklärt werden, inwieweit sich in-vitro-Kulturbedingungen optimieren 
lassen. Einschliesslich der Vorversuche wurden dazu über 600 Einzelexperimente durch-
geführt. Durch diese Kombination unterschiedlicher Kulturbedingungen konnten schliesslich 
nach sechs Kulturtagen Zellpopulationen mit einem Anteil von bis zu 60% β-III- Tubulin-
positiver Zellen mit neuronalem Phänotyp erzeugt werden.  
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5.1. Diskussion der Methodik 
Die Untersuchung der Einflussfaktoren auf Proliferation und auf die neuronale Differen-
zierung MSC stellt aufgrund der Komplexität möglicher Einflußfaktoren und diverser 
technischer und methodischer Probleme eine gegenwärtig nur unvollständig beantwortete 
Frage dar.  

5.1.1. Methodische Herausforderungen 
 
Mesenchymale Stromazellen sind heterogen 
Eine möglichst homogene Zellkultur als Starterpopulation ist Voraussetzung für die 
Vergleichbarkeit einzelner Experimente und die Konfrontation mit Ergebnissen anderer 
Arbeitsgruppen. Die heterogene Natur MSC macht es gegenwärtig schwierig, diesem 
Anspruch in vollem Masse zu genügen. Die Heterogenität der Zellpopulation ist ein bislang 
nicht gelöstes Problem (Hess et al, 2004). Eine weithin als Standard anerkannte Methode zur 
Isolierung humaner MSC aus dem KM gibt es bislang nicht. Die wohl am häufigsten 
verwendete Methode ist die Auftrennung über einen Ficoll-Gradienten mit anschließender 
Selektion der Zellen durch Adhärenz an die Plastikoberfläche des Kulturgefässes. Aufgrund 
der Heterogenität der untersuchten Zellpopulation und des erheblichen Einflusses von 
Isolierungsmethode und Kulturbedingung auf den Phänotyp konnte bislang zwischen den 
unterschiedlichen Arbeitsgruppen keine Übereinstimmung des Phänotyps MSC erreicht 
werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass nach zwei Passagen eine relativ homogene 
Zellpopulation gewonnen werden kann, die mit einer durch technisch aufwendigere Verfahren 
isolierten Population vergleichbar ist (Tondreau et al, 2004b). In unseren Versuchsreihen 
wurden MSC durch selektive Adhäsion an unbeschichteten Kunststoff-Zellkulturflaschen 
gewonnen. In allen Versuchsreihen wurde eine determinierte Zellzahl der zweiten und dritten 
Passage verwendet. Expressionsanalysen der isolierten und nach einem gängigen 
Kulturprotokoll expandierten MSC wurden nicht durchgeführt. Bis zur Etablierung neuer 
spezifischer Marker MSC stellt die Isolierung mittels Plastikadhärenz eine akzeptable 
Methode dar. Darüberhinaus weisen unsere Ergebnisse noch auf eine weiteres bisher wenig 
beachtetes Problem hin, nämlich den Einfluß des Spenders. MSC von verschiedenen 
Spendern zeigten unterschiedliches Proliferations- und Differenzierungsverhalten.  
 
Mesenchymale Stromazellen sind „multidifferenziert“ und reagibel auf die 
Kulturbedingungen  
Eine Reihe von Forschungsgruppen berichtete, dass MSC bereits in unbehandeltem Zustand 
zu einem geringen Anteil neuro-gliale Marker exprimieren (Deng et al, 2001 & 2006; 
Woodbury et al, 2002; Tondreau et al, 2004a; Tao et al, 2005; Minguell et al, 2005; Egusa et 
al, 2005; Bossolasco et al, 2005; Scintu et al, 2006; Blondheim et al, 2006; Lamoury et al, 
2006). Woodbury und Kollegen zeigten, dass Zellpopulationen und klonale Zell-Linien MSC 
ectodermale, endodermale und mesodermale Gene exprimieren und sahen darin Argumente 
dafür, dass MSC „multi-differenziert“ sind (Woodbury et al, 2002). Diese Beobachtungen 
passen zu den Beobachtungen vieler Veröffentlichungen, dass MSC Eigenschaften 
mesodermaler Zelltypen (Chondroblasten, Adipozyten, Osteoblasten, Herzmuskelzellen, 
endotheliale Gefäßzellen), ectodermaler Zelltypen (neuronale Zellen, Hautzellen) und endo-
dermaler Zelltypen (Leberzellen, Alveolarzellen, Darmepithelien) annehmen können (vgl. 
Einleitung 1.3.1.). Die Analyse von MSC-Kulturen mit Hilfe sensitiver Methoden wie FACS-
Analyse, Western-Blot und RT-PCR ergab, dass ein grosser Anteil nicht-induzierter MSC 
konstitutiv Nestin und Tuj-1 exprimieren (Tondreau et al, 2004a). Das Konzept der 
„Multidifferenziertheit“ MSC wird mittlerweile von vielen Arbeitsgruppen favorisiert 
(Tremain et al, 2001; Woodbury et al, 2002; Seshi et al, 2003; Muñoz-Elías et al, 2003; 
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Minguell et al, 2005; Tondreau et al, 2005; Egusa et al, 2005; Scintu et al, 2006). Die Studien 
machten ebenso deutlich, dass der Anteil differenzierender Zellen durch geeignete 
Kulturbedingungen deutlich gesteigert werden kann (Tondreau et al, 2004a; Neuhuber et al, 
2004) und eine gezielte neuronale Differenzierung durch die Variation von 
Kulturbedingungen möglich ist. Immunhistochemisch lässt sich der Marker β-III-Tubulin in 
einigen Studien erst nach Induktion nachweisen (Woodbury et al, 2002; Neuhuber et al, 2004; 
Bossolasco et al, 2005). 
 
Neuronale Marker sind per se nicht spezifisch 
In der Mehrzahl der vorliegenden Studien wurde die neuronale Differenzierung MSC nach 
morphologischen und immunhistochemischen Kriterien durch den Nachweis meist weniger 
neuronaler Marker beurteilt, ein Umstand, der von diversen Autoren kritisch bewertet wird 
(Wagers & Weissman, 2004; Grove et al, 2004; Hess et al, 2004; Bertani et al, 2005; 
Hermann et al, 2006; Raedt et al, 2007; Phinney & Prockop, 2007). Eine geringe Anzahl von 
Forschungsarbeiten versuchte darüber hinaus, differenzierte Zellen durch funktionelle 
Untersuchungen (z. B. Nachweis von Ionenströmen und Neurotransmittern) näher zu 
charakterisieren (vgl. Einleitung 1.3.4 & 1.3.5.). Die Wahl eines geeigneten Markers 
neuronaler Differenzierung wird durch den Umstand erschwert, dass der immunhisto-
chemische Nachweis neuronaler Antigene nicht gänzlich spezifisch ist. Man muss feststellen, 
dass keiner der in den Studien verwendeten Marker per se einen ausreichenden Nachweis 
neuronaler Differenzierung darstellt, da die jeweiligen Marker auch in anderen Geweben und 
Zelltypen exprimiert werden können. Diesem Aspekt wurde gerade nach den anfänglichen 
Berichten neuronaler Differenzierung MSC nicht genügend Beachtung geschenkt. So wird das 
Protein β-III-Tubulin auch in undifferenzierten humanen embryonalen Stammzellen 
(Carpenter et al, 2001) und nicht spezifisch in Tumorgewebe (Sugimoto et al, 1997; Katsetos 
et al, 2003; Jouhilahti et al, 2008) exprimiert. Das Intermediärfilament Nestin findet sich 
ebenso in regenerierenden Muskelzellen (Vaittinen et al, 2001) und endothelialen Zellen 
(Mokrý & Nemecek, 1998; Klein et al, 2003). GFAP und Neurofilamente sind ausserdem in 
verschiedenen Bindegewebszellen nachweisbar (Hainfellner et al, 2001; Sainio et al, 1994).  
 
Limitationen der Methode „Zellkultur“  
Die in-vitro-Kultur stellt ein relativ einfaches Modell dar, die Wirkung verschiedener 
biologisch aktiver Substanzen auf Zellen zu untersuchen. Die grundlegenden Techniken der 
Zellkultur haben sich allerdings seit Jahrzehnten kaum verändert. Komplexere Prozesse wie 
die Differenzierung adulter Stammzellen können mit den gegenwärtigen Methoden nur 
bedingt simuliert werden. Die Zell-Zell-Kommunikation mit der Vermittlung parakriner 
Faktoren, die in-vivo vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Stammzelldifferenzierung 
spielt, ist mit den klassischen Methoden der Zellkulturtechnik schwer zu untersuchen. Es 
lassen sich kaum mehr als qualitative Aussagen machen. Die nach wie vor häufig applizierten 
Arbeitschritte wie die Verwendung artfremden Blutserums, die Anwendung künstlicher 
Substrate, der periodische Mediumersatz und das enzymatische Abheben der Zellen können 
die Ergebnisse verzerren. So konnte beispielsweise für die Kultur adulter neuronaler 
Stammzellen demonstriert werden, dass eine alternative Technik mit Accutase™ zu einem 
besseren Überleben der Zellen führt (Wachs et al, 2003). 
Für die Interpretation der Ergebnisse unserer Versuchsanordnung ist zu berücksichtigen, dass 
für die Zellkultureffekte unterschiedliche Mechanismen in Frage kommen. Bei der Analyse 
der Effekte einzelner Faktoren auf Differenzierung der Zellen stellt sich die Frage, ob der 
Faktor ein induktives Differenzierungssignal ausübt oder als Überlebensfaktor einer 
bestimmten sich differenzierenden Zelle fungiert. Denkbar ist auch, dass durch die Kulturbe-
dingung die Differenzierung eines Zelltyps favorisiert wird, der sekundär Überleben und 
Differenzierung eines anderen Zelltyps fördert. Aufgrund der niedrigen Zelldichte in unseren 
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Versuchen und grösstenteils abnehmender Zellzahl im Versuchsverlauf spielen letztere 
Mechanismen unseres Erachtens keine bedeutsame Rolle. Dass durch die Kulturbedingungen 
Vorläuferzellen und vordifferenzierte Zellen nicht nur selektioniert werden, sondern eine 
gezielte Differenzierung stattfindet, dafür sprechen Untersuchungen der Arbeitsgruppe von 
Egusa. Sie konnte in der Zellkultur muriner KM-Zellen zeigen, dass unter Induktionsbe-
dingungen diskordante Genkluster gezielt abgeschaltet werden (Egusa et al, 2005). Wir 
meinen daher, dass bei unseren Kulturbedingungen von einer induktiven Wirkung der 
untersuchten Faktoren ausgegangen werden kann. Der Einfluss von Zell-Zell-Kontakt und 
parakriner Faktoren wird durch die Versuchsbedingungen bei niedriger Zelldichte weitgehend 
ausgeschaltet und erlaubt damit eine bessere Beurteilung der Effekte exogen zugeführter 
Substanzen. Das Design unserer Versuche erlaubte es allerdings nicht immer, die Effekte der 
Kulturbedingungen auf die einzelnen Komponenten zurückzuführen.  
 

5.1.2. Beurteilung des in-vitro-Modells für neuronale Differenzierung 
Die Untersuchung neuronal differenzierender Kulturbedingungen humaner MSC stellte 
aufgrund der oben geschilderten Sachverhalte eine Herausforderung dar, die nur schrittweise 
angegangen werden konnte. Für unsere Untersuchungen wurden Zellen von KM-Spendern 
verwendet, die aus Restmaterial der „Aktion Knochenmarkspende Bayern“ gewonnen 
wurden. Die Spender blieben anonym und es wurden keine klinischen Informationen 
weitergegeben. Mit der Verwendung adulter Stammzellen liessen sich gegenüber 
embryonalen Stammzellen und Stammzellen des ZNS diverse technische und ethische 
Probleme umgehen (vgl. Einleitung 1.2.2.). 
Das neuronale Differenzierungspotential wurde durch die gezielte Variation von Kulturbe-
dingungen wie Medium (MEM, DMEM, F12, Neurobasal™, MEM Alpha Modification), 
Serumzusatz (unterschiedliche Konzentrationsstufen), extrazellulärer Matrix (FN, LAM, PLL, 
PORN) sowie unterschiedlicher Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (FGF-2, NT-3, 
BDNF, FGF-8b, SHH) untersucht. Für die Versuche wurde eine unter identischen Isolierungs- 
und Kulturbedingungen gewonnene Ausgangspopulation verwendet. Eine definierte Kultur-
bedingung mit FGF-2 als Standardwachstumsfaktor diente als interner Vergleichsmaßstab. 
Für FGF-2 konnte gezeigt werden, dass sich mit dem Mitogen neuronale Vorläuferzellen aus 
embryonalen (Okabe et al, 1996) und neuralen Stammzellen (Richards et al, 1992; Kilpatrick 
& Bartlett, 1995; Gritti et al, 1996; Kuhn et al, 1997; Tropepe et al, 1999) anreichern lassen. 
Die Experimente wurden zusätzlich durch eine Versuchsbedingung mit nicht-induzierten 
Zellen, die in Standardmedium und ohne Wachstumsfaktor kultiviert wurden, intern validiert. 
Während des laufenden Versuchs wurden die einzelnen Versuchskammern lichtmikros-
kopisch beurteilt. Beobachtet und bewertet wurden jeweils Proliferation und morphologische 
Veränderung. Nach sechs Kulturtagen wurde der Versuch beendet.  
Als Marker neuronaler Differenzierung wurde die Expression des frühen neuronalen Proteins 
β-III-Tubulin gewählt. Der Nachweis des Proteins ist mit neuronal vordifferenzierten und 
frühen Neuronen assoziiert (Caccamo et al, 1989a & b) und wurde daher als „neuron-
spezifischer“ Marker bezeichnet (Lee et al, 1990). Das neuronale Protein ist Bestandteil des 
Mikrotubuli-Systems der Nervenzelle. Die Phosphorylisierung des β-III-Tubulins resultiert in 
einer Stabilisierung der Mikrotubuli, Grundvoraussetzung für die Neuritenextension in 
differenzierenden Neuronen (Ferreira & Caceres, 1992; Laferrière et al, 1997). Der 
verwendete Marker bindet sowohl an die phosphorylierte wie unphosphorylierte Form des 
polymerisierten Proteins (Fanarraga et al, 1999). Ein ebenso häufig verwendeter Marker ist 
Nestinfilament, dessen Nachweis für unreife neuroepitheliale Vorläuferzellen typisch ist 
(Lendahl et al., 1990). Dessen Expression wird im Laufe der neuronalen Differenzierung 
durch zelltypspezifische Marker wie dem sauren Gliafaserprotein (GFAP) oder Neurofila-
menten abgelöst, wie aus Untersuchungen an neuronalen Stammzellen des embryonalen und 
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adulten Säugerhirns bekannt ist (Reynolds et al, 1992; Gritti et al., 1996; Weiss et al, 1996; 
Tropepe et al, 1999). Allerdings wird die Expression von Nestin stark durch die Serum-
konzentration der Kulturbedingung beeinflusst (Joannides et al, 2004; Wislet-Gendebin et al, 
2005) und war daher für unsere Zwecke kein geeigneter Marker. Die Expression von β-III-
Tubulin scheint im Gegensatz dazu wenig von der Anwesenheit von Serum beeinflusst zu 
sein (Croft & Przyborski, 2004). Mit dem Nachweis des Neurofilaments kann man daher 
davon ausgehen, dass sich die markierten Zellen im Entwicklungsstadium vordifferenzierter 
und früher Neurone befinden. In einigen Vorversuchen wurde auch überprüft, ob sich bei 
induzierten Zellen GFAP nachweisen lässt, das typischerweise von Astrozyten exprimiert 
wird. Dabei fanden sich nur wenige Zellen mit glialer Markerexpression. Wir mussten daher 
annehmen, dass die getesteten Kulturbedingungen nicht primär die gliale Differenzierung 
förderten. Die Ergebnisse unserer Vorversuche decken sich mit den publizierten Befunden 
zahlreicher anderer Arbeitsgruppen. Die Mehrzahl der Studien dokumentiert keine 
signifikante gliale Differenzierung für die verwendeten Induktionsprotokolle (Woodbury et al, 
2002; Kim et al, 2002; Rismanchi et al, 2003; Croft & Przyborski, 2004; Abouelfetouh et al, 
2004, Dezawa et al, 2004; Cho et al, 2005; Tao et al, 2005; Tropel et al, 2006; Pacary et al, 
2006; Rivera et al, 2006; Raedt et al, 2007; Shiota et al, 2007). Einige Arbeitsgruppen fanden 
erst nach langer Kulturdauer (Joannides et al, 2003; Jiang et al, 2003; Wislet-Gendebien et al, 
2005) oder in serumfreien Kulturen zu einem geringen Anteil GFAP-positive Zellen (Padovan 
et al, 2003). Die Untersuchungen von Bossolasco und Kollegen weisen darauf hin, dass die 
gliale Differenzierung komplexere Kulturbedingungen mit humoralen Faktoren einer Astro-
zytenkokultur und glialen Zellen als Hilfszellen benötigt (Bossolasco et al, 2005). 
Es wurde bereits diskutiert, dass keiner der häufig verwendeten Marker per se ein 
ausreichender Nachweis neuronaler Differenzierung darstellt. Die Zusammenschau von 
Morphologie und dem Resultat der immuncytochemischen Färbung ist daher ein wichtiges 
Korrektiv. Zwischen morphologischen und immuncytochemischen Befunden gab es in 
unseren Versuchsreihen keine Widersprüche. Die markierten Zellen wiesen eine meist 
bipolare Morphologie auf. Wir versuchten in Vorversuchen durch unterschiedliche Mass-
nahmen die Validität der immunhistochemischen Färbung zu gewährleisten. Zunächst wurden 
adäquate Antikörperkonzentrationen evaluiert. Durch die Inkubation der Präparate mit 
Ziegenserum wurde die Möglichkeit unspezifischer Bindungen der Antikörper und Färbearte-
fakte vermindert. Um die Möglichkeit einer nichtspezifischen Bindung des Sekundär-
Antikörpers auszuschliessen, wurden Färbungen einiger Zellkulturen ohne Primär-Antikörper 
durchgeführt. Schliesslich wurde der Nachweis des neuronalen Proteins an einer immortali-
sierten Linie neuraler Stammzellen (C17.2) getestet.  
Im Laufe unserer Untersuchungen waren wir in jeder Versuchsreihe mit Zellpopulationen 
konfrontiert, die ohne neuronale Induktion zu einem geringen Anteil das neuronale Protein β-
III-Tubulin exprimierten. Dieser Befund überrascht nicht, wenn angenommen wird, dass 
MSC multidifferenziert sind (s.o.). Es ist ebenso denkbar, dass einige Zellen durch die 
Expansionskultur schon determiniert waren und durch die Anwesenheit von Serumfaktoren 
dem neuronalen Differenzierungsweg folgten. Der Einsatz von Seren unterschiedlicher 
Chargen im Vorfeld unserer Versuchsreihen konnte das Problem nicht beheben. Eine 
alternative Erklärung dieser spontanen Differenzierung ist die Kontamination der Zellkultur 
durch Zelltypen, die sich unspezifisch anfärben liessen. So können nach Angaben der 
Arbeitsgruppe Tondreau auch mononukleäre Zellen β-III-Tubulin exprimieren (Tondreau et 
al, 2004a).  
In den Kulturen mit hoher Zelldichte konnten wir eine Abnahme positiv markierter Zellen 
feststellen. Wir vermuten daher, dass der Zell-Zell-Kontakt während der initialen 
Determination für den neuronalen Differenzierungsweg einen inhibierenden Effekt ausübt. 
Hinweise dafür kommen aus früheren Untersuchungen an murinen neuralen Stammzellen 
(Richards et al, 1992). Die Effekte der Versuchsbedingungen hinsichtlich neuronaler 
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Differenzierung und Proliferation wurde am Ende des Versuchs quantifiziert. Aufgrund der 
meist niedrigen Zellzahl war allerdings nur eine immuncytochemische Auswertung möglich. 
Dieses Problem bei Differenzierungsstudien wurde auch von anderen Arbeitsgruppen 
beschrieben (Bossolasco et al, 2005). Eine nähere Charakterisierung der Zellen durch andere 
Methoden wäre wünschenswert gewesen, allerdings waren wir durch die beschränkte 
Verfügbarkeit von Ausgangsmaterial limitiert. Parallel zur Differenzierung wurde die 
Auswirkung der getesteten Substanzen auf die Zellproliferation durch die Ermittlung eines 
einfachen Proliferations-Index am Ende des Versuchs analysiert. 
Da die Anwesenheit von Serum aufgrund seiner undefinierten Zusammensetzung die 
vollständige Standardisierung der Kulturbedingungen für die Zellen verhindert, wurde 
angestrebt, auf Serum als Bestandteil des Kulturmediums zu verzichten. Kulturen unter 
serumfreien Bedingungen waren allerdings in unseren Versuchsreihen durch hohen 
Zellverlust gekennzeichnet. Der Versuch, chemisch voll definierte Kulturbedingungen für die 
neuronale Differenzierung humaner MSC zu etablieren, muss als nicht gelungen betrachtet 
werden. Die Ergebnisse der serumfreien Kulturbedingungen sind daher mit Zurückhaltung zu 
interpretieren. Der experimentelle Ansatz mit serumreduzierten Versuchsbedingungen war 
hingegen erfolgreich und erlaubte es, den Einfluss nicht definierter Serumfaktoren 
entsprechend zu reduzieren.  
Eine vollständige terminale Differenzierung konnte bei einer Kulturdauer von sechs Tagen 
nicht erreicht werden, was neben dem Zeitfaktor wohl auch dem Fehlen wichtiger Faktoren 
für die terminale Differenzierung zuzuschreiben ist. Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen 
deuten darauf hin, dass die neuronale Reifung vordifferenzierter MSC ähnlich wie bei 
embryonalen und neuralen Stammzellen (Wagner et al, 1999b; Song et al, 2002; Panchision 
& McKay,2002) eine komplexe Kokultur (Sanchez-Ramos et al, 2000; Jiang et al, 2003; 
Joannides et al, 2003; Abouelfetouh et al, 2004; Bossolasco et al, 2005; Wislet-Gendebien et 
al, 2005) sowie grösstenteils noch nicht definierte humorale und zellgebundene Faktoren 
glialer Zellen (Joannides et al, 2003; Bossolasco et al, 2005; Rivera et al, 2006) erfordert. Im 
Gegensatz dazu berichtet die Arbeitsgruppe von D'Ippolito und Kollegen für die von ihnen 
identifizierten MIAMI-Zellen, dass sie ohne jegliche Kokultur zu nahezu ausdifferenzierten 
Nervenzellen (D’Ippolito et al, 2004) und dopaminergen Neuronen (Tatard et al, 2007) reifen 
können. 
Wir beschränkten uns in unseren Untersuchungen bewusst auf eine kurze Kulturdauer. Es 
wurden daher vor allem jene Faktoren untersucht, die für die initiale Determinierung humaner 
MSC für den neuronalen Differenzierungsweg verantwortlich sind. Mit der immuncyto-
chemischen Auswertung und der Ermittlung des Proliferations-Index wurde eine einfache 
Screening-Strategie gewählt. Dieses Vorgehen erlaubte eine rasche Beurteilung einer Vielzahl 
an Kulturbedingungen hinsichtlich der Variablen Differenzierung und Proliferation, 
beschränkt allerdings die Aussagekraft der Ergebnisse. Die weitere Klärung spezifischer 
Fragestellungen und die Bestätigung der Ergebnisse würde ein breites Spektrum an 
immunologischen, molekularbiologischen und elektrophysiologischen Untersuchungen 
erfordern. Die Konfrontation mit anderen Studienergebnissen ist hilfreich, um die Ergebnisse 
besser bewerten und in den gegenwärtigen Wissensstand einordnen zu können. Dies soll bei 
der Diskussion der einzelnen Versuchreihen geschehen.  
Selbstverständlich spiegelt die in-vitro-Kulturbedingung die Situation in-vivo nur begrenzt 
wieder. Es ist daher in geeigneten in-vivo-Modellen zu überprüfen, inwieweit transplantierte 
Vorläuferzellen bei entsprechendem permissivem Milieu die in-vitro gezeigte Plastizität auch 
in-vivo demonstrieren.  
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5.1.3. Beurteilung der statistischen Methodik 
Von den gängigen statistischen Verfahren bot die Analyse der Daten mit der multivariaten 
Varianzanalyse die einzige Möglichkeit, den Einfluss auf Proliferation und Differenzierung 
direkt zu quantifizieren. Für einen paarweisen Vergleich wäre es nur legitim gewesen, Zellen 
gleicher Zell-Linien zu vergleichen. Von wenigen Ausnahmen abgesehen, wurde aber in 
jedem Experiment jede Zell-Linie nur einmal eingesetzt. Das Design der Experimente ist 
zudem nicht vollständig balanciert. Aufgrund der vielen Kombinationsmöglichkeiten konnten 
nicht alle Faktorvariationen konsequent getestet werden. Es ist daher nicht immer möglich, 
die Effekte einer Kulturbedingung auf einen einzelnen Faktor zurückzuführen. Die Ergebnisse 
sind dann als durchschnittlicher Effekt der Kulturbedingung zu betrachten. Aussagen zu 
Wechselwirkungen einzelner Faktoren untereinander sind aufgrund des Versuchaufbaus kaum 
möglich. Von der statistischen Analyse ausgeschlossen wurden Experimente mit deutlich 
positiver Negativkontrolle (β-III-Tubulin > 7%). Damit sollte gewährleistet werden, dass nur 
diejenigen Experimente der Datenanalyse zugeführt werden, von denen wir annehmen 
konnten, dass die untersuchten Zellen für die jeweiligen Kulturbedingungen reagibel und 
nicht bereits vordifferenziert waren. Bei der Auswertung wurden p-Werte, die kleiner als 0.05 
sind als auffällig und gegenüber der Bezugsstufe als signifikant interpretiert. 
In den vorgeschalteten globalen Tests zeigte sich, dass sich die einzelnen Zell-Linien der 
verschiedenen Spender signifikant in ihrer Antwort auf die untersuchten Einflussfaktoren 
unterscheiden. Dieser Umstand musste in der statistischen Analyse und bei der Interpretation 
der Ergebnisse berücksichtigt werden. Die Auswertung des Datensatzes ergab, dass die 
Variable B3Null am wenigsten deutlich bis überhaupt nicht von den experimentellen 
Bedingungen beeinflusst wird. Zellen die in unseren Versuchen nur schwach positiv für das 
neuronale Antigen waren, zeigten sich also den Versuchsbedingungen gegenüber kaum 
reagibel und wurden daher nicht gewertet. Die Bedeutung und Natur dieser intermediären 
Zellpopulation ist unklar und wurde nicht weiter untersucht.  
In der Auswertung der Einzelexperimente (statistisches Modell 1) wurde der gesamte 
Versuchsaufbau abgebildet und der komplette Datensatz analysiert. Da der Versuchsaufbau 
insgesamt abgebildet wird, ist das Modell besonders geeignet, die Korrelation zwischen 
Differenzierung und Proliferation sowie Unterschiede zwischen den Zell-Linien zu 
analysieren. Die übrigen Modelle bilden nicht den Versuchsaufbau ab. Sie dienen der 
quantitativen Bewertung der Effekte einzelner Substanzen. Bezugstufe ist die Nicht-
Anwesenheit des Faktors. Die Parameter-Schätzer geben den durchschnittlichen Effekt einer 
jeden Substanz gegenüber dessen Nicht-Anwesenheit an.  
Für die deskriptive Darstellung der Ergebnisse wurden Balkengraphiken gewählt; die 
Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardabweichung angezeigt. Es gilt zu beachten, 
dass die Mittelwerte und Parameter-Schätzer (B-Wert) im Zahlenwert voneinander 
abweichen. B-Werte können als "adjustierte, mittlere Differenz" verstanden werden.  
Die Anpassungsgüte der statistischen Modelle wurde mit dem Bestimmtheitsmaß (adjusted R 
squared) und Residuenplots geprüft. Das Bestimmtheitsmaß lag zwischen 50% und 70%, was 
bei der Varianzanalyse medizinisch-biologischer Daten für eine gute Modell-Anpassung 
spricht. Die Residuenplots gaben keine Hinweise auf Modellierungs-Probleme. Alternative 
Auswertungen mit modifizierten Modellen und veränderter Auswahl von Datensätzen, auch 
mit ln-transformierten Daten, brachten vergleichbare Ergebnisse. Die Ergebnisse (Parameter-
Schätzer, p-Werte) waren ausreichend robust bezüglich der Modell-Wahl und es fanden sich 
keine sachlogischen Widersprüche. Insgesamt konnten Brauchbarkeit und Gültigkeit der 
gewählten Modelle bestätigt werden. 
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5.2. Diskussion der Ergebnisse 
Es ist bekannt, dass Zustand und Funktion von Stammzellen weitgehend von ihrer direkten 
Mikroumgebung bestimmt werden (Watt & Hogan, 2000). Ebenso ist der Übergang von 
undifferenzierten, teilungsfähigen Vorläuferzellen in differenzierte postmitotische Zellen in 
hohem Masse durch extrazelluläre Signale beeinflusst (Vicario-Abejòn et al, 1995; McKay et 
al, 1997). Die exakte Mikroumgebung bestimmter Stammzellen und Vorläuferzellen exakt in-
vitro zu kontrollieren, stellt eine besondere Herausforderung dar. Wenig ist bislang bekannt 
hinsichtlich Faktoren und Komponenten des lokalen Mikromilieus, welche Proliferation und 
Differenzierung der Vorläuferzellen des stromalen Zellkompartiments regeln (Minguell et al, 
2001; Chen et al, 2007a). In unserer Arbeit versuchten wir Einflussfaktoren von Proliferation 
und neuronaler Differenzierung humaner MSC durch die Variation unterschiedlicher 
Komponenten der Zellkultur systematisch zu untersuchen. Dem Umstand, dass zwischen 
Zellproliferation und –differenzierung ein reziproker Zusammenhang besteht (vgl. 
Ergebnisse 4.3.), soll in der Diskussion der Ergebnisse Rechnung getragen werden. Der 
Einfluss der unterschiedlichen Kulturbedingungen auf Wachstum und neuronale Differen-
zierung wird daher in gemeinsamen Abschnitten diskutiert.  
 

5.2.1. Einfluss des Mediums und der Zellkulturzusätze B27 und N2 
In der ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss verschiedener Zellkulturmedien und zweier 
Supplemente auf Proliferation und neuronale Differenzierung MSC untersucht. Die Medien 
MEM, MEM Alpha Modification, DMEM und F12 sowie Neurobasal sind Basalmedien, 
die die grundlegenden Nährstoffe für das Wachstum unterschiedlicher Zelltypen bereitstellen. 
Sie enthalten Aminosäuren, Vitamine und anorganische Salze in unterschiedlicher 
Zusammensetzung. Ihnen fehlen allerdings zusätzliche, für das Wachstum spezifischer 
Zelltypen notwendige Faktoren. Basalmedien werden daher je nach Bedarf mit Serum und 
anderen Zellkulturzusätzen supplementiert. Unter den Basalmedien kann F12 als 
nährstoffreiches Medium betrachtet werden, denn es enthält gegenüber den einfacheren 
Formulierungen von MEM und DMEM alle kanonischen Aminosäuren und zusätzliche 
Komponenten, darunter einen höheren Glukoseanteil und verschiedene Antioxidantien. Das 
Medium Neurobasal™ ist ein modifiziertes DMEM-Medium und wurde ursprünglich für die 
Kultivierung embryonaler hippocampaler Neurone (Brewer & Cotman, 1989; Brewer et al, 
1993) designt. Es genügt daher in besonderer Weise den Anforderungen neuronaler Zellkul-
turen. Die nährstoffreichen Medien F12 und Neurobasal™ finden häufig Verwendung in der 
Kultivierung unterschiedlicher zentralnervöser Neuronenpopulationen, die Kombination mit 
den in unserer Versuchsreihe ebenso getesteten Supplementen B27 und N2 erlaubt die 
Kultivierung in serumfreien Bedingungen (Brewer et al, 1993; Brewer, 1995). Für die 
Expansion adulter neuronaler Stammzellen erwies sich das Medium Neurobasal™ zusammen 
mit dem Supplement B27 als besonders effektiv (Wachs et al, 2003). Gegenüber dem 
Supplement N2 ist B27 reicher an Zusatzstoffen und enthält zusätzliche Antioxidantien und 
Vitamin-A-Säure. Vergleichende Studien, die den Einfluss unterschiedlicher Kulturmedien 
auf Proliferation und neuronale Differenzierung MSC systematisch untersuchen, gibt es 
bislang nicht. Die Analyse der Daten anhand der unterschiedlichen Modelle ergab den 
Befund, dass sich die nährstoffreicheren Medien F12 und Neurobasal sowie die Supple-
mente B27 und N2 günstig auf die neuronale Differenzierung der Zellen auswirken und 
weniger stark die Proliferation fördern. Die gesonderte Analyse der Effekte der Zellzusätze 
B27 und N2 (statistisches Modell 7) ergab keine auffälligen Unterschiede zwischen den 
beiden Supplementen. Eine prospektive Planung entsprechender Experimente, die die isolierte 
Betrachtung der einzelnen Faktoren erlaubt, könnte weiter Aufschluss geben. Die Auswertung 
der Ergebnisse anhand der unterschiedlichen statistischen Modelle lässt aber den vorläufigen 
Schluss zu, dass insbesondere die in den komplexeren Medien und Supplementen enthaltenen 
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Antioxidantien für den positiven Einfluss auf die neuronale Differenzierung verantwortlich 
sind. Ein Benefit antioxidativer Substanzen könnte darauf hinweisen, dass sich ein hoher O2-
Gehalt ungünstig auf die Differenzierung der Zellen auswirkt. Diese Überlegung stützt sich 
auf unterschiedliche Studien, die einen positiven Einfluss von Hypoxiebedingungen auf 
Proliferation, Überleben und Differenzierung neuraler Vorläuferzellen sowie MSC zeigen 
konnten (Brewer & Cotman, 1989; Studer et al, 2000; D'Ippolito et al, 2006b; Pacary et al, 
2006). 
 

5.2.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren und von Heparin 
Von den vielen in die Neurogenese involvierten Faktoren wurden insgesamt fünf Wachstums-
faktoren (FGF-2, NT-3, BDNF, FGF-8b, SHH) in den verschiedenen Versuchsreihen 
untersucht. Zahlreiche Studien belegen für die untersuchten Faktoren den Einfluss auf neurale 
Vorläuferzellen und die Bedeutung bei der Determination neurogener Zellschicksale. Der von 
uns als Standardwachstumsfaktor verwendete FGF-2 ist ein wichtiger Repräsentant aus der 
Familie der Fibroblastenwachstumsfaktoren. Fibroblastenwachstumsfaktoren agieren häufig 
als mitogene Faktoren, vermitteln aber ebenso Zellüberleben und Differenzierung 
(Yamaguchi & Rossant, 1995; Bikfalvi et al, 1997; Ornitz & Itoh, 2001; Dono, 2003; Yeoh & 
de Haan, 2007). Es wird postuliert, dass FGF-2 unter anderem von humanen Stromazellen 
produziert wird und die extrazelluläre Matrix des KM als funktionelles Reservoir für den 
Wachstumsfaktor fungiert (Brunner et al, 1991 & 1993). Der Fibroblastenwachstumsfaktor 
findet neben EGF Verwendung zur Isolierung und Kultivierung adulter neuronaler Stamm-
zellen der Subventrikularzone (Morshead et al, 1994; Weiss et al, 1996; Gritti et al, 1995, 
1996 & 1999), des Rückenmarks (Weiss et al, 1996; Shihabuddin et al, 1997), des adulten 
Striatums (Gritti et al, 1995) und des Hippocampus (Gage et al, 1995; Palmer et al, 1999). Mit 
Hilfe beider Wachstumsfaktoren lassen sich neurale Stammzellen über mehrere Passagen 
vermehren (Richards et al, 1992; Reynolds et al, 1992; Reynolds & Weiss, 1992; Vescovi et 
al, 1993; Kilpatrick & Bartlett, 1993 & 1995; Morshead et al, 1994; Tropepe et al, 1999; 
Ciccolini et al, 1998; Maric et al, 2003) und können als sogenannte Neurosphären (Gritti et al, 
1996 & 1999; Reynolds & Weiss, 1992; Reynolds et al , 1992) oder als adhärente Kulturen 
(Johe et al, 1996; Ray et al, 1993) kultiviert werden. Für die Selbsterneuerung embryonaler 
Stammzellen sind gewöhnlich andere Wachstumsfaktoren und Kulturbedingen vonnöten, 
hinsichtlich Überleben und Differenzierungskapazität muriner (Lee et al, 2000) und 
insbesondere humaner embryonaler Stammzellen zeigten sich hingegen auch für FGF-2 klare 
Effekte (Amit et al, 2000; Schuldiner et al, 2000; Xu et al, 2005a & 2005b; Wang et al, 
2005b; Levenstein et al, 2006). Interessanterweise haben Untersuchungen an neuralen 
Stammzellen (Galli et al, 2000) und MSC (Kuznetsov et al, 1997) erhebliche Speziesunter-
schiede offenbart. In zahlreichen in-vitro-Untersuchungen unterschiedlicher Forschergruppen 
an mesencephalen (Bouvier & Mytilineou, 1995; Ferrari et al, 1989; Mayer et al, 1993) und 
hippocampalen Nervenzellen (Walicke et al, 1986; Deloulme et al, 1991; Ferrari et al, 1991, 
Ray et al, 1993; Vicario-Abejón et al, 1995) sowie neuroepithelialen Vorläuferzellen 
unterschiedlicher Gehirnregionen (Gensburger et al, 1987; Murphy et al, 1990; Kilpatrick & 
Bartlett, 1993, Ciccolini & Svendsen, 1998; Whittemore et al, 1999; Hajihosseini & Dickson, 
1999; Lillien & Raphael, 2000; Ciccolini, 2001) wurde für FGF-2 die Vermittlung von 
Zellüberleben, Proliferation und neuronaler Differenzierung dokumentiert. Die Arbeitsgruppe 
um F. H. Gage hat durch ihre Untersuchungen an adulten neuralen Stammzellen der Ratte 
neben der mitogenen Funktion von FGF-2 insbesondere die Bedeutung höhere FGF-2-
Konzentrationen für die neuronale Differenzierung gezeigt (Palmer et al, 1995 & 1999). Die 
Bedeutung des Fibroblastenwachstumsfaktors für die Neurogenese wurde ebenso in-vivo 
vielfach nachgewiesen (Powell et al, 1991; Craig et al, 1996; Kuhn et al, 1997; Dono et al, 
1998; Wagner et al, 1999a; Vaccarino et al, 1999; Raballo et al, 2000; Cheng et al, 2002; Jin 
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et al, 2003b; Jukkola et al, 2006). Die von Studer und anderen Forschergruppen beobachteten 
Effekte von FGF-2 auf mesencephale Vorläuferzellen dopaminerger Neurone (Studer et al, 
1998) konnten auch an menschlichen zentralnervösen neuronalen Vorläuferzellen 
nachvollzogen werden (Sánchez-Pernaute et al, 2001). Augrund seiner zahlreichen 
Eigenschaften findet der Fibroblastenwachstumsfaktor daher häufig Verwendung in 
Zellkulturen zur Vermehrung inhärenter Vorläuferzellen und zur Induktion neuronaler 
Differenzierung. Die Effekte von FGF-2 auf MSC unterschiedlicher Spezies stellen sich 
uneinheitlich dar. Verschiedene Forschergruppen berichteten, dass die Zellpopulation durch 
die Zugabe von FGF-2 effektiver über mehrere Passagen hinweg expandiert werden können, 
ohne dabei ihr Differenzierungspotential zu verlieren (Oliver et al, 1990; Tsutsumi et al, 2001; 
Bianchi et al, 2003). Mitogene und induzierende Effekte von FGF-2 sind möglicherweise von 
Konzentration und Verabreichungsmodus abhängig. Hinweise darauf liefert die Studie von 
Hori und seiner Arbeitsgruppe. Sie untersuchten den Effekt unterschiedlicher Kultursubstrate 
und des FibroblastenWachstumsfaktors auf Proliferation und osteogene Differenzierung 
mesenchymaler Rattenstromazellen. Niedrige Dosierungen des Wachstumsfaktors förderten 
dabei eher die Differenzierung der KM-Zellen, während hochdosierte Gaben von 
Wachstumsfaktor die Proliferation begünstigten (Hori et al, 2004). Gronthos und Simmons 
etablierten unter Verwendung der Stro-1-positiven Zellfraktion humaner KM-Zellen ein 
serumfreies Kultursystem und untersuchten anschliessend einzeln 25 Zytokine und 
Wachstumsfaktoren hinsichtlich ihres proliferativen Effekts auf inhärente klonogene 
Vorläuferzellen. Als Surrogat für den proliferativen Effekt der untersuchten Faktoren 
beurteilten sie ihre Effizienz, die Anzahl der fibroblasten-ähnlichen Einzelzellkolonien in 
Kultur zu steigern. Dabei stimulierten PDGF und EGF am effektivsten die Entstehung der 
Zellkolonien. Für FGF-2 hingegen konnte in dem von den Forschern verwendeten 
Kultursystem weder allein noch in Anwesenheit von Heparin ein Effekt auf das Wachstum 
koloniebildender Zellen nachgewiesen werden (Gronthos & Simmons, 1995). Die von 
Gronthos und Simmons präsentierten Ergebnisse konnten in Folgeuntersuchungen nicht 
reproduziert werden. Kuznetsov und Kollegen untersuchten die proliferativen Effekte 
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren an unselektionierten murinen und humanen MSC unter 
Verwendung eines experimentellen Ansatzes mit konditioniertem Medium (Kuznetsov et al, 
1997). Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Gronthos und Simmons gelang es dem 
Forscherteam nicht, die Effekte des konditionierten Mediums durch eine Kombination 
verschiedener Wachstumsfaktoren in serumfreier Kulturbedingung zu ersetzen. Die Autoren 
schliessen aus ihren Ergebnissen, dass die koloniebildenden Zellen der stromalen KM-
Fraktion auf von KM-Zellen produzierte und in konditioniertem Medium anwesende Faktoren 
angewiesen sind. Um die stimulierenden Faktoren näher zu bestimmen, verwendeten die 
Forscher neutralisierende Antikörper gegen vier unterschiedliche Wachstumsfaktoren (EGF, 
PDGF, TGF-β, bFGF). Dabei unterdrückten alle vier Antikörper in unterschiedlichem 
Ausmass die Entstehung adhärenter Zellkolonien. In humanen Zellkulturen war die Inhibition 
durch anti-PDGF und anti-TGF-β am deutlichsten ausgeprägt, Antikörper gegen die beiden 
Wachstumsfaktoren bFGF und EGF beeinträchtigten die Proliferation weniger stark. In ihren 
Untersuchungen mit unfraktioniertem KM der Maus konnten Wang und Kollegen für bFGF 
lediglich in Kombination mit einem hohen Serumanteil einen proliferativen Effekt auf 
koloniebildende Einheiten nachweisen (Wang et al, 1990). 
Die in unseren Versuchsreihen neu eingeführten Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH 
spielen eine wesentliche Rolle bei der Induktion dopaminerger und serotonerger Neurone in 
der ventralen Mittel- und Hinterhirnregion (Wang et al, 1995; Bikfalvi et al, 1997; Ye et al, 
1998; Perrone-Capano & Di Porzio, 2000), ein Effekt, der auch in-vitro reproduzierbar ist 
(Hynes et al, 1995; Eriscon et al, 1995; Stull & Iacovitti, 2001). Durch die Zugabe von FGF-
8b und SHH in einem sequentiellen Protokoll differenzieren embryonale Mausstammzellen 
(Lee et al, 2000), eine murine neurale Stammzell-Linie (Kim et al, 2003) sowie humane 
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MIAMI-KM-Zellen (Tatard et al, 2007) entlang eines dopaminergen Differenzierungswegs. 
Ähnliche Ergebnisse wurden durch Kokultur embryonaler Stammzellen der Maus mit einer 
KM-Stromazell-Linie erzielt, wenngleich die für den induktiven Effekt verantwortlichen 
Faktoren in diesem Modell nicht bekannt sind (Kawasaki et al. 2000). 
Die in unserer letzten Versuchsreihe verwendeten Faktoren NT-3 und BDNF sind strukturell 
verwandte Proteine und gehören zur Gruppe der Neurotrophine. Beide Proteine agieren als 
regulierende und differenzierende Faktoren peripherer und zentraler Neuronenpopulationen 
des embryonalen und adulten Nervensystems (Maisonpierre et al, 1990; Fariñas et al, 1994; 
Davies, 1994; Maness et al, 1994; Holtzman & Mobley, 1994; Snider, 1994; Ghosh & 
Greenberg, 1995; Ockel et al, 1996a & 1996b; Lewin & Barde, 1996; Bonhoeffer, 1996). Sie 
sind ferner beteiligt an Apoptosevorgängen (Bunone et al, 1997) und Prozessen der 
synaptischen Plastizität (Kang und Schuman, 1995 & 1996; Vicario-Abejón et al, 2002; 
Marty et al, 2000; Kojima et al, 2002). In der in-vitro-Kultur sympathischer und sensorischer 
Neurone sowie zentraler Nervenzellen fördern die beiden Wachstumsfaktoren das Überleben 
(Birren et al, 1993; Dechant et al, 1993; DiCicco-Bloom et al, 1993; Lindholm et al, 1996) 
und das Aussprossen von Neuriten (Lindsay et al, 1985; Davies et al, 1986; Avila et al, 1993; 
McAllister et al, 1997). Die Ergebnisse einer Reihe von in-vitro-Untersuchungen an 
cholinergen Neuronen des Rückenmarks (Kato & Lindsay, 1994), des basalen Vorderhirns 
(Ahmed et al, 1995; Hashimoto et al, 1999; Barnabé-Heider & Miller, 2003; Pappas & 
Parnavelas, 1997; Arsenijevic & Weiss, 1998), des Kleinhirns (Lärkfors et al, 1996) sowie 
des Hippokampus (Ip et al, 1993; Shetty & Turner, 1998) und des Striatums (Ventimiglia et 
al, 1995) belegen den Einfluss der beiden Neurotrophine insbesondere in frühen 
Entwicklungsphasen. In Untersuchungen an EGF-generierten neuronalen Stammzellen der 
Maus (Ahmed et al, 1995; Arsenijevic & Weiss, 1998) sowie hippokampalen Stammzellen 
der Ratte (Shetty & Turner, 1998) liessen sich für den Wachstumsfaktor BDNF Effekte 
sowohl auf Überleben als auch auf neuronale Differenzierung der Zellen nachweisen. Unklar 
ist die Bedeutung der beiden Neurotrophine für die Vermittlung proliferativer Effekte. Nach 
Untersuchungen von Vicario-Abejón stimulieren sie die neuronale Reifung, haben aber selbst 
keinen Einfluss auf die Zellteilungsrate (Vicario-Abejón et al, 1995, 1998 & 2002). 
Mit der Auswertung der Daten anhand der unterschiedlichen statistischen Modelle konnte für 
alle untersuchten Wachstumsfaktoren ein Effekt auf die neuronale Determinierung humaner 
MSC nachgewiesen werden. Als Einzelfaktor hatte der von uns als Standardwachstumsfaktor 
verwendete FGF-2 den grössten Effekt. Im direkten Vergleich der Experimente der zweiten 
Versuchsreihe (statistisches Modell 1) zeigten die neu eingeführten Wachstumsfaktoren 
einzeln keine Überlegenheit gegenüber FGF-2, mit der Kombination der Faktoren resultierte 
aber ein deutlich positiver Einfluss auf die neuronale Differenzierung, der bei der minimal-
serum-condition noch zusätzlich gesteigert werden konnte. Die Kombination der beiden 
Faktoren FGF-8b und SHH erscheint daher besonders aussichtsreich im Hinblick auf die 
neuronale Determinierung MSC. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die 
Beobachtung der fünften Versuchsreihe: hier zeigten die beiden Neurotrophine BDNF und 
NT-3 keine Überlegenheit gegenüber FGF-2 oder der Kombination von FGF-8b und SHH. 
Wurden aber die beiden Neurotrophine mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 kombiniert, konnte 
ein additiver Effekt erzielt werden. Prinzipiell war das Design unserer Experimente nicht 
darauf ausgerichtet, Wechselwirkungen der unterschiedlichen Wachstumsfaktoren unterein-
ander näher zu untersuchen. Die Beobachtung kann aber als Hinweis darauf gelten, dass sich 
die neuronale Determinierung und Reifung MSC mit der Verwendung eines einzelnen 
globalen Wachstumsfaktors nicht erzielen lässt, sondern Effekt einer Kombination 
unterschiedlicher Faktoren ist. Es muss wohl davon ausgegangen werden, dass analog zur 
Anzucht und neuronalen Induktion embryonaler und neuraler Stammzellen die neuronale 
Differenzierung MSC mehrere Stadien umfasst, die jeweils durch mitogene Faktoren und 
spezifische Signalmolekühle gekennzeichnet sind. Hinweise darauf liefern die Untersu-
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chungen von Jiang und seiner Forschungsgruppe, die mit bFGF als Einzelfaktor keine 
Differenzierung zu einem reiferen neuronalem Phänotyp erreichen konnten (Jiang et al, 2003). 
Die induzierenden Effekte der Wachstumsfaktoren standen in unseren Versuchsreihen klar im 
Vordergrund. Eindeutig positive Effekte einzelner Faktoren hinsichtlich Proliferation 
humaner MSC konnten nicht nachgewiesen werden. In den statistischen Modellen, die die 
mittleren Effekte der einzelnen Faktoren bewerten, zeigte sich für die neu eingeführten 
Wachstumsfaktoren SHH und FGF-8b gegenüber deren Nicht-Anwesenheit eine auffällige 
Inhibierung des Zellwachstums. Die Anwesenheit von FGF-2 übte nach den unterschiedlichen 
Analysen eher einen inhibierenden Einfluss auf die Proliferation der Zellen aus (statistische 
Modelle 3, 5 & 8). In den einzelnen Versuchsreihen hatten insbesondere die Kulturbedin-
gungen mit minimal-serum-condition einen negativen Einfluss auf das Wachstum der Zellen. 
Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Wang und Kollegen (Wang et al, 1990) konnten 
wir selbst bei hohem Serumanteil keinen positiven Einfluss des Fibroblastenwachstums-
faktors hinsichtlich Zellproliferation feststellen. Allerdings war das experimentelle Design 
wenig geeignet, um mögliche proliferative Effekte einzelner Wachstumsfaktoren nachzu-
weisen. Zum einen wurden die Effekte der untersuchten Wachstumsfaktoren in unseren 
Versuchsreihen von der Anwesenheit unterschiedlicher Serumkonzentrationen überlagert. Für 
die Versuchsbedingungen, die mehrere Faktoren miteinander kombinieren, kann andererseits 
nicht ausgeschlossen werden, dass proliferative Effekt einzelner Faktoren durch Zugabe stark 
differenzierender Faktoren antagonisiert werden. 
In der zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss von Heparin in der Differenzierungskultur 
untersucht und in einem geeigneten statistischen Modell ausgewertet (statistisches Modell 5). 
Für die Expansion und Differenzierungskultur MSC (Oliver et al, 1990; Brunner et al, 1991; 
Emami et al, 1997) sowie zentraler neuronaler Vorläuferzellen und Nervenzellen (Walicke et 
al, 1986; Whittemore et al, 1999) wurden Heparansulfat zusätzliche stimulatorische 
Eigenschaften zugesprochen. Die Zugabe exogenen Heparins in unsere Kulturbedingungen 
zeigte aber keinen zusätzlichen Effekt hinsichtlich neuronale Differenzierung und 
Proliferation. Es ist allerdings nicht auszuschliessen, dass der Einfluss des exogen 
zugeführten Faktors durch die Anwesenheit endogenen gebundenen Heparansulfats und die 
Anwesenheit des Serums maskiert wurde. Ebenso ist denkbar, dass die induktiven Effekte des 
Wachstumsfaktors FGF-2 in unseren Kulturbedingungen auf Heparin-unabhängige Weise 
(Roghani et al, 1994) vermittelt wurden.  
 

5.2.3. Einfluss des Serumanteils 
Serum enthält wichtige regulatorische Faktoren für Adhäsion, Proliferation und Funktion der 
Zellen. Insbesondere preisgünstiges und in grossen Mengen verfügbares fetales Kälberserum 
findet daher in Zellkulturen häufig Verwendung. Für die proliferativen Effekte von Serum 
werden hauptsächlich darin enthaltene Wachstumsfaktoren wie PDGB-BB, EGF, FGF-2 und 
TGF-β2 (Walthall & Ham, 1981; Wang et al, 1990; Gronthos & Simmons et al, 1995; 
Kuznetsov et al, 1997; Müller et al, 2006; Ng et al, 2008) verantwortlich gemacht. 
Serumfaktoren garantieren auch eine ungestörte Expansion und Differenzierung MSC. Aus 
unterschiedlichen Gründen ist man allerdings bemüht, auf Serum, insbesondere tierischen 
Ursprungs, als Bestandteil von Kulturmedien zu verzichten. In neuronalen Zellkulturen etwa 
fördern die in unfraktioniertem Serum enthaltenen Faktoren die Proliferation von Glia und 
Fibroblasten (Kaufman & Barrett, 1983). Die undefinierte Zusammensetzung von Serum 
verhindert ausserdem die vollständige Standardisierung der Kulturbedingungen. Ein weiterer 
Unsicherheitsfaktor ist der Umstand, dass die Zusammensetzung des tierischen Serums von 
Lot zu Lot variabel ist. Während Protokolle für die Anzucht neuronaler Zellen aus neuronalen 
Stammzellen des ZNS auf serumfreien Medien basieren (Richards et al, 1992; Gage et al, 



 

77 

1995; Ling et al, 1998; Carpenter et al, 1999), werden MSC bislang in nahezu allen Studien in 
serumhaltigen Medien expandiert.  
Die Reduktion des Serumgehalts in der Zellkultur ist zwangsläufig mit dem Entzug wichtiger 
regulatorischer Substanzen verknüpft. Andererseits können mit dem Verfahren auch 
hemmende Einflüsse entfallen. So konnte für die mesenchymale KM-Population von 
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass sich in Kulturbedingungen mit niedrigem 
Serumanteil Vorläuferzellen anreichern lassen (Reyes et al, 2001; Pochampally et al, 2004) 
und ein höherer Differenzierungsgrad erzielt werden kann (Jiang et  al, 2003; Wislet-
Gendebien et al, 2003; Wislet-Gendebien et al, 2005). Untersuchungen an neuronalen 
Zellkulturen haben allerdings auch deutlich gemacht, dass Serumentzug oxidativen Stress und 
DNA-Fragmentation induziert (Atabay et al, 1996; Chan et al, 1999). Bei neuronalen wie 
mesenchymalen Zellen gleichermassen kann die Reduktion des Serumanteils zu apoptoti-
schem Zelltod führen (Liu & Zhu, 1999; Isahara et al, 1999; LeBlanc et al, 1999; Zhu et al, 
2006). 
Für die Verwendung fetalen Kälberserums ergaben sich in unseren Versuchsbedingungen 
folgende Ergebnisse: Die Auswertung der Daten in den unterschiedlichen statistischen 
Modellen zeigt in der Summe keinen Effekt einer Serumreduktion hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung. Im Vergleich der Einzelexperimente der Versuchsreihe 4 (statistisches 
Modell 1) konnte kein eindeutiger Effekt serumreduzierter Kulturbedingungen festgestellt 
werden. In der quantitativen Analyse (statistisches Modell 2) zeigte sich wiederum ein Trend 
dahingehend, dass sich Kulturbedingungen mit einem minimalen Serumanteil günstig auf die 
Differenzierung auswirken, während Kulturbedingungen mit hohem Serumanteil eher weniger 
die Differenzierung fördern. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass der höhere 
Anteil an B3-positiven Zellen bei serumreduzierten Kulturbedingungen eine Stressantwort auf 
den Serumentzug darstellt. Ein deutlicher Einfluss des Serumanteils zeigte sich hingegen für 
die Variable Proliferation. In den vorgeschalteten Tests und im Vergleich der Einzelexperi-
mente war mit der Reduktion des Serumanteils eine kontinuierliche Abnahme des Zellwachs-
tums zu beobachten. Die Auswertung im gesonderten statistischen Modell ergab, dass die 
Zellen bei hohem (20%) und mittlerem (5%) Serumanteil gegenüber der Nicht-Anwesenheit 
von Serum deutlich besser proliferierten; für diese Kulturbedingungen ergaben sich 
signifikante Unterschiede (vgl. Ergebnisse 4.6.1.). Der Serumentzug bewirkte also durch den 
Wegfall exogen zugeführter Wachstumsfaktoren eine deutliche Wachstumshemmung. 
Offenbar ist es so, dass die in Serum enthaltenen Faktoren insbesondere für die Vermittlung 
von Adhäsion und Proliferation der Zellen von Bedeutung sind, während die neuronale 
Differenzierung durch die Anwesenheit von Serum nicht in auffälliger Weise beeinflusst 
wird. Die Interpretation anderer Einflussfaktoren neuronaler Differenzierung wird dadurch in 
unseren Untersuchungen jedenfalls erleichtert. 
 

5.2.4. Einfluss der Beschichtung und des Trocknungsgrades 
Es gibt zunehmend Erkenntnis darüber, dass die extrazelluläre Umgebung einen entscheiden-
de Rolle in der gezielten Differenzierung von Stammzellen spielt (Watt & Hogan, 2000; 
Rosso et al, 2004; Gregory et al, 2005; Chen et al, 2007a). Zahlreiche in-vitro-
Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass der Übergang von undifferenzierten, teilungs-
fähigen Vorläuferzellen in differenzierte postmitotische Zellen in hohem Masse durch 
extrazelluläre Signale zu beeinflussen ist (Vicario-Abejòn et al, 1995; McKay et al, 1997). 
Extrazelluläre Matrixkomponenten nehmen Einfluss auf Zellform und Phänotyp und 
modulieren Proliferations- und Differenzierungsprogramme vieler spezialisierter Zelltypen. In 
Untersuchungen an neuronalen Vorläuferzellen (Hall et al, 1987; Whittemore et al, 1999) und 
MSC konnte eindrücklich gezeigt werden, dass die Zellen in Abhängigkeit vom Kultur-
substrat Proliferations- und Differenzierungsfähigkeit verändern. Werden etwa die von Reyes 
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und Kollegen expandierten MPC auf Kollagen oder LAM anstelle von FN kultiviert, so 
exprimieren sie die für MSC typischen Oberflächenmarker CD44 und HLA-Klasse-I und 
büssen ihr Proliferationspotential teilweise ein. (Reyes et al, 2001). Verschiedentlich wurde 
an MSC nachgewiesen, dass Wachstumsfaktoren und extrazelluläre Matrixproteine synergis-
tisch wirken können (Fried et al, 1996; Kim et al, 2002; Qian & Saltzman, 2004; Hori et al, 
2004). Mit der Vermittlung adhäsiver Eigenschaften wird insbesondere die Interaktion mit 
regulatorischen Proteinen erleichtert, die an der Zelloberfläche gebundenen oder in der Matrix 
angereichert sind. Nach Untersuchungen von Gronthos und Kollegen an der Stro-1-positiven-
Fraktion humaner KM-Zellen sind es vorzugsweise β1-Integrine mittels derer MSC mit den 
Matrixkomponenten LAM, FN und Kollagen interagieren (Gronthos et al, 2001).  
Im Zusammenhang mit neuronaler Differenzierung ist insbesondere LAM von Bedeutung, da 
es im Vergleich mit anderen definierten Matrixmolekülen in besonderer Weise die neuronale 
Differenzierung und das Neuritenwachstum stimuliert. Laminine sind komplexe Glyko-
proteine und Bestandteil in allen Basallaminae; sie interagieren mit einer Reihe von 
Zelloberflächenrezeptoren und können dadurch eine Vielzahl von Effekten induzieren (Timpl, 
1989). Der Einfluss von LAM auf axonales Wachstum und die Aussprossung von Neuriten 
wurde durch in-vitro-Untersuchungen an sympathischen (Edgar et al, 1984; Lein & Higgins, 
1989) und hippokampalen Neuronen (Esch et al, 1999; Kam et al, 2001; Dertinger et al, 2002) 
verschiedentlich demonstriert (reviewed von Luckenbill-Edds, 1997). In der neuronalen 
Zellkultur begünstigt das adhäsive LAM die Bildung von Neuriten stärker als jedes andere 
Agens (Hall et al, 1987; Ernsberger & Rohrer, 1988; Smalheiser, 1991). Wie LAM vermittelt 
ebenso das Glykoprotein FN Zelladhäsion und fördert das Neuritenwachstum. Embryonale 
Neurone des peripheren Nervensystems (Humphries et al, 1988) werden ebenso wie Neurone 
des zentralen Nervensystems (Carbonetto et al, 1982; Bottenstein, 1986; Rogers et al, 1987 & 
1989; Vicario-Abejón, 2004) in Kultur durch FN zur Neuritenextension stimuliert. Im 
Gegensatz zu den natürlichen Glykoproteinen LAM und FN handelt es sich bei den 
Substanzen PLL und PORN um synthethische Aminosäure-Polymere. Die beiden basischen 
Polymere finden klassischerweise Anwendung als Substratbeschichtung bei der Kultivierung 
unterschiedlicher neuronaler Zelltypen (Rüegg & Hefti, 1984; Banker & Goslin, 1998). Die 
Adhäsion bestimmter neuronaler Zelltypen kann dadurch in Kultur erhöht werden (Ernsberger 
& Rohrer, 1988). Verwendung finden auch kombinierte Beschichtungen, vorzugsweise mit 
LAM oder FN (Edgar et al, 1984; Ernsberger & Rohrer, 1988; Whittemore et al, 1999; 
Vicario-Abejón, 2004).  
Der Einfluss extrazellulärer Matrixsubstanzen auf Wachstum und insbesondere neuronale 
Differenzierung MSC wurde bislang kaum systematisch analysiert. Kim und Kollegen 
untersuchten eine Reihe von Wachstumsfaktoren, verschiedene Zellkulturzusätze und extra-
zelluläre Matrixkomponenten. Der beste Effekt hinsichtlich neuronaler Differenzierung wurde 
mit einer Kombination von Vitamin-A-Säure, bFGF und FN erzielt. Bei diesen Kulturbe-
dingungen zeigten 40% der kultivierten Zellen eine neuronale Morphologie und eine positive 
Färbereaktion für die neuronalen Marker NF-M, TuJ-1 und für Vimentin. Positive Reaktionen 
für Marker einer fortgeschrittenen neuronalen Differenzierung wie Tau und GFAP wurden 
aber nicht beobachtet (Kim et al, 2002). Die Bedeutung extrazellulärer Matrix für die 
neuronale Differenzierung unterstreichen besonders die Ergebnisse der beiden Forscher Qian 
und Saltzman (Qian & Saltzman, 2004). Sie verglichen Kulturbedingungen mit unterschied-
lichen Beschichtungsmaterialien hinsichtlich Expansion und neuronaler Differenzierung 
humaner MSC. Als Induktionsprotokoll diente eine in Anlehnung an die Arbeitsgruppe von 
Woodbury (Woodbury et al, 2000) etablierte Kultursequenz. Der Effekt der unterschiedlichen 
Kulturbedingungen wurde nach dem Anteil der Zellen, die den neuronalen Markers NSE 
exprimieren, und dem Ausmass dendritischer Verzweigung der Zellen beurteilt. Mit 
Matrigel als Substrat konnte mit 69% der höchste Anteil an Zellen mit positiver Reaktion 
für NSE und ausgeprägter dendritischer Verzweigung erzielt werden. Die Hauptkomponenten 
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von Matrigel™ sind LAM, Kollagen Typ IV, Entactin und Heparansulfat, zudem enthält es 
verschiedene Wachstumsfaktoren (Kleinman et al, 1986; Vukicevic et al, 1992). Der 
beobachtete Effekt muss daher als synergistische Wirkung der einzelnen Komponenten 
betrachtet werden. Hinsichtlich Proliferation zeigten sich in den Untersuchungen der beiden 
Forscher keine grossen Unterschiede. Lediglich für Poly-D-Lysin konnte ein inhibierender 
Effekt auf die Proliferation nachgewiesen werden.  
Das komplexe Zusammenspiel regulatorischer Proteine, welche die Differenzierung von 
Zellen steuern, erschwert die genaue Bestimmung einzelner Signale erheblich. Die Zellkultur 
bietet die Möglichkeit, zumindest einfache Ursache-Wirkungsbeziehungen zu studieren. In 
unseren Versuchsreihen wurden als Vertreter extrazellulärer Matrixproteine die Substanzen 
LAM und FN getestet. Daneben fanden die Polyaminosäuren PLL und PORN als 
Kultursubstrat Verwendung. In den analytischen Tests zeigten sich signifikante Ergebnisse für 
sämtliche Beschichtungsmaterialien. Überraschend ist der Befund, dass die beiden Matrix-
proteine LAM und FN in der Kultur mit humanen MSC einen inhibierenden Einfluss auf die 
neuronale Differenzierung ausübten, fördern sie doch sonst das Neuritenwachstum. Offenbar 
ist es so, dass die extrazellulären Komponenten in der Mikroumgebung des KM eine andere 
Funktion erfüllen. So konnten etwa Untersuchungen von Chen und Kollegen mit Hilfe einer 
extrazellulären Matrixzubereitung adhärenter KM-Zellen zeigen, dass einzelne Komponenten, 
wie LAM und FN, für die Expansion von Vorläuferzellen und den Erhalt ihres Differen-
zierungspotentials von Bedeutung sind (Chen et al, 2007b). Es überrascht daher auch nicht, 
dass besonders vielversprechende Expansionsprotokolle mesenchymaler Vorläuferzellen auf 
einer Beschichtung mit FN basieren (Reyes et al, 2001; Kohyama et al, 2001; Verfaillie et al, 
2003; D’Ippolito et al, 2004 & 2006). Durch die Vorbehandlung der OT mit den 
synthetischen Substraten PLL und PORN konnte dagegen der Anteil an vordifferenzierten 
Zellen in der Kulturbedingung erhöht werden. Während mit PLL das Wachstum der Zellen 
nicht auffällig beeinflusst wurde, zeigte PORN einen inhibierenden Einfluss auf die 
Zellproliferation. In den optimierten Kulturbedingungen der fünften Versuchsreihe konnte mit 
einer kombinierten Beschichtung ein zusätzlicher Effekt hinsichtlich neuronaler Differen-
zierung erreicht werden. Dieses Ergebnis unterstreicht den herausragenden Einfluss der 
Beschichtung in den Kulturbedingungen. Ausgeprägt positive Effekt der Beschichtungen mit 
LAM und FN zeigten sich hingegen hinsichtlich Proliferation der Zellen. Hilfreich für die 
Interpretation der Ergebnisse sind in diesem Zusammenhang die Beobachtungen der 
lichtmikroskopischen Auswertung: Zellen, die auf FN-beschichteten OT kultiviert wurden, 
wuchsen nämlich vorwiegend als flache spindelförmige Zellen und konfluierten stellenweise. 
Die hohe Zelldichte in den Kulturbedingungen hat das Ergebnis hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung möglicherweise negativ beeinflusst, wenn man davon ausgeht, dass der Zell-
Zell-Kontakt für die initiale Determinierung eines neuronalen Differenzierungsweg einen 
inhibierenden Effekt ausübt. Für den Trocknungsgrad zeigten sich in den verschiedenen 
Auswertungen keine Auffälligkeiten.  
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5.3. Ausblick 
Die vorgelegte Untersuchung stellt einen ersten Schritt dar auf der Suche nach optimierten 
Kulturbedingungen für eine neuronale Differenzierung humaner MSC. Es muss wohl davon 
ausgegangen werden, dass analog zur Anzucht und neuronalen Induktion embryonaler und 
neuraler Stammzellen die neuronale Differenzierung MSC mehrere Stadien umfasst, die 
jeweils durch spezifische Wachstumsfaktoren, extrazelluläre Matrixkomponenten und 
zusätzliche Zellkulturzusätze beeinflusst werden. Diese Hypothese wird durch die 
Forschungsergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen untermauert. Die Untersuchungen 
machen allesamt deutlich, dass die fortgeschrittene neuronale Differenzierung MSC eine 
längere Kulturdauer und die Kombination mehrerer Wachstumsfaktoren erfordert (Ling et al, 
1998; Verfaillie et al, 2003). Kokulturmodelle unterstreichen ferner die Bedeutung zum Teil 
noch nicht definierter humoraler und zellgebundener Faktoren (Sanchez-Ramos et al, 2000; 
Verfaillie et al, 2003; Joannides et al, 2003; Abouelfetouh et al, 2004; Bossolasco et al, 2005; 
Wislet-Gendebien et al, 2005; Lei et al, 2007). Ob die in den unterschiedlichen Studien 
beobachteten phänotypischen Veränderungen nach in-vitro Manipulation tatsächlich eine 
genuine Transdifferenzierung darstellen, muss in überzeugender Art und Weise bewiesen 
werden. Angesichts der teilweise ungenügenden Nachweise einer funktionellen Differen-
zierung wurden von verschiedenen Autoren eine Reihe von Erfüllungskriterien formuliert 
(Anderson et al, 2001; Blau et al, 2001; Svendsen et al, 2001; Rosenthal, 2003; Wagers et al, 
2004; Ross & Verfaillie, 2008). Bislang konnte keine der veröffentlichten Studien hinsichtlich 
neuronaler Differenzierung MSC die Erfüllung sämtlicher Kriterien nachweisen.  
Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen müssen in zukünftigen Untersuchungen weiter 
verbessert werden, um neuronale Vorläuferzellen aus adulten Geweben in ausreichender Zahl 
zu gewinnen und eine terminale Differenzierung zu erreichen. Für die Entwicklung 
neuronaler Zellen aus MSC wäre es gerade im Hinblick auf eine klinische Anwendung 
wünschenswert, den Anteil tierischen Serums in den Kulturprotokollen zu reduzieren oder 
ganz zu eliminieren. Die Verwendung von tierischem Produkt impliziert Gefahrenpotenzial, 
wie etwa die mögliche Übertragung infektiösen Materials oder die Induktion immunolo-
gischer Reaktionen. Alternativen stellen der Verzicht auf tierische Zusätze (Spees et al, 2004; 
Müller et al, 2006), die Verwendung autologen Serums (Koller et al, 1998; Stute et al, 2004; 
Schecroun & Delloye, 2004; Tonti & Mannello, 2008) oder künstlicher Serumersatz dar 
(Koller et al, 1998; Meuleman et al, 2006; Agata et al, 2009). Die Datenlage ist allerdings 
kontrovers. Untersuchungen an humanen Stromazellen haben gezeigt, dass eine Expansion 
unter Aussparung tierischen Serums prinzipiell möglich ist und zu vergleichbaren 
(Yamaguchi et al, 2002; Anselme et al, 2002; Stute et al, 2004) oder gar zu besseren 
Ergebnissen führt (Shigeno & Ashton, 1995; Schecroun & Delloye, 2004; Vogel et al, 2006). 
Die Zellen erhalten dabei ihr Differenzierungspotential (Vogel et al, 2006; Battula et al, 2007; 
Agata et al, 2009). Frühere Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, dass optimale 
Kulturbedingungen nur durch fetales Kälberserum erreicht werden können (Wang et al, 1990; 
Koller et al, 1998; Kuznetsov et al, 2000). Die bislang von unterschiedlichen Autoren 
vorgestellten serumfreien Kulturbedingungen erfordern die Kombination von Wachstums-
faktoren und anderer Zellkulturzusätze (Gronthos & Simmons, 1995; Battula et al, 2007; 
Agata et al, 2009) oder gelingen überhaupt nicht (Kuznetsov et al, 1997). Limitierende 
Faktoren für die Verwendung autologen Serums sind die benötigte Menge für die Expansion 
MSC sowie Qualitätsunterschiede in Abhängigkeit von der Spendercharakteristik. Die 
Anwendung kommerzieller Serumersatzlösungen erscheint daher in dieser Hinsicht 
unproblematischer. Ein neuer Standard gegenüber herkömmlichen Kulturbedingungen konnte 
allerdings bislang nicht etabliert werden (Korhonen, 2007; Mannello & Tonti, 2007). An die 
Entwicklung eines für die Kultivierung humaner MSC geeigneten serumfreien Protokolls sind 
zwei Anforderungen zu stellen: zum einen muss eine ausreichende Proliferation der Zellen 
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gewährleistet sein, zum anderen sollte die Kulturbedingung den Verlauf der neuronalen 
Differenzierung möglichst günstig beeinflussen. In diesem Zusammenhang ist etwa zu 
untersuchen, ob die Wachstumshemmung serumfreier Kulturbedingungen zum Teil durch 
adhäsive und proliferationsvermittelnde Beschichtungen kompensiert werden kann. 
Die hier vorgelegte Untersuchung epigenetischer Stimuli wie Wachstumsfaktoren und anderer 
Zellkulturzusätze mag dazu beitragen, die Anforderungen einer in-vitro Kultur zur neuronalen 
Differenzierung MSC besser zu verstehen und die kaum zugänglichen Prozesse im 
Organismus aufzuklären. Die Erkenntnisse daraus mögen auch indirekt Aufschlüsse über die 
komplexen und bislang wenig verstandenen Mechanismen geben, welche die Selbster-
neuerung, Proliferation und Differenzierung von Stammzellen regeln. Insbesondere die 
Mechanismen, die eine Balance zwischen Proliferation, Überleben und Differenzierung 
regeln, sind komplex und bislang wenig verstanden.  
Ob und inwieweit adulte Stammzellen für den Zellersatz genutzt werden können, wird 
entscheidend von der Überwindung zweier Schlüsselprobleme abhängen. Einerseits muss es 
gelingen, den Differenzierungsprozess gezielt in-vitro nachzuvollziehen. Andererseits ist es 
notwendig, die Zellen in einer klinisch signifikanten Größenordnung in-vitro zu vermehren. 
Die Erkenntnis, dass Differenzierung und Proliferation in der Zellkultur entgegengesetzte 
Prozesse sind, könnte sich als schwer überwindbares Hindernis herauskristallisieren. Die 
Lösung dieser Probleme bedarf daher weiterhin intensiver Untersuchungen auf dem Gebiet 
der Grundlagenforschung.  
 

6. Zusammenfassung 
Um in Zukunft adulte humane Stammzellen klinisch einsetzen zu können, bedarf es einer 
Optimierung und weitgehender Standardisierung der Kulturbedingungen dieser Zellen, um so 
in möglichst kurzer Zeit eine möglichst große Anzahl möglichst differenzierter Zellen zu 
gewinnen. Wir haben deshalb in der vorliegenden Arbeit die Bedingungen, unter denen eine 
neuronale in-vitro-Differenzierung primärer humaner MSC beobachtet werden können, 
analysiert. Dafür wurde eine systematische Untersuchung unterschiedlicher Einflussfaktoren 
von Proliferation und neuronaler Differenzierung unternommen. Durch die absichtlich 
gewählte kurze Kulturdauer von 6 Tagen wurden vor allem jene Faktoren untersucht, die für 
die initiale Determinierung eines neuronalen Differenzierungsweges relevant sind.  
Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Determinierung eines neuronalen Differen-
zierungsweges von mehreren Faktoren beeinflusst werden kann: 
Das Testen unterschiedlicher Kulturmedien ergab, dass die Verwendung nährstoffreicher 
Medien wie F12 und Neurobasal und zusätzlicher Supplemente wie B27 und N2 zu 
favorisieren ist. Die Ergebnisse lieferten ebenso Hinweise darauf, dass die Anwesenheit 
antioxidativer Substanzen für die neuronale Differenzierung möglicherweise von Vorteil ist. 
Für die Verwendung tierischen Serums zeigten sich in der Summe keine Effekte hinsichtlich 
neuronaler Differenzierung. Mit der Reduktion des Serumanteils in den Kulturbedingungen 
wurde allerdings eine deutliche Abnahme der Zellproliferation beobachtet. Auf einen 
minimalen Serumanteil in den Kulturbedingungen konnte daher nicht verzichtet werden. 
Mit den Ergebnissen unserer Beschichtungsexperimente konnten wir zeigen, dass 
extrazelluläre Matrixmoleküle das Zellschicksal erheblich beeinflussen. Anders als aus 
Untersuchungen mit neuronalen Zellkulturen bekannt, hatten die beiden Matrixproteine LAM 
und FN einen inhibierenden Einfluss auf die neuronale Differenzierung humaner KM-Zellen 
gezeigt. In unseren Untersuchungen förderten LAM und FN besonders die Proliferation MSC, 
während die synthetischen Adhäsionsmolekühle, insbesondere PORN, die neuronale 
Differenzierung förderten. Der Trocknungsgrad der unterschiedlichen Beschichtungen hatte in 
unseren Studien keinen Einfluss auf neuronale Differenzierung oder Proliferation der Zellen.  
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Alle untersuchten Wachstumsfaktoren zeigten einen signifikanten Effekt hinsichtlich 
neuronaler Differenzierung. Einzeln konnte für keinen der Faktoren eine Überlegenheit 
gegenüber FGF-2 nachgewiesen werden. Interessant war die Beobachtung, dass durch die 
Kombination einzelner Wachstumsfaktoren ein höherer Anteil vordifferenzierter Zellen 
erzielt werden konnte. Die Kombination der neu eingeführten Wachstumsfaktoren FGF-8b 
und SHH erschien besonders aussichtsreich. Verglichen mit FGF-2 als Einzelfaktor erwies 
sich die gleichzeitige Anwendung der beiden Faktoren effektiver hinsichtlich neuronaler 
Differenzierung. Für FGF-2 und die Kombination der beiden Wachstumsfaktoren FGF-8b 
und SHH konnten gegenüber den neurotrophen Faktoren NT-3 und BDNF zusätliche additive 
Effekte auf die neuronale Differenzierung humaner mesenchymaler KM-Zellen nachgewiesen 
werden. Hinsichtlich Proliferation liessen sich keine eindeutig positiven Effekte einzelner 
Faktoren nachweisen. Im Gegenteil, für stark differenzierende Kulturbedingungen wurde eine 
auffällige Inhibition der Zellproliferation registriert. Überhaupt konnte über alle Versuchs-
reihen hinweg eine negative Assoziation zwischen der Zellproliferation und dem Anteil 
neuronal vordifferenzierte Zellen festgestellt werden.  
Wichtig im Hinblick auf zukünftige klinische Anwendungsmöglichkeiten humaner MSC 
erscheint uns ein weiteres Ergebniss unserer Untersuchungen: Die in unseren Experimenten 
verwendeten Zell-Linien, die jeweils von anderen Spendern stammten, unterschieden sich 
teilweise signifikant in ihrer Antwort auf die untersuchten Einflussfaktoren. Ursächlich 
hierfür könnte die Verwendung einer nicht klar definierten und eines heterogenen 
Ausgangsmaterials sein. Andererseits könnten die beobachteten Unterschiede in der Response 
auf die experimentellen Stimuli auch auf die Spendercharakteristik zurückzuführen sein. 
Vorbestehende Erkrankungen, Alter, Geschlecht, ethnische Zugehörigkeit oder Medika-
menteneinnahme könnten wichtige Determinanten darstellen. So ergaben sich bereits in 
früheren Untersuchungen Hinweise auf eine Korrelation zwischen Proliferation der 
Spenderzellen und dem Alter der Spender (Shigeno & Ashton, 1995; Stolzing et al, 2008). 
Der Einfluss qualitativer Eigenschaften von Spenderzellen wurde aber bislang im Bereich der 
adulten Stammzellforschung kaum untersucht. 
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7. Anhang 
 
 

7.1. Abkürzungsverzeichnis 
AG    Aktiengesellschaft 
Aqua dest.    Destilliertes Wasser  
B3Minus   β-III-Tubulin fluoreszenznegative Zellen 
B3Null   β-III-Tubulin intermediär positive Zellen 
B3Plus    β-III-Tubulin fluoreszenzpositive Zellen 
BDNF    Brain-derived neurotropic factor  
BHA    Butylhydroxyanisol 
BME    β-Mercaptoethanol 
BMNC   Bone marrow mononuclear cell(s) 
BMSC    Bone marrow-derived multipotent stem cell(s) 
bzw.    beziehungsweise 
β    Beta 
ºC    Grad Celsius 
Ca    Calcium 
CD    Cluster of differentiation 
CFU    Colony forming unit 
CFU-F    Colony forming unit-fibroblasts  
COPD    Chronic Obstructive Pulmonary Disease 
DAPI    4'-6-Diamidino-2-Phenylindol 
dbcAMP   Dibutyryl-cyclisches-Adenosin-3',5'-Monophosphat 
DMEM   Dublecco´s Minimal Essential Medium 
DMSO    Dimethyl-Sulfoxid 
DPBS    Dublecco´s Phosphat-gepufferte Saline 
EGF    Epidermal-growth-factor 
ES    Embryonale Stammzelle(n) 
Fa.    Firma 
FACS    Fluorescence Activated Cell Sorting 
Fc-Block   Fragment crystallizable- Rezeptor-Block 
FCS    Fetales Kälberserum 
FGFβ    Fibroblastenwachstumsfaktor β 
FGF-2    Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (= bFGF, basic-FGF) 
FGF-8b   Fibroblastenwachstumsfaktor 8b 
FN    Fibronektin 
GF    growth-factor 
GFAP    Glial fibrillary acidic protein 
GFP    Grün fluoreszierendes Protein 
Glc    Glukose 
GmbH & Co. KG  Gesellschaft mit beschränkter Haftung und Compagnie 

Kommanditgesellschaft 
GM1    Monosialotetrahexosylgangliosid 
h    Stunde(n) 
HBSS    Hanks’ balanced salt solution 
Hep (= HEP)   Heparin 
HLA    Humanes Leukozytenantigen 
HLA-DR   Humanes Leukozytenantigen DR-1 
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hmNSC   Human marrow-derived neural stem cell-like cells 
IBMX    3-Isobutyl-1-Methylxanthin 
Inc.    Incorporated Company 
kD    kiloDalton 
KM    Knochenmark 
kPa    kiloPascal 
LAM    Laminin 
Ln    Logarythmus naturalis 
MAP-2   Microtubule-associated protein 2 
MAPC    Multipotent adult progenitor cell(s) 
MEM    Minimal Essential Medium Eagle 
MIAMI   Marrow-isolated adult multilineage inducible cell(s) 
min.    Minute(n) 
ml    Milliliter 
mM    Millimolar 
MPC    Mesodermal progenitor cell(s) 
MSC    Mesenchymale Stromazelle(n); marrow stomal cell(s) 
µg    Mikrogramm 
NeuN    Neuronal Nuclei 
NF-L    Neurofilament-light 
NF-M    Neurofilament-medium 
ng    Nanogramm 
NGS    Normal goat serum 
NSC    Neuronale Stammzelle(n) 
NSE    Neuron-specific enolase 
NT-3    Neurotrophin 3 
OT    Objektträger 
PBS    Phosphat-gepufferte Saline 
pCREB/CREB  (phosphorylated) cAMP response element-binding protein 
PDGF    Platelet derived growth factor 
Pen./Strept.   Penicillin/Streptomycin  
pH    Potentia hydrogenii 
PFA    Paraformaldehyd 
PI    Proliferations-Index 
PLL    Poly-L-Lysin 
PORN    Poly-L-Ornithin 
ROCK    Rho and Rho-activated kinase 
RS-Zellen   Recycling stem cell(s) 
RT    Raumtemperatur 
RT-PCR   reverse transcription-polymerase chain reaction 
s.o.    siehe oben 
s.u.    siehe unten 
Sca-1    Stem cell antigen 1 
SHH    Sonic hedgehog 
Tau    Tau Protein 
TRITC    Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat 
TrkA    Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1 
TuJ-1    Neuron-specific class III β-tubulin 
u.a.    unter anderem 
vgl.    vergleiche 
ZNS    Zentralnervensystem 
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