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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Im erwachsenen Organismus spielen Stammzellen bei der Homdostase und Regeneration
von Geweben eine wichtige Rolle. Zu Geweben aus denen besonders vielversprechende
Stammzellen gewonnen werden kénnen, zdhlen glandulire Gewebe wie das Pankreas
oder die Speicheldriisen, aber auch die menschliche Haut. Das hohe Differenzierungs-
potential und die regenerationsférdernde Wirkung dieser Zellen konnten in anderen Ver-
suchen bereits erfolgreich demonstriert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
neue glanduldre Stammzellquelle identifiziert — die humane SchweiRdrise. Es wurde ein
Protokoll etabliert, mit dem es gelungen ist, Stammzellen aus diesem glanduldren
Gewebe zu isolieren und (ber einen langen Zeitraum in Kultur zu halten. Zusammen mit
weiteren Stammzellpopulationen, die aus dem Pankreas, der Parotis und der Vollhaut des
Menschen gewonnen wurden, wurden die Zellen mittels proteinbiochemischer und
molekularbiologischer Analysen auf ihre Stammzellartigkeit und ihr Differenzierungs-
potential untersucht. Dabei zeigten glanduldare und Haut-abgeleitete Stammzellpopula-
tionen des Menschen vergleichbare Eigenschaften. Es konnten sowohl Stammzellmarker
als auch Marker fiir Zellen, die ihren Ursprung in den drei embryonalen Keimblattern
Ektoderm, Mesoderm und Endoderm haben, nachgewiesen werden. Insbesondere das
neuroektodermale Differenzierungspotential sollte sich flir die nachfolgenden Versuche
der gezielten Differenzierung in neuronale Zellen als niitzlich erweisen. Es wurde ein
xenogenes Kokultursystem etabliert, bei dem die Stammzellen getrennt durch eine
porése Membran mit Hirnbiopsien der Ratte fiir zwei Tage zusammen im selben Kultivie-
rungsmedium inkubiert worden sind. So konnte die Stammzelldifferenzierung von der
ganzen Bandbreite an Faktoren, die von den Hirnbiopsien abgegeben wurden, beeinflusst
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass eine neuronale Differenzierung erfolgreich induziert
werden konnte. Das duBerte sich zum einen in einer morphologischen Anderung der
Zellen, die mit der Ausbildung von axondhnlichen Fortsatzen mit bis zu 450 um Lange ein-
herging; zum anderen konnte eine stark erhohte mRNA- und Proteinexpression neuro-
assoziierter Strukturproteine wie den Neurofilamenten und Enzymen wie der Neuron-

spezifischen Enolase und dem Protein Gene Product 9.5 detektiert werden. Es zeigte sich




1. Zusammenfassung

auch, dass das Potential, innerhalb von zwei Tagen in neuronale Zellen differenzieren zu
kénnen, von Haut-abgeleiteten Stammzellen, Gber Stammzellen aus den Schweil’driisen
und der Parotis, zu pankreatischen Stammzellen anstieg. In den pankreatischen Stamm-
zellen wurde zudem der Gehalt an intrazellularem Dopamin bestimmt, welcher nach der
Kokultur um 273 % anstieg, was die Annahme einer gezielten neuronalen Differenzierung
der Zellen untermauert. Um Faktoren, die bei den Differenzierungsprozessen eine Rolle
gespielt haben konnten, zu identifizieren, wurden die Kultivierungsmedien aus der Ko-
kultur, den Stammzellen und den Hirnbiopsien auf die Existenz verschiedener Wachs-
tumsfaktoren untersucht. Dabei konnten Faktoren mit einer neurotrophen Wirkung iden-
tifiziert werden, die haufig bei verletzungsbedingten Ablaufen im Gehirn auftreten, wie
beispielsweise der basic Fibroblast Growth Factor. Interessanterweise hat sich gezeigt,
dass es eine Interaktion zwischen den Stammzellen und den Hirnbiopsien gab, die zur
Ausschittung weiterer neurotropher Faktoren gefiihrt hat, welche ausschliefSlich im
Kokulturansatz und nicht in den separat kultivierten Stammzellen oder Hirnbiopsien
detektierbar waren. Dazu gehorten das Amphiregulin und der Granulocyte Macrophage
Colony-stimulating Factor. Diese Interaktion zusammen mit dem Einfluss der Wachs-
tumsfaktoren auf die neuronale Differenzierung zeigt, dass dieses Kokultursystem ein
vielversprechendes in vitro-Modell darstellt, um das Verhalten von Stammzellen nach
einer Transplantation im Rahmen neuroregenerativer Therapien zu prognostizieren. Eine
wesentliche Voraussetzung fir den Einsatz der Stammzellen in der zellbasierten Therapie
ist die Erreichbarkeit und Verfiigbarkeit der Spenderorgane, die insbesondere bei Stamm-
zellen aus der Vollhaut und den Schweil’driisen, aber auch bei den Stammzellen aus der
Parotis gegeben ist. Das sehr hohe neuronale Differenzierungspotential pankreatischer
Stammazellen besitzt andererseits viel Potential zur Entwicklung von in vitro-Testsystemen,

beispielsweise zur Testung von Medikamenten.




1. Abstract

”Xenogeneic Coculture-induced Neuronal Differentiation in Human

Glandular and Skin-derived Stem Cells”

1. Abstract

In the adult organism, stem cells play an important role in homeostasis and tissue regene-
ration and thereby possess a restricted differentiation potential. However, there are
some sources, offering stem cells with promising characteristics: Stem cells from glan-
dular tissues like pancreas, salivary glands and even human skin have already shown high
differentiation potential and enormous regeneration capability. In this work a new glan-
dular stem cell source could be located — the sweat gland. A protocol was established to
isolate stem cells from human sweat glands and to keep them successfully in long-term
culture. Together with other stem cell populations from pancreas, parotid and skin, this
new stem cell population was tested on the expression of various stem cell and differen-
tiation markers. Thereby, the similarity of glandular and skin-derived stem cell popu-
lations could be demonstrated. They were expressing various stem cell specific markers
as well as markers for the three embryonic germ layers ectoderm, mesoderm, and endo-
derm. In particular, the neuroectodermal differentiation capability proved to be promis-
ing for pioneering experiments on guided neuronal differentiation. Therefore, a xeno-
geneic coculture system was established where human stem cells from pancreas, parotid,
skin and sweat glands were cultivated together with rat brain biopsies for two days,
sharing the same cultivation medium but separated by a porous membrane. That way,
stem cell differentiation could be influenced by all factors secreted by the biopsies. The
results indicate that there is the potential for guided neuronal differentiation in adult
stem cells, which could be induced by the proposed treatment. This was shown by a
morphological change towards a neuron-like phenotype with axon-like processes up to
450 pum length. Furthermore, an increased mRNA and protein expression for neuron-
specific structural proteins (neurofilaments) and enzymes (neuron-specific enolase and
protein gene product 9.5) could be demonstrated. It was also revealed that the neuronal

differentiation potential is rising from skin-derived stem cells, over stem cells from sweat




1. Abstract

glands and parotid with the highest potential in pancreatic stem cells. Moreover, in
pancreatic stem cells a high increase (+273 %) in the intracellular amount of the neuro-
transmitter dopamine could be detected after stimulation, corroborating the assumption
of guided neuronal differentiation. To determine factors that are responsible for the
induced differentiation, the cultivation medium from the coculture as well as from the
cultured stem cells and brain biopsies separately were analyzed for various growth
factors. It turned out that neurotrophic factors, playing a role in brain injury, were
released by the brain biopsies (basic fibroblast growth factor) and even from the stem
cells themselves. Interestingly, it could also be shown that in the coculture an interaction
between the stem cells and brain biopsies appears to happen, resulting in the additional
expression of growth factors only detectable in the coculture (amphiregulin and granulo-
cyte macrophage colony-stimulating factor). This interaction together with the ability to
induce a guided neuronal differentiation in adult human stem cells makes this coculture
system a promising tool to predict stem cell behavior after transplantation in the context
of neuroregenerative cell replacement therapies. A prerequisite for the use of adult stem
cells in such therapeutic approaches is the accessibility and abundant availability of donor
tissues, which is apparently given for skin, sweat glands and even parotid. On the other
hand, the enormous neuronal differentiation potential of pancreatic stem cells offers new

perspectives for in vitro test systems in example for drug discovery.




2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Stammzellen

2.1.1 Embryonalentwicklung und Abstammung der Organe

Alles Leben entsteht aus einer einzelnen Zelle, der Zygote. Von der Befruchtung bis zum
8-Zell-Stadium sind die Zellen der Zygote totipotent. Das heil3t, jede einzelne Zelle hat die
Fahigkeit, einen vollstandigen Organismus hervorzubringen. Voraussetzung hierfir ist
nicht nur eine Differenzierungskapazitat in die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und
Endoderm, aus denen spater alle somatischen Zellen hervorgehen, sondern auch in
Trophoblastenzellen, die sich zu dem embryonalen Teil der Plazenta entwickeln. Bis zum
Morulastadium teilen sich die Zellen, bevor am filinften Tag der Embryonalentwicklung
das erste Differenzierungsereignis stattfindet. Durch Umorganisation und Zusammen-
schluss von Zellverbanden entsteht die Blastozyste. Diese besteht aus zwei Zelltypen: der
inneren Zellmasse und den dulReren Trophoblastenzellen. Ab diesem Zeitpunkt sind die
Zellen der inneren Zellmasse pluripotent, aus ihnen allein kann sich kein lebensfahiger
Organismus mehr entwickeln, sie sind jedoch der Ursprung aller somatischen Gewebe.
Zundchst entsteht die zweiblattrige Keimscheibe, die aus dem nach aulien gerichteten
Ektoderm und dem zur Blastozystenhohle gewandten Endoderm besteht. Im Laufe der
Entwicklung beginnen mesodermale Zellen zwischen das ektodermale und endodermale
Keimblatt einzuwandern. In dem dreiblattrigen Keimblatt haben die Zellen ein multi-
potentes Entwicklungspotential, sie kdnnen nur noch in die verschiedenen Zelltypen ihres
Keimblattes differenzieren. So entsteht wahrend der Organogenese durch Proliferation
und zunehmende Spezialisierung der Zellen die Vielfalt an Geweben und Organen, die
einen erwachsenen Organismus ausmacht. Aus dem Ektoderm gehen beispielsweise die
Haut inklusive der Hautanhangsgebilde, die Ohrspeicheldriise (Parotis) und das zentrale
und periphere Nervensystem hervor, wahrend sich aus dem Mesoderm z. B. die Blut-
zellen und die BlutgefaRe, die Knochen sowie die Skelettmuskulatur herausbilden. Aus
dem Endoderm gehen beispielsweise der Darm, die Leber und Drisen wie das Pankreas

und die Unterkieferspeicheldriise (Submandibularis) hervor.




2. Einleitung

2.1.2 Definition einer Stammzelle

Wahrend der Embryonalentwicklung sind es zundchst die totipotenten, dann die
pluripotenten und im Laufe der Entwicklung die multipotenten Stammzellen, die schlieR-
lich Gber terminale Differenzierung zur Entwicklung der Gewebe und Organe eines
Organismus fihren (siehe 2.1.1). Mit der Spezialisierung verlieren die Stammzellen zwar
immer mehr an Potential, bleiben jedoch bis in den adulten Organismus erhalten und
stellen dort eine Grundlage fir die Homdostase und Regeneration der Organe dar (siehe
2.1.5) [Weissman, 2000]. Generell kann man Stammzellen daher als jene undifferen-
zierten Zellen eines Embryos, Fetus oder geborenen Individuums bezeichnen, die die
Fahigkeit besitzen, sich durch symmetrische Teilung selbst zu erneuern sowie auch in der
Lage sind, sich durch asymmetrische Teilung nicht nur selbst zu erneuern, sondern sich

auch in einen spezialisierten Zelltyp zu entwickeln (Abbildung 1) [Molofsky et al., 2004].

Stammzelle

Abbildung 1 | Die Stammzelle. Eine Stammzelle
zeichnet sich zum einen dadurch aus, dass sie
sich durch Teilung (Proliferation) selbst erneu-
ern kann und zum anderen durch ihre Fahigkeit
in spezialisierte Zelltypen zu differenzieren.
‘ g Diese Differenzierung ist in der Regel unter
P4 physiologischen Bedingungen endgiiltig und
Q j . . nicht umkehrbar. Quelle: nach Zipori (2004).
Differenzierung




2. Einleitung

2.1.3 Der Grundgedanke der Stammzellforschung

Beim adulten Menschen sind die Gewebe und Organe nur noch zu einer eingeschrankten
Regeneration in der Lage. Wahrend bei dem Schwanzlurch Axolotl gesamte Gliedmalien
und Teile des Nervensystems regenerieren konnen [Kragl et al., 2009] und man beim
Zebrafisch 20 % des Herzens entfernen und es sich regenerieren kann [Poss et al., 2002],
steht beim Menschen der Wundverschluss durch Narbenbildung und nicht die Rekon-
struktion beschadigter Gewebe im Vordergrund [Gurtner et al., 2008]. Lediglich einzelne
Zellen oder kleinere Gewebefragmente kénnen ersetzt werden. Eine Ausnahme stellt die
Leber dar, von der seit langem bekannt ist, dass sie ein enormes Regenerationspotential
aufweist. Entfernt man bis zu 70 % der Leber, kann sich der restliche Teil wieder zu einem
vollstandigen, voll funktionsfahigen Organ entwickeln [Pack et al., 1962]. Die moderne
Medizin wiirde das gerne auch fiir Organe und Gewebe ermdglichen, die nicht liber ein so
hohes Regenerationspotential verfiigen oder deren Regenerationsfahigkeit gestort ist. Da
man bisher nicht in der Lage ist, fertig ausdifferenzierte Gewebezellen in der Zellkultur zu
vermehren, setzt man groBe Hoffnung auf Stammzellen, die ein hohes Proliferations-
potential aufweisen und die Fahigkeit besitzen, sich in spezialisierte Zelltypen zu

entwickeln.

Bereits 1908 postulierte der russische Histologe Alexander Maksimov auf einem Kongress
die Existenz von Stammzellen. Die von ihm beschriebenen Stammzellen sollten einen Teil
des blutbildenden Systems darstellen. Damals wusste Maksimov noch nicht, dass diese
Stammazellen, die ihren Ursprung im Knochenmark haben, in der Medizin eine wichtige
Rolle spielen werden. Knochenmarkstammzellen sind unter anderem filir die Homdostase
des Blutes zustandig und seit 1959 die erste Knochenmarktransplantation durchgefiihrt
wurde [Mathe et al., 1959], ist die Transplantation von Knochenmarkstammzellen fester
Bestandteil bei der Behandlung von Erkrankungen, die das Blut oder seine Stammzellen

betreffen.

Die Manipulation von Stammzellen in der Zellkulturschale (in vitro) sowie die gezielte An-

wendung solcher Zellen im Menschen (in vivo) konnten bei der Behandlung vieler Erkran-
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kungen dienlich sein. Beispielsweise kdnnten aus Stammzellen differenzierte Insulin-
produzierende Betazellen helfen, Diabetes entgegen zu wirken. Oder Kardiomyocyten, die
aus Stammzellen hervorgegangen sind, kdnnten nach einem Herzinfarkt zur Regeneration
des geschadigten Gewebes beitragen. Und auch der Einsatz von Stammzellen zur Be-
handlung neurodegenerativer Krankheiten kdnnte zur Heilung oder zumindest zu einer
Linderung der neurologischen Symptome fiihren. Voraussetzung dafir ist, Stammzellen
zur Verfligung zu haben, die Gber das notwendige Differenzierungspotential verfiigen und

ohne ein Risiko fur den Patienten transplantiert werden kénnen.
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2.1.4 Embryonale Stammzellen und induzierte pluripotente Stammzellen

Vor 30 Jahren ist es der Arbeitsgruppe um Evans gelungen, aus der inneren Zellmasse der

Blastozyste von Mduseembryonen Zellen zu isolieren und zu kultivieren — die Geburts-

stunde der embryonalen Stammzellen [Evans and Kaufman, 1981]. Fast 20 Jahre spater

konnten auch die ersten humanen embryonalen Stammzellen (human Embryonic Stem

Cells, hESCs) in Kultur genommen werden [Thomson et al., 1998]. Um hESCs zu generie-

ren werden Embryonen, die im Rahmen
der kiinstlichen Befruchtung in vitro er-
zeugt, jedoch nicht zum Einsatz gekommen
sind, verwendet. Aus der inneren Zell-
masse der Embryonen, die aus etwa 30 bis
34 Zellen besteht, werden die hESCs ge-
wonnen (Abbildung 2) [Bishop et al., 2002].
Um die Fahigkeit der Zellen zur Selbst-
erneuerung zu erhalten, erfolgt die Kulti-
vierung der hESCs im klassischen Isola-
tionsprotokoll in Gegenwart sogenannter
Feeder-Zellen, meist primare embryonale
Fibroblasten der Maus [Thomson etal.,
1998]. In vitro zeichnen sich hESCs dadurch
aus, dass sie unbegrenzt proliferieren kon-
nen und in der Lage sind, in Zelltypen der
drei Keimbldtter und Zellen der Keimbahn
zu differenzieren. Des Weiteren haben
hESCs die Eigenschaft, nach Implantation
in vivo Teratome zu bilden [Thomson et al.,

1998].

Embryo @

Blastozyste {88

" neue Feeder-Zellen

etablierte ESC-Kultur

Abbildung 2 | Isolation embryonaler Stammzellen.
Embryonale Stammzellen (ESCs) werden aus der
inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen und
auf Feeder-Zellen, meist primare embryonale Fibro-
blasten der Maus, kultiviert. Quelle: nach Winslow
(2001).

2007 ist es einer Arbeitsgruppe um Yamanaka erstmals gelungen, sogenannte induzierte

pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) aus adulten ausdifferenzierten Zellen des Men-
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schen zu generieren, die sehr dhnliche Eigenschaften wie hESCs aufweisen [Takahashi
et al., 2007]. Grundlage fir die iPS-Zellen stellten humane dermale Fibroblasten dar, die
mit den vier Transkriptionsfaktoren Octamer-binding Transcription Factor 4 (Oct-4), SRY
(Sex determining Region Y)-Box 2 (Sox2), Kriippel-like Factor 4 (KIf-4), und c-Myc retroviral
transduziert wurden. Fast zeitgleich konnte eine Arbeitsgruppe um Thomson mit Hilfe der
vier Transkriptionsfaktoren Oct-4, Sox2, NANOG und Lin28 ganz dhnliche Stammzell-
populationen generieren [Yu et al., 2007]. iPS-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie
sowohl in der Genexpression, dem Proliferationsverhalten, der Morphologie als auch den
Oberflachenmarkern den hESCs stark ahneln. Zudem zeigen die Zellen ein pluripotentes
Differenzierungsverhalten, da sie in der Lage sind, Zelltypen der drei Keimblatter zu gene-
rieren. Ahnlich wie zuvor fiir hESCs gezeigt wurde [Thomson et al., 1998], bilden iPS-
Zellen nach Implantation in immundefiziente Mause Teratome, die Zellen des Ekto-,
Meso- und Endoderms beinhalten [Yu et al., 2007]. Weitere Ergebnisse von der Arbeits-
gruppe um Yamanaka zeigen, dass es auch ohne den Faktor c-Myc moglich ist, iPS-Zellen
aus humanen Fibroblasten zu generieren [Nakagawa et al., 2008]. Da jedoch das Ver-
fahren zur Herstellung von iPS-Zellen auf die virale Transduktion von Vektoren ange-
wiesen ist und diese Vektoren ins Genom integrieren, ist die Gefahr von Mutationen sehr
hoch und der Nutzen dieser Zellen fiir forschungsorientierte und klinische Anwendungen

zum jetzigen Stand der Forschung stark limitiert.

10



2. Einleitung

2.1.5 Adulte Stammzellen

Im erwachsenen Organismus spielen adulte Stammzellen eine wichtige Rolle bei der
Homoostase und der Regeneration von Geweben. Demnach sind sie in der Lage, terminal
differenzierte Zellen mit den entsprechenden funktionellen Eigenschaften zu generieren.
Dies kann im Zusammenhang mit dem physiologischen Zellumsatz als auch aufgrund von
Gewebeschdden geschehen. Zu finden sind adulte Stammzellen in spezifischen Nischen
fast aller Gewebe des adulten Organismus, wobei sie flir diese vorwiegend spezifisch sind,
wie beispielsweise hdamatopoietische Stammzellen des blutbildenden Systems [Baum
et al., 1992], mesenchymale Stammzellen des Bindegewebes [Pittenger et al., 1999], epi-
dermale Stammzellen der Haut [Watt, 1998], neurale Stammzellen des zentralen Nerven-
systems [Kukekov et al., 1999] und intestinale Stammzellen des Darms [Yatabe etal,,
2001]. Adulte Stammzellen werden in der Regel in multi-, oligo- und unipotente Stamm-
zellen untergliedert. Multipotente Stammzellen kdnnen in verschiedene Zelltypen eines
Keimblattes differenzieren, oligopotente Stammzellen sind wesentlich limitierter in ihrer
Differenzierungskapazitat und unipotente Stammzellen sind nur noch in der Lage in einen
einzigen Zelltyp zu differenzieren [Wagers and Weissman, 2004]. Adulte Stammzellen
weisen in vitro zwar ein hohes Proliferationspotential auf, kdnnen aber im Gegensatz zu
embryonalen Stammzellen nicht unbegrenzt lange in Kultur gehalten werden [Young and
Black, 2004]. Eine keimbahniibergreifende Differenzierung ist bei adulten Stammzellen
eher die Ausnahme. Selten kann es dazu kommen, dass Zellen transdifferenzieren, d.h.
dass sich ausdifferenzierte Zellen iber eine Reprogrammierung zu Zellen einer anderen
Keimblattanlage entwickeln [Metcalf, 1999]. Es sind jedoch auch Stammzellpopulationen
beschrieben worden, die in vitro ein sehr hohes keimblattiibergreifendes Differenzie-
rungspotential aufweisen und daher multi- bis pluripotent sind. Diese Stammzellen kon-
nen beim Menschen beispielsweise aus Drisengeweben wie dem Hoden [Golestaneh
et al.,, 2009, Kossack et al., 2009], dem Pankreas [Kruse et al., 2004, Seeberger et al.,
2006] oder den Speicheldriisen [Rotter etal., 2008] isoliert werden. Auch humanen
mesenchymalen Stammzellen wird zum Teil ein keimblattiibergreifendes Differenzie-

rungspotential zugeschrieben [liang et al., 2002].
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2.1.5.1 Adulte Stammzellen aus der menschlichen Haut

Viele Bestandteile humaner Haut werden als Nische verschiedenartiger Stammzellpopula-
tionen beschrieben (Abbildung 3). So konnten Stammzellen aus der Epidermis [Jones and
Watt, 1993] und dem subkutanen Fettgewebe [Gimble etal., 2007] isoliert werden.
Ferner wurden unterschiedliche Stammzellpopulationen aus der Dermis gewonnen. Toma

et al. konnten zeigen, dass es sogenannte Skin-derived Precursors (SKPs) in der mensch-

Epidermis

/-\ BlutgefaRe

Talgdriise

ekkrine

Dermis Schweilkdriise

apokrine
Schweilidriise

Haarfollikel

Pe——

subkutanes Fettgewebe

Abbildung 3 | Nischen verschiedenartiger Stammzellpopulationen in der humanen Haut. In der menschli-
chen Haut findet man Stammzellen in der Epidermis, der Dermis und dem subkutanen Fettgewebe. Aber
auch aus Hautanhangsgebilden wie den Haarfollikeln kénnen Stammzellen isoliert werden. Talg- und
Schweildrusen stellen potentielle Stammzellquellen in der Haut dar. Quelle: nach Petschnik et al. (2010).

lichen Dermis gibt, die Ahnlichkeiten mit den embryonalen Neuralleistenstammzellen
aufweisen [Toma et al., 2001, Toma et al., 2005]. Auch multipotente Stammzellen, die
mesenchymalen Stammzellen dhneln [Bartsch et al., 2005], und dermale Fibroblasten mit
multipotenten Eigenschaften [Chen et al., 2007, Bi et al., 2010] konnten aus der Dermis

isoliert werden. Daneben sind auch in Hautanhangsgebilden wie den Haarfollikeln
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Stammzellen identifiziert worden [Yu et al., 2007]. Weitere Hautanhangsgebilde wie die
Talg- und SchweiRdriisen stellen dariber hinaus potentielle Stammzellquellen dar [Kruse
etal.,, 2006a, Tiede etal., 2007]. Neben jenen Stammzellen der Haut, die aus ganz
bestimmten Kompartimenten isoliert werden, gibt es auch Stammzellpopulationen, die
durch eine einfache Isolationstechnik aus Vollhaut gewonnen werden kénnen [Kruse
et al., 2006a]. Diese Populationen zeichnen sich dadurch aus, dass sie den Marker Nestin
in 10 % bis 20 % der Zellen exprimieren. Nestin ist ein Intermediarfilament, welches 1985
von Hockfield und MccKay mittels Immuncytochemie identifiziert wurde [Hockfield and
McKay, 1985]. Zunachst wurde angenommen, Nestin sei ausschlieflich ein Marker fiir
neurale Stammzellen [Yaworsky and Kappen, 1999]. Da Nestin allerdings auch in anderen
Progenitor- und Stammzellen detektiert werden konnte [Wiese et al., 2004, Toma et al.,
2005], ist heutzutage die Expression dieses Markers als ein generelles Charakteristikum
adulter Stammzellen anerkannt. In menschlicher Haut wird Nestin ausschlieRlich im
Mesenchym der Haarfollikel, der Talgdriisen und der SchweiRdriisen exprimiert [Tiede

et al., 2009].

Flir die Stammzellen, die aus der Vollhaut des Menschen isoliert werden, wurde gezeigt,
dass sie viele Eigenschaften mit pankreatischen Stammzellen gemeinsam haben (siehe
2.1.5.2) [Kajahn et al., 2008] und spontan in die neuronale und gliale Richtung differenzie-

ren konnen [Kruse et al., 2006a].
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2.1.5.2 Adulte Stammzellen aus dem Pankreas und den Speicheldriisen des

Menschen

Stammzellen aus dem humanen Pankreas (Pancreatic Stem Cells, PSCs) weisen in vitro ein
hohes Differenzierungspotential auf. Publikationen beschreiben flir Stammzellen aus den
pankreatischen Gangen einen mesenchymalen Charakter [Lin et al., 2006] und eine keim-
blattliibergreifende Differenzierung in mesodermale und endodermale Zellen [Seeberger
et al., 2006]. Fur Stammzellen, die aus pankreatischen Acini gewonnen werden, wurde
neben der endo- und mesodermalen Differenzierung auch ein ektodermales Differenzie-

rungspotential aufgezeigt [Kruse et al., 2004].

Uber den exakten Ursprung dieser Zellen ist jedoch nicht viel bekannt. Diesbeziiglich
haben Rapoport et al. berichtet, dass es die in vitro-Kultivierung an sich ist, die dazu fiihrt,
dass aus adulten Zellen des menschlichen exokrinen Pankreas Zellen mit typischen
Stammazelleigenschaften werden [Rapoport et al.,, 2009]. Um das zu beweisen, wurden
Acini, die Giber mechanische Zerkleinerung und enzymatischen Verdau aus dem exokrinen
Teil des Pankreas gewonnen wurden, in Kultur genommen. Eine zeitraffermikroskopische
Observation lieR erkennen, dass die Acini an die Plastikoberflache der Kultivierungsschale
anhafteten und mit der Zeit Zellen aus den Acini auswuchsen. Es konnte gezeigt werden,
dass eine betrachtliche Anzahl pankreatischer Zellen eine Trypsinierung tberlebte und die
verbliebenen Zellen eine drastische Veranderung im Proteinexpressionsprofil aufzeigten.
Zuvor exprimierten die Zellen noch typische Marker des exokrinen Pankreas, wie bei-
spielsweise Amylase, nun wiesen sie typische Stammzellmarker, wie Nestin oder Oct-4,
auf. Es konnte eine heterogene Zellpopulation mit typischen Charakteristika multi-
potenter Stammzellen beobachtet werden. Neben der Expression von spezifischen
Stammzellmarkern zeigten die Zellen ein hohes Proliferationspotential und konnten
spontan in Zelltypen von zumindest zwei Keimbldttern (Ektoderm und Mesoderm)
differenzieren. Daher propagieren Rapoport et al., dass durch die Isolation und Kultivie-
rung der Zellen eine Dedifferenzierung in einen Stammzellzustand stattgefunden haben

muss.
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Fir humane PSCs konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die Expression der aufge-
fundenen Marker, die charakteristisch flr eine spontane Differenzierung der Zellen sind,
Uber die Passagen hinweg steten Schwankungen unterliegt [Ciba et al., 2009]. Da der
Mechanismus, der einer spontanen Differenzierung adulter Stammzellen zugrunde liegt,
weitestgehend ungeklart ist, haben die Autoren das Differenzierungsverhalten der huma-
nen PSCs Uber elf Passagen untersucht und herausgefunden, dass das Expressionsver-
halten der Zellen von Passage zu Passage stark variiert. Da eine Zellkultur kein hermetisch
abgeschlossenes System ist und komplexen dynamischen Strukturen unterliegt, nehmen
sie an, dass die spontanen Differenzierungsvorgange durch mehr oder weniger zufallige
Stimuli induziert werden. Diese Reize kdnnen aus der spezifischen Mikroumgebung der
Zellen kommen, wie der Zell-Zell-Kkommunikation tber I6sliche und nicht-I6sliche Fakto-
ren, oder aus der Makroumgebung, die durch die Kultivierungsbedingungen, wie den
Gaspartialdruck, den pH-Wert oder die Temperatur, bestimmt wird. Es konnte aber auch
gezeigt werden, dass die Differenzierung humaner PSCs gesteuert werden kann. Durch
den Einsatz von Retinsdaure konnte ganz gezielt eine Differenzierung in glatte Muskel-
zellen induziert und durch Verwendung von Dimethylsulfoxid inhibiert werden [Petschnik
et al., 2009]. Die Méglichkeit der Einflussnahme zeigt das Potential dieser wie auch ande-
rer glanduldarer Stammzellen fir Zellersatztherapien, bei denen glatte Muskelzellen von

Interesse sind [Petschnik et al., 2010a].

PSCs kénnen nicht nur aus dem menschlichen Pankreas, sondern beispielsweise auch aus
dem Pankreas von Mausen [Choi et al.,, 2004, Seaberg et al., 2004] oder Ratten [Kruse
et al., 2006b] gewonnen werden. Insbesondere fiir die PSCs aus Ratten konnte eine be-
merkenswerte Differenzierungskapazitdt aufgezeigt werden. Neben einer spontanen
Differenzierung in Zelltypen der drei Keimblatter [Kruse et al., 2006b] konnte fir eine
klonale Linie der Ratten PSCs die Differenzierung in oocytendhnliche Zellen nachgewiesen
werden [Danner et al., 2007]. Die PSCs aus der Ratte wurden zudem auf ihr Regenera-
tionspotential in einem Wundheilungsmodell bei Mausen ausgetestet. Dabei hat sich ge-
zeigt, dass eine Vollhautwunde, die mit einer zellbesiedelten Kollagenmatrix abgedeckt

wird, zweimal schneller heilt und eine um den Faktor 1,5 verbesserte Vaskularisierung
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aufweist als eine unbehandelte Vollhautwunde [Salem et al., 2009]. Vergleichbare Ergeb-
nisse konnten durch den Einsatz von Stammzellen aus dem murinen Pankreas und der

murinen Submandibularis erzielt werden [Egana et al., 2009].

Dass Stammzellen aus dem Pankreas und den Speicheldriisen beziiglich der Protein- und
Genexpression in vitro eine starke Ahnlichkeit aufweisen, konnten Gorjup et al. in einer
Vergleichsstudie von humanen PSCs und Stammzellen aus der Submandibularis zeigen
[Gorjup et al., 2009]. Neben einer gerichteten Differenzierung in die mesodermale Rich-
tung haben die Autoren auch eine spontane Differenzierung in Zelltypen des Neuroekto-
derms beobachten kdénnen. Ferner kdnnen auch aus der menschlichen Parotis Stamm-
zellen mit multipotenten Eigenschaften isoliert werden. Fir diese Zellpopulation wurde
bisher eine mesodermale Differenzierung in die adipogene, osteogene und chondrogene

Richtung aufgezeigt [Rotter et al., 2008].
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2.2 Das menschliche Nervensystem

2.2.1 Der embryonale Ursprung des Nervensystems

Bei der Embryogenese, der Friihentwicklung eines Lebewesens, entstehen wahrend der
Blastulation und der Gastrulation die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und

Endoderm. Aus mehreren Regionen der Keimblatter bilden sich anschlieRend wahrend

Neuralleisten-
zellen

i ‘./ _-\-x_.,
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Abbildung 4 | Die Neurulation. Die laterale (a) und dorsale Ansicht (b) eines Embryos zeigt sowohl neurales
(inkl. Neuralplatte) und nicht-neurales Ektoderm als auch den Primitivstreifen und den Hensenschen Knoten
eines 16 Tage alten Embryos (1). Am Tag 20 kommt es durch die Anhebung der Seitenrénder der Neural-
platte zur Bildung der Neuralfalte und somit zur Entstehung der Neuralrinne (2). Des Weiteren sind die ers-
ten Somiten zu erkennen. Zum 7-Somiten-Stadium ist der Embryo etwa 22 Tage alt (3). Mit der SchlieBung
der Neuralfalte entsteht das Neuralrohr. Das Neuralrohr stellt die primordiale Anlage des zentralen
Nervensystems dar, wobei sich aus dem oberen Ende die Hirnplatte herausbildet. Am Tag 23 der Embryonal-
entwicklung ist das Neuralrohr vollstandig geschlossen (4). Gut zu erkennen ist die otische Plakode, aus der
spater das Innenohr hervorhegen wird. Aus der Hirnplatte wird sich das Gehirn entwickeln, wahrend der
Hohlraum des Neuralrohrs als Ventrikelsystem des Gehirns und als zentraler Kanal des Riickenmarks er-
halten bleibt. An dem Ubergang vom Hautektoderm zum Neuralrohr haben sich Neuralleistenzellen heraus-
gebildet. Aus einem Teil dieser Zellen wird sich das periphere Nervensystem entwickeln. Quelle: nach
Gammill und Bronner-Fraser (2003) und Noback et al. (2005).
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der Organogenese die Organe heraus (siehe 2.1.1). Die Entwicklung des menschlichen
Nervengewebes beginnt mit der Entstehung des Ektoderms, wenn der menschliche
Embryo etwa 18 Tage alt und somit ca. 1,5 mm grol} ist (Abbildung 4) [Noback et al., 2005].
Bestimmte Teile des Ektoderms differenzieren, verdicken sich in der Kopfregion und
bilden so genannte Plakoden. Eine besonders groRe Plakode stellt die Neuralplatte dar;
aus den anderen Plakoden gehen spater die Sinnesorgane (Augen, Ohren, Nase) hervor.
Die Verlangerung und die Anhebung der Seitenrander der Neuralplatte fiihren zur Bildung
der Neuralfalte und der gleichzeitigen Entstehung der Neuralrinne. Mit der Schliefung der
Neuralfalte entsteht das Neuralrohr. Aus dem oberen Ende des Neuralrohrs bildet sich
das Gehirn aus, wahrend der Hohlraum des Neuralrohrs als Ventrikelsystem des Gehirns
und als zentraler Kanal des Rickenmarks erhalten bleibt. Beidseitig vom Neuralrohr
bilden sich aus dem neuralen Ektoderm Zellen heraus, die ihren Ursprung im Ubergang
vom Hautektoderm zu den einrollenden Falten des Neuralrohrs haben. Diese Zellen
bilden die Neuralleiste. Wahrend das Neuralrohr die primordiale Anlage des zentralen
Nervensystems (ZNS) darstellt, entsteht aus der Neuralleiste eine Anzahl neuraler und
nicht-neuraler Derivate. Die neuralen Derivate bilden im Laufe der weiteren Entwicklung

das periphere Nervensystem (PNS) [Noback et al., 2005].
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2.2.2 Vielfalt der Zellen des zentralen- und peripheren Nervensystems

100 bis 200 Milliarden Nervenzellen und noch viel mehr Gliazellen sind in die strukturelle
und funktionelle Einheit des Gehirns involviert, wobei sie in ihrer GroRe und Form stark

variieren kénnen (Abbildung 5).

Die Nervenzelle bildet die Basis des Nervensystems und besteht aus vier strukturell zu
unterscheidenden Regionen: einem Zellkérper (Soma), von dem ein einzelner Auslaufer
ausgeht (Axon), der in der prasynaptischen Endigung mindet, sowie einer variablen
Anzahl verzweigter Auslaufer (Dendriten). Der Zellkérper stellt das genomische und
metabolische Zentrum eines Neurons dar. In den Dendriten werden neuronale Signale
von anderen Nervenzellen empfangen, womit diese zur Kommunikation zwischen den
Nervenzellen beitragen. Um Informationen an ein anderes Neuron weiter zu geben,
werden Aktionspotentiale liber das Axon an die prasynaptische Endigung weitergeleitet,
wo das Neuron wiederum in Kontakt mit weiteren Nervenzellen steht und somit Teil eines
groflen Netzwerkes darstellt. Eine Nervenzelle ist so gestaltet, dass sie auf Reize reagie-
ren, die Anregung schnell weiterleiten und letztlich andere Nerven-, Muskel- oder
glandulare Zellen beeinflussen kann. Der hohe Grad der Spezialisierung macht es diesen
Zellen kaum moglich, sich nach der Ausdifferenzierung weiter zu teilen; zudem kann

schon eine kurze Unterversorgung mit Sauerstoff zum Tod der Zellen flihren.

Die Kommunikation der Nervenzellen untereinander wird Uber Neurotransmitter ge-
wahrleistet. Es gibt erregende und hemmende Neurotransmitter, wobei zu den wichtigs-
ten erregenden Neurotransmittern im ZNS das Glutamat [Takamori, 2006] und zu den be-
deutendsten hemmenden Neurotransmittern die Gamma-Aminobuttersdure [McCormick,
1989] und das Glycin zahlen [Legendre, 2001]. Weitere bekannte Neurotransmitter sind
Serotonin, Acetylcholin, Noradrenalin und Dopamin [Bear et al., 2007]. Dopamin ist der
Botenstoff dopaminerger Neurone, welche Uberwiegend im Mittelhirn zu finden sind.
Welche Wirkung das Dopamin auf die postsynaptische Nervenzelle hat, ist abhangig von

der Art der Rezeptoren, die sich auf der Postsynapse befinden. Ist die Funktion
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dopaminerger Neurone gestort, kann es zu neurologischen Erkrankungen wie der

Parkinson-Krankheit kommen (siehe 2.3.1).

Im ZNS und PNS sind neben Nervenzellen auch verschiedenartige Zellen, die eine Stiitz-
und Versorgungsfunktion ausiiben, vorzufinden — die Gliazellen. Im ZNS zahlen dazu
Astrocyten, Oligodendrocyten, mikrogliale und ependymale Zellen, wobei diese Zellen

etwa 50 % des gesamten Hirnvolumens ausmachen und etwa zehn- bis 50-mal haufiger

-
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Abbildung 5 | Zellen des zentralen Nervensystems. Um eine schnellere Reizfortleitung zu gewdhrleisten,
bilden Oligodendrocyten im zentralen Nervensystems (ZNS) Myelinscheiden um die Axone der Neurone.
Astrocyten stehen in engem Kontakt zu den Synapsen, um dort freigesetzte Neurotransmitter zu recyceln.
EndfiiBchen der Astrocyten winden sich um die BlutgefdRe des ZNS und sorgen so fir die Nahrstoffversor-
gung der Nervenzellen. Mikrogliazellen sind die immunkompetenten Zellen des ZNS. Quelle: Allen und Barres
(2009).
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vorkommen als Nervenzellen. Wahrend der Entwicklung steuern Gliazellen die Migration
der Nervenvorlaufer vom Neuroepithel zum jeweiligen Bestimmungsort. Beim Erwach-
senen sind Gliazellen maRgebend am Erhalt und der Versorgung von Nervenzellen be-

teiligt.

Astrocyten besitzen Fortsdatze, welche so genannte EndfiiBchen ausbilden, die in engem
Kontakt zu Neuronen und dem Endothel des GefalRsystems stehen konnen. Aufgrund
dieser strukturellen Verkniipfung sind Astrocyten in der Lage, Neurone mit Nahrstoffen zu
versorgen und den Abtransport von Stoffwechselprodukten aus den Nervenzellen zu ge-
wahrleisten. Zudem sind Astrocyten an der Regulation der Durchblutung und an der Aus-
bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Mit ihrem reich verzweigten Netzwerk an Fort-
satzen stehen Astrocyten auch in engem Kontakt zu Synapsen und recyceln die dort frei-
gesetzten Neurotransmitter. Eine weitere wichtige Funktion ist die Regulation der extra-
zellularen Kaliumkonzentration. Astrocyten konnen Kalium, welches durch neuronale
Aktivitat freigesetzt wird, aufnehmen und Gber Gap Junctions an benachbarte Astrocyten

und somit zu Orten niedriger Kaliumkonzentration umverteilen.

Oligodendrocyten sind im ZNS fir die Bildung und den Erhalt von Myelinscheiden verant-
wortlich. Myelinscheiden sind Plasmamembranauslaufer der Oligodendrocyten, die eine
vielschichtige Huille um die Axone der Nervenzellen bilden und somit isolierend auf diese
wirken. Dadurch wird eine saltatorische Weiterleitung von Impulsen entlang des Axons
ermoglicht. Ein Oligodendrocyt ist in der Lage, bis zu 70 Axone gleichzeitig zu umhiillen.
Im PNS stellen Schwann’sche Zellen das Analogon zu den Oligodendrocyten dar, wobei

eine Schwann’sche Zelle jeweils nur eine Myelinscheide ausbilden kann.

Mikrogliazellen sind die immunkompetenten Zellen des ZNS und machen etwa 10 % der
dortigen Gliazellen aus. Wie ihre Verwandten, die Makrophagen, haben auch Mikroglia-
zellen ihren Ursprung im Mesoderm und nicht wie die restlichen Gliazellen im Ektoderm.
Sie dienen im ZNS als Mediatoren immunologischer Prozesse. Dazu gehort beispielsweise
die Phagocytose aber auch die Sekretion proinflammatorischer Cytokine in Folge einer

Hirnverletzung. Ahnlich wie die Mikrogliazellen iibernehmen im PNS Schwann’sche Zellen
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nach Nervenverletzungen oder in Folge von Entziindungen die Phagocytose.

Zu den Gliazellen des ZNS gehoren auch die ependymalen Zellen. Diese Zellen kleiden die
Liguorrdume von Gehirn und Riickenmark aus. Zu ihren Aufgaben gehoren die Sekretion

und die Zirkulation der Gehirn-Riickenmark-Flissigkeit [Noback et al., 2005].
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2.2.3 Neurale Stammzellen und die Neurogenese beim Erwachsenen

In adulten Geweben gewadhrleisten organspezifische Stammzellen den Ersatz abge-
storbener Zellen und tragen so zum Erhalt der Gewebefunktion bei (siehe 2.1.5). Das
adulte Gehirn wurde lange Zeit fiir ein ,statisches” Organ ohne Regenerationskapazitat
gehalten, bis Kaplan und Hinds 1977 mit Hilfe neuer Methoden die Entstehung von Neu-
ronen aus Zellen des Gyrus dentatus und des Riechkolbens im Gehirn der Ratte zeigen
konnten [Kaplan and Hinds, 1977]. Erst mehr als 20 Jahre spater ist es Wissenschaftlern
gelungen, Neurogenese auch im adulten Gehirn des Menschen zu belegen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Entstehung neuraler Zellen auf den Hippocampus [Eriksson et al.,
1998], die Subventrikuldre Zone [Johansson et al., 1999] und das Olfaktorische System
[Pagano et al.,, 2000] konzentriert ist (Abbildung 6). Dariber hinaus konnte 2007 eine
Forschergruppe um Curtis und Eriksson zeigen, dass es einen rostralen Migrationsstrom

humaner neuraler Stammzellen aus der Subventrikuldren Zone zum Riechkolben gibt

. { Abbildung 6 | Hirnregionen adulter
= Gro[gh”'n 4 - Lateral- Neurogenese. Neurogenese konnte im
X ¢ , e ventrikel adulten Gehirn in zwei Regionen gezeigt

werden: dem Gyrus dentatus des

4
-
——

Hippocampus und der Subventrikularen
Zone der Lateralventrikel, beides Teile
des GroRhirns. In der Subventrikuldren
Zone haben auch die Stammzellen des
Riechkolbens ihren Ursprung. Quelle:

Kleinhirn / Hippocampus nach Crews und Nixon (2003).

[Curtis et al., 2007]. Neurale Stammzellen aus dem Riechkolben des Menschen konnten
bereits 2000 isoliert und in vitro vermehrt werden [Pagano et al., 2000] und auch Vor-
lauferzellen aus der Subventrikuldaren Zone des menschlichen Gehirns konnten erfolgreich
in Kultur genommen werden [Ayuso-Sacido et al., 2008]. Neurale Stammzellen sind multi-
potent und koénnen (Uber Neuroprogenitorzellen in Neurone und (Uber
Gliaprogenitorzellen in Astrocyten und Oligodendrocyten differenzieren (Abbildung 7)

[Pagano et al., 2000]. In vivo sind adulte Stammzellen in spezifischen Nischen zu finden,
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die die Selbsterneuerung, die Aktivierung und die Differenzierung der Stammzellen regu-
lieren. Diese Nische konnte flr neurale Stammzellen der Maus bereits umfassend be-
schrieben werden. So sind dort die Stammzellen in der Subventrikularen Zone von
ependymalen Zellen, die die Lateralventrikel auskleiden, und von einer speziellen Basal-
lamina, die sich von den BlutgefaBen in die Subventrikuldre Zone ausdehnt, umgeben.
Zudem liegen bei der Maus neben den neuralen Stammzellen auch transient amplifi-
zierende Vorlauferzellen vor, aus denen wiederum Neuroblasten hervorgehen, die zum

Riechkolben migrieren [Doetsch, 2003].

neurale
Stammzellen

".

@

“o®
/ \ Gliaprogenitor-
= )

N
L s

Neurone Astrozyten Oligodendrozyten

Neuroprogenitor-
zellen

Abbildung 7 | Differenzierungspotential neuraler Stammzellen. Neurale Stammzellen kénnen sich zunachst
in Neuro- oder Gliaprogenitorzellen entwickeln. Aus den Neuroprogenitorzellen differenzieren sich wiede-
rum Neurone und aus den Gliaprogenitorzellen Astrocyten oder Oligodendrocyten heraus.
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2.2.4 Generierung neuronaler Zellen aus humanen Stammzellen nicht-

neuralen Ursprungs

Stammzellen weisen ein vielfaltiges Differenzierungspotential auf und kénnen im Rahmen
ihrer Moglichkeiten ohne zusatzlichen Stimulus spontan in eine Vielzahl verschiedener
Zelltypen differenzieren. Da fir eine zelltherapeutische Anwendung jedoch ein bestimm-
tes Spektrum an Zellen bendtigt wird, ist es das Ziel vieler Versuchsansatze, liber be-
stimmte Stimuli eine gerichtete Differenzierung der Stammzellen zu erreichen. Zu diesen
Stimuli gehoren beispielsweise Wachstumsfaktoren oder chemische Substanzen, die dem
Kultivierungsmedium beigefiihrt werden, die Kultivierung auf unterschiedlichen Ober-

flachen oder die Kokultivierung der Stammzellen mit anderen Zellen und Geweben.

Wahrend fir viele Stammzellen aus den unterschiedlichsten humanen Geweben, wie der
Vollhaut [Kruse et al., 2006a], den Haarfollikeln [Toma et al., 2005, Yu et al., 2006], dem
Fettgewebe [Zuk et al., 2002], der dentalen Pulpa [Gronthos et al., 2002], dem Muskel
[Alessandri et al., 2004] oder glanduldaren Geweben wie dem Pankreas und den Speichel-
drisen [Kruse etal., 2004, Gorjup etal., 2009] ein spontanes neuronales Differen-
zierungsverhalten gezeigt wurde, sind flr eine gerichtete Differenzierung humaner
Stammzellen bisher nur wenige Quellen beschrieben worden. Darunter zu finden sind
hESCs [Schuldiner etal.,, 2001], mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark
(human mesenchymal stem cells, h(MSCs) [Woodbury et al., 2000], Stammzellen aus dem

Fettgewebe [Safford et al., 2002] und dermale Stammzellen [Joannides et al., 2004].

hESCs besitzen ein hohes Differenzierungspotential, welches es ihnen erlaubt, spontan in
die neuronale Richtung zu differenzieren. Darliber hinaus gibt es Protokolle, welche die
neuronale Differenzierung gezielt induzieren sollen. Dazu gehéren zum Beispiel die
Bildung von dreidimensionalen Zellaggregaten, den sogenannten Embryoid Bodies, und
die Gabe von l6slichen Faktoren, wie dem basic Fibroblast Growth Factor, dem Nerve
Growth Factor oder der Retinsdure, zum Kultivierungsmedium [Reubinoff et al., 2001,
Schuldiner etal.,, 2001, Zhang etal.,, 2001]. Losliche Faktoren spielen auch bei der

Differenzierung von humanen Stammzellen aus dem adulten Organismus eine wichtige
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Rolle. So wurde Retinsdure verwendet, um eine neuronale Differenzierung von hMSCs aus
dem Knochenmark zu begilinstigen [Cho et al., 2005]. In weiteren Publikationen wurden
hMSCs und Stammzellen aus dem Fettgewebe durch den Einsatz von chemischen
Substanzen wie B-Mercaptoethanol, Dimethylsulfoxid oder butyliertem Hydroxyanisol in
neuronahnliche Zellen differenziert [Safford et al., 2002, Woodbury et al., 2000]. Des
Weiteren wurde eine Kombination chemischer Substanzen mit einem Cocktail verschie-
dener Cytokine fiir eine neuronale Differenzierung verwendet [Scintu etal.,, 2006,
Prabhakaran et al.,, 2009]. Dabei reichte der Mix an Cytokinen vom Fibroblast Growth
Factor, Gber den Epidermal Growth Factor, den Brain-derived Growth Factor, bis hin zum
Nerve Growth Factor. Die Wirksamkeit chemischer Substanzen, tatsachlich eine neuronale
Differenzierung bei Stammzellen hervorzurufen, bleibt jedoch fraglich. So haben Lu et al.
berichtet, dass es vielmehr zum Schrumpfen der Stammzellen und damit zum Zurick-
lassen von feinen Zellauslaufern kommt, wenn sie chemischen Substanzen wie -
Mercaptoethanol, Dimethylsulfoxid oder butyliertem Hydroxyanisol ausgesetzt werden,
als zum Wachsen neuer Neuriten [Lu et al., 2004]. Das Schrumpfen der Zellen soll dann
letztendlich auch dafiir verantwortlich sein, dass vermehrt Zellen immuncytochemisch
positiv flir neuronale Marker gefdarbt, diese Ergebnisse jedoch auf mRNA-Ebene nicht
verifiziert werden kénnen. Dariiber hinaus soll diese Differenzierung nur ein kurzzeitiges,
reversibles Phanomen darstellen [Zurita et al., 2008]. Es gibt aber auch Arbeiten, die eine
stabile neuronale Differenzierung von hMSCs beschreiben, die durch den Einsatz von
Cytokinen und einer Fibronektin-beschichteten Oberflache induziert wurde [Tao et al.,

2005].

In anderen Ansdtzen versuchte man die neuronale Differenzierung nicht nur durch einige
wenige Faktoren zu induzieren, sondern von der groRBen Bandbreite an Faktoren, die von
Zellen oder Geweben sezerniert werden, zu profitieren. So konnte gezeigt werden, dass
hESCs in Kokultur mit einer murinen stromalen Zelllinie verstarkt eine dopaminerge
Differenzierungsrichtung einschlagen [Perrier et al., 2004, Zeng et al., 2004]. Joannides et
al. haben fir die Kultivierung von dermalen Stammzellen des Menschen ein Medium ver-

wendet, welches zuvor mit neonatalen Gliazellen des Hippocampus konditioniert wurde,
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um so die neuronale Differenzierung zu stimulieren [Joannides et al., 2004]. In anderen
Publikationen ist man noch einen Schritt weitergegangen und hat hMSCs direkt mit feta-
len Zellen des Mittelhirns und des Striatums kokultiviert und so in einigen Zellen
neuronale Marker detektieren konnen [Sanchez-Ramos et al., 2000]. Dartber hinaus sind
Versuche bekannt, bei denen die Kokultur nicht nur mit Zellen, sondern mit striatialen
Hirnschnitten durchgefiihrt wurde [Anwar et al., 2008]. Allerdings handelt es sich bei den
stimulierten Zellen um eine neurale Stammazelllinie aus fetalem humanen Gehirn und
somit um eine Stammzellpopulation neuralen Ursprungs. Dieser Versuchsansatz zeigt
dennoch, dass man bei der Stimulation der neuronalen Differenzierung von den Faktoren,

die von Geweben sezerniert werden, profitieren kann.
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2.3 Méglichkeiten der Zelltherapie bei Erkrankungen des Nerven-

systems

Bei neurodegenerativen Erkrankungen des Nervensystems, wie der Parkinson-Krankheit,
dem Schlaganfall oder der Huntington-Krankheit ist jeweils ein anderes Spektrum an
Zellen betroffen. Somit wird bei einer moglichen Zellersatztherapie auch eine andere
Zusammensetzung neuronaler Zellen bendtigt. Im Folgenden sollen der Stand der
Forschung, das Potential und die Voraussetzungen, die humane Stammzellen fir eine

zellbasierte Therapie dieser Erkrankungen mitbringen muissen, aufgezeigt werden.

2.3.1 Zelltherapie zur Behandlung der Parkinson-Symptome

Die Parkinson-Krankheit ist eine degenerative Erkrankung des Nervensystems, bei der es
primar zum Abbau dopaminerger Neurone in der Substantia nigra im Bereich des Mittel-
hirns kommt (Abbildung 8). Die Neurone der Substantia nigra projizieren in das Striatum,
welches in den Nucleus caudatus und das Putamen unterteilt ist. Dieses nigro-stritiale
dopaminerge System ist vor allem an der Kontrolle willkiirlicher Bewegungen beteiligt. Ist

der Dopaminfluss gestort, kommt es letztendlich zu den fir die Parkinson-Krankheit typi-

Lateralventrikel

\

Striatum — Nucleus caudatus

~~Putamen —_

Substantia nigra

Abbildung 8 | Degenerierende Nervenbahnen bei der Parkinson-Krankheit. Signale, die die Korper-
bewegungen kontrollieren, werden entlang von Neuronen, die aus der Substantia nigra ins Striatum
projizieren, weitergeleitet. Die dopaminergen Neurone des nigro-striatalen Systems degenerieren bei
Parkinson-Patienten. Quelle: nach Winslow (2001).
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schen Symptomen Muskelstarre (Rigor), Muskelzittern (Tremor) und Bewegungsver-
langsamung (Bradykinese), aber auch zur Verlangsamung der geistigen Prozesse

(Bradyphrenie).

Eine Zellersatztherapie mit dopaminergen Neuronen kdnnte helfen, dem Dopaminmangel
in diesem System entgegen zu wirken. In klinischen Studien wurde Parkinson-Patienten
humanes fetales Gewebe des Mittelhirns, welches reich an dopaminergen Neuronen ist,
ins Striatum transplantiert. Diese Studien haben gezeigt, dass neuronales Gewebe ersetzt
werden kann: Ein Teil der Neurone hat die Transplantation Uberlebt und konnte das
Striatum reinnervieren [Kordower et al., 1995, Piccini et al., 1999]. Selbst 10 Jahre nach
der Behandlung und bei einem fortschreitenden Krankheitsverlauf, welcher zur Zer-
storung der patienteneigenen dopaminergen Neurone gefiihrt hat, konnten die trans-
plantierten Zellen nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch auch, dass die Erfolgs-
chancen stark vom Alter und Krankheitszustand des Patienten abhangig waren [Freed

et al., 2001].

Aus ethischen Griinden ist es ausgeschlossen, dass die Transplantation von fetalem
humanen Mittelhirn zu einer Routinebehandlung fiir die Parkinson-Krankheit wird, aber
anhand der Ergebnisse, die aus diesen Versuchen resultieren, kann eine Reihe von
Voraussetzungen fir die Stammzelltherapie abgeleitet werden. Zum einen sollten die ge-
nerierten Zellen zu einer geregelten Dopamin-Ausschittung in der Lage sein und den
Neuronen der Substantia nigra morphologisch und elektrophysiologisch dhneln. Des
Weiteren sollte in Tierversuchen belegt werden, dass die dopaminergen Zellen zur Min-
derung der Krankheitssymptome fiihren kénnen. Die Anzahl der Zellen, die nach Trans-
plantation ins Putamen Uberleben und reinnervieren muss, wird dabei auf 100 000 ge-
schatzt [Lindvall etal., 2004]. Da nicht alle transplantierten Zellen Uberleben und
reinnervieren, ergibt sich fir die zu transplantierenden Zellen eine noch viel héhere
Zellzahl, die es zu generieren gilt. Viele Veroffentlichungen beschreiben die Differenzie-
rung dopaminerger Neurone aus hESCs [Perrier et al., 2004, Sonntag et al., 2007, Song
et al., 2008, Shimada et al., 2009]. Die Arbeitsgruppe um Perrier hat zur Induktion der

dopaminergen Differenzierung hESCs zundchst auf einem Feederlayer aus murinen
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Stromazellen kultiviert und dann sequenziell Wachstumsfaktoren, die bei der embryo-
nalen Entwicklung des Mittelhirns eine Rolle spielen, zum Kultivierungsmedium hinzuge-
geben [Perrier et al., 2004]. Des Weiteren konnten lacovitti et al. zeigen, dass die Induk-
tion dopaminerger Neurone aus hESCs durch den Einsatz rein humaner Additive moglich
ist. Zudem ist es ihnen gelungen zu belegen, dass es nach Transplantation undifferen-
zierter hESCs ins Striatum eines Parkinson-Rattenmodells zu einer Differenzierung der
Stammazellen in dopaminerge Neurone kommt [lacovitti et al., 2007]. Eine weitere Quelle
dopaminerger Neurone stellen die neuralen Stammzellen embryonalen oder fetalen Ur-
sprungs dar. Diese Stammzellen lassen sich ebenfalls mit speziellen Protokollen, meist
Uber l6sliche Faktoren, in dopaminerge Neurone differenzieren [Kishi et al., 2005, Liste
et al., 2004, Courtois et al., 2010]. Courtois et al. konnten kirzlich zeigen, dass neurale
Stammzellen, die aus fetalem humanem Mittelhirn gewonnen wurden, in vitro in dopa-
minerge Neurone differenzieren und in vivo in einem Parkinson-Rattenmodell Giberlebten,
innervierten und zu motorischen Verbesserungen gefiihrt haben [Courtois et al., 2010].
Obwohl es viele Publikationen zur Isolation und Kultivierung neuraler Stammzellen des
erwachsenen Menschen gibt [Pagano et al., 2000, Wachs et al., 2003, Ayuso-Sacido et al.,
2008], ist in der Literatur kaum ein Verweis auf die dopaminerge Differenzierung dieser
Zellen zu finden. Weitere humane adulte Stammzellen, in die man groBe Hoffnung legt,
dass sie ein dopaminerges Differenzierungspotential aufweisen, stellen die adulten
Stammazellen nicht-neuronalen Ursprungs dar. Dabei konnte in einigen wenigen Publika-
tionen gezeigt werden, dass hMSCs aus dem Knochenmark das Potential besitzen, in
einen dopaminergen Phanotyp differenzieren zu kdénnen [Tatard etal.,, 2007, Trzaska

et al., 2007].
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2.3.2 Zellbasierte Ansatze zur Behandlung von Schlaganfall-Patienten

Unter einem Schlaganfall (medizinisch auch zerebraler Insult genannt) versteht man einen
rapiden Verlust von Hirnfunktionen aufgrund von Storungen in der Blutversorgung des
Gehirns. Dies kann aufgrund einer Ischamie durch den Verschluss von BlutgefaRen (be-
dingt durch eine Embolie oder Thrombose) oder durch eine Blutung im Gehirn verursacht
werden. Die Folge ist ein Ausfall von Hirnfunktionen, die sich je nach betroffener Hirn-
region manifestieren. Ein Schlaganfall im Frontallappen des Gro3hirns spiegelt sich bei-
spielsweise in einseitigen Lahmungen der Extremitaten, Sprach- und Verstandnisdefiziten
und einseitigem Gesichtsfeldausfall wider. Der Grund dafir ist die Degeneration vieler
verschiedener Typen von Neuronen und glialer Zellen in der betroffenen Hirnregion. Doch
wie sinnvoll ist eine Zelltherapie in solch einem Fall? In einer der ersten klinischen Studien
wurden Patienten, bei denen die Basalganglien vom Schlaganfall betroffen waren,
humane Neurone aus der NT-2 Karzinomzelllinie in den geschadigten Bereich implantiert
[Kondziolka et al., 2000]. Bei einigen Patienten konnten anschliefend Verbesserungen in
den Schlaganfall-bedingten neurologischen Defiziten beobachtet werden. Dariiber hinaus
wurden bei einem Patienten ein Jahr nach dem Eingriff post mortem transplantierte
Zellen im Gehirn wiedergefunden [Nelson et al., 2002]. Doch ob die Verbesserungen auf
die implantierten Zellen zurtckgefiihrt werden kénnen und die Zellen auch funktional ins

Gewebe integrierten, konnte bisher nicht belegt werden.

Als Alternative zur NT-2 Karzinomzelllinie beschreiben Bang et al. den Einsatz autologer
hMSCs bei Schlaganfall-Patienten [Bang et al., 2005]. Die Stammzellen wurden dabei
intravends verabreicht, wobei sich die Autoren auf Studien berufen, die zeigen, dass
hMSCs die Blut-Hirn-Schranke passieren und ins Hirngewebe integrieren kdnnen [Mezey
et al., 2003]. In dieser einzigen klinischen Studie, bei der hMSCs zur Behandlung von
Schlaganfall-Patienten verwendet wurden, konnte eine stete Verbesserung der neurolo-
gischen Defizite Uber drei, sechs, und zwdlf Monate hinweg beobachtet werden. Aller-
dings waren in dieser Studie nur flinf Patienten behandelt worden; die Ergebnisse sind

daher nur bedingt aussagekraftig.
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Basierend auf Untersuchungen bei Nagern wird auch ein alternativer Ansatz der Zell-
therapie bei einem Schlaganfall in Erwagung gezogen: die Stimulation der Selbstregene-
rationskrafte. Denn bedingt durch einen Schlaganfall kommt es zur vermehrten Neu-
bildung von Neuronen in der Subventrikularen Zone. Die generierten Neurone migrieren
zwar in den geschadigten Bereich, jedoch sterben iber 80 % dieser Zellen innerhalb der
ersten Wochen [Arvidsson et al., 2002]. Diesem Prozess konnte man durch die Gabe ver-
schiedener Faktoren, die die Uberlebensfihigkeit von Neuronen verbessern, entgegen-
wirken. Beispiele fur solche Faktoren sind der Fibroblast Growth Factor oder der Brain-
derived Neurotrophic Factor [Yoshimura et al., 2003, Chmielnicki et al., 2004]. Um eine
maximale Verbesserung zu erzielen, ware auch eine Kombination der Zellersatztherapie
mit einer Stimulation der endogenen Regeneration ein moglicher Ansatz. Ein weiterer
kritischer Punkt, den man bei der Behandlung von Schlaganfall-Patienten nicht auRer Acht
lassen sollte, ist die Blutversorgung der betroffenen Hirnregionen. Zwar findet nach
einem Schlaganfall Angiogenese statt, diese kdnnte jedoch zusatzlich stimuliert werden,
um das Uberleben der neu generierten Neurone zu verbessern [Lindvall et al., 2004]. So
konnten Wang et al. in einem Rattenmodell zeigen, dass Erythropoietin die Angiogenese
nach einem Schlaganfall stimulierte und somit zur Verbesserung der neurologischen

Funktionen der Tiere beigetragen hat [Wang et al., 2004].
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2.3.3 Moglichkeiten der Stammzelltherapie bei der Huntington-Krankheit

Die Huntington-Krankheit ist eine Stérung des Nervensystems, die sich in einer Chorea,
das heiBt in unwillkiirlichen, plotzlich und unregelmaRig auftretenden Bewegungen der
Extremitaten, des Gesichtes, des Halses und des Rumpfes, sowie in einer progressiven
Demenz widerspiegelt. Grund fiir diese Anomalien ist eine Mutation im Huntingtin Gen.
Ein Teil dieses Gens besteht aus einer Trinukleotid-Wiederholungssequenz, die bei ver-
schiedenen Individuen unterschiedliche Langen annehmen und sich von Generation zu
Generation verdndern kann. Uberschreitet die Linge der Wiederholungssequenz einen
kritischen Wert, kommt es zur Bildung eines mutierten Huntingtin-Proteins mit abwei-
chenden Funktionen. Diese Funktionsunterschiede sind letztendlich daflir verantwortlich,
dass es zu einem Verlust von Projektionsneuronen im Putamen, einem Teil des Striatums
und damit zu den beschriebenen Symptomen kommt [Albin etal.,, 1992, Landles and
Bates, 2004]. Ein zelltherapeutischer Ansatz sollte also bei Huntington-Patienten zu einem
Ersatz der defekten Projektionsneurone flihren. Die Transplantation von fetalem Striatum
ins Gehirn von Ratten und Primaten hat gezeigt, dass die Projektionsneurone des fetalen
Gewebes in der Lage waren, eine Verbindung zum Globus pallidus der Basalganglien auf-
zunehmen und Signale von der GroBhirnrinde zu empfangen. Dieses MalR der Rekon-
struktion des corticostriatopallidalen Schaltkreises war ausreichend, um den motorischen
und kognitiven Defiziten der Tiere entgegen zu wirken [Kendall et al., 1998, Palfi et al.,
1998, Dunnett et al., 2000]. In einer klinischen Studie konnten Freeman et al. zeigen, dass
auch beim Menschen die intrastriatale Transplantation von fetalem Striatum moglich ist
[Freeman et al., 2000]. Bei einem Patienten, der 18 Monate nach der Operation aus an-
derweitigen Griinden verstarb, konnte gezeigt werden, dass die Zellen des transplantier-
ten Gewebes Uberlebt und sich weiterentwickelt haben, ohne von dem Krankheitsverlauf
beeinflusst zu werden. Klinische Verbesserungen wurden dabei auf eine Reduktion des
striatalen und cortikalen Hypometabolismus zuriickgefiihrt, der vermuten lasst, dass die
Transplantate zu einer Wiederherstellung der Funktion in diesem System beigetragen
haben [Gaura et al., 2004]. Es ist daher prinzipiell moglich, dass Zellen ins Striatum von

Huntington-Patienten integrieren und dort die Funktionen der zerstérten Neurone Uber-
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nehmen. Allerdings zeigen Langzeitstudien, dass die Transplantation fetalen Gewebes
zwar fir einige Jahre eine Verbesserung und Stabilitdt im Krankheitsverlauf mit sich
bringt, aber keine dauerhafte Heilung der Huntington-Krankheit bewirken kann [Bachoud-
Lévi et al., 2006]. Versuche, die den Einsatz von humanen Stammzellen bei der Behand-
lung der Huntington-Symptome beschreiben, sind derzeit nur auf Tiermodelle beschrankt.
Dabei konnten Song et al. zeigen, dass aus hESCs abgeleitete neurale Stammzellen, die
intravends in ein Huntington-Rattenmodell transplantiert wurden, ins geschadigte
Striatum migrierten und zur Verbesserung der Motorik beitrugen [Song et al., 2007]. In
diesem wie auch in einem weiteren Ansatz mit fetalen neuralen Stammzellen des Men-
schen wurde beschrieben, dass die transplantierten Zellen im Gehirn zu einem kleinen
Teil in neuronale und Uberwiegend in gliale Zellen differenzierten [McBride et al., 2004,
Song et al., 2007]. Dass es in diesen Versuchen dennoch zu einer Linderung der Krank-
heitssymptome gekommen ist, lasst vermuten, dass auch Astrocyten im Rahmen der
Huntington-Degeneration einen neuroprotektiven Effekt haben kdnnten [Clelland et al.,
2008]. Neben hESCs sind auch humane Nabelschnurblutstammzellen zur Behandlung der
Huntington-Krankheit in Betracht gezogen worden [Ende and Chen, 2001]. Der Einsatz
dieser Zellen war allerdings nur auf einen einzigen Tierversuch beschrankt und wurde
nicht mehr weiter verfolgt. Zu Versuchen mit anderen humanen Stammzellen, die ihren

Ursprung im adulten Organismus haben, ist in der Literatur kein Verweis zu finden.
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2.3.4 Zellersatztherapie bei Erkrankungen des Nervensystems - ein Fazit

Bei vielen Ansatzen zur zellbasierten Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen spielt
die Transplantation von fetalem Gewebe eine zentrale Rolle. Auch wenn sie ethisch nicht
vertretbar sind, so zeigen diese Versuche, dass Zellersatztherapien prinzipiell moglich sind
und weisen zudem gleich auf, welche Voraussetzung diese Therapien mitbringen missen,

um neurologische Verbesserungen zu bewirken.

hESCs, die ein breites Differenzierungsspektrum besitzen, sind ebenfalls haufig Gegen-
stand dieser Studien. Doch der Einsatz von hESCs fiir eine Therapie ist aufgrund vielfacher
Griinde sehr unwahrscheinlich. Zwar kdonnte man versuchen, Problematiken wie die
Bildung von Teratomen zu umgehen, indem nur vollstandig ausdifferenzierte, homogene
Zellpopulationen verwendet werden, aber die ethischen Bedenken, die aus der Zersto-
rung eines lebensfahigen Embryos bei der Generierung von hESCs resultieren, kdnnen
nicht ohne weiteres auller Acht gelassen werden. Zudem fehlt bei hESCs die Méglichkeit,

korpereigene Stammzellen fir eine Therapie zu verwenden.

Auch Studien, in denen die Patienten mit neuralen Stammzellpopulationen behandelt
wurden, basieren liberwiegend auf hESCs, die in vitro in neurale Stamm- oder Vorlaufer-
zellen vordifferenziert wurden. Andere verwendete neurale Stammzellen wurden aus
fetalem Hirngewebe gewonnen, woraus sich wiederum weitere ethische Problem-

stellungen ergeben.

Eine grolRe Chance, es tatsachlich bis in die therapeutische Anwendung zu schaffen, wird
adulten Stammzellen zugeschrieben. Diese Zellen kdnnten dem Patienten autolog ent-
nommen werden und wirden keinerlei immunologische oder ethische Probleme mit sich
bringen. Dass es insbesondere bei der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen
noch ein weiter Weg dorthin ist, zeigen die vorgestellten Beispiele. Es sind bis auf einige
wenige Ausnahmen, in denen hMSCs verwendet worden sind, keine Studien zum Einsatz
humaner adulter Stammzellen bekannt. Allerdings bietet das hohe Potential adulter
Stammzellen, in die neuronale Richtung differenzieren zu kénnen, eine vielversprechende

Moglichkeit.
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2.4 Ziel der Arbeit

Aus menschlicher Haut wurden durch eine einfache Isolationstechnik Stammzellpopula-
tionen mit bis zu 20 % Nestin-positiven Zellen gewonnen. Nestin-positive Zellen wurden in
der Haut neben Kompartimenten wie den Haarfollikeln und den Talgdriisen auch im
intramesenchymalen SchweiRdriisengewebe lokalisiert. Mit dem Ziel, die Ausbeute
Nestin-positiver Zellen zu maximieren, war es Teil dieser Arbeit, eine Methode zu etablie-

ren, um Nestin-positive Zellen der Schweilldriise zu isolieren und in Kultur zu bringen.

Die Stammzellpopulation aus den SchweilRdriisen sollte daraufhin mit jenen Stammzellen,
die aus der Vollhaut isoliert werden, und mit glanduldaren Stammzellen aus dem Pankreas
und der Parotis hinsichtlich ihres Gen- und Proteinexpressionsmusters verglichen werden.
Insbesondere sollte dabei das spontane neuronale Differenzierungspotential dieser Zell-

populationen aufgezeigt werden.

Hauptfokus dieser Arbeit war die Etablierung eines effektiven Protokolls zur gerichteten
Differenzierung der zuvor charakterisierten humanen adulten Stammzellpopulationen in
neuronale Zellen, um das Potential dieser Zellen fiir die Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen zu untersuchen. Die Wirksamkeit der etablierten Kokulturmethode, bei der
die Stammzellen mit Rattenhirnbiopsien, getrennt durch eine porése Membran, im selben
Wachstumsmedium kultiviert wurden, sollte im Hinblick auf Verdanderungen der Zell-
morphologie und der Expression von neurospezifischen Strukturproteinen und Enzymen
untersucht werden. Darilber hinaus sollte die Stammzellpopulation mit der eindeutigsten
neuronalen Differenzierungsinduktion hinsichtlich der Produktion von Neurotransmittern
analysiert werden. Um zu klaren, welche Faktoren fiir die neuronale Differenzierung der
Stammzellen verantwortlich waren, sollte zudem das Kultivierungsmedium der Kokultur

auf verschiedene Wachstumsfaktoren getestet werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

4’,6-Diamidin-2-Phenylindol
Aceton

B-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin

Coomassie Brillant Blue-G250
Dimethylsulfoxid

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
Fetales Kalberserum
Fluoromount-G

Gelatine

HEPES

Isopropanol

Kalziumchlorid

Kollagenase

Methanol

Modified Eagle’s Medium
Natriumchlorid

Neutralrot

ortho-Phosphorsdure

Penicillin/ Streptomycin

QIAxcel Alignment Marker 15 bp/500 bp

QX DNA Size Marker pUC18/Haelll

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat

Trasylol
Tris-HCI
Trypsin
Tween 20
Vectashield

Ziegennormalserum

Roche, Schweiz

Roth, Deutschland

Sigma, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich
Merck, Deutschland

Sigma, Deutschland

Gibco, Deutschland

Gibco, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich

Southern Biotechnologies, U.S.A.

PAA Laboratories, Osterreich
Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

Serva, Deutschland

Roth, Deutschland

Gibco, Deutschland

Roth, Deutschland

Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich
Qiagen, Deutschland
Qiagen, Deutschland
Perkin-Elmer, U.S.A.

Bayer, Deutschland

Roth, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich
VWR, U.S.A.

Vector Laboratories, U.S.A.

Vector Laboratories, U.S.A.
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3.1.2 Kits

Nuclear Extract Kit Active Motif, Belgien
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Deutschland
QIAxcel DNA Screening Kit Qiagen, Deutschland
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen, Deutschland
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, Deutschland
Silverquant Detection Kit Eppendorf, Deutschland
Human Growth Factor Antibody Array | RayBiotech, U.S.A.
Transcription Factor Stem Cell Chip Eppendorf, Deutschland

3.1.3 Verbrauchsmittel

2-Well-Chamberslides BD Biosciences, Deutschland
6-Well-Zellkulturplatten Techno Plastic Products, Schweiz
Deckglaschen Roth, Deutschland
Gewebekultureinsatze (0,4 um Poren) Greiner Bio-One, Deutschland
Glaspipette (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Hirschmann Laborgerate, Deutschland

Kollagen Typ IV-beschichtete Zellkulturschalen (22,1 sz) BD Bioscience, U.S.A.

Nylonmembran Sefar, Schweiz
Propidiumiodid-Einwegkassetten IUL Instruments, Deutschland
Zellkulturflaschen (25 cmz, 75 cmz, 150 sz) Techno Plastic Products, Schweiz
Zellkulturschalen (22,1 sz) Techno Plastic Products, Schweiz
3.1.4 Gerate

Array Scanner Axon GenePix Molecular Devices, U.S.A.
Fluoreszenzmikroskop Axioskop2 mot pus Zeiss, Deutschland
Isopropanoleinfrierbox Thermo Fisher Scientific, Denmark
Kapillargelelektrophorese QlAxcel Qiagen, Deutschland
Nanodrop-Spektrophotometer NanoDrop 1000 Paglab, Deutschland
Nukleinsdureaufreinigungsroboter QIAcube Qiagen, Deutschland

qPCR Cycler Mastercycler ep Realplex2 Eppendorf, Deutschland
Silverquant Scanner Eppendorf, Deutschland
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Thermocycler Mastercycler

Zellzéhlgerat Nucleocounter

3.1.5 Software

AxioVision Rel. 4.7
BioCalculator 3.0

Microsoft Exel 2007
Microsoft PowerPoint 2007

realplex 2.2

TF Chip Data Analysis Tool v1.2

3. Material und Methoden

Eppendorf, Deutschland

IUL Instruments, Deutschland

Zeiss, Deutschland
Qiagen, Deutschland
Microsoft, Deutschland
Microsoft, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
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3.1.6 Primer

Tabelle 1 | Verwendete Primer. Aufgelistet sind alle Primer fiir Gene, deren Expression untersucht wurde.
Es sind Angaben, ob die Primer Intron-spannend binden, die Amplikonlange in Basenpaaren (bp) und die
Schmelztemperatur des entstandenen Produktes sowie die Herstellerbezeichnung des jeweiligen Primers
aufgefiihrt. Alle Primer wurden von der Firma Qiagen bezogen.

Intron Amplikon- Schmelz- Hersteller-
spannend ldnge temperatur bezeichnung
a-SMA v 83 bp 82,5°C Hs_ACTA2 1 SG
B Il Tubulin v 78 bp 85,6°C Hs TUBB3_1 SG
B-Aktin v 146 bp 88,2°C Hs_ACTB 1 SG
c-Myc v 129bp 84,4°C Hs_MYC_ 1 SG
CD9 v 95 hp 81,6°C Hs_CD9_1 SG
CK18 - 97 bp 83,3°C Hs_KRT18 1 _SG
Ki67 v 86 bp 79,6°C Hs_MKI67 1 SG
KIf-4 v 72bp 84,9°C Hs KLF4 1 SG
MEF2D v 85bhp 81,8°C Hs_MEF2D 2 SG
Nestin v 75bp 85,0°C Hs_NES 2 SG
NF_H - 97 bp 83,9°C Hs_NEFH_1 SG
NF L v 99 bp 80,2°C Hs_NEFL_1 SG
NF_M v 74 bp 80,3°C Hs NEFM_1_SG
NSE v 61bp 82,1°C Hs_ENO2 1 SG
Oct-4 - 75bp 79,6°C Hs_POU5F1_va.2_SG
PGP9.5 v 110 bp 84,8°C Hs_UCHL1 1 SG
PPARy v 113 bp 79,6°C Hs_PPARG_1 SG
S100B v 64 bp 81,5°C Hs_S100B_1_SG
Sox2 - 64 bp 76,8°C Hs_SOX2 1 SG
SPP1 - 115bp 83,0°C Hs _SPP1 1 SG
VWF v 108 bp 84,1°C Hs VWF_1 SG
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3.1.7 Antikorper

Tabelle 2 | Verwendete Primarantikorper. Antikorper, spezifisch fiir die jeweilige humane Zielstruktur, sind
mit der verwendeten Abkiirzung, dem Herkunftsorganismus, der eingesetzten Verdinnung in der Immun-
cytochemie und dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

e | sree | b Vs | v

Alpha-Smooth Maus DAKO
-SMA 1:100 !
Muscle Actin @ monoklonal Dénemark
Cytokeratin 18 K18 M 1:800 SRR,
monoklonal Deutschland
Gll‘aI‘FlanIar"\; GEAP Kaninchen 1:100 PAKO,
Acidic Protein polyklonal Danemark
Ki67 ) Kaninchen 1:500 Novitec,
polyklonal Deutschland
Maus Chemicon
Nesti - 1:100 !
st monoklonal Deutschland
Neurofilamente*® NF STl 1:500 i
polyklonal Deutschland
. Maus Sigma Aldrich
Cytokeratin** CK 1:100 !
pan Lytokeratin pan monoklonal Deutschland
Vigillin - Sl 1:200 Charli Kruse
polyklonal

* Mix aus Neurofilament leichte, mittlere und schwere Kette
** Mix aus Cytokeratin 1, 4,5, 6, 8, 10,13, 18,19

Tabelle 3 | Verwendete Sekundirantikérper. Antikorper, spezifisch fiir den jeweiligen Zielorganismus, sind
unter Angabe des Konjugats, des Herkunftsorganismus, der eingesetzten Verdiinnung in der Immuncyto-
chemie und dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

s Konjugat Verdiinnung

organismus

Jackson
Kaninchen FITC Ziege 1:200 ImmunoResearch,
UK

Jackson
Maus Cy3 Ziege 1:400 ImmunoResearch,
UK

Jackson
Maus Biotin Ziege 1:200 ImmunoResearch,
UK
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3.1.8 Medien

10 % FKS-DMEM Medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
10 % fetales Kalberserum (FKS)
100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin

20 % FKS-DMEM Medium: DMEM
20 % FKS
100 U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin

Digestionsmedium: 10 mM HEPES Puffer
70 % (v/v) Modified Eagle’s Medium
0.5 % (v/v) Trasylol
1 % (w/v) bovinem Serumalbumin
2,4 mM Kalziumchlorid

0.63 PZ/mg Kollagenase

Einfriermedium: 90 % (v/v) Dimethylsulfoxid

10 % (v/v) fetales Kalberserum

Isolationsmedium: 10 mM HEPES Puffer
70 % (v/v) Modified Eagle’s Medium
0.5 % (v/v) Trasylol
1 % (w/v) bovines Serumalbumin

2,4 mM Kalziumchlorid
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3.1.9 Losungen und Puffer

Bradford-Reagenz: 0,01 % (w/v) Coomassie Brillant Blue-G250
4,75 % (v/v) 25 ml 95% Methanol

8,5 % (v/v) ortho-Phosphorsédure

PBS: 137 mM g Natriumchlorid
9,6 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid

TBST: 150 mM Natriumchlorid
10 mM Tris (pH 8,8)
0,05 % Triton X-100

TNT Puffer: 0.1 M Tris-Hydrogenchlorid (pH 7,5)
0.15 M Natriumchlorid
0.05 % Tween 20

3.1.10 Zellen und Gewebe

Adulte Stammzellen aus dem humanen exokrinen Pankreas (Pancreatic Stem Cells, PSCs)
Adulte Stammzellen aus der humanen Parotis (Parotis-derived Stem Cells, PDSCs)

Adulte Stammzellen aus humaner Vollhaut (Skin-derived Stem Cells, SDSCs)

Adulte Stammzellen aus humanen SchweiRdrisen (Sweat Gland-derived Stem Cells, SGSCs)

Rattenhirnbiopsien aus acht Wochen alten mannlichen Sprague-Dawley Ratten
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3.2 Methoden

3.2.1 Stammzellisolation

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Stammzellpopulationen wurden aus verschie-
denen humanen Biopsien gewonnen. Diese Biopsien fielen bei routinemalligen Operatio-
nen an und wurden nicht eigens fur diese Versuche entnommen. Bereit gestellt wurden
die Biopsien nach Aufklarung und rechtlich wirksamer Einwilligung (informed consent) der
Patienten durch die Klinik fiir Allgemeine Chirurgie, die Klinik flir Hals-, Nasen- und Ohr-
heilkunde, die Klinik fiir Dermatologie, Allergologie und Venerologie und die Klinik fiir
Plastische Chirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Liibeck. Alle Versuche
wurden gemiR der Deklaration von Helsinki, in Ubereinkunft mit den nationalen Bestim-

mungen fir die experimentelle Verwendung von humanem Material durchgefiihrt.

3.2.1.1 Stammzellisolation aus dem Pankreas, der Parotis und der Vollhaut

des Menschen

Eine Pankreasbiopsie wurde von einem 42 Jahre alten, mannlichen Patienten mit Pan-
kreatitis erhalten, wobei lediglich der gesunde Sicherheitsabstand zur Stammzellisolation
genutzt wurde. Von einer 44 Jahre alten Patientin stammte die Parotis. Und fiir die Isola-
tion von Stammzellen aus humaner Haut wurde gesunde Vollhaut von einer 61 jahrigen

Frau, bei der eine Gesichtsstraffung durchgefiihrt wurde, verwendet.

Stammzellen aus den jeweiligen Geweben wurden nach einem bereits beschriebenen
Protokoll [Kruse et al., 2004, Kruse et al., 2006a] isoliert. Dafir wurden etwa 1x2x2 cm®
groBe Gewebestlicke zundchst vom Fettgewebe befreit und mit chirurgischen Scheren in
kleine Fragmente geschnitten. Der Praparationsmix wurde mit einem Gemisch aus Sauer-
stoff und Kohlendioxid (95 % (v/v)) begast und im Anschluss zweimal (20 und 15 Minuten)
in einem Kollagenase-haltigen Digestionsmedium bei 37 °C und konstantem Schitteln
(150 UpM) inkubiert. Zwischen den beiden Inkubationen wurden die Gewebestlickchen in

einem Isolationsmedium gewaschen, welches bis auf die fehlende Kollagenase wie das
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Digestionsmedium zusammengesetzt war und weiterhin mit kleinen chirurgischen Sche-
ren zerkleinert. Im Anschluss an den enzymatischen Verdau wurden die verbliebenen
Gewebestiickchen durch Auf- und Abpipettieren in Glaspipetten mit immer kleineren Off-
nungen (25 ml, 10 ml, 5 ml und 2 ml Pipetten) fast vollstandig dissoziiert und durch eine
Nylonmembran (250 um PorengrolRe) gefiltert. Nach einer fiinfminitigen Zentrifugation
des Filtrats mit 130 g wurde das Pellet in 20 % FKS-DMEM Medium gewaschen, erneut
zentrifugiert und in 20 % FKS-DMEM Medium ausgesat. Dabei wurde das ZellkulturgefaRl
entsprechend der PelletgroBe ausgewadhlt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO;

kultiviert.
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3.2.1.2 Protokolletablierung zur Isolation adulter Stammzellen aus

humanen Schweil3driisen

3.2.1.2.1 Isolation von Schweif3driisen aus der Vollhaut

Um Stammzellen aus dem SchweilRdrisenmesenchym humaner Haut isolieren zu kdnnen,

mussten zunachst die Schweilldrisen aus der Haut separiert werden.

Dabei wurde die Haut zundchst nach einem Protokoll von Brayden und Fitzpatrik mit Hilfe
chirurgischer Scheren zerschnitten, ein Vorgang, bei dem laut Protokoll die Schweil3-
driisen durch die Scherkrafte von allein aus dem Gewebe hervorkommen sollten [Brayden
and Fitzpatrick, 1995]. AnschlieRend sollten die SchweiRdriisen mit Hilfe von Neutralrot
angefarbt und unter einem Mikroskop isoliert werden kénnen. Doch es stellte sich her-
aus, dass die Ausbeute an Schweilddriisen, die allein durch die Scherkrafte aus dem Ge-

webe gel6dst wurden, nicht ausreichend war.

Daher wurde ein weiteres Protokoll zur Isolation der SchweiRdriisen ausprobiert. Okada
et al. haben berichtet, dass bei der Trennung der Epidermis von der Dermis durch einen
Dispase-Verdau, die Hautanhangsgebilde, darunter die SchweilRdriisen, an der Epidermis
verbleiben und mit dieser vorsichtig abgezogen werden konnen [Okada et al., 1983]. Aber
auch hier stellte sich heraus, dass die Schweifdriisen zu fest in der Dermis verankert sind

und sich nicht ohne weiteres zusammen mit der Epidermis ablésen lassen.

Zuletzt wurde die Haut nach einem modifizierten Protokoll von Kruse et al. mit Hilfe von
chirurgischen Scheren mechanisch zerkleinert, durch Kollagenasen vorverdaut und an-
schlieRend weiter mechanisch zerkleinert [Kruse et al., 2006a]. Auf diese Weise behan-
delte Gewebereste konnten mit Neutralrot angefarbt und die Schweildriisen daraufhin
unter dem Mikroskop mit Hilfe feinster Pinzetten isoliert werden. Die Ausbeute der
Schweilldriisen war dabei sehr stark von der Herkunft der Hautbiopsie abhangig.

Gesichts- und Bauchhaut lieferten wesentlich weniger SchweilRdrisen als Achselhaut.
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3.2.1.2.2 Generierung einer adhdirenten Zellpopulation aus Schweifddriisen

Nun galt es die SchweilRdriisen in Kultur zu bringen und Zellen aus ihrem Mesenchym
auswachsen zu lassen. Problematisch dabei war, dass die SchweiRdriisen stark von
Kollagenfasern des Hautbindegewebes umgeben waren. Ohne weitere Behandlung war

ein Anhaften der SchweiRdriisen am Zellkulturboden nicht moglich.

Um dieses Problem zu l6sen, wurden isolierte SchweiRdrisen mit 0,05 % Trypsin fur eine
Stunde inkubiert, um die Bindegewebsfasern zu verdauen, und anschlieRend in die Zell-
kulturschalen gegeben. Es stellte sich jedoch heraus, dass der Trypsin-Verdau nicht aus-
reichend war, um das Anhaften der Schweildriisen am Boden zu ermoglichen und so die
Voraussetzung zu schaffen, dass Zellen aus den SchweiRdriisen auswachsen konnten. Da
die Oberflachenbeschaffenheit fur ein erfolgreiches Anhaften und Auswachsen von Zellen
von Belang sein kann, wurden Gelatine- und Kollagen Typ IV-beschichtete Zellkultur-
schalen getestet. Dabei zeigte sich, dass Kollagen Typ IV-beschichtete Zellkulturschalen
am besten geeignet waren, um Zellen aus den Schweidriisen auswachsen zu lassen. Mit
Hilfe von Mikropinzetten wurde es zudem moéglich, frisch isolierte Schweilldriisen ohne
anschlieenden Trypsin-Verdau vom Bindegewebe zu befreien. Eine Immobilisierung der
Schweilldriisen durch Andriicken mit Injektionsnadeln am Zellkulturboden konnte die

Zellausbeute weiter erhohen.

3.2.1.2.3 Isolation adulter Stammzellen aus den Schweif3driisen des Menschen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Stammzellen aus Schweildrisen wurden aus

der Achselhaut eines 37 Jahre alten mannlichen Patienten mit Inverser Akne isoliert.

Um die SchweilRdriisen aus der Achselhaut zu isolieren, wurde das zuvor etablierte Proto-
koll angewandt (Abbildung 9). Dafiir wurden etwa 1x2x2 cm’® grofle Gewebestiicke zu-
nachst vom Fettgewebe befreit und mit chirurgischen Scheren in kleine Fragmente ge-
schnitten. Der Pradparationsmix wurde mit einem Gemisch aus Sauerstoff und Kohlen-

dioxid (95 % (v/v)) begast und im Anschluss zweimal (20 und 15 Minuten) in einem
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Kollagenase-haltigen Digestionsmedium bei 37 °C und konstantem Schiitteln (150 UpM)
inkubiert. Zwischen den beiden Inkubationen wurden die Gewebestiickchen in einem
Isolationsmedium gewaschen und weiterhin mit kleinen chirurgischen Scheren zerklei-
nert. Im Anschluss an den enzymatischen Verdau wurden die verbliebenen Gewebestiick-
chen durch Auf- und Abpipettieren in Glaspipetten mit immer kleineren Offnungen
(25 ml, 10 ml, 5 ml und 2 ml Pipetten) fast vollstandig dissoziiert und durch eine Nylon-
membran (250 um PorengrofRe) gefiltert. Der im Gazefilter verbliebene Anteil des
Praparationsmixes wurde in eine Zellkulturschale mit 20 % FKS-DMEM Medium lberflhrt.
Eine anschlieBende Neutralrot-Farbung (100 pg/ml) lieR die Gange der SchweiRdrisen rot
erscheinen und erleichterte damit die mechanische Isolation einzelner Schweilldriisen
unter dem Lichtmikroskop. Die SchweiRdriisen wurden mit Hilfe von Mikropinzetten
weitestgehend vom umliegenden Hautbindegewebe befreit und in Kollagen Typ IV-
beschichtete Zellkulturschalen Uberfihrt. Um die SchweilRdrisen am Boden der Zell-
kulturschale zu immobilisieren, wurden diese unter Verwendung von Injektionsnadeln
zerdriickt und an den Schalenboden gepresst. Die Kultivierung der SchweiRdrisen fand

bei 37 °Cund 5 % CO, im 20 % FKS-DMEM Medium statt.

enzymatische und mechanische
Isolation humaner SchweilRdrisen Auswachsen erster Zellen
aus der Haut nach etwa zehn Tagen

nestin

Kultivierung der SchweiRdrisen Detektion von Nestin auf
auf Kollagen Typ IV-beschichteter mMRNA- und Proteinlevel
Oberflache

Abbildung 9 | Protokoll zur Stammzellisolation aus humanen SchweiRdriisen. Um SchweilRdriisen aus
humaner Haut zu isolieren, wurde das Gewebe zundchst enzymatisch und mechanisch zerkleinert und die
Schweilldriisen nach Anfarbung mit Neutralrot unter dem Mikroskop per Hand gepickt. Die SchweiRdriisen
wurden mit Hilfe von Injektionsnadeln am Boden einer Kollagen Typ IV-beschichteten Zellkulturschale fixiert,
worauf nach etwa zehn Tagen die ersten auswachsenden Zellen sichtbar wurden. Die gut proliferierende
Zellpopulation wurde auf die Expression des Stammzellmarkers Nestin analysiert (siehe 3.2.5 und 3.2.6.1).
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3.2.2 Kultivierung und Lagerung der Stammzellen
3.2.2.1 Propagation der Stammzellen

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen der Primarkulturen subkultiviert. Dafur
wurde zunachst das Kulturmedium abgesaugt und vollstandig durch Splilen des Zellrasens
mit Phosphat-gepuffertem Kochsalz (Phosphate buffered Saline, PBS) beseitigt. Entspre-
chend der FlaschengrofRe wurde grade so viel 0,1 % Trypsin-Losung hinzugegeben, dass
der Flaschenboden mit Flissigkeit bedeckt war. Da Trypsin bei 37 °C sein Wirkungs-
optimum hat, diente eine zweiminutige Inkubation bei dieser Temperatur dazu, die Zellen
vom Zellkulturboden zu lésen. Durch vorsichtiges Klopfen gegen das Zellkulturgefafd
konnten die Zellen zudem restlos vom Boden abgeldst werden. Die enzymatische Wirkung
von Trypsin wurde durch Zugabe des dreifachen Volumens an 20 % FKS-DMEM Medium
gestoppt und die Zellen durch eine flinfminitige Zentrifugation mit 180 g pelletiert. Das
Zellpellet wurde anschlieBend in einem geeigneten Volumen 20 % FKS-DMEM Medium
resuspendiert und auf zwei Zellkulturflaschen bisher verwendeter GroRe ausgesat oder
auf eine nachst groRere Zellkulturflasche gegeben. Nach etwa drei Passagen und dem Er-
halt einer stabil proliferierenden Zellpopulation wurde der FKS-Anteil im Medium auf
10 % reduziert (10 % FKS-DMEM Medium). Ein Mediumwechsel fand in der Regel alle drei
bis vier Tage statt. Bei Erreichen eines konfluenten Zustands wurden die Zellen wie oben
beschrieben subkultiviert. Fiir die Versuche verwendete Zellen befanden sich zwischen

Passage acht und Passage 14.
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3.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Um fir die Versuche eine definierte Anzahl an Zellen einzusetzen, wurde unter Verwen-
dung von propidiumiodidhaltigen Einwegkassetten und des Fluoreszenzanalysegerates
Nucleocounter die Zellzahl bestimmt. Daflir wurden die Zellen wie bei der Subkultivierung
abtrypsiniert (siehe 3.2.2.1) und 50 pl der Zellsuspension fiir die Analyse verwendet.
Diese Zellsuspension wurde zunachst mit dem gleichen Volumen eines Lysispuffers ver-
setzt und durch Auf- und Abpipettieren gut durchmischt und dann mit 50 ul eines
Stabilisierungsreagenz versehen. Dieser Mix wurde anschlieffend mit einer propidium-
iodidhaltigen Einwegkassette aufgenommen und das darin enthaltene Propidiumiodid
konnte in die DNA der freigelegten Zellkerne interkalieren. Die Detektion der nun
fluoreszenten Zellkerne fand im Nucleocounter statt. In einem automatisierten Verfahren
wurde eine Aufnahme der Zellkerne gemacht, welche im Anschluss mit einer internen

Bildverarbeitungssoftware analysiert wurde. Ausgegeben wurde die Zellzahl pro ml.

3.2.2.3 Kryokonservierung

Zur langfristigen Lagerung wurden die Stammzellen bei -145 °C in der Gasphase von flis-
sigem Stickstoff kryokonserviert. Dabei wurde so verfahren, dass die Zellen zunachst wie
bei der Subkultivierung trypsiniert und abzentrifugiert wurden (siehe 3.2.2.1). Der
Resuspendierung des Zellpellets in einem dimethylsulfoxidhaltigen Einfriermedium folgte
die Uberfiihrung in ein Kryordhrchen. Das Dimethylsulfoxid fungierte als Frostschutzmittel
und beugt der Bildung von Eiskristallen wahrend des Gefriervorgangs vor. Durch die Ver-
wendung einer Isopropanolbox wurden die Zellen in einem -80 °C Gefrierschrank mit 1 °C
pro Minute abgekiihlt. AnschlieBend fand die Uberfiihrung in einen mit Flissigstickstoff
gefillten Tank statt und damit verbunden die Abkihlung auf -145 °C.
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3.2.2.4 Auftauen kryokonservierter Zellen

Die bei -145 °C in Flussigstickstoff eingefrorenen Zellen wurden zunachst in -20 °C kalten
Einfrierboxen zwischengelagert, um dann durch Schwenken im 37 °C warmen Wasserbad
moglichst schnell aufgetaut zu werden. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrdhrchen, welches zuvor mit 10 ml 10 % FKS-DMEM Medium befiillt wurde,
Uberfiihrt und fiinf Minuten mit 180 g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uber-
standes wurde das Zellpellet in einem adaquaten Volumen an 10 % FKS-DMEM Medium

resuspendiert und in ein geeignetes Zellkulturgefal tberfihrt.
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3.2.3 Charakterisierung der Stammzellpopulationen

Um die Stammzellpopulationen aus dem Pankreas, der Parotis, der Vollhaut und den
SchweiRdriisen zu charakterisieren, wurden die Zellen zum einen in 75 cm? Zellkultur-
flaschen bis zu einem konfluenten Stadium kultiviert und anschlieRend einer Gen-
expressionsanalyse unterzogen (siehe 3.2.5) und zum anderen in 2-Well-Chamberslides
eingesat, um im Anschluss einer immuncytochemischen Analyse unterzogen zu werden
(siehe 3.2.6.1). Des Weiteren wurden von jeder Zelllinie jeweils zwei zu 90 % konfluent
bewachsene 150 cm? Zellkulturflaschen fir die Isolation der Kernproteine und der Unter-

suchung von aktivierten Transkriptionsfaktoren herangezogen (siehe 3.2.6.3).
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3.2.4 Etablierung der Kokultur-Experimente

Um eine neuronale Differenzierung der Stammzellen zu erzielen, sollte von allen Fakto-
ren, die Rattenhirnbiopsien in vitro sezernieren, profitiert werden. Dafiir sind zwei Vor-
gehensweisen herangezogen worden. Zum einen wurde Rattenhirn-konditioniertes
Medium hergestellt, in welchem anschlieBend die Stammzellen kultiviert wurden, zum

anderen fand eine Kokultivierung der Stammzellen mit Rattenhirnbiopsien statt.

3.2.4.1 Versuche mit Rattenhirn-konditioniertem Medium

Zur Herstellung des Rattenhirn-konditionierten Mediums wurde jeweils ein halbes Ratten-
hirn von acht Wochen alten mannlichen Sprague-Dawley Ratten in 20 ml 10 % FKS-DMEM
Medium in 0,3 cm x 0,3 cm x 0,3 cm grofRe Stlicke geschnitten und fiir zwei Tage bei 37 °C
und 5 % CO, kultiviert. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, steril filtriert und
zur Lagerung bei -20 °C eingefroren. Die Stammzellen wurden auf 6-Well-Zellkulturplatten
ausgesat (5 x 10* Zellen/ml in 10 % FKS-DMEM Medium) und zunichst fiir zwei Tage kulti-
viert, bevor das 10 % FKS-DMEM Medium gegen ein Medium ausgetauscht wurde, wel-
ches zur Halfte aus Rattenhirn-konditioniertem Medium und zur anderen Halfte aus
10 % FKS-DMEM Medium bestand. So wurden die Zellen fir zwei Tage weiterkultiviert,
um anschlieRend einer immuncytochemischen Analyse unterzogen zu werden. Es stellte
sich jedoch heraus, dass ein Grof3teil der Zellen diese Behandlung nicht (berlebte. Die
Zellen |6sten sich zu groRBen Teilen ab und machten optisch keinen vitalen Eindruck. Auch

eine Wiederholung dieses Versuchsansatzes brachte kein gegenteiliges Ergebnis.

3.2.4.2 Indirekte Kokultur mit Rattenhirnbiopsien

Es hat sich in Vorversuchen herausgestellt, dass eine gleichzeitige Kultivierung mit Ratten-
hirnbiopsien im Gegensatz zu einer Kultivierung mit Rattenhirn-konditioniertem Medium

keinen Einfluss auf die Vitalitat der Stammzellen zeigte. Daher wurde, um eine neuronale
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Differenzierung der Stammzellen zu induzieren, eine indirekte Kokultur von Stammzellen
und Rattenhirnbiopsien etabliert. Daflir wurden zwei Tage vor Beginn der Kokultur PSCs,
PDSCs, SDSCs oder SGSCs auf 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat (5 x 10° Zellen/ml in
10 % FKS-DMEM Medium). Eine im Anschluss an die Versuche geplante immuncyto-
chemische Analyse wurde durch unbehandelte Deckglaschen ermoglicht, die zuvor in

jedem Well platziert wurden.

Die indirekte Kokultur fand unter Verwendung von Gewebekultureinsatzen statt, die flr
den Austausch loslicher Faktoren mit 0,4 um grolRen Poren versehen waren. Diese wur-
den in die bereits besiedelten Wells eingesetzt und mit vier Rattenhirnbiopsien (je 0,3 cm
x 0,3 cm x 0,3 cm) und 1 ml 10 % FKS-DMEM Medium befllt (Abbildung 10). Dabei war da-
rauf zu achten, dass das Medium, in dem die Stammzellen wuchsen, in direktem Kontakt

zum Medium der Biopsien stand, um einen Austausch von |6slichen Faktoren lber das

v

Gewebekultureinsatz
mit 0,4 um Poren und

humane adulte Rattenhirnbiopsien
PO PCPHEH DO PHP®

Stammzellen

Abbildung 10 | Das Kokultursystem. Separiert durch eine Membran mit Poren von 0,4 um wurden humane
adulte Stammzellen aus dem Pankreas, der Parotis, der Vollhaut und den SchweiRdriisen mit Rattenhirn-
biopsien im selben Wachstumsmedium kokultiviert.

Kultivierungsmedium zu ermoglichen. Die verwendeten Hirnbiopsien stammten ebenfalls
aus acht Wochen alten mannlichen Sprague-Dawley Ratten und setzten sich aus den fol-
genden Teilen des Gehirns zusammen: jeweils eine Biopsie aus den beiden Hemispharen
des GroRhirns und zwei Biopsien aus dem Kleinhirn. Als Kontrolle dienten Zellen, die un-
ter den gleichen Bedingungen jedoch ohne Kokultivierung gehalten worden sind. Nach 48
Stunden der Inkubation wurden die Hirnbiopsien entfernt und die Stammzellen fir
weitergehende Analysen vorbereitet. Untersucht wurde die Expression von neuro-

assoziierten Proteinen und Enzymen sowohl auf Protein (siehe 3.2.6.1) als auch auf
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mRNA-Ebene (siehe 3.2.5), in den PSCs wurde dariber hinaus auch die Produktion von
Neurotransmittern analysiert (siehe 3.2.6.4) und das Kultivierungsmedium auf Wachs-
tumsfaktoren untersucht (siehe 3.2.6.5). Die Kokulturversuche sind fiir jede Stammzell-
population mindestens zweimal mit unterschiedlichen biologischen Proben durchgefiihrt

worden.
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3.2.5 Molekularbiologische Analysen
3.2.5.1 RNA-Isolation

In Vorbereitung der Charakterisierung der unterschiedlichen Stammzellpopulationen
wurde die Gesamt-RNA aus jeweils einer konfluent gewachsenen 75 cm” Zellkulturflasche
isoliert. Die Durchfiihrung der Kokultur-Experimente in 6-Well-Zellkulturplatten machte
das Poolen der Zellen aller behandelten bzw. unbehandelten Wells notwendig, bevor da-
raus die RNA isoliert werden konnte. Die automatisierte Isolation der Gesamt-RNA wurde
unter Verwendung des RNeasy Plus Mini Kits und des Nukleinsdureaufreinigungsroboters
QIAcube nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bevor die Proben jedoch in das Gerat ge-
geben wurden, mussten die Zellen durch den Einsatz von Kaniilen mit einem Durchmesser
von 0,9 mm in einem B-Mercaptoethanol versetzten Lysispuffer aufgeschlossen werden.
Das RNA-Isolationsverfahren des verwendeten Kits beruht auf der Bindung von RNA an
einer Silikat-Gel-Membran und beinhaltet einen Schritt, bei dem genomische DNA (gDNA)
eliminiert wird. Am Ende einer Reihe von Waschschritten findet dann die Eluation der

RNA in 30 pl RNase-freiem Wasser statt.

3.2.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration und die Qualitdt des Eluats wurden mit Hilfe des NanoDrop 1000
Spektrophotometers bestimmt. Dieses Spektrophotometer bendtigt zur Analyse 2 pl RNA-
Losung. In diesem Tropfen wird in zwei unterschiedlichen Laufstrecken (1 mm und
0,2 mm) die Absorption bei 260 nm Wellenlange gemessen, der Wellenlange bei der
Nukleinsduren ihr Absorptionsmaximum haben. Von der auf diese Weise erhaltenen opti-
schen Dichte (OD) kann auf die RNA-Konzentration geschlossen werden. Zusatzlich dazu
wird die Absorption bei 280 nm bestimmt, um Uber das Verhaltnis von OD260 zu OD280
auf die Reinheit der RNA-Probe bzw. auf Verunreinigungen mit Proteinen Riickschlisse

ziehen zu kénnen.
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3.2.5.3 Reverse Transkription

Da bei der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) keine RNA son-
dern DNA eingesetzt wird, musste die isolierte RNA zunachst in komplementidre DNA
(complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Daflir wurde das QuantiTect
Reverse Transcription Kit verwendet. Wie zuvor bei der RNA-Isolation wird auch bei der
cDNA-Synthese ein Schritt zum Verdau von gDNA eingefligt. Der dafilir bendtigte Ansatz

setzte sich aus

2 ul gDNA-Verdaupuffer

1 pg RNA (in 12 pl Wasser)

zusammen und wurde fiir zwei Minuten bei 42 °C im Mastercycler inkubiert. Anschlie-

Rend wurde der folgende Mastermix auf Eis zu jeder Probe hinzu gegeben:

1 pl Reverse Transkriptase (RT)
4 pl RT-Puffer

1 ul Primermix (inkl. Magnesium und Desoxyribonukleosidtriphosphaten).

Im Anschluss an eine 30-minltige Inkubation bei 42 °C, wahrend der die RT die vorhan-
dene RNA in cDNA umgeschrieben hat, wurde der Reaktionsmix fir drei Minuten auf
95 °C erhitzt, um die RT zu inaktivieren, mit 180 ul Wasser aufgefillt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.
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3.2.5.4 Quantitative PCR

Im Anschluss an die cDNA-Synthese fand eine quantitative PCR (gPCR) statt. Diese wurde
in 96-Well-Platten in Doppelansatzen durchgefiihrt, wobei ein Reaktionsmix aus folgen-

den Komponenten zusammengesetzt war:

12,5 ul SYBR Green Master Mix (QuantiFast SYBR Green PCR Kit)
2,5 ul Primer-Mix (QuantiTect Primer Assay, siehe Tabelle 1)

10 pl cDNA bzw. Wasser

Zu jedem verwendeten Primer wurde auch eine Negativkontrolle angesetzt, in der Wasser
anstatt cDNA verwendet wurde, um eine Kontamination der verwendeten Reagenzien mit

genomischem Material ausschlieBen zu kénnen.

Unter Verwendung des Mastercyclers ep Rea/plexz wurde ein Programm durchlaufen
(Abbildung 11), bei dem der Reaktionsmix zunachst fur finf Minuten bei 95 °C erwarmt
wurde, um die Hotstart-Polymerase zu aktivieren. Anschliefend folgte der Zweischritt-
Amplifikationszyklus, bei dem die Doppelstrange erst fiir zehn Sekunden bei 95 °C auf-
geschmolzen wurden, so dass dann bei 60 °C das Annealing der Primer und die Amplifika-
tion durch die Polymerase stattfinden konnten. Im Anschluss an jeden Zyklus wurde der
Anstieg der Fluoreszenz detektiert, worauf letztendlich auch die Detektion ,in Echtzeit”
beruht. Um einen exponentiellen Zuwachs an Amplifikat zu erhalten, wurde dieser Zyklus
45- bis 50-mal wiederholt. Zuletzt wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um zu
zeigen, dass die gemessenen Fluoreszenzsignale auf ein spezifisches PCR-Produkt zuriick
zu fihren waren. Dazu wurden die Proben um 1,75 °C pro Minute von 60 °C auf 95 °C er-
hitzt und dabei stets die Fluoreszenz gemessen. Aus der gewonnenen Kurve konnte tber
das Maximum der ersten Ableitung die spezifische Schmelztemperatur fir jedes PCR-

Produkt ermittelt werden.
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Abbildung 11 | Thermozyklus der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion. Der Reaktionsmix wurde
zunachst fur funf Minuten bei 95 °C erwdrmt, um die Hotstart-Polymerase zu aktivieren. AnschlieRend
folgte der Zweischritt-Amplifikationszyklus, bei dem die Doppelstrange erst fiir zehn Sekunden bei 95 °C
aufgeschmolzen wurden und dann bei 60 °C das Annealing der Primer und die Amplifikation durch die
Polymerase stattfinden konnte. Im Anschluss an jeden Zyklus wurde der Anstieg der Fluoreszenz detektiert,
wobei dieser Zweischritt-Zyklus 45- bis 50-mal wiederholt wurde. Zuletzt wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben um 1,75 °C pro Minute kontinuierlich von 60 °C auf 95 °C erhitzt und
dabei stets die Fluoreszenz gemessen. Aus der gewonnenen Kurve konnte Uber das Maximum der ersten
Ableitung die spezifische Schmelztemperatur fiir jedes PCR-Produkt ermittelt werden.

Um die Ergebnisse quantitativ auszuwerten, wurde mit Hilfe des CalQplex® Algorithmus
der Schwellenwertzyklus (Ct) fir jede Amplifikationskurve berechnet. Dieser Algorithmus
bestimmt das Maximum der zweiten Ableitung, jenen Punkt bei dem der relativ gréRte
Zuwachs an PCR-Produkt verzeichnet wird. Fir die relative Quantifizierung wurde die
AACt-Methode angewandt. Dabei wird zundchst der Ct gegen eine endogene Kontrolle

(Haushaltsgen) normalisiert:

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Haushaltsgen)

und anschlieRend die behandelte Probe mit dem unbehandelten Kalibrator verglichen:
AACt = ACt (Probe) — ACt (Kalibrator)

Das relative Expressionslevel (E) des Zielgens ergibt sich letztendlich aus E = 222,
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3.2.5.5 Kapillargelelektrophorese

Als zusatzliche Kontrolle der Spezifitit der PCR wurden die Produkte im Anschluss
elektrophoretisch aufgetrennt. Analog zu herkémmlicher Gelelektrophorese wird
Kapillargelelektrophorese angewandt, um DNA-Fragmente aufgrund ihrer GroRe in einem

elektrischen Feld zu separieren.

Dabei wurde die PCR-Probe bei 5 kV fiir zehn Sekunden in die mit einem Polymergel ge-
flllte Kapillare (QlAxcel DNA Screening Kit) gezogen und fiir sieben Minuten bei 5 kV auf-
getrennt. Durch Interkalation des im Gel vorhandenen Ethidiumbromids mit der DNA
wurde deren Detektion ermdglicht. Kleine Unterschiede zwischen den Kapillaren wurden
mit Hilfe eines Alignmentmarkers bestehend aus 15 bp und 500 bp grofen Fragmenten
(QlAxcel Alignment Marker 15 bp/500 bp) und der Software BioCalculator 3.0 ausge-
glichen. Zudem ermoglichte ein DNA-GroRenstandard (QX DNA Size Marker pUC18/Haelll)
die Langenbestimmung der detektierten Fragmente. Die Ergebnisse wurden schlieBlich als

Elektropherogramm und als Gelbild dargestellt.
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3.2.6 Proteinbiochemische Analysen
3.2.6.1 Immuncytochemie

Um die Expression bestimmter zelluldrer Strukturen nachzuweisen, wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dabei kamen spezifische unmarkierte Primdrantikorper

zum Einsatz, an die wiederum fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikdrper binden.

Nach der Kultivierung von Zellen auf 2-Well-Chamberslides bzw. auf Glasplattchen
wurden diese einmal mit PBS gespiilt, flinf Minuten in einer bei -20°C gekiihlten
Methanol/Aceton (7:3)-Losung, welche 1 pug/ml 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) ent-
hielt, fixiert und anschliefend dreimal mit PBS gespiilt. Nach einer 20-mindtigen Inkuba-
tion mit 1,65 % Ziegennormalserum bei Raumtemperatur wurden die Zellen eine Stunde
lang bei 37 °C mit der in TBST und 0,1 % bovinem Serumalbumin (BSA) verdiinnten
Primdrantikorperldsung (Tabelle 2) inkubiert. Auf dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS
folgte die Inkubation mit der in PBS verdiinnten Sekundarantikérperlésung (Tabelle 3),
welche ebenfalls eine Stunde lang bei 37 °C erfolgte. Nach dreimaligem Spilen mit PBS
wurden die Zellen mit Aqua dest. gewdssert und anschliefend in Vectashield eingedeckt.
Die Analyse der Farbung wurde unter einem Fluoreszenzmikroskop vorgenommen.
Quantitative Aussagen wurden durch Auszahlung von jeweils drei reprasentativen Auf-
nahmen mit durchschnittlich 500 Zellen pro Aufnahme erhalten. Aussagen zu Langen von
Zellfortsatzen wurden durch Ausmessung von Neurofilament-positiven Zellen von jeweils

drei reprasentativen Aufnahmen getroffen.
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3.2.6.2 Immunhistochemie

In Zusammenarbeit mit Dr. Jennifer Kloepper (Klinik fir Dermatologie, Allergologie und
Venerologie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Libeck) wurden immunhisto-
chemische Untersuchungen 6 um bis 8 um dicker Kryoschnitte humaner Achselhaut
durchgefiihrt. Fir den Nachweis des Intermediarfilaments Nestin wurden die Schnitte bei
-20 °C fir zehn Minuten in Aceton fixiert und fir zehn Minuten an der Luft getrocknet,
endogene Peroxidase wurde nach dreimaligem Spilen mit TNT Puffer fiir 15 Minuten mit
3 % Wasserstoffperoxidlosung inhibiert. Die Schnitte wurden mit Avidin und Biotin fur 15
Minuten und anschlieRend mit 5 % Ziegennormalserum fir 30 Minuten vorinkubiert. Die
Inkubation mit dem Erstantikdrper gegen humanes Nestin (eingesetzte Verdiinnung
1:1000) fand (iber Nacht bei 4 °C statt, gefolgt von einer 45-miniitigen Inkubation mit
dem biotinmarkierten Zweitantikérper bei Raumtemperatur. Anschlieend wurde ein
Streptavidin-Meerrettich-peroxidase-Konjugat (1:100) fiir 30 Minuten dazugegeben. Eine
Signalverstarkung wurde durch eine finfminltige bei Raumtemperatur durchgefiihrte
Inkubation mit einem Fluorescin-Isothiocyanat (FITC)-Tyramid Verstarkerreagenz erwirkt.
Zum Schluss wurden die Kryoschnitte mit DAPI fir eine Minute gegengefarbt und in

Fluoromount-G eingedeckt.
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3.2.6.3 Transkriptionsfaktor-Stammzellchip

Mit Hilfe des Transkriptionsfaktor-Stammzellchips (Transcription Factor Stem Cell Chip,
TF-Chip) kann man Stammzellen auf die Existenz bestimmter Transkriptionsfaktoren (TFs),
die sich in einem aktivierten Zustand befinden und eine wichtige Funktion bei der Diffe-
renzierung, der Proliferation und der Apoptose ausliben, untersuchen. Dafir ist auf der
beschichteten Glasoberflache des Chips Doppelstrang-DNA (dsDNA) mit den spezifischen

Bindungsstellen fir die TFs gespottet (Abbildung 12).

3.2.6.3.1 Kernproteinextraktion

Kernproteinextrakte wurden unter Verwendung des Nuclear Extract Kits nach Hersteller-
angaben aus den zu untersuchenden Zellen gewonnen. Daflir wurden etwa zwei Mil-
lionen Zellen aus zwei zu 90 % konfluent bewachsenen 150 cm? Zellkulturflaschen pelle-
tiert und mit Hilfe eines hypotonen Puffers lysiert. Nach anschlieender Zentrifugation
konnte aus dem Uberstand zunichst die cytoplasmatische Proteinfraktion gewonnen
werden. Die Resuspension und Inkubation des verbliebenen Pellets mit einem vollstandig
lysierenden Puffer fihrte dazu, dass nach einem weiteren Zentrifugations-schritt im
Uberstand die Kernproteinfraktion zu finden war. Beide Proteinfraktionen wurden bis zu

ihrer weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.6.3.2 Ermittlung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fand nach einem Protokoll von Bradford statt
[Bradford, 1976]. Diese Methode beruht auf der Eigenschaft des Farbstoffes ,,Coomassie
Brilliant Blue G250“ an Proteine zu binden, wobei eine Verschiebung des Absorptions-
maximums des Farbstoffes von 470 nm nach 595 nm stattfindet. Durch die Absorption bei
595 nm kann anhand einer Eichgeraden, die zuvor mit bekannten Proteinmengen erstellt

wurde, die Proteinkonzentration ermittelt werden. Zur Bestimmung der Konzentration
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wurden je 1 ul Probe mit 99 ul Wasser und 1 ml Bradford-Reagenz jeweils in Doppelbe-
stimmung angesetzt. Als Leerwert diente ein Ansatz mit 1 pl vollstandigem Lysispuffer des
Nuclear Extract Kits, 99 ul Wasser und 1 ml Bradford-Reagenz. Gemessen wurde bei einer
Wellenldange von 595 nm. Die Proteinkonzentration wurde durch einen Abgleich mit der

im Photometer abgespeicherten Eichkurve ermittelt.

3.2.6.3.3 TF-Chip

Bei der Durchfihrung des TF-Chips wurde strikt nach Herstellerangaben verfahren. Fiir
den Nachweis aktivierter TFs wurden je Probe 30 pg Protein bendtigt. Bevor der Chip mit
der Proteinlosung beladen wurde, mussten unspezifische Bindungsstellen durch eine In-
kubation mit einer Blockierlosung abgesattigt werden. Der beladene Chip wurde Uber
Nacht inkubiert und die Detektion gebundener TFs am Folgetag unter Verwendung des
Silverquant Detection Kits durchgefiihrt. Die dabei eingesetzten Primarantikdrper sind so
konstruiert, dass sie ganz spezifisch nur aktivierte TFs erkennen. Der Nachweis der
Primarantikorper erfolgte zundachst mit einem biotinmarkierten Sekundarantikérper, der
anschlieBend durch ein goldmarkiertes Anti-Biotin-Konjugat markiert wurde. Die letzt-
endliche Nachweisreaktion wurde mit einer Losung aus Silbernitrat und einem reduzie-
renden Mittel durchgefiihrt, wobei die Goldpartikel als Katalysator fiir die Reaktion, bei

der es zu einer Silberprazipitation kommt, dienten.

Nach griindlichem Waschen und Trocknen des Chips konnte mit Hilfe des Silverquant-
Scanners die colorimetrische Detektion erfolgen. Fir die Datengenerierung wurde das TF
Chip Data Analysis Tool verwendet, wobei die Expression aktivierter Transkriptions-

faktoren in willklrlichen Einheiten (Arbitrary Units, AU) dargestellt wurde.
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Abbildung 12 | Der Transkriptionsfaktor-Stammazellchip. Auf der Glasoberflache des Chips ist Doppel-
strang-DNA (dsDNA) mit den spezifischen Bindungsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren (TFs)
gespottet. Wird der Chip mit Kernproteinextrakten, die aus Stammzellen gewonnen werden, beladen,
binden aktivierte TFs an ihre charakteristischen Bindungsstellen. Die gebundenen TFs werden durch spezifi-
sche Primarantikorper erkannt, die wiederum von Biotin-markierten Sekundarantikdérpern gebunden
werden. Zuletzt bindet ein Gold-markiertes Anti-Biotin-Konjugat an den Sekundarantikérper. Die letztend-
liche Nachweisreaktion wird mit einer Losung aus Silbernitrat und einem reduzierenden Mittel durch-
gefuihrt, wobei die Goldpartikel als Katalysator fiir die Reaktion, bei der es zu einer Silberprazipitation
kommt, dienen. Quelle: www.eppendorf.de (modifiziert).
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3.2.6.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

In Kooperation mit Susanne Loffler aus der Klinik fir Neurologie des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein in Libeck wurde eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) durchgefiihrt, um den Neurotransmitter

Dopamin in Kokultur-behandelten PSCs und der entsprechenden Kontrolle zu analysieren.

Daflir wurden die PSCs entsprechend des Kokultur-Protokolls behandelt (siehe 3.2.4.2).
Zur Analyse wurden die Zellen vom Zellkulturboden abtypsiniert (siehe 3.2.2.1) und das
Zellpellet zweimal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurde das Pellet bis zur Weiterver-
arbeitung bei -80 °C zwischen gelagert. Um die Zellen zu lysieren wurde das Pellet in
kaltem PBS resuspendiert und fiir zehn Minuten bei 180 g und 4 °C zentrifugiert. Pro
100 ul Zellpellet wurden daraufhin 500 ul PBS auf die Zellen gegeben, bevor mit einem
Glashomogenisator die Zellen durch Scherkrafte lysiert wurden. AnschlieBend wurde dem
Homogenisat 0,33 % Perchlorsdure hinzugefiigt, alles fiir zehn Sekunden gevortext und
fiir zehn Minuten bei 90 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand konnte ab-
genommen und fiir die HPLC-Analyse verwendet werden. Um die Messwerte anschlie-
Rend mit einer Zellzahl korrelieren zu kénnen, wurde zuvor durch Zellzdhlung die Anzahl
lysierter Zellen bestimmt. Die HPLC-Analyse wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt
[Lotharius et al., 2002], wobei die Datenkalibrierung gegen eine Standardreihe mit be-

kannter Dopamin-Menge erfolgte.
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3.2.6.5 Wachstumsfaktor-Antikorper-Array

Um die wahrend der Kokultivierung von Stammzellen und Rattenhirn ins Medium abge-
gebenen Wachstumsfaktoren zu untersuchen, wurde ein Wachstumsfaktor-Antikorper-
Array (Human Growth Factor Antibody Array I) verwendet. Bei diesem chipbasierten Array
sind Antikorper auf eine Glasoberflache gespottet, die den Nachweis von 41 Wachstums-
faktoren in einem Ansatz ermdglichen. Untersucht wurde dabei Medium, welches nach
zweitagiger Kokultur abgenommen wurde, Medium in dem nur die Zellen oder nur das

Hirn kultiviert worden sind und das Kultivierungsmedium an sich.

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde strikt nach Herstellerangaben verfahren. An eine
bei 4 °C Uber Nacht stattgefundene Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf dem
Chip konnten am Folgetag jeweils 100 ul Probe fiir zwei Stunden in die Inkubations-
kammern gegeben werden. Bei den Proben handelte es sich um die zuvor abgenomme-
nen konditionierten Medien, welche steril filtriert und auf Eis zwischengelagert wurden.
Um die korrekte Durchfiihrung der Methode zu Uberprifen, wurde zudem zu jeder Probe
1 ul einer internen Kontrolle hinzu gegeben. Im Anschluss an mehrere Waschschritte er-
folgte die Detektion gebundener Wachstumsfaktoren. Daflir wurde der im Kit enthaltene
Antikorper-Mix, der aus biotinmarkierten wachstumsfaktorspezifischen Antikérpern be-
stand, fur zwei Stunden auf den Chip gegeben. Die Nachweisreaktion erfolgte anschlie-
Rend tber Nacht bei 4 °C durch Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin. Nach
griindlichem Waschen und Trocknen des Chips wurde er unter Verwendung des Axon
GenePix Array Scanners eingescannt (Cy3-Anregung: 532 nm) und ausgewertet. Dieser

Versuch wurde flinfmal mit unterschiedlichen biologischen Proben wiederholt.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung einer neuartigen adulten Stammzellpopulation aus

humanen Schweifddriisen

Innerhalb humaner Achselhaut wurde die Herkunft Nestin-exprimierender Zellen ermit-
telt. Dabei zeigten immunhistochemische Farbungen von Gewebekryoschnitten die Loka-
lisation dieser Zellen unter anderem im mesenchymalen SchweiRdriisengewebe (Abbil-
dung 13 a). Um diese Nestin-positiven Zellen in Kultur zu bringen, wurde ein Protokoll
etabliert (siehe 3.2.1.2.3), bei dem SchweiRdriisen explantiert (Abbildung 13 b) und auf
Kollagen Typ IV-beschichteten Schalen kultiviert wurden. Innerhalb von zehn Tagen

wuchsen aus den SchweiRdriisen die ersten spindelférmigen Zellen aus (Abbildung 13 c).

Abbildung 13 | Humane Schweidriisen als Quelle hochproliferativer Zellen. Eine immunhistologische
Farbung von Kryoschnitten humaner Achselhaut belegte die Lokalisation Nestin-positiver Zellen unter
anderem im mesenchymalen SchweilRdriisengewebe (a). Um diese Zellen zu isolieren, wurden Schweil3-
drisen explantiert (b) und auf Kollagen Typ IV-beschichteten Zellkulturschalen mit Hilfe von Injektions-
nadeln am Schalenboden fixiert. Nach etwa zehn Tagen konnten auswachsende Zellen detektiert werden
(c), woraus eine proliferierende Zelllinie hervorging (d). MaRstabsbalken: 100 um.
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Bei der Verwendung von Zellkulturplastik sowie Gelatine-beschichteten Schalen konnte
kein vergleichbares Auswachsen erzielt werden (ohne Abbildung). Eine Beschichtung der
KulturgefaBe mit Kollagen Typ IV war daher fiir eine erfolgreiche Isolierung der Zellen

absolut notwendig.

Dieses Isolierungsverfahren resultierte in einer hochproliferativen Zellpopulation (Abbil-
dung 13 d), die bis Passage 31 in Kultur gehalten werden konnte. Ob es sich bei den isolier-
ten Zellen tatsdchlich um Nestin-positive Zellen handelte, konnte durch eine
immuncytochemische Analyse geklart werden. So wurden in der ersten Passage 87 % der
Zellen positiv fir das Intermediarfilament getestet (Abbildung 14 a, d), wobei die Zellen
teilweise dazu tendierten, sich zu dreidimensionalen Aggregaten zusammen zu lagern

(Abbildung 14 a). Eine stark vergroRRerte Aufnahme einer Nestin-positiven Zelle verdeut-

100%
g 80% -
&
5 60% — . —
>
= i DAPI
g 40% .
= M Nestin
GJ
Z 20% +— — —

0% - .
Passage 1 Passage 5

Abbildung 14 | Nestin-Expression in Zellen aus humanen SchweiRdriisen. Eine immuncytochemische
Analyse ergab, dass nach der ersten Passage 87 % der Zellen positiv fiir den Stammzellmarker Nestin waren
(a, d). Eine stark vergroRerte Aufnahme einer Nestin-positiven Zelle verdeutlicht die filamentare Struktur
des angefarbten Intermediarfilaments (b). Auch nach finf Passagen waren 83 % der Zellen positiv fiir Nestin
(c, d). MaRstabsbalken: 100 pm.
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licht die filamentéare Struktur des angefarbten Intermediarfilaments (Abbildung 14 b). Nach

flinf Passagen konnte Nestin in 83 % der Zellen detektiert werden (Abbildung 14 c, d).

Wahrend eine Kollagen Typ IV-Beschichtung zum Auswachsen der Zellen unabdingbar
war, konnte gezeigt werden, dass die Folgekultivierung auf Zellkulturplastik zum einen
moglich war und zum anderen im Vergleich zur Kollagen-Beschichtung zu keiner signifi-
kanten Anderung des Anteils Nestin-exprimierender Zellen fiihrte. So konnten zwischen
der funften und achten Passage keine Unterschiede in der Anzahl positiver Zellen beo-
bachtet werden. Sie schwankte um 86 %, unabhdngig davon, welche Passage untersucht

wurde und auf welchem Untergrund die Zellen gewachsen sind (Abbildung 15).
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Abbildung 15 | Einfluss der Zellkulturoberfliche auf die Nestin-Expression. Ein Vergleich der Nestin-
Expression einer aus SchweiRdriisen abgeleiteten Zellpopulation, die von Passage flnf bis Passage acht (P5-
P8) auf Kollagen Typ IV-beschichteten Zellkulturschalen und von P6 bis P8 auf Zellkulturplastik kultiviert
wurde, zeigte keine signifikanten Unterschiede im Anteil Nestin-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl. In
allen untersuchten Passagen und auf beiden Oberflichen konnten etwa 86 % Nestin-positive Zellen
detektiert werden. Malstabsbalken: 100 um.
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4.2 Charakterisierung der glanduldren und Haut-abgeleiteten

Stammzellpopulationen

Um die Stammzellpopulationen aus dem Pankreas (Pancreatic Stem Cells, PSC) und der
Parotis (Parotis-derived Stem Cells, PDSC) mit den Stammzellen aus der Vollhaut (Skin-
derived Stem Cells, SDSC) und den neuartigen Stammzellen aus den SchweilRdriisen
(Sweat Gland-derived Stem Cells, SGSC), hinsichtlich ihrer Stammzellartigkeit und ihres
spontanen Differenzierungspotentials zu untersuchen, wurde die Expression diverser
Stammzellmarker und Marker fiir Zelltypen, die den drei embryonalen Keimblattern ent-

stammen, auf mRNA- und Proteinebene analysiert.

Eine mittels PCR durchgefiihrte Analyse zeigte auf transkriptioneller Ebene die Expression
verschiedener Stammzellmarker (Abbildung 16). So konnte Nestin sowohl in PSCs, PDSCs,
SDSCs als auch in SGSCs detektiert werden. Des Weiteren konnte die mRNA der Stamm-
zellmarker Cluster of Differentiation Antigen 9 (CD9), c-Myc, Kriippel-like Factor 4 (KIf-4),
Octamer-binding Transcription Factor 4 (Oct-4) und SRY (Sex determining Region Y)-Box 2

(Sox2) in allen Zellpopulationen nachgewiesen werden.

Um eine spontane Differenzierung in Zelltypen der drei embryonalen Keimblatter zu de-
monstrieren, wurden exemplarisch Marker fiir Zellen ektodermalen, mesodermalen und
endodermalen Ursprungs analysiert. Dabei zeigte sich, dass in den untersuchten Stamm-
zellpopulationen auf transkriptioneller Ebene eine spontane Differenzierung in Zellen aus
eben diesen drei Keimblattern detektierbar war (Abbildung 16). So konnte die mRNA vom
leichtkettigen Neurofilament (NF_L), einem Marker fir neuronale Zellen, und des
epithelialen Markers Cytokeratin 18 (CK18), die beide ihren Ursprung im Ektoderm haben,
in allen untersuchten Stammzellpopulationen nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte in

PSCs, SDSCs und SGSCs der Schwannzellmarker S100B aufgezeigt werden.

Ein mesodermales Differenzierungspotential wurde durch die Detektion von alpha-
Smooth Muscle Actin (a-SMA) und des Myocyte-specific Enhancer Factors 2D (MEF2D,
beide myogen), des Peroxisome Proliferator-activated Receptors gamma (PPARy,

adipogen) und des Secreted Phosphoproteins 1 (SPP1, osteogen) belegt.
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Auch eine endodermale Differenzierung konnte in allen Zellpopulationen durch den
Nachweis der mRNA des endothelialen Markers von-Willebrand-Faktor (VWF) gezeigt

werden.

Dariber hinaus wurde auf transkriptioneller Ebene die hohe Proliferationsaktivitdt der

Stammzellen durch Detektion des Proliferationsmarkers Ki67 belegt (Abbildung 16).
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Abbildung 16 | Spontane Expression spezifischer mRNAs in glanduldren und Haut-abgeleiteten Stamm-
zellpopulationen. Mittels Reverser Transkriptions-PCR und anschlieRender Kapillargelelektrophorese
konnte in Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis (PDSC), der Vollhaut (SDSC) und den SchweiR-
driisen (SGSC) die Expression diverser Stammzellmarker, Marker fiir die ektodermale, mesodermale und
endodermale Differenzierung und Proliferation (Ki67) nachgewiesen werden. Fir die Uberpriifung der
FragmentgroRe wurde ein DNA-GréRenstandard verwendet.
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Da es sich bei der durchgefiihrten PCR um eine quantitative PCR (qPCR) gehandelt hat,
kénnen die Ergebnisse neben der Bandendarstellung im Gelbild auch in ihrer Expressions-
intensitat relativ zum Haushaltsgen (B-Aktin) abgebildet werden (Abbildung 17). Diese Dar-
stellung ldsst einen Riickschluss darauf ziehen, ob ein Gen stark, mittel oder niedrig ex-

primiert worden ist.
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Abbildung 17 | Relative Expression spezifischer Marker-mRNAs spontan differenzierter Stammzellen. Fir
Stammezllen aus dem Pankreas (PSCs), der Parotis (PDSCs), der Vollhaut (SDSCs) und den SchweiRdriisen
(SGSCs) konnten hoch, mittel und niedrig exprimierte Gene spezifisch fiir Stammzellen (Nestin, CD9, c-Myc,
KIf-4, Oct-4, Sox2), Zellen des ektodermalen (NF_L, S100B, CK18), mesodermalen (a-SMA, MEF2D, PPARYy,
SPP1) und endodermalen Keimblatts (vVWF) sowie fiir Proliferation (Ki67) mittels quantitativer PCR in
Abhéngigkeit zum Haushaltsgen (B-Aktin) bestimmt werden.
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Um auch auf Proteinebene zu zeigen, dass es sich bei den untersuchten Zellen tatsachlich
um Stammzellen handelte und diese ein hohes Differenzierungspotential aufwiesen,
wurde zum einen eine immuncytochemische Analyse durchgefiihrt und zum anderen ein
Transkriptionsfaktor-Stammzellchip (TF-Chip) zum Nachweis aktivierter Transkriptions-

faktoren verwendet.

Auch in der Proteinexpressionsanalyse zeigte sich die Stammzellartigkeit aller Zellpopula-

tionen in der Expression des Intermediarfilaments Nestin (Abbildung 18 a - Abbildung 21 a).

Ein neuroektodermales Differenzierungspotential konnte durch den Nachweis der
filamentaren Neurofilamente (NF, Abbildung 18 b - Abbildung 21 b) und des Glial Fibrillary
Acidic Proteins (GFAP, Abbildung 19 c - Abbildung 21 c) aufgezeigt werden. Lediglich in PSCs
konnte keine GFAP-Expression detektiert werden (Abbildung 18 c). Cytokeratin 18 (CK18)
und ein Mix verschiedener Cytokeratine (pan CK), die ebenfalls charakteristisch fiir Zellen
ektodermalen Ursprungs sind und eine filamentare Struktur aufweisen, konnten in allen
Zellpopulationen detektiert werden (Abbildung 18 d - Abbildung 21 d, Abbildung 18 e - Abbil-

dung 21 e).

Eine mesodermale Differenzierung wurde immuncytochemisch durch Anfarbung von a-
SMA (Abbildung 18 f - Abbildung 21 f) und mit Hilfe des TF-Chips durch Detektion verschie-
dener Transkriptionsfaktoren nachgewiesen (Abbildung 22). Es wurden die adipogen-
spezifischen Marker PPARy (positiv in PDSC und SDSC) und das CCAAT/Enhancer Binding
Protein beta (C/EBP, in allen untersuchten Populationen), die myogenen Marker MyoD
(in PDSC und SDSC) und MEF2 (in allen Zellpopulationen) und der osteogene Marker
RUNX2 (in PDSC, SDSC und SGSC) aufgezeigt.

Ein endodermales Differenzierungspotential konnte auf Proteinebene lediglich durch
Detektion des leber- und pankreasspezifischen Transkriptionsfaktors Hepatocyte Nuclear
Factor 1 alpha/ beta (HNF-1a/B) bei Stammzellen aus dem Pankreas, der Vollhaut und

den Schweilldrisen mit Hilfe des TF-Chips belegt werden.
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Dass die untersuchten Stammzellpopulationen Uber eine aktive Proteinbiosynthese ver-
flgten, konnte durch Detektion des Markerproteins Vigilin belegt werden (Abbildung 18 g -
Abbildung 21 g). Ein Nachweis der hohen Proliferationsaktivitdat glanduldarer und Haut-
abgeleiteter Stammzellen wurde immuncytochemisch durch Anfarbung des zellkern-
assoziierten Proliferationsmarkers Ki67 (Abbildung 18 h - Abbildung 21 h) und durch ein
positives Signal beim Transkriptionsfaktor Signal Transducer and Activator of

Transcription 3 (STAT3) im TF-Chip erbracht (Abbildung 22).
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z

Vigilin
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Abbildung 18 | Charakterisierung spontan differenzierter pankreatischer Stammzellen. Mit Hilfe einer
immuncytochemischen Farbung konnte in pankreatischen Stammzellen der Stammzellmarker Nestin detek-
tiert werden (a). Auch ektodermale Markerproteine wie Neurofilamente (NF, b), Cytokeratin 18 (CK18, d)
und ein Mix verschiedener Cytokeratine (panCK, e) konnten in der Zellpopulation nachgewiesen werden.
Eine positive Farbung flir das Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) konnte nicht gezeigt werden (c).
Stellvertretend fiir die mesodermale Differenzierungsrichtung wurde alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)
spezifisch angefarbt (f). Vigilin wurde in Zellen mit aktiver Proteinbiosynthese (g) und Ki67 in Zellen mit
einer hohen Proliferationsaktivitat (h) detektiert. MaBstabsbalken: 50 pum.
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Abbildung 19 | Charakterisierung spontan differenzierter Stammzellen aus der Parotis. Mittels einer
immuncytochemischen Analyse wurde in Stammzellen aus der Parotis der Stammzellmarker Nestin nach-
gewiesen (a). Ektodermale Differenzierung wurde durch die Detektion von Neurofilamenten (NF, b), des
Glial Fibrillary Acidic Proteins (GFAP, c), von Cytokeratin 18 (CK18, d) und eines Cocktails verschiedener
Cytokeratine (panCK, e) gezeigt. Eine mesodermale Differenzierungsrichtung konnte durch den Nachweis
von alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA) belegt werden (f). Vigilin wurde in Zellen mit aktiver Proteinbio-
synthese (g) und Ki67 in Zellen mit einer hohen Proliferationsaktivitdt (h) detektiert. MaRstabsbalken:
50 pm.
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VigiIiQ
DAPIC

Abbildung 20 | Charakterisierung spontan differenzierter Stammzellen aus der Vollhaut. In spontan
differenzierten Stammzellen aus der Vollhaut wurde der Stammzellmarker Nestin detektiert (a). Eine
ektodermale Differenzierungsrichtung konnte durch spezifische Anfarbung von Neurofilamenten (NF, b),
des Glial Fibrillary Acidic Proteins (GFAP, c), von Cytokeratin 18 (CK18, d) und eines Cocktails verschiedener
Cytokeratine (panCK, e) aufgezeigt werden. Die Detektion von alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)-
positiven Zellen (f) belegte das mesodermale Differenzierungspotential von SDSCs. Dass die Zellen eine
aktive Proteinbiosynthese und eine hohe Proliferationsaktivitdt aufwiesen, wurde durch eine Vigilin- (g)
bzw. Ki67-Farbung (h) aufgezeigt. MaRstabsbalken: 50 um.

79



4. Ergebnisse

Abbildung 21 | Charakterisierung spontan differenzierter Stammzellen aus den SchweiRdriisen. Mittels
einer immuncytochemischen Analyse wurde in Stammzellen aus den Schweifldriisen der Stammzellmarker
Nestin nachgewiesen (a). Ektodermale Differenzierung wurde durch die Detektion von Neurofilamenten
(NF, b), des Glial Fibrillary Acidic Proteins (GFAP, c), von Cytokeratin 18 (CK18, d) und eines Cocktails ver-
schiedener Cytokeratine (panCK, e) gezeigt. Eine mesodermale Differenzierungsrichtung konnte durch den
Nachweis von alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA) belegt werden (f). Vigilin wurde in Zellen mit aktiver
Proteinbiosynthese (g) und Ki67 in Zellen mit einer hohen Proliferationsaktivitat (h) detektiert. MaRstabs-
balken: 50 pm.
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Abbildung 22 | Nachweis aktivierter Transkriptionsfaktoren in glanduldren und Haut-abgeleiteten
Stammzellen. Mit Hilfe eines Transkriptionsfaktor (TF)-Stammzellchips konnten in den Kernprotein-
extrakten der Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis (PDSC), der Vollhaut (SDSC) und den
Schweildrisen (SGSC) aktivierte TFs fur die adipogene (Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma
(PPARyY), CCAAT/Enhancer Binding Protein beta (C/EBP b)), die myogene (MyoD, Myocyte-specific Enhancer
Factor 2 (MEF2)), die osteogene (RUNX2) und die hepatogene (Hepatocyte Nuclear Factor 1 alpha/ beta
(HNF-1 o/B)) Differenzierungsrichtung, ebenso wie fiir die Proliferationsaktivitat (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3 (STAT3)) nachgewiesen werden. Nach einer antikérperbasierten Detektion der
Kernproteine erfolgte eine colorimetrische Detektion und die Expressionen aktivierter TFs konnten als
linearisierte Werte in willkurlichen Einheiten (arbitrary units: AU) dargestellt werden. Fir SDSCs lagen diese
Werte teilweise in der Sattigung.
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4.3 Kokultivierung von Stammzellen und Hirnbiopsien

Mit dem Ziel die Differenzierung glanduldrer und Haut-abgeleiteter Stammzellen des
Menschen in Nervenzellen zu induzieren, wurden diese fiir zwei Tage mit Hirnbiopsien
aus der Ratte kokultiviert. Um von der Gesamtheit der durch die Hirnbiopsien sezernier-
ten Faktoren zu profitieren, stellte sich diese Methode in einer Reihe von Optimierungs-
versuchen am vielversprechendsten heraus (siehe 3.2.4). Mit Hilfe von Gewebekultur-
einsatzen konnte dieser Versuch als indirekte Kokultur durchgefiihrt werden. Diese Art
der Kultivierung erlaubt den Austausch l6slicher Faktoren zwischen beiden Kultivierungs-
partnern und verhindert gleichzeitig die Kontamination der Stammzellen mit Zellen aus
dem neuralen Gewebe. Als Versuchskontrollen dienten die entsprechenden unbehandel-
ten Stammzellpopulationen. Die Induktion einer neuronalen Differenzierung wurde auf
Proteinebene durch eine immuncytochemische Anfarbung spezifischer Strukturproteine
ausgewertet, wobei neben einer quantitativen Analyse auch die Morphologie der betref-
fenden Zellen bewertet werden konnte. Die relativen Genexpressionsunterschiede von
neurospezifischen Strukturproteinen und Enzymen zwischen behandelten und unbe-

handelten Zellen wurden mittels gPCR ermittelt.
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4.3.1 Einfluss der Kokultur auf die neuronale Differenzierung

pankreatischer Stammzellen

Nach zwei Tagen Kokultur mit Rattenhirnbiopsien zeigten PSCs eine deutliche Anderung
in der Expression des stammzell- und neuroprogenitorspezifischen Intermediarfilaments
Nestin (Abbildung 23 a, b, g) und der nervenzellspezifischen NFs (Abbildung 23 c, d, g), wie

mit einer immuncytochemischen Farbung gezeigt werden konnte.

In unbehandelten Populationen konnte Nestin in 76 % der Zellen nachgewiesen werden.
Nach Stimulation mit Hirngewebe ist die Anzahl Nestin-exprimierender Zellen auf 51 %
gesunken. Gleichzeitig konnte eine morphologische Anderung in Nestin-positiven Zellen
aufgezeigt werden. Unbehandelte PSCs wiesen deutlich kleinere Nestin-exprimierende
Zellen auf, die eine rundliche Morphologie zeigten. Diese Zellstruktur konnte auch nach
der Kokultur in einigen Nestin-positiven Zellen wiedergefunden werden; ein Teil der
Zellen zeigte jedoch eine stark veranderte Zellmorphologie mit distinkten, langen Zell-

auslaufern.

NF-positive Zellen machten in unbehandelten, spontan differenzierten PSCs 3 % der
Gesamtzellzahl aus. Diese Zellen waren klein und wiesen keine nervenzelldhnliche Mor-
phologie auf. Die Kokultivierung der PSCs mit Hirnbiopsien fihrte zu einem Anstieg NF-
positiver Zellen. NF wurde nun in 12 % der Zellen detektiert. Mit dem Anstieg NF-
exprimierender Zellen war auch eine deutliche Anderung der Zellmorphologie zu ver-
zeichnen. Nach der Stimulation wiesen NF-positive Zellen eine nervenzellahnliche Struk-
tur auf, die zum Teil unipolare und bipolare Fortsatze erkennen liel3, wie in Abbildung 23 d
durch Pfeile angedeutet wird. Die durchschnittliche Lange der Zellfortsatze erreichte
156 um und die maximale Lange betrug 340 um (Tabelle 4). Zudem konnten Zellen, die

doppelt positiv fir Nestin und NF waren, detektiert werden (Abbildung 24).
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Abbildung 23 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 85.
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Abbildung 23 | (S. 84) Kokultur-induzierte neuronale Differenzierung pankreatischer Stammazellen. Eine
immuncytochemische Analyse zeigte, dass Nestin in unbehandelten pankreatischen Stammzellen (PSCs) in
76,1 % der Zellen exprimiert wurde (a, g) Eine zweitdgige Kokultur der Stammzellen mit Rattenhirnbiopsien
hatte eine Reduktion Nestin-positiver Zellen auf 50,5 % und eine morphologische Anderung dieser Zellen
zur Folge (b, g). Die Detektion von Neurofilamenten (NF) ergab einen deutlichen Anstieg NF-positiver Zellen
in stimulierten Populationen (d, g) gegenliber nicht behandelten Zellen (c, g) von 2,6 % auf 11,6 %. Die be-
handelten NF-positiven Zellen wiesen zudem uni- und bipolare axondhnliche Fortsdtze auf (d, Pfeile). Die
Anzahl alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)-positiver Zellen blieb nach der Kokultur unverandert bei 10 %
(e, f, g), es konnte jedoch ein Zerfall der Aktinfilamente nach der Stimulation beobachtet werden (f).
MaRstabsbalken: 100 pm.

Hinsichtlich der Expression des fiir glatte Muskelzellen spezifischen Markers a-SMA nahm
die Kokultur keinen Einfluss auf die Anzahl positiver Zellen (Abbildung 23 e, f, g). Sowohl in
behandelten als auch in unbehandelten Populationen waren etwa 10 % der Zellen positiv
flr a-SMA. Jedoch belegen die immuncytochemischen Aufnahmen den Zerfall bzw. den

Abbau der Aktinfilamente in a-SMA-positiven Zellen nach der Kokultivierung mit

Hirnbiopsien (Abbildung 23 f).

Abbildung 24 | Koexpression von Nestin und Neurofilamenten in differenzierten pankreatischen Stamm-
zellen. Wahrend der Kokultur-induzierten neuronalen Differenzierung von pankreatischen Stammzellen
konnten Zellen detektiert werden, die sowohl den Marker Nestin als auch Neurofilamente (NF) ex-
primierten. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabsbalken: 50 um.

Mit Hilfe der gPCR konnte auf mRNA-Ebene in Stammzellen aus dem Pankreas nach der
Kokultur ein Expressionsanstieg von Genen, die fir neuroassoziierte Strukturproteine ko-
dieren, beobachtet werden (Abbildung 25). Dabei wurde Nestin marginal verstarkt
transkribiert (1,7-fach); NF_L und NF mittlere Kette (NF_M) konnten hingegen mit einer
18,8- und 17,6-fachen Expressionszunahme detektiert werden. Fir das schwerkettige NF

(NF_H) wurde nach der Kokultur kein und fur B Ill Tubulin ein schwacher Anstieg (1,9-

fach) in der mRNA-Expression beobachtet. Neben den Transkripten fiir nervenspezifische
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Strukturproteine konnte auch eine Zunahme der Expression von Genen, die fiir neuro-
spezifische Enzyme kodieren, detektiert werden. Das Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5)
wurde nach Kokultur 2,4-fach und die Neuron-spezifische Enolase (NSE) 19,1-fach starker

als in der unbehandelten Kontrolle exprimiert.

28 .
26
24

H PSC Kontrolle
H PSC Kokultur

relatives Genexpressionslevel

Nestin  NF_L NF_M NF_H Bl PGP9.5 NSE
Tubulin

Abbildung 25 | Relative Unterschiede in der mRNA-Expression Kokultur-stimulierter pankreatischer
Stammazellen. Eine quantitative PCR Analyse ergab in pankreatischen Stammzellen (PSCs) nach zweitagiger
Stimulation mit Hirngewebe eine leichte Zunahme der mRNA-Expression von Nestin (1,7-fach). Fir
Neurofilament leichte und mittlere Kette (NF_L, NF_M) wurde ein 18,8- und 17,6-facher Anstieg der
Transkription detektiert. Neurofilament schwere Kette (NF_H) blieb von der Kokultur unbeeinflusst. Eine
leichte Zunahme der mRNA wurde nach der Stimulation fir B Il Tubulin (1,9-fach) und das Protein Gene
Product 9.5 (PGP 9.5, 2,4-fach) nachgewiesen. Die mRNA fiir die Neuron-spezifische Enolase (NSE) wurde
nach der Kokultur 19,1-mal starker exprimiert als in der unbehandelten Population.
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4.3.2 Einfluss der Kokultur auf die neuronale Differenzierung von

Stammzellen aus der Parotis

Immuncytochemische Analysen zeigten, dass PDSCs nach zweitdgiger indirekter Kokultur
mit Hirnbiopsien der Ratte eine leichte Veranderung in der Anzahl Nestin-positiver Zellen
aufwiesen (Abbildung 26 a, b, g). Es konnte ein Riickgang Nestin-exprimierender Zellen von
75 % in unbehandelten auf 68 % in stimulierten Zellen verzeichnet werden. Mit der Ab-
nahme Nestin-positiver Zellen ging auch eine morphologische Anderung dieser Zellen
einher. Wahrend Nestin-positive Zellen in den Kontrollansdtzen berwiegend spindel-
formig waren und nur wenige Zellen langliche Ausldufer aufwiesen, besafRen fast alle
Nestin-positiven Zellen in Kokultur-behandelten Populationen eine langgezogene Mor-

phologie.

An der spontanen Differenzierung in NF-positive Zellen waren 6 % der PDSCs beteiligt.
Nach der Stimulation mit neuralem Gewebe konnten etwa 8 % der Zellen positiv flir NF
detektiert werden, wobei auch in diesem Fall eine morphologische Veranderung zu
beobachten war (Abbildung 26 c, d, g). In unbehandelten PDSCs waren NF-positive Zellen
Uberwiegend groRflachig und zeigten vereinzelt eine spindelférmige Beschaffenheit. Die
Kokultur fiihrte zu einer Anderung der Morphologie hin zu langgezogenen Zellen mit Fort-
satzen von durchschnittlich 188 um Lange und einer maximalen Lange von 450 um (Ta-
belle 4). Diese Morphologie war auch bei Nestin-positiven PDSCs zu beobachten. Zudem
konnten Zellen detektiert werden, die sowohl fiir Nestin als auch NF positiv waren (Abbil-

dung 27).

Die Anzahl a-SMA-positiver Zellen konnte durch die Kokultivierung von 6 % auf 3 % ge-
senkt werden, wobei dieser Riickgang mit dem Zerfall oder Abbau von Aktinfilamenten

einherging (Abbildung 26 e, f, g).
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Abbildung 26 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 89.
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Abbildung 26 | (S. 88) Kokultur-induzierte neuronale Differenzierung von Stammzellen aus der Parotis.
Eine immuncytochemische Farbung von Nestin in unbehandelten Stammzellen aus der Parotis (PDSCs)
ergab die Expression dieses Markerproteins in 74,9 % der Zellen (a, g). Nach einer zweitdgigen Ko-
kultivierung mit Hirnbiopsien kam es zu einem leichten Riickgang Nestin-exprimierender PDSCs auf 67,8 %
(b, g). Gleichzeitig konnte eine morphologische Verdnderung hin zu Zellen mit langen Fortsatzen
beobachtet werden (b). Neurofilamente (NF) wurden in 6 % der spontan differenzierten Zellen detektiert
(c). Nach der Kokultur stieg dieser Wert auf 7,7 % an (d, g), wobei die Zellen ihr Aussehen verandert haben
und lange Auslaufer ausbildeten (d). Die Anzahl alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)-positiver Zellen fiel
nach der Kokultur von 6,1% (e, g) um die Halfte auf 3,1% ab (f, g) und es konnte ein Zerfall der
Aktinfilamente beobachtet werden (f). MaRstabsbalken: 100 um.

Uberlappend

Abbildung 27 | Koexpression von Nestin und Neurofilamenten in Kokultur-stimulierten Stammzellen aus
der Parotis. Wahrend der neuronalen Differenzierung von Stammzellen aus der Parotis konnten Zellen
detektiert werden, die sowohl den Marker Nestin als auch Neurofilamente (NF) exprimierten. Zellkerne
wurden mit DAPI angefarbt. Malstabsbalken: 50 um.

Die Analyse der mRNA-Expression hat nach der Kokultur deutliche Anderungen in der
Transkription nervenzellspezifischer Proteine und Enzyme ergeben (Abbildung 28). Wah-
rend eine Reduktion der Nestin-mRNA um die Halfte detektierbar war, stieg die Transkrip-
tion von NF_L und NF_M nach der Kokultur um das 6,7- und 13,8-fache an. Bei der Ex-
pression von NF_H konnte hingegen keine Veranderung und bei B lll Tubulin eine Ab-
nahme auf das 0,2-fache beobachtet werden. Die Genexpression von nervenspezifischen
Enzymen konnte durch die Stimulation mit Hirngewebe leicht gesteigert werden; PGP 9.5

wurde 2,7-mal und NSE dreimal starker exprimiert als in unbehandelten PDSCs.
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Abbildung 28 | Relative Expressionsunterschiede der mRNA von Kokultur-behandelten Stammzellen aus
der Parotis. Nach einer zweitagigen Kokultivierung von Stammzellen aus der Parotis (PDSCs) mit Hirn-
biopsien ergab eine quantitative PCR Analyse fiir PDSCs eine leichte Abnahme der mRNA-Expression von
Nestin (0,5-fach). Eine 6,7- und 13,8-fache Zunahme der mRNA wurde fir Neurofilament leichte und
mittlere Kette (NF_L, NF_M) beobachtet. Die Expression von schwerkettigem Neurofilament (NF_H) blieb
von der Kokultur unbeeinflusst. Fiir B lll Tubulin wurde eine Abnahme (0,2-fach) in der mRNA-Expression
verzeichnet, wahrend fir das Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5, 2,7-fach) und die Neuron-spezifische
Enolase (NSE, 3,0-fach) ein Anstieg verzeichnet werden konnten.
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4.3.3 Einfluss der Kokultur auf die neuronale Differenzierung von

Stammzellen aus der Vollhaut

Mit Hilfe der Immuncytochemie konnte in Stammzellen, die durch eine einfache
Isolationsmethode aus humaner Vollhaut gewonnen wurden (SDSC), das
Intermediarfilament Nestin nach zweitdgiger Kokultur in mehr Zellen nachgewiesen wer-
den als in der unbehandelten Zellpopulation (Abbildung 29 a, b, g). Allerdings war die Aus-
gangspopulation im Vergleich zu den PSCs und PDSCs (beide zu etwa 75 % positiv fur
Nestin) nur zu 33 % positiv fur diesen Marker und stieg nach der Stimulation auf 41 % an.
Die morphologische Veranderung Nestin-positiver Zellen von spindelférmigen Zellen zu

Zellen mit ausgepragten Auslaufern war in den SDSCs nur marginal zu beobachten.

Anders verhielt es sich mit NF-positiven Zellen (Abbildung 29 c, d, g). Es verdoppelte sich
nicht nur die Anzahl NF-exprimierender Zellen von 2 % auf 4 %, auch das Erscheinungsbild
dieser Zellen veranderte sich nach der Kokultur merklich. Zunachst kleine spindelformige
NF-positive Zellen wiesen nach Stimulation mit neuralem Gewebe eine Morphologie auf,
die axondhnliche Strukturen mit Ausldufern bis zu 225 um erkennen liel8. Im Durchschnitt
waren die Zellfortsdtze NF-positiver Zellen 117 um lang (Tabelle 4). Dartiber hinaus lieRen

sich Zellen, die doppelt positiv flir Nestin und NF waren, detektieren (Abbildung 30).

Im Vergleich zu PSCs und PDSCs wiesen spontan differenzierte SDSCs kaum a-SMA-
positive Zellen auf, lediglich 0,7 % der Zellen exprimierten dieses Markerprotein. Nach der
Kokultur war zwar eine Zunahme an a-SMA-positiven Zellen zu beobachten, die tatsach-
liche Menge lag allerdings mit 1,8 % immer noch sehr niedrig und es konnte ein Abbau
oder Zerfall von Aktinfilamenten in a-SMA-positiven Zellen beobachtet werden (Abbildung

29¢,f, g).
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Abbildung 29 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 93.
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Abbildung 29 | (S. 92) Neuronale Differenzierung von Stammzellen aus der Vollhaut induziert durch
Kokultur. Mittels Immuncytochemie konnte die Expression von Nestin in 32,5% der unbehandelten
Stammazellen aus der Vollhaut (SDSCs) nachgewiesen werden (a, g). Nach der zweitégigen Kokultivierung
mit Rattenhirnbiopsien stieg die Anzahl dieser Zellen auf 41,4 % (b, g). Eine Farbung der Neurofilamente
(NF) belegte, dass in unstimulierten Populationen 1,9 % der Zellen diese Intermediarfilamente exprimierten
(c, g). Nach der Kokultur stieg dieser Wert auf 4% an (d, g). Gleichzeitig konnte eine merkliche
Morphologiednderung beobachtet werden. Zunachst kleine spindelférmige Zellen (c) wiesen nach der
Stimulation axonahnliche Strukturen auf (d). Die Anzahl alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)-positiver
Zellen stieg leicht von 0,7 % in Kontroll-SDSCs (e, g) auf 1,8 % in der Kokultur-behandelten Population (f, g).
Allerdings konnte ein Abbau der Aktinfilamente beobachtet werden (f). MaRstabsbalken: 100 um.

tiberlappend

Abbildung 30 | Koexpression von Nestin und Neurofilamenten in neuronal differenzierten Stammzellen
aus der Vollhaut. Nach Stimulation mit Hirngewebe konnten in SDSC-Kulturen Zellen detektiert werden, die
sowohl Nestin als auch Neurofilamente (NF) exprimierten. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabs-
balken: 50 um.

Die Untersuchung der Expression nervenzellassoziierter Gene mittels gPCR hat bei den
SDSCs einen deutlichen Einfluss der Kokultur auf die Genexpression aufgezeigt (Abbildung
31). Zwar ergab sich keine Veranderung in der Transkription des Nestin-Gens, die Gene fir
NF_L und NF_M wurden nach der Kokultur allerdings 5,4- und 4,7-mal starker exprimiert
als in unbehandelten SDSCs. Die Transkription von NF_H und B Il Tubulin war in den
Kokultur-stimulierten Populationen um die Halfte reduziert. Hinsichtlich der mRNA-
Expression von neuronalen Enzymen war in SDSCs nur eine leichte Verdanderung zu
beobachten. PGP 9.5 wurde 1,6- und NSE 2,1-mal mehr exprimiert als in unbehandelten

Populationen.
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Abbildung 31 | Relative Unterschiede in der mRNA-Expression von Kokultur-behandelten Stammzellen
aus der Vollhaut. Eine quantitative PCR Analyse zeigte nach zwei Tagen der Kokultivierung von Stamm-
zellen aus der Vollhaut (SDSCs) mit Hirnbiopsien keine Unterschiede in der Expression der Nestin-mRNA.
Neurofilament leichte und mittlere Kette (NF_L, NF_M) wurden nach der Stimulation um das 5,4- bzw. 4,7-
fache starker transkribiert, wahrend fiir Neurofilament schwere Kette (NF_H) und B lll Tubulin eine
Reduktion der mRNA-Expression um die Halfte zu verzeichnen war. Eine leichte Zunahme konnte fir das
Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5, 1,6-fach) und die Neuron-spezifische Enolase (NSE, 2,1-fach) gezeigt
werden.
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4.3.4 Einfluss der Kokultur auf die neuronale Differenzierung von

Stammzellen aus den Schweifddriisen

Zuletzt wurde das Kokulturmodell auf die neuartigen Stammzellen aus humanen
Schweilldrisen (SGSC) angewandt. Wie bereits in dem Abschnitt lber die Etablierung von
SGSCs beschrieben, wiesen SGSC in der Mehrheit ihrer Zellen das Intermediarfilament
Nestin auf. Immuncytochemisch konnten 87 % der Zellen positiv fiir diesen Stammzell-
und Neuroprogenitormarker detektiert werden. Die Stimulation mit Hirnbiopsien fiihrte
zu einer leichten Abnahme Nestin-exprimierender Zellen auf 82 % (Abbildung 32 a, b, g).
Hinsichtlich der Morphologie zeigten diese Zellen keine Unterschiede in behandelten und
unbehandelten Populationen. In beiden Fallen wiesen die Zellen ein langliches Erschei-

nungsbild ohne distinkte Auslaufer auf.

NF konnte in spontan differenzierten Zellen in beinahe 2 % der Zellen nachgewiesen wer-
den. Nach der Kokultur stieg die Anzahl NF-positiver Zellen auf 6 % an (Abbildung 32 ¢, d,
g). Bereits in unbehandelten Populationen wiesen NF-exprimierende Zellen eine lang-
gezogene Morphologie auf, die nach Stimulation der Zellen noch ausgepragter war und
zumeist in bipolarer Ausrichtung verlief, wie durch einen Pfeil in Abbildung 32 d ange-
deutet wird. Diese zellularen Fortsatze waren maximal 265 um und im Durchschnitt
130 um lang. Zudem konnten Zellen detektiert werden, die sowohl Nestin- als auch NF-

positiv waren (Abbildung 33).

Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit beschrieben Stammzellpopulationen, die mit
Rattenhirnbiopsien kokultiviert worden sind, zeigten SGSCs in unstimulierten Kulturen
den hochsten Anteil an a-SMA-positiven Zellen (22 %) auf. Nach der Kokultur konnte hier
jedoch auch die starkste Abnahme an a-SMA-exprimierenden Zellen beobachtet werden
(Abbildung 32 e, f, g). Die Anzahl positiver Zellen fiel auf etwa 5 % ab und auch eine Ab-

nahme der Aktinfilamente in positiven Zellen wird in Abbildung 32 f deutlich.
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Abbildung 32 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 97.
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Abbildung 32 | (S. 96) Auswirkung der Kokultur auf die neuronale Differenzierung von Stammzellen aus
den SchweiBdriisen. Nach zwei Tagen der Kokultivierung mit Hirnbiopsien der Ratte wurden humane
Stammzellen aus den SchweiRdrisen (SGSCs) immuncytochemisch analysiert. Dabei zeigte sich die
Expression des Markerproteins Nestin in 86,5 % der unbehandelten Zellen (a, g). Nach der Kokultur fiel
dieser Wert auf 81,5 % (b, g). Die Anzahl Neurofilament (NF)-positiver Zellen konnte mittels Kokultur von
16% (c, g) auf 6,1% (d, g) gesteigert werden. Die bereits in unbehandelten Zellen vorhandene
langgezogene Morphologie (c) war nach der Stimulation mit neuralem Gewebe noch ausgepragter zu
beobachten und verlief meist in bipolarer Ausrichtung (d, Pfeil). Die Anzahl alpha-Smooth Muscle Actin (a-
SMA)-positiver Zellen fiel nach der Kokultur von 21,9 % (e, g) auf 4,9 % (f, g). MaRstabsbalken: 100 um.

liberlappend

Abbildung 33 | Koexpression von Nestin und Neurofilamenten in Kokultur-stimulierten Stammzellen aus
den SchweiBdriisen. Wahrend der neuronalen Differenzierung von Stammzellen aus den Schweildriisen
konnten Zellen detektiert werden, die sowohl den Marker Nestin als auch Neurofilamente (NF)
exprimierten. Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstabsbalken: 50 um.

Auch bei den SGSCs wurden im Anschluss an die Kokultur die relativen Genexpressions-
level neuroverwandter Gene untersucht (Abbildung 34). Dabei war nach der Kokultur eine
2,5-fache Zunahme des Markers Nestin zu beobachten. Die Genexpression der Neuro-
filamente NF_L und NF_M war um das 4- bzw. 7,2-fache erhoht. Bei NF_H und
B Ill Tubulin konnte keine Anderung in der Transkriptionsaktivitit aufgezeigt werden.
Anders verhielt es sich bei der Expression von neuroassoziierten Enzymen wie PGP 9.5
und NSE; hier konnte nach der Kokultur eine Expressionszunahme um das 2,4- bzw. 3,7-

fache detektiert werden.
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Abbildung 34 | Relative Expressionsunterschiede der mRNA von Kokultur-behandelten Stammazellen aus
den SchweiBdriisen. Nach einer zweitagigen Kokultivierung mit Hirnbiopsien ergab eine quantitative PCR
Analyse flr Stammzellen aus den Schweildriisen (SGSCs) eine Expressionssteigerung fur Nestin um das 2,5-
fache und fiir Neurofilament leichte und mittlere Kette (NF_L, NF_M) um das 4- bzw. 7,2-fache. Die
Transkription der Gene fiir Neurofilament schwere Kette (NF_H) und B lll Tubulin blieb von der Kokultur
unbeeinflusst. Eine Zunahme konnte fiir das Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5, 2,4-fach) und die Neuron-
spezifische Enolase (NSE, 3,7-fach) gezeigt werden.
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4.3.5 Einfluss der Kokultur auf die unterschiedlichen Stammzellpopula-

tionen im Vergleich

AbschlieBend sollen die bisher gewonnenen Ergebnisse zum Einfluss der Kokultur mit
Rattenhirnbiopsien auf die Differenzierung humaner glanduldarer und Haut-abgeleiteter

Stammzellen in neuronale Zellen verglichen werden.

Die Expression von stammzellspezifischen und neuronalen Markerproteinen zeigte ahnli-
che Tendenzen mit unterschiedlich starken Auspragungen in den verschiedenen Stamm-
zellpopulationen (Abbildung 35). Bei der Anzahl Nestin-positiver Zellen waren tGberwiegend
Abnahmen zu erkennen, wobei diese bei PSCs mit -33,7 % am starksten und bei den
SGSCs mit -5,7 % am niedrigsten waren. Einzig bei den SDSCs war eine Zunahme Nestin-
positiver Zellen um +27,3 % zu beobachten. Ein Vergleich der Anzahl NF-positiver Zellen
zeigte bei allen untersuchten Populationen einen Anstieg positiver Zellen nach der Ko-
kultur. Von einer relativen Steigerung um +27,7 % bei PDSCs, lber +116,7 % bei SDSCs
und +278,4 % bei SGSCs, konnte bei PSCs die hochste Zunahme um +346,2 % beobachtet
werden. Zudem konnten in allen untersuchten Populationen Zellen detektiert werden, die
sowohl Nestin als auch NF exprimierten. In Bezug auf den mesodermalen Marker a-SMA
konnte bei den untersuchten Stammzellpopulationen ein Zerfall bzw. Abbau der
Aktinfilamente beobachtet werden, der sich in fast allen Populationen in einer Reduktion
a-SMA-positiver Zellen widerspiegelte. Diese reichte von -2,6 % bei PSCs, Uber -48,7 % bei
PDSCs, bis zu -77,7 % bei SGSCs. Lediglich bei SDSCs war ein Anstieg um +158 % an a-
SMA-positiven Zellen zu verzeichnen, wobei die tatsachliche Anzahl a-SMA-positiver

Zellen in dieser Population am geringsten war (siehe 4.3.3).
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Abbildung 35 | Relative Anderungen in der Anzahl Marker-exprimierender Zellen nach Stimulation mit
Hirngewebe. Tendenziell reagierten die untersuchten Stammzellpopulationen aus dem Pankreas (PSC), der
Parotis (PDSC), der Vollhaut (SDSC) und den SchweilRdriisen (SGSC) vergleichbar auf die Kokultivierung mit
Hirnbiopsien. Die Anzahl Nestin-positiver Zellen war (berwiegend leicht reduziert, wahrend die Anzahl
Neurofilament (NF)-positiver Zellen in allen Populationen zunahm. Die starkste Zunahme wurde fiir PSC
(+346,2 %) beobachtet. Das alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA) wurde nach der Kokultur in weniger Zellen
als zuvor detektiert. Die starkste Reduktion um -77,7 % konnte in SGSC gemessen werden; lediglich in SDSCs
gab es eine Zunahme um +158 %.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Stammzellen auf die Stimula-
tion mit Nervengewebe mit einer Anderung der Morphologie reagierten (Tabelle 4). Am
starksten zeigte sich dieser Effekt bei PDSCs, wo eine Ausbildung von axondhnlichen
Fortsdtzen mit bis zu 450 um Linge zu beobachten war. Doch auch bei PSCs war eine
starke morphologische Anderung in eine nervenzelldhnliche Struktur mit axonalen
Strukturen von bis zu 340 um zu beobachten. Nicht ganz so ausgepragt aber dennoch mit
leichten Veranderungen in der Morphologie prasentierten sich nach der Kokultur SGSCs

und SDSCs.
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Tabelle 4 | Durchschnittliche und maximale Liange der Zellfortsitze neuronal differenzierter Zellen.
Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis (PDSC), der Vollhaut (SDSC) und den SchweiRdrisen
(SGSC) zeigten nach einer Kokultur-induzierten Differenzierung in Neurofilament-positive Zellen axon-
dhnliche Zellfortsatze, die bei den verschiedenen Populationen unterschiedlich stark ausgepragt waren.

@ Lange der

188 um 117 um 130 um
Zellfortsdtze 156 um H " "

max. Lange der

450 um 225 um 265 um
Zellfortsdtze SR S H H

Auch die Gegenliberstellung der Genexpressionsprofile der unterschiedlichen Populatio-
nen macht deutlich, dass die humanen Stammzellen aus dem Pankreas, der Parotis, der
Vollhaut und den SchweiBdriisen dhnlich auf die Stimulation mit neuralem Gewebe
reagierten (Abbildung 36). Die Transkription des Nestin-Gens wurde durch die Kokultur
kaum beeinflusst, lediglich bei SGSCs zeigte sich eine 2,5-fache Erhohung der mRNA-
Expression. NF_L und NF_M wurden in allen untersuchten Zellpopulationen verstarkt ex-
primiert. Bei NF_L lag die Spanne zwischen einem 4-fachen Anstieg bei SGSCs und einem
18,8-fachen Anstieg bei PSC und bei NF_M zwischen einer 4,7-fachen Zunahme bei SDSCs
und einer 17,6-fachen Zunahme bei PSCs. Auf die Transkription von NF_H in den unter-
suchten glanduldren und Haut-abgeleiteten Stammzellen hatte die zweitdgige Stimulation
mit neuralem Gewebe keinen Einfluss. In den meisten Populationen konnte eine Reduk-
tion der mRNA von B lll Tubulin detektiert werden, die bei PDSCs bis auf das 0,2-fache zu-
riickging. Einzig bei den PSCs konnte eine leichte Erh6hung um das 1,9-fache festgestellt
werden. Das neurospezifische Enzym PGP 9.5 wurde in allen Populationen leicht erhéht
exprimiert, wobei die relativen Werte von 1,6-fach bei SDSCs bis 2,7-fach bei PDSCs reich-
ten. Bei NSE zeigten sich in der Genexpressionsintensitat die groRten Unterschiede. Wah-
rend die Expressionssteigerung bei SDSCs (2,1-fach), PDSCs (3-fach) und SGSCs (3,7-fach)
etwa in der gleichen GroBenordnung einzuordnen war, stieg die Expression der mRNA fir
NSE bei PSCs um das 19,1-fache an. Insgesamt war die Expression der unterschiedlichen
Gene bei den PSCs am starksten zu beobachten gefolgt von den PDSCs, den SGSCs und
den SDSCs.
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Abbildung 36 | Vergleich der relativen Genexpressionslevel nach Stimulation mit Hirngewebe. Eine
Gegenliberstellung der mittels quantitativer PCR gewonnenen Genexpressionsmuster der untersuchten
Populationen zeigt, dass die Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis (PDSC), der Vollhaut (SDSC)
und den SchweilRdriisen (SGSC) dhnlich auf die Kokulturbedingungen reagierten. Die Transkription des
Nestin-Gens wurde kaum beeinflusst; die starkste Expressionszunahme konnte fir die SGSCs (2,5-fach)
beobachtet werden. Die mRNA fiir Neurofilament leichte und mittlere Kette (NF_L, NF_M) wurde bei allen
Populationen verstarkt abgelesen, mit einer maximalen Zunahme um das 18,8- bzw. 17,6-fache bei PSCs.
Nach Stimulation mit neuralem Gewebe blieb die Expression von Neurofilament schwere Kette (NF_H)
liberwiegend unverandert. Fir B Ill Tubulin konnte in den meisten Populationen eine Reduktion der mRNA
gezeigt werden, nur in PSCs wurde eine leichte Zunahme um das 1,9-fache gemessen. Die Expression des
Protein Gene Products 9.5 (PGP 9.5) war bei allen untersuchten Populationen nach der Kokultur etwa
doppelt so hoch wie in den Kontrollansatzen; der maximale Wert wurde fiir die PDSCs (2,7-fach) gemessen.
Die Neuron-spezifische Enolase (NSE) wurde nach Stimulation mit Hirngewebe bei PDSC, SDSC und SGSC 3-
mal so stark transkribiert, die Expression dieses Gens stieg bei PSCs dagegen um das 19,1-fache an.
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4.3.6 Nachweis von Neurotransmittern in pankreatischen Stammzellen

Die fur zwei Tage mit Rattenhirnbiopsien stimulierten PSCs wurden mittels Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
hinsichtlich der Produktion von Neurotransmittern untersucht. Dabei zeigte sich, dass
sowohl in den unbehandelten Zellen als auch in den behandelten Zellen Dopamin nach-
gewiesen werden konnte. Dabei lag die Menge an Dopamin in unbehandelten Stamm-
zellen bei 36,5 pmol/ 1*10° Zellen und wurde durch die Kokultivierung um +273 % auf

99,8 pmol/ 1*10° Zellen erhéht.
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Abbildung 37 | Dopamin-Nachweis in pankreatischen Stammzellen. In Stammzellen aus dem Pankreas
(PSC) konnte mittels HPLC bereits in den unbehandelten Kontroll-Zellen Dopamin detektiert werden. Eine
zweitégige Stimulation mit Rattenhirnbiopsien flihrte zu einem Anstieg von 36,5 pmol/ 1*10° Zellen um
+273 % auf 99,8 pmol/ 1*10° Zellen.
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4.3.7 Detektion von Wachstumsfaktoren im Zellkulturiiberstand nach der

Kokultur

Um mogliche Faktoren zu identifizieren, die fir die gerichtete Differenzierung der Stamm-
zellen in die neuronale Richtung verantwortlich gewesen sein kénnten, wurden sowohl
die Zellkulturiberstande aus den zweitdgigen Kokulturexperimenten als auch jene von
separat kultivierten Zellen und Hirnbiopsien mit Hilfe eines Wachstumsfaktor-Antikorper-
Arrays auf die Prasenz von 41 Wachstumsfaktoren untersucht. Durchgefiihrt wurde dieses
Experiment exemplarisch mit den am effektivsten durch die Kokultur beeinflussten
Stammzellen, den PSCs. Es wurden insgesamt flinf voneinander unabhédngige Versuche
unternommen und die Faktoren als positiv gewertet, die in vier von finf Versuchen de-
tektiert wurden. Uber die Fluoreszenzintensitit wurde zudem eine semiquantitative

Analyse der detektierten Wachstumsfaktoren ermoglicht (Abbildung 38).

Die Analyse der bereits im Kultivierungsmedium vorhandenen Wachstumsfaktoren zeigte
die Existenz des Granulocyte-Colony Stimulating Factors (G-CSF) und des Transforming
Growth Factors beta (TGF-B) in einer relativ schwachen Konzentration auf. Des Weiteren
wurde der Insulin-like Growth Factor Il (IGF-1l) in einer relativ hohen Konzentration im
Medium detektiert. Die Analyse des Zellkulturiiberstands nach zweitagiger Kultivierung
der PSCs zeigte eine starke Sekretion des Hepatocyte Growth Factors (HGF) und eine rela-
tiv schwache Sekretion des Insulin-like Growth Factor-binding Proteins 6 (IGFBP-6). Zudem
wurden auch hier die zuvor im Medium detektierten Faktoren nachgewiesen, jedoch zum
Teil mit anderen Intensitaten. Die Fluoreszenzintensitat wies sowohl bei G-CSF als auch
bei TGF-B auf eine relativ hohe Konzentration im Zellkulturiberstand der PSCs hin. Fir
zwei Tage mit Rattenhirnbiopsien konditioniertes Medium lie zusatzlich zu den im
Medium vorhandenen Wachstumsfaktoren den basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) in
einer schwachen Expression erkennen. Die Kombination von Stammzellen und Hirn-
biopsien wahrend der Kokultur fiihrte dazu, dass im Vergleich zu den Einzelansatzen zu-
satzlich noch weitere Wachstumsfaktoren sezerniert wurden. Neben einer niedrigen
Sekretion von Amphiregulin (Ar) konnte eine moderate Sekretion des Granulocyte

Macrophage Colony-stimulating Factors (GM-CSF) detektiert werden.
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Abbildung 38 | Abbildungsunterschrift siehe Seite 106.
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Abbildung 38 | (S. 105) Detektion sekretierter Wachstumsfaktoren im Zellkulturiiberstand. Mit Hilfe eines
Wachstumsfaktor-Antikdrper-Arrays wurde nach zwei Tagen der Kultivierung von pankreatischen Stamm-
zellen (PSC), Rattenhirnbiopsien und deren Kombination die Sekretion bestimmter Wachstumsfaktoren im
Zellkulturtiberstand untersucht (a). Faktoren, die in vier von fiinf Experimenten detektiert wurden, sind
grau unterlegt (b). Eine semiquantitative Analyse der Expression erfolgte liber die Messung der Fluores-
zenzintensitat (a, c; blau = schwach/+; griin-gelb = moderat/++; ogange-rot = stark/+++). Bereits im Medium
waren der Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF), der Insulin-like Growth Factor Il (IGF-II) und der
Transforming Growth Factor beta (TGF-B) vorhanden. Zusatzlich wurden im PSC-konditionierten Medium
der Hepatocyte Growth Factor (HGF) und das Insulin-like Growth Factor-binding Protein 6 (IGFBP-6) nach-
gewiesen. Im Hirn-konditionierten Medium wurde neben den im Medium vorhandenen Wachstums-
faktoren der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) detektiert. Die Kokultivierung von PSCs und Hirn-
biopsien zeigte zudem eine Amphiregulin- und Granulocyte Macrophage Colony-stimulating Factor (GM-
CSF)-Sekretion.
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5. Diskussion

5.1 Nestin-positive Stammzellen aus humanen Schweifddriisen

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, humane adulte Stammzellen aus
SchweiRdriisen zu isolieren und zu charakterisieren [Petschnik et al., 2010b]. Es wurde ein
Protokoll etabliert, mit dem es moglich war, aus SchweilRdriisen eine hoch proliferative
Stammzellpopulation zu isolieren, die den Stammzellmarker Nestin in mehr als 80 % der

Zellen exprimierte und multipotente Eigenschaften aufwies.

In der menschlichen Haut gibt es zwei Arten von Schweil’driisen, ekkrine und apokrine,
die zur Thermoregulierung beitragen. Apokrine SchweiRdrisen sind hierbei ausnahmslos
mit Haarfollikeln assoziiert und minden mit ihren Sekretionskanalen in den Haarfollikel-
kanal. Diese Art von SchweilRdriisen existiert hauptsachlich in der Achselhaut; ekkrine
Drisen, die in der Achsel zu gleichen Anteilen vorkommen, sind hingegen zusatzlich iber
die gesamte Korperflache verteilt [Folk and Semken, 1991]. Obwohl die beiden Driisen-
arten hinsichtlich Innervierung, Antigenexpression, Grofle und ihres Sekretionsprodukts
unterschiedlich sind, besitzen beide eine tubulare Struktur und kénnen sowohl mikro- als
auch makroskopisch nur sehr schwer unterschieden werden [Lonsdale-Eccles et al., 2003].
Da das Hautgewebe vor Isolation der SchweiRdriisen stark verdaut wurde, liel3 sich an-
schlieBend keine raumliche Nahe apokriner Driisen zu Haarfollikeln ausmachen. Und auch
die zur Markierung der SchweilRdriisen verwendete Neutralrotlésung farbte lediglich das
saure Milieu der Schweilldrisengdnge rot und erlaubte ebenfalls keine Unterscheidung
zwischen dem apokrinen und ekkrinen SchweiRdrisentyp. Folglich war es mittels der vor-
gestellten Isolierungsmethode nicht moglich, gezielt einen Schweilldrisentyp zu ent-
nehmen. Da allerdings die Wahrscheinlichkeit eine gut proliferierende Stammzellpopula-
tion zu generieren, bisher aus Achselhaut am hochsten war und in dieser Hautregion
UbermaRig viele apokrine SchweilRdriisen vorkommen, liegt die Vermutung nahe, dass

Uberwiegend dieser Schweilldrisentyp zu der Stammzellpopulation beigetragen hat.

Um das Auswachsen der Stammzellen aus den isolierten SchweiRdriisen zu ermdoglichen,

war eine Beschichtung der ZellkulturgefaRe mit Kollagen Typ IV erforderlich. Kollagen
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Typ IV ist Bestandteil der extrazellularen Matrix, netzbildend und kommt vorwiegend in
der Basalmembran vor. Es ist wurde gezeigt, dass extrazellulare Matrixproteine der Basal-
membran die Proliferation mesenchymaler Stromazellen verbessern konnten [Lindner
et al., 2010] und eine Beschichtung der Oberflache mit Kollagen Typ IV beispielsweise die
Isolation humaner epithelialer Hornhautstammzellen aus dem Auge begiinstigt hat [Li
et al., 2005]. Im Rahmen dieser Arbeit hat die Kollagen Typ IV-Beschichtung das Auswach-
sen von Zellen aus humanen SchweilRdriisen ermoglicht und zur Etablierung einer stabil
proliferierenden Zellpopulation beigetragen, die 31 Passagen in Kultur gehalten werden
konnte. Dass die Verwendung einer anderen Kultivierungsoberflache zur Isolation eines
weiteren Zelltyps aus humanen SchweiRdriisen fihren kann, haben Biedermann et al. ge-
zeigt [Biedermann etal.,, 2010]. Sie verwendeten einen Feederlayer aus murinen
Fibroblasten, auf dem sie isolierte Schweilldriisen aus humaner Haut platzierten, und er-
hielten auf diese Weise aus den SchweilRdriisen eine epitheliale Zellpopulation mit

charakteristischen Eigenschaften.

Das Bestreben dieses Ansatzes war, Nestin-positive Stammzellen aus der Haut anzu-
reichern. Nestin galt lange Zeit ausschliefllich als Marker fiir neurale Stammzellen
[Yaworsky and Kappen, 1999], fand jedoch durch seine Detektion in anderen Progenitor-
und Stammzellen generelle Akzeptanz als adulter Stammzellmarker (siehe 2.1.5.1) [Wiese
et al., 2004]. Im Vergleich: ein Isolationsprotokoll aus Vollhaut hat zu einer Ausbeute von
10 % bis 20 % Nestin-positiver Zellen gefiihrt (siehe 2.1.5.1) [Kruse et al., 2006a]. Andere
Publikationen beschreiben die Isolation Nestin-positiver Zellen aus Haarfollikeln, aller-
dings ohne ndhere Angaben zum Anteil dieser Zellen an der Gesamtpopulation zu machen
[Amoh et al., 2005, Yu et al.,, 2010]. Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Protokoll
flihrte zu einer Zellpopulation, in der mehr als 85 % der Zellen das Intermediarfilament

Nestin exprimierten.

Doch blieb die Eigenschaft der isolierten Zellen, den Stammzellmarker Nestin zu exprimie-
ren, auch wahrend der Langzeitkultivierung in vitro erhalten? Wie ein Versuch liber meh-
rere Passagen zeigte, blieb der Anteil Nestin-positiver Zellen auch bei der Folgekultivie-

rung stabil bei 86 %. Ferner lieR sich an diesem Anteil keine Anderung erkennen, wenn die
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Zellen auf Zellkulturplastik und nicht auf Kollagen Typ IV-beschichteten ZellkulturgefaRen
weiterkultiviert wurden. Damit war die Beschichtung mit Kollagen zwar fiir die Isolation
Nestin-exprimierender Zellen ausschlaggebend, fir die Folgekultivierung war diese jedoch

nicht mehr notwendig.

Die hier vorgestellte Methode konnte bereits erfolgreich zur Isolation drei weiterer
Nestin-positiver Stammzellpopulationen aus humanen SchweiRdriisen verwendet wer-

den.

Im Folgenden sollten die Stammzellen aus den Schweilldriisen mit anderen glanduldren
Stammzellpopulationen des Menschen und vor allem mit jener Population, die aus Voll-
haut gewonnen wurde, verglichen werden. Interessant war zu sehen, ob Stammzellen, die
aus einem ganz bestimmten Hautkompartiment isoliert wurden und Uber einen hohen
Nestin-Anteil verfligten, ein hoheres Potential fir eine gerichtete Differenzierung in die

neuronale Richtung aufwiesen als eine Mischpopulation aus Vollhaut.
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5.2 Vergleichbare Eigenschaften glanduldrer und Haut-abgeleiteter

Stammzellen

Um die Charakteristika der Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis (PDSC), der
Vollhaut (SDSC) und den SchweiRdriisen (SGSC) des Menschen zu untersuchen, wurden
die Zellen hinsichtlich ihrer Stammzellartigkeit und ihres Differenzierungspotentials

verglichen.

Bereits in anderen Arbeiten konnte die Ahnlichkeit von Stammzellpopulationen aus glan-
duldaren Geweben und der Haut aufgezeigt werden. So konnten Kajahn et al. die Gleich-
artigkeit zwischen humanen PSCs und SDSCs belegen [Kajahn et al., 2008]. Dariiber hinaus
stellten Gorjup et al. einen Vergleich zwischen humanen PSCs und Speicheldriisenstamm-
zellen aus der Submandibularis an, der ebenfalls zeigte, dass auch diese Stammzell-

populationen sich sehr gleichen [Gorjup et al., 2009].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die untersuchten Zellpopula-
tionen hinsichtlich der Expression verschiedener Stammzellmarker dhneln. Das
Intermediarfilamentprotein Nestin, ein charakteristischer Marker adulter Stammzellen
[Wiese et al.,, 2004], konnte sowohl in PSCs, PDSCs, SDSCs als auch in den neuartigen
SGSCs nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde auf transkriptioneller Ebene die Ex-
pression einer Reihe weiterer Stammzellmarker gezeigt. Detektiert wurde das Cluster of
Differentiation Antigen 9 (CD9), ein Oberflaichenmolekiil, das sowohl in embryonalen als
auch in adulten Stammzellen nachgewiesen werden konnte [Oritani et al., 1996, Klassen
etal, 2001, Oka etal., 2002, Kolle etal.,, 2009]. Dariber hinaus wurden die Trans-
kriptionsfaktoren c-Myc, Kriippel-like Factor 4 (KIf-4), Octamer-binding Transcription
Factor 4 (Oct-4) und SRY (Sex determining Region Y)-Box 2 (Sox2) in allen untersuchten
Stammzellpopulationen aufgezeigt. Diese Faktoren spielen bei der Zellproliferation, dem
Erhalt der Pluripotenz von Stammzellen und bei der Induktion pluripotenter Stammzellen
eine wichtige Rolle (siehe 2.1.4) [Carpenter etal.,, 2003, Wang et al., 2006, Takahashi
et al., 2007, Bhandari et al., 2010].
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Doch multi- oder pluripotente Stammzellen zeichnen sich nicht nur dadurch aus, dass sie
Stammzellmarker exprimieren, sondern auch durch ihre Fahigkeit spontan in speziali-
sierte Zelltypen zu differenzieren. Daher wurde fiir die hier beschriebenen Zellpopula-
tionen eine ektodermale, mesodermale sowie eine endodermale Differenzierungskapazi-

tat aufgezeigt.

Bei der Untersuchung des ektodermalen Differenzierungspotentials wurde im Hinblick auf
die nachfolgenden Versuche der Fokus insbesondere auf die neuroektodermale Differen-
zierungskapazitat gelegt. Es konnten bei der spontanen Differenzierung der PSCs, PDSCs,
SDSCs und SGSCs jedoch auch verschiedene Cytokeratine nachgewiesen werden, die
einen Hinweis auf eine epitheliale Differenzierung dieser Zellen geben [Brzoska et al.,
2005]. Das spontane neurale Differenzierungspotential der Stammzellen konnte durch
den Nachweis verschiedener Marker, unter anderem von Neurofilamenten und des Glial
Fibrillary Acidic Proteins (GFAP), erbracht werden. Neurofilamente stellen spezifische
Strukturproteine dar, die wahrend der Entwicklung von Neuronen und in ausgereiften
Nervenzellen exprimiert werden [Braissant, 2007]. Weiterhin wurde gezeigt, dass Neuro-
filamente bei der neuronalen in vitro-Differenzierung embryonaler und adulter Stamm-
zellen eine wichtige Rolle spielen [Woodbury et al., 2000, Schuldiner et al., 2001]. Die Ex-
pression von GFAP ist auf Astrocyten, nicht-myelinbildende Schwann’sche Zellen sowie
auf Neuroprogenitorzellen begrenzt [Jessen and Mirsky, 1984, Eng, 1985, Witusik et al.,
2007] und ist ebenfalls ein anerkannter Marker der glialen Differenzierung von humanen

Stammzellen [Hermann et al., 2004].

Fir eine spontane mesodermale Differenzierung konnten sowohl Marker fir die
myogene, adipogene als auch die osteogene Richtung fiir die untersuchten Populationen
aufgezeigt werden. Mit der Detektion von alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA) [Skalli
etal., 1986] konnte in allen Stammzellpopulationen eine spontane Differenzierung in
glatte Muskelzellen beobachtet werden. Der Transkriptionsfaktor MyoD, der bei der Bil-
dung von Skelettmuskeln eine Rolle spielt [Rudnicki et al., 1993], und der Myocyte-specific
Enhancer Factor 2D (MEF2D) ein weiterer Transkriptionsfaktor, der in seiner aktiven Form

in differenzierenden Myocyten detektierbar ist [Breitbart et al., 1993], konnten in PDSCs
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und SDSCs, bzw. im Fall von MEF2D in allen untersuchten Populationen, nachgewiesen
werden. Der Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma (PPARy), ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor, ist bei der Entwicklung von Fettgewebe unverzichtbar [Rosen et al.,
1999]. Aktiviert wird PPARy durch den Transkriptionsfaktor CCAAT/Enhancer Binding Pro-
tein beta (C/EBPB), die beide zusammen die Adipogenese stimulieren [Wu et al., 1995]
und durch ihre Detektion in den untersuchten Stammzellpopulationen auf eine spontane
adipogene Differenzierung hindeuten. RUNX2 spielt eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung von Osteoblasten [Ziros et al., 2002] und konnte in PDSCs, SDSCs und
SGSCs nachgewiesen werden. Zwar wurde dieser Marker in PSCs nicht detektiert, dass
diese Zellen dennoch in der Lage sind in einen osteogenen Zelltyp zu differenzieren, konn-
ten Gorjup et al. demonstrieren [Gorjup et al., 2009]. Die Autoren konnten dartber hin-
aus fiir PSCs eine chondrogene Differenzierungskapazitat aufzeigen, welche im Rahmen

dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

Obwohl Stammzellen aus dem Pankreas endodermalen Ursprungs sind, ist die Fahigkeit
dieser wie auch der anderen untersuchten Stammzellpopulationen aus Geweben
ektodermalen Ursprungs, spontan in endodermale Zellen zu differenzieren, sehr einge-
schrankt. Von-Willebrand-Faktor (VWF), ein Protein, welches von Endothelzellen produ-
ziert wird und damit ein Marker fiir Zellen endodermalen Ursprungs ist [Jaffe et al., 1974],
konnte in den untersuchten Stammzellpopulationen lediglich auf transkriptioneller Ebene
detektiert werden. Zumindest der leber- und pankreasspezifische Transkriptionsfaktor
Hepatocyte Nuclear Factor 1 alpha/beta (HNF-1a/B) [Odom et al., 2004] konnte in PSCs,

SDSCs und SGSCs in seiner aktivierten Form aufgezeigt werden.

Die vergleichende Charakterisierung von Stammzellen aus dem Pankreas, der Parotis, der
Vollhaut und den SchweiRdriisen zeigte die Ahnlichkeit dieser Stammzellpopulationen
hinsichtlich der Expression von spezifischen Stammzellmarkern, aber auch von Markern,
welche die Differenzierung in Zelltypen aller drei Keimblatter belegen. Insbesondere die
spontane Differenzierung in Zelltypen des Neuroektoderms zeigte das hohe Potential
dieser Zellen flir neuroregenerative Therapieansatze und machte diese Zellen lberaus

interessant fur Versuche zur gerichteten neuronalen Differenzierung.
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5.3 Neuronale Differenzierungsinduktion durch Kokultur mit Hirn-

biopsien

In der Literatur sind neben humanen embryonalen Stammzellen (hESCs) [Schuldiner et al.,
2001, Perrier et al., 2004, Zeng et al., 2004] und neuralen Stammzellen fetalen Ursprungs
[Anwar et al., 2008] nur wenige Stammzellen des adulten Menschen fiir eine gerichtete
Differenzierung in die neuronale Richtung beschrieben worden. Unter diesen adulten
Stammazellen sind zwar humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark zu
finden [Sanchez-Ramos et al., 2000, Woodbury et al., 2000, Tao et al., 2005], die Ergeb-
nisse, die mit diesen Stammzellen erzielt wurden, werden jedoch teilweise sehr kontro-
vers diskutiert (siehe 2.2.4) [Lu et al., 2004, Zurita et al., 2008]. So wurde berichtet, dass
der Einsatz chemischer Substanzen zur Induktion der neuronalen Differenzierung ein
Schrumpfen der Stammzellen und damit das Zurlicklassen feiner Zellauslaufer verur-
sachte. Diese Beobachtung zusammen mit einer durch die Zellschrumpfung bedingten,
falsch positiven Farbung neuronaler Strukturen fluhrte dann zu einer Fehlinterpretation
der Ergebnisse und damit zur Beschreibung einer vermeintlichen neuronalen Differenzie-

rung der Stammzellen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden keine chemischen Faktoren fiir eine gerichtete
neuronale Differenzierung der Stammzellen verwendet. Es wurde vielmehr ein Kokultur-
system humaner adulter Stammzellen aus glanduldren Geweben und der Haut mit
Rattenhirnbiopsien etabliert. Dieses System sollte es ermdglichen von der ganzen Band-
breite an Faktoren, die von Hirnbiopsien sezerniert werden, zu profitieren und so eine
neuronale Differenzierung der Stammzellen zu erzielen. Die Ergebnisse zeigten, dass das
kokultivierte Hirngewebe tatsachlich die Differenzierung der Stammzellen in die neuro-
nale Richtung induzieren konnte. Dabei stellte sich heraus, dass das neuronale Differen-

zierungspotential von SDSCs, Giber SGSCs und PDSCs, zu PSCs anstieg.

Bei der Differenzierung neuronaler Zellen im zentralen Nervensystem verandert sich das
Expressionsmuster nervenzellspezifischer Intermediarfilamente. Wahrend neurale

Progenitorzellen Nestin exprimieren [Kaplan et al.,, 1990, Lendahl et al., 1990], induziert
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eine neuronale Differenzierung die Expression von Neurofilamenten [Shaw and Weber,
1982, Nixon and Shea, 1992]. Zu Beginn wird das leichtkettige Neurofilament (NF_L) ex-
primiert. Mit dem Beginn des Neuritenwachstums tritt Neurofilament mittlere Kette
(NF_M) in Erscheinung und erst spater, wahrend der axonalen Reifung, wird auch das
schwerkettige Neurofilament (NF_H) exprimiert [Willard and Simon, 1983, Carden et al.,
1987].

Auch die untersuchten Stammzellpopulationen wiesen nach zweitdgiger Kokultur mit
Rattenhirnbiopsien  ein  verdandertes  Expressionsmuster  nervenzellspezifischer
Intermediarfilamente auf. In den Populationen mit einer hohen basalen Nestin-Expression
(PSCs, PDSCs und SGSCs) konnte eine Abnahme Nestin-positiver Zellen beobachtet wer-
den. Lediglich bei den SDSCs, die relativ arm an Nestin-exprimierenden Zellen waren,
wurde eine leichte Zunahme verzeichnet. Nestin ist ein Marker sowohl fiir adulte Stamm-
zellen als auch fiir Neuroprogenitorzellen (siehe 2.1.5.1). Bei der Differenzierung adulter
Stammzellen in neuronale Zellen lasst sich allerdings schwer sagen, ob eine Nestin-
positive Zelle eine adulte Stammzelle oder bereits eine Neuroprogenitorzelle darstellt. Im
Fall der PSCs, PDSCs und SGSCs, wo schon in der Ausgangspopulation eine hohe Anzahl
der Zellen Nestin-positiv. war, koénnte man annehmen, dass sich bereits
Neuroprogenitorzellen unter den Nestin-exprimierenden Zellen befanden, die durch die
Kokultur zur Differenzierung in Nervenzellen stimuliert worden sind. Diese Annahme
deckt sich mit der Tatsache, dass nach Stimulation mit Hirngewebe die Anzahl Neuro-
filament-exprimierender Zellen bei den Stammzellpopulationen mit der héchsten Nestin-
Expression (PSC und SGSC) am starksten zunahm. Zusammen mit der Detektion doppelt
positiver Zellen, die sowohl Nestin als auch Neurofilamente exprimierten, kann man da-
von ausgehen, dass die neuronalen Zellen aus Nestin-positiven Zellen hervorgegangen
sind. Eine Beobachtung, die bei der neuronalen Differenzierung von hESCs ebenfalls ge-
macht werden konnte [Carpenter et al., 2001] und in Analogie zu der in vivo-Entwicklung

von Nervenzellen steht [Nixon and Shea, 1992].

Doch wie lasst sich der Anstieg Nestin-positiver Zellen in der Stammzellpopulation aus der

Vollhaut erklaren? Viele Kompartimente der Haut wurden als Nische fir Stammzellen be-
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schrieben (siehe 2.1.5.1). Durch die einfache Isolationsmethode, aus der die SDSCs re-
sultierten, wurden Teile dieser unterschiedlichen Stammzellpopulationen in einer Misch-
population vereint [Kruse et al.,, 2006a]. Die Kokultur-bedingte Stimulation kénnte Ein-
fluss auf die nicht-Nestin-positiven Stammzellen genommen und diese zur Differenzie-
rung in neurale Progenitorzellen bewegt haben, was wiederum zu einem Anstieg Nestin-
exprimierender Zellen gefiihrt hat. Ahnliches haben Joannides et al. fir Stammzellen aus
humaner Dermis beobachtet, die zunachst kein Nestin exprimierten [Joannides et al.,
2004]. Dort konnten Nestin-positive Zellen erst nach einer Stimulation mit neurotrophen
Wachstumsfaktoren, wie dem basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und dem Epidermal
Growth Factor (EGF), detektiert werden. Da es nicht ausgeschlossen ist, dass dermale
Stammzellen einen Teil der SDSCs ausmachten, konnte die Zunahme Nestin-positiver

Zellen auf eben diese Zellen zuriick gefiihrt werden.

In Bezug auf die Expression von Neurofilamenten deckt sich der Kokultur-bedingte An-
stieg friiher Neurofilamente (NF_L und NF_M) in allen untersuchten Zellpopulationen mit
der frihen Entwicklung von Neuronen in vivo. Dagegen wurde die Expression von NF_H,
welches bei der Neurogenese erst mit der Ausdifferenzierung in Erscheinung tritt, bei der
gezielten Differenzierung der Stammzellen nicht beeinflusst. Ahnliches wurde fiir die Ex-
pression von B Il Tubulin beobachtet, einem Protein, welches eine wichtige Rolle wah-
rend der fetalen und postnatalen Entwicklung des menschlichen Nervensystems spielt
[Katsetos etal.,, 2003]. Es konnte kein Expressionsanstieg dieses Markers durch die

Stimulation mit Hirngewebe bewirkt werden.

Neben den Veranderungen im Expressionsmuster neuroassoziierter Intermediarfilamente
konnte zudem ein Expressionsanstieg neurospezifischer Enzyme in den Kokultur-
stimulierten Stammzellpopulationen aus glanduldaren Geweben und der Haut beobachtet
werden. Das Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5) ist eine Ubiquitin-Carboxyl-Terminale
Hydrolase, die hauptsachlich in Nervenzellen vorkommt [Doran et al., 1983, Wilkinson
et al., 1989, Osaka et al., 2003]. Auf transkriptioneller Ebene konnte in den hier unter-
suchten Stammzellpopulationen eine Zunahme der mRNA dieses nervenzellspezifischen

Enzyms nach der Kokultur beobachtet werden. Ein weiteres Enzym, dessen Expression in
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glanduldaren und Haut-abgeleiteten Stammzellen nach neuronaler Differenzierungs-
induktion verstarkt beobachtet werden konnte, ist die Neuron-spezifische Enolase (NSE).
NSE stellt eine spezifische Form des glykolytischen Enzyms Enolase dar, welche haupt-
sachlich von Nervenzellen aber auch von neuroendokrinen Geweben exprimiert wird
[Marangos and Schmechel, 1987]. Wahrend der Differenzierung von Neuronen wird zu-
nachst eine nicht-neuronale Enolase exprimiert, die erst im Laufe der Entwicklung durch
die neuronspezifische Form ersetzt wird [Schmechel et al., 1980], was bei den untersuch-

ten Stammzellpopulationen ebenfalls der Fall gewesen sein konnte.

Doch Nervenzellen zeichnen sich nicht nur durch die Expression spezifischer Struktur-
proteine oder Enzyme, sondern auch durch ihre charakteristische Morphologie aus. Diese
kann je nach Nervenzelltyp verschiedene Formen annehmen, wobei zu den primitivsten
Formen neuronaler Zellen die uni- und bipolare Anordnung der Zellfortsatze gehort. Die
indirekte Kokultivierung von Stammzellen und Hirnbiopsien hat dazu gefiihrt, dass das
Aussehen der Zellen sich veranderte und die Zellen eine Morphologie ahnlich der von uni-
und bipolaren Nervenzellen annahmen. Dieses Erscheinungsbild wurde in Zellen, die
positiv flir neuronale Marker waren, vorgefunden und war bei Stammzellen aus dem
Pankreas und der Parotis am starksten ausgepragt. Hier konnten mit bis zu 340 um bzw.
450 um die langsten Auslaufer detektiert werden. Zudem wurde in diesen beiden Popula-
tionen nach der Kokultur der héchste Expressionsanstieg von NF_M verzeichnet, dem
Neurofilament, welches mit dem Beginn des Neuritenwachstums in Erscheinung tritt
[Willard and Simon, 1983, Carden et al., 1987]. Dass es sich hierbei tatsdchlich um einen
Wachstum axondhnlicher Fortsdtze handelte und nicht um Zellschrumpfungs-
erscheinungen, wird durch einen GroRenvergleich Neurofilament-positiver Zellen auf den
immuncytochemischen Aufnahmen deutlich. Unbehandelte Stammzellen wiesen eine

durchschnittliche GréRe von etwa 70 um auf.

Ein Vergleich der SGSCs mit den SDSCs zeigt, dass die Stammzellen aus den Schweil-
drisen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene deutlicher auf die Stimulation mit
Hirngewebe reagierten als Stammzellen aus der Vollhaut. Zudem wurden mit 265 um

Lange in SGSCs starker ausgeprdgte axondhnliche Auslaufer detektiert. Dennoch, die
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Stammzellpopulationen aus den anderen glandularen Geweben (PSCs und PDSCs) wiesen

eine hohere neuronale Differenzierungskapazitat als die SGSCs auf.

Eine vorldaufige Analyse der Produktion von Neurotransmittern in den PSCs, der Stamm-
zellpopulation, die am eindeutigsten auf die Stimulation mit Rattenhirngewebe reagierte,
zeigte die Existenz des Neurotransmitters Dopamin. Dabei war das Dopamin bereits in
unbehandelten Stammzellen nachweisbar, was auf die spontane neuronale Differenzie-
rung zurlick gefihrt werden kann, und nahm durch die Kokultur von
37 pmol/ 1*10° Zellen auf 100 pmol/ 1*10° Zellen um Gber 270% zu. Dopaminerge
Neurone sind vor allem im zentralen Nervensystem zu finden (siehe 2.2.2) und spielen bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Parkinson-Krankheit eine zentrale Rolle (siehe
2.3.1). Aus diesem Grund ist die Generierung dopaminerger Neurone aus humanen
Stammzellen Forschungsschwerpunkt vieler Arbeitsgruppen. Die Vergleichbarkeit der da-
bei gewonnen Erkenntnisse ist allerdings sehr schwierig. In den Arbeiten um Liste und
Courtois wurde zum Beispiel der intrazellulare Dopamingehalt der generierten Neurone
als Masse wiedergegeben, wobei sich die Autoren leider nicht auf eine bestimmte Zellzahl
beriefen, die diese Dopaminmenge beinhaltet haben soll [Liste et al., 2004, Courtois et al.,
2010]. In anderen Arbeiten wurde die Dopaminkonzentration in Folge einer kalium-
induzierten Ausschiittung gemessen, jedoch ohne Angaben zum tatsachlichen Volumen
oder der Zellzahl zu machen, so dass man auf eine Dopaminmenge pro Zellzahl zurick-
rechnen kénnte [Zeng et al., 2004, Trzaska et al., 2007, Song et al., 2008]. Aber auch ohne
die direkte Vergleichbarkeit der produzierten Dopaminmenge ist die Tatsache, dass
Dopamin in stimulierten PSCs verstarkt zu detektieren war, ein weiterer Hinweis dafiir,

dass die Zellen sich auch funktionell einem neuronalen Zustand annaherten.

Bei der gerichteten Differenzierung ist es nicht nur wichtig, dass die gewiinschten Zell-
typen vermehrt auftreten, sondern dass Zelltypen anderer Differenzierungsrichtungen
inhibiert werden. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch die Auspragung
von glatten Muskelzellen, charakerisiert durch die Expression von a-SMA, vor und nach

der Kokultur untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Kokultivierung mit Hirnbiopsien zu
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einem Abbau bzw. Zerfall von Aktinfilamenten geflihrt hat, was auf eine Inhibierung der

mesodermalen Differenzierungsrichtung hindeutet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Kokultivierung von Stammzellen aus glan-
duldaren Geweben und der Haut des Menschen mit Hirnbiopsien der Ratte zu einer In-
duktion der neuronalen Differenzierung fiihrte, die bei den verschiedenen Stammzell-
populationen unterschiedlich stark ausgepradgt war (Tabelle 5). Diese Differenzierungs-
induktion dulerte sich in der verstarkten Expression von neuroassoziierten Struktur-
proteinen und Enzymen, einer drastischen Veranderung der Zellmorphologie, bis hin zur
Produktion des Neurotransmitters Dopamin, welche vorlaufig nur in PSCs nachgewiesen
wurde. Gleichzeitig war eine Inhibierung der myogenen Differenzierung zu beobachten.
Die unvollstandige neuronale Differenzierung konnte mit der kurzen Inkubationszeit von
48 Stunden, die die Zellen den Hirnbiopsien ausgesetzt waren, in Verbindung stehen. In
dieser Zeit ist es gelungen die Differenzierungsmaschinerie in Gang zu setzen. Die Aus-
differenzierung der Zellen zu reifen Neuronen bedarf vermutlich einer langeren Inkuba-
tionszeit. Bei der Differenzierung humaner neuraler Stammzellen zu dopaminergen
Neuronen inkubierten Anwar et al. die Stammzellen flr zwolf Tage mit striatalen Hirn-
Tabelle 5 | Auswirkungen der Kokultur auf die verschiedenen Stammzellpopulationen. Dargestellt ist die
relative Veranderung im Anteil Nestin-positiver Zellen in unbehandelten Populationen (Kontrolle) und nach
einer Kokultur mit Rattenhirnbiopsien (Kokultur) fir Stammzellen aus dem Pankreas (PSC), der Parotis
(PDSC), der Vollhaut (SDSC) und den SchweiRdriisen (SGSC). Die Anderungen der Protein- und Gen-
expression neuronaler Strukturproteine und Enzyme sind unter ,Expression neuronaler Marker” fiir die
untersuchten Stammzellpopulationen zusammengefasst. Die Auspragung axondhnlicher Strukturen und

damit die relative Lange der gebildeten Zellfortsatze ist ebenfalls dargestellt. Zeichenerkldrung: - nicht
vorhanden, + gering, +/++ gering bis maRig, ++ maRig, ++/+++ maRig bis hoch, +++ hoch.

Anteil Nestin-positiver Zellen Expression neuronaler Marker Auspragung A.).(on -ahnlicher
Ausléaufer

Kontrolle Kokultur Kontrolle Kokultur Kontrolle Kokultur
+ +4

PSC 4 +/++ ot -
PDSC R [+ ERt 4+ - o+
SDSC + +/++ + +/++ - +
SGSC s s K R - +/++

118



5. Diskussion

schnitten der Ratte [Anwar et al., 2008]. Erst dann konnten sie die Sekretion von Dopamin
detektieren. Interessanterweise wurde auch dort ein xenogenes Kokultursystem vorge-
stellt, was zeigt, dass es fiir in vitro-Versuche nicht uniblich ist, menschliche Zellen mit
Geweben aus einer Ratte zu kultivieren und so eine gerichtete Differenzierung zu

induzieren.

Um eine Aussage zur Effektivitdt des hier vorgestellten neuroinduzierenden Systems
treffen zu kénnen, ware es hilfreich gewesen, abschlieRend die gewonnen Ergebnisse mit
jenen zu vergleichen, die in der Literatur beschrieben wurden. Im Falle adulter humaner
Stammzellen wurden diese hauptsachlich mit hMSCs generiert. Der direkte Vergleich
stellte sich jedoch als problematisch heraus, da in vielen Publikationen iber hMSCs die zu
Beginn dieses Abschnitts beschriebenen Fehlinterpretationen der Ergebnisse nicht ausge-
schlossen werden kénnen. Zudem fiihren viele Autoren Tabellen auf, in denen sie aus-
sagen, dass 40 % bis 60 % der Zellen positiv fir einen neuronalen Marker waren, in der
dazugehdorigen Abbildung wird dem Leser allerdings nur eine positive Zelle gezeigt [Tao
et al., 2005]. Ebenso sind auch Abbildungen moglich, auf denen mehrere Zellen zu sehen
sind, die alle positiv flr die untersuchte Struktur angefarbt wurden [Trzaska et al., 2007].
Dabei stellt sich die Frage, ob wirklich alle Zellen diesen Marker exprimierten oder aber
Optimierungen an der immuncytochemischen Methode von Vorteil waren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde strikt darauf geachtet, dass die immuncytochemische Farbung fol-
gende Merkmale aufwies: Die angefarbte Struktur sollte charakteristisch und klar zu
erkennen sein, nicht alle Zellen sollten positiv fir die spezifischen Marker sein und die
Negativkontrolle sollte nur schwache Hintergrundfluoreszenz aufweisen. Erst wenn die
Fluoreszenzfarbungen diese Qualitatskontrolle passierten, konnte die Auswertung der
Markerexpression erfolgen. Daraus ergab sich fiir die stirkste neuronale Differenzie-
rungsinduktion, die in PSCs beobachtet wurde, nach zwei Tagen eine Ausbeute an neuro-
nalen Zellen (Neurofilament positiv) von 12 %, die sich auch in den dargestellten Abbil-
dungen widerspiegelt. Zudem kann man anhand der morphologischen Veranderungen in
Nestin-positiven Zellen (Neuroprogenitorzellen) davon ausgehen, dass deutlich mehr

Stammzellen eine neuronale Differenzierungsrichtung eingeschlagen haben, als sich an-
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hand Neurofilament-positiver Zellen aussagen lasst. Die Ergebnisse wurden zudem mit
einer weiteren Methode (quantitative PCR) untermauert und auch die verdanderte Zell-
morphologie spricht ebenfalls fiir eine gerichtete Differenzierung. So lasst sich bei der Ko-
kultur mit Hirnbiopsien zweifelsfrei von einer effektiven Methode sprechen, mit der es
erfolgreich gelungen ist, bei humanen adulten Stammzellen aus glanduldaren Geweben
und der Haut eine neuronale Differenzierung zu induzieren. Welche Faktoren diese Dif-
ferenzierung bedingt haben kénnten, wurde ebenfalls untersucht und soll im Folgenden

diskutiert werden.
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5.4 Sekretion neurotropher Faktoren durch Hirnbiopsien und Stamm-

zellen

In dem hier vorgestellten Ansatz handelte es sich um ein Kokultursystem, bei dem die
Stammzellen vom Hirngewebe durch eine porése Membran separiert waren und lediglich
das Kultivierungsmedium miteinander teilten. Daher kann man annehmen, dass I6sliche
Faktoren, die von dem Gewebe abgegeben wurden, die Stammzelldifferenzierung beein-
flussten. Um die Faktoren, die zur Stimulation der neuronalen Differenzierung beige-
tragen haben, zu untersuchen, wurde das Kultivierungsmedium auf verschiedene Wachs-

tumsfaktoren getestet.

Interessanterweise scheint es so zu sein, dass eine direkte Interaktion zwischen den
Zellen und den Hirnbiopsien stattgefunden hat, die zur Sekretion von Wachstumsfaktoren
fihrte, die weder in der Stammzellkultur noch in den alleine kultivierten Hirnbiopsien de-
tektiert werden konnten, sondern ausschlieRlich in dem Kokulturansatz nachweisbar
waren. Zu diesen Signalstoffen gehérten Wachstumsfaktoren, die bei verletzungsbeding-
ten Ablaufen im Nervensystem eine Rolle spielen und neurogene Eigenschaften besitzen
(Abbildung 39), wie beispielsweise das Amphiregulin. Nilsson et al. konnten im Dorsal-
ganglion von Mausen nach Durchtrennung des Ischiasnervs eine erhohte mRNA-
Expression von Amphiregulin nachweisen [Nilsson et al., 2005]. Zudem ist es ihnen gelun-
gen zu zeigen, dass Amphiregulin das Auswachsen von Axonen aus organotypischen Kul-
turen des Dorsalganglions stimulieren kann. Von diesen Ergebnissen ausgehend haben sie
weitere Versuche unternommen und gezeigt, dass Amphiregulin ein neurotropher Faktor
ist, der als autokrines Signal auf das Uberleben adulter Neurone Einfluss nimmt und die
Ausbildung axonaler Auslaufer férdert [Nilsson and Kanje, 2005]. Zudem konnten Falk und
Frisén belegen, dass Amphiregulin als Mitogen fiir neurale Stammzellen fungiert [Falk and
Frisén, 2002]. In dem hier prasentierten System konnte Amphiregulin ebenfalls einen
neurotrophen Einfluss auf die Stammzellen ausgelibt haben und fiir die Ausbildung der
axondhnlichen Auslaufer verantwortlich sein. Die Quelle des Amphiregulins konnte dabei
nicht eindeutig bestimmt werden, da es ausschlieRlich im Kokulturansatz detektierbar

war. Tondreau et al. konnten jedoch in neuronal differenzierten humanen Zellen
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mesenchymalen Ursprungs die Expression von Amphiregulin detektieren [Tondreau et al.,
2008], so dass zumindest die Moglichkeit besteht, dass auch pankreatische Stammzellen,
induziert durch die Hirnbiopsien, zur Sekretion des Amphiregulins beigetragen haben. Es
ware allerdings auch denkbar, dass die Stammzellen Einfluss auf die Hirnbiopsien ge-

nommen und diese zur Sekretion des Amphiregulins angeregt haben.

Neben Amphiregulin konnte auch der Granulocyte Macrophage Colony-stimulating Factor
(GM-CSF) im Medium der Kokultur von Stammzellen und Hirnbiopsien detektiert werden,
wobei sich fiir den Ursprung dieses Faktors ebenfalls die zuvor geschilderten Maoglichkei-
ten ergeben. GM-CSF ist ein Cytokin, von dem bekannt ist, dass es die Differenzierung und
Funktion hamatopoetischer Stammzellen férdert [Armitage, 1998, Kessinger and Sharp,
1998]. Es konnte aber auch anhand von Nagerzellen gezeigt werden, dass GM-CSF Einfluss
auf die Proliferation und Vitalitdat neuraler Progenitorzellen nehmen kann [Kim et al.,

2004, Huang etal.,, 2007] und die Differenzierung von neuralen Stammzellen [Kriiger

bFGF, Ar,
Ar, GM-CSF GM-CSF
POPCPHDOHPCHD®
Ar, GM-CSF

Abbildung 39 | Von Rattenhirnbiopsien und humanen Stammzellen sezernierte Wachstumsfaktoren. Mit
Hilfe eines Wachstumsfaktor-Antikérper-Arrays konnten neurotrophe Wachstumsfaktoren im Zellkultur-
liberstand nachgewiesen werden, die Einfluss auf die neuronale Differenzierung der Stammzellen genom-
men haben koénnten. Der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), der bei verletzungsbedingten Prozessen im
Gehirn sezerniert und dem eine neurogene Wirkung zugeschrieben wird, konnte auf das Hirngewebe zu-
rickgefiihrt werden. Auch dem Hepatocyte Growth Factor (HGF) wird eine Rolle als neurotropher Faktor
zugeschrieben, der ebenso wie das Insulin-like Growth Factor Binding Protein 6 (IGBFBP-6) seinen Ursprung
in den Stammzellen hatte. IGBFBP-6 weist im konfluenten Zustand einen antiproliferativen Effekt auf.
Amphiregulin (Ar), ein neurotropher Faktor, der das Auswachsen von Axonen stimulieren kann, und der
Granulocyte Macrophage Colony-stimulating Factor (GM-CSF), der positiven Einfluss auf die Vitalitat von
Neuronen nehmen kann, wurden ausschlieRlich im Kokulturansatz nachgewiesen.
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et al., 2007] und Knochenmarkzellen [Lin et al., 2007] in Neurone in vitro induziert. Diesen
Effekt konnte GM-CSF auch auf die neuronale Differenzierung glandularer und Haut-

abgeleiteter Stammzellen gehabt haben.

Ein weiterer Faktor, der auf die Differenzierung der Stammzellen Einfluss genommen
haben konnte, ist bFGF. Yoshimura et al. konnten zeigen, dass bFGF die Proliferation so-
wie die Differenzierung muriner neuraler Progenitorzellen in der Zellkultur stimuliert und
im Gehirn von Mdusen nach einer Verletzung vermehrt exprimiert wird [Yoshimura et al.,
2001, Yoshimura etal., 2003]. bFGF wurde neben dem Kokulturansatz auch in dem
Medium, in welchem ausschlieRlich Hirn kultiviert wurde, detektiert. Daher kann man an-
nehmen, dass die Hirnbiopsien auch im Kokulturansatz zur Sekretion dieses Faktors bei-
trugen. Ausloser flr die Sekretion von bFGF kdnnte die Zerteilung des Gehirns in kleine

Biopsien gewesen sein, da dieses Vorgehen einer gravierenden Hirnverletzung gleicht.

Einer der detektierten Wachstumsfaktoren, dessen Expression auf die Stammzellen
zurick gefihrt werden konnte, ist der Hepatocyte Growth Factor (HGF). HGF ist ein
pleiotropischer Wachstumsfaktor, der unter anderem die Proliferation, Morphogenese
und die Vitalitat einer Vielzahl von Zellen fordert, die Geweberegeneration und Wund-
heilung positiv beeinflussen kann und beispielsweise von mesenchymalen Stammzellen
exprimiert wird [Neuss etal., 2004]. Daneben wird HFG aber auch eine Rolle als
neurotropher Faktor und als Chemoattraktans fiir Axone von Motoneuronen zugeschrie-
ben [Ebens et al., 1996]. Zeng et al., die hESCs durch Kokultivierung mit einer murinen
stromalen Zelllinie in dopaminerge Neurone differenzierten, konnten zeigen, dass im Ver-
gleich zu den Standard-Feeder-Zellen in der stromalen Zelllinie eine sechsfach héhere
MRNA-Expression von HGF detektierbar war [Zeng et al., 2004]. In den hier beschriebenen
Versuchen koénnte das von den Stammzellen selbst sezernierte HGF, die neuronale
Differenzierung und die Ausbildung axonaler Auslaufer, welche durch die Hirnbiopsien in-

duziert wurden, verstarkt haben.

Neben HGF konnte auch die Sekretion des Insulin-like Growth Factor Binding Proteins 6

(IGFBP-6) den Stammzellen zugeschrieben werden. IGFBP-6 wird von vielen Zelltypen in
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vitro exprimiert. Darunter sind beispielsweise Myoblasten, Endothelzellen oder
Keratinocyten [Bach, 1999]. Dariliber hinaus ist bekannt, dass IGFBP-6 bei konfluentem
Zustand der Zellen einen antiproliferativen Effekt aufweist [Bach, 2005], was in Zusam-
menhang mit der untersuchten Stammzellpopulation durchaus plausibel ware, da die

Zellen sehr dicht ausgesat worden sind.

Da das verwende Medium mit fetalem Kalberserum supplementiert war, konnten be-
stimmte Wachstumsfaktoren bereits im Kultivierungsmedium detektiert werden. Unter
ihnen waren der Granulocyte Colony-stimulating Factor (G-CSF), der Insulin-like Growth
Factor Il (IGF-1l) sowie der Transforming Growth Factor beta (TGF-B). G-CSF spielt eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung myeloider Zellen, indem es Einfluss auf das Wachstum
neutrophiler Granulocytenvorldufer oder das Uberleben reifer Neutrophiler durch Inhibi-
tion der Apoptose nimmt [Welte et al., 1985, Begley et al., 1986, Hu and Yasui, 1997]. Es
konnte aber auch gezeigt werden, dass G-CSF einen protektiven Effekt auf neuronale
Vorlauferzellen haben kann, indem es den programmierten Zelltod inhibiert und die
Differenzierung dieser Zellen stimuliert [Schneider et al., 2005]. IGF-II hat generell einen
mitogenen und somit antiapoptotischen Effekt auf Zellen [Stewart and Rotwein, 1996].
TGF-B spielt bei der Inflammation und bei verletzungsbedingten Prozessen im Gehirn eine
Rolle [Lindholm et al., 1992, Allan et al., 2005]. Unter anderem wird diesem Wachstums-
faktor eine neurotrophe Funktion zugeschrieben [Ling et al., 1998, Roussa et al., 2009]. Es
ware also moglich, dass auch diese Faktoren begiinstigend auf die Kokultur-induzierte

neuronale Differenzierung der Stammzellen wirkten.

Ein weiterer Faktor, der in Folge von Hirnverletzungen hochreguliert wird, ist der Glial-
derived Neurotrophic Factor (GDNF) [Cheng et al., 2008]. Dieser Faktor wird von Astro-
cyten sezerniert, dem vorherrschenden Zelltyp im Gehirn [Schaar etal., 1993]. Auch in
dem vorgestellten Kokultursystem kénnte dieser Faktor von den Hirnbiopsien exprimiert
worden sein, wenn man annimmt, dass die Zellen im zerkleinerten Hirngewebe sich ahn-
lich wie die Hirnzellen in vivo verhielten. Bei der Detektion der Wachstumsfaktoren im

Zellkulturiberstand konnte allerdings weder im Hirn-konditionierten Medium noch im

124



5. Diskussion

Kokulturansatz GDNF detektiert werden, was jedoch auch an der Nachweisgrenze der

verwendeten Methode gelegen haben kdnnte.

Beziliglich des verwendeten Systems zur Detektion der Wachstumsfaktoren muss darauf
hingewiesen werden, dass es sich um einen humanspezifischen antikérperbasierten Chip
handelt, hier jedoch ein xenogener Ansatz untersucht wurde. Es lagen in dem analysier-
ten Zellkulturiberstand humane Wachstumsfaktoren, die von den Stammzellen sezerniert
worden sind, Wachstumsfaktoren aus den Hirnbiopsien der Ratte und bovine Wachs-
tumsfaktoren aus dem fetalen Kadlberserum vor. Dass Wachstumsfaktoren eine hohe
Kreuzreaktivitat aufweisen, lasst sich alleine an der Tatsache, dass fetales Kalberserum
routinemallig zur Kultivierung von Zellen jeglicher Spezies verwendet wird, ableiten
[Gimbrone et al.,, 1974, Evans and Kaufman, 1981, Ciba et al., 2008]. Zudem sind viele
Wachstumsfaktoren evolutionar stark konserviert [Hallb66k et al., 1991, Collett-Solberg
and Cohen, 1996, Derynck and Feng, 1997, Ornitz and Itoh, 2001]. Daher kann man an-
nehmen, dass es eine Kreuzreaktivitat der Wachstumsfaktoren der Ratte mit den Rezep-
toren der humanen Zellen, ebenso wie mit den Antikdrpern auf dem humanspezifischen

Wachstumsfaktor-Antikérper-Array gegeben hat.

Mit Hilfe dieses Arrays ist es daher gelungen, Wachstumsfaktoren im Zellkulturiberstand
der zusammen und separat kultivierten Stammzellen und Hirnbiopsien zu detektieren. Fir
diese Faktoren konnten neurotrophe Wirkungen aufgezeigt werden, die fiir die neuronale
Differenzierung der Stammzellen verantwortlich gewesen sein kdnnten. Interessanter-
weise zeigte sich auch, dass es eine direkte Interaktion zwischen den Stammzellen und
den Hirnbiopsien gab, die zur Ausschittung zusatzlicher Faktoren mit neurotrophen Ei-

genschaften fiihrte.
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5.5 Fazit und Ausblick der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, Nestin-positive Zellen aus humaner
Haut Uber gezielte Isolation von Stammzellen aus SchweiRdriisen anzureichern. Diese
Stammzellpopulation konnte ohne Anderungen in der Expression dieses

Intermediarfilaments unter Standardbedingungen lber viele Passagen kultiviert werden.

Ein Vergleich dieser neuartigen Stammzellpopulation mit glanduldaren Stammzellen aus
dem Pankreas und der Parotis und mit Stammazellen, die aus der Vollhaut gewonnen wur-
den, hat qualitativ eine hohe Ubereinstimmung in der Gen- und Proteinexpression von
stammzellspezifischen Markern und Markern der drei embryonalen Keimblatter Ekto-
derm, Mesoderm und Endoderm ergeben. Weitere Analysen, wie eine Untersuchung von
spezifischen Oberflachenmolekiilen mittels Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS), die
Bestimmung des Wachstumsverhaltens der Stammzellpopulationen Uber Wachstums-
kurven und die Untersuchung des Differenzierungspotentials in die mesodermale oder
endodermale Richtung kénnten einen detaillierteren Einblick in die Vergleichbarkeit

dieser Stammzellpopulationen geben.

In dieser Arbeit wurde das neuroektodermale Differenzierungspotential von PSCs, PDSCs,
SDSCs sowie SGSCs untersucht. Dabei wurde nicht nur die spontane Differenzierungs-
kapazitdt aufgezeigt, sondern die Differenzierung in Nervenzellen {iber eine
Kokultivierung mit Rattenhirnbiopsien gezielt induziert. Diese Differenzierungsinduktion
konnte sowohl {iber eine Anderung der Zellmorphologie, den Anstieg neuroassoziierter
Strukturproteine als auch Uber eine Zunahme der Genexpression von neurospezifischen
Enzymen belegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass PSCs starker auf die Stimulation
reagierten als PDSCs und dass Stammzellen die aus SchweiRdriisen isoliert wurden und
Uber einen sehr hohen Nestin-Anteil verfligten, starker in die neuronale Richtung
differenzierten als eine Mischpopulation von Stammzellen aus der Vollhaut. Zudem
konnte in den PSCs nach der Kokultur ein starker intrazellularer Anstieg des Neurotrans-
mitters Dopamin aufgezeigt werden. Einen eindeutigen Nachweis fiir die Funktionalitat

der generierten neuronalen Zellen kann nur eine induzierte Ausschiittung von Neuro-
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transmittern zusammen mit der Messung der Reizfortleitung mit Hilfe der Patch-Clamp-

Technik oder eines Multielektroden-Arrays erbringen.

Die Analyse der potentiellen Faktoren, die zu der gezielten neuronalen Differenzierung
der Stammzellen beitrugen, ergab, dass es sich Uberwiegend um Faktoren mit einer
neurotrophen Wirkung handelte. Mit Hilfe des verwendeten Wachstumsfaktor-Anti-
korper-Arrays konnte jedoch nur eine limitierte Anzahl der moglichen Wachstums-
faktoren, die tatsachlich in die Differenzierungsprozesse involviert waren, untersucht
werden. Daher muss die Analyse der Faktoren noch ausgeweitet werden und beispiels-
weise mit Hilfe eines Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) eine quantitative Un-
tersuchung durchgefiihrt werden. So waren genauere Aussagen zu den Faktoren, die eine
zentrale Rolle in der Differenzierungsinduktion spielen, moglich. Vorab ist es allerdings
auch denkbar, die Wirkung einzelner bisher detektierter Faktoren auf die Differenzierung

der glanduldren und Haut-abgeleiteten Stammzellen zu untersuchen.

Insgesamt stellt das Kokulturmodell mit Stammzellen und Hirnbiopsien ein gutes in vitro-
Modell dar, um das Verhalten der Stammzellen nach einer Transplantation im Rahmen
neuroregenerativer zellbasierter Therapien vorherzusagen. Es zeigt das Differenzierungs-
verhalten der Stammzellen in unmittelbarer Umgebung des Zielgewebes und der sezer-
nierten Faktoren. Eine mogliche Erweiterung dieses Modells wiirde die direkte Kultivie-
rung der Stammzellen auf Hirnschnitten darstellen, wodurch die Integritat der Zellen in

das Zielgewebe untersucht werden kénnte.

Eine wesentliche Voraussetzung flir den Einsatz humaner Stammzellpopulationen bei
zellularen Therapien ist die Erreichbarkeit und Verfligbarkeit der Spenderorgane. Das ist
insbesondere bei Stammzellen aus der Vollhaut und den Schweilldrisen, aber auch bei
Stammzellen aus der Parotis gegeben. Das sehr hohe neuronale Differenzierungspotential
pankreatischer Stammzellen besitzt hingegen viel Potential zur Entwicklung von in vitro-

Testsystemen, beispielsweise zur Testung von Medikamenten.
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8.3 Master-Urkunde

Die Technisch-Naturwissenschaftliche Fakultit
der Universitit zu Liibeck

The Faculty of Technology and Natural Sciences
of the University of Liibeck

verleiht / awards to

Anna Emilia Petschnik

geboren am 04.11.1981 in Berlinchen den akademischen Grad eines
born on 4 November 1981 in Berlinchen the degree

Master of Science (M. Sc.)

nachdem sie den Master-Studiengang ,,Molecular Life Science* mit der Gesamtnote
gut (1,8)

abgeschlossen hat.

for she has successfully finished the Master’s Program “Molecular Life Science”
with the final grade

good (1.8).

Liibeck, 17.10.2006

Der Vorsitzende des Priifungsausschusses und Dekan der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit
The Chairman of the Examination board and Dean of the Faculty of Technology and Natural Sciences

. Hartmann

Dieses Zeugnis basiert auf der Priffungsordnung fur Studierende des Masterstudienganges ,Molecular Life Science* der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit der
Universitit zu Libeck vom 01.10.2005. Der Studiengang wurde entsprechend den staatlichen Richtlinien durch die ASIIN am 24.06.2003 akkreditiert.

This certificate is awarded under the examination regulations dated 1 October 2005 for Students of the Master Program “Molecular Life Science" as issued by the Faculty of
Technology and Natural Sciences of the University of Lilbeck. This program was aceredited by the ASITN on 24 June 2003 in accordance with government directives.
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