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Vorwort

Erkrankungen und Schadigungen des zentralen Nersiemss konnen haufig nur

unzureichend behandelt werden. Endogene Reparathbamemen und gegenwartige
therapeutische Massnahmen sind kaum imstande, d@glusV oder die Verletzung von

Nervenzellen zu kompensieren. Mit Hilfe von Theespidie auf Zellersatz basieren, hofft
man, den oft schwerwiegenden Konsequenzen neusclogi Krankheitsbilder entgegen-
zutreten. Experimentelle Ansatze zum Ersatz glialsr neuronaler Zellen basieren bislang
vorwiegend auf der Verwendung embryonaler und det&ewebe oder der Applikation

neuronaler Stammzellen (Levy et al, 2004; Corree,e2005).

Es ist das Ergebnis vieler Forschungsarbeiten swigkere des letzten Jahrzehnts, dass den
adulten Stammzellen eine gréf3ere Plastizitat zigeden wird und man davon ausgeht,
dass sie offenbar fahig sind ein weitaus grossepestrum an Zelltypen hervorzubringen als
bislang vermutet. Die Erkenntnisse aus dem Beréarhadulten Stammzellforschung haben
die herkdbmmliche Sicht der Biologie von Stammzebatscheidend verandert und néhren die
Hoffnung, dass die Verwendung autologer adultem@taellen die Therapie zahlreicher
Erkrankungen revolutionieren kann. Als besondessiahtsreiche Kandidaten dafir gelten
mesenchymale Zellen des Knochenmarks.

Die Erforschung der Nutzbarkeit dieser spezifisct&ammzellpopulation ist daher von
grundlegender Bedeutung fur die Entwicklung negartiTherapieansatze neurodegenerativer
Erkrankungen.



1. Einleitung

1.1. Der Prozess der Neurogenese

Die Entwicklung des Nervensystems und seiner zZekul Komponenten ist ein stufenweiser,
hoch regulierter Prozess, der Uber die Vorstufe tipnienter Vorlauferzellen in die
Ausreifung differenzierter Neurone, Astrozyten @ilijodendrozyten mindet. Die an diesem
komplexen Prozess beteiligten Faktoren werdenlabizehnten intensiv erforscht.

Die neuronale Differenzierung geht mit der Expressénderung Zellzyklus-assoziierter
Gene und der Zunahme neuraler Transkriptionsfakt@ieher. Eine zentrale Rolle spielt
dabei das antiproliferative Gen PC3, das mit debu&sstunde der Nervenzelle in
Verbindung gebracht wurde (lacopetti et al, 19§ Uberexpression von PC3 fuhrt zur
Expression der haufig als ,neuronale Marker” bezegten Proteing-111-Tubulin und MAP-

2 (Canzoniere et al, 2004). Fur das Uberleben uadReifung werdender Neurone (ben
endogen produzierte Wachstumsfaktoren eine wiclhegektion aus. Eine ebenso bedeut-
same Rolle spielt das Mikromilieu. Begleitet wirdied neuronale Reifung von
morphologischen Veranderungen wie der Ausbildungromaler Fortsatze (Hirose et al,
1998; Bito et al, 2000) und der Bildung von Verngigen. Die terminale Differenzierung
resultiert schliesslich in der Anlage spannungsabig@r Natrium- und Kaliumkanéle
(Kohyama et al, 2001; Hung et al, 2002b). Der neal® Reifungsprozess ist also das
Ergebnis eines Zusammenspiels vieler Faktoreng@otendene und sezernierte Signalmole-
kiihle sind daran ebenso beteiligt, wie Komponedtarextrazellularen Matrix.

In-vitro kdénnen neuronale Vorlauferzellen und funktiongllestmitotische Neurone aus
embryonalen Stammzellen (Okabe et al, 1996; Thomesah 1998; Lee et al, 2000; Xu et al,
2001; Carpenter et al, 2001; Wang et al, 2005by &lammzellen des ZNS embryonaler
(Carpenter et al, 1999; Tropepe et al, 1999; Vasebval, 1999) und adulter Gewebe
(Richards et al, 1992; Vescovi et al, 1993; Morshetal, 1994; Gage et al, 1995; McKay,
1997; Rao, 1999; Johansson et al, 1999; Toda &08a0)) gewonnen werden. Die Protokolle
fur Anzucht und neuronale Induktion embryonaler unduraler Stammzellen sind
zeitaufwendig (mehrere Wochen bis Monate). Sie sadga mehrere Stadien, die jeweils
durch mitogene Faktoren und spezifische Signalnitdelgekennzeichnet sind. Einige
Protokolle erfordern eine komplexe Kokultur mit Fiblasten oder Astrozyten als soge-
nanntes feeder layet (Wakayama et al., 2001; Song et al, 2002). Im &bsgtz zu
embryonalen Stammzellen, die durch Serumentzugtapodifferenzieren, missen adulte
Stammzellen durch spezifische Kulturbedingungen Auspragung unterschiedlicher
zellularer Phanotypen stimuliert werden (Reyes let2@01). Die Etablierung geeigneter
Protokolle zur Selektion neuronaler Vorlauferzelkums leichter zugéanglichen, somatischen
Stammzellquellen - wenn madglich mit kirzerer Kuteeit - wirde einen entscheidenden
Fortschritt darstellen.

1.2. Regeneration und Zellersatz durch Stammzellen

1.2.1. Stammzelle - Definition

Der Begriff Stammzelle geht auf die Untersuchungem Till und McCulloch zurtck, die vor

Uber 50 Jahren die hamatopoietische Stammzell&deshenmarks (KM) als Paradigma der
adulten Stammzelle identifizierten (Till & McCulloc 1961; Becker et al, 1963).
Stammzellen zeichnen sich durch die Fahigkeit zwelbs$erneuerung aus. Selbst
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undifferenziert sind sie imstande, differenziertecfiterzellen zu bilden, die innerhalb eines
Organs spezifische Funktionen Ubernehmen (Pottelnoéffler, 1990). Als Zeichen ihrer
Stammzelleigenschaft lassen sich Stammzellen undlaMerzellen in-vitro klonal
expandieren und in multiple Zelltypen differenziere

1.2.2. Embryonale versus adulte Stammzellen — Vound Nachteile

Embryonale Stammzellen besitzen das breiteste miffgerungspotenzial (Thomson et al,
1998; Amit et al, 2000). In zahlreichen Untersudem konnte allerdings demonstriert
werden, dass adulte Stammzellen in weit mehr Gewelse bisher angenommen residieren
und enorm wandlungsféahig sind (Kuehnle & Gooddll2). Die Uberraschende Flexibilitat
adulter Stammzellen rickt sie bisweilen in die Nah#ryonaler Stammzellen.

Die Entwicklung differenzierter Nervenzellen ausbeyonalen und neuralen Stammzellen ist
im Gegensatz zu multipotenten Vorlauferzellen asdadulter Gewebe besser verstanden.
Zellen dieser Gewebe kdnnen in grosser Zahl expandnd durch geeignete Kulturbe-
dingungen oder Immunoselektion angereichert wer@@mabe et al, 1996; Mujtaba et al,
1999; Vescovi et al, 1999; Lee et al, 2000; Carpreet al, 2001; Maric et al, 2003). Wenig ist
bislang Uber negative Folgen einer ausgedehntetutdiauer bekannt. Es gibt allerdings
experimentelle Hinweise, dass nach langen Kultteredas Differenzierungspotenzial von
Stammzellen limitiert ist (Fricker et al, 1999; Quiet al, 1999; Whittemore et al, 1999;
Wright et al, 2006). Die klinische Verwendung endmgler Stammzellen ist vor allem durch
ethische Bedenken (Lachmann et al, 2001) und disvemwlige Immunsuppression des
Empfangers belastet. Die besonderen immunologiscBegenschaften mesenchymaler
Stammzellen erlauben es, die genannten Schwietggkeu umgehen. Dank der Abwesenheit
von HLA-Klasse-ll-Oberflachenantigenen zeigen sielbst nach Differenzierung in
unterschiedliche Zelltypen keine allogene Immuntieak(Le Blanc, 2003b; Ryanet al, 2005);
zudem scheinen sie immunmodulatorische Eigenschatidesitzen (Le Blanc et al, 2003a).
Desweiteren erlauben sie, Zellen des potentiellenpf@ngers zu verwenden, was
immunologische Imkompatiblitat ausschlief3t. Im Gesgz zu neuralen Stammezellen sind
mesenchymale Zellen des KM auch relativ einfacgeaninnen (Mezey & Chandross, 2000).
Die mdgliche maligne Entartung embryonaler Stamtamestellt eine weitere Problematik
dar. Sowohl im undifferenzierten als auch im difezierten Zustand ist die Entstehung von
Teratomen oder hochmaligner Teratokarzinome modkoko et al, 2003; Levenstein et al,
2006; Riess et al, 2007). Experimentelle Arbeitenallem am Mausmodell zeigen, dass die
aus embryonalen Stammzellen abgeleiteten Gewebegestannte imprinting-related
Entwicklungsstérungen aufweisen (Young et al, 198k & Walter, 2001; Humpherys et
al, 2002; Sapienza, 2002; Mitalipou et al, 2007 Dloglichkeit von Imprinting-Defekten
stellt ein ernsthaftes Problem fir die maodgliche nisiche Anwendung embryonaler
Stammzellen dar. Gegenwartig ist nicht bekannfdddte Stammzellen in dieser Hinsicht die
bessere Wahl darstellen. Mann muss annehmen, dasgleichermassen genetische und
epigenetische Probleme auftreten konnten. Jungsterslichungen geben erste Hinweise
darauf: Adulte MSC kénnen sigh-vitro in Tumorzellen transformieren (Rubio et al, 2008).
In einem Mausmodell kam es nach Transplantationenws/maler Stromazellen auf dem
Boden einer chronischen Infektion mit Helicobacpstori zu intraepithelialen Tumoren
(Houghton et al, 2004).

Die Mdglichkeit, mit der Verwendung adulter Stamifeze diverse ethische und technische
Schwierigkeiten umgehen zu kdénnen, macht sie demennoch zu einem attraktiven
Forschungsgegenstand. Bevor sie allerdings brditeséhe Anwendung finden kdnnen,
besteht erheblicher Forschungsbedarf.



1.3. Mesenchymale Stromazellen

1.3.1. Definition

Das adulte KM enthalt zwei prototypische Stamzedlgationen: hamatopoietische und
mesenchymale Stammzellen. Beide sind mesodermalspristhgs. Wahrend sich von den
hamatopoietischen Stammzellen alle Blutzellen &bieientwickeln sich Stammzellen des
mesenchymalen Zellkompartiments in Abkommlinge w@steozyten, Chondrozyten,
Adipozyten und Myozyten (Friedenstein et al, 19F&ynesworth, 1992b; Pittenger et al,
1999; Ciapetti, 2006). Die multipotenten Zellen dem erstmals von Friedenstein
identifiziert. Er zeigte, dass aus KM-Zellen, wesie in kalberserumhaltigem Medium
kultiviert werden, adhéarente fibroblastendahnlichelh&rbéande entstehen, die sich in
Knochenzellen und Adipozyten differenzieren. Na@m driihen Arbeiten von Friedenstein
und Owen (Owen et al, 1988) erlebten die mesencleyniéM-Zellen insbesondere nach der
Arbeit von Pittenger und seinem Forschungsteam wislere Renaissance (Pittenger et al,
1999). Zahlreiche Vertffentlichungen haben infolgezeigt, dass sich die Zellen klonal
expandieren lassen und fahig sind, in Bindegewdleszeu differenzieren (Muraglia et al,
2000; Gronthos et al, 2003). Unter bestimmten ewxptellen Bedingungen zeigten die
Zellen auch phanotypische Eigenschaften jenseits ikkeimblatt-spezifischen Grenze, was
als Ausdruck ihrer besonderen ,Stammzell-Plastizitétrachtet wurde (Weissman, 2000;
Herzog et al, 2003). So berichten viele Vertffehilingen, dass mesenchymale Stromazellen
unter bestimmten Kulturbedingungen auch den Ph@neon Muskelzellen (Shiota et al,
2007), Herzmuskelzellen (Makino et al, 1999), neafen Zellen (s.u.) und Zellen
endodermaler Herkunft wie Leberzellen (Oh et aQ®0Alveolarzellen (Wang et al, 2005a),
Nierenepithelien (Qian et al, 2008) und Pankredmadllanus et al, 2003; D’Ippolito et al,
2004; Oh et al, 2004) annehmen. Die Uber Jahrzgjewennenen Erkenntnisse untermauern
das Konzept einer mesenchymalen Stammzelle, werstmalig von Caplan vorgeschlagen
wurde (Caplan, 1994). Untersuchungen unterschigellit. aboratorien haben auch gezeigt,
dass die mesenchymale Zellpopulation des KM einterbgene Population von Zellen
darstellt und Stammzellen sowie Vorlauferzellenewthiedlicher Differenzierungs- und
Proliferationsfahigkeit enthalt (Phinney et al, 29®igirolamo et al, 1999; Bianco et al,
2001; Vogel et al, 2003; Boheler, 2004; Baksh g2804). Fur die urspriinglich alsglony
forming unit-fibroblasts (CFU-F) oder marrow stromal fibroblasts (MSF) (Castro-
Malaspina et al, 1980; Kuznestov et al, 1997b) lmsibenen versatilen Zellen des stromalen
Zellkompartiments, fanden ebenso die Termimhagrow stromal celts (MSC) oder
»~mesenchymal progenitor cellfMPC) Verwendung (Prockop, 1997; Conget & Minduel
1999; Rosenthal, 2003). Die Bezeichnung ,mesencly/Marlauferzellen® geht konform mit
der Vorstellung einer inhomogenen Population unkliesst die Anwesenheit limitierter
Vorlauferzellen und multipotenter Stammzellen mih.eFir die von uns verwendete
Ausgangspopulation verwenden wir in Folge den mdenr Begriff ,mesenchymale
Stromazelle® (MSC).Aus Grinden der Vergleichbarkeit von Studien wusdhliesslich
versucht, allgemeingultige Minimalkriterien zu fasheren. Demnach werden multipotente
MSC als KM-Zellen definiert, die unter Standardkuditedingungen als adhéarente,
fibroblastenahnliche Zellen wachsen, in Osteobigst@dipozyten und Chondrozyten
differenzieren und einen definierten Phanotyp aigere (Dominici et al, 2006).
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Abbildung 1: Différenzierungspotéhzial héamatopoietischer undenehymaler Stammzellen (© 2001 Terese
Winslow, aus: Stem cell basics, 2009)

1.3.2. Isolierung und Kultivierung mesenchymaler Kimchenmarkszellen

Isolierung

Mesenchymale KM-Zellen kdénnen durch verschiedenefafieen isoliert und mit hoher
Effizienz expandiert werden (Lennon & Caplan, 20@)tstammt das Material einer KM-
Punktion, wird das Aspirat mittels einer Dichtegesdlosung (meist Percoll oder Ficoll-
Gradienten) von Zelldebris und unerwtiinschten Zedlty getrennt. Die Zellen in der oberen
low-densityFraktion werden dann weiter aufbereitet. Das KMpifst wird in der Regel
durch eine Punktion des Beckenkamms gewonnen riBéteet al, 1999; Murphy et al, 2002;
Gronthos et al, 2003; Tondreau et al, 2005). Dan@heden mesenchymale KM-Zellen auch
aus Aspiraten von Tibia (Murphy et al, 2002), Ferf@reffo et al, 1998; Murphy et al, 2002;
Ciapetti et al, 2006), Sternum (Tondreau et al,520&owie thorakalen und lumbalen
Wirbelkdrpersegmenten gewonnen (D'lppolito et 899).

Verschiedene Techniken der Aufreinigung des inhaneg Zellaspirats wurden etabliert.
Die herkbmmliche Methode macht sich die selektivdh@sion auf Plastikoberflachen
zunutze. Die primaren Zellkulturen werden in Staddeedium mit 20% Kalberserum
expandiert. Die nicht adharenten Zellen werden idabeh 24-48h wahrend des Medium-
wechsels verworfen (Friedenstein et al, 1976; Ryge et al, 1999). Ein Nachteil dieser
einfachen Methode ist die zellulare Heterogenitit Brimarkultur. Um diesen Umstand zu
vermeiden, wurden alternative Isolierungsmethodewiekelt, die im Wesentlichen auf der
Trennung nach zellspezifischen Oberflachenmolekileruhen (Simmons & Torok-Storb,
1991; Sanchez-Ramos et al, 2000; Reyes et al, ZD&inis et al, 2002; Jiang et al, 2002 &
2003; Gronthos et al, 2003; Locatelli et al, 20B8adovan et al, 2003; Deschaseaux et al,
2003 & 2004; Tondreau et al, 2004b & 2005; Bossmlast al, 2005; Letchford et al, 2006).
Das zellulare Ausgangsmaterial wird dabei direktcunegative oder positive Selektion
isoliert. Im Wesentlichen kommen zwei differenteeiinungsverfahren zur Anwendung: die
RosetteSep-Prozedur mittels einer Antikbrpermisgh{8temCell Technologies, Vancouver,
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Canada) und die MACS-Saulentrennung mittels Magpaetb-gekoppelter Antikorper
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschlan®erschiedene Subpopulationen mit
einem hoherem Anteil osteogener Vorlauferzellenm(Bons & Torok-Storb, 1991,
Haynesworth et al, 1992a & 1992b; Rickard et aBGtQJoyner et al, 1997; Stewart et al,
1999; Gronthos et al, 2003) und ausgepragtem Riffgerungspotential (Locatelli et al,
2003; Kugi et al, 2003; Padovan et al, 2003, Toamdret al, 2005) wurden auf diese Weise
gewonnen. Daneben beschrieben Hung und KollegeN &ifahren, wonach man durch eine
Siebtechnologie eine Stammzell-angereichterte Rdipual erhalt. Dabei werden KM-Zellen
in einer Doppeldecker-Kulturschale, deren obereltUfnoden mit Poren vonpdn Grisse
gefertigt ist, nach Zellgrosse separiert (Hung,20&eng et al, 2004). Die Arbeitsgruppe um
Pochampally isolierte eine Subpopulation humaneCM8rch Serumentzug (Pochampally et
al, 2004). Die Zugabe spezifischer Wachstumsfaktdw@n den Anteil multipotenter MSC
erhohen: So konnten etwa Bianchi und Kollegen zeidass die Zugabe von FGF-2 und ein
10%-Anteil von Kalberserum im Kulturmedium das Ubben und Differenzierungspotenzial
der Zellen entscheidend verlangert (Bianchi et2803). Ein entscheidender Nachteil der
unterschiedlichen Isolierungsmethoden und Kultuidgachgen ist die Tatsache, dass es
hinsichtlich der Charakterisierung MSC bislang keitlbereinstimmung gibt. Je nach
Methode sind unterschiedliche MSC-Populationen lrésicen worden (Baksh et al, 2004).
Keines der Protokolle hat bislang eine breite Akaep gefunden. Gegenuber der
Plastikadharenzmethode wird durch die technischerfaliren rascher eine Kultur hoher
Reinheit erreicht. Durch die herkdbmmliche Standesdedur erhalt man dagegen nach drei
Passagen eine relativ homogene Zellpopulationgntier durch die technischen Trennungs-
verfahren isolierten Population vergleichbar istrfdreau et al, 2004b).

MSC-ahnliche Zellen wurden auch aus anderen Gewsndiert. Allerdings unterscheiden
sich die aus den unterschiedlichen Quellen gewam&SC in ihren Eigenschaften (Kern et
al, 2006; Liu et al, 2007; Baksh et al, 2007). B@&4 ist und bleibt daher die priméare Quelle
MSC.

Morphologie und Entwicklungsstadien der Zellkultur

In Anlehnung an die Phasen bakteriellen Wachstunrsievein dreiphasiges Zellkulturmodell
vorgeschlagen (Colter et al, 2000). Nach eineraleih Latenzphase wachsen MSC als
Monolayer breiter und flacher Zellen und nehmen mimehmender Zelldichte eine
spindelférmige, fibroblastendhnliche Morphologie &mter geeigneten Kulturbedingungen
kommt es zur Ausbildung von Zellkolonien (sogenanntolony forming unit§ CFU), die
von einzelnen Vorlauferzellen abstammen und deregquenz mittels CFU-Assay bestimmt
wird (Friedenstein et al, 1974). Die Anzahl von IKellonien variiert mit der Isolierungs-
methode, den Kulturbedingungen und dem Alter deen8grs; ausserdem bestehen
Speziesunterschiede (Kuznetsov et al, 1997; Biatad, 2001). Der CFU-Assay wird auch
verwendet, um den Anteil mesenchymaler Stammzellenerhalb der Zellkultur
abzuschatzen. Demnach finden sie sich mit einerfigkéait von 0,001-0,01% unter den
mononukledren KM-Zellen (Gronthos et al, 2003; Treadi et al, 2005). Erreichen die
Kulturen eine hohe Zelldichte, horen die Zellen,ai€h zu teilen (Pittenger et al, 1999,
Woodbury et al, 2000; Bianco et al, 2001).

Spezifische Kulturbedingungen fihren zur Selektionterschiedlicher Subpopulationen
MSC. Bereits Friedenstein und Kollegen konntenhirem Kulturen beobachteten, dass die
Zellkolonien in Grosse und Morphologie erheblichrileaen und sich bei langerer
Kulturdauer Zellen unterschiedlichen Phénotyps eiffFriedenstein et al, 1982). Mets und
Verdonk beschrieben zwei morphologisch unterscluled! Zelltypen: spindelférmige sich
teilende Vorlauferzellen (Typ 1) und einen reifergelltyp (Typ 2) mit abgeflachtem
Zellkorper (Mets & Verdonk, 1981). Colter und Kakn identifizierten in ihren Zellkulturen
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bei niedriger Zelldichte eine Subpopulation schr@ibliferierender Vorlauferzellen und
nannten siergcycling stem celtyRS-Zellen) (Colter et al, 2000 & 2001; Sekiyaagt2002).
Die Arbeitsgruppe um Verfaille expandierte bei miger Zelldichte und niedrigem
Serumanteil eine Fraktion multipotenter Vorlaufderg die sie zundchst alsngsodermal
progenitor cells (MPC) (Reyes et al, 2001) und spater afsultipotent adult progenitor
cells’ (MAPC) (Reyes & Verfaille, 2001; Reyes et al, B)Obezeichneten. Andere
multipotente Stammzellfraktionen wurden aus human€kh isoliert und als marrow-
isolated adult multilineage inducible celldMIAMI) (D’lppolito et al, 2004 & 2006a) und
»bone marrow-derived multipotent stem ce{BMSC) (Yoon et al, 2005) bezeichnet.

1.3.3. Phanotypisierung mesenchymaler Knochenmarkskiten

In zahlreichen Studien wurde der Phanotyp der edeln Zellpopulation anhand der
Oberflachenmolekihle beschrieben (Young et al, 19®¥fienger et al, 1999; Conget &
Minguell, 1999; Woodbury et al, 2000; Colter et2000 & 2001; Reyes et al, 2001; Jiang et
al, 2002; Hung et al, 2002; Gronthos et al, 200&naides et al, 2003; D’lppolito et al, 2004
& 2006a; Hermann et al, 2004; Scintu et al, 200attBa et al, 2007). Ubereinstimmung
herrscht darliber, dass es sich bei den MSC umG@D#s-negative Zellpopulation handelt.
MSC exprimieren typischerweise keinen der hamatdswhen Marker CD11b, CD14,
CD31, CD34 und sind positiv fur die Oberflachennear€D29, CD44, und CD90 sowie das
HLA-Klasse-I-Oberflachenantigen (Pittenger et &99; Colter et al, 2000; Tondreau et al,
2004a; Battula et al, 2007; Phinney & Prockop, 3007

Fur die von unterschiedlichen Laboratorien isodiertSubpopulationen MSC wurden
gegenuber den reifen Zelltypen spezifische Untéesleh im Phanotyp beschrieben. So
exprimieren die von Reyes und Kollegen bei niedrigelldichte und niedrigem Serumanteil
expandierten MPC kein HLA-DR oder HLA-Klasse-I-Age¢n und nur niedrige Level des
Rezeptormolekihls CD44 (Reyes et al, 2001). Diengberon der Verfaille-Arbeitsgruppe
beschriebenen MAPC exprimieren im Gegensatz zu M&8Gen der fur letztere typischen
Oberflachenmarker CD105, CD44 oder CD37 und erwesseh positiv fur die Marker FLK-
1, Sca-1 und CD13 (Reyes et al, 2005). Die von Aebeitsgruppe Prockop als
Vorlauferzellen charakterisierten RS1- & RS2-Zeli@nterscheiden sich von den reiferen
Zelltypen darin, dass sie fur die Marker CD117, O@@ler Stro-1 nur schwach positiv sind
(Colter et al, 2000 & 2001). Gegenuber in Standaltdkbedingungen kultivierten MSC
exprimieren die von der Arbeitsgruppe Habisch fererte Subpopulation vonhyman
marrow-derived neural stem cell-like céllfdmNSC) kein CD166 und hohere Levels von
CD90 (Hermann et al, 2004).

Bemihungen, einen einheitlichen Phanotyp MSC zwhresen, haben sich als mihsam
erwiesen. Zwischen den Laboratorien bestehen Uitiede im beobachteten Expressions-
muster der Oberflachenantigene, was durch Untexdehin den Aufbereitungsprozeduren
und Kulturbedingungen, durch den unterschiedlichBifferenzierungsgrad und die
Heterogenitat der Zellpopulation selbst erklart degr kann (Baksh et al, 2004). Bis heute
fehlen entsprechende Marker zur Identifizierung sh&senchymalen Stammzelle. STRO-1
wurde vor einigen Jahren in dieser Hinsicht alslveisprechendes Oberflachenantigen
diskutiert (Simmons & Torok-Storb, 1991; GronthosS&mmons, 1995; Dennis et al, 2002;
Gronthos et al, 2003). Seine Bedeutung hat sichratiderweile wieder relativiert.

Ein Vergleich der verschiedenen Studienergebnisss: falglich durch die unterschiedlichen
Charakteristiken der untersuchten Zellpopulatioaesthwert. Die Kenntnis mesenchymaler
Stammzellmarker ist zum gegenwartigen Zeitpunkddeiungentgend. Bislang ist es daher
nicht maglich, eine Reinkultur mesenchymaler Staelien zu gewinnen.



1.3.4. Elektrophysiologische Eigenschaften mesenchgler Knochenmarkszellen

Heubach und Kollegen unternahmen den wichtigen 0bérseiner elektrophysiologischen
Charakterisierung undifferenzierter humaner MSCuthéeh et al, 2003). Dabei wurden in
nahezu allen untersuchten Zellen zwei unterscluledliAuswartsstrome registriert. Der am
haufigsten vorkommende Auswartsstrom konnte denuKeabnenkanal Maxi-K zugeordnet
werden. Die Natur des zweiten Auswartsstroms mmereiangsameren Kinetik und einem
negativeren Aktivierungspotential konnte nicht ideriert werden. Fir eine Kkleine
Zellfraktion konnte die Arbeitsgruppe funktionell€a-Kandle nachweisen. Andere
Einwartsstrome wie etwa Natriumstrome waren in aiatersuchten Zellen nicht nachweisbar.
Egussa und seine Arbeitsgruppe konnten in ihreeidnthungen an murinen MSC im nicht-
induzierten Zustand nicht néher definierte spansablgangige Einwartstrome nachweisen
und sahen darin eine konstitutive Eigenschaft MB@uéa et al, 2005). Gegeniiber neuronal
induzierten MSC wiesen die gemessenen Stréme &imeeke Amplitude auf.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen an MSiGereinsgesamt ein heterogenes Bild
hinsichtlich Frequenz und Verteilung der lonenstedliese Beobachtung ist mdglicherweise
Ausdruck des Umstandes, dass die untersuchten nZédeene homogene Population
reprasentieren, sondern Zellfraktionen mehr odarigez differenzierter Zellen umfasst. Die
Ausbildung unterschiedlicher lonenstrome kdnnteeamdeits auch von externen Stimuli
abhangig sein oder mit dem Zellzyklus variieren.

1.3.5. Plastizitdt mesenchymaler Knochenmarkszellen

Die zahlreichen Untersuchungen zur Plastizitat M&@nen in zwei Gruppen eingeteilt
werden: Untersuchungen in der Zellkultum-yitro) und Transplantationsstudiem-{ivo).
Experimentelle Hinweise, dass MSC unter bestimmBmdingungen neuronale Marker
exprimieren und offenbar dass Potential besitzash ® neuronale Zellen umzuwandeln,
ergaben sich zunachst aus entsprechenden BeobgehtunTransplantationsstudien.

In-vivo

Eglitis und Mezey konnten nach intravendser Verighteg retroviral markierter oder
gegengeschlechtlicher KM-Zellen sowohl makrogliadé @auch mikroglial differenzierte
Donorzellen im Hirnparenchym nachweisen und demm@mgn damit erstmals, dass
Vorlauferzellen des KM unter bestimmten Bedingungendas zentrale Nervensystem
einwandern und sich dort umdifferenzieren konnagli(iE & Mezey; 1997). Bei zusatzlicher
Lasion des ZNS durch Ischamie zeigte sich ein aktjfargeting' der transplantierten Zellen
(Eglitis et al, 1999).

Eine Serie von Transplantationsversuchen zeigtégaf dass humane und murine KM-Zellen
oder daraus selektierte Subpopulationen in dasaeniNervensystem der Empfangertiere
migrieren und sich dort in Zellen mit neuronalend whalem Phanotyp umwandeln (Azizi et
al, 1998; Kopen et al, 1999; Bonilla et al, 2002rtCet al, 2002a & 2002b; Mufioz-Elias et
al, 2004; Deng et al, 200&yach Angaben von Azizi und Kollegen waren wederhfiimane
noch fur murine Donorzellen bei den neugeborenerpf&ngertieren Anzeichen einer
Entzindungs- oder Abstossungsreaktion sichtbar. @8f/irekt in das Striatum injezierten
Zellen uberlebten und zeigten ein &ahnliches Migramuster wie implantierte neurale
Stammzellen und Astrozyten (Azizi et al, 1998). Bagyraftmentund Migrationsverhalten
MSC unterscheidet sich damit deutlich von dem pkargierter Fibroblasten, die nach
Transplantation weiterhin Kollagen produzieren uethe reaktive Gliose provozieren
(Kawaja & Gage, 1992). In einer spateren Untersaghan adulten Empféangertieren wurden
allerdings ausgepragte Entzindungs- und Abstossemigionen und eine markante
Astrogliose beobachtet. Ausserdem konnten keineoExaetien, die neuronale Antigene
exprimieren, detektiert werden (Coyne et al, 2006)iioz-Elias und Kollegen verfolgten
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erstmalig das Schicksal transplantierter MSC in mporalem Hirngewebe (Mufioz-Elias et
al, 2004). Die Spenderzellen exprimierten je nacdbetsuchungszeitpunkt und Gehirnregion
unterschiedlich neuronale Marker.

In-vivo-Studien neuronaler Differenzierung MSC umfassenchaudie systemische
Verabreichung von Spenderzellen (Mezey et al, 2@)@zelton et al, 2000; Nakano et al,
2001). Mezey und Kollegen implantierten neugebaneneiblichen PU.knockoutMausen
intraperitoneal unselektionierte KM-Zellen mannéciere. Die konfokale Mikroskopie der
untersuchten Hirnschnitte bestatigte fur 0,3-2,3% Rrasenz des Y-Chromosoms und die
Exprimierung zweier neuronaler Marker (Mezey et a0Q00). Konsistent mit diesen
Beobachtungen sind die Untersuchungen von Brazeitwh Kollegen nach intravaskularer
Verabreichung gentechnisch markierter adulter KMMeteder Maus in todlich bestrahlte
Empfangertiere (Brazelton et al, 2000). Die quatitie Auswertung mittels konfokaler
Lasermikroskopie ultradiinner Gehirnschnitte desbBsilolfactorius ergab, dass etwa 0,2-
0,3% der untersuchten neuronalen Zellen vom Spkndehenmark stammten. Dariber
hinaus zeigte die positive Farbereaktion fir pCRE&ss die differenzierten Spenderzellen
imstande waren, den Transkriptionsfaktor CREB zasphorylieren, ein Indiz daftr, dass
zumindest ein wichtiger Signaltransduktionsweg ém dransplantierten KM-Zellen intakt ist.
In ihren Untersuchungen an GFP-Knochenmarkschimgmeden Priller und Kollegen nach
Transplantation in myeloablatierte Wildtyp-Mauseermezelt GFP-markierte Zellen, die den
neuronalen Marker NeuN exprimierten. Im Gegensatolzen genannten Befunden waren
allerdings mehrere Monate nach Transplantation ek&a-P/NeuN-positiven Zellen mehr
nachweisbar. Trotz des zunachst negativen Befummhsrsuchten Priller und Kollegen
Empfangertiere 10 bis 15 Monate nach KM-Transplartaund fanden im Kleinhirn terminal
differenzierte Purkinje-Zellen mit GFP-Markierurdje maximal 0,1% aller Purkinje-Zellen
des Cerebellums ausmachten. Der Nachweis synagtisaimtakte und der Expression des
Neurotransmitter-synthetisierenden Enzyms Glutaatatboxylase liefert starke Hinweise
darauf, dass die vom Spendertier abstammendennZéliektionell in ihre Umgebung
integriert waren (Priller et al, 2001).

Nakano und Kollegen zeigten, dass sich transplaatieM-Zellen nach intraparenchymaler
Injektion in das Striatum bestrahlter Mause realktiv astrozytare, oligodendrozytare und
mikrogliale Marker zeigten. Nach systemischer Vesahung konnten dagegen nur
mikroglial differenzierte Spenderzellen nachgewnesesrden (Nakano et al, 2001). Sasaki
und seine Arbeitsgruppe transplantierten eine &iilion hamatopoietischer und stromaler
KM-Zellen nach axonaler Schadigung in das Ruckeknaaulter Nager und konnten eine
gezielte Differenzierung in Oligodendrozyten bediian (Sasaki et al, 2001). Andere
Forschergruppe fand keine Donorzellen nach Transgian (Castro et al, 2002; Wehner et
al, 2003; Ono et al, 2003; Massengale et al, 20PBkitive Ergebnisse im Tierversuch
konnten auch post mortem bei Patienten nachvollzegaden, die sich aus therapeutischen
Griunden einer KM-Transplantation unterziehen mus@téezey et al, 2003; Weimann et al,
2003a; Cogle et al, 2004; Sostak et al, 2007).

Es ist bezeichnend, dass gerade hochselektiordettpopulationen wie MAPC (Reyes &
Verfaille, 2001; Reyes et al, 2005) oder hmNSC ¢hBarn et al, 2004) nach Transplantation
kein signifikantesEngraftment(Jiang et al, 2002; Habisch et al, 2007) zeiges.nftss
ausserdem bemerkt werden, dass sich die Transptensstudien in ihrem experimentellen
Setting erheblich unterscheiden. Eine intakte Bluik-Schranke in nicht-bestrahlten Tieren
oder bei low-dose Regimen ist eine mogliche Erklarung fur negativefudde bei
systemischer Verabreichung. Andere Autoren stefiést) dass die wenigen Zellen, die in das
Gehirn eingewandert waren, mit residenten Zellesiofuerten und dabei den Phanotyp der
originaren Nervenzellen annahmen (Alvarez-Doladal,€2003; Weimann et al, 2003b).
Insgesamt ergibt sich aus der Zusammenschaun-dévo-Studien ein inhomogenes Bild. Die
Mehrzahl der Untersuchungen legt den Schluss rmass, KM-Zellen - wenn auch in geringer
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Zahl - imstande sind, in das Gehirn einzuwanderd sich dort in funktionelle neuronale
Zellen zu differenzieren, mdéglicherweise sogar b&lenschen Die Berichte unterstreichen
ebenso die Bedeutung eines lokalen permissiveneddilifir eine spezifische neuronale,
astrozytare und oligodendrozytare Differenzierugitere Untersuchungen sind erforder-
lich, um zu klaren, unter welchen Bedingungen und Basis welcher Mechanismen
funktioneller Zellersatz adulter Gewebe nach Tréarggtion stattfindet.

In vitro

Die Moglichkeit, dass MSC neurogenes Potential tbhesj motivierte zahlreiche
Arbeitsgruppen dazu, die neuronale Differenzierumgiltipotenter KM-Zellen durch
geeignete Kulturbedingungen-vitro zu reproduzieren, nicht zuletzt mit dem Intereshe,
Mechanismen der beobachteten Plastizitat nahentassuchen.

Sanchez-Ramos und Kollegen expandierten Sca-1 3d-@epletierte murine und humane
KM-Zellen in EGF-haltigem Medium und induzierter sinschliessend in Vitamin-A-Saure-
und BDNF-haltiger Kulturbedingung. Die immunhisteahische Analyse ergab die
Expression neuronaler Marker wie NeuN, Nestin uAB (Sanchez-Ramos et al, 2000).
Wenig spéater brachten Woodbury und Kollegen humané murine KM-Zellen durch
Vorbehandlung mit BME oder bFGF und einem Induldimedium mit Zugabe von DMSO
und BHA dazu, neuronale Charakteristiken zu zei@®wodbury et al, 2000). Mit einem
optimierten Protokoll zeigten binnen weniger Stundahezu 80% der behandelten Zellen
eine neuronale Morphologie. Die immunhistochemiséf@bung der behandelten Zellen
resultierte bereits nach 5 Stunden positiv furrdiaronalen Proteine NSE und NF-M. Ebenso
wie Sanchez-Ramos beobachtete die Arbeitsgruppe Woondbury mit der neuronalen
Differenzierung eine Abnahme des IntermediarfilateeNestin, das in unreifen neuralen
Vorlauferzellen exprimiert wird (Lendahl et al, I)9 Vereinzelt konnten auch positive
Farbungsresultate fir Marker eines reiferen neueon&@hanotyps (TrkA, Tau) erzielt
werden.

Nach diesen beiden Studien folgte eine Reihe vorrofféentlichungen. Mit den
unterschiedlichen Differenzierungsprotokollen emperten zwischen 0,5 und 70% der
untersuchten MSC neuronale Markerproteine. So eeiddeng und Kollegen, dass durch
Kulturbedingungen, die intrazellulares cAMP erhol{@MX/dbcAMP), die Exprimierung
neuronaler Marker verstarkt wurde (Deng et al, 2008hnliche Ergebnisse konnten
allerdings auch an Tumorzellen demonstriert wer@@ox et al, 1999). Kim und Kollegen
verwendeten Vitamin-A-Saure und den Wachstumsfaki®F-2 zur neuronalen Induktion
humaner KM-Zellen und erreichten durch die Besdhicy der Objekttrager (OT) mit
Fibronektin einen héheren Anteil Neurofilament-experender Zellen (Kim et al, 2002).
Zhang und Kollegen machten in ihren Untersuchurdgutlich, dass die Kombination des
Wachstumsfaktors bFGF und des Gangliosids GM1 gystesch in der Auspragung eines
neuronalen und glialen Phanotyps bei MSC der Raitie (Zhang et al, 2004). Tropel und
Kollegen konnten durch die Kombination des Wachsfaktors bFGF und einer
Beschichtung mit Poly-L-Lysin eine neuronale Diéezierung muriner MSC erreichen.
Durch die Behandlung exprimierten nahezu alle Zellen fir neuronale Vorlauferzellen
typischen Marker Nestin und zu einem hohen Antedronale Proteine wie NF-L urfidlll-
Tubulin. Ausserdem zeigten sich die Zellen reagitieldie Neurotransmitter Glutamat und
Dopamin. Die induzierten, fur Neurone typischen ph@iogischen Veranderungen bildeten
sich allerdings nach sieben Kulturtagen spontarickurn(Tropel et al, 2006). Cho und
Kollegen konnten in ihren Versuchsbedingungen Aldmotentiale und post-synaptische
Strome in neuronal induzierten MSC registrierenq @ al, 2005). Auch Egusa und sein
Forschungsteam erreichten nach neurogener Kultunipelg das Ausbilden von spannungs-
aktivierten Natrium- und Kaliumstrémen in den bettelten murinen KM-Zellen (Egusa et al,
2005).
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Eine Reihe von Arbeitsgruppen beschrieben MethoddSC gezielt in Zellen mit
Charakteristiken spezifischer neuronaler Subtypendiferenzieren: die Expression von
Neurotransmittern oder assoziierten Proteinen (Wapdet al, 2002; Jiang et al, 2002; Jin et
al, 2003a; Dezawa et al, 2004; Tondreau et al, 208érmann et al, 2004, Wislet-Gendebien
et al, 2005; Guo et al, 2005; Tao et al, 2005; Koatal, 2005; Cho et al, 2005; Long et al,
2005; Pacary et al, 2006; Kan et al, 2007; Soraj,2007; Tatard et al, 2007; Barzilay et al,
2008), von Glutamat-Rezeptor (Jin et al, 2003a; d¢oet al, 2005), Schwannzellmarkern
(Caddick et al, 2006); Glutamat-Transporter (Dezatval, 2004; de Hemptinne et al, 2004),
synaptischen Vesikelproteinen (Woodbury et al, 200Bo et al, 2005) und neurotrophen
Rezeptoren (Jeong et al, 2004; D’lppolito et aD20Wislet-Gendebien et al, 2005) wurden
in induzierten MSC nachgewiesen. Einigen Forsclgetang es, MSC in Zellen mit typischen
elektrophysiologischen Eigenschaften reifer Neuranmezuwandeln (Kohyama et al, 2001,
Jiang et al, 2002; Hung et al, 2002b; Dezawa €2@04; Hermann et al, 2004; Egusa et al,
2005; Wislet-Gendebien et al, 2005; Mareschi e2@06; D’lppolito et al, 2006a; Song et al,
2007).

Einige Forschergruppen verwendeten gentechnisch&e§ien, die besonders im Hinblick auf
die therapeutische Anwendung MSC von Relevanz fiedy et al, 2003; Dezawa et al,
2004; Zhao et al, 2004; Zeng et al, 2007). Andesbdratorien orientierten sich an
Kulturprotokollen embryonaler und neuraler Stamierelind isolierten aus mesenchymalen
KM-Zellen neurogene Vorlauferzellen in Neurosphaf€nhyama et al, 2001; Kabos et al,
2002; Locatelli et al, 2003; Joannides et al, 200&mann et al, 2004; Shiota et al, 2007).
Die Bedeutung von Umgebungsfaktoren und Zell-Zelhtakt fur die neuronale
Differenzierung MSC wurde in Kokulturmodellen und ulkurbedingungen mit
konditionierten Medien untersucht: Im Kokulturmddelit mesencephalen oder striatalen
Zellen fanden Sanchez-Ramos und Kollegen, dagsakaltur den Anteil NeuN- und GFAP-
positiven Zellen erhoéhte (Sanchez-Ramos et al, R0Qbereinstimmend mit diesen
Ergebnissen berichteten Abouelfetouh und Kollegpéates, dass MSC in Kokultur mit
hippokampalen Hirnschnitten Charakteristiken nealenZellen zeigten (Abouelfetouh et al,
2004). Bossolasco und Kollegen evaluierten in invemsuchsreihen die Effekte zellularer
Signale anhand von Kokultursystemen mit neuron&&ammzellen oder Astroblasten mit
oder ohne Zell-Zell-Kontakt (Transwell) sowie kotwinierten Medien. Dabei zeigten sich
insbesondere flur die Versuchsbedingungen mit Agteozkonditioniertem Medium positive
Resultate fur neuro-gliale Marker (Bossolasco et 20005). Effekte eines Astrozyten-
konditionierten Mediums auf neuronale Differenzreguwurden ebenso von Joannides und
Kollegen an isolierten neuronalen Vorlauferzellermianer Haut (Joannides et al, 2004) und
adulten humanen KM (Joannides et al, 2003) demerstEin auf Kokultur mit fetalen
Maus-Astrozyten basierendes Induktionsprotokollrtgilzu einem hoheren Anteil GFAP-
positiver Zellen (Lei et al, 2007).

Die von der Arbeitsgruppe Verfaillie innerhalb ddurch Depletion von CD45+ und
Glykophorin-A+ Zellen gewonnen Zellpopulation derAMC differenzieren nach langer
Kulturdauer in mesenchymale Zelltypen, Skelettmlrsitken, und endotheliale Zellen (Reyes
et al, 2001). Fur die von Maus und Ratte isoliefi®PC wurde ausserdem eine neurale
Differenzierungin-vitro gezeigt. Die Induktion mit FGF-2 ergab Zellen m#uronalen,
astrozytdren und oligodendrozytaren Markern. Dierwéadung eines sequentiellen
Behandlungsprotokolls mit den Wachstumsfaktoren BFGGF-8b und BDNF ergab
dopaminerge, serotonerge und gabaerge Nervenz@liang et al, 2002). Ein komplexes
Kokultursystem mit Astrozyten induzierte einen eeifn Phanotyp. Ahnlich den aus NSC und
ES abgeleiteten Neuronen zeigten whevitro-differenzierten MAPC fur Neurone typische
elektrophysiologische Eigenschaften (Jiang et@032 Verfaillie et al, 2003). Nach Angaben
der Forscher liessen sich ein nicht naher bestimautewarts gerichteter lonenstrom und
spannungsaktivierte schnelle Natriumkanéle naclemeitn der Mehrzahl der untersuchten
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Zellen konnten wiederholt Aktionspotentiale ausgelverden. Die Genexpressionsanalyse
induzierter MAPC zeigte, dass Transkriptionsfaktoreie sie auch bei der Differenzierung
dopaminerger und serotinerger Neurone in der Mittetegion involviert sind, in ahnlicher
Weise wahrend des Differenzierungsprozesses der GAARtiviert werden. Allerdings
mussten die Autoren feststellten, dass es bei deifm Vdachstumsfaktoren basierten
Induktionsprotokoll nach 3 Wochen rasch zu einemuée der Zellkultur durch Zelltod kam
und die neuronal differenzierten Zellen nur in dtsssender Kokultur mit Astrozyten
Uberlebensfahig waren. Zusammen mit den Untersggmnvon Joannides und seiner
Arbeitsgruppe (s.0.) unterstreicht diese Beobaahtlie Bedeutung astrozytarer Signale fur
Uberleben und terminale Differenzierung der von EBlien abgeleiteten Neurone. Bislang
konnten die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Viédaillerdings nicht reproduziert werden
(Raedt et al, 2007). D’lppolito und Kollegen seiekterten nach einem speziellen
Expansionsprotokoll und unter Hypoxiebedingungenliéh pluripotente Zellen, die sie als
MIAMI bezeichneten (D’lppolito et al, 2004 & 200@a2006b). Nach Induktion zeigten die
terminal differenzierten Zellen elektrophysiolodiscEigenschaften, die sich nach Angaben
der Autoren nicht von denen reifer Neurone untessldm. Fiur MIAMI-Zellen wurden
Marker nachgewiesen, die auch von embryonalen Stasiten exprimiert werden (D’Ippolito
et al, 2004 & 2006a). Auch von einer gezielten &#hzierung in dopaminerge Neurone
wurde berichtet (Tatard et al, 2007). Nach den ewmmntellen Hinweisen, dass sich
Hypoxiebedingungen gunstig auf neuronale Differenmg auswirken (Hermann et al, 2004;
D’Ippolito et al, 2006b), zeigten Pacary und Ko#egin ihren Untersuchungen an murinen
MSC, dass eine pharmakologische Aktivierung desnSkiaptionsfaktors HIF-1 durch
Kobaltchlorid und Deferoxamin eine Umwandlung inl&e mit Charakteristiken neuronaler
Zellen induziert. Die zusatzliche Inhibierung deO®K-Signalwegs flhrte zu einer
dopaminergen Differenzierung (Pacary et al, 2006).

Wichtige Erkenntnisse ergeben sich auch aus vetgtaden Untersuchungen: Die
Gegentberstellung der Induktionsprotokolle von Wmog (Woodbury et al, 2002) und
Deng (Deng et al, 2001) durch Rismanchi und Koltedpestatigte fir das Woodbury-
Protokoll einen deutlichen Anstieg von Zelltod urdéferenzierten Zellen. Wéahrend mit dem
Woodbury-Protokoll ein signifikanter Anstieg der WNM:Expression zu beobachten war,
zeigte sich fur das Deng-Protokoll lediglich in degndenz eine Zunahme NeuN-positiver
Zellen. Fur beide Protokolle war zur Aufrechterbaly eines neuronalen Phanotyps die
kontinuierliche Kultivierung in einem Erhaltungsnau erforderlich (Rismanchi et al,
2003). Bossolasco und seine Forschergruppe untgesuainterschiedliche Populationen
adulter KM-Zellen hinsichtlich ihres neurogenen d?otials bei definierten Kulturbe-
dingungen (unfraktioniertes KM]Jow-density BMNC, MSC, sowie einige immuno-
magnetisch separierte Subpopulationen). Als insarge Kandidaten mit neuro-glialem
Differenzierungspotenzial resultierten nach denesuchungen Bossolasco’s lediglich MSC
und CD90-positive KM-Zellen. Negative Resultate dem fur alternative Quellen
mesenchymaler Stammzellen wie peripheres Blut uobilmiertes peripheres Blut erzielt
(Bossolasco et al, 2005). Scintu und Kollegen velngh zwei unterschiedliche Behandlungs-
protokolle: das erste Protokoll verwendete einenk@ol aus FGF-1 und Ko-Aktivatoren mit
dem Effekt, intrazellulares cAMP zu erh6hen (TPBMIX und Forskolin). Das zweite
Behandlungsprotokoll verwendete Vitamin-A-Séureanusien mit BME als Induktoren. Far
beide Differenzierungsprotokolle zeigte sich zumd&rdes Differenzierungsprozesses ein
kleiner Anteil an Zellen (15-20%), die die neuramalMarker NF-M, GFAP und NSE
exprimierten, wahrend die Proteine Vimentin und thbeggegeniber der Kontrolle in
geringerem Masse nachweisbar waren. Wahrend mit-FGIRd den beigefligten Ko-
Aktivatoren die Zellen bereits nach 6-24h eine aktaristische neuronale Morphologie
zeigten, entwickelten sich die morphologischen Ydegiungen mit dem zweiten
Behandlungsprotokoll erst nach einem langeren é&wster und waren weniger markant
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ausgepragt. Die neuronale Morphologie der Zellddeke sich rasch zurlck, sobald die
Induktoren des ersten Protokolls aus der Kultumguang entfernt wurden. Zellen, die mit
Vitamin-A-Saure und BME behandelt wurden, behiellagegen ihre Morphologie bei, selbst
nachdem die stimulierenden Substanzen aus dem rkadtlium entfernt wurden (Scintu,

2006). Song und Kollegen untersuchten Nestin-pasitiurine KM-Zellen und verglichen sie
mit adulten murinen NSC. Mit Ausnahme TH- und Galditiver Zellen war in den Kulturen

NSC der Anteil an Zellen, die neuronale Marker exprten, deutlich hoher. In den

funktionellen und elektrophysiologischen Tests naakiner Woche neuronaler

Induktionskultur (in Ahnlehnung an Sanchez-Ramastdkoll) konnte die Arbeitsgruppe nur
einen geringen Anteil funktioneller Nervenzellentarnden neuronal differenzierten MSC
feststellen. Zu diesem friihen Zeitpunkt zeigter?@ der untersuchten KM-Zellen und 60%
der gepatchten NSC einen unreifen neuronalen Pya®bng et al, 2007).

1.4. Klinische Relevanz

Das therapeutische Potential MSC wurde in Tiermedelnterschiedlicher Erkrankungen
evaluiert. Auf der Basis der gewonnenen Erkenngnfasd die die versatile Zellpopulation
bereits in klinische Studien Anwendurnrg\iewedvon Toégel et al, 2007).

1.4.1. Erkenntnisse aus dem Tierversuch

Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, das$ dd-Transplantation Donorzellen zu
multiplen Zelltypen differenzieren und zur Regetieravon Muskel (LaBarge & Blau, 2002;
Corti et al, 2002c; Bossolasco et al, 2004), Hedml(Orlic et al, 2001a & 2001b; Toma et
al, 2002;), Lunge (Kotton et al, 2001; Krause e28D1; Theise et al, 2002; Jiang et al, 2002;
Wang et al, 2005a), Haut (Krause et al, 2001), i@eéestinaltrakt (Krause et al, 2001; Jiang
et al, 2002), Pankreas (Jiang et al, 2002; lanas, &@003; Hess et al, 2003; Oh et al, 2004),
Niere (Kale et al, 2003; Poulsom et al, 2001; kale 2001; Prodromidi et al, 2006; Qian et
al, 2008), Leber und Gallengangen (Petersen €it98l9; Lagasse et al, 2000; Theise et al,
2000; Krause et al, 2001; Jiang et al, 2002; Chalabect al, 2007) beitragen kénnen.
Erkenntnisse aus Untersuchungen zum epithelialem&@tsmus beim Menschen nach KM-
Transplantation (Gussoni et al, 2002; Korblingle2802; Okamoto et al, 2002; Mezey et al,
2003; Suratt et al, 2003; Weimann et al, 2003ayi8pwgidis et al, 2004; Cogle et al, 2004;
Crain et al, 2005; Spencer et al, 2005) unterstitebenfalls das Konzept, dass sich
transplantierte Donorzellen in unterschiedlichenv€lgen ansiedeln kénnen. Erkenntnisse aus
dem Bereich der Organtransplantation zeigen anskdter dass es bei Organschadigung zu
einer Rekrutierung Empfanger-eigener Vorlauferrelk®mmt (Kleeberger et al, 2002 &
2003; Quaini et al, 2002) und KM-Zellen mitunter der Organregeneration partizipieren
(Grimm et al, 2001; Gupta et al, 2002; Thiele e2a@b4; Albera et al, 2005).

Effekte einer zellularen Therapie mit mesenchymalefen wurden in Transplantations-
versuchen bei fokaler Ischamie (Chen et al, 20020&1a & 2003; Li et al, 2001b & 2002;
Zhao et al, 2002; Lee et al, 2003; Borlongan e2@04; Esenault et al, 2008; Liu et al, 2008),
experimentellem SHT (Lu et al, 2001; Mahmood, 20812001b; reviewd von Longhi et al,
2005), spinalem Trauma (Chopp et al, 2000; Sadadi, 2001; Hofstetter et al, 2002; Lee et
al, 2003; Satake et al, 2004; Ankeny et al, 200)pkardinfarkt (Orlic et al, 2001a & 2001b;
Toma et al, 2002; Yoon et al, 2005; Iso et al, 206Viewedvon Minguell & Erices, 2006),
Nierenschaden (Kale et al, 2003; Kunter et al, 2@Qién et al, 2008), Diabetes (Hess et al,
2003; Lee et al, 2006), Pankreatitis (Cui & Baip2poder Lungenschaden (Ortiz et al, 2003;
Ishizawa et al, 2004; Yamada et al, 2004; Loi et2805; Bruscia et al, 2006) untersucht.
Ebenso bei neurodegenerativen Erkrankungen erhwdft sich neue Therapieansatze. Fur
Morbus Parkinson (Nishino et al, 2000; Li et al028; Dezawa et al, 2004; Lu et al, 2005;
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Offen et al, 2007; Levy et al, 2008), die Huntingterkrankung (Lescaudron et al, 2003),
demyelinisierende ZNS-Erkrankungen (Akiyama e802a & 2002b) sowie der Niemann-
Pick-Erkrankung (Jin et al, 2002) wurden Tiermoeladtabliert. Die Transfektion von MSC
mit therapeutischen Genen erhdht den therapeutigefiekt im Tierversuch (Kurozumi et al,
2004; Lu et al, 2005).

Grosses Interesse besteht auch hinsichtlich detichég Anwendung MSC als Vehikel zur
Korrektur genetischer Defekte (Baxter et al, 2002)y Verabreichung therapeutischer
Proteine (Grove et al, 2002; Prockop et al, 2008ckbp, 2004) oder onkolytischer Viren in
der Krebstherapie (Pereboeva et al, 2000; Kromaebtwd, 2006; Sonabend et al, 2008). Mit
dem Ziel eines gentherapeutischen Ansatzes zurngéireg der Hamophilie A wurde neben
anderen Zelltypen in MSC die Mdoglichkeit der rekonamten Expression von FVIII in
immundefizienten M&usen untersucht (Chuah et 88918 2000; Van Damme et al, 2003).
Die Arbeitsgruppe unter der Leitung von David Russ#wickelte eine gentherapeutische
Behandlungsoption der seltenen Erbkranki@steogenesis imperfec{&€hamberlain et al,
2004 & 2008). In unterschiedlichen Tiermodelleneeiexperimentell induzierten Muskel-
degeneration demonstrierte eine Reihe von Arbeipggen, dass markierte KM-Zellen nach
Transplantation gezielt in das Verletzungsgebietwandern und zur Regeneration von
Muskelfasern beitragen kénnen (Ferrari et al, 1998ssoni et al, 1999; Bossolasco et al,
2004; Ojima et al, 2004; Doyonnas et al, 2005).s0disse Erkenntnisse im Prinzip auf den
Menschen Ubertragbar sind, zeigte ein Bericht @been an der Duchenne Muskeldystrophie
erkrankten Patienten, bei dem nach KM-Transplamatin kleiner Anzahl (0,5-0,9%)
Zellkerne des Spenders in Muskelfasern identifiaregrden konnten (Gussoni et al, 2002).
Andere Anwendungsgebiete MSC schliessen die Karred$searer Defekte (Ohgushi et al,
2004) und die Wundheilung (Badiavas et al, 2003uBaet al, 2004) mit ein. Auch bei der
Entwicklung und Testung neuer Medikamente ste#t dellkultur somatischer Stammzellen
ein fortschrittliches Instrument dar.

Wenn auch die Erholung von funktionellen Defizitém tierexperimentellen Studien
dokumentiert wurde, liegen die daftir verantworticlspezifischen Mechanismen weitgehend
im Dunkeln. So konnte etwa ein therapeutischer Beder Transplantation ohne Nachweis
einer Umwandlung von Donorzellen innerhalb despethenden Zielorgans nachgewiesen
werden (Chopp et al, 2000; Balsam et al, 2004gtsal, 2007). Andererseits wurden Studien
veroffentlicht, die kein signifikante€ngraftment und keine funktionelle Erholung in
Verletzungsmodellen feststellen konnten (Wageed,e2004; Massengale et al, 2005; Fang et
al, 2008). Es wird diskutiert, dass der experimiemtduzierte Organschaden dasgraftment
erhoht oder erst induziert (Herzog et al, 2006)tsprechende Hinweise kommen auch aus
dem Bereich der Organtransplantation (Kleebergal, @002 & 2003).

Mittlerweile geht man sogar davon aus, dass diddedeten funktionellen Verbesserungen
nach KM-Transplantation in tierexperimentellen é&zlingsmodellen nicht ursachlich mit
der Einwanderung transplantierter Zellen zusamm@izgen. Eine zunehmende Zahl von
Forschern favorisiert die Hypothese, dass die pesitEffekte durch die Freisetzung lokaler
Mediatoren, die Vermittlung von Angiogenese und biiduktion endogener Neurogenese
bedingt sind (Hofstetter et al, 2002; Zhao et &02 Corti et al, 2004; Chen et al, 2004;
Borlongan et al, 2004; Alison et al, 2006; Caplamé&nnis, 2006; Prockop, 2007; Parr et al,
2007). Die Suche nach den spezifischen Mechaniswm@m Organregeneration und
funktioneller Erholung durch therapeutische Traastation definierter KM-Zellpopulationen
hat sich als neuer Forschungsgegenstand etaarid et al, 2002; Isele et al, 2007).
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1.4.2. Erkenntnisse beim Menschen

Analog zu den Befunden im Tiermodell wurden Machkbdr Sicherheit und potenzielle
Wirksamkeit einer Behandlung mit MSC in kleinerdmischen Studien geprift. So zeigte
sich bei Kindern mitOsteogenesis imperfectaach allogener KM-Transplantation eine
signifikante Verbesserung der Knochendichte in itptaler wie quantitativer Hinsicht
(Horwitz et al, 1999 & 2001 & 2002). Eine Kotransplation MSC fihrte bei anderen
genetischen Erkrankungen wie der metachromatisdberkodystrophy und dem Hurler
Syndrom in einigen Féllen zu einer messbaren Vedraag der Nervenleitgeschwindigkeit
und der Knochendichte (Kog et al, 2002).

Im Bereich neurologischer Erkrankungen wurden pasiResultate nach Behandlung mit
autologen MSC fur Patienten mit Amyotropher Latgkbdrose (Mazzini et al, 2006 & 2008)
und nach ischemischen Insult erzielt (Bang et @052. Die zelltherapeutische Strategie wird
derzeit ebenso als Behandlungsoption fir Multigteef®se-Patienten Uberprift (Slavin et al,
2008). Experimentelle Anséatze zur Behandlung dekifFsonerkrankung basieren bislang auf
der Verwendung fetaler Zellen. In klinischen Stidaen Menschen konnte gezeigt werden,
dass durch intrastriatale Transplantation fetatgsaminerger Neuroblasten in Einzellfallen
wesentliche Besserungen des Krankheitsbildes Zelenzsind (Freed et al, 2001; Olanow et
al, 2003). Insgesamt waren die Ergebnisse allesdamgtauschend. Bei einem betrachtlichen
Anteil von Patienten entwickelten sich andauerngskihesien (Freed et al, 2001). Positive
Resultate nach Zellersatztherapie mit fetalen AeNerden auch fur die Chorea Huntington-
Erkrankung berichtet (Freeman et al, 2000). Dienégrdung fetaler Zellen birgt jedoch nicht
nur ethische Probleme. Die durchgefuhrten kliniscHgtudien haben auch Probleme
hinsichtlich qualitativ standardisierter Aufbera&ity und ausreichender Gewinnung von
transplantierbaren Zellen offengelegt.

Vielversprechender ist gegenwartig die klinischev&ndung MSC als supportive Therapie
nach KM-Transplantation, nach Hochdosischemotherégi hamatologischen Krankheits-
bildern und zur Pravention und Behandlung ei@eaft-versus-hosReaktion. Praklinische
Studien sprechend dafiir, dass MSC das Outcomédlbgeaer KM-Transplantation durch die
Unterstitzung desEngraftments verbessern (Maitra et al, 2004). Die Koinfusion
mesenchymaler und hamatopoietischer Stammzellem&mwatologischen Krankheitsbildern
konnte die hdmatopoietische Erholung nach Hochdoesmotherapie beschleunigen und wird
in klinischen Studien erprobt (Kog¢ et al, 2000; &ars et al, 2005). Die einzigartigen
immunologischen Eigenschafen MSC machen sie ebemsnteressanten Kandidaten einer
immunmodulatorischen Therapie (Ryan et al, 2005;Blanc & Ringdén, 2007). Erste
klinische Erfolge wurden mit der Transplantation ®$ei therapieresistent@raft-versus-
hostErkrankung erzielt (Ringden et al, 2006; Le Blahal, 2008).

Fur grosses Aufsehen und Diskussion sorgte 200 Tmdiesplantation kdrpereigener adulter
Stammzellpopulationen bei Herzinfarktpatienten, €lherapieansatz, der mittlerweile
vielfach im Rahmen klinischer Studien beim Menschealuiert wurde (Strauer et al, 2002;
Assmus et al, 2002; Stamm et al, 2003; Chen e20f}4; Wollert et al, 2004; Fernandez-
Aviles et al, 2004; Lunde et al, 2005; Erbs et2805; Hofmann et al, 2005; Janssens et al,
2006; Zolnhofer et al, 2006; Schachinger et al,&2@rbs et al, 2007; Ripa et al, 2007).
Neben den bislang untersuchten Zellpopulationereiseh klonogene MSC besonders
vielversprechend zu sein (Zhang et al, 2006). Diehidahl der bislang vero6ffentlichten
Studienergebnisse dokumentierte eine bescheiddver, signifikante Verbesserung der
Herzleistung (Ubersicht von Charwat et al, 2008heEnorwegische Studie zeigte dagegen
keine positiven Effekte der Stammzelltherapie (Lexetial, 2005). Die Ursache des negativen
Resultats wird durch Unterschiede in der Funktibétadler Zellen erklart (Seeger et al, 2007).
Das therapeutische Potential einer autologen Trantgtion von KM-Zellen wurde ebenso
bei arterieller Verschlusskrankheit (Tateishi-Yuyarat al, 2002), chronischer koronarer
Herzerkrankung (Perin et al, 2004; Erbs et al, 2@3&mus et al, 2005; Strauer et al, 2005;
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Fuchs et al, 2006; Stamm et al, 2007) und dilatatilardiomyopathie (Fischer-Rasokat et al,
2005) untersucht.

Eine Biotechnologiefirma, die sich auf die AnwenduRISC spezialisiert hat, treibt die
Erprobung ihres Produkts Prochymal eines intravendsen Préparats gesunder Spender, in
klinischen Studien mit den Indikationgaraft-versus-hosErkrankung und Morbus Crohn
voran. Weitere klinische Erprobungen umfassen dehaBdlung von Patienten nach
Myokardinfarkt, Patienten mit Typ-1-Diabetes, CORIDd orthopadischen Erkrankungen
(laut Unternehmensinformation unter www.osiristxmo

1.5. Zusammenfassung

MSC zeigen typische Eigenschaften von Stammze#ienproliferieren klonal und besitzen
ein multipotentes Differenzierungspotential. Dieoldgion erfolgt Uber Plastikadharenz;
phanotypisch zeichnen sie sich durch die Exprinmigrcharakteristischer Oberflachenmarker
und die Abwesenheit typischer hdmatopoetischer flalsbenantigene aus. Die aus dem KM
isolierte undn-vitro expandierte Zellpopulation muss als heterogerabktet werden.
Zahlreichein-vitro-Untersuchungen belegen die beeindruckende PlastdSC. Obwohl fur
MSC die Expression unterschiedlicher, fir Neuroymischer Marker demonstriert wurde,
bleibt nach wie vor unklar, ob diese neuron-dhmliciZellen tatsadchlich Charakteristiken
funktioneller Neurone aufweisen und in Nervenzelhémde integriert werden. Bislang wurde
nur von wenigen Forschergruppen ein Nachweis férfdnktionelle Aktivitat derin-vitro
differenzierten Nervenzellen erbracht (Kohyamal e2@01).

Hinsichtlich klinischer Anwendung befinden sich rdygeutische Strategien mit adulten
Stammzellen in einem Anfangsstadium. Es konnteigemeerden, dass Zellersatztherapie im
Prinzip funktioniert und dass sie in der Behandlmegrodegenerativer Erkrankungen einen
gangbaren Weg darstellt. Zum gegenwartigen Zeitpumkss man davon ausgehen, dass
positive Effekte der stammzellbasierten Therap@hinnur - wie ursprunglich proklamiert -
Transdifferenzierungsprozessen zuzuschreiben sardjern ebenso Ergebnis von Zellfusion,
Vermittlung von Angiogenese und Freisetzung lokakediatoren sind. Die klinische
Anwendung adulter Stammzellen an grésseren Studpnd@ationen zur Therapie des
Myokardinfarkts hat gezeigt, dass das VerfahrenNeibenwirkungen verbunden sein kann.
Mogliche Langzeitfolgen sind derzeit noch nicht adzhatzen. Bevor sich die Behandlung
mit mesenchymale Stammzellen als Therapieverfabtablieren kann, besteht daher noch
grosser Forschungsbedarf.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

MSC gelten als aussichtsreiche Kandidaten fur rellbasierte und regenerative Therapien.
Fur die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungsh eine kontrollierte und
standardisierte Expansion und neuronale Differenag humaner MSC von
ausserordentlicher Bedeutung, um eine moglichstadgeme Population von Vorlauferzellen
oder voll differenzierter Zellen zu gewinnen.

Seit der Entdeckung der Plastizidt mesenchymalera€en konnte in zahlreichen Studien
gezeigt werden, dass frihe und reife neuronaleZelus mesenchymalen Stromazellen des
KM in-vitro gewonnen werden konnen. Die Schwierigkeit bei d@surteilung der
unterschiedlichen Studienergebnisse ist der Umstdads sich Isolierungsmethoden und
Kulturbedingungen erheblich unterscheiden. Dies hhanen Vergleich der verwendeten
Protokolle schwierig. Die Frage, in welchem Ausmdgs unterschiedlichen Komponenten
der Zellkultur die neuronale Differenzierung MSCelndlussen, lasst sich auf dieser
Datenbasis kaum beantworten. Eine breit angelegtetersuchung der Effekte
unterschiedlicher Kulturbedingungen hinsichtlichurenaler Differenzierung wurde bislang
nicht unternommen. Unser Ziel war daher eine syatische Analyse der Effekte
unterschiedlicher Kulturbedingungen aber auch derkthft der MSC hinsichtlich ihres
Potentials, einen neuronalen Phénotyp zu induziénesufeinanderfolgenden Versuchsreihen
sollte der Einfluss verschiedener Kulturmedien, Wsigms- und Differenzierungsfaktoren
sowie die Bedeutung von extrazellularer Matrix uS&rumkonzentration hinsichtlich
Steuerung von Proliferation und neuronaler Diffeierung humaner MSC geklart werden.
Ausgehend von einer unter identischen Kulturbeduggm gewonnenen Ausgangspopulation
wurden die Kulturbedingungen einzelner Experimenieeinem Standardinduktionsmedium
verglichen. Der Nachweis einer neuronalen Zelld#feierung sollte durch immunhisto-
chemische Methoden am Ende der jeweiligen Versatiesitiberprift werden. Wahrend des
laufenden Versuchs wurden die einzelnen Versuchsieam mit ihren definierten Kulturbe-
dingungen lichtmikroskopisch beurteilt. Beobachtgtirden jeweils Proliferation und
morphologische Veranderung. Der Effekt der Vershedsigung hinsichtlich Proliferation
der Zellen sollte am Ende des Versuchs quantifiz¥rden. Dazu wurde ein einfacher
Proliferations-Index berechnet. Die Auswertung desnunhistochemischen Ergebnisses
erfolgte mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskop Die statistische Analyse der
erhaltenen Daten sollte so gewahlt werden, dassdsec Effekte der einzelnen Experimente
und ihrer definierten Kulturbedingungen quantitajegeniber der Standardkulturbedingung
abschéatzen lassen.

Mit den Ergebnissen der systematischen Untersuchagtige schliesslich ein effektives
Protokoll etabliert werden, das einen maoglichstdroAnteil neuronal differenzierter Zellen
aufweist.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate, Gebrauchsmaterialien und Software

Laminar-Flow-Bench
Laborwaage
Brutschrank
Kuhlkombination
Zentrifugen

Vortex
pH-Meter
Einmalpipetten

Eppendorfréhrchen
Pipettenspitzen Eppendorf
Zellsieb (7qum)

Zellschaber
Spritzenvorsatzfilter (0,Am)

Kulturflascs Nunclon 80cfn
Kulturflascs Nunclon 25cf

PermanoXl, 4 well

(Lab-TEKO Chamber Slide System)
FalconTubes50ml

FalconTubesl5ml

Zahlkammer Neubauer

Cryor6hrchen (1,8 ml)
Einfrierbox

Mikroskop Olympus CK40
KameraVision

KS 300 Software
Fluoreszenzeinrichtung
SPSS 10.0

Office 2003 Service Pack 3

Adobe Reader 9.3.2

Fa. Kendro Laboratory ProdugtnbH, Hanau
Fa. Sartorius AG, Goettingen
Fa. Kendro Laboratory Products Gribéhau
Fa. Siemens AG, Munchen
Fa. Eppendorf AG, Hamburg (kleifd;, Hettich
AG, Bach, CH (gross)
Fa. neoLab Migge Laborbedarf-Vertri€sbH,
Heidelberg
Fa. Hanna Instruments Inc., WoonsqdRbbde
Island, USA
Fa. Thermo Fisher Scientific |WMgaltham,
USA, Uber Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fa. Dianova GmbH, Hamburg
Fa. Dianova GmbH, Hambu
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidadb
Fa. Life Technologies, jetzt Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
Fa. Chemicon International Inc., Temecula,
Kalifornien, USA
Fa. Chemicon International Inc., Temecula,
Kalifornien, USA
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Thermalker
Scientific Inc., Waltham, Massachuset&AU
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jétatrmo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Fa. Nunc GmbH & Co. KGzjethermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt Theyrhisher
Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Fa. Olympus Europa HoldgbH, Hamburg
Fa. Carl Zeiss AG, Oberkochen
Fa. Carl Zeiss AG, Oberkochen
Fa. Micro-Optik, Witten
Fa. SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA
Fa. Microsoft CorporatRedmond,
Washington, USA
Fa. Adobe Systems Inc., & Kalifornien,
USA
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3.1.2. Chemikalien

Histopaque® (1.077 g/mL bei 25 °C)
Trypanblau-L6sung (0,4%)

Paraformaldehydldsung (4%)

3.1.3. Gebrauchslésungen

Puffer
Phosphat gepufferte Saline (PBS)

Dublecco’s Phosphat-gepufferte Saline

(mit MgCl,und CaCj) (DPBS)

Tris-gepufferte Saline (20mM, ph 7,4)

Borséaure (Tabletten)

Hanks’ balanced salt solutiofHBSS)
(ohne CaGJ MgCly)

Andere
Rinderserumalbumin-Lésung (0,1%)
Ziegen-Normalserum-LAsung (10%)
Aqua dest.

Trypsin-EDTA-L6sung (0,25%)
Glycerol

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)

Fa. Sigma-Aldrich Corpaoati Taufkirchen
Fa. Life Technologiesztjétvitrogen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
Fa. Merck KGaA, Daaditst

Fa. Merck KGa#ynistadt
Fa. SigmaidkidCorporation, Taufkirchen

Fa. Sigmas#did Corporation, Taufkirchen

Fa. Sigma-Aldrich CorpamtiTaufkirchen
Natrium-Borat-Puffer (0,15M, ph 8,3):
4,63 Gramm Borsaure auf 0,5 Liter Aqua dest.
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen

Fa. Sigma-Aldfdrporation, Taufkirchen
Fa. Dianova Gmbémburg
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Tawatken
Fa. Sigma-Aldrich Corgtion, Taufkirchen
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Tautiien
Fa. Sigma-Aldrich Corgtion, Taufkirchen

3.1.4. Medien und Supplemente flr die Zellkultur

Medien
MEM
DMEM/F12

MEM Alpha Modification

DMEM (no glucosg
Neurobasal

Zusatze

Fetales Kalberserum

(Charge 098H8407)

L-Glutamin (200mM)
Penicillin/Streptomycin (Pen./Strept.)

Glukose (100g/L)

Heparin
B27-Supplement (50x)

Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen
Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Inwigen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen
Fa. Gibco/Life Technologies, jetzt Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

Fa. Sigma-Aldrich Corporaticaufkirchen

Fa. Sigma-Aldrich Corporatjoraufkirchen
Fa. Sigmaidh Corporation, Taufkirchen
(20000unitdml Pen., 10 mg/ml Strept.)
Fa. Invitrogen Corporation, [Slaad,
Kalifornien, USA
Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkiet
Fa. Invitrogen Corporati@arisbad,
Kalifornien, USA
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N2-Supplement (100x)
Wachstumsfaktoren
FGF-2 (rekombinant)
FGF-8b (Maus)

SHH (rekombinant Maus)

BDNF (rekombinant)
NT-3 (rekombinant)

Fa. Invitrogen Corporati@arisbad,
Kalifornien, USA

Fa. Sigma-Aldrich Corpomafidaufkirchen

Fa. R&D Systems Inc., Minneapdig)nesota,
USA

Fa. R&D Systems Inc., Miapolis, Minnesota,
USA

Fa. Sigma-Aldrich Corporatidmaufkirchen

Fa. Invitrogen CorporatiomriSbad,
Kalifornien, USA

3.1.5. Materialien fur die Beschichtung

Poly-L-Lysin 70-150kD
Poly-L-Ornithin

Laminin (Maus-Sarkom)
Fibronektin (Rind)

Fa. Sigma-Aldrich Corporati Taufkirchen
Fa. Sigma-Aldrich Corporatiohaufkirchen

Fa. Sigma-Aldrich Corpasati Taufkirchen
Fa. Invitrogen Corporatiorardbad,
Kalifornien, USA

3.1.6. Materialien fur die Immunfluoreszenz

Tritond X-100
DAPI
Fluoromount-G™
Deckglaschen
Nagellack
Primarantikorper

Anti-B-1lI-Tubulin (aus der Maus)

Sekundarantikdrper
TRITC-Ziege anti Maus IgG (H+L)

3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

Fa. Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirche
Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fa. BIOZOL Diagnostica Vertriem@H,
Eching
Fa. Nunc GmbH & Co. KG, jetzt TineFisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
Handelsubliches Produkt

Fa. Sigma-Aldrich Corption, Taufkirchen

Jackson ImmunoRxash Laboratories Inc.,
West Grove, Pennsylvania, USA, tber Dianova
GmbH, Hamburg

Samtliche Arbeitsschritte der Praparation und Bdharg der Zellen wurden unter sterilen
Arbeitsbedingungen an einer Laminar-Flow-WerkbankcHgefihrt. Pipettenspitzen und
Glaswaren wurden bei feuchter Hitze von A2Iund einem Dampfdruck von 200 kPa 20
min. lang autoklaviert. Die Werkbank wurde regelig&fit 70%igem Ethanol desinfiziert.

Praparation der humanen mesenchymalen Knochenmarkstien
Humane mesenchymale Zellen wurden aus Restmatavial Spendern bei der ,Aktion
Knochenmarkspende Bayern“ bezogen. Die Zellen wusdes verbliebenen Resten in Filter
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und Sammelbeutel gewonnen, die aus technischend@nmifiir die KM-Konserve nicht
verwendet und in der Regel verworfen werden. Diewéadung des Restmaterials erfolgte
nach Aufklarung und Einverstandnis des Spenders. diiiische Unbedenklichkeit wurde
durch die Ethikkommission der Fakultat bestatigt.

Die mesenchymalen Zellen wurden in Anlehnung ablietdae Protokolle tGber einen Ficoll-
Gradienten gewonnen. Nach Spulen der SammelbentelFiter mit MEM-Medium/20%
FCS wurden in 50mTubesjeweils 30ml der gewonnenen KM-Flussigkeit aufriabFicoll
(Histopaqu®) gegeben. Dabei wurden grobe Gewebereste durah &Ejpm-Nylonsieb
zuruckgehalten. Nach Zentrifugieren (400 g, 20 Jnkonnte eininterphase gewonnen
werden, das in neuehubesgesammelt wurde. Die darin enthaltenen Zellen emnirdinem
Spulvorgang unterzogen, um toxische Reste der IHiéslung auszuwaschen. Die
Zellsuspension wurde dabei insgesamt dreimal mitvM#&edium/20% FCS versetzt und
anschlieBend zentrifugiert (400 g, 10 min.). Deretdstand wurde mit einer sterilen
Einmalpipette entfernt, das verbliebene Zellpeiét MEM-Losung/20% FCS resuspendiert.
Im letzen Spulvorgang wurden die Zellen zur Bestunghder Zellzahl mit 1ml MEM/20%
FCS-Losung resuspendiert. Die gewonnene Zellzalhfu@peje nach Ausgangsmaterial
zwischen 1 x 10bis 1 x 10 Zellen. Die so aufbereiteten Zellen wurden in iections-
medium (MEM/20 % FCS) als Priméarkultur angezichtet.

Bestimmung der Zellzahl mit der Zahlkammer

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 1@l der entsprechenden Zellsuspension in ein
Eppendorfréhrchen gegeben und mitd®,4% Trypanblau-Lésung vermengt. Anschliel3end
wurden 10pl der Losung in eine Neubauer-Zahlkammer gegebehdia Zellzahl in den
jeweiligen Quadranten der Zahlkammer an einem tmi&roskop bei hundertfacher
VergroRerung im Phasenkontrast-Verfahren bestirbalbei wurden nur die nicht gefarbten,
lebenden Zellen ausgezahlt. Die Zellzahl in derlsfispension errechnete sich nach der
Formel:

Zellzahl in 1ml Zellsuspension = (Mittelwert der &lranten x 5) x IZellen

Kultivierung und Anreicherung der mesenchymalen Zeden tber Adharenz

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Brutschma in befeuchteter Atmosphare bei 37°C,
5% CO2 und 95% relativer LuftfeuchtigkelDie Auswahl derFlascs erfolgte nach der
vorhandenen Zellmenge; als initiale Zelldichte weugin Wert von 1 x 1075 cnf bzw. 3 x
10°/25cnf angestrebt. Die Selektion und Anreicherung mesgmaler Zellen erfolgte mittels
Kunststoff-Adhé&sion am Kulturboden. Nach 48h intkulwurde das Medium komplett durch
frisches Proliferationsmedium ersetzt. Beim Abgre@es Mediums wurden nicht-adharente
Zellen mitentfernt. Wahrend der weiteren Kultivieguwurde dieser Vorgang alle zwei Tage
wiederhohlt. Proliferation und Zelldichte wurdenknaiskopisch beobachtet. Waren die Zellen
nahezu konfluiert, wurden sie abgehoben und nashirBeung der Zellzahl in neuer Passage
weiterkultiviert. Flr die hier durchgefiihrten Vetbe wurden Zellen der zweiten Passage
verwendet.

Abheben, Aliquotieren und Aufbewahren im Stickstoffager

Die Primarkulturen konfluierten je nach anfanglicEelldichte nach 7-14 Tagen. Zellen, die
keine Verwendung fur vorbereitete Versuche fandamrden nach Bestimmung der Zellzahl
zur Aufbewahrung im Stickstofflager aliquotiert. ¢talem das Kulturmedium aus déiasc
abgegossen war, wurde die Zellkultur zunachst nBSH gespult, um unerwiinschte Reste
von Kalberserum zu entfernen. AnschlieBend wurd@5%, Trypsin-EDTA-LOsung
(0,2ml/cnf) fur eine Einwirkzeit von einer Minute der Zellkut zugegeben. Mit einem
Zellschaber wurden die adhérenten Zellen zusatztiwbchanisch von ihrer Unterlage
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abgehoben. Die enzymatische Aktivitat des Trypsinsde schlie3lich durch Dekantieren der
Zellsuspension in ein bereitgestelltes Rohrchen fariffacher Menge MEM/20%FCS
gestoppt. Nach Zentrifugieren (400 g, 5 min.) wuakr Uberstand mit der verdiinnten
Trypsinlésung abgehoben und die Zellen in Proltteremedium resuspendiert. Dann wurde
die Zellzahl bestimmt.

Fur das Aufbewahren der Zellen im Stickstofftankrgan 1 x 16 - 1 x 10 Zellen in 1 ml
Proliferationsmedium mit 10% DMSO versehen und wyo@hrchen Uberfihrt. In einer
Einfrierbox, die mit Isopropanol gefillt ist, wundelie Zellen mit einer Abkihlrate von etwa
1°C/min. schonend auf —7C heruntergekuihlt, bevor sie zur Verwahrung in 8éokstoff-
tank gegeben wurden.

Auftauen der Zellen

Die cryokonservierten Zellen wurden in einem Wadsadrbei einer Temperatur von 37°C
rasch aufgetaut, in vorgewdrmtes Medium aufgenommed bei 400 g fur 5 min.

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen utid Zellen wurden in Proliferations-
medium resuspendiert und ausgesat.

3.2.2. Kulturmedien

Als Proliferationsmedium und Standardkulturbedinguvurde das Medium MEM mit 20%
FCS verwendet.

Zur Herstellung von 50 ml Medium MEM wurden verwetid

Tabelle 1: Zusammensetzung des Mediums MEM (50ml)

Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent
MEM 40 ml 80%
FCS 10 ml 20%
L-Glutamin 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 mi 1%

FUr den antibiotischen Schutz der Zellkultur erg#ith dadurch eine Aktivitdt und

Konzentration von 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/8tleptomycin.

Serum enthalt eine komplexe Mischung von Wachstaktsfen, Hormonen und anderer
biologisch aktiver Substanzen. Dies macht Serum aniversell einsetzbaren Supplement in
der Zellkultur; allerdings variiert die Zusammensgty je nach Herkunft, Ernahrungs-
situation und Entnahmebedingungen. Diese Schwamkumgachen in vielen Féllen die
Austestung einer geeigneten Charge notwendig. Isenem Fall wurde fir alle

Versuchsreihen fotales Kalberserum einer einzigemarge verwendet, das fur die
Kultivierung mesenchymaler Zellen vom Herstellerrgaiestet wurde. Das Serum war
thermisch inaktiviert (+56°C, 30 min.) und auf Mykasmen, bakterielle L-Formen und
Viruskontamination gepruft.

In den Versuchsreihen wurden zusétzliche MedieuligiDifferenzierungskultur verwendet:
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Das Kulturmedium MEM mit einem hohen GlukoseantdiEM _glc)

Zur Herstellung von 50 ml Medium wurden verwendet:

Tabelle 2: Zusammensetzung des Mediums MEM_glc (50ml). FérMadium 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 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 mi 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 (50mbleparin wurde in einer Konzentration von

2ul/ml Kulturmedium zugegeben.
Zutat/Ausgangsmaterial Menge/Konzentration Anteil in Prozent
MEM + Heparin* 40 ml 80%
FCS 10 ml 20%
L-Glutamin 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 ml 1%

Das Kulturmedium DMEM/F12 mit dem Supplement B21ZFB27)
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 mi 20%
L-Glutamin 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 ml 1%
B27 0,5 ml 1%

Das Kulturmedium DMEM/F12 mit dem Supplement N2ZFI2)
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 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 mi 1%
N2 0,5 ml 1%
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Das Kulturmedium MEMAIpha Modificationmit 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 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 mi 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 Neurobasalmit 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 1ml 2%
Pen./Strept. 0,5 mi 1%

B27 0,5 ml 1%

3.2.3. Zellkultur-Supplemente

Zum Teil wurden den Medien gebrauchsfertige Suppham fur die Zellkultur zugegeben.
Dabei handelte es sich um das B27- und N2-Suppleniéd (Tabelle 9) wurde als
serumfreier Zusatz zur Wachstumsférderung neurorg&déien designt und erwies sich als
effektiv in der Anztchtung diverser Tumorzell-Linisneuronaler Herkunft (Bottenstein &
Sato, 1979). B27 ist ebenso ein serumfreies Suppiemnd wurde urspringlich von G. J.
Brewer zur Langzeit-Kultivierung hippocampaler Neng entwickelt (Brewer et al, 1993). Es
enthalt eine optimierte Konzentration verschiedddermone, Aminosauren, Vitamine und
antioxidativer Agenzien. Die genaue Zusammensetzuagle vom Hersteller aus patent-
rechtlichen Griinden nicht genannt. Beide Zellkaziisétze finden breite Anwendung in

Protokollen fir neuronale Zellkulturen.

Tabelle 9: Zusammensetzung des N2-Supplements (laut Herjtelle

Komponente Molekulargewicht | Molaritat (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 Mediwaren schliesslich 0,1 mg/ml
Transferrin, 5pug/ml Insulin, 6,3 ng/ml Progesteron, 1&)/ml Putrescin und 0,52 ng/ml
Selenit.

3.2.4. Beschichtung mit extrazellularer Matrix

In der vorliegenden Arbeit wurden sterile Permdno®T im 4-well-Format verwendet. Die
Kulturoberflache betragt 1,7 émDie OT wurden in zwei Versuchsreihen mit versdbigen
Matrixmaterialien beschichtet. Es wurden verwendPobly-L-Lysin, Poly-L-Ornithin,
Laminin und Fibronektin. Nach dem Beschichtungsaaggwurden die OT teils getrocknet
(dry), teils wurde das Kulturmedium unmittelbar halem Spilvorgang zugegeben (not_dry).

Die Arbeitsschritte zur Beschichtung der OT wararginzelnen:
Beschichtung mit Poly-L-Lysin (PLL):

Geldstes PLL wurde mit Aqua dest. zu einer Gebrslshing von 0,1 mg/ml verdunnt. Zur
Beschichtung wurden 1Q@/well der Lésung verwendet.

Tabelle 10: Arbeitsschritte fur die Beschichtung PLL _dry (RTRaumtemperatur)

Zeit Aktion
0 Beschichten mit PLL-Gebrauchslésung
0+5 min. PLL-Gebrauchslosung abheben
0+5 min. 2 x Spulen mit Aqua. dest.
0+10 min. > 2 h Trocknen bei RT

Beschichtung mit Poly-L-Ornithin (PORN):

Zur Herstellung der PORN-Gebrauchslosung wurde PQRhEchst in 1 ml Aqua. dest.
gel6st und anschliel3end mit Na-Borat-Puffer (pH 818 eine Konzentration von 0,25 mg/ml
verdinnt. Da der Puffer unter unsterilen Bedingundeergestellt wurde, musste die
Gebrauchslosung steril filtriert werden. Zur Besbhiing wurden 10Ql/well der Losung
verwendet.

Tabelle 11: Arbeitsschritte fur die Beschichtung PORN_dry

Zeit Aktion
0 Beschichten mit PORN-Gebrauchslésung
0+12 h PORN-Gebrauchslésung abheben
0+12 h 2 X Spulen mit Aqua. dest.
0+12 h > 2 h Trocknen bei RT
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Kombinierte Beschichtung mit Poly-L-Lysin und PdlyOrnithin (PLL_PORN):
Fur die kombinierte Beschichtung wurden jeweils 1j@ibwvell der PLL- und PORN-
Gebrauchslésung verwendet.

Tabelle 12: Arbeitsschritte fur die Beschichtung PLL_PORN_dry

Zeit Aktion
0 Beschichten mit PLL-Gebrauchslésung

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

0+2 h Beschichten mit PORN-Gebrauchslésung

0+14 h PORN-Gebrauchslosung abheben

0+14 h 5 x Spulen mit Aqua. dest.

0+14 h > 6 h Trocknen bei RT

Beschichtung mit Laminin (LAM):
Zur Herstellung der LAM-Gebrauchslésung wurde LANE iHHBSS zu einer Konzentration

von 80 pg/ml verdiinnt. Zur Beschichtung wurden 1Q@well der Gebrauchslésung
verwendet.

Tabelle 13: Arbeitsschritte fur die Beschichtung LAM_dry

Zeit Aktion

0 Beschichten mit LAM-Gebrauchslésung
0+5h LAM-Gebrauchslosung abheben
0+5h 2 x Spulen mit Aqua. dest.
0+5h > 2 h Trocknen bei RT

Kombinierte Beschichtung mit Poly-L-Ornithin undrhain (PORN_LAM):
Fur die kombinierte Beschichtung mit Beschichtung RORN und LAM wurden die OT

sequentiell mit 20@u/well der jeweiligen Gebrauchslésung beschichtet.

Tabelle 14: Arbeitsschritte fur die Beschichtung PORN_LAM_dry

Zeit Aktion
0 Beschichten mit PORN-Gebrauchslésung

0+12 h PORN abheben
0+12 h 5 x Spulen mit Aqua. dest.
0+12 h Beschichten mit LAM-Gebrauchslésung
0+17 h LAM-Gebrauchslosung abheben
0+17 h 2 x Spulen mit Aqua. dest.
0+17 h > 2 h Trocknen bei RT
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Beschichtung mit Fibronektin (EN):

Zum Herstellen der FN-Gebrauchslésung wurde dasddRiRN mit DPBS zu einer
Konzentration von 250ug/ml verdinnt. Zur Beschichtung wurden 1Q@/well der
Gebrauchslésung verwendet.

Tabelle 15:Arbeitsschritte fir die Beschichtung FN_dry

Zeit Aktion
0 Beschichten mit FN-Gebrauchslésung
0+5 min. FN-Gebrauchslésung abheben
0+5 min. 2 x Spulen mit Aqua. dest.
0+10 min. > 2 h Trocknen bei RT

Kombinierte Beschichtung mit Fibronektin und LamiiEN_LAM):

Die kombinierte Beschichtung mit FN und LAM wurdesaden jeweiligen Gebrauchs-
l6sungen hergestellt. Zur Beschichtung wurden jBs~y200 pl/well der Gebrauchslésung
verwendet.

Tabelle 16: Arbeitsschritte fur die Beschichtung FN_LAM_dry

Zeit Aktion
0 Beschichten mit FN-Gebrauchslésung

0+5 min. FN-Gebrauchslosung abheben
0+5 min. 2 X Spulen mit Aqua. dest.
0+10 min. Beschichten mit LAM-Gebrauchslésung

0+5h LAM-Gebrauchslosung abheben

0+5h 2 x Spulen mit Aqua. dest.

0+5h > 2 h Trocknen bei RT

3.2.5. Induktion der neuronalen Differenzierung

In insgesamt 5 Versuchsreihen wurden die Effekie Medium, Serumanteil, Beschichtung
und der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoreh newronale Differenzierung und
Proliferation humaner MSC untersucht (Tabelle Bi)e Versuche wurden mit Zellen der
zweiten Passage durchgefiihrt. Die initiale Zellthicbetrug in den einzelnen Experimenten
2,5 x 1G Zellen/well. Je nach Fragestellung waren die Proxia-OT beschichtet oder
unbeschichtet. Die Auswahl der Wachstumsfaktoress &erumanteils und des Kultur-
mediums richtete sich nach dem Untersuchungsgegehsiede Versuchsreihe wurde durch
eine Negativkontrolle (Standardmedium, kein Waadmstiaktor) intern validiert. In der
abschliessenden funften Versuchsreihe wurden immeSiaeines Best off verschiedene
Einflussfaktoren miteinander kombiniert.

Die verwendeten Wachstums- und Differenzierungsfakt waren im einzelnefibroblast
growth factor-2 (FGF-2, 10 ng/ml),neurotrophin 3 (NT-3, 1 ng/ml), brain-derived
neurotrophic factoBDNF, 10 ng/ml) fibroblast growth factor-8{FGF-8b, 10 ng/ml) und
sonic hedgehodSHH, 66 ng/ml). Die Zellen wurden bei 37°C und¥® CO2 in einem
Brutschrank inkubiert. Jeden zweiten Kulturtag veudths Medium komplett durch frisches
Medium ersetzt; entsprechende Wachstumsfaktorewlemuerneut zugegeben. Der Verlauf
der Zellkultur wurde lichtmikroskopisch beurteilNach sechs Kulturtagen wurde die
Differenzierungskultur gestoppt und der immunhib&ischen Auswertung zugefuhrt.
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Tabelle 17: Ubersicht der fiinf Versuchsreihen zur neuronaléfenzierung und Proliferation humaner MSC.
GF = Wachstumsfaktor.

Studie | Fragestellung Medium Beschichtung FCS% GF Anzahl
EXxp.
MEM
MEM_gluc
MEM_nuk
1 Medienvergleich MDE'\'\;EFAep Ohne Beschichtung 20% FGF-2 5
F12_B27
F12_N2
Neurob_B27
20% FGF-2
2 Neue GF MEM Ohne Beschichtung FGF-8b 5
1%
SHH
PLL
PLL_PORN_dry
PLL_PORN_not_dry
PORN_LAM_dry
PORN_LAM not_dry
3 Beschichtung MEM FN_dry 20% FGF-2 5
FN_LAM_dry
FN_LAM_not_dry
PORN_dry
PORN_not_dry
LAM_dry
20%
4 Serumanteil I\/II:ElI;/I Ohne Beschichtung izﬁj FGF-2 5
0%
FGF-2
FGF-8b
5 "Best off" MEM PLL_PORN_dry 1% SHH 6
NT-3
BDNF

3.2.6. Diagnostische Methoden

Zur Beurteilung der neuronalen Differenzierung veuhs neuronale Protefalll-Tubulin
immunhistochemisch nachgewiesen. Die Proliferatisarde anhand der Zellzahl pro
Gesichtsfeld bei der mikroskopischen Auswertundiimest.

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie bedient sich des Antigen-Aimger-Prinzips. Der Antikorper fur ein
bestimmtes Antigen wird in einer Tierart (z.B. Madsergestellt. In unserem Protokoll
wurden ungekoppelte Primarantikbrper mit einem sdlven fluoreszierenden Antikorper
markiert, der sich gegen die Tierart richtete, ielaer der primare Antikérper hergestellt
wurde.

Um die optimalen Konzentrationen der primaren urekusdaren Antikérper fur die
immunhistochemische Auswertung zu ermitteln, wurdenAntikérper in unterschiedlichen
Verdinnungen an MSC getestet. Eine Verdinnungssifiel:800 des Priméarantikorpers
Anti-B-1lI-Tubulin (IgG Maus) und von 1:200 des fluoremanden Sekundarantikdrpers
TRITC-anti-Maus zeigte einen ausreichenden FarblgrDie genannten Verdinnungsstufen
wurden fur die nachfolgenden Versuchsreihen ausgiéewur Validierung der immunhisto-
chemischen Methode fur unsere Fragestellung wued®dmarantikorper Ants-111-Tubulin
(IgG Maus) zudem in der ausgewahlten Verdiinnundeameuralen Stammzell-Linie C17.2

28




erprobt. Dabei konnte eine farbintensive Darstglystlil-Tubulin-positiver neuronaler
Stammzellen erzielt werden.

Ferner fuhrten wir in Vorversuchen auch Farbungerchy bei denen der Inkubationsschritt
mit dem jeweiligen Primarantikérper ausgelasserdeuBei diesen Farbungen fand sich kein
Immunfluoreszenzsignal, so dass wir unspezifiscimellBigen des Sekundarantikérpers fur
unsere Versuche ausschliessen kénnen.

Es folgt der Ablauf einer immunhistochemischen bBadham Beispiel des Antikorpers Anti-
B-1lI-Tubulin (IgG Maus):

Tabelle 18: Arbeitsschritte der immunhistochemischen FarburmgBeck: Das Normalserum der Spezies, aus
der der zweite Antikdrper stammte (hier: Ziege)raaumit PBS/0,3% Triton X 1:10 verdinnt und die @amit
2h blockiert.

Arbeitsschritt Medium/Puffer Menge Zeit Temperatur
Waschen PBS 250 pl/well kurz RT
Fixieren 4% PFA 250pl/well | 20 min. 4°C
Waschen PBS 250pl/well | 3 X 3 min. RT

Blockieren
unspezifischer Fc- Fc-Block 250 pl/well 2h RT
Bindungsstellen
Waschen PBS 250pl/well | 2 X 3 min. RT
Inkubation mit -[lI-Tubulin 1:800 in
Primarantikbrper P PBS, 10% NGS | 200H!/well 2h RT
Waschen PBS 250pl/well | 3 x5 min. RT
Inkubation mit TRITC-anti mousel:200 :
Sekundarantikérper | in PBS, 10% NGs | 200H!/well | 30 min. RT
Waschen PBS 250pl/well | 2 x5 min. RT

Kernfarbung DAPI 10 ug/ml 200ul/well 5 min. RT
Waschen PBS 250pl/well | 1 x 1 min. RT
Waschen Aqua dest. 250 pl/well | 2 x 1 min. RT

Fluoromount-G,
ety | Deckglaschen | 23 Tropen T
Nagellack
Trocknen/Lagerung uber Nacht RT, lichtarm

Um eine Konservierung der Fluoreszenz zu gewakelgiswurden die OT im Dunkeln

aufbewabhrt.

Lichtmikroskopische Auswertung und photographischeDokumentation

Die OT der Versuchsreihen wurden am Mikroskop B8&0 Eirma Olympus betrachtet. Die
Anregung des Farbstoffs erfolgte mit einer Fluoeeztampe und entsprechendem Filter
(TRITC: Absorptionsmaximum 550 nm, Emissionsmaximbi® nm). Fir die Auswertung
der Praparate wurden 10-15 Gesichtsfelder bei théfaVergrol3erung zufallig ausgewahlt.
Photographiert wurde mit einer digitalen Kameras(dm) der Firma Zeiss. Die Bildaus-
schnitte wurden anschliessend mit Hilfe der KS Software der Firma Zeiss dokumentiert.
Zur Beurteilung der neuronalen Differenzierung vamrdlie Bildausschnitte der immunhisto-
chemischen Farbung nach Farbeintensitat beurtadt mach Abstufungsgraden bewertet:
Eindeutig fluoreszenzpositive Zellen wurden als PB&" (b3+) bewertet, intermediéar
positive Zellen als "B3Null" (b30) und fluoreszeepative Zellen als "B3Minus" (b3-). Der
Anteil der jeweiligen Zellfraktion wurde in Prozeetmittelt. Lediglich die als eindeutig
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fluoreszenzpositiv gewerteten Zellen wurden alsoal differenzierte Zellen anerkannt. Zur
Beurteilung der Proliferation wurde fur das jewggliExperiment die Zellzahl pro Gesichts-
feld (= Proliferations-Index, Pl) am Ende des Versiermittelt. Der Wert ergibt sich aus der
Division der Gesamtzellzahl in den untersuchterdd&ikschnitten durch die Anzahl der
untersuchten Bildausschnitte. Um den additiven odeibierenden Einfluss der Kulturbe-
dingungen auf die Proliferation zu beurteilen, vaurd der statistischen Auswertung der PI
gegenuber der Negativkontrolle bewertet. Der Wamrkauch in Beziehung zur initialen
Zellzahl gesetzt werden. Um die Bedingung zu Vdisheginn zu beurteilen, wurden zwei
Kulturflachen unmittelbar nach Zellaussaat lichtragkopisch untersucht. Dabei ergab sich
fur die initiale Zelldichte von 2,5 x £@ellen ein Mittelwert von 5,3 Zellen pro Gesicleisf
Wahrend des laufenden Versuchs wurde das Kultuumedin Durchschnitt nach 48h ersetzt
und die Wachstumsfaktoren erneut zugegeben. BsediBelegenheit wurden die einzelnen
Versuchskammern mit ihren jeweils definierten Krbedingungen lichtmikro-skopisch
beurteilt. Beobachtet wurden jeweils Proliferationd morphologische Veranderung. Zur
Beurteilung der Proliferation wurde nach dem vilrelEindruck des Untersuchers die
Zelldichte gegenuber der initialen Zellzahl nacitdfen bewertet:

- massige Proliferation (+)

- starke Proliferation (++)

- Proliferation inhibierend (-)

- Proliferation stark inhibierend (--)

Die mikroskopische Auswertung der morphologischesraviderung der Zellen erfolgte in
ahnlicher Weise: Zellen mit der Ausbildung von nischen, zytoplasmaarmen Fortsatzen,
die langer als der Zellkérperdurchmesser warengdemrals Zellen mit neuronaler Morpho-
logie gewertet. Nach Auspragungsgrad der charakisshen neuronalen Zellmorphologie
ergaben sich zwei Bewertungsstufen:

- neuronale Morphologie massig ausgepragt (
- neuronale Morphologie stark ausgeprasy) (
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3.3. Statistik

3.3.1. Syntax des statistischen Modells

Die Auswertung erfolgte mit multivariater Varianzdyse. Die verwendeten statistischen
Modelle haben die folgende Struktur gemeinsam:

Y = INTERCEPT + CELL + ...CO-FACTORS... + ERROR;ERROR ~ N(Ooz).
Y ist der multivariate Vektor der abhéngigen Vargib{b3+, b30, b3-, PI).

INTERCEPT ist der "Y-Achsenabschnitt" odeGtand Mea# des linearen Modells. Er hat
keine sachwissenschatftliche Bedeutung, war abeemsignifikant von Null verschieden und
ist daher fur eine korrekte Modell-Anpassung ofiliga

CELL ist die untersuchte Zell-Linie. Da sich die Zeiiien in der globalen Auswertung
(Modell 1, s.u.) signifikant in ihrer Antwort aufied experimentellen Bedingungen unter-
schieden, wurden bewusst alle Auswertungen hirgibhtdes Ko-Faktors "Zell-Linie"
adjustiert, unabhangig von der Signifikanz in dersghiedenen Auswertungen. Da Zell-Linie
13 am héaufigsten verwendet wurde, wurde diese ateiBezugsstufe gewéhlt, mit Ausnahme
von Modell 4, in der Zell-Linie 13 nicht verwendetirde. In der globalen Auswertung aller
Versuchsreihen (Modell 1) unterschied sich Zelligiry von allen Zell-Linien, die in
Versuchsreihe 1 verwendet wurden, am wenigstenZetlirLinie 13. Daher wurde im Modell
4 die Zell-Linie 7 als Bezugsstufe des Ko-FaktoEd.C gewabhilt.

ERROR ist normalverteilter Fehlerterm.

...CO-FACTORS... : Dieser Term stellt die Linear-Kombination sehiedener Ko-Faktoren
dar, abhangig von der wissenschaftlichen Fragaseglund den ausgewerteten Datensatzen.
Es wurden acht verschiedene Auswertungen durchgefldder Auswertung entspricht ein
statistisches Modell mit der oben genannten Gruokigtr und einer zusatzlichen Ko-Faktor-
Kombination (Tabelle 19).

3.3.2. Fragestellungen der statistischen Datenanaky

Die Auswertung des Datensatzes erfolgte nach wftiexdlichen Fragestellungen (Tabelle

19). Zunéchst erfolgte eine globale Analyse mit dggeamten Datenmaterial (n = 60). Die
Ubrigen Modelle orientieren sich an der Verwendugy Substanzen und dienen der
guantitativen Analyse. Indem der durchschnittliétiekt einer jeden Substanz als Parameter-
Schatzer herausgerechnet wird, lasst sich eine afyesglartiber treffen, wie sich die

verschiedenen Substanzen auf Differenzierung ualifération auswirken.

Modell 1 bildet den Versuchsaufbau insgesamt ab und iserdbbsonders geeignet, die
Korrelation zwischen Differenzierung und Proliféeoat sowie Unterschiede zwischen den
Zell-Linien zu analysieren. Die Effekte der einzginVersuchsreihen und Experimente
werden analysiert. Ausserdem lassen sich die PaeaiSehatzer von zwei beliebigen
Experimenten direkt miteinander vergleichen; wegim Vielzahl mdglicher paarweiser
Vergleiche soll dies aber mit der gebotenen Zuréttkihg geschehen.

Modell 2 analysiert die Effekte verschiedener Konzentraiomn FCS und verschiedener
Kulturmedien unter Ausnutzung samtlicher Daten.
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Modell 3 analysiert den isolierten Effekt von FGF-2 in Gegart von Kulturmedium MEM
und 20% FCS.

Modell 4 partitioniert die Varianz zwischen den Experimeni®mn Versuchsreihe 1. Da
jedem Experiment im Wesentlichen nur eine bestinthuiestanz entspricht, die nur in diesem
bestimmten Experiment verwendet wurde, konnen diekie der Experimente direkt als
additiver Effekt der jeweiligen Substanz zusatzlichFGF-2 gedeutet werden.

Modell 5 analysiert im Wesentlichen die mittleren Effekenv-GF-8b, SHH und Heparin
(Hep), wobei der Effekt von FGF-2 im Sinne einesgiechsmassstabes (interner Standard)
verstanden werden kann.

Modell 6 analysiert die zusatzlichen Effekte der verschedeBeschichtungen in Gegenwart
von FGF-2, FCS 20% und Kulturmedium MEM.

Modell 7 analysiert die zusatzlichen Effekte von B27 undiiNZegenwart von FGF-2 und

bei Verwendung verschiedener Konzentrationsstufen ¥CS und zwei verschiedener
Kulturmedien. Modell 2 ist fir die Analyse von FQ8d der Kulturmedien besser geeignet,
weil mit Modell 2 samtliche Datensatze ausgewemerden, wahrend Modell 7 nur

Versuchsreihe 4 analysiert. Fur eine korrekte Magtehg missen FCS und MEDIUM -

unabhangig von der Interpretation - in Modell 7hatten sein.

Modell 8 analysiert die mittleren Effekte der verwendeteactstumsfaktoren und der in
Versuchsreihe 5 verwendeten Beschichtung in Gegemea 1% FCS.

Tabelle 19: Grundstruktur der angewandten statistischen Med&lRlle Experimente mit Medium MEM und
20% FCS, bei denen ansonsten nur noch FGF-2 oddegee weiteren Bestandteile enthalten waren. teA
Experimente mit FGF-2, d. h. ohne das Kontroll-Ekpent. *** Alle Experimente mit 1% FCS, d. h. ohdas
Kontroll-Experiment.

Modell Ausgewertete Daten
Nr ...CO-FACTORS... S dgi'e: 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 *k
7 B27 + N2 + FCS + MEDIUM 4:2-13 *
8 FGF-2 + FGF-8b/SHH + NT-3 + BDNF + COAT 5. 2-15 o

Die in den statistischen Modellen verwendeten KktdiaKombinationen werden im
Folgenden erlautert:

IDEXPER ist das einzelne Experiment. Die Experimente sifmbr die Grenzen der
Versuchsreihe hinweg durchnummeriert und dadunatieeitig identifiziert.

STUDY ist die Versuchsreihe. Dieser Term adjustiert dadass bestimmte Experimente zu

einer gemeinsamen Versuchsreihe gehoren. Der T&w$ ist fir die statistische Analyse
unseres Versuchsaufbaus zwecks adaquater Variaterydeg notwendig.
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IDEXPER(STUDY) ist die hierarchische Verschachtelung von IDEXPiERerhalb von
STUDY. Dieser Term adjustiert dafir, dass jededifneste Experiment nur innerhalb von
genau einer Versuchsreihe vorkommt.

FCS ist die Konzentrationsstufe von FCS und ist als-H&tor je nach ausgewerteten
Datensatzen mit bis zu vier Stufen (0%, 1%, 5% 20%b) modelliert. Die jeweils niedrigste
Konzentration wurde als Bezugsstufe gewahlt: in &bl entspricht diese der Konzentration
0%, in Modell 5 1%.

MEDIUM ist das Kulturmedium. Je nach ausgewerteten Déateers hat dieser Faktor bis zu
vier Stufen: MEM, F12, Neurob B27 und DMEM. Die Fkaistufe MEM wurde stets als
Bezugsstufe gewahlt.

DRY ist der Trocknungsgrad der Beschichtung im RahweenVersuchsreihe 3 mit den drei
Stufen ,Beschichtung ohne Trocknung® (not_dry), sBleichtung mit Trocknung® (dry),
.Keine Beschichtung“ (no_coat).

FGF-8b/SHH ist die gemeinsame Verwendung der beiden Wachséaktosen FGF-8b und
SHH in Versuchsreihe 5. In dieser Versuchsreihedemidie beiden Substanzen entweder nur
zusammen oder gar nicht eingesetzt. Bei der isefieAuswertung von Versuchsreihe 5
kénnen diese Substanzen nur als ein einziger KeeFakodelliert werden.

FGF-2, FGF-8b, SHH, NT-3, BDNF, HEP, SHH, B27, N2PLL, PORN, LAM, FN,
COAT: Diese zweistufigen Ko-Faktoren modellieren diemesenheit oder Abwesenheit der
entsprechenden Substanz.

Die Auswertung erfolgte mit dem verallgemeinertexedren Modell (General Linear Model,
GLM) mit den Typ-lll-Abweichungsquadraten, weil de fir Imbalancen in den Daten
invariant sind. Verwendet wurde die Software SP8%.1Bei der statistischen Auswertung
wurden p-Werte, die kleiner als 0,05 sind, als ifikpmt betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Lichtmikroskopische Auswertung

Die einzelnen Versuchskammern mit ihren jeweilsreften Kulturbedingungen wurden an
jedem zweiten Kulturtag lichtmikroskopisch beutteBeobachtet wurden Proliferation und
morphologische Veranderung. Tabelle 20 stellt zusanfassend die Befunde fir die
Mehrheit der Experimente der jeweiligen Versucheraiar. In Versuchsreihe 1 zeigte sich
insbesondere fir das Standardmedium MEM und dasusteDMEM ein ginstiger Einfluss
auf die Proliferation der Zellen. In der zweitenrMechsreihe resultierte aus der visuellen
Beurteilung fur die beiden Wachstumsfaktoren FGi##@ FGF-8b bei hohem Serumanteil
ein positiver Einfluss hinsichtlich Proliferatiotdnter Verwendung der neu eingefiihrten
Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH einzeln oder itmmBioation kam es in den
Kulturbedingungen mit minimalem Serumanteil zu eingtarken Auspragung einer
neuronalen Zellmorphologie. Die Zelldichte nahm eladb. Ein differenzierteres Bild ergab
die Beurteilung von Proliferation und neuronaler rptwmlogie unter Verwendung unter-
schiedlicher Beschichtungsmaterialien: Beschichéangnit FN zeigten einzeln und in
Kombination mit LAM einen stark proliferativen EKeauf die Zellen, wéhrend sich die
kombinierte Beschichtung mit PLL und PORN inhibredeauf die Proliferation der Zellen
auswirkte. Die Beschichtungen mit PLL einzeln ooleiKombination mit PORN sowie die
Beschichtung mit PORN und LAM wirkte sich hingegginstig auf die Auspragung einer
neuronalen Zellmorphologie augellkulturen, die mit PLL oder mit einer Kombinatiovon
PORN und LAM behandelt wurden, wiesen dabei gegenkblturen mit einer kombinierten
Beschichtung aus PLL und PORN im Schnitt eine hd&Z&dldichte auf. Fur die Verwendung
von FCS zeigte sich eine starke Inhibition der [@eliferation in serumfreien Kulturbe-
dingungen. Die Kulturbedingung mit minimalem Serumted und dem Standardmedium
MEM zeigte einen gunstigen Einfluss hinsichtliclurenaler Morphologie. In Versuchsreihe
5 wurden verschiedene Kulturfaktoren kombiniert. m8i&he Kulturbedingungen der
Versuchsreihe zeigten einen starken Einfluss aw Auspragung einer neuronalen
Morphologie. Der inhibierende Effekt auf die Prefétion der Zellen war in den Kulturbe-
dingungen mit Beschichtung besonders ausgepragt.
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Studie Medienvergleich (GF: FGF-2)
1 MEM F12_B27 F12_N2 | MEM_nuk Neurob_B27 MEM_glc DMEM MEM_hep
++ + + ++ + ++ ++ ++
Vergleich neuer Wachstumsfaktoren (Medium: MEM)
5 FGF-2 | FGF-8b | FGF-8b_hep SHH FGF-8b_SHH FGF-8b_SkH hFGF-8b] SHH| FGF-8b SHH
+ FCS 20% + FCS 1%
++ | ++ \ + |+ ] + | + A | -/A | -1 A
Vergleich von Beschichtung (Medium: MEM; GF: FGF-2)
No_coat PLL_dry PLL_PORN_dry PLL_PORN_ not_dry PORKWM_dry | PORN_LAM_not_dry
3 + +IA -IA - +IA +
FN_dry FN_LAM_dry FN_LAM_not_dry PORN_dry PORN_ndty LAM_dry
++ ++ ++ + + +
Vergleich von Serumanteil (Medien: F12 & MEM; GF: FGF-2)
F12 B27 | F12 N2 F12 B27 | F12 N2 F12 B27 | F12 N2 F1Z B2
+ FCS 20% + FCS 5% + FCS 1% + FCS 0%
4 + | + + \ + + | + --
MEM
+ FCS 20% + FCS 5% + FCS 1% + FCS 0%
+ + -IA -
.Best-Off*-Protokoll
FGF-2 | FGF-8b SHH | FGF-2 FGF-8b_SHH| NT-3 | FGF-2 NT-3 DNE | FGF-2 BDNF
No coat
5 -1 A -/ A -/ A -1 A -/ A -1 A -/ A
FGF-2 FGF-8b SHH FGF-2_FGF-8b SHH NT-3 FGF-2_NT-3 DNB- FGF-2_BDNF
PLL_PORN_dry
-/ A | -/ A | --/ A | --/ A | --/ A | /A | -/ A

Tabelle 20: Schematische Reprasentation der lichtmikroskopis®efunde fur die Mehrheit der Experimente deljégen Versuchsreihe am Tag 6 der Zellkultur.
Proliferation, gegeniber initialer Zellzahl: + (reéie Proliferation), ++ (starke Proliferation)(Proliferation inhibierend), -- (Proliferation skainhibierend). Neuronale
DifferenzierungA (neuronale Morphologie massig ausgepraditjpeuronale Morphologie stark ausgepréagt). GF = \Bachsfaktor.
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4.2. Globale Datenanalyse

In einem ersten Schritt wurde das gesamte Datemialat® einer globalen Analyse
ausgewertet. In unseren Versuchsreihen (n = 6@efamsgesamt 13 Zell-Linien nicht ndher
bekannter Spender Verwendung. Die Parameter-Sch&g sind als Differenz zur
Bezugsstufe berechnet. Sie geben an, um wie vigleeEen die abhangigen Variablen
(B3Plus, B3Null, B3Minus, PI1) im Durchschnitt gedgéser der Bezugsstufe verandert sind.
Die Ergebnisse dieser vorgeschalteten Tests eathakreits die wesentlichen Ergebnisse.
Die Auswertung des gesamten Datensatzes ergab sithsslieeinzelnen Zell-Linien der
verschiedenen Spender signifikant in ihrer Antwort auf die Kulturbedingungen
unterscheiden So zeigte Zell-Linie 19 hinsichtlich der VariabB8Plus im Durchschnitt
18% weniger Response auf die KulturbedingungenGkgensatz dazu zeigte Zell-Linie 15
ein deutlich besseres Ansprechen auf die experefient Stimuli (7% im Durchschnitt)
(Tabelle 21).

Tabelle 21: Statistisches Output der multivariaten Varianzasaly(globale Analyse) fir neuronale
Differenzierung (abhangige Variable). B = Param&ehétzer. Statistische Signifikanz im globalen Analyse-
modell (Bezugsstufe war Zell-Linie 13).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound Upper Bound
B3Plus Cell 15 6.92 0.012 1.57 12.28
Cell 19 -18.01 0.000 -26.30 -9.72

Deutlich mehr Proliferation im Vergleich zur Bezagge zeigten die Zellen der Zell-Linien
14 (7% im Durchschnitt), 16 (4% im Durchschnitt)dub8 (12% im Durchschnitt). Weniger
proliferationsfreudig erwiesen sich hingegen diellete der Zell-Linie 8 (- 4% im
Durchschnitt) und 11 (- 3% im Durchschnitt), ohnassl die Unterschiede Signifikanz
erreichten (Tabelle 22).

Tabelle 22:Statistisches Output der multivariaten Varianzaslfglobale Analyse) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-Schétzeftatistische Signifikanz im globalen AnalysemodBkzugsstufe war Zell-

Linie 13).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound Upper Bound
Pl 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
Cell 18 11.98 0.000 7.54 16.42

Fur die verwendeten Zellkulturfaktoren ergab dieswartung des gesamten Datenmaterials
folgende Ergebnisse (Tabelle 23 & 24): Die untaestiithen Kulturmedien, der hohe
Glukoseanteil, die Zugabe von Heparin oder Nukbesisowie der Zellkulturzusatze B27
und N2 brachten keine signifikanten Unterschiedeedev hinsichtlich neuronaler
Differenzierung, noch hinsichtlich Proliferationrdéellen.

Die untersuchtenWachstumsfaktoren ubten allesamt einen signifikante Effekt
hinsichtlich neuronaler Differenzierung aus Dabei zeigte sich fur die Faktoren NT-3,
BDNF und FGF-8b mit schwachen Signifikanzen einibidrender Effekt hinsichtlich
Proliferation. Die Anwesenheit von SHH und FGF-2tdastatistisch keinen auffalligen
Einfluss auf das Wachstum der Zellen. Hoéhere Seamnéntrationen wirkten sich tendenziell
inhibierend auf die neuronale Differenzierung awshrend sich fur dieminimal-serum-
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condition tendenziell gunstigste Effekte ergaben. Gegenidem serumfreien Kultur-
bedingungen, die als Bezugsstufe gewahlt wurderrerwalie Unterschiede aber nicht
signifikant. Mit der Reduktion des Serumanteils war eine kontinierliche Abnahme des
Zellwachstums zu beobachten Fir die Serumstufen von 20% und 5% ergaben sich
signifikante UnterschiedeUnterschiedliche Effekte ergaben sichfir die verwendeten
Beschichtungsmaterialien Durch die Vorbehandlung der OT mit dem synthégscPORN
konnte der Anteil an vordifferenzierten Zellen ierdKulturbedingung signifikant erhoht
werden, wahrend das Wachstum der Zellen nicht Bigfféeeinflusst wurde. Fir die
Beschichtung mit PLL ergaben sich keine signifikentUnterschiede hinsichtlich neuronaler
Differenzierung oder Proliferation der Zellen. Baistitungen mit LAM und FN ubten
dagegen einen inhibierenden Einfluss auf die neueomifferenzierung aus. Ausgepragt
positive Effekte zeigten sich fur die beiden Mabriateine hinsichtlich Proliferation der
Zellen.

Tabelle 23: Statistisches Output der multivariaten Varianzasaly(globale Analyse) fiur neuronale
Differenzierung (abhangige Variable). B = Param&ehatzer.” Statistische Signifikanz im globalen
Analysemodell (Bezugsstufe war die Nicht-Anwesenties untersuchten Faktors).

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

B3Plus 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
FN -8.31 0.091 -17.96 1.35
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Tabelle 24: Statistisches Output der multivariaten Varianzgselglobale Analyse) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-SchatzerStatistische Signifikanz im globalen AnalysemodBlezugsstufe war die
Nicht-Anwesenheit des untersuchten Faktors).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound Upper Bound
Pl 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
FN 14.27 0.000 7.55 20.99

4.3. Korrelation von Differenzierung und Proliferain

Das statistische Modell 1 bildet den Versuchsaufinagesamt ab. Die Parameter-Schétzer
von zwei beliebigen Experimenten lassen sich dinekéinander vergleichen. Darauf werden
wir bei der Besprechung der einzelnen Versuchsneihetckgreifen. Wegen der Vielzahl
maoglicher paarweiser Vergleiche soll das aber reit gebotenen Zuriickhaltung geschehen.
Da Modell 1 den gesamten Versuchsaufbau abbilddt,es besonders geeignet, die
Korrelation zwischen Differenzierung und Proliféeoat sowie Unterschiede zwischen den
Zell-Linien zu analysieren. Die Signifikanzen bédma sich, wenn nicht anders angegeben,
auf das Kontroll-Experiment der Versuchsreihe 5) Wer die Versuche insgesamt sechsmal
durchgefuhrt wurden.

Im gesamten Datenmaterial war der Pl mit B3Plus negtiv assoziiert (Korrelations-
koeffizient -0.28), aber mit B3Minus positiv asgedi (Korrelationskoeffizient +0.24). Die
Assoziation zwischen Pl und B3Null war demgegenidsir viel kleiner (Korrelations-
koeffizient -0.02), was darauf hinweist, dass B3Nuid Pl voneinander unabhangig waren
(Tabelle 25). Dies bedeutet, dass B3Null von dertufimedien deutlich weniger stark
beeinflusst wurde als B3Plus und B3Minus. Die Klatienskoeffizienten von B3Plus,
B3Null und B3Minus untereinander muissen zurlckhdltenterpretiert werden. Die drei
Variablen sind bereits messtechnisch extrem kemelilenn die Summe der drei Variablen ist
in jedem einzelnen Experiment stets 100%.

38



Tabelle 25:ResidualSSCP Matrix Uber das gesamte Datenmaterial (=x@@rfimente) basierend auf den Typ-
llI-Abweichungsquadraten. Da es sich um Korrelalareffizienten zwischen abhéngigen Variablen handel
gibt es keine zugehorigen p-Werte.

Korrelation B3Plus B3Null B3Minus Pl
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

Pl -0.28 -0.02 0.24 1.00

Die Variable B3Null wird am wenigsten deutlich liserhaupt nicht von den experimentellen
Bedingungen beeinflusst. Der Eindruck, dass dieslp@pulation nicht reagibel auf die
experimentellen Stimuli ist, wird von der Statistikntermauert. Die Ergebnisse fur die
Variable B3Minus sind denen fur B3Plus ahnlich, mit umgekehrtem Vorzeichen. Die
Beschreibung der Ergebnisse wird sich daher im Wtkskeen auf die Beschreibung der
abhangigen Variablen B3Plus als Parameter fir eigamale Differenzierung und des PI als
Grosse fur die Proliferation beschranken. Auf drgdbnisse der einzelnen Versuchsreihen
werden die folgenden Abschnitte naher eingehenn@age fur die Auswertung ist das oben
beschriebene Analysemodell 1. Die weiteren verwemdeModelle bilden nicht den
Versuchsaufbau, sondern die Verwendung der Sulestaalz und dienen der quantitativen
Analyse. Indem der durchschnittliche Effekt einedgn Substanz als Parameter-Schéatzer
herausgerechnet wird, lasst sich direkt quantifezie wie sich die verschiedenen Substanzen
auf Differenzierung und Proliferation auswirken.

Abbildung 2: Immunhistochemischer Nachweis des neuronalen Reoteill-Tubulin (oberer Bildrand
Phasenkontrast-Aufnahmep-Ill-Tubulin-positive  Zellen (TRITC-gelabelter Ambrper, rot) der neuralen
Stammzell-Linie C17.2 (A) haben eine neuronale Moipgie und zeigen in der Phasenkontrast-Aufnahme
typischerweise eine gldnzende Oberflache. Undiffaerte mesenchymale Stromazellen (B) zeigen eine
fibroblasten-ahnliche Morphologie und exprimieregirkp-1ll-Tubulin. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI
(blau). Vergrosserung: 100-fach.
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4.4. Einflussfaktoren neuronaler Differenzierung

4.4.1. Einfluss des Mediums
In der ersten Versuchsreihe wurden verschiedengdvieshd Zusatze getestet.
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Abbildung 3: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen Refmanok -Slides (6 Tage, n = 5) in
unterschiedlichen Medien (FGF-2, FCS 20@jntrol: kein FGF-2, MEM, FCS 20%. Angaben in Mittelwert
Standardabweichung.

In der Versuchsreihe wurden nicht alle Faktorvadaarkonsequent getestet. Eine Aufsplit-
tung der einzelnen Einflussfaktoren ist daher aufgrdes inkompletten Blockdesigns nicht
maoglich. Die Ergebnisse der statistischen Auswertarissen daher als Gesamteffekt der
Kulturbedingung des jeweiligen Experiments versemaerden.

Im statistischen Modell 1 zeigten die Effekt-Scleétbei allen Kulturbedingungen deutlich
positive Werte. Es gibt demnach einerend, dass alle Kulturbedingungen der Versuchs-
reihe den Anteil an B3-positiven Zellen erhdhenDie Experimente, die dddedium F12
oder Neurobasal™ mit den Zusatzen B27 oder N2 enthielten, zeigtebed dengrossten
Effekt hinsichtlich neuronaler Differenzierung. Im Durchsitt wiesen 13-17% der
untersuchten Zellen eine B3-positive Reaktion aldbglle 26). Die Unterschiede waren
gegeniber der Kontrolle signifikant. Der direkter§yleich der Parameter-Schatzer fir die
Versuchsbedingungen mit F12-Medium zeigte keinenaeswerten Unterschiede zwischen
dem Supplement N2 und dem komplexeren B27-Supplenfiém die anderen getesteten
Medien MEM und dessen unterschiedliche Formulieemngowie DMEM, mit ebenfalls
FGF-2 als Standardwachstumsfaktor, liessen sicmekesignifikanzen gegentber dem
Kontroll-Experiment nachweisen.
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Tabelle 26: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 1) fir neuronale Differenzierung

(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begstyfe war
das Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

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

B3Plus 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
Neurob_B27 12.56 0.03 1.22 23.90

Abbildung 4: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromeamelh Anwesenheit unterschiedlicher
Kulturmedien (immunhistochemischer Nachweis desromalen ProteinsB-1ll-Tubulin, TRITC-gelabelter
Antikorper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrasta@hme): (A) MEM, FGF-2, FCS 20% (B) F12_B27, FGF-

2, FCS 20% (C) F12_N2, FGF-2, FCS 20% (D) Neuroly,BGF-2, FCS 20%. Die Kernfarbung erfolgte mit
DAPI (blau). Vergrésserung: 100-fach.

4.4.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren

In einer weiteren Serie von Experimenten wurdenWigchstumsfaktoren FGF-8b und SHH
neu eingefuihrt und gegentber dem StandardwachstktosfFGF-2 bei hohem Serumanteil
(FCS 20%) undminimal-serum-conditioffFCS 1%) bewertet. Heparinfaktor war jeweils in
zwei Kulturbedingungen beigeflgt und wurde fur di¥grsuchsreihe statistisch ausgewertet.
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Abbildung 5: Neuronale Differenzierung mesenchymaler ZellenRarimanok -Slides(6 Tage, n = 5) mit neu
eingefuhrten Wachstumsfaktoren bei variierendenur8anteil. Standardmedium: MEMControl: kein FGF-2,
FCS 20%. Angaben in Mittelwett Standardabweichung.

Im Vergleich der Einzelexperimente untereinandeod®ll 1) wareralle differenzierenden
Kulturbedingungen der zweiten Versuchsreihe bis auf die Kombinatton FGF-8b und
Heparin bei hoher Serumkonzentratarffallig gegentber der Kontrollbedingung(Tabelle
27). Besonders effektivwar in dieser Versuchsreihe die Kombination derckigtums-
faktoren FGF-8b und SHH. Noch deutlicher zeigte sich der Effekt bminimal-serum-

condition Mit dieser Kulturbedingung konnte ein additiveffdkt von 28% gegeniber der
Kontrollbedingung erreicht werden.

Tabelle 27: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 1) fir neuronale Differenzierung

(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begstyfe war
das Kontroll-Experiment der flnften Versuchsreihe).

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

B3Plus 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

FGF-8b/SHH/FCS 1% 27.56 0.000 16.54 38.57
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Abbildung 6: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromameih Anwesenheit unterschiedlicher
Wachstumsfaktoren (immunhistochemischer Nachwessneeronalen ProteirfisiiI-Tubulin, TRITC-gelabelter
Antikorper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrastrahme): (A) MEM, SHH, FCS 20% (B) MEM, FGF-8b,
FCS 20% (C) MEM, SHH/FGF-8b, FCS 20%. Die Kernfamperfolgte mit DAPI (blau). Vergrésserung: 100-
fach.

4.4.3. Einfluss der Beschichtung

In der dritten Versuchsreihe interessierte, obBischichtung der OT mit unterschiedlichen
Materialien und unterschiedlichem Trocknungsgrac ddifferenzierung noch weiter
begiinstigt.
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Abbildung 7: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen Refmanok -Slides (6 Tage, n = 5) in
Anwesenheit unterschiedlicher Beschichtungsmatenalind bei unterschiedlichen Trocknungsgradennéei
Trocknung bzw. >2 bis >6h Trocknung bei RT). Stadalturbedingung: MEM, FCS 20%, FGF-Zontrol:
ohnecoat und ohne FGF-2No-coat-contral ohnecoat aber mit FGF-2. Angaben in Mittelwett Standard-
abweichung.

Im Vergleich der Einzelexperimente (Modell 1) ergabsich fir die verwendeten
Beschichtungsmaterialien eindeutige Unterschiedlenig Einfluss auf die neuronale
Differenzierung zeigten die Proteinlésungen FN und AM, wahrend die synthetischen
Adhasionsfaktoren PLL und PORN einen deutlich positven Einfluss austbten In der
statistischen Analyse zeigten die Protein-basiereschichtungen keine statistische
Signifikanz gegenuber dem Kontroll-Experiment. BieL- und PORN-basiertenoatings
waren allesamt signifikant unterschiedlich gegenuber Kontrolle (Tabelle 28). Die
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Beschichtung mit PORN hatte dabei den grosstenkEffdie Kulturbedingung ohne
Trocknung erzielte im Durchschnitt einen Anteil v8@% vordifferenzierter Zellen, die
Experimente mit Trocknung von 39%. Fir die kombie Beschichtungen ergab sich
folgendes Bild: gegentber der alleinigen Beschioptmit FN ergab die Kombination mit
LAM einen marginal h6heren Anteil an B3-positiveell&n. Vorteile zeigten sich ebenso fir
die zuséatzliche Verwendung von PORN im Vergleich Einzelbeschichtung mit LAM. Ein
hoher Anteil differenzierter Zellen konntedurch die kombinierte Beschichtung von PLL
und PORN erreicht werden. Gegenuber den Kulturbedingungé&nPilL ergab sich ein
deutlicher Unterschied. Gegenuber der alleinigemwgadung von PORN wurden keine
zusatzlichen Effekte der kombinierten Beschichtdegtlich.

Die Ergebnisse der Beschichtungsversuche in Vesseaitte 3 lassen den Schluss zu, dass die
herausragenden Ergebnisse hinsichtlich neuronal#erénzierung in den kombinierten
Beschichtungsversuchen in erster Linie auf die \émsung von PORN zurtickzufiihren sind.
Der numerisch hochste Anteil vordifferenzierter I&elwurde durch die Verwendung von
PLL und PORN ohne Trocknungdt dry) erzielt.

Tabelle 28: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 1) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begstyfe war
das Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus 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| 43.7Q 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
LAM_dry 7.31 0.204 -4.01 18.63
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Abbildung 8: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromameih Anwesenheit unterschiedlicher
Beschichtungen (immunhistochemischer Nachweis dmrgomalen Proteing-11l1-Tubulin, TRITC-gelabelter
Antikorper, rot; oberer Bildrand: Phasenkontrasfriahme): (A) MEM, FN_LAM_not_dry, FGF-2, FCS 20%
(B) MEM, PLL_PORN_not_dry, FGF-2, FCS 20%. Die Ki@nbung erfolgte mit DAPI (blau). Vergrésserung:
100-fach.

4.4 .4. Einfluss des Serumanteils

Versuchsreihe 4 untersuchte den Einfluss des Sereiisa auf die Exprimierung des
neuronalen Marker$-IlI-Tubulin. Dabei wurde der Serumanteil in vietug&n bis zu
serumfreien Kulturen reduziert. Als Medium wurde MEInd F12 verwendet. Entsprechend
wurden jeweils zwei Kontroll-Experimente mit MEM/BC20% und F12/FCS 5% durchge-
fuhrt.
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Abbildung 9: Neuronale Differenzierung mesenchymaler ZellenRerinanokl -Slides(6 Tage, n = 5) in F12-
Medium bei variierendem Serumantéilontrol: kein FGF-2, N2, FCS 5%. Angaben in MittelwerStandard-
abweichung.
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Abbildung 10: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen Refmanok! -Slides(6 Tage, n = 5) in
MEM-Medium bei variierendem Serumanteontrol. kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwert

Standardabweichung.

In den Kulturbedingungen, in denen das Medium F&Bwndung fand, ergab die statistische
Analyse keinen eindeutig guinstigen Einfluss eimekizierten Serumanteils auf die neuronale
Differenzierung. Deutlichere Unterschiede warendi@& Experimente mit MEM-Medium zu
erkennen. Unter den Effekt-Schatzern der multitanaAnalyse zeigte das Experiment mit
1% Serumanteil in MEM-Medium den grossten zusdtelc Einfluss auf den Anteil B3-
positiver Zellen gegeniber der Kontrolle (Tabel®.Bis auf das Experiment mit FGF-2 in
MEM und 20% Serumanteil erreichten alle Experimesttgistische Signifikanz gegeniber

der Kontrolle.

Tabelle 29: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 1) fir neuronale Differenzierung
(abhéangige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezstyfe war

das Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

Variable Parameter B Signifikanz* |  95% Konfidenzintervall

Lower Bound| Upper Bound

B3Plus 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% 15.2( 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

MEM/FCS 0% 19.26 0.002 7.21 31.31
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Abbildung 11: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromameih Anwesenheit unterschiedlicher
Wachstumsfaktoren bei minimalem Serumanteil (imnstobhemischer Nachweis des neuronalen Profgins
I1I-Tubulin, TRITC-gelabelter Antikérper, rot; ober Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MEM, FGF
2/BDNF, FCS 1% (B) MEM, FGF-2/NT-3, FCS 1% (C) MENMGF-2/FGF-8b/SHH, FCS 1%. Die Kernfarbung
erfolgte mit DAPI (blau). Vergrésserung: 100-fach.

4.4.5. Einfluss der Kombination der Faktoren im "Best-Off"-Protokoll

In einer letzten Versuchsreihe wurden im Sinne wifBest-off" Faktoren miteinander
kombiniert, die die neuronale Differenzierung mesgmaler Zellen nach Erkenntnissen der
vorangegangenen Versuchsreihen besonders begimstige
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Abbildung 12: Neuronale Differenzierung mesenchymaler ZellenRerimanok! -Slides(6 Tage, n = 6) nach
"Best off"-Protokoll (Standardmedium MEM, neu eifif@te Wachstumsfaktoren, FCS 1%Jontrol. kein
FGF-2, FCS 20%. Angaben in MittelwertStandardabweichung.
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Abbildung 13: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Zellen &lfL. PORN_dry beschichteten
PermanoX Slides (6 Tage, n 6) nach "Best off'-Protokoll (Startfaedium MEM, neu eingefihrte
Wachstumsfaktoren, FCS 1%YTontrd: ohne coat kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in Mittelwett
Standardabweichung.

Wir reduzierten den Serumanteil auf ein Minimume Deu eingeflihrten Wachstumsfaktoren
FGF-8b und SHH wurden gegen bekannte neurotropheh¥tamsfaktoren getestet. Neben
unbeschichtetenSlides interessierte ferner der zusatzliche Effekt eirf®tL/PORN-
Beschichtung mit Trocknungliy).

Tabelle 30: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsel(Modell 1) fir neuronale Differenzierung
(abhangige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Bezstyfe war
das Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

Variable Parameter B | Signifikanz’ 95% Konfidenzintervall

Lower Bound | Upper Bound

B3Plus 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_coa#8.09 0.000 37.32 58.86

NT-3_coat 50.44  0.000 39.66 61.23

FGF-2/NT-3_coat 48.40  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

FGF-2/BDNF 32.95 0.000 22.84 43.05

Alle Experimente der flinften Versuchsreihe warendig¢ Variable B3Plus gegenuber der
Kontrolle hochsignifikant. Dabei zeigte sich dear@tardwachstumsfaktor FGF-2 sowie die
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Kombination der neu eingefilhrten Faktoren FGF-8 8RIH in den Versuchsbedingungen
ohne Beschichtung den beiden Neurotrophinen Ubamlegir die Kombination der Faktoren
BDNF und NT-3 mit dem Wachstumsfaktor FGF-2 wurdevgils ein hoherer Anteil an
vordifferenzierten Zellen erzielt. In Verbindungtnideschichtung zeigten die verwendeten
Wachstumsfaktoren gegeniber dem Kontroll-ExperimentDurchschnitt einen additiven
Effekt von > 50% (Tabelle 30). Bei den stark diffiezierenden Kulturbedingungen auf
beschichteten PermarioxSlideskonnten keine deutlichen Unterschiede mehr zwisalen
einzelnen Kulturbedingungen festgestellt werden.
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Abbildung 14: Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stromemelh optimierten Kulturbedingungen
(immunhistochemischer Nachweis des neuronalen iRsofelll-Tubulin, TRITC-gelabelter Antikérper, rot;
oberer Bildrand: Phasenkontrast-Aufnahme): (A) MENGF-2, FCS 1% (B) MEM, BDNF, FCS 1% (C) MEM,
NT-3, FCS 1% (D) MEM, FGF-8b/SHH, FCS 1%. (E) MERI.L_PORN_dry, FGF-2, FCS 1%. (F) MEM,
PLL_PORN_dry, BDNF, FCS 1%. (G) MEM, PLL_PORN_dNT-3, FCS 1%. (H) MEM, PLL_PORN_dry,
FGF-8b/SHH, FCS 1%. Die Kernfarbung erfolgte mitIAblau). Vergrésserung: 100-fach.
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4.5. Einflussfaktoren von Proliferation

4.5.1. Einfluss des Mediums

Der Proliferations-Index (= PI) fur die in Versucbibe 1 verwendeten unterschiedlichen
Medien und Zusatze ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Pl mesenchymaler Zellen auf Permaneslides(6 Tage, n = 5) in unterschiedlichen Medien
(FGF-2, FCS 20%)Control: kein FGF-2, MEM, FCS 20%. Angaben in MittelwerStandardabweichung.

Bezugsstufe in Modell 1 war die Negativkontrolle §ersuchsreihe 5. Die Experimente, die
das Medium F12 oder Neurobasal™ mit den Zusatzend82r N2 enthielten, zeigten keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle (Tabelle).3Dffensichtlich ist es so, dass die
Proliferation in den Experimenten mit den Zellkutusatzen B27 und N2 in etwa der in der
Kontrollbedingung der Versuchsreihe 5 vergleichlvar. Fur die anderen Kulturbedingungen
der ersten Versuchsreihe ergaben sich im Analyselinddsignifikante Unterschiede zur

Bezugsstufe, wahrscheinlich nur ein Hinweis dardags die Kontroll-Experimente hinsicht-

lich Proliferation nur eingeschrankt miteinandergkeichbar sind.

Tabelle 31: Statistisches Output der multivariaten VarianzaselyModell 1) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-Schatzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begstgfe war das

Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).
Variable Parameter B Signifikanz* | 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
Pl 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
Neurob_B27 7.64 0.043 0.24 19.47
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4.5.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren

Versuchsreihe 2 untersuchte verschiedene Wachsiutostn. Drei Kulturbedingungen
wiesen einen reduzierten Serumanteil von 1% aufdeid Pl ergab sich folgendes Bild:

50,0

45,0 A

40,0 4

35,0

30,0

25,0 4

20,0

Proliferations-Index

15,0

10,0

5,0 4

0,0 -

Abbildung 16: Pl mesenchymaler Zellen auf Permaieslides (6 Tage, n = 5) in Anwesenheit
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren bei variieremdgerumanteil. Standardmedium: MEontrol: kein
FGF-2, FCS 20%. Angaben in MittelwertStandardabweichung.

Eindeutig positive Effekte einzelner Faktoren geédest der Bezugsstufe konnten nicht
nachgewiesen werderin den einzelnen Versuchen wirkten sich insbesonder die
Kulturbedingungen mit minimal-serum-conditionnegativ auf das Wachstum der Zellen
aus. Statistische Unterschiede ergaben sich fur dieeExgente mit reduziertem Serumanteil
und den neu eingefuihrten Wachstumsfaktoren FGFa8bSHH sowie die Kombination der
beiden Wachstumsfaktoren. Nach den Effekt-Schatderrmultivariaten Analyse zeigte sich
in diesen Kulturbedingungen im Durchschnitt 10% igen Proliferation gegeniber der
Kontrolle (Tabelle 32).

Tabelle 32: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 1) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-Schatzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begstgfe war das
Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

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

Pl 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
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 derl|&asf der Beschichtung und unterschiedlicher
Trocknungsgrade. Die Berechnung des PI fur dieseuiaedingungen stellte sich so dar:
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Abbildung 17: Pl mesenchymaler Zellen auf Permaieslides (6 Tage, n = 5) in Anwesenheit
unterschiedlicher Beschichtungsmaterialien und dmgterschiedlichen Trocknungsgraden (keine Trocknung
bzw. >2 bis >6h Trocknung bei RT). Standardkultdibgung: MEM, FCS 20%, FGF-Zontrol. ohnecoatund
ohne FGF-2No-coat-contral ohnecoat, aber mit FGF-2. Angaben in MittelwettStandardabweichung.

Statistische Unterschiede gegeniber der Bezugsstufeben sich nahezu fir alle
Experimente dieser Versuchsreihe (Tabelle 33). dleth fir die Beschichtung mit PLL
ergab sich kein Unterschied zum Kontroll-ExperimeRtir die Kulturbedingung ohne
Beschichtung r{o-coat-controf ergab sich gegeniber der Kontrollbedingung ohne
Wachstumsfaktor ein zusatzlicher additiver Effekbnv9%. Dieser Befund ist nicht
Uberzubewerten, da die Kontroll-Experimente derersthiedlichen Versuchsreihen nur
eingeschrankt miteinander vergleichbar sind. Eideutlich positiven Proliferationsdruck
Ubten die Beschichtungen mit LAM und FN aus Die kombinierte Beschichtung von FN
und LAM ergab keine zusatzlichen Effekte, die Ergsbe entsprechen im Wesentlichen
denen der Beschichtung mit FN. Den starksten Eftekgte die kombinierte Beschichtung
FN und LAM ohne Trocknungsgrad mit einem im Durdistt zusatzlichen additiven Effekt
von 20% gegenuber der Bezugsstufe. Der Trocknuagsgcheint aber einen marginalen
Einfluss zu haben. Negativ auf die Proliferatiorrktén sich Beschichtungen auf der Basis
von PORN aus. Die inhibierenden Effekte konnten daeit gleichzeitigen Verwendung von
LAM neutralisiert werdenIn der Kombination mit PLL zeigte PORN einen ahnich
inhibierenden Effekt wie bei alleiniger Verwendung Den starksten negativen Effekt tbte
die Beschichtung PLL_PORN ohne Trocknungsgrad atisnmDurchschnitt 12% weniger
Proliferation gegenuber der Kontrolle.
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Tabelle 33: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 1) fur Proliferation (abh&ngige
Variable). B = Parameter-Schatzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begsigfe war das
Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

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

Pl 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] -12.5% 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

LAM_dry 10.89 0.004 3.50 18.27

4.5.4. Einfluss des Serumanteils

Untersuchungsgegenstand der vierten Versuchsregineder Einfluss des Serumanteils auf
die Proliferation der Zellen. Fir das Medium Fl&ll& sich der Einfluss auf die Proliferation
fur die vier untersuchten Serumstufen so dar:
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Abbildung 18: Pl mesenchymaler Zellen auf Permano$lides (6 Tage, n = 5) in F12-Medium bei
varilerendem Serumante@ontrol: kein FGF-2, FCS 5%. Angaben in M¥/Standardabweichung.
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Fur die unterschiedlichen Serumanteile in MEM-Mediergab sich im Blick auf die
Proliferation dieses Bild:
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Abbildung 19: Pl mesenchymaler Zellen auf Permane$lides(6 Tage, n = 5) in MEM-Medium bei variieren-
dem SerumanteiControl: kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in MittelwerStandardabweichung.

Statistisch signifikante Unterschiede gegenuberkKidturbedingungen der Kontrolle zeigten
die Experimente mit minimalem bzw. ohne Serumairffebelle 34). DeGerumentzug Ubte
im Durchschnitt, verglichen mit den Bedingungen @mzugsstufeginen inhibierenden
Effekt von 6-10% auf die Zellen ausIn den Ubrigen Experimenten waren die Unters@hied
gegeniber der Bezugsstufe nicht ausreichend deutlic

Tabelle 34: Statistisches Output d*er multivariaten VarianzasalyModell 1) fir Proliferation (abhéngige
Variable). B = Parameter-Schatzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begzstgfe war das

Kontroll-Experiment der flnften Versuchsreihe).
Variable Parameter B Signifikanz* | 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
Pl 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
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 Kidikioren miteinander. Der Einfluss auf
die Proliferation stellte sich so dar:
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Abbildung 20: Pl mesenchymaler Zellen auf Permane$lides(6 Tage, n = 6) nach "Best-off"-Protokoll
(Standardmedium MEM, neu eingefiihrte Wachstumsfaktd=CS 1%)Control: kein FGF-2, FCS 20%.
Angaben in Mittelwert: Standardabweichung.
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Abbildung 21: Pl mesenchymaler Zellen auf PLL/PORN_dry beschieit Permandx -Slides(6 Tage, n = 6)
nach "Best-off"-Protokoll (Standardmedium MEM, neingefuhrte Wachstumsfaktoren, FCS 1%pntrol:
ohnecoat kein FGF-2, FCS 20%. Angaben in MittelwgrStandardabweichung.
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Die Ergebnisse hinsichtlich Proliferation waren &lle Kulturbedingungen im Vergleich zur
Kontrolle hochsignifikant (Tabelle 35Rie Kulturbedingungen Ubten einen inhibierenden
Effekt auf die Proliferation der Zellen aus Dabei zeigen die B-Werte der Effekt-Schatzer
fur die Experimente mit beschichteten OT tendehzmelgativere Werte, was fur einen
zusatzlichen inhibierenden Effekt der Beschicht@pgicht. Das inverse Verhaltnis von
Proliferation und Differenzierung, wie es bereits lei der globalen Datenanalyse deutlich
wurde, spiegelt sich also auch auf Ebene der Versugreihen wieder

Tabelle 35: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 1) fur Proliferation (abh&ngige
Variable). B = Parameter-Schatzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 1 (Begsigfe war das
Kontroll-Experiment der flinften Versuchsreihe).

Variable Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
Pl FGF-2_coat -14.0( 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 -14.1% 0.000 -21.22 -7.08
BDNF_coat -16.40 0.000 -24.15 -8.66
FGF-2/BDNF_coat -15.4() 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
FGF-2/BDNF -11.23 0.001 -17.83 -4.63

4.6. Spezielle Fragestellungen

Um die isolierten Effekte der verwendeten Substankmsichtlich Differenzierung und
Proliferation zu analysieren, wurden zur statistest Auswertung der Daten andere Analyse-
modelle herangezogen, die nicht den Versuchsawdbhilden, sondern die Verwendung der
Substanzen. Der durchschnittliche Effekt der jeigyert Substanz wird dabei als Parameter-
Schatzer herausgerechnet und erlaubt eine quamitAhalyse. Der Vergleich der Einzel-
experimente (Modell 1) erlaubte nur den Vergleien gweiligen Kulturbedingung mit der
Bezugsstufe. Die statistischen Modelle der quaitéa Datenanalyse erlauben dagegen die
Beurteilung des durchschnittlichen Effekts der jéiggen Substanz auf die Variablen
Differenzierung und Proliferation.

4.6.1. Effekte von Serum und Kulturmedium auf Diffeenzierung und

Proliferation

Fur die Beurteilung der durchschnittlichen Effekten Kulturmedium und verschiedener
Konzentrationen von FCS auf Proliferation und neate Differenzierung wurden die
Datensatze Uber alle Versuchsreihen hinweg in eigigenen Modell statistisch ausgewertet
(Modell 2). Die jeweiligen Effekt-Schatzer geben, amn wieviel Einheiten die jeweilige
Substanz die Variable fir Differenzierung (B3Plux)er Proliferation (PI) additiv oder
inhibierend gegenuber der Bezugsstufe verandebeDzeigten sich fir die verwendeten
Medien Neurobasdl, F12 und DMEM gegeniiber dem Standardmedium MEMRaferenz
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich newaler Differenzierung (Tabelle 36).
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Experimente, in denen das Medium F12 und Neurobaddl Verwendung fand, lassen
allerdingseinen zusétzlichen additiven Effekt der Kulturbedirgung erkennen

Tabelle 36: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 2) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatzestatistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Begstmyfe
waren die Versuchsbedingungen mit MEM-Medium).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus DMEM - 0.03 0.996 -12.60 12.66
Neurob B27 5.25 0.414 -7.38 17.88
F12 3.43 0.253 -2.46 9.32

Ein auffalliger Unterschied resultierte fur die \&nle Proliferationlm Vergleich zu MEM
proliferierten die Zellen in F12-Medium signifikant schlechter Im Schnitt war der PI fur
die Kulturbedingungen mit F12-Medium im Schnitt #%#edriger (Tabelle 37). Ebenso fir
Neurobasal™ konnte als Trend ein negativer Effektdas Wachstum der Zellen festgestellt
werden; dieser Unterschied war allerdings nicht msignifikant. Kein nennenswerter
Unterschied gegeniber der Bezugsstufe ergab sicdafiMedium DMEM.

Tabelle 37: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 2) fur Proliferation (abh&ngige
Variable). B = Parameter-Schétzer Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Begsigfe waren die
Versuchsbedingungen mit MEM-Medium).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
Pl DMEM 0.33 0.930 -7.07 7.72
Neurob_B27 -7.07 0.061 -14.47 0.32
F12 -7.35 0.000 -10.80 -3.89

Untersucht man isoliert die Versuchsreihe 1 undltglk Baselinedas Experiment mit FGF-

2 (Modell 4), so konnen die Effekte der Experimethitekt als additiver Effekt der jeweiligen
Substanzen zu FGF-2 gedeutet werden. Dabei ergsibknfir die Experimente, die das
Medium F12 mit den Zusatzen B27 und N2 enthieltsignifikante Unterschiede zur
Bezugsstufe. Fiur das Medium Neurobasal™ mit B27 welaenso ein additiver Effekt
hinsichtlich des Anteils B3-positiver-Zellen nachaisen, der Unterschied zur Bezugsstufe
erreichte allerdings kein Signifikanzniveau (Tab&lB).

Tabelle 38: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 4) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 4 (Begstyfe war
die Standardkulturbedingung mit FGF-2).

Variable Parameter B Signifikanz” 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus F12_B27 10.76 0.003 4.01 17.51
F12 N2 10.48 0.004 3.73 17.23
Neurob_B27 6.54 0.057 -0.21 13.29

Fur die Versuchsbedingungen der Versuchsreihe &, die neuronale Differenzierung
besonders forderten, war ein entsprechend inhidereEffekt auf die Proliferation nachzu-
weisen. Experimente, die das Medium F12 und di&#zesB27 und N2 enthielten, zeigten im
Vergleich zu den Versuchsbedingungen mit FGF-2 emsatzliche Inhibition der
Proliferation von 10% (Tabelle 39). Etwas wenigeuttich und nicht mehr signifikant war
der inhibierende Effekt der Kulturbedingung mit ddfadium Neurobasal™ und B27.
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Tabelle 39: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 4) fur Proliferation (abh&ngige
Variable). B = Parameter-Schétzer.Statistische Signifikanz im Analysemodell 4 (Begsigfe war die

Standardkulturbedingung mit FGF-2).

Variable Parameter B Signifikanz* | 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
Pl F12_B27 -10.86 0.019 -19.79 -1.93
F12_N2 -10.70 0.021 -19.63 -1.77
Neurob_B27 -8.28 0.068 -17.21 0.65

Man kann die Ergebnisse dahingehend interpretieass die Medien F12 und
Neurobasaf™ weniger die Proliferation und eher die neuronale [Offerenzierung
begilnstigen Die Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnisser Auswertungen an
anderer Stelle. Es ergeben sich also uUber dieststatien Analysen hinweg keine sachwissen-
schaftlichen Widerspriiche. Allerdings war die pesitWirkung hinsichtlich neuronaler
Differenzierung nicht in allen Analysemodellen sfigant und zeigte sich daher lediglich als
Trend.

Fur die Verwendung von FCS ergab sich gegentberNient-Anwesenheit von Serum
(Bezugsstufe) kein signifikanter Unterschied fig ®fariable B3Plus. Dennoch zeigte sich ein
Trend dahingehend, dadsulturbedingungen mit hohem Serumanteil weniger die
Differenzierung fordern, wahrend sich Kulturbedingungen mit einem minimalen
Serumanteil gunstig auf die Differenzierung auswirlen. Ein 1% Serumanteil veranderte
den Anteil B3-positiver Zellen in der Versuchsbeping im Durchschnitt um 7% additiv
gegeniber deBaseline Fur den 20% Serumanteil zeigte sich im Schnité 6i1% Reduktion
der differenzierenden Zellen (Tabelle 40).

Tabelle 40: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 2) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatzestatistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Begstmyfe
waren die Versuchsbedingungen ohne Serumanteil).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus FCS 20% -10.90 0.059 -22.21 0.41
FCS 5% -8.18 0.175 -20.01 3.66
FCS 1% 6.69 0.248 -4.69 18.08

Betrachtet man den Effekt der Kulturbedingungen dief Proliferation so ergibt sich ein
inverses Bild:Ein hoher Serumanteil wirkte sich gunstig auf die oliferation aus.
Gegenuber ddBaselinezeigte sich fir einen 20% Serumanteil ein additiziekt von 11%,
fur den 5% Anteil von 7% (Tabelle 41). Die Untengde waren statistisch signifikant. Ein
1% Serumanteil machte gegenuber der Nicht-Anwesewntie Serum keinen Unterschied.

Tabelle 41: Statistisches Output der multivariaten VarianzaselyModell 2) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-Schatzer Statistische Signifikanz im Analysemodell 2 (Bezstyfe waren die
Versuchsbedingungen ohne Serumanteil).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
Pl FCS 20% 10.73 0.002 4.11 17.36
FCS 5% 7.06 0.046 0.13 13.99
FCS 1% -0.37 0.912 -7.04 6.29

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Serurtel die Proliferation der
Zellen erheblich beeinflusst. Ein hoher Serumanteilwirkt sich dabei tendenziell
inhibierend auf die neuronale Differenzierung aus.
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4.6.2. Effekte des Wachstumsfaktors FGF-2 auf Diffenzierung und
Proliferation

Um den isolierten Effekt des Wachstumsfaktors FGERDifferenzierung und Proliferation
zu untersuchen, wurden uber alle VersuchsreihewdgrKulturbedingungen mit MEM und
20% Serumanteil untersucht, die nur FGF-2 als Waansfaktor enthielten. Als Bezugsstufe
dienten die Experimente der Versuchsreihen, diemédEM und 20% Serumanteil keinen
Wachstumsfaktor und keine weiteren Kulturzusatzéhielben. Da sich die Bezugstufe
lediglich durch die Nicht-Anwesenheit des Wachstiakiors unterscheidet, kann die
Differenz zu den Kontrollbedingungen als Effekt d&achstumsfaktors gewertet werden.
Gegenuber den Kontrollbedingungen zeigte sich fie ®ariable B3Plusin den
Kulturbedingungen mit FGF-2 im Durchschnitt einadditiver Effekt von 19% (Tabelle
42). Der Unterschied war hochsignifikant.

Tabelle 42: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsel(Modell 3) fiir neuronale Differenzierung
(abhéangige Variable). B = Parameter-Schatzestatistische Signifikanz im Analysemodell 3 (Begstyfe
waren die Kulturbedingungen ohne den Wachstumsfai&--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 Wachstumsfaktoeniger deutlich beeinflusst, der
Unterschied war dennoch signifikant. Gegeniber ldentrollbedingungen zeigte sich ein
inhibierender Einfluss auf die Proliferation: diellén zeigtenn Anwesenheit von FGF-2
gegenuber derBaselineeine im Durchschnitt um 5% reduzierte Proliferation (Tabelle
43).

Tabelle 43: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 3) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-Schatzer Statistische Signifikanz im Analysemodell 3 (Bezstyfe waren die
Kulturbedingungen ohne den Wachstumsfaktor FGF-2).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
Pl FGF-2 -5.16 0.011 -9.02 -1.30

4.6.3. Effekte der Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHHind von Heparin

Um die durchschnittlichen Effekte der neu eingetéimrWachstumsfaktoren FGF-8b und
SHH zu ermitteln, wurden die Experimente der Vehsueihe 2 in einem eigenen
statistischen Modell untersucht (Modell 5). Aussendinteressierte die Frage, ob Heparin-
faktor einen Effekt auf Differenzierung oder Pretdtion ausibt. In der statistischen
Auswertung wurden daher die Kulturbedingungen,eneh der untersuchte Faktor verwendet
wurde, den Versuchsbedingungen ohne den jeweiliggdior als Bezugsstufe gegeniber-
gestellt. Der Effekt des Wachstumsfaktors FGF-2nkafs interner Vergleichsmassstab
verstanden werden. Aufgrund des kleinen Datensateb die Ergebnisse allerdings mit
Zuruckhaltung zu interpretieren. Zusatzlich weraka Effekte der Wachstumsfaktoren in
diesem Modell vom Serumanteil Uberlagert, der mgein Versuchsbedingungen auf einen
Anteil von 1% reduziert war.

Fir die Kulturbedingungen, in denen FGF-8b und StiHwWachstumsfaktor vorhanden war,
zeigten sich deutliche Effekte hinsichtlich neudenaifferenzierung.Fur FGF-8b ergab
sich ein additiver Effekt von 15%, fur SHH von 10% (Tabelle 44).Den grossten
additiven Effekt (bte allerdings der Standardwachstimsfaktor FGF-2 aus. Die
Unterschiede sind fur alle untersuchten Wachstuktmfan hinsichtlich deren Nicht-
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Anwesenheit signifikant. Dagegen hatte diewesenheit von Heparineinentendenziell
inhibierenden Einfluss auf die Differenzierung

Tabelle 44: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 5) fiir neuronale Differenzierung
(abhangige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 5 (Bezstyfe war
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten FaktorsdrsMchsreihe 2).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus 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
Heparin -4.99 0.196 -12.67 2.69

Die Ergebnisse hinsichtlich Proliferation der Zellgerhielten sich entsprechend spiegel-
bildlich. Die Anwesenheit von FGF-2 wirkte sich ibierend aus, der Unterschied gegenuber
dessen Nicht-Anwesenheit erreichte allerdings EagmifikanzniveauDie neu eingefihrten
Wachstumsfaktoren FGF-8b und SHH liessen die Zelleauffallig weniger proliferieren.

Die Zugabe vonHeparin zeigte gegenuber der Nicht-Anwesenh&#inen Einfluss
hinsichtlich Proliferation (Tabelle 45).

Tabelle 45: Statistisches Output der multivariaten VarianzaselyModell 5) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-SchétzelStatistische Signifikanz im Analysemodell 5 (Begstgfe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versudies.

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
Pl 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
Heparin 2.84 0.238 -1.96 7.64

4.6.4. Zusatzliche Effekte extrazellularer Matrixproteine

Um die Effekte von Beschichtung und Trocknungsgrad beurteilen, wurden die
Experimente der Versuchsreiche 3 eigens ausgew@dftadell 6). Die statistische Analyse
analysiert den zuséatzlichen Effekt eines Faktorgegéber dessen Nicht-Anwesenheit. Die
Beschichtungen mit PLL und FN zeigten keinen diatis signifikanten Effekt hinsichtlich
des Anteils B3-positiver Zellen. Konkordant zu dengebnissen der Einzelauswertung zeigte
sich eindeutlich positiver Einfluss der Beschichtung mit P@RN. Die Beschichtung erhéhte
den Anteil der Zellen, die den neuronalen Markeprigmierten, im Durchschnitt um 10%
(Tabelle 46). Dagegen Ubte die Anwesenheit MAM einen inhibierenden Effekt auf den
Differenzierungsgrad der Zellen aus. Der Anteil B8rpositiven Zellen fiel im Vergleich mit
den Experimenten, die kein LAM verwendeten, im $itl2% geringer aus. Zur Beurteilung
des Trocknungsgrads wurden Kulturbedingungen, fé@rkéine Trocknungszeit vorgesehen
war als Bezugsstufe gewahlt und mit den Experimenterglichen, denen eine
Trocknungszeit fur das Beschichtungsmaterial varigaiset war. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede gegenuber der Bezugssieé Trocknung scheint demnach
das Ergebnis der Kulturbedingung nicht aufféllig zubeeinflussen.
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Tabelle 46: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 6) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 6 (Begstyfe war

die Nicht-Anwesenheit des untersuchten FaktorsarsMchsreihe 3).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
B3Plus 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
Dry -4.68 0.162 -11.32 1.96

Die Ergebnisse hinsichtlich der Variable Prolifevat unterstreichen die Befunde der
Auswertung der Einzelexperimente: dMatrixproteine FN und LAM férderten im
Gegensatz zu den synthetischen Substanzen PLL un@®RN besonders das Wachstum
der Zellen (Tabelle 47). Im Schnitt prolifierierten die Zellen Anwesenheit von LAM um
15% besser. In Kulturbedingungen mit FN als Besthingsmaterial proliferierten die Zellen
um 11% besser. Fur PLL und PORN zeigten die PamrSsthatzer negative Werte, ohne
Signifikanzniveau zu erreichen. Der Trocknungsgallbst beeinflusste die Zellproliferation
nicht.

Tabelle 47: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 6) fur Proliferation (abh&ngige
Variable). B = Parameter-SchatzelStatistische Signifikanz im Analysemodell 6 (Begstgfe war die Nicht-
Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versudies®).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound | Upper Bound
Pl 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
Dry 2.86 0.398 -3.92 9.65

4.6.5. Effekte der Zellkulturzusatze B27 und N2

Die Auswertung ist dadurch erschwert, dass die plitfang der einzelnen Einflussfaktoren
aufgrund eines inkompletten Blockdesigns in Versueine 1 nicht moglich ist. Um die
Effekte der verwendeten Zellzusatze dennoch zurbesn, wurden die Kulturbedingungen
der Versuchsreihe 4, in denen die beiden Supplemesifig verwendet wurden, in einem
eigenen statistischen Modell ausgewertet (Modell Untersucht wurde der Effekt der
Zellkulturzuséatze gegenuber deren Nicht-Anwesenleitlen Versuchsbedingungen wurden
die Medien MEM und F12 verwenddtiir die Zellkulturzusatze konnten hinsichtlich der
untersuchten Variablekeine signifikanten Unterschiedeerzielt werden (Tabelle 48 & 49).
Die Ergebnisse werden allerdings durch unterscisieell Serumstufen in den Versuchs-
bedingungen Uberlagert.
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Tabelle 48: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 7) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 7 (Begstyfe war

die Nicht-Anwesenheit des untersuchten FaktorsarsMchsreihe 4).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
B3Plus B27 -3.72 0.442 -13.41 5.98
N2 -0.65 0.907 -11.83 10.53

Tabelle 49: Statistisches Output der multivariaten VarianzaselyModell 7) fur Proliferation (abhangige
Variable). B = Parameter-SchatzelStatistische Signifikanz im Analysemodell 7 (Begstgfe war die Nicht-

Anwesenheit des untersuchten Faktors in Versudies.

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

Pl B27 2.78 0.393 -3.73 9.28

N2 0.88 0.813 -6.62 8.38

4.6.6. Effekte der Wachstumsfaktoren und von Besctiitung bei minimal-serum-
condition

Versuchsreihe 5 untersuchte verschiedene Wachsilktosfn und eine PLL/PORN-
Beschichtung gegeniber unbeschicht&ktesunterminimal-serum-conditiorEine isolierte
statistische Analyse dieser Versuchsreihe erlaubt Reurteilung der mittleren Effekte
verschiedener Wachstumsfaktoren und der Beschigtgageniber deren Nicht-Anwesenheit
(Modell 8). Der direkte Vergleich der Wachstumstakh untereinander ergab, d&&SF-2
und die neu eingefuhrten Faktoren FGF-8b und SHH ggeniber den etablierten
neurotrophen Wachstumsfaktoren NT-3 und BDNF einerzuséatzlichen additiven Effekt
hinsichtlich neuronaler Differenzierung zeigen (Tabelle 50). Dieser Unterschied erreichte
allerdings kein Signifikanzniveau. Ebenso Ubte Bléschichtung einen deutlich positiven
Einfluss auf die neuronale Differenzierung der Zekn aus. Gegeniber den
Kulturbedingungen ohne Beschichtung konnte der iRnBS3-positiver Zellen in den
experimentellen Bedingungen im Mittel um 17% gegstdiwerden.

Tabelle 50: Statistisches Output der multivariaten Varianzgsal(Modell 8) fir neuronale Differenzierung
(abhéngige Variable). B = Parameter-Schatz&tatistische Signifikanz im Analysemodell 8 (Begstyfe war
die Nicht-Anwesenheit des untersuchten FaktorsarsMchsreihe 5).

Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound
B3Plus 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
Coat 17.05 0.000 12.45 21.65

Die Anwesenheit der Wachstumsfaktoren FGF-8b undH Statte im Vergleich zu den
Kulturbedingungen, in denen der Wachstumsfaktomhtnicorhanden war, in den stark
differenzierenden Kulturbedingungen dieser Verstghe keinen signifikanten Einfluss
mehr auf die Proliferation der Zellen (Tabelle 5L¢diglich die Anwesenheit von FGF-2
erreichte knapp SignifikanznivealDie Beschichtung hatte dagegen einen auffallig
inhibierenden Einfluss auf die Proliferation der Zdlen.
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Tabelle 51: Statistisches Output der multivariaten VarianzasalyModell 8) fur Proliferation (abhangig
Variable). B = Parameter-SchatzeiStatistische Signifikanz im Analysemodell 8 (Begsigfe war die Nicht-

Anwesenheit des untersuchten Faktors in VersudiesE.
Variable | Parameter B Signifikanz* 95% Konfidenzintervall
Lower Bound| Upper Bound

Pl 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
Coat -3.38 0.000 -4.12 -2.64
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5. Diskussion

Das Differenzierungspotential adulter Stammzelleas KM ist seit Jahren Gegenstand
wissenschatftlicher Arbeiten. Die zahlreichen Fousgsarbeiten haben gezeigt, dass MSC
ein breiteres Differenzierungspotential besitzels, lbislang angenommen wurde. Unter
bestimmten experimentellen Bedingungen differeerniesie offenbar auch in neuronale
Zellen. Aufgrund dem-vitro undin-vivo demonstrierten Plastizitat, der einfachen Gewignun
und Expansion sowie erster Erfolge in klinischemd&n erscheinen MSC des KM als
besonders geeignete Kandidaten fir neuartige z#dft@ Therapien. Beim Versuch,
mesenchymale Stammzellein-vitro zu differenzieren, kommen zahlreiche Zellkultur-
protokolle zur Anwendung. Die Palette umfasst deswendung unspezifischer Induktoren
wie 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin, Dibuturyl-cycliseB Adenosinmonophosphat (Deng et al,
2001) oder Butylhydroxianisol (Woodbury et al, 2pO@nterschiedlichste Wachstums-
faktoren, Antioxidantien, Hormone, extrazellulareatkixmolekile sowie gentechnische
Methoden (Dezawa et al, 2004), konditionierte MediKuznetsov et al, 1997; Jiang et al,
2003; Joannides et al, 2003; Rivera et al, 2006) komplexe Kokultursysteme (Sanchez-
Ramos et al, 2000; Jiang et al, 2003; Joannidesl,e2003; Abouelfetouh et al, 2004;
Bossolasco et al, 2005; Wislet-Gendebien et al5200

Die Beurteilung der unterschiedlichen Studienerggganwird dadurch erschwert, dass sich
Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen zum @&ghikeblich unterscheiden. Dies macht
einen Vergleich der verwendeten Protokolle schwiefiHerzog et al, 2003; Croft &
Przyborski, 2004). Die Frage, in welchem Ausmass ulterschiedlichen Faktoren die
neuronale Differenzierung MSC beeinflussen, lassh sauf dieser Datenbasis kaum
beantworten. Die Mehrzahl der-vitro-Studien zur neuronalen Plastizitdat MSC wurde zudem
an KM-Zellen von Maus und Ratte durchgefiihrt. Ergeke, die bei der Kultivierung von
Zellen anderer Spezies erzielt wurden, sind nichekt auf die Situation beim Menschen
Ubertragbar. Fir die Wirkung von Wachstumsfaktorerd Kulturbedingungen bestehen
namlich erhebliche Speziesunterschiede, wie einbeReon Studien an neuralen Stamm-
zellen (Svendsen et al, 1997; Carpenter et al, ;1@98ttemore et al, 1999; Galli et al, 2000)
und MSC (Kuznetsov et al, 1997; Javazon et al, po@i@nbart hat.

Es erschien daher sinnvoll, Effekte unterschieéiidulturbedingungen speziell fir humane
MSC zu analysieren. Zwar wurde in einigen wenigdndi®&n der Einfluss einzelner
Kulturzusatze beleuchtet, eine breit angelegte fdutdhung wurde bislang aber nicht
unternommen. Ziel unserer Arbeit war daher einetesyatische Analyse der Effekte
unterschiedlicher Kulturbedingungen hinsichtlichie#h Potentials, das Wachstum humaner
MSC zu férdern sowie einen neuronalen Phanotymduzieren. Auf der Basis der erzielten
Ergebnisse sollte auch geklart werden, inwieweti si-vitro-Kulturbedingungen optimieren
lassen. Einschliesslich der Vorversuche wurden d#zer 600 Einzelexperimente durch-
gefuhrt. Durchdiese Kombinationunterschiedlicher Kulturbedingungen konnten seklieh
nachsechs KulturtagenZellpopulationen mit einem Anteil von bis zu 60%@-111- Tubulin-
positiver Zellen mit neuronalem Phanotyp erzeugt welen.
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5.1. Diskussion der Methodik

Die Untersuchung der Einflussfaktoren auf Prolifiera und auf die neuronale Differen-
zierung MSC stellt aufgrund der Komplexitat mogéchEinflu3faktoren und diverser
technischer und methodischer Probleme eine gegégwdur unvollstandig beantwortete
Frage dar.

5.1.1. Methodische Herausforderungen

Mesenchymale Stromazellen sind heterogen

Eine moglichst homogene Zellkultur als Starterpapah ist Voraussetzung fur die
Vergleichbarkeit einzelner Experimente und die Konfation mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen. Die heterogene Natur MSC macht egemwartig schwierig, diesem
Anspruch in vollem Masse zu genugen. Die Heterdgeder Zellpopulation ist ein bislang
nicht gelostes Problem (Hess et al, 2004). Einghiveals Standard anerkannte Methode zur
Isolierung humaner MSC aus dem KM gibt es bislamghtn Die wohl am haufigsten
verwendete Methode ist die Auftrennung Uber einaolFGradienten mit anschlieRender
Selektion der Zellen durch Adhéarenz an die Plabgkitache des Kulturgefasses. Aufgrund
der Heterogenitat der untersuchten Zellpopulatiod wles erheblichen Einflusses von
Isolierungsmethode und Kulturbedingung auf den Btyinkonnte bislang zwischen den
unterschiedlichen Arbeitsgruppen keine Ubereinstimgn des Phanotyps MSC erreicht
werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dask awei Passagen eine relativ homogene
Zellpopulation gewonnen werden kann, die mit ethech technisch aufwendigere Verfahren
isolierten Population vergleichbar ist (Tondreauagt2004b). In unseren Versuchsreihen
wurden MSC durch selektive Adhasion an unbeschieht&Kunststoff-Zellkulturflaschen
gewonnen. In allen Versuchsreihen wurde eine detezrte Zellzahl der zweiten und dritten
Passage verwendet. Expressionsanalysen der isaolietnd nach einem gangigen
Kulturprotokoll expandierten MSC wurden nicht dugefiihrt. Bis zur Etablierung neuer
spezifischer Marker MSC stellt die Isolierung nigtePlastikadharenz eine akzeptable
Methode dar. Dartiberhinaus weisen unsere Ergebnde auf eine weiteres bisher wenig
beachtetes Problem hin, namlich den EinfluR desn@&gs. MSC von verschiedenen
Spendern zeigten unterschiedliches Proliferatiang-Differenzierungsverhalten.

Mesenchymale Stromazellen sind ,multidifferenziert“und reagibel auf die
Kulturbedingungen

Eine Reihe von Forschungsgruppen berichtete, d&S bkreits in unbehandeltem Zustand
zu einem geringen Anteil neuro-gliale Marker experan (Deng et al, 2001 & 2006;
Woodbury et al, 2002; Tondreau et al, 2004a; Taal,€2005; Minguell et al, 2005; Egusa et
al, 2005; Bossolasco et al, 2005; Scintu et al62@ondheim et al, 2006; Lamoury et al,
2006). Woodbury und Kollegen zeigten, dass Zellpatmanen und klonale Zell-Linien MSC
ectodermale, endodermale und mesodermale Genereggan und sahen darin Argumente
dafir, dass MSC ,multi-differenziert” sind (Woodluet al, 2002). Diese Beobachtungen
passen zu den Beobachtungen vieler Veroffentlicempngdass MSC Eigenschaften
mesodermaler Zelltypen (Chondroblasten, Adipozyt@steoblasten, Herzmuskelzellen,
endotheliale Gefal3zellen), ectodermaler Zelltypsgufonale Zellen, Hautzellen) und endo-
dermaler Zelltypen (Leberzellen, Alveolarzellen, ridapithelien) annehmen kénnen (vgl.
Einleitung 1.3.1.). Die Analyse von MSC-Kulturentriilfe sensitiver Methoden wie FACS-
Analyse, Western-Blot und RT-PCR ergab, dass eassgr Anteil nicht-induzierter MSC
konstitutiv Nestin und Tuj-1 exprimieren (Tondreai al, 2004a). Das Konzept der
~-Multidifferenziertheit* MSC wird mittlerweile vonvielen Arbeitsgruppen favorisiert
(Tremain et al, 2001; Woodbury et al, 2002; Seghale 2003; Mufioz-Elias et al, 2003;
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Minguell et al, 2005; Tondreau et al, 2005; Egusal,e2005; Scintu et al, 2006). Die Studien
machten ebenso deutlich, dass der Anteil diffeemender Zellen durch geeignete
Kulturbedingungen deutlich gesteigert werden kahon@reau et al, 2004a; Neuhuber et al,
2004) wund eine gezielte neuronale Differenzierungircld die Variation von
Kulturbedingungen méglich ist. Immunhistochemiséhst sich der Markes-IlI-Tubulin in
einigen Studien erst nach Induktion nachweisen (daoy 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 riBaronale Differenzierung MSC nach
morphologischen und immunhistochemischen Kritedench den Nachweis meist weniger
neuronaler Marker beurteilt, ein Umstand, der voreden Autoren kritisch bewertet wird
(Wagers & Weissman, 2004; Grove et al, 2004; Hdsal,e2004; Bertani et al, 2005;
Hermann et al, 2006; Raedt et al, 2007; Phinney@&lkbp, 2007). Eine geringe Anzahl von
Forschungsarbeiten versuchte dariber hinaus, elitegrte Zellen durch funktionelle
Untersuchungen (z. B. Nachweis von lonenstromen Wedirotransmittern) naher zu
charakterisieren (vgl. Einleitung 1.3.4 & 1.3.5Die Wahl eines geeigneten Markers
neuronaler Differenzierung wird durch den Umstandclewert, dass der immunhisto-
chemische Nachweis neuronaler Antigene nicht gémapezifisch ist. Man muss feststellen,
dass keiner der in den Studien verwendeten Markersp einen ausreichenden Nachweis
neuronaler Differenzierung darstellt, da die jewgeih Marker auch in anderen Geweben und
Zelltypen exprimiert werden kdnnen. Diesem Aspekirde gerade nach den anféanglichen
Berichten neuronaler Differenzierung MSC nicht ggerid Beachtung geschenkt. So wird das
Protein B-llI-Tubulin auch in undifferenzierten humanen egdmalen Stammzellen
(Carpenter et al, 2001) und nicht spezifisch in dupewebe (Sugimoto et al, 1997; Katsetos
et al, 2003; Jouhilahti et al, 2008) exprimiert.sDiatermediarfilament Nestin findet sich
ebenso in regenerierenden Muskelzellen (Vaittinerale 2001) und endothelialen Zellen
(Mokry & Nemecek, 1998; Klein et al, 2003). GFAPduNeurofilamente sind ausserdem in
verschiedenen Bindegewebszellen nachweisbar (Hiaefest al, 2001; Sainio et al, 1994).

Limitationen der Methode ,.Zellkultur®

Die in-vitro-Kultur stellt ein relativ einfaches Modell dar,ediWirkung verschiedener
biologisch aktiver Substanzen auf Zellen zu untren. Die grundlegenden Techniken der
Zellkultur haben sich allerdings seit Jahrzehntannk verandert. Komplexere Prozesse wie
die Differenzierung adulter Stammzellen kdénnen an gegenwartigen Methoden nur
bedingt simuliert werden. Die Zell-Zell-Kommunikati mit der Vermittlung parakriner
Faktoren, didn-vivo vermutlich eine entscheidende Rolle bei der Staefidiferenzierung
spielt, ist mit den klassischen Methoden der Zdilktechnik schwer zu untersuchen. Es
lassen sich kaum mehr als qualitative Aussagen emadbie nach wie vor haufig applizierten
Arbeitschritte wie die Verwendung artfremden Blutses, die Anwendung kinstlicher
Substrate, der periodische Mediumersatz und dagraatische Abheben der Zellen kdnnen
die Ergebnisse verzerren. So konnte beispielswéisedie Kultur adulter neuronaler
Stammzellen demonstriert werden, dass eine alteendechnik mit Accutase™ zu einem
besseren Uberleben der Zellen fiihrt (Wachs eGai3R

Fur die Interpretation der Ergebnisse unserer \6lisanordnung ist zu bericksichtigen, dass
fur die Zellkultureffekte unterschiedliche Mechanen in Frage kommen. Bei der Analyse
der Effekte einzelner Faktoren auf Differenzierudey Zellen stellt sich die Frage, ob der
Faktor ein induktives Differenzierungssignal ausudder als Uberlebensfaktor einer
bestimmten sich differenzierenden Zelle fungienkbar ist auch, dass durch die Kulturbe-
dingung die Differenzierung eines Zelltyps favaisiwird, der sekundar Uberleben und
Differenzierung eines anderen Zelltyps fordert. gkuhd der niedrigen Zelldichte in unseren
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Versuchen und grésstenteils abnehmender ZellzahlVarsuchsverlauf spielen letztere
Mechanismen unseres Erachtens keine bedeutsanmee Ralis durch die Kulturbedingungen
Vorlauferzellen und vordifferenzierte Zellen nichtir selektioniert werden, sondern eine
gezielte Differenzierung stattfindet, daflr sprechéntersuchungen der Arbeitsgruppe von
Egusa. Sie konnte in der Zellkultur muriner KM-2sgll zeigen, dass unter Induktionsbe-
dingungen diskordante Genkluster gezielt abgessthalerden (Egusa et al, 2005). Wir
meinen daher, dass bei unseren Kulturbedingungen einer induktiven Wirkung der
untersuchten Faktoren ausgegangen werden kannEiDguss von Zell-Zell-Kontakt und
parakriner Faktoren wird durch die Versuchsbediggmnbei niedriger Zelldichte weitgehend
ausgeschaltet und erlaubt damit eine bessere Hangeder Effekte exogen zugefuhrter
Substanzen. Das Design unserer Versuche erlaulasiéestings nicht immer, die Effekte der
Kulturbedingungen auf die einzelnen Komponentefigkaufihren.

5.1.2. Beurteilung desn-vitro-Modells fur neuronale Differenzierung

Die Untersuchung neuronal differenzierender Kukgibgungen humaner MSC stellte
aufgrund der oben geschilderten Sachverhalte eeraudforderung dar, die nur schrittweise
angegangen werden konnte. Fur unsere Untersuchumgeten Zellen von KM-Spendern
verwendet, die aus Restmaterial der ,Aktion Knocharkspende Bayern“ gewonnen
wurden. Die Spender blieben anonym und es wurddneké&linischen Informationen
weitergegeben. Mit der Verwendung adulter Stamrarellliessen sich gegenuber
embryonalen Stammzellen und Stammzellen des ZN®rghvtechnische und ethische
Probleme umgehen (vgl. Einleitung 1.2.2.).

Das neuronale Differenzierungspotential wurde dutieh gezielte Variation von Kulturbe-
dingungen wie Medium (MEM, DMEM, F12, NeurobasalMEM Alpha Maodificatior),
Serumzusatz (unterschiedliche Konzentrationsstuésjazellularer Matrix (FN, LAM, PLL,
PORN) sowie unterschiedlicher Wachstums- und Defiererungsfaktoren (FGF-2, NT-3,
BDNF, FGF-8b, SHH) untersucht. Fur die Versuchedewine unter identischen Isolierungs-
und Kulturbedingungen gewonnene Ausgangspopulat@wendet. Eine definierte Kultur-
bedingung mit FGF-2 als Standardwachstumsfaktontéials interner Vergleichsmal3stab.
Fur FGF-2 konnte gezeigt werden, dass sich mit bemgen neuronale Vorlauferzellen aus
embryonalen (Okabe et al, 1996) und neuralen Staitenz(Richards et al, 1992; Kilpatrick
& Bartlett, 1995; Gritti et al, 1996; Kuhn et aR47; Tropepe et al, 1999) anreichern lassen.
Die Experimente wurden zusatzlich durch eine Versbedingung mit nicht-induzierten
Zellen, die in Standardmedium und ohne Wachstuntsfdkiltiviert wurden, intern validiert.
Wahrend des laufenden Versuchs wurden die einzeWensuchskammern lichtmikros-
kopisch beurteilt. Beobachtet und bewertet wur@evejls Proliferation und morphologische
Veranderung. Nach sechs Kulturtagen wurde der \éarbeendet.

Als Marker neuronaler Differenzierung wurde die Eegsion des friihen neuronalen Proteins
B-11I-Tubulin gewahlt. Der Nachweis des Proteins msit neuronal vordifferenzierten und
fruhen Neuronen assoziiert (Caccamo et al, 19898) &ind wurde daher als ,neuron-
spezifischer* Marker bezeichnet (Lee et al, 19918s neuronale Protein ist Bestandteil des
Mikrotubuli-Systems der Nervenzelle. Die Phosphsigtung de$-111-Tubulins resultiert in
einer Stabilisierung der Mikrotubuli, Grundvoraugseg fiur die Neuritenextension in
differenzierenden Neuronen (Ferreira & Caceres,219%aferriere et al, 1997). Der
verwendete Marker bindet sowohl an die phosphatgligvie unphosphorylierte Form des
polymerisierten Proteins (Fanarraga et al, 1999).dbenso haufig verwendeter Marker ist
Nestinfilament, dessen Nachweis fur unreife neutbefiale Vorlauferzellen typisch ist
(Lendahl et al., 1990). Dessen Expression wird iaufe der neuronalen Differenzierung
durch zelltypspezifische Marker wie dem sauren f@siarprotein (GFAP) oder Neurofila-
menten abgeldst, wie aus Untersuchungen an neeroisghmmezellen des embryonalen und
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adulten Saugerhirns bekannt ist (Reynolds et @21ritti et al., 1996; Weiss et al, 1996;
Tropepe et al, 1999). Allerdings wird die Expressaon Nestin stark durch die Serum-
konzentration der Kulturbedingung beeinflusst (Juées et al, 2004; Wislet-Gendebin et al,
2005) und war daher fur unsere Zwecke kein geetgridarker. Die Expression vgilil-
Tubulin scheint im Gegensatz dazu wenig von der ésemheit von Serum beeinflusst zu
sein (Croft & Przyborski, 2004). Mit dem NachweissdNeurofilaments kann man daher
davon ausgehen, dass sich die markierten ZelleRritwicklungsstadium vordifferenzierter
und frGher Neurone befinden. In einigen Vorversuchhairde auch Uberprift, ob sich bei
induzierten Zellen GFAP nachweisen lasst, das thgisveise von Astrozyten exprimiert
wird. Dabei fanden sich nur wenige Zellen mit gftaMarkerexpression. Wir mussten daher
annehmen, dass die getesteten Kulturbedingungdrt pramar die gliale Differenzierung
forderten. Die Ergebnisse unserer Vorversuche deskeh mit den publizierten Befunden
zahlreicher anderer Arbeitsgruppen. Die Mehrzahk @&udien dokumentiert keine
signifikante gliale Differenzierung fur die verwestdn Induktionsprotokolle (Woodbury et al,
2002; Kim et al, 2002; Rismanchi et al, 2003; C&fPrzyborski, 2004; Abouelfetouh et al,
2004, Dezawa et al, 2004; Cho et al, 2005; Tad, &085; Tropel et al, 2006; Pacary et al,
2006; Rivera et al, 2006; Raedt et al, 2007; Sredt, 2007). Einige Arbeitsgruppen fanden
erst nach langer Kulturdauer (Joannides et al, 20@8g et al, 2003; Wislet-Gendebien et al,
2005) oder in serumfreien Kulturen zu einem genngateil GFAP-positive Zellen (Padovan
et al, 2003). Die Untersuchungen von BossolascoKolttgen weisen darauf hin, dass die
gliale Differenzierung komplexere Kulturbedingungait humoralen Faktoren einer Astro-
zytenkokultur und glialen Zellen als Hilfszellenn@gigt (Bossolasco et al, 2005).

Es wurde bereits diskutiert, dass keiner der hawiggwendeten Marker per se ein
ausreichender Nachweis neuronaler Differenzieruagstdllt. Die Zusammenschau von
Morphologie und dem Resultat der immuncytochemisch@rbung ist daher ein wichtiges
Korrektiv. Zwischen morphologischen und immuncyteciischen Befunden gab es in
unseren Versuchsreihen keine Widerspriiche. Die ieréek Zellen wiesen eine meist
bipolare Morphologie auf. Wir versuchten in Vorwsken durch unterschiedliche Mass-
nahmen die Validitat der immunhistochemischen Féglzu gewahrleisten. Zunachst wurden
adaquate Antikorperkonzentrationen evaluiert. Dudib Inkubation der Praparate mit
Ziegenserum wurde die Moglichkeit unspezifischerdBingen der Antikdrper und Farbearte-
fakte vermindert. Um die Madoglichkeit einer nichtggischen Bindung des Sekundéar-
Antikodrpers auszuschliessen, wurden Farbungenegiigllkulturen ohne Primar-Antikorper
durchgefluhrt. Schliesslich wurde der Nachweis dagranalen Proteins an einer immortali-
sierten Linie neuraler Stammzellen (C17.2) getestet

Im Laufe unserer Untersuchungen waren wir in jédersuchsreihe mit Zellpopulationen
konfrontiert, die ohne neuronale Induktion zu einggningen Anteil das neuronale Protgin
[lI-Tubulin exprimierten. Dieser Befund Uberrasatitht, wenn angenommen wird, dass
MSC multidifferenziert sind (s.0.). Es ist ebensenkbar, dass einige Zellen durch die
Expansionskultur schon determiniert waren und dutiehAnwesenheit von Serumfaktoren
dem neuronalen Differenzierungsweg folgten. Ders&in von Seren unterschiedlicher
Chargen im Vorfeld unserer Versuchsreihen konnts Beoblem nicht beheben. Eine
alternative Erklarung dieser spontanen Differenzigrist die Kontamination der Zellkultur
durch Zelltypen, die sich unspezifisch anfarberssden. So kdnnen nach Angaben der
Arbeitsgruppe Tondreau auch mononukledre Zedéh-Tubulin exprimieren (Tondreau et
al, 2004a).

In den Kulturen mit hoher Zelldichte konnten wineiAbnahme positiv markierter Zellen
feststellen. Wir vermuten daher, dass der Zell-Kelhtakt w&hrend der initialen
Determination fur den neuronalen Differenzierunggveenen inhibierenden Effekt ausubt.
Hinweise dafir kommen aus friheren Untersuchungemarinen neuralen Stammzellen
(Richards et al, 1992). Die Effekte der Versuchgigahgen hinsichtlich neuronaler
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Differenzierung und Proliferation wurde am Ende ®essuchs quantifiziert. Aufgrund der
meist niedrigen Zellzahl war allerdings nur einanioncytochemische Auswertung maglich.
Dieses Problem bei Differenzierungsstudien wurdehawon anderen Arbeitsgruppen
beschrieben (Bossolasco et al, 2005). Eine nahleagakterisierung der Zellen durch andere
Methoden wére winschenswert gewesen, allerdingserwavir durch die beschrankte
Verfugbarkeit von Ausgangsmaterial limitiert. P&hlzur Differenzierung wurde die
Auswirkung der getesteten Substanzen auf die fdifipration durch die Ermittlung eines
einfachen Proliferations-Index am Ende des Versadasdysiert.

Da die Anwesenheit von Serum aufgrund seiner ungefen Zusammensetzung die
vollstandige Standardisierung der Kulturbedingundén die Zellen verhindert, wurde
angestrebt, auf Serum als Bestandteil des Kultuiumesl zu verzichten. Kulturen unter
serumfreien Bedingungen waren allerdings in unsex&rsuchsreinen durch hohen
Zellverlust gekennzeichnet. Der Versuch, chemiswhdefinierte Kulturbedingungen fur die
neuronale Differenzierung humaner MSC zu etabliereuss als nicht gelungen betrachtet
werden. Die Ergebnisse der serumfreien Kulturbadigen sind daher mit Zurtickhaltung zu
interpretieren. Der experimentelle Ansatz mit serdunzierten Versuchsbedingungen war
hingegen erfolgreich und erlaubte es, den Einfluesht definierter Serumfaktoren
entsprechend zu reduzieren.

Eine vollstandige terminale Differenzierung koniig einer Kulturdauer von sechs Tagen
nicht erreicht werden, was neben dem Zeitfaktor lveaith dem Fehlen wichtiger Faktoren
fur die terminale Differenzierung zuzuschreiben Esgebnisse verschiedener Arbeitsgruppen
deuten darauf hin, dass die neuronale Reifung #ferdnzierter MSC ahnlich wie bei
embryonalen und neuralen Stammzellen (Wagner ét989b; Song et al, 2002; Panchision
& McKay,2002) eine komplexe Kokultur (Sanchez-Ranspsal, 2000; Jiang et al, 2003;
Joannides et al, 2003; Abouelfetouh et al, 2004sBlasco et al, 2005; Wislet-Gendebien et
al, 2005) sowie grosstenteils noch nicht definiditenorale und zellgebundene Faktoren
glialer Zellen (Joannides et al, 2003; Bossolasa,2005; Rivera et al, 2006) erfordert. Im
Gegensatz dazu berichtet die Arbeitsgruppe vonpDlitp und Kollegen fur die von ihnen
identifizierten MIAMI-Zellen, dass sie ohne jegletKokultur zu nahezu ausdifferenzierten
Nervenzellen (D’lppolito et al, 2004) und dopamupem Neuronen (Tatard et al, 2007) reifen
konnen.

Wir beschrénkten uns in unseren Untersuchungen ssvauf eine kurze Kulturdauer. Es
wurden daher vor allem jene Faktoren untersuchbtfididie initiale Determinierung humaner
MSC fur den neuronalen Differenzierungsweg veraniwb sind. Mit der immuncyto-
chemischen Auswertung und der Ermittlung des Rn@tfons-Index wurde eine einfache
Screening-Strategie gewahlt. Dieses Vorgehen edaeihe rasche Beurteilung einer Vielzahl
an Kulturbedingungen hinsichtlich der Variablen fBiénzierung und Proliferation,
beschréankt allerdings die Aussagekraft der Ergskeni®ie weitere Klarung spezifischer
Fragestellungen und die Bestatigung der Ergebnsgede ein breites Spektrum an
immunologischen, molekularbiologischen und elekiygiologischen Untersuchungen
erfordern. Die Konfrontation mit anderen Studieméngssen ist hilfreich, um die Ergebnisse
besser bewerten und in den gegenwartigen Wissedsstaordnen zu kénnen. Dies soll bei
der Diskussion der einzelnen Versuchreihen geschehe

Selbstverstandlich spiegelt die-vitro-Kulturbedingung die Situatioin-vivo nur begrenzt
wieder. Es ist daher in geeigneteavivo-Modellen zu tberprufen, inwieweit transplantierte
Vorlauferzellen bei entsprechendem permissivemediliiein-vitro gezeigte Plastizitat auch
in-vivo demonstrieren.
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5.1.3. Beurteilung der statistischen Methodik

Von den gangigen statistischen Verfahren bot dialyse der Daten mit der multivariaten
Varianzanalyse die einzige Moglichkeit, den Eindlusuf Proliferation und Differenzierung
direkt zu quantifizieren. Fiur einen paarweisen \&olp ware es nur legitim gewesen, Zellen
gleicher Zell-Linien zu vergleichen. Von wenigen shahmen abgesehen, wurde aber in
jedem Experiment jede Zell-Linie nur einmal eindeseDas Design der Experimente ist
zudem nicht vollstandig balanciert. Aufgrund dezlen Kombinationsmdglichkeiten konnten
nicht alle Faktorvariationen konsequent getestetdare Es ist daher nicht immer moglich,
die Effekte einer Kulturbedingung auf einen einealf-aktor zurliickzufiihren. Die Ergebnisse
sind dann als durchschnittlicher Effekt der Kulesimgung zu betrachten. Aussagen zu
Wechselwirkungen einzelner Faktoren untereinanideraufgrund des Versuchaufbaus kaum
maoglich. Von der statistischen Analyse ausgeschlvssurden Experimente mit deutlich
positiver Negativkontrolleptlll-Tubulin > 7%). Damit sollte gewéahrleistet wen, dass nur
diejenigen Experimente der Datenanalyse zugefuhetden, von denen wir annehmen
konnten, dass die untersuchten Zellen fir die jeyexi Kulturbedingungen reagibel und
nicht bereits vordifferenziert waren. Bei der Austuag wurden p-Werte, die kleiner als 0.05
sind als aufféallig und gegentuber der Bezugsstigsighifikant interpretiert.

In den vorgeschalteten globalen Tests zeigte slels sich die einzelnen Zell-Linien der
verschiedenen Spender signifikant in ihrer Antwauf die untersuchten Einflussfaktoren
unterscheiden. Dieser Umstand musste in der s¢ahsin Analyse und bei der Interpretation
der Ergebnisse bertcksichtigt werden. Die Auswertdes Datensatzes ergab, dass die
Variable B3Null am wenigsten deutlich bis Uberhauptht von den experimentellen
Bedingungen beeinflusst wird. Zellen die in unsevemsuchen nur schwach positiv fir das
neuronale Antigen waren, zeigten sich also den \élsbedingungen gegeniber kaum
reagibel und wurden daher nicht gewertet. Die Badeyund Natur dieser intermediaren
Zellpopulation ist unklar und wurde nicht weitertensucht.

In der Auswertung der Einzelexperimente (statibiésc Modell 1) wurde der gesamte
Versuchsaufbau abgebildet und der komplette Daterssaalysiert. Da der Versuchsaufbau
insgesamt abgebildet wird, ist das Modell besondmsignet, die Korrelation zwischen
Differenzierung und Proliferation sowie Unterscl@edzwischen den Zell-Linien zu
analysieren. Die Ubrigen Modelle bilden nicht deerdtchsaufbau ab. Sie dienen der
guantitativen Bewertung der Effekte einzelner Samwseén. Bezugstufe ist die Nicht-
Anwesenheit des Faktors. Die Parameter-Schatzeangeéen durchschnittlichen Effekt einer
jeden Substanz gegentber dessen Nicht-Anwesemheit a

Fur die deskriptive Darstellung der Ergebnisse wordBalkengraphiken gewahlt; die
Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardathveig angezeigt. Es gilt zu beachten,
dass die Mittelwerte und Parameter-Schatzer (B-Weém Zahlenwert voneinander
abweichen. B-Werte kbnnen als "adjustierte, mgtBifferenz" verstanden werden.

Die Anpassungsgute der statistischen Modelle woridelem Bestimmtheitsmadjusted R
squared und Residuenplots geprift. Das BestimmtheitsraglzWischen 50% und 70%, was
bei der Varianzanalyse medizinisch-biologischer ebatfiir eine gute Modell-Anpassung
spricht. Die Residuenplots gaben keine Hinweise Maflellierungs-Probleme. Alternative
Auswertungen mit modifizierten Modellen und veréamee Auswahl von Datensatzen, auch
mit In-transformierten Daten, brachten vergleiclebBrgebnisse. Die Ergebnisse (Parameter-
Schatzer, p-Werte) waren ausreichend robust betiiger Modell-Wahl und es fanden sich
keine sachlogischen Widerspriiche. Insgesamt konBtawnichbarkeit und Gultigkeit der
gewahlten Modelle bestétigt werden.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

Es ist bekannt, dass Zustand und Funktion von Staetkem weitgehend von ihrer direkten
Mikroumgebung bestimmt werden (Watt & Hogan, 200Bhenso ist der Ubergang von
undifferenzierten, teilungsfahigen Vorlauferzellendifferenzierte postmitotische Zellen in
hohem Masse durch extrazellulare Signale beeirf{isario-Abejon et al, 1995; McKay et
al, 1997). Die exakte Mikroumgebung bestimmter Staellen und Vorlauferzellen exaiki-
vitro zu kontrollieren, stellt eine besondere Herausinrdg dar. Wenig ist bislang bekannt
hinsichtlich Faktoren und Komponenten des lokalakriMnilieus, welche Proliferation und
Differenzierung der Vorlauferzellen des stromaletikbmpartiments regeln (Minguell et al,
2001; Chen et al, 2007a). In unserer Arbeit vermrchvir Einflussfaktoren von Proliferation
und neuronaler Differenzierung humaner MSC durclke ®fariation unterschiedlicher
Komponenten der Zellkultur systematisch zu untdreac Dem Umstand, dagsvischen
Zellproliferation und -—differenzierung ein reziproker Zusammenhang besteht (vgl.
Ergebnisse 4.3.), soll in der Diskussion der Ergeden Rechnung getragen werden. Der
Einfluss der unterschiedlichen Kulturbedingungem WAachstum und neuronale Differen-
zierung wird daher in gemeinsamen Abschnitten disku

5.2.1. Einfluss des Mediums und der Zellkulturzusae B27 und N2

In der ersten Versuchsreihe wurde der Einflusschéeslener Zellkulturmedien und zweier
Supplemente auf Proliferation und neuronale Difiererung MSC untersucht. Die Medien
MEM, MEM Alpha Modification DMEM und F12 sowie Neuroba&alsind Basalmedien,
die die grundlegenden Nahrstoffe fur das Wachstatarachiedlicher Zelltypen bereitstellen.
Sie enthalten Aminoséauren, Vitamine und anorgaerisc®alze in unterschiedlicher
Zusammensetzung. lhnen fehlen allerdings zusaglidir das Wachstum spezifischer
Zelltypen notwendige Faktoren. Basalmedien werdaimed je nach Bedarf mit Serum und
anderen Zellkulturzusatzen supplementiert. Untem dBasalmedien kann F12 als
nahrstoffreiches Medium betrachtet werden, denremhalt gegentber den einfacheren
Formulierungen von MEM und DMEM alle kanonischen iAasduren und zusatzliche
Komponenten, darunter einen héheren Glukoseameilwerschiedene Antioxidantien. Das
Medium Neurobasal™ ist ein modifiziertes DMEM-Meghwnd wurde ursprunglich fir die
Kultivierung embryonaler hippocampaler Neurone (e & Cotman, 1989; Brewer et al,
1993) designt. Es gentigt daher in besonderer WieiseAnforderungen neuronaler Zellkul-
turen. Die nahrstoffreichen Medien F12 und Neurabi¥sfinden haufig Verwendung in der
Kultivierung unterschiedlicher zentralnervoser Ne@npopulationen, die Kombination mit
den in unserer Versuchsreihe ebenso getestetenleBwgen B27 und N2 erlaubt die
Kultivierung in serumfreien Bedingungen (Brewer @t 1993; Brewer, 1995). Fir die
Expansion adulter neuronaler Stammzellen erwidsdas Medium Neurobasal™ zusammen
mit dem Supplement B27 als besonders effektiv (Waeh al, 2003). Gegenuber dem
Supplement N2 ist B27 reicher an Zusatzstoffen emithdlt zusatzliche Antioxidantien und
Vitamin-A-Saure. Vergleichende Studien, die denflags unterschiedlicher Kulturmedien
auf Proliferation und neuronale Differenzierung MS§stematisch untersuchen, gibt es
bislang nicht. Die Analyse der Daten anhand dererschiedlichen Modelle ergab den
Befund, dass sich die nahrstoffreicheren Medien &i@ Neurobasal sowie die Supple-
mente B27 und N2 ginstig auf die neuronale Differeming der Zellen auswirken und
weniger stark die Proliferation férdern. Die geseme Analyse der Effekte der Zellzusatze
B27 und N2 (statistisches Modell 7) ergab keinefédligen Unterschiede zwischen den
beiden Supplementen. Eine prospektive Planung estisender Experimente, die die isolierte
Betrachtung der einzelnen Faktoren erlaubt, koweiter Aufschluss geben. Die Auswertung
der Ergebnisse anhand der unterschiedlichen statish Modelle Iasst aber den vorlaufigen
Schluss zu, dass insbesondere die in den komplekéedien und Supplementen enthaltenen
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Antioxidantien fur den positiven Einfluss auf dieunonale Differenzierung verantwortlich
sind. Ein Benefit antioxidativer Substanzen koroeauf hinweisen, dass sich ein hoher O
Gehalt ungiinstig auf die Differenzierung der Zeltarswirkt. Diese Uberlegung stiitzt sich
auf unterschiedliche Studien, die einen positivanfliss von Hypoxiebedingungen auf
Proliferation, Uberleben und Differenzierung neeraVorlauferzellen sowie MSC zeigen
konnten (Brewer & Cotman, 1989; Studer et al, 2dDMppolito et al, 2006b; Pacary et al,
2006).

5.2.2. Einfluss der Wachstumsfaktoren und von Hepan

Von den vielen in die Neurogenese involvierten Bekt wurden insgesamt finf Wachstums-
faktoren (FGF-2, NT-3, BDNF, FGF-8b, SHH) in denrsahiedenen Versuchsreihen
untersucht. Zahlreiche Studien belegen fur diemsotdten Faktoren den Einfluss auf neurale
Vorlauferzellen und die Bedeutung bei der Detertnomaneurogener Zellschicksale. Der von
uns als Standardwachstumsfaktor verwendete FGE-@nswichtiger Reprasentant aus der
Familie der Fibroblastenwachstumsfaktoren. Fibrstielawvachstumsfaktoren agieren haufig
als mitogene Faktoren, vermitteln aber ebenso Hetlében und Differenzierung
(Yamaguchi & Rossant, 1995; Bikfalvi et al, 199#n{fz & Itoh, 2001; Dono, 2003; Yeoh &
de Haan, 2007). Es wird postuliert, dass FGF-2ruabtelerem von humanen Stromazellen
produziert wird und die extrazellulare Matrix de$/iKals funktionelles Reservoir flr den
Wachstumsfaktor fungiert (Brunner et al, 1991 & 3PPDer Fibroblastenwachstumsfaktor
findet neben EGF Verwendung zur Isolierung und iKidtung adulter neuronaler Stamm-
zellen der Subventrikularzone (Morshead et al, 1%94iss et al, 1996; Gritti et al, 1995,
1996 & 1999), des Ruckenmarks (Weiss et al, 199thabuddin et al, 1997), des adulten
Striatums (Gritti et al, 1995) und des Hippocam(feiage et al, 1995; Palmer et al, 1999). Mit
Hilfe beider Wachstumsfaktoren lassen sich neug&kmmzellen Gber mehrere Passagen
vermehren (Richards et al, 1992; Reynolds et #21®eynolds & Weiss, 1992; Vescovi et
al, 1993; Kilpatrick & Bartlett, 1993 & 1995; Morshd et al, 1994; Tropepe et al, 1999;
Ciccolini et al, 1998; Maric et al, 2003) und kénras sogenannte Neurospharen (Gritti et al,
1996 & 1999; Reynolds & Weiss, 1992; Reynolds et H992) oder als adharente Kulturen
(Johe et al, 1996; Ray et al, 1993) kultiviert veardFir die Selbsterneuerung embryonaler
Stammzellen sind gewohnlich andere Wachstumsfaktamed Kulturbedingen vonndéten,
hinsichtlich Uberleben und Differenzierungskapazitauriner (Lee et al, 2000) und
insbesondere humaner embryonaler Stammzellen nesgib hingegen auch fur FGF-2 klare
Effekte (Amit et al, 2000; Schuldiner et al, 200Q; et al, 2005a & 2005b; Wang et al,
2005b; Levenstein et al, 2006). Interessanterwéigben Untersuchungen an neuralen
Stammzellen (Galli et al, 2000) und MSC (Kuznetst\al, 1997) erhebliche Speziesunter-
schiede offenbart. In zahlreich@mvitro-Untersuchungen unterschiedlicher Forschergruppen
an mesencephalen (Bouvier & Mytilineou, 1995; Ferea al, 1989; Mayer et al, 1993) und
hippocampalen Nervenzellen (Walicke et al, 198dpDiene et al, 1991; Ferrari et al, 1991,
Ray et al, 1993; Vicario-Abején et al, 1995) sowieuroepithelialen Vorlauferzellen
unterschiedlicher Gehirnregionen (Gensburger et38,7; Murphy et al, 1990; Kilpatrick &
Bartlett, 1993, Ciccolini & Svendsen, 1998; Whittem et al, 1999; Hajihosseini & Dickson,
1999; Lillien & Raphael, 2000; Ciccolini, 2001) vder fur FGF-2 die Vermittlung von
Zelliberleben, Proliferation und neuronaler Diffezierung dokumentiert. Die Arbeitsgruppe
um F. H. Gage hat durch ihre Untersuchungen anteadueuralen Stammzellen der Ratte
neben der mitogenen Funktion von FGF-2 insbesondexeBedeutung hohere FGF-2-
Konzentrationen fur die neuronale Differenzierursgejgt (Palmer et al, 1995 & 1999). Die
Bedeutung des Fibroblastenwachstumsfaktors fir NBerogenese wurde ebensevivo
vielfach nachgewiesen (Powell et al, 1991; Craigletl996; Kuhn et al, 1997; Dono et al,
1998; Wagner et al, 1999a; Vaccarino et al, 199hdRo et al, 2000; Cheng et al, 2002; Jin
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et al, 2003b; Jukkola et al, 2006). Die von Stutstedt anderen Forschergruppen beobachteten
Effekte von FGF-2 auf mesencephale Vorlauferzetlepaminerger Neurone (Studer et al,
1998) konnten auch an menschlichen zentralnervosenronalen Vorlauferzellen
nachvollzogen werden (Sanchez-Pernaute et al, 208igrund seiner zahlreichen
Eigenschaften findet der Fibroblastenwachstumsfakd@aher haufig Verwendung in
Zellkulturen zur Vermehrung inharenter Vorlaufeleel und zur Induktion neuronaler
Differenzierung. Die Effekte von FGF-2 auf MSC usthiedlicher Spezies stellen sich
uneinheitlich dar. Verschiedene Forschergrupperciteten, dass die Zellpopulation durch
die Zugabe von FGF-2 effektiver Gber mehrere Pa&ssagmweg expandiert werden kdnnen,
ohne dabei ihr Differenzierungspotential zu vedre(Oliver et al, 1990; Tsutsumi et al, 2001,
Bianchi et al, 2003). Mitogene und induzierendesk# von FGF-2 sind moéglicherweise von
Konzentration und Verabreichungsmodus abhangigweise darauf liefert die Studie von
Hori und seiner Arbeitsgruppe. Sie untersuchtenEléekt unterschiedlicher Kultursubstrate
und des FibroblastenWachstumsfaktors auf Prolifteraund osteogene Differenzierung
mesenchymaler Rattenstromazellen. Niedrige Dosggmirdes Wachstumsfaktors forderten
dabei eher die Differenzierung der KM-Zellen, wadlte hochdosierte Gaben von
Wachstumsfaktor die Proliferation begunstigten {Haral, 2004). Gronthos und Simmons
etablierten unter Verwendung der Stro-1-positivesllfiaktion humaner KM-Zellen ein
serumfreies Kultursystem und untersuchten ansddies einzeln 25 Zytokine und
Wachstumsfaktoren hinsichtlich ihres proliferativefifekts auf inhérente klonogene
Vorlauferzellen. Als Surrogat fur den proliferativeEffekt der untersuchten Faktoren
beurteilten sie ihre Effizienz, die Anzahl der @btasten-ahnlichen Einzelzellkolonien in
Kultur zu steigern. Dabei stimulierten PDGF und E&h effektivsten die Entstehung der
Zellkolonien. Fur FGF-2 hingegen konnte in dem vden Forschern verwendeten
Kultursystem weder allein noch in Anwesenheit voeplin ein Effekt auf das Wachstum
koloniebildender Zellen nachgewiesen werden (Gmasitl& Simmons, 1995). Die von
Gronthos und Simmons prasentierten Ergebnisse &onimt Folgeuntersuchungen nicht
reproduziert werden. Kuznetsov und Kollegen unthrten die proliferativen Effekte
unterschiedlicher Wachstumsfaktoren an unseleldrtgam murinen und humanen MSC unter
Verwendung eines experimentellen Ansatzes mit kmmdertem Medium (Kuznetsov et al,
1997). Im Gegensatz zu den Untersuchungen von yenind Simmons gelang es dem
Forscherteam nicht, die Effekte des konditioniertdediums durch eine Kombination
verschiedener Wachstumsfaktoren in serumfreierufloéidingung zu ersetzen. Die Autoren
schliessen aus ihren Ergebnissen, dass die koltw@eden Zellen der stromalen KM-
Fraktion auf von KM-Zellen produzierte und in kotmainiertem Medium anwesende Faktoren
angewiesen sind. Um die stimulierenden Faktorerema bestimmen, verwendeten die
Forscher neutralisierende Antikorper gegen vieersthiedliche Wachstumsfaktoren (EGF,
PDGF, TGFB, bFGF). Dabei unterdriickten alle vier Antikorper unterschiedlichem
Ausmass die Entstehung adharenter Zellkoloniehumanen Zellkulturen war die Inhibition
durch anti-PDGF und anti-TGF-am deutlichsten ausgepragt, Antikorper gegen diden
Wachstumsfaktoren bFGF und EGF beeintrachtigterPdaiferation weniger stark. In ihren
Untersuchungen mit unfraktioniertem KM der Maus ki@m Wang und Kollegen fur bFGF
lediglich in Kombination mit einem hohen Serumanteinen proliferativen Effekt auf
koloniebildende Einheiten nachweisen (Wang et290).

Die in unseren Versuchsreihen neu eingefiihrten Waotsfaktoren FGF-8b und SHH
spielen eine wesentliche Rolle bei der Induktiopatainerger und serotonerger Neurone in
der ventralen Mittel- und Hinterhirnregion (Wangagt 1995; Bikfalvi et al, 1997; Ye et al,
1998; Perrone-Capano & Di Porzio, 2000), ein Effekt, dechin-vitro reproduzierbar ist
(Hynes et al, 1995; Eriscon et al, 1995; Stull &daitti, 2001). Durch die Zugabe von FGF-
8b und SHH in einem sequentiellen Protokoll diffesieren embryonale Mausstammzellen
(Lee et al, 2000), eine murine neurale StammzealieLiKim et al, 2003) sowie humane
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MIAMI-KM-Zellen (Tatard et al, 2007) entlang einél®paminergen Differenzierungswegs.
Ahnliche Ergebnisse wurden durch Kokultur embryen&tammzellen der Maus mit einer
KM-Stromazell-Linie erzielt, wenngleich die fir danduktiven Effekt verantwortlichen
Faktoren in diesem Modell nicht bekannt sind (Kaakagst al. 2000).

Die in unserer letzten Versuchsreihe verwendetdwoFen NT-3 und BDNF sind strukturell
verwandte Proteine und gehdren zur Gruppe der Neptune. Beide Proteine agieren als
regulierende und differenzierende Faktoren pergathand zentraler Neuronenpopulationen
des embryonalen und adulten Nervensystems (Maieoepet al, 1990; Farifias et al, 1994,
Davies, 1994; Maness et al, 19%pltzman & Mobley, 1994; Snider, 1994; Ghosh &
Greenberg, 1995; Ockel et al, 1996a & 1996b; LeviBarde, 1996; Bonhoeffer, 1996). Sie
sind ferner beteiligt an Apoptosevorgangen (Bunateal, 1997) und Prozessen der
synaptischen Plastizitdt (Kang und Schuman, 1999986; Vicario-Abején et al, 2002;
Marty et al, 2000Kojima et al, 2002). In den-vitro-Kultur sympathischer und sensorischer
Neurone sowie zentraler Nervenzellen fordern diddre Wachstumsfaktoren das Uberleben
(Birren et al, 1993; Dechant et al, 1993; DiCicdodn et al, 1993; Lindholm et al, 1996)
und das Aussprossen von Neuriten (Lindsay et &5;]1BPavies et al, 1986; Avila et al, 1993;
McAllister et al, 1997). Die Ergebnisse einer Reitien in-vitro-Untersuchungen an
cholinergen Neuronen des Ruckenmarks (Kato & Lipd4894), des basalen Vorderhirns
(Ahmed et al, 1995; Hashimoto et al, 1999; Barnldb@&er & Miller, 2003; Pappas &
Parnavelas, 1997; Arsenijevic & Weiss, 1998), désirkirns (Larkfors et al, 1996) sowie
des Hippokampus (Ip et al, 1993; Shetty & Turn&98) und des Striatums (Ventimiglia et
al, 1995) belegen den Einfluss der beiden Neurbtr@p insbesondere in frihen
Entwicklungsphasen. In Untersuchungen an EGF-gemen neuronalen Stammzellen der
Maus (Ahmed et al, 1995; Arsenijevic & Weiss, 1988wie hippokampalen Stammzellen
der Ratte (Shetty & Turner, 1998) liessen sich dén Wachstumsfaktor BDNF Effekte
sowohl auf Uberleben als auch auf neuronale Diffeerung der Zellen nachweisen. Unklar
ist die Bedeutung der beiden Neurotrophine fur\teemittlung proliferativer Effekte. Nach
Untersuchungen von Vicario-Abejon stimulieren s meuronale Reifung, haben aber selbst
keinen Einfluss auf die Zellteilungsrate (Vicarid&jon et al, 1995, 1998 & 2002).

Mit der Auswertung der Daten anhand der untersdbleeh statistischen Modelle konnte fur
alle untersuchten Wachstumsfaktoren ein Effektdi@fneuronale Determinierung humaner
MSC nachgewiesen werden. Als Einzelfaktor hattevéer uns als Standardwachstumsfaktor
verwendete FGF-2 den grossten Effekt. Im direktengléich der Experimente der zweiten
Versuchsreihe (statistisches Modell 1) zeigten e eingefihrten Wachstumsfaktoren
einzeln keine Uberlegenheit gegeniiber FGF-2, mritkaenbination der Faktoren resultierte
aber ein deutlich positiver Einfluss auf die nealenDifferenzierung, der bei deminimal-
serum-conditionnoch zusatzlich gesteigert werden konnte. Die Kaoatibn der beiden
Faktoren FGF-8b und SHH erscheint daher besondessichtsreich im Hinblick auf die
neuronale Determinierung MSC. Interessant ist iesein Zusammenhang auch die
Beobachtung der fiinften Versuchsreihe: hier zeigtienbeiden Neurotrophine BDNF und
NT-3 keine Uberlegenheit gegeniiber FGF-2 oder danliination von FGF-8b und SHH.
Wurden aber die beiden Neurotrophine mit dem Wachstaktor FGF-2 kombiniert, konnte
ein additiver Effekt erzielt werden. Prinzipiell wdas Design unserer Experimente nicht
darauf ausgerichtet, Wechselwirkungen der unteesitichen Wachstumsfaktoren unterein-
ander naher zu untersuchen. Die Beobachtung kaemadd Hinweis darauf gelten, dass sich
die neuronale Determinierung und Reifung MSC mit ¥erwendung eines einzelnen
globalen Wachstumsfaktors nicht erzielen lasst, desom Effekt einer Kombination
unterschiedlicher Faktoren ist. Es muss wohl dazosgegangen werden, dass analog zur
Anzucht und neuronalen Induktion embryonaler undraler Stammzellen die neuronale
Differenzierung MSC mehrere Stadien umfasst, deejis durch mitogene Faktoren und
spezifische Signalmolekihle gekennzeichnet sinchwidise darauf liefern die Untersu-
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chungen von Jiang und seiner ForschungsgruppemitiebFGF als Einzelfaktor keine
Differenzierung zu einem reiferen neuronalem Phgmetreichen konnten (Jiang et al, 2003).
Die induzierenden Effekte der Wachstumsfaktorendsta in unseren Versuchsreihen klar im
Vordergrund. Eindeutig positive Effekte einzelneaktoren hinsichtlich Proliferation
humaner MSC konnten nicht nachgewiesen werdenein dfatistischen Modellen, die die
mittleren Effekte der einzelnen Faktoren bewertegigte sich flr die neu eingefihrten
Wachstumsfaktoren SHH und FGF-8b gegenlber derehtldinwesenheit eine auffallige
Inhibierung des Zellwachstums. Die Anwesenheit F@F-2 Gbte nach den unterschiedlichen
Analysen eher einen inhibierenden Einfluss aufRligliferation der Zellen aus (statistische
Modelle 3, 5 & 8). In den einzelnen Versuchsreilmatten insbesondere die Kulturbedin-
gungen mitminimal-serum-conditiorinen negativen Einfluss auf das Wachstum deeell
Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Wang uniédésl (Wang et al, 1990) konnten
wir selbst bei hohem Serumanteil keinen positivenfliss des Fibroblastenwachstums-
faktors hinsichtlich Zellproliferation feststelleillerdings war das experimentelle Design
wenig geeignet, um maogliche proliferative Effektmzelner Wachstumsfaktoren nachzu-
weisen. Zum einen wurden die Effekte der untergrchivachstumsfaktoren in unseren
Versuchsreihen von der Anwesenheit unterschiedliSleeumkonzentrationen Uberlagert. Fur
die Versuchsbedingungen, die mehrere Faktoren maiteler kombinieren, kann andererseits
nicht ausgeschlossen werden, dass proliferativekE&inzelner Faktoren durch Zugabe stark
differenzierender Faktoren antagonisiert werden.

In der zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss Maparin in der Differenzierungskultur
untersucht und in einem geeigneten statistischedelMausgewertet (statistisches Modell 5).
Fur die Expansion und Differenzierungskultur MSGi€r et al, 1990; Brunner et al, 1991;
Emami et al, 1997) sowie zentraler neuronaler \(bel&zellen und Nervenzellen (Walicke et
al, 1986; Whittemore et al, 1999) wurden Hepardasukusatzliche stimulatorische
Eigenschaften zugesprochen. Die Zugabe exogenearidepgn unsere Kulturbedingungen
zeigte aber keinen zusatzlichen Effekt hinsichtlicieuronale Differenzierung und
Proliferation. Es ist allerdings nicht auszuscldees dass der Einfluss des exogen
zugefuhrten Faktors durch die Anwesenheit endoggedundenen Heparansulfats und die
Anwesenheit des Serums maskiert wurde. Ebensemsdr, dass die induktiven Effekte des
Wachstumsfaktors FGF-2 in unseren Kulturbedingungeh Heparin-unabhéangige Weise
(Roghani et al, 1994) vermittelt wurden.

5.2.3. Einfluss des Serumanteils

Serum enthalt wichtige regulatorische FaktorenAdhasion, Proliferation und Funktion der
Zellen. Insbesondere preisgunstiges und in grostargen verflugbares fetales Kalberserum
findet daher in Zellkulturen haufig Verwendung. Fiie proliferativen Effekte von Serum
werden hauptsachlich darin enthaltene Wachstunwfaktwie PDGB-BB, EGF, FGF-2 und
TGF$2 (Walthall & Ham, 1981; Wang et al, 1990; Gronth&sSimmons et al, 1995;
Kuznetsov et al, 1997; Mduller et al, 2006; Ng et 2a008) verantwortlich gemacht.
Serumfaktoren garantieren auch eine ungestorte risigna und Differenzierung MSC. Aus
unterschiedlichen Grinden ist man allerdings bemébt Serum, insbesondere tierischen
Ursprungs, als Bestandteil von Kulturmedien zu iedten. In neuronalen Zellkulturen etwa
fordern die in unfraktioniertem Serum enthaltenektéren die Proliferation von Glia und
Fibroblasten (Kaufman & Barrett, 1983). Die undifite Zusammensetzung von Serum
verhindert ausserdem die vollstandige Standardisgeder Kulturbedingungen. Ein weiterer
Unsicherheitsfaktor ist der Umstand, dass die Zmsensetzung des tierischen Serums von
Lot zu Lot variabel ist. Wahrend Protokolle fir diazucht neuronaler Zellen aus neuronalen
Stammzellen des ZNS auf serumfreien Medien basi@Rérhards et al, 1992; Gage et al,
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1995; Ling et al, 1998; Carpenter et al, 1999),dearMSC bislang in nahezu allen Studien in
serumhaltigen Medien expandiert.

Die Reduktion des Serumgehalts in der Zellkulttizigangslaufig mit dem Entzug wichtiger
regulatorischer Substanzen verkniupft. Anderers&itgnen mit dem Verfahren auch
hemmende Einflisse entfallen. So konnte fir die emesymale KM-Population von
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dessnsKulturbedingungen mit niedrigem
Serumanteil Vorlauferzellen anreichern lassen (Regteal, 2001; Pochampally et al, 2004)
und ein hoherer Differenzierungsgrad erzielt werd@mn (Jiang et al, 2003; Wislet-
Gendebien et al, 2003; Wislet-Gendebien et al, ROQmtersuchungen an neuronalen
Zellkulturen haben allerdings auch deutlich gemaghass Serumentzug oxidativen Stress und
DNA-Fragmentation induziert (Atabay et al, 1996;a@het al, 1999). Bei neuronalen wie
mesenchymalen Zellen gleichermassen kann die Redukies Serumanteils zu apoptoti-
schem Zelltod fuhren (Liu & Zhu, 1999; Isahara kt1899; LeBlanc et al, 1999; Zhu et al,
2006).

Fur die Verwendung fetalen Kélberserums ergabeh sicunseren Versuchsbedingungen
folgende Ergebnisse: Die Auswertung der Daten in daterschiedlichen statistischen
Modellen zeigt in der Summe keinen Effekt eineru@aeduktion hinsichtlich neuronaler
Differenzierung. Im Vergleich der Einzelexperimerder Versuchsreihe 4 (statistisches
Modell 1) konnte kein eindeutiger Effekt serumraduer Kulturbedingungen festgestellt
werden. In der quantitativen Analyse (statistisdlieslell 2) zeigte sich wiederum ein Trend
dahingehend, dass sich Kulturbedingungen mit eimenimalen Serumanteil giinstig auf die
Differenzierung auswirken, wahrend Kulturbedingumgat hohem Serumanteil eher weniger
die Differenzierung férdern. Es kann aber nichtgasshlossen werden, dass der hohere
Anteil an B3-positiven Zellen bei serumreduzierkanturbedingungen eine Stressantwort auf
den Serumentzug darstellt. Ein deutlicher Einfldss Serumanteils zeigte sich hingegen fur
die Variable Proliferation. In den vorgeschalte@essts und im Vergleich der Einzelexperi-
mente war mit der Reduktion des Serumanteils exmtikuierliche Abnahme des Zellwachs-
tums zu beobachten. Die Auswertung im gesondettsistsschen Modell ergab, dass die
Zellen bei hohem (20%) und mittlerem (5%) Serumidigiegentber der Nicht-Anwesenheit
von Serum deutlich besser proliferierten; fir diekalturbedingungen ergaben sich
signifikante Unterschiede (vgl. Ergebnisse 4.6 Dgr Serumentzug bewirkte also durch den
Wegfall exogen zugefuhrter Wachstumsfaktoren eireutldhe Wachstumshemmung.
Offenbar ist es so, dass die in Serum enthaltea&tofen insbesondere fur die Vermittlung
von Adhéasion und Proliferation der Zellen von Bedeg sind, wahrend die neuronale
Differenzierung durch die Anwesenheit von Serumhnim auffalliger Weise beeinflusst
wird. Die Interpretation anderer Einflussfaktoresuronaler Differenzierung wird dadurch in
unseren Untersuchungen jedenfalls erleichtert.

5.2.4. Einfluss der Beschichtung und des Trocknungsades

Es gibt zunehmend Erkenntnis dartber, dass dieazadtulare Umgebung einen entscheiden-
de Rolle in der gezielten Differenzierung von Starelien spielt (Watt & Hogan, 2000;
Rosso et al, 2004; Gregory et al, 2005; Chen et 28IQ07a). Zahlreichein-vitro-
Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass der Wigesgm undifferenzierten, teilungs-
fahigen Vorlauferzellen in differenzierte postmigohe Zellen in hohem Masse durch
extrazellulare Signale zu beeinflussen ist (Vicahejon et al, 1995; McKay et al, 1997).
Extrazellulare Matrixkomponenten nehmen Einflussf &ellform und Phanotyp und
modulieren Proliferations- und Differenzierungspeogme vieler spezialisierter Zelltypen. In
Untersuchungen an neuronalen Vorlauferzellen (etadil, 1987; Whittemore et al, 1999) und
MSC konnte eindricklich gezeigt werden, dass didedein Abhangigkeit vom Kultur-
substrat Proliferations- und Differenzierungsfaleigkverandern. Werden etwa die von Reyes
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und Kollegen expandierten MPC auf Kollagen oder LAsvistelle von FN kultiviert, so
exprimieren sie die fur MSC typischen Oberflacherkaea CD44 und HLA-Klasse-I und
bissen ihr Proliferationspotential teilweise eiReyes et al, 2001). Verschiedentlich wurde
an MSC nachgewiesen, dass Wachstumsfaktoren urakzekltilare Matrixproteine synergis-
tisch wirken kénnen (Fried et al, 1996; Kim et2002; Qian & Saltzman, 2004; Hori et al,
2004). Mit der Vermittlung adhasiver Eigenschafteind insbesondere die Interaktion mit
regulatorischen Proteinen erleichtert, die an ddioBerflache gebundenen oder in der Matrix
angereichert sind. Nach Untersuchungen von Gronthdskollegen an der Stro-1-positiven-
Fraktion humaner KM-Zellen sind es vorzugsweigelntegrine mittels derer MSC mit den
Matrixkomponenten LAM, FN und Kollagen interagier@ronthos et al, 2001).

Im Zusammenhang mit neuronaler Differenzierungnisbesondere LAM von Bedeutung, da
es im Vergleich mit anderen definierten Matrixmalkgn in besonderer Weise die neuronale
Differenzierung und das Neuritenwachstum stimulieminine sind komplexe Glyko-
proteine und Bestandteil in allen Basallaminae; isiteragieren mit einer Reihe von
Zelloberflachenrezeptoren und kénnen dadurch eiekzahl von Effekten induzieren (Timpl,
1989). Der Einfluss von LAM auf axonales Wachstuna ulie Aussprossung von Neuriten
wurde durchin-vitro-Untersuchungen an sympathischen (Edgar et al,; 1884 & Higgins,
1989) und hippokampalen Neuronen (Esch et al, 1R88) et al, 2001; Dertinger et al, 2002)
verschiedentlich demonstrierteiewed von Luckenbill-Edds, 1997). In der neuronalen
Zellkultur begunstigt das adhasive LAM die Bildumgn Neuriten starker als jedes andere
Agens (Hall et al, 1987; Ernsberger & Rohrer, 1988ialheiser, 1991). Wie LAM vermittelt
ebenso das Glykoprotein FN Zelladh&sion und férdad Neuritenwachstum. Embryonale
Neurone des peripheren Nervensystems (Humphrials £#888) werden ebenso wie Neurone
des zentralen Nervensystems (Carbonetto et al,; BB&®nstein, 1986; Rogers et al, 1987 &
1989; Vicario-Abejon, 2004) in Kultur durch FN zUNeuritenextension stimuliert. Im
Gegensatz zu den natirlichen Glykoproteinen LAM uUfd handelt es sich bei den
Substanzen PLL und PORN um synthethische Aminodaolgmere. Die beiden basischen
Polymere finden klassischerweise Anwendung als tgatbeschichtung bei der Kultivierung
unterschiedlicher neuronaler Zelltypen (Riegg &tHdf984; Banker & Goslin, 1998). Die
Adhasion bestimmter neuronaler Zelltypen kann dadur Kultur erhéht werden (Ernsberger
& Rohrer, 1988). Verwendung finden auch kombiniéB&schichtungen, vorzugsweise mit
LAM oder FN (Edgar et al, 1984; Ernsberger & Rohr&#988; Whittemore et al, 1999;
Vicario-Abejon, 2004).

Der Einfluss extrazellularer Matrixsubstanzen auddhstum und insbesondere neuronale
Differenzierung MSC wurde bislang kaum systematisatalysiert. Kim und Kollegen
untersuchten eine Reihe von Wachstumsfaktorenchiedene Zellkulturzusétze und extra-
zellulare Matrixkomponenten. Der beste Effekt lehdlich neuronaler Differenzierung wurde
mit einer Kombination von Vitamin-A-Saure, bFGF uR# erzielt. Bei diesen Kulturbe-
dingungen zeigten 40% der kultivierten Zellen aneeronale Morphologie und eine positive
Farbereaktion fur die neuronalen Marker NF-M, Tudafl fur Vimentin. Positive Reaktionen
fur Marker einer fortgeschrittenen neuronalen Ddfeierung wie Tau und GFAP wurden
aber nicht beobachtet (Kim et al, 2002). Die Bedegt extrazellularer Matrix fur die
neuronale Differenzierung unterstreichen besondieré&rgebnisse der beiden Forscher Qian
und Saltzman (Qian & Saltzman, 2004). Sie verghcKelturbedingungen mit unterschied-
lichen Beschichtungsmaterialien hinsichtlich Expansund neuronaler Differenzierung
humaner MSC. Als Induktionsprotokoll diente eineAinlehnung an die Arbeitsgruppe von
Woodbury (Woodbury et al, 2000) etablierte Kultupsenz. Der Effekt der unterschiedlichen
Kulturbedingungen wurde nach dem Anteil der Zelldie den neuronalen Markers NSE
exprimieren, und dem Ausmass dendritischer Verzwelg der Zellen beurteilt. Mit
Matrigelll als Substrat konnte mit 69% der héchste AnteiZallen mit positiver Reaktion
fur NSE und ausgepragter dendritischer Verzweigengelt werden. Die Hauptkomponenten
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von Matrigel™ sind LAM, Kollagen Typ IV, Entactinnd Heparansulfat, zudem enthalt es
verschiedene Wachstumsfaktoren (Kleinman et al,6198ukicevic et al, 1992). Der
beobachtete Effekt muss daher als synergistischkkij der einzelnen Komponenten
betrachtet werden. Hinsichtlich Proliferation zeigtsich in den Untersuchungen der beiden
Forscher keine grossen Unterschiede. LediglichPiiily-D-Lysin konnte ein inhibierender
Effekt auf die Proliferation nachgewiesen werden.

Das komplexe Zusammenspiel regulatorischer Prqgteiwedche die Differenzierung von
Zellen steuern, erschwert die genaue Bestimmurzekiar Signale erheblich. Die Zellkultur
bietet die Mdglichkeit, zumindest einfache Ursa@liekungsbeziehungen zu studieren. In
unseren Versuchsreihen wurden als Vertreter extuégner Matrixproteine die Substanzen
LAM und FN getestet. Daneben fanden die Polyamumesé PLL und PORN als
Kultursubstrat Verwendung. In den analytischen Jestgten sich signifikante Ergebnisse fur
samtliche Beschichtungsmaterialien. Uberraschendes Befund, dass die beiden Matrix-
proteine LAM und FN in der Kultur mit humanen MS@en inhibierenden Einfluss auf die
neuronale Differenzierung austubten, férdern siendsmnst das Neuritenwachstum. Offenbar
Ist es so, dass die extrazellularen KomponenteterMikroumgebung des KM eine andere
Funktion erfillen. So konnten etwa Untersuchungem €hen und Kollegen mit Hilfe einer
extrazellularen Matrixzubereitung adharenter KMi&relzeigen, dass einzelne Komponenten,
wie LAM und FN, fur die Expansion von Vorlauferasl und den Erhalt ihres Differen-
zierungspotentials von Bedeutung sind (Chen e2@0,/b). Es Uberrascht daher auch nicht,
dass besonders vielversprechende Expansionspri@akesenchymaler Vorlauferzellen auf
einer Beschichtung mit FN basieren (Reyes et &l1280ohyama et al, 2001; Verfaillie et al,
2003; D’lppolito et al, 2004 & 2006). Durch die \bahandlung der OT mit den
synthetischen Substraten PLL und PORN konnte dagedge Anteil an vordifferenzierten
Zellen in der Kulturbedingung erhéht werden. Wakremt PLL das Wachstum der Zellen
nicht auffallig beeinflusst wurde, zeigte PORN e@inehibierenden Einfluss auf die
Zellproliferation. In den optimierten Kulturbedinggen der finften Versuchsreihe konnte mit
einer kombinierten Beschichtung ein zusatzlichefel&f hinsichtlich neuronaler Differen-
zierung erreicht werden. Dieses Ergebnis untecéireden herausragenden Einfluss der
Beschichtung in den Kulturbedingungen. Ausgepraégitive Effekt der Beschichtungen mit
LAM und FN zeigten sich hingegen hinsichtlich Piexiation der Zellen. Hilfreich flr die
Interpretation der Ergebnisse sind in diesem Zusammang die Beobachtungen der
lichtmikroskopischen Auswertung: Zellen, die auf-Bbischichteten OT kultiviert wurden,
wuchsen namlich vorwiegend als flache spindelfoeriigllen und konfluierten stellenweise.
Die hohe Zelldichte in den Kulturbedingungen has d&rgebnis hinsichtlich neuronaler
Differenzierung moglicherweise negativ beeinflusgnn man davon ausgeht, dass der Zell-
Zell-Kontakt fur die initiale Determinierung einesgeuronalen Differenzierungsweg einen
inhibierenden Effekt ausubt. Fir den Trocknungsgra@yjten sich in den verschiedenen
Auswertungen keine Auffalligkeiten.
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5.3. Ausblick

Die vorgelegte Untersuchung stellt einen erstenri@dar auf der Suche nach optimierten
Kulturbedingungen fir eine neuronale Differenzigrdyrumaner MSC. Es muss wohl davon
ausgegangen werden, dass analog zur Anzucht undnaden Induktion embryonaler und
neuraler Stammzellen die neuronale Differenzierth§C mehrere Stadien umfasst, die
jeweils durch spezifische Wachstumsfaktoren, egthalire Matrixkomponenten und
zusatzliche Zellkulturzusatze beeinflusst werdeniesB Hypothese wird durch die
Forschungsergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgmppntermauert. Die Untersuchungen
machen allesamt deutlich, dass die fortgeschrittegigronale Differenzierung MSC eine
langere Kulturdauer und die Kombination mehrerecckgéumsfaktoren erfordert (Ling et al,
1998; Verfaillie et al, 2003). Kokulturmodelle urgeichen ferner die Bedeutung zum Teil
noch nicht definierter humoraler und zellgebunddraktoren (Sanchez-Ramos et al, 2000;
Verfaillie et al, 2003; Joannides et al, 2003; Adléetouh et al, 2004; Bossolasco et al, 2005;
Wislet-Gendebien et al, 2005; Lei et al, 2007). @& in den unterschiedlichen Studien
beobachteten phanotypischen Veranderungen maeftro Manipulation tatséchlich eine
genuine Transdifferenzierung darstellen, muss iarzgugender Art und Weise bewiesen
werden. Angesichts der teilweise ungeniugenden Neiseweiner funktionellen Differen-
zierung wurden von verschiedenen Autoren eine Redre Erflullungskriterien formuliert
(Anderson et al, 2001; Blau et al, 2001; Svendseal, 2001; Rosenthal, 2003; Wagers et al,
2004; Ross & Verfalllie, 2008). Bislang konnte lkeiher verdoffentlichten Studien hinsichtlich
neuronaler Differenzierung MSC die Erfullung saoitér Kriterien nachweisen.
Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen missezukiinftigen Untersuchungen weiter
verbessert werden, um neuronale Vorlauferzellenadutten Geweben in ausreichender Zahl
zu gewinnen und eine terminale Differenzierung zweiehen. Fir die Entwicklung
neuronaler Zellen aus MSC ware es gerade im Hikkdiaf eine klinische Anwendung
wunschenswert, den Anteil tierischen Serums in dehurprotokollen zu reduzieren oder
ganz zu eliminieren. Die Verwendung von tierischerodukt impliziert Gefahrenpotenzial,
wie etwa die mogliche Ubertragung infektiosen Miatsroder die Induktion immunolo-
gischer Reaktionen. Alternativen stellen der Vérzewuf tierische Zusétze (Spees et al, 2004;
Miuller et al, 2006), die Verwendung autologen SesKwoller et al, 1998; Stute et al, 2004;
Schecroun & Delloye, 2004; Tonti & Mannello, 200&)er kinstlicher Serumersatz dar
(Koller et al, 1998; Meuleman et al, 2006; Agataakt2009). Die Datenlage ist allerdings
kontrovers. Untersuchungen an humanen Stromazbl#éen gezeigt, dass eine Expansion
unter Aussparung tierischen Serums prinzipiell nobglist und zu vergleichbaren
(Yamaguchi et al, 2002; Anselme et al, 2002; Stetteal, 2004) oder gar zu besseren
Ergebnissen fuhrt (Shigeno & Ashton, 1995; Schati&welloye, 2004; Vogel et al, 2006).
Die Zellen erhalten dabei ihr Differenzierungspatn(Vogel et al, 2006; Battula et al, 2007;
Agata et al, 2009). Fruhere Untersuchungen fihaaendem Ergebnis, dass optimale
Kulturbedingungen nur durch fetales Kalberserureient werden kénnen (Wang et al, 1990;
Koller et al, 1998; Kuznetsov et al, 2000). Die ldg von unterschiedlichen Autoren
vorgestellten serumfreien Kulturbedingungen erforddie Kombination von Wachstums-
faktoren und anderer Zellkulturzusatze (GronthosSi&nmons, 1995; Battula et al, 2007,
Agata et al, 2009) oder gelingen Uberhaupt nichiz¢ietsov et al, 1997). Limitierende
Faktoren fur die Verwendung autologen Serums siacddnétigte Menge fir die Expansion
MSC sowie Qualitdtsunterschiede in Abhangigkeit vider Spendercharakteristik. Die
Anwendung kommerzieller Serumersatzlésungen emnstheiaher in dieser Hinsicht
unproblematischer. Ein neuer Standard gegenubkéimenlichen Kulturbedingungen konnte
allerdings bislang nicht etabliert werden (Korhon2007; Mannello & Tonti, 2007). An die
Entwicklung eines flur die Kultivierung humaner M§€eigneten serumfreien Protokolls sind
zwei Anforderungen zu stellen: zum einen muss augeichende Proliferation der Zellen
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gewahrleistet sein, zum anderen sollte die Kultdifgung den Verlauf der neuronalen
Differenzierung moglichst gunstig beeinflussen. diesem Zusammenhang ist etwa zu
untersuchen, ob die Wachstumshemmung serumfreiétiuriadingungen zum Teil durch
adhasive und proliferationsvermittelnde Beschicgamkompensiert werden kann.

Die hier vorgelegte Untersuchung epigenetischen8tiwie Wachstumsfaktoren und anderer
Zellkulturzusétze mag dazu beitragen, die Anfordgam einein-vitro Kultur zur neuronalen
Differenzierung MSC besser zu verstehen und diemkazuganglichen Prozesse im
Organismus aufzuklaren. Die Erkenntnisse darausemagch indirekt Aufschlisse uber die
komplexen und bislang wenig verstandenen Mechamsgeben, welche die Selbster-
neuerung, Proliferation und Differenzierung von ndtazellen regeln. Insbesondere die
Mechanismen, die eine Balance zwischen Proliferatioberleben und Differenzierung
regeln, sind komplex und bislang wenig verstanden.

Ob und inwieweit adulte Stammzellen fir den Zel&xsgenutzt werden kdnnen, wird
entscheidend von der Uberwindung zweier Schliisselpme abhangen. Einerseits muss es
gelingen, den Differenzierungsprozess gezieltitro nachzuvollziehen. Andererseits ist es
notwendig, die Zellen in einer klinisch signifikent Grof3enordnunm-vitro zu vermehren.
Die Erkenntnis, dass Differenzierung und Prolifieratin der Zellkultur entgegengesetzte
Prozesse sind, konnte sich als schwer uUberwindhdnedernis herauskristallisieren. Die
Lésung dieser Probleme bedarf daher weiterhin ginen Untersuchungen auf dem Gebiet
der Grundlagenforschung.

6. Zusammenfassung

Um in Zukunft adulte humane Stammzellen klinischsetzen zu kénnen, bedarf es einer
Optimierung und weitgehender Standardisierung détukbedingungen dieser Zellen, um so
in moglichst kurzer Zeit eine moglichst gro3e Anzatoglichst differenzierter Zellen zu
gewinnen. Wir haben deshalb in der vorliegendererttie Bedingungen, unter denen eine
neuronale in-vitro-Differenzierung primarer humaner MSC beobachtetdee konnen,
analysiert. Dafur wurde eine systematische Unténsug unterschiedlicher Einflussfaktoren
von Proliferation und neuronaler Differenzierungtaxnommen. Durch die absichtlich
gewahlte kurze Kulturdauer von 6 Tagen wurden Wermajene Faktoren untersucht, die fur
die initiale Determinierung eines neuronalen D#fezierungsweges relevant sind.

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass dieneterung eines neuronalen Differen-
zierungsweges von mehreren Faktoren beeinflusstemdtann:

Das Testen unterschiedlicher Kulturmedien ergalss ddie Verwendung nahrstoffreicher
Medien wie F12 und Neurobaghlund zusatzlicher Supplemente wie B27 und N2 zu
favorisieren ist. Die Ergebnisse lieferten ebensowdise darauf, dass die Anwesenheit
antioxidativer Substanzen fur die neuronale Diffiererung maglicherweise von Vorteil ist.
Fur die Verwendung tierischen Serums zeigten siather Summe keine Effekte hinsichtlich
neuronaler Differenzierung. Mit der Reduktion desusnanteils in den Kulturbedingungen
wurde allerdings eine deutliche Abnahme der Zelifa@tion beobachtet. Auf einen
minimalen Serumanteil in den Kulturbedingungen Kerdaher nicht verzichtet werden.

Mit den Ergebnissen unserer Beschichtungsexperamekbnnten wir zeigen, dass
extrazellulare Matrixmolekile das Zellschicksal ebfich beeinflussen. Anders als aus
Untersuchungen mit neuronalen Zellkulturen bekanatten die beiden Matrixproteine LAM
und FN einen inhibierenden Einfluss auf die neuleifferenzierung humaner KM-Zellen
gezeigt. In unseren Untersuchungen férderten LABI EN besonders die Proliferation MSC,
wahrend die synthetischen Adh&asionsmolekihle, bwmimere PORN, die neuronale
Differenzierung forderten. Der Trocknungsgrad datetschiedlichen Beschichtungen hatte in
unseren Studien keinen Einfluss auf neuronale eiffeierung oder Proliferation der Zellen.
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Alle untersuchten Wachstumsfaktoren zeigten eingnifikanten Effekt hinsichtlich
neuronaler Differenzierung. Einzeln konnte fir leginder Faktoren eine Uberlegenheit
gegenuber FGF-2 nachgewiesen werden. InteressantieeBeobachtung, dass durch die
Kombination einzelner Wachstumsfaktoren ein hoheheteil vordifferenzierter Zellen
erzielt werden konnte. Die Kombination der neu efiigrten Wachstumsfaktoren FGF-8b
und SHH erschien besonders aussichtsreich. Veaglichit FGF-2 als Einzelfaktor erwies
sich die gleichzeitige Anwendung der beiden Faktoe#fektiver hinsichtlich neuronaler
Differenzierung. Fur FGF-2 und die Kombination deiden Wachstumsfaktoren FGF-8b
und SHH konnten gegenuber den neurotrophen Fakbdfe® und BDNF zusatliche additive
Effekte auf die neuronale Differenzierung humanesemchymaler KM-Zellen nachgewiesen
werden. Hinsichtlich Proliferation liessen sich nesieindeutig positiven Effekte einzelner
Faktoren nachweisen. Im Gegenteil, fur stark déifieierende Kulturbedingungen wurde eine
auffallige Inhibition der Zellproliferation regisért. Uberhaupt konnte tber alle Versuchs-
reihen hinweg eine negative Assoziation zwischen Zdlproliferation und dem Anteil
neuronal vordifferenzierte Zellen festgestellt ward

Wichtig im Hinblick auf zukunftige klinische Anwendgsmoglichkeiten humaner MSC
erscheint uns ein weiteres Ergebniss unserer UWmensigen: Die in unseren Experimenten
verwendeten Zell-Linien, die jeweils von andererel@fern stammten, unterschieden sich
teilweise signifikant in ihrer Antwort auf die umseichten Einflussfaktoren. Ursachlich
hierfir konnte die Verwendung einer nicht klar defrten und eines heterogenen
Ausgangsmaterials sein. Andererseits kbnnten dibdmhteten Unterschiede in der Response
auf die experimentellen Stimuli auch auf die Spedugrakteristik zurtckzufiihren sein.
Vorbestehende Erkrankungen, Alter, Geschlecht, imthe Zugehorigkeit oder Medika-
menteneinnahme konnten wichtige Determinanten elst So ergaben sich bereits in
friheren Untersuchungen Hinweise auf eine Kormtatizwischen Proliferation der
Spenderzellen und dem Alter der Spender (ShigemssiBton, 1995; Stolzing et al, 2008).
Der Einfluss qualitativer Eigenschaften von Spenelgn wurde aber bislang im Bereich der
adulten Stammzellforschung kaum untersucht.
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7. Anhang

7.1. Abkirzungsverzeichnis

AG Aktiengesellschaft

Aqua dest. Destilliertes Wasser

B3Minus B-111-Tubulin fluoreszenznegative Zellen

B3Null B-1I-Tubulin intermediér positive Zellen

B3Plus B-11I-Tubulin fluoreszenzpositive Zellen

BDNF Brain-derived neurotropic factor

BHA Butylhydroxyanisol

BME B-Mercaptoethanol

BMNC Bone marrow mononuclear cell(s)

BMSC Bone marrow-derived multipotent stem cell(s)

bzw. beziehungsweise

B Beta

°C 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'-Monasphat

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 crystallizableRezeptor-Block

FCS Fetales Kalberserum

FGH Fibroblastenwachstumsfakior

FGF-2 Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (= bFGFicha&F)

FGF-8b Fibroblastenwachstumsfaktor 8b

FN Fibronektin

GF growth-factor

GFAP Glial fibrillary acidic protein

GFP Grin fluoreszierendes Protein

Glc Glukose

GmbH & Co. KG Gesellschaft mit beschréankter 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
IBMX
Inc.

kD

KM
kPa
LAM
Ln
MAP-2
MAPC
MEM
MIAMI
min.
ml

mM
MPC
MSC
Mg
NeuN
NF-L
NF-M
ng
NGS
NSC
NSE
NT-3
oT
PBS
pCREB/CREB
PDGF
Pen./Strept.
pH
PFA

Pl

PLL
PORN
ROCK
RS-Zellen
RT
RT-PCR
S.0.
S.u.
Sca-1
SHH
Tau
TRITC
TrkA
TuJ-1
u.a.
val.
ZNS

Human marrow-derived neural stem cell-like cells
3-Isobutyl-1-Methylxanthin

Incorporated Company

kiloDalton

Knochenmark

kiloPascal

Laminin

Logarythmus naturalis

Microtubule-associated protei®

Multipotent adult progenitor cell(s)

Minimal Essential Medium Eagle

Marrow-isolated adult multilineage inducible ce)l(s
Minute(n)

Milliliter

Millimolar

Mesodermal progenitor cell(s)

Mesenchymale Stromazelle(marrow stomal cell(s)
Mikrogramm

Neuronal Nuclei

Neurofilament-light

Neurofilament-medium

Nanogramm

Normal goat serum

Neuronale Stammzelle(n)

Neuron-specific enolase

Neurotrophin 3

Objekttrager

Phosphat-gepufferte Saline

(phosphorylated) cAMP response element-bindinggomot

Platelet derived growth factor
Penicillin/Streptomycin
Potentia hydrogenii
Paraformaldehyd
Proliferations-Index
Poly-L-Lysin
Poly-L-Ornithin
Rho and Rho-activated kinase
Recycling stem cell(s)
Raumtemperatur
reverse transcription-polymerase chain reaction
siehe oben
siehe unten
Stem cell antigen 1
Sonic hedgehog
Tau Protein
Tetramethylrhodamin-lsothiocyanat
Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1
Neuron-specific class Ijf-tubulin
unter anderem
vergleiche
Zentralnervensystem
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