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1. Einleitung

1.1. Neurodegenerative Erkrankungen

Mit zunehmender Seneszenz des menschlichen Organismus nimmt die Zellalterung und
der Zelluntergang im Gewebe mehr und mehr zu. Dabei iiberwiegt der Zellverlust, aber es
findet auch eine ungeniigende Regeneration und ein Ersatz der verlorenen Zellen statt. Am
Ende steht ein Nettozellverlust und eine insuffiziente physiologische Funktion der
gealterten Zellen. Die Leistungsfahigkeit des Gewebes bzw. Organs nimmt ab (Chen 2007;
Pekovic 2008). Dieser Alterungsprozess findet auch im Nervensystem statt. Diesen
Nettozellverlust und den damit verbundenen Funktionsverlust im Nervensystem bezeichnet
man als Neurodegeneration. Klassische Vertreter neurodegenerativer Erkrankungen wie
Demenz, Morbus Parkinson und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) haben in unserer dlter
werdenden Gesellschaft eine zunehmende Privalenz (Elbaz 2008; Qiu 2007). Zur Zeit
stehen flir diese Erkrankungen wenige und auch nur symptomatische Therapien zur
Verfligung. Die mit fortschreitender Krankheit einsetzende Resistenz gegeniiber
derzeitigen Therapiemdglichkeiten fiihrt zu einem wachsenden Bedarf an neuen

alternativen bzw. kurativen Therapien (Chase 2000).

1.2. Transplantationsversuche mit Stammzellen beim Morbus Parkinson

Bei der Parkinson Erkrankung kommt es zu einem Zellverlust in der A9 Region der
Substantia Nigra pars compacta. Dieser Verlust an dopaminergen Zellen fiihrt zur
klassischen Parkinson Trias: Akinese, Rigor, Tremor. Durch diesen klar umschriebenen
Bereich und sehr spezifischen Zelltyp eignet sich diese Erkrankung fiir die Erforschung
einer Transplantationstherapie in besonderem Malle. Eine Therapiehypothese geht davon
aus, den Neuronenverlust zu kompensieren, indem man die degenerierten Zellen ersetzt
und deren physiologische Funktion wieder herstellt. Dabei gibt es verschiedene
Moglichkeiten, wie diese Transplantation durchgefiihrt werden kdénnte. Zum einen mit
Gewebe mesenenzephaler Herkunft (Freed 2001) oder mit Stammzellen verschiedener

Provenienz (Hermann 2004).



Forschergruppen weltweit haben diverse Transplantationsversuche an Menschen mit
Parkinson Erkrankungen und an Parkinson Modellmiusen durchgefiihrt. Dabei kamen
verschiedene Zelltypen und Verfahren zum Einsatz. Die ersten Versuche am Menschen
wurden mit fetalem humanen dopaminergen Gewebe durchgefiihrt. Dabei konnte eine
signifikante Verbesserung der Symptome bei jiingeren Patienten (jiinger als 60 Jahre), d.h.
bei Transplantierten vs. Nicht-Transplantierten gezeigt werden. (Clarkson 2001; Freed
2001). In Positronen-Emssions-Tomographie (PET) und post mortem Untersuchungen
nach Transplantation konnte gezeigt werden, dass sich die Zellen im Striatum anreichern
(Olanow 2009).

Es gibt jedoch zahlreiche Bedenken gegeniiber dem Einsatz solchen fetalen Gewebes.
Beispiele sind ethische Bedenken bei der Gewinnung der dopaminergen Zellen aus
Spendern, AbstoBungsreaktionen und die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten (Boer
1994; Hoffer 91).

Als Alternative wird am Einsatz von adulten Stammzellen fiir die Transplantationstherapie
geforscht. Dabei konnen die Zellen iiber unterschiedliche Mechanismen einen Benefit auf
die pathologischen Verdnderungen bei neurodegenerativen Erkrankungen bewirken. Zum
einen durch Ersatz der untergegangenen Zellen in foto oder disseminiert. Eine weitere
Moglichkeit ist die Produktion von Zytokinen durch die applizierten Zellen, die dann die

noch verbliebenen Zellen schiitzen konnten (Phinney 2005).

1.3. Stammzellen

Der Begriff Stammzelle wird verwendet fiir eine Zelle die 2 Eigenschaften aufweist: 1) die
Fahigkeit, sich iiber einen langen Zeitraum selbst zu erneuern bzw. zu proliferieren und 2)
die Moglichkeit in verschiedene Zelltypen auszureifen (Differenzierung) (McKay 1997;
Scheffler 1999). Diese Differenzierung spiegelt sich in der Zellmorphologie, dem
Genexpressionsprofil, der Funktion u.v.a. Eigenschaften wieder (Tosh 2002).

Die Stammzellen unterscheiden sich hinsichtlich des Potenzials, in verschiedene Zelltypen
auszureifen. Je weiter die Entwicklung innerhalb des Organismus voranschreitet, umso

mehr verlieren Stammzellen ihr Differenzierungspotential.



1.3.1. Embryonale Stammzellen

Totipotente Stammzellen konnen sich in alle der im Organismus vorkommenden Zellen
differenzieren. Dies trifft aber nur auf die befruchtete Eizelle zu. Diese Totipotenz bleibt
bis zum 8-Zell-(Blastomeren-)Stadium erhalten. Zur Gewinnung von totipotenten
embryonalen Stammzellen (ESC) werden bis zu diesem Stadium, das ungefdhr am 3. Tag
postconceptionem endet, aus dem heranreifenden Embryo Zellen entnommen. Diese
besitzen noch die Fahigkeit, einen vollstindigen Organismus zu bilden (Cowan 2004).

Zellen nach dem 8-Zellstadium haben noch die Fihigkeit, jeden Zelltyp der drei
embryonalen Keimblitter zu bilden, beginnen sich aber schon voneinander zu
unterscheiden. Meist werden ESC jedoch aus der inneren Zellmasse der Blastula, einem
spateren Stadium, gewonnen. Sie konnen sich ebenfalls in jeden Zelltyp aller drei
Keimblaitter differenzieren, konnen aber keinen vollstindigen Organismus mehr bilden
(ihnen fehlt das Vermogen zur Bildung von Trophoblasten); sie sind pluripotent. (Nagy
1993; Mountford 1998). Ein grofles Problem bei der Verwendung von ESC zur
Behandlung von Neurodegeneration ist neben ethischen und rechtlichen Einschrinkungen

die Gefahr der erhohten Bildung von Teratomen (Thomson 1998).

1.3.2. Embryonale Keimbahnzellen

Die Vorlduferzellen der Ei- und Samenzellen in der Embryonalentwicklung werden als
primordiale Keimbahnzellen bezeichnet. Man kann nach induziertem Abort aus Feten

diese Zellen extrahieren und so embryonale Keimbahnzellen gewinnen (Kerr 2006).

1.3.3. Fetale Stammzellen

Fetale Stammzellen werden als Stammzellen im Stadium zwischen embryonalen und
adulten Stammzellen betrachtet. Thre Plastizitidt und Differenzierungspotenz ist geringer als
die von ESC. Sie konnen aus fetalem Blut, der fetalen Leber, Niere, Lunge, dem fetalen

Gehirn oder aus dem Amnionwasser gewonnen werden (Guillot 2006).



1.3.4. Adulte Stammzellen

Auch im adulten Organismus kommen in den meisten Geweben Stamm- und
Progenitorzellen vor, um den Verlust an somatischen Zellen infolge intrinsischer oder
extrinsischer Ursachen zu kompensieren, beispielsweise die lebenslange Hématopoese.
Adulte Stammzellen besitzen eine stark restringierte Potenz zur Genese verschiedener
Zelltypen, die sich auf Zellen ihres eigenen Keimblatts beschrinkt; sie sind multipotent.
Als Progenitorzellen, die wiederum aus Stammzellen hervorgehen, bezeichnet man jene
Zellen, die zwar noch proliferieren koénnen (in vielen Fillen sogar viel stirker als
Stammzellen selbst), sich aber nur mehr zu einem Zelltyp differenzieren konnen. Beispiele
sind: Astroblasten oder Erythroblasten (Pekovic 2008).

Zwei in Hinblick auf diese Doktorarbeit besonders interessante adulte Stammzelltypen sind

die mesenchymalen und die neuralen Stammzellen.

1.3.4.1. Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSC) konnen unter anderem aus Knochenmark (Prockop
1997), peripherem Blut (Kuznetsov 2001), Muskeln (Lee 2000), Gefden (Brighton 1992),
Haut (Mizuno 1996) und Fettgewebe (Zuk 2001) gewonnen werden. Friedenstein zeigte als
Erster die Fahigkeit von aus Knochenmark gewonnen Zellen auf, osteogen differenzieren
zu konnen (Friedenstein 1961) und bewies damit ihre Stammzelleneigenschaften.

Die International Society for Cellular Therapy (ISCT) hat 3 Kriterien vorgeschlagen, um
MSC zu charakterisieren. Erstens miissen sie adhdrent an Plastik wachsen, wenn sie in
Kultur angeziichtet werden. Dies ermdglicht gleichzeitig auf einfachem Wege, die Zellen
von in Suspension wachsenden hidmatopoetischen Stammzellen zu trennen. Zweitens
miissen die MSC-Populationen positiv auf multiple Marker wie CD105, CD73 und CD90
sein und diirfen nicht hdmatopoetische Antigene wie CD45, CD34 bzw. Marker fiir
Monocyten/Makrophagen und B-Zellen exprimieren. Drittens miissen die Zellen in der
Lage sein, in vitro unter Standard-Differenzierungsbedingungen Osteozyten, Adipozyten
und Chondrozyten zu bilden. Die Zellen sind damit eine Subgruppe von
Knochenmarksstammzellen und keinesfalls homogen. Es gibt bis dato keinen eindeutigen

Marker, um MSC zuverléssig zu identifizieren (Dominici 2006; Docheva 2007).



1.3.4.2. Neurale Stammzellen

Die Entdeckung der Neurogenese und des Vorhandenseins von Neuralen Stammzellen
(NSC) im Bereich des Gyrus dentatus hippocampi und der subventrikuldren Zone des
lateralen Ventrikels im adulten Gehirn (Altmann 1965 und 1969; Goul 1999; Erikkson
1998) fiihrte zur Idee, diese Zellen fiir die Therapie neurodegenerativer Erkrankung zu
verwenden (Hermann 2004). Neurale Stammzellen werden definiert durch die Fahigkeit, in
die 3 Haupttypen neuraler Zellen zu differenzieren: Astrocyten, Neurone,
Oligodendrocyten. Es gibt keinen spezifischen Marker fiir neurale Stammzellen.
Verschiedene Studien haben vielmehr eine Reihe von Proteinen ( Oberflichenantigene,
Zytoskelettproteine und Transkriptionsfaktoren)  gefunden, anhand derer sie NSC
identifizieren (Gage 2000; Sawamoto 2001; Uchida 2000).

Ein grofles Problem ist die Gewinnung von NSC. So briduchte man fiir eine allogene
Transplantation mehrere fetale Gehirne, um eine ausreichende Menge an Zellen zu
extrahieren, was eine autologe Transplantation von vornherein ausschlief3t.

Es finden sich Hinweise, dass adulte gewebespezifische Stammzellen nicht auf ihr
Keimblatt restringiert sind, sondern sich unter gewissen Umstdnden in Zelltypen anderer
Gewebe bzw. Keimblitter differenzieren konnen (Hermann 2004). Da MSC leicht zu
isolieren sind und sich gut in Kultur ziichten lassen, entstand die Idee, aus MSC NSC zu
gewinnen. Erste Versuche in diese Richtung wurden von Woodbury und Sanchez-Ramos
2000 durchgefiihrt. Unter dem Einfluss verschiedener chemischer Agenzien und
Wachstumsbedingungen wurde eine neurale Differenzierung der MSC induziert, die
daraufthin neuronale und gliale Marker exprimierten (Sanchez-Ramos 2000; Woodbury

2000).

1.4. Transdifferenzierung und Konvertierung

Zellen konnen verschiedene Umwandlungsprozesse durchlaufen. Zur genaueren
Unterscheidung bietet sich folgende Nomenklatur an (Hermann 2006; Tosh 2002; Habisch
2008):

Metaplasie ist die Umwandlung eines Zelltyps in einen anderen. Der Begriff umfasst

Dedifferenzierung, Transdifferenzierung und die Umwandlung zwischen undifferenzierten



Stammzellen verschiedenen Gewebes. Oft flihrt die Metaplasie zu atypischen oder
dysplastischen Zelltypen.

Dedifferenzierung beschreibt den Prozess, durch den eine Zelle in einen weniger
differenzierten Zustand umgewandelt wird. Differenzierung ist nicht immer ein ,one way’
Prozess. So konnen auch vollig ausdifferenzierte Zellen, etwa infolge von Mutationen,
dedifferenzieren bzw. entarten, und fiihren unter Umstéinden zur Tumorgenese.
Transdifferenzierung ist definiert als die Umwandlung eines differenzierten Zelltyps in
einen anderen differenzierten Zelltyp sowohl mit als auch ohne zusétzlich
zwischengeschalteter Zellteilung. Ein spezieller Fall der Transdifferenzierung ist die
Umwandlung von Zellen oder Stammzellen einer bestimmten Keimblatt-Herkunft in
Zellen eines anderen Keimblatttyps, die als transgerminale Umwandlung bezeichnet wird,
zum Beispiel die Umwandlung von MSC mesodermalen Ursprungs in NSC-dhnliche
Zellen ektodermalen Ursprungs (Hermann 2004; Lee 2003). Dahingegen wird die
Umwandlung multipotenter Stammzellen einer bestimmten Entwicklungslinie innerhalb
des gleichen Keimblatts als translineare Umwandlung (translinear conversation)
bezeichnet.

Der Begriff ,,Konvertierung® bzw. ,transgerminale Konvertierung* bezeichnet die unter
genau definierten Bedingungen durchgefiihrte Umwandlung von Stammzellen in einen
Zelltyp, den man aufgrund der Limitation auf bestimmte Markerproteine und anderer
Eigenschaften (im Falle der MSC-Konvertierung etwa der Synthese einiger
Neurotransmitter, sowie der elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen) in Bezug
auf das Ausmal der transgerminalen Umwandlung nicht genau bestimmen kann.

Zur Konvertierung wurden und werden verschiedene Protokolle verwendet. Eine Ubersicht
bietet Hermann (Hermann 2006). Das von Hermann entwickelte und von uns weiterhin
angewandte Protokoll verwendet ein serumfreies Medium (das angereichert ist mit einer
Reihe von Vitaminen, Hormonen u.a. Zusatzstoffen, die fiir eine serumfreie Kultur
optimiert sind), hypoxische Kulturbedingungen sowie die Wachstumsfaktoren Epidermal
Growth Factor (EGF) und Fibroblast Growth Factor (FGF2). Das Protokoll wird zu den 2-
Schritt Protokollen gezdhlt. Dieses zeigte in vergleichenden Experimenten signifikantere
morphologische Verdnderungen und eine Expression einer Reihe von neuralen
Markergenen (Hermann 2006). Unter Anwendung dieses Protokolls zeigen sich
Verdanderungen von MSC in Richtung eines NSC-dhnlichen Zelltyps (mNSC = , MSC-
derived NSC-like cells*) (Hermann 2004).



1.5. Messung der Proliferation mittels Bestimmung der Zellzyklusverteilung

Eine gute Messmethode fiir Zellproliferation und Apoptose stellt die Bestimmung der
Zellzyklusverteilung mittels fluorescence activated cell sorting (FACS) dar. Der Zellzyklus
kann in 4 Phasen eingeteilt werden. In der S-Phase wird die chromosomale DNA repliziert.
In der M-Phase (=Mitose) werden die Chromosomensétze getrennt. Zwischen der S- und
M- Phase gibt es eine Pause, die G, Phase. Vor der S-Phase die G; bzw. Gy Phase
(entspricht einer langen G; Phase und findet sich in Gewebe mit wenig Teilung) (Schmidt,
Unsicker 2003). Zellen die proliferieren, finden sich dabei in der S und G,/M-Phase,
apoptotische Zellen in der Sub-G;-Phase. Durch durchflusszytometrische Messung nach
Fixierung der Zellen und Féarbung mittels Propidiumiodid konnen die einzelnen Phasen des
Zellzyklus einer Zellpopulation quantitativ erfasst werden (Hanon 1996). Fiir ein Beispiel
einer Zellzyklusmessung siche Abbildung 3 auf Seite 24. Eine weitere Moglichkeit den
Anteil proliferierender Zellen zu messen ist die Inkubation der Zellen mit
Bromdesoxyuridin (BrdU). Dieses Nukleosid-Analogon wird wihrend der S-Phase in die
DNA eingebaut. Dieses kann anschlieBend mittels spezifischer Antikdrper

immunhistochemisch nachgewiesen werden (Habisch 2010; Hao 2004).

1.6. Messung von Nekrose und Apoptose

Apoptose ist ein mehrstufiger Prozess mit reversiblen wie auch irreversiblen Schritten. In
einem frilhen Stadium kommt es aufgrund der zunehmenden Inaktivitit der sog.
Floppasen, Enzyme, die fiir eine stindige Anreicherung von Phosphatidylserin u.a.
Phospholipide in der Zellmembraninnenseite sorgen, zur relativen Anreicherung von
Phosphatidylserine (PS) an der Membranauf3enseite. Annexin V ist ein Protein, das als
solches (die noch intakte) Zellmembran nicht passieren kann und nun an der ZellauBenseite
an PS bindet. Verbindet man nun den Nachweis von PS mittels Fluorescein (FITC)-
gekoppeltem Annexin V mit einer Propidiumiodid-Féarbung (letzteres kann als recht grof3es
geladenes Molekiil die Zellmembran erst nach deutlicher Schiadigung derselben passieren),
kann man mit dem FACS den Anteil frith- und spatapoptischer bzw. nekrotischer Zellen

messen.



1.7. CUB domain —containing proteinl (CDCP1)/CD318

CDCP1 auch bekannt als CD318 oder Trask (Transmembrane and associated with src
kinases) wird auf MSC und Neuralen Progenitor Zellen (NPC) exprimiert. Es findet sich
desweiteren auf hdmatopoetischen Stammzellen (HSC/CD 34"). Gleichzeitig wird CDCP1
auch als Marker fiir verschiedene Krebszellen und Krebsvorldufer betrachtet. Biihring
postuliert, dass CDCP1 als genereller Stammzellen Marker betrachtet werden kann (Conze

2003; Biihring 2004).

1.8. Neurotrophe und kleinmolekulare Substanzen

Neurotrophe Wachstumsfaktoren sind Stoffe, die wihrend der Neurogenese und im adulten
Gehirn Wachstum und Differenzierung neuraler Stammzellen steuern und die Funktion
neuronaler Zellen modulieren.

AuBerdem werden sie fiir verschiedene Konvertierungsprotokolle eingesetzt, wie auch in
der vorliegenden Arbeit. In Tabelle 1 findet sich die Auswahl der verschiedenen
verwendeten Wachstumsfaktoren und kleinmolekularen Substanzen sowie deren speziellen

physiologischen und zelluldiren Wirkungen.

Tabelle 1.: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Wachstumsfaktoren und kleinmolekularen
Substanzen sowie deren speziellen physiologischen und zelluliiren Wirkungen. MSC: Mesenchymale Stammzellen;
NSC: Neurale Stammzelle; trk: Tyrosin-Kinase ; Oct-4: Octamer binding transcription factor4 ; Klf4: Krueppel-like
factor 4 ; Dppa: Developmental pluripotency associated genes ; L-Dopa: L-3,4-Dihydroxyphenylalanin.

Faktor Name; Funktion

FGF 2 Fibroblast Growth Factor 2 spielt eine wichtige Rolle wéhrend der
Embryonalentwicklung. Es unterstiitzt Differenzierung, Proliferation und
Migration. Fiir FGF2 gibt es verschiedene Rezeptoren, als nahezu einziger
der FGF Familie gibt es auch einen vom neuralen Typ (Ornitz 2001;
Ortega 1998). Neurale Progenitorzellen kénnen aus NSC generiert
werden, FGF2 ist der wichtigste Uberlebensfaktor von NSC in Kultur
(Hsu 2007). Knochenmarks-MSC konnten in Gegenwart von FGF2 in
NSC-édhnliche Zellen konvertiert werden (Herrmann 2004; Lee 2003;




Sanchez-Ramos 1998 und 2002).

EGF

Epidermal Growth Factor ist ein sehr potentes Mitogen. Es wird zur
Aufrechterhaltung der Proliferation im  Konvertierungs-  bzw.
Transdifferenzierungsmedium verwendet (Hermann 2004; Lee 2003;

Sanchez Ramos 1998).

LIF

Leukaemia inhibitory factor iibt pleiotrophe Effekte auf verschiedene
Zelltypen aus. Es aktiviert Zielgene, die mit Uberleben, Proliferation,
Differenzierung und Differenzierungshemmung zusammenhingen (Hsu
2007).

LIF fiihrt zur partiellen Differenzierung primitiver NSC, desweiteren zur
Differenzierung glialer Progenitorzellen (Astroblasten) in Astrocyten (Hsu
2007) und in vivo zur Expansion von Progenitorzellen aus dem

Knochenmark (Curfs 1997).

TSA

Trichostatin A modifiziert Chromatin, indem es die Histon-Deacetylasen
hemmt. Dies fiihrt zur Hoch — und Runterregullierung sehr vieler Gene.
Es induziert unter anderem verschiedene Stammzellgene und mit
Pluripotenz assoziierte Gene (Ruau 2008). Alexanian benutzt es flir sein

Konvertierungsprotokoll (Alexanian 2008).

VPA

Das Antiepileptikum Valproinsdure beeinflusst das kortikale neuronale
Wachstum und die Neurogenese (Hao 2003). Es ist Teil des
Induktionsprotokolls von Safford (Safford 2002), durch das MSC in
Zellen mit neuronenartiger Morphologie konvertiert werden. Wichtig
aullerdem (deshalb hier verwendet): Es hemmt die DNA-Methylierung

und ermoglicht dadurch u.U. eine Dedifferenzierung.

Retinsdure

Vitamin A-Metabolit, der an zahlreichen Differenzierungsvorgingen
wiéhrend der Embryonalentwicklung beteiligt ist. So fordert er etwa die
Differenzierung von ESC zu Neuronen (Schuldiner 2001). Zur
Konvertierungsinduktion wird sie bei Bellichi (Bellichi 2004) und

Sanchez-Ramos (Sanchez-Ramoz 2000) eingesetzt.

BDNF

Bone derived neurotrophic factor bewirkt axonale Zweigbildung,

Dendritenwachstum, und hat neuroproliferative Eigenschaften durch




Wirkung auf TrkB-Rezeptoren (Lu 2005). Es ist Teil des

Differenzierungsprotokolls von Sanchez-Ramoz (Sanchez-Ramoz 2000).

SHH Sonic Hedgehog fordert die Proliferation von NSC im adulten Enzephalon
(Palma 2005). Fordert die Entwicklung von mulitpotenten Neuralleisten-
Progenitorzellen mit dem Potential, mesenchymale und neurale Zellreihen
zu bilden (Calloni 2007).

FGF 8 Fibroblast Growth Factor 8 reguliert Wachstum und Polaritdt wihrend der

Mesenzephalon Entwicklung (Lee 1997). Lee verwendet es in seinem
Multi — Step Differenzierungsprotokoll bei Gesamtknochenmarkszellen

(Lee 2003).

5-Azacytidin

Gehort, wie auch Trichostatin A, zu den Chromatin-modifizierenden
Stoffen, wodurch Pluripotenz assoziierte Gene wie Oct4, Nanog, K1f4 und
Dppa 2,3,4,5 reaktiviert werden sollen (Ruau 2008).

Verwendet von Alexanian als epigenetischer Modifier zur ,,Neuronalen

Induktion* von MSC aus Knochenmark (Alexanian 2008).

Dopamin

Wird u.a. in den Neuronen der Substantia nigra pars compacta durch die
Dopamindecarboxylase aus der Vorstufe L-Dopa umgewandelt. Wichtig
fiir die Bewegungssteuerung innerhalb des Nigro-striatalen Systems.
Moduliert die Neurogenese; stark proliferierende Neuronen Vorldufer
exprimieren Dopamin Rezeptoren und wachsen in Kultur durch

Aktivierung der Dopamin Rezeptoren schneller (Hoglinger 2004).

1.9. Ziel der vorliegenden Doktorarbeit

Um Zellen therapeutisch nutzbar zu machen, miissen sie unter den Bedingungen der

Konvertierung eine gute Proliferation aufweisen. Dies ist eine wichtige Voraussetzung, um

die Zellen schnell und gut anreichern zu kdnnen. Proliferation ist ein guter Marker fiir die

Vitalitdt von Zellen. Eine schon geschidigte Zelle kann kaum einen therapeutischen Effekt

bewirken. Die Zellen sollen nach Transplantation in den Organismus lédngerfristig

iiberleben und daher schon vorher gute Proliferationsraten aufweisen. Hohere

Proliferationsraten konnten zudem eine Dedifferenzierung beglinstigen.
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Auf der anderen Seite bedeuten gerade die Bedingungen der Konvertierung mit
Serumentzug, die fehlende Moglichkeit fiir die Zellen adhirent zu wachsen und die
Reduktion von Sauerstoff einen hohen Stress fiir die Zellen. Daher sollte das
Konvertierungsprotokoll auf die Verwendung weiterer Wachstumsfaktoren ausgeweitet
werden. Verbesserte Kulturbedingungen (evaluiert durch Messung der Proliferations- bzw.
Apoptoserate) sollten eine effizientere Umwandlung von MSC zu NSC bewirken.

In einem ersten Schritt wurde die Zellzyklusmessung fiir die Zellen unter den spezifischen
Bedingungen der pro-neuralen Konvertierung etabliert. Zum Vergleich wurde mit
immunhistochemischen Farbungen die Proliferation gemessen.

In einem néchsten Schritt wurden in einer Art Screening die verschiedenen
Wachstumsfaktoren darauthin getestet, ob sich Verdnderungen im Zellzyklus zeigen.

Fir ein Set ausgewéhlter Wachstumsfaktoren, die uns von besonderem Interesse
erschienen, wurde deren Einfluss auf die Apoptose der Zellen wihrend der Konvertierung
mittels Annexin V-Firbung genauer quantifiziert und die CDCP1 (CD318) Aktivitét als

Hinweis fiir allgemeine Stammzelleigenschaft gemessen.

Im Rahmen der Promotionsarbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1) Erhoht sich die Proliferation durch die Konvertierung?

2) Wie hoch ist die Proliferations- bzw. Apoptoserate bei Zellen, die adhdrent, im
Vergleich zu solchen, die in Suspension konvertiert wurden, da gerade der
Adhérenzverlust bei vielen Zellen zum Absterben fiihrt?

3) Verdndert sich die Zellzyklus-Verteilung in  Anwesenheit  weiterer
Wachstumsfaktoren? Bzw. findet sich ein Wachstumsfaktor, der die Proliferation
erhoht oder Apoptose verringert und dadurch Ziel weiterer Untersuchungen sein
konnte?

4) Kann man dann das Protokoll auf weitere Faktoren ausweiten ohne einen hohen
Zellverlust zu erhalten?

5) Veréandert sich die Morphologie unter dem Einfluss weiterer Substanzen?

6) Exprimieren mesenchymale Stammzellen unter Zugabe von den Faktoren TSA,

BDNF oder LIF wéhrend der Konvertierung vermehrt CD318?
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2. Material und Methoden

2.1. Materialliste

Substanzen und Material

IM Salzséure (HCI)

5-Acacytidin (5-AC)

AK — Mouse Anti BrdU

Alexa 488 AK

Alexa Orange

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(ab 14085)

Aqua B. Braun, Ecotainer (1000ml)

Aqua dest. (H,0)

Axiovert 25 Mikroskop

Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
Bench Hera Safe

Boratpuffer, pH 8,4

Bromdesoxyuridin (BrdU)

CD 318 anti-human Mouse IgG1-FITC
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (+4,5¢ Glucose, +Glutamax,
+Pyruvat)

Duranflaschen, 100ml, 250ml, 500ml
Epidermal Growth Factor (EGF)
Ethanol/Eisessig (95/5% v/v)

Falcon R6hrchen 15ml Blue Max jr.

12

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics, Miinchen
Molecular Probes (Invitrogen)
Molecular Probes (Invitrogen)

Abcam, USA

B. Braun, Meslungen
Milipore, Schwalbach

Carl Zeiss, Jena

Reliatech, Wolfenbiittel
Heraeus, Hanau
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biolegend, Santa-Cruz, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Colbe

GIBCO Invitrogen, Darmstadt

Schott, Mitterteich
Reliatech, Wolfenbiittel
Sigma-Aldrich, Steinheim
Becton -  Dickinson

Heidelberg

GmbH,



Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)
Calibur

Fetal Bovine Serum (FBS)

Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2)
Fibroblast Growth Factor 8 (FGFS)

Glasline Kiihlschrank

Goat Serum

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Kiihlschrank Premium

Kulturflasche Nunclon 25¢m?

Kulturflasche Nunclon 75¢m?

Kulturflaschen 75¢cm’
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA)
Leukaemia Inhibitory Factor (LIF)
Medium BRFF-P4-8F

Minifuge RF (Sepatech)

Mounting Medium (ohne 4,6-Diamidin-2-
Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI))
Pipetboy Plus

Penicillin / Streptomycin

Paraformaldehyd (PFA)

Pipetman 20ul / 100u1 /1000p1

Pipettenspitzen

Retinsdure (RA)

Reference 10ul/ 100ul/200ul / 1000ul
RNAse (10mg/ml + Dubelco’s PBS)
Rohrchen 2ml

Triton TX
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Becton - Dickinson GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Reliatech, Wolfenbiittel
Sigma-Aldrich, Steinheim
Liebherr-Hausgeréte, Ochsenhausen
Dako, Biozol Diagnostica Vertrieb
GmbH, Eching

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Liebherr-Hausgeréte, Ochsenhausen
Nunc GmbH &  Co. KG,
Langenselbold

Nunc GmbH &  Co. KG,
Langenselbold

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Athena

Baltimore, USA

Environmental  Science,
Heraeus, Hanau

Vector Labs, Burlingame, CA, USA

Integra Bioscience, Fernwald
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gilson International B.V., Limburg-
Offenheim

Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf, Hamburg

Roche Diagnostic, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim



Trypsin -  Ethylendiamintetraessigsdure | PAA Laboratories GmbH, C6lbe

(EDTA)

Trichostatin A (TSA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Tube 50ml Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Unvergilter Alkohol 100% Riedel-de-Haen | Sigma-Aldrich, Steinheim

(1000ml)

Vortex Genie %2 Bender & Hobein AG, Ziirich,
Schweiz

Valproinsdure (VPA) Sigma-Aldrich, Steinheim
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1.2. Methoden

2.2.1. Medien, Gewinnung und Anlage der Zellkultur

e Nihrmedium fiir native MSC: 10ml auf 25cm® DMEM (+4,5g Glucose,
+Glutamax, +Pyruvat), + 10% FBS, + 1% Penicillin/Streptomycin

e Konvertierungsmedium: Medium 10ml auf 25cm> BRFF-P4-8F, + 10ng/ml EGF,
+10ng/ml FGF2, + 0,1% Heparin, +1% Penicillin/Streptomycin

e Beschichtung der Kulturflaschen fiir adhdrente Zellen: PLL / FBS Beschichtung
(2.2.3)

Die Zellen werden uns von der Abteilung Orthopadie des Universititsklinikums Ulm (Prof.
Dr. Rolf Brenner) zur Verfiigung gestellt. Die Zellen werden aus der Zellsuspension durch
adhdrentes Anwachsen an den Plastikzellkulturflaschen angereichert und ihre Identitét
durch Messung spezifischer Oberflaichenmarker (positiv auf Marker wie CD105, CD73
und CD90; keine hidmatopoetische Antigene wie CD45, CD34 bzw. Marker fiir
Monocyten/Makrophagen und B-Zellen) verifiziert (Fiedler 2002; Fickert 2003; Fickert
2004).

Nach Anzucht iiber 2-3 Passagen werden die Zellen in DMEM +20% FBS +10% DMSO
in fliissigem Stickstoff eingefroren. DMSO vermindert die Kristallisation des Mediums
Das Auftauen der Zellen erfolgt im Wasserbad gefolgt von einer Zentrifugierung mit 1500
U/min. Nach Abnahme des DMSO haltigen Uberstandes wird das Pellet in Nihrmedium

resuspendiert und dann in 75 cm2 Kulturflaschen (fiir adhérente Kultur) {iberfiihrt.

Die Zellen wachsen dann im Inkubator unter 37°C und 10% COz.

Es kamen mehrere MSC Kulturen zum Einsatz. Diese stammten von 5 Zellspendern, denen
im Rahmen von Eingriffen am Knochen in Ubereinstimmung mit der Ethikkommission der
Universitdt Ulm und nach Aufklirung und Zustimmung der Patienten im Rahmen von
orthopédischen Eingriffen (hauptsachlich Tripple Osteotomien) Knochenmark entnommen
wurde. Die Zellspender waren alle weiblichen Geschlechts. Eine Spenderin war 33 Jahre

alt, eine 27 Jahre alt, zwei 19-jdhrig und eine 14-jdhrig.
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2.2.2. Trypsinierung und Konvertierung der MSC

Fiir die Konvertierung kommt das Protokoll von Hermann (Hermann et al. 2004) zum
Einsatz. Folgenden Bedingungen finden sich fiir die Zellkultur: 10ng/ml EGF und FGF2,
3% O und serumfreies P4-8F Medium. Auflerdem gibt es fiir die hier durchgefiihrten
Versuche eine Modifikation : Einmal werden die Zellen in Suspension (wie urspriinglich
von Hermann publiziert) und einmal unter adhirenten Bedingungen geziichtet. Die
Konvertierung im Protokoll ist der Zeitpunkt, an dem die Zellen umgesetzt und im
Konvertierungsmedium weitergeziichtet werden. Konvertierung in Suspension bedeutet,
dass die Zellen aufgrund der Verwendung spezieller Zellkulturflaschen und in
Abwesenheit von Serum nicht am Boden anwachsen konnen. Zum Umsetzen wird das
Néhrmedium mit Hilfe der Pipette verworfen.

Danach folgt die Trypsinierung. Zuerst werden die Zellen in den Flaschen mit PBS

gespiilt  (2-3ml auf kleine 250m2, 4-6ml auf groBere 750m2 Flaschen), um den Rest
Medium und v.a. das darin enthaltene FBS auszuwaschen. Nach Entnahme des PBS
kommt der wichtigste Schritt: Zugabe von Trypsin (2ml auf kleine, 3ml auf grof3e
Flaschen); nach 1-3min bei Raumtemperatur kontrolliert man, ob die Zellen sich schon
geldst haben. In diesem Fall wird der Verdau durch Zugabe von 10% FBS gestoppt. Es
folgt die Zentrifugierung mit 1500U/min fiir Smin.

AnschlieBend werden die Zellen entsprechend in Kulturflaschen oder Wells mit

Konvertierungsmedium iiberfiihrt und unter 3% O, und 5% CO; bei 37°C inkubiert.

2.2.3. PLL / FBS Beschichtung fiir die adhiarenten Zellen
e 10 % PLL (Poly-L-Lysin) in PBS

Der erste Schritt fiir die Beschichtung beginnt mit der Zugabe von 3ml PLL auf 750m2

Flaschen, 1,5ml PLL auf 25(:m2 Kulturflaschen. Danach folgt die Inkubation fiir 10min bei
37°C. Nach der Inkubation werden die Flaschen 2 mal mit sterilem HyO (2ml auf 25er;
Sml auf 75er), dann 2 mal mit HBSS (2ml auf 25er; 5ml auf 75er) gewaschen; es folgt
FBS (1,5ml auf 25er; 3ml auf 75er); wieder werden die Flaschen fiir 10min bei 37°C
inkubiert. Zum Schluss wird die Fliissigkeit entnommen und die Flasche einmal mit PBS

16



gewaschen. Insgesamt fiihrt diese Beschichtung, wie in Vorversuchen ermittelt wurde, zu

einem restlosen Anhaften der Zellen auch unter serumfreien Bedingungen.

1.2.4. Zellziihlung der adhirent wachsenden Zellen unter dem Mikroskop

Es wurden unter dem Mikroskop blind und zufdllig 5 Stellen ausgesucht und dann mit
Hilfe eines Rasters im Okular die Zellen in Imm’ gezdhlt und hochgerechnet nach
folgendem Rechenschema: x mal 100 mal 25 (fiir 25cm” Flasche) und x mal 100 mal 75

(fiir 75cm® Flasche). x ist die Anzahl Zellen im 1mm? Feld.

1.2.5. Proliferationsmessung mit BrdU-Fiarbung

1.2.5.1.Vorbereitung

Es wurden ungefdhr 10.000 Zellen pro Well pro Versuch verwendet. Um die Zellzahl
abzuschitzen wurde die Flasche unter dem Mikroskop untersucht und mit Rasterzdhlung
die Gesamtzahl der Zellen hochgerechnet. Die BrdU Proliferationsmessungen sind als
Kontrolle gedacht, um zu eruieren, ob die Zellzyklusmessungen vergleichbare Ergebnisse
bringen. 90% einer Zellkohorte werden fiir die Messung mittels FACS verwendet, die
restlichen 10% zur Messung der BrdU-Inkorporation. Die Zellen der Flaschen werden
umgesetzt und konvertiert. Dabei werden die Zellen wieder unterschiedlich verteilt: 1/3
wachsen adhédrent, 2/3 in Suspension. Fiinf Tage nach der Konvertierung werden 100uM
BrdU zugegeben. 7 Tage nach Konvertierung bzw. 2 Tage nach Zugabe von BrdU beginnt
die Vorbereitung der Zellen fiir die Messung mit dem FACS und die Immunzytologische
Férbung. Die adhidrenten Zellen werden erst trypsiniert und dann zentrifugiert. Die
suspendierten Zellen werden zentrifugiert, dann mit Trypsin behandelt und wieder
zentrifugiert. Die zwischengeschaltete Trypsin Behandlung soll Zellaggregate 16sen.

Die Pellets werden mit 550ul PBS resuspendiert und aufgeteilt zum einen fiir eine
Zellzyklusanalyse (90%, 500ul) und zum anderen fiir das 8 Chamber (10%, 50ul). Die
Zellen fur die Zellzyklusfairbung werden anschliefend fixiert (siche Zellzyklusprotokoll).
Die fiir das 8 Chamber bestimmten Zellen werden auf 2ml mit P4-8F Medium und 10%
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FBS expandiert. Danach werden die 2ml auf jeweils 500ul pro Well verteilt. Das ergibt 4
Wells fiir die adhédrenten Zellen und 4 Wells fiir die suspendierten Zellen.

1.2.5.2. Das BrdU Firbe Protokoll

Das BrdU Férbeprotokoll ist auf 2 einander folgende Tage verteilt. BrdU wird in die DNA
eingebaut wenn eine Zelle die DNA repliziert (S-Phase), in geringem Ausmal} aber auch,

wenn sie stirbt (Apoptose). Verwendet wird eine Doppelantikérperfarbung.

e 4% PFA (Paraformaldehyd) in PBS
e Ethanol-Eisessig: 95% unvergiltes EtOH + 5% Eisessig bei —20°C
¢ Blockierungsmedium: 3% goat Serum + 0,2% Triton in PBS
e Fiérbung:
o primdrer Antikorper: Mouse anti-BrdU Antikorper (1:80) in 1% goat-
Serum/PBS
o sekundidrer Antikorper: Goat anti-mouse Antikdrper, gekoppelt an Alexa-
488 (1:500) in 1% goat-Serum/PBS
o Farbstoff Alexa Orange (1:2000) in PBS

1. Tag

Als erstes erfolgt die Fixierung durch PFA, das Proteine reversibel vernetzt, und
EtOH/Eisessig.

Das Medium wird aus den Wells abgenommen. Dann werden die Wells 2 mal mit PBS
(500ul/Well) gewaschen. Danach fiir 20-30 min bei 4°C mit 4% PFA gefiillt. Es folgt
weiter eine Waschung 2 mal mit PBS. Dann werden die Zellen fiir 5 min bei 4°C gehalten.
Die Wells werden mit Eisessig gefiillt, sodass der Boden gut bedeckt ist. Die Zellen
miissen jetzt schnell auf —20°C fiir 10 min gekiihlt werden. Danach werden die Zellen 2
mal mit 2 normaler Salzsdure gewaschen und anschliefend fiir 45-60 min in 2 normaler
Salzsdure bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Salzsdure sorgt vor allem nach Behandlung
mit PFA dafiir, dass die DNA denaturiert und fiir Antikérper zuginglich wird. Um die

Salzsdure zu neutralisieren werden die Wells 2 mal fiir 5 min mit Boratpuffer (pH 8,4)
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behandelt. Es folgt eine weitere Waschung 3 mal fiir 3 min mit PBS. Die Zellen werden 1h
bei Raumtemperatur mit Blockierungsmedium behandelt.

Nach dieser Stunde kommt der anti-BrdU Antikorper zu den Zellen. Das Well kommt
tiber Nacht bei 4°C in den Kiihlschrank.

2. Tag (néichster Tag)

Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen. Um die Zellgrenzen spéter unter dem
Fluoreszenzmikroskop besser zu erkennen, kommt noch der Farbstoff Alexa Orange
(1:2000) zu den Zellen fiir 2 min dazu. Dann werden die Zellen wieder mit PBS (3 mal fir
5 min) gewaschen. Jetzt folgt der 2. Antikérper (goat anti-mouse IgG Alexa-488); die
Zellen werden fiir 1h bei Raumtemperatur belassen, danach 3 mal fiir 5 min. mit PBS
gewaschen, es folgt das Mounting ohne DAPI.

Das PBS wird abpippetiert. Das Gitter des Chamber slides wird abgenommen. Auf jedes
Well wird 1 Tropfen Mounting Medium zugegeben. Der Rand des Chamber slide wird mit
Nagellackentferner versehen. Dieser wirkt als Kleber. Die Deckplatte wird aufgelegt und
an den Seiten mit Nagellackentferner behandelt um die Festigkeit zu erhdhen.

Die Zellen kénnen nun unter dem Fluoreszenz Mikroskop betrachtet werden. BrdU
positive Zellen werden als in Proliferation (also S/G,/M Phase) befindliche Zellen
gewertet. Gezdhlt wurden die BrdU positiven, sowie die Gesamtzellzahl (gefarbt mit Alexa
Orange). Die Auswertung der Bilder erfolgte mit dem Computerprogramm Medical
Pointer. Abbildung 2 auf Seite 21 zeigt eine nach diesem Protokoll entstandene und
untersuchte BrdU und Alexa Orange Féarbung von mNSC 7 Tage nach Konvertierung. Zur
besseren Ubersicht findet sich auf Seite 20 eine Abbildung mit Flowchart iiber die
Verteilung der Zellen auf die unter 2.2.5. beschriebenen BrdU/Alexa Orange Farbung und
die unter 2.2.6. beschriebenen Zellzyklusfarbung. Die Ergebnisse und der Vergleichs der
beiden Methoden findet sich auf Seite 33.
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Abbildung 1: Text zur Abbildung auf Seite 20: Flowchart iiber die Aufteilung auf die verschiedenen
Versuchsarme beim Vergleich der Proliferation von Zellzyklusmessung und Bromodesoxyuridin (BrdU) Firbung.
ZZ: Zellzyklus; EGF: Epidermal Growth Factor; FGF: Fibroblast Growth Factor; FBS: Fetal Bovine Serum; PBS:
Phosphate Buffered Saline; MSC: Mesenchymale Stammzelle; PLL: Poly-L-Lysine. Konvertierung: EGF+FGF2 plus
Hypoxie und Serumentzug (Medium P4-8F). Zuerst wurden die Zellen auf zwei Linien aufgeteilt: Ein Kontrollarm
(keine Konvertierung) und ein Versuchsarm mit Konvertierung. Der Versuchsarm wurde in eine Linie von adhdrent
wachsenden und eine Linie fiir in Suspension wachsende Zellen geteilt; jede Linie wiederum in eine ZZ Messung und

eine BrdU Messung. So ergeben sich insgesamt 5 Versuchsarme.

Abbildung 2: mNSC 7 Tage nach Konvertierung unter adhiirenten Wachstumsbedingungen. MSC: Mesenchymale
Stamzelle; NSC: Neurale Stammzelle; mNSC: MSC derived NSC like cell. Sehr gut sichtbar die Féarbung des

Zellplasmas mit Alexa Orange (rc ©) und die mit Bromodesoxyuridin (BrdU) angeférbten griin leuchtenden Kerne. Die
Zellen wurden mit EGF (Epidermal Growth Factor), FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) sowie unter Hypoxie und
Serumentzug (Medium P4-8F) konvertiert. Die Bilder zeigen eine 100-fache Vergroferung aufgenommen mit einem
Axiovert 25 Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) und dargestellt mit dem Programm AxioVision Rel. 4.7. (A) Kanal fiir rote
Fluoreszenz fiir die Alexa Orange Férbung. (B) Kanal fiir griine Fluoreszenz fiir die BrdU Farbung. (C)

Doppelbildiiberlagerung der roten und griinen Fluoreszenz.
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1.2.6. Zellzyklus Firbung

Verwendete Losungen:
e RNAse 10 mg/ml in PBS
e PI1mg/mlinPBS
e 80% EtOH in PBS -20°C

1.2.6.1. Propidiumiodid und Durchflusszytometrie

Propidiumiodid (PI) ist ein Farbstoff, der mit der DNA intercaliert. Die
Exzitationswellenlédnge betragt 488nm, emittiert wird im Bereich von 600nm. Um zu
verhindern, dass auch RNA gemessen wird, gibt man RNAse zu. Im Durchflusszytometer
erkennt man unterschiedliche Intensititen von PI. Das hédngt mit der stochiometrischen
Bindung von PI an die doppelstringige DNA zusammen. Eine Zelle die ihren DNA-
Gehalt verdoppelt, muss dann auch etwa die doppelte Intensitdt von PI im FACS zeigen.
Dadurch kann auf die Menge an Zellen in den Einzelnen Phasen des Zellzyklus
geschlossen werden.

Die Durchflusszytometrie kommt vor allem dann zum Einsatz, wenn grofle Menge Zellen
nach Eigenschaften wie Grofe, Granularitit oder Féarbung untersucht werden sollen.
Gerade die Moglichkeit nach verschiedenen Intensititen unterscheiden zu konnen, ist ein
groBer Vorteil im Gegensatz zum menschlichen Auge, das unter einem
Fluoreszenzmikroskop nur schwer verschiedene Nuancen unterscheiden kann. Zur Analyse
passieren die einzelnen Zellen einen Laserstrahl. Das durch die Zellen gestreute Licht wird
von zwei Linsen eingefangen, eine direkt in Laserrichtung (=,Forward Scatter®), eine im
rechten Winkel zum Laserstrahl (=,Side Scatter). Um gefdrbte Zellen zu erkennen,
kommen weitere Laser mit verschiedenen Wellenldngen und Detektoren zum Einsatz. Der
an die Zellen gebundene Farbstoff wird bei bestimmten Wellenlingen angeregt und
emittiert bei einer charakteristischen Wellenldnge, bei der dann die Intensitit des

emittierten Lichts gemessen wird.
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1.2.6.2. Fixierung der Zellen

Die 500ul Zellsuspension, die man aus dem BrdU Staining Protokoll gewonnen hat (s.
Abbildung 1), werden in 15ml Falcons iiberfiihrt.

Anschliefend wird langsam, tropfenweise 80%iges Ethanol zugegeben, bis man 5ml
erreicht (500ul PBS+Zellen und 4,5ml Alkohol). Wihrend der ganzen Prozedur ist das
Rohrchen auf dem Vortex. Die so fixierten Zellen kommen fiir mindestens 30min in den
Kiihlschrank, wo sie bei —20°C bis zu 3 Monaten haltbar sind. Wieder aus dem

Kiihlschrank, werden die Zellen fiir 10 min. auf Eis gelegt.

1.2.6.3. Rehydrierung der Zellen, Firbung und FACS Analyse

Die Zellen werden zentrifugiert, wobei darauf geachtet werden muss, dass die Temperatur
mindestens 0°C betrdgt. Wahrend der Zentrifugation kann die Farbelosung hergestellt
werden. Pro Rohrchen braucht man etwas iiber 0,5ml. Diese setzen sich wie folgt
zusammen: 0,5ml PBS, 12,5ul PI, 12ul RNAse. Jetzt wird das Pellet mit PBS gewaschen,
noch einmal zentrifugiert, in 0,5ml Férbelosung iibernommen und in FACS Roéhrchen
tiberfilhrt. Die gefarbten Zellen kommen fiir 20-30 min bei 37°C in den Inkubator.
AnschlieBend werden die Zellen mit Hilfe eines Durchflusszytometers von Becton
Dickinson Typ Calibur analysiert. Es wurden idR. 7000 - 10000 Zellen gemessen. Es hat

sich folgende Einstellung als sinnvoll erwiesen:

Tabelle 2: Einstellung des FACS fiir die Zellzyklusmessungen. FSC: forward scatter; SSC: sideward scatter; FL1-3:

Fluoreszenzintensitét bei ~500nm, ~550nm, ~600nm; Lin: Linear.

Messgrofie Spannung Verstiarkung Modus
FSC El 8.19 Lin
SSC 381 1.32 Lin
FL1 678 1.32 Lin
FL2 551 1.00 Lin
FL3 443 1.00 Lin
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Abbildung 1: Charakteristische Zellzyklusmessung durch Propidiumiodid (PI) Intensititsverteilung. Der erste
Peak stellt die Gy /Gy Phase (ruhende Zellen) und der zweite Peak die G, Phase (mitotische Zellen) dar. Dazwischen liegt
die S-Phase (DNA Synthese Phase). Vor der G; Phase findet sich die Sub-G; Population (apoptotische Zellen). Auf der
X-Achse findet sich die Fluoreszenzintensitdt FL3 fiir ~600nm. Dies ist der Bereich fiir die Intensititsmessung von PI.

Auf der Y-Achse ist die Anzahl der Ereignisse abgebildet. Die Achsen sind linear aufgetragen.

Die Daten werden mit dem frei verfligbaren Computerprogramm WinMDI' 2.8 weiter-
verarbeitet. Die damit erhaltenen Histogrammdaten des Zellzyklus mit dem Programm
Cylchred” ausgewertet. Der Algorithmus, auf dem Cylchred basiert, geht zuriick auf
Watson und Omerod (Watson 1987; Omerod 1987).

'Download und Erklirung unter: http://facs.scripps.edu/software.html

? Download unter: http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/Downloads.jsp
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Abbildung 2: Das Programm Cylchred zur Auswertung der Zellzyklusmessung. Die Daten werden in WinMDI
gelesen und dann in Cylchred ausgelesen. Der Algorithmus stellt farblich die einzelnen Bereiche dar. Im rechten Fenster
konnen die einzelnen Phasen (Sub-G;, G;, S- und G,-Phase sowie Zelltrimmer) abgelesen werden. Die

Ausgangsparameter (Peakmaxima) miissen ungeféhr vorgegeben werden.

1.2.7. Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und mitogener Substanzen auf

Zellzyklus bzw. Proliferation - Screeningversuch

Je eine Substanz wird bei der Konvertierung zusétzlich zu FGF2, EGF, Heparin
hinzugegeben. Diese Faktorkonzentrationen ergaben sich aus der Literatur (siche

Einleitung).
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Tabelle 3: Konzentrationen der zugegebenen Substanzen. ng=Nanogramm

Substanz Konzentration
LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) 10ng/ml
BDNF (Brain derived Neurotrophic Factor) 10ng/ml
FGF8 (Fibroblast Growth Factor 8) 100ng/ml
SHH (Sonic Hedgehog) 250ng/ml
5AC (5-Azacytidin) 10uM

VPA (Valproinséure) ImM
Retinsdure SuM

TSA (Trichostatin A) 0,1uM
L-DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) 10uM

Die Konvertierung wird in leicht abgeédnderter Weise (vgl. Punkt 2.2.2) durchgefiihrt. Dazu
werden die Zellen in gewohnter Weise trypsiniert. Danach noch einmal mit PBS
gewaschen um eine Verunreinigung mit FBS zu vermeiden, da dies dazu fiihren kann, dass
die Zellen nicht in Suspension bleiben sondern anwachsen. Nachdem die Zellen
zentrifugiert sind, wird der Uberstand abgenommen und die Zellen im
Konvertierungsmedium resuspendiert. Dann werden die Zellen gleichméBig auf die
Kulturflaschen verteilt. Fiir jede Substanzkombination wird je ein Suspensions- und ein
Adhirenzversuch angesetzt.

Im Gegensatz zu Versuch 2.2.1 beinhaltet das Konvertierungsmedium zusétzlich einen
Wachstumsfaktor oder eine kleinmolekulare Substanz. 4 Tage nach Konvertierung werden
die Zellen mit EGF, FGF2, Heparin und dem entsprechendem Wachstumsfaktor in gleicher
Konzentration wie bei der Konvertierung behandelt. Insgesamt findet die Gabe der
Faktoren also 2 mal statt. Die Zellen sind dann 7 Tage diesen Wachstumsbedingungen
ausgesetzt. Nach diesen 7 Tagen werden die Zellen fiir die FACS Zellzyklus Messung
vorbereitet.

Um die 500ul fiir die Fixierung, wie unter 2.2.6.2. beschrieben, zu gewinnen, geht man

folgendermaflen vor:

1. Adhérente Zellen: Abnehmen des Mediums, Trypsinierung (wie 2.2.2.), danach

Zentrifugierung, Uberstand abnehmen und Resuspension in 500ul PBS
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2. Zellen in Suspension, umschiitten der Kulturflaschen in 15ml Falcons,

Zentrifugierung, Uberstand abnehmen und Resuspension in 500ul PBS

Dann folgt das gewohnte Programm der Fixierung wie unter 2.2.6.2. und die Rehydrierung

wie unter 2.2.6.3. beschrieben.

1.2.8. Apoptose/Zelltod Messung mit Annexin V-FITC Detection KIT (ab14085) und
Messung der CD318 Expression

Die Vorbereitung der Annexin Messung wird zeitgleich mit der CD318 Messung
durchgefiihrt. Dazu werden MSC in gewohnter Weise konvertiert, mit den zu
untersuchenden Zusatzfaktoren behandelt und nach 3-4 Tagen werden die Faktoren erneut
hinzugegeben. Nach 7 Tagen werden die nun zu mNSC konvertierten Zellen zur Messung

weiterverarbeitet.

1.2.8.1. Apoptose Messung mit Annexin V-FITC Detection KIT

Die Annexin und CD318 Messung konzentrierte sich auf die Messung von MSC in
Suspension unter Einfluss von EGF, FGF2, Heparin sowie jeweils ein zuséatzlicher Faktor,
entweder LIF, BDNF oder TSA.

Nach Umschiitten der Haélfte des Kulturflascheninhalts in ein 15ml Falcon und
anschlieBender Zentrifugierung wird der Uberstand abgenommen und das Pellet in 500ul
Annexin Binding Buffer resuspendiert. Es folgt die Zugabe von 5ul Annexin V-FITC und
Sul Propidiumiodid. Danach werden die Zellen fiir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Auswertung erfolgt wiederum mit der FACS Durchflusszytometrie.

Dabei hat sich folgende Einstellung bewéhrt:
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Tabelle 4: FACS Einstellungen bei der Messung mit Annexin. FACS: Fluorescense Activated Cell Sorting, FSC:

forward scatter, SSC: sideward scatter, FL1-3: Fluoreszenzintensitdt bei ~500nm, ~550nm, ~600nm, Lin: Linear, Log:

Logarithmus.
Messgrofie Spannung Verstiarkung Modus
FSC E-1 8.19 Lin
SSC 381 1.32 Lin
FI1 1 427 entfallt Log
F12 427 entfallt Log
F13 443 entfallt Log

1.2.8.2. Messung der CD318 Expression auf MSC und konvertierten mNSC

e (D318 Puffer: PBS + 4% FBS

e (D318 anti-human Mouse IgG1-FITC (Biolegend, Santa-Cruz, USA)
4 N

25cm?Suspensions Flasche

50% in ein Falcon Réhrchen geben @ 50% in ein Falcon Rohrchen geben

Zentrifugation Zentrifugation

resuspendiert in resuspendiert in

1000ul Annexin- 200pl CD318 Puffer
binding Puffer

/ N / N\

negativ Kontrolle + PI/Annexin negat;let()sr;trolle +CD318
+ig
+400ul CD318 Puffer
FACS + FACS

Abbildung 3: Vorgehen und Aufteilung vor der FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) Messung mit
Annexin/PI bzw. CD318 Antikérper. CD: Cluster of Differentiation; PI: Propidiumiodid; IgG: Immunglobulin
Gamma. Vor der FACS Messung werden die Zellen aufgeteilt in 4 Versuchsarme. Der PI/Annexin und der CD318

Versuchsarm. In jedem Arm gibt es eine Kontrolle.

Es werden 50 % der Suspensions-Kulturflasche mit konvertierten MSC in ein 15ml Falcon

Rohrchen umgeschiittet. Nach Zentrifugierung und Abnahme des Uberstandes wird das
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Pellet in 200ul CD318 Puffer suspendiert. Die 200ul werden wieder auf zwei FACS
Rohrchen aufgeteilt. In das Rohrchen fiir die Negativkontrolle kommen 20ul eines
fluoreszierenden unspezifischen IgG Antikorpers. In die Positivkontrolle 20ul des CD318
Antikorpers. Beide Rohrchen werden fiir 30min. bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Danach
werden die Rohrchen mit 400pul CD318 Puffer auf 500ul aufgefiillt und dann mit Hilfe des
FACS analysiert.

Hierbei wurde folgende Einstellung verwendet:

Tab.5: FACS Einstellungen bei der Messung mit CD318. FACS: Fluorescense Activated Cell Sorting, FSC: forward

scatter, SSC: sideward scatter, FL1-3: Fluoreszenzintensitit bei ~500nm, ~550nm, ~600nm, Lin: Linear, Log:

Logarithmus
Messgrofie Spannung Verstiarkung Modus
FSC E-1 8.19 Lin
SSC 381 1.32 Lin
FI 1 396 entfallt Log
FI12 427 entfallt Log
F13 443 entfallt Log

1.2.9. Statistische Auswertung

Alle Werte wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung berechnet. Die Anzahl der
Versuche n belduft sich auf 2-4. Bei den Versuchen mit zusétzlichem Faktor ist bei der
Kontrolle n=6. Zum Einsatz kamen Zellen unterschiedlicher Spender Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test bei n > 3 berechnet. Als signifikant unterschiedlich wurden
zwel Messwerte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 betrachtet. Die Auswertung

der Daten und Erstellung der Schaubilder erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel Vista.

29



2. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Proliferations- und Apoptosemessung bei der
proneuralen Konvertierung der MSC unter verschiedenen Bedingungen dargelegt. Die
Darstellung gleicht der Reihenfolge im Methodenteil. Zuerst werden BrdU Farbung und
Zellzyklusmessung verglichen, um die gefundenen Ergebnisse durch zwei unabhéngige
Verfahren zu betrachten. Es folgen die Zellzyklusmessungen in Gegenwart von
Wachstumsfaktoren (LIF, SHH, EGF100, BDNF, FGF8) und kleinmolekularen Substanzen
(TSA, VPA, RA, L-DOPA). AbschlieBend wurde bei ausgewidhlten Faktoren (BDNF,
TSA, LIF) noch eine Apoptosemessung mittels PI/Annexin und eine CD318 Bestimmung
durchgefiihrt, ein Oberfldchenprotein, das vor allem auf Stammzellen aber auch auf

neoplastischen Zellen vermehrt exprimiert wird.

3.1. Messung der Proliferation von MSC und mNSC mittels Durchflusszytometrie

Initial wurde die Zellproliferation mittels Durchflusszytometrie gemessen. Als Anteil der
proliferierenden Zellen wurde hierfiir die Summe an Zellen in S- und G,/M-Phase
herangezogen. Untersucht wurden MSC sowie mNSC, die entweder adhdrent oder in

Suspension konvertiert wurden.

A

B C

1024

o g
w 2
8 ] 3
; % %
i i i
I “0 1023
. [Propidiumiodid] 0 [Propidiumiodid] < T
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Abbildung 4: Zellzyklusmessung durch Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) nach Inkubation mit
Propidiumiodid (PI). (A) Mesenchymale Stammzellen in Kultur mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (B)
mNSC 7 Tage nach Konvertierung mit Serumentzug/Hypoxie und Epidermal Growth Factor (EGF) + Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF2) unter adhdrenten Wachstumsbedingungen (C) mNSC 7 Tage nach Konvertierung mit
Serumentzug/Hypoxie und EGF+FGF2 in Suspension wachsend. mNSC: MSC derived NSC like cells; MSC:

Mesenchymale Stammzelle; NSC: Neurale Stammzelle
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Fiir die MSC ergab sich bei der Zellzyklusmessung im Mittel (£Standardabweichung) eine
Rate fiir die Proliferation von 26,2 +3 ,2%.

Es zeigte sich bei der ZZ- Messung im Mittel bei den adhdrent wachsenden Zellen eine
Proliferation von 12,7 £3,6% und bei den Zellen in Suspension von 8,0+ 1,4% (ZZ adh

gegen ZZ susp p=0.05,n=3).
2.2. Messung der Proliferation von MSC und mNSC mittels BrdU-Inkorporation
Zum Vergleich wurde die Proliferation mit Hilfe einer BrdU Féarbung von mNSC, die

adhérent oder suspendiert konvertiert wurden, ebenfalls gemessen, um einen Vergleich mit

den FACS-Daten zu haben.

A

Abbildung S: Die Abbildung zeigt mNSC, die mittels Immunhistochemischer Firbung mit Bromodesoxyuridin
(BrdU) und Alexa Orange gefirbt wurden. Die Zellen wurden 1 Woche konvertiert und fiinf Tage nach der
Konvertierung mit 100uM BrdU inkubiert. Zwei Tage nach der Zugabe von BrdU wurden die Zellen auf 8§ Chambers
umgesetzt und mit BrdU Antikorper und Alex Orange gefirbt und unter dem Axiovert 25 Mikroskop betrachtet. In der
Bilderreihe von links nach rechts finden sich: links - Kanal fiir Firbung mit Alexa Orange, Mitte-Kanal fiir Farbung mit
BrdU, Rechts-Uberlagerung beider Kanile (A) mNSC die unter Adhirenz gewachsen sind. (B) Zellen die in Suspension
gewachsen sind. mNSC: MSC derived NSC like cells; MSC: Mesenchymale Stammzelle; NSC: Neurale Stammzelle.
100-Fache VergroBerung mit Kandlen fiir griine und rote Fluoreszenz aufgenommen mit Axiovert 25 Mikroskop (Carl

Zeiss, Jena) und dargestellt mit dem Programm AxioVision Rel. 4.7.

Die Auswertung ergab einen Anteil an BrdU positiven bzw. proliferierenden Zellen unter
Adhérenz im Mittel von 15,1+3,7% und unter Suspension von 6,0+2,0%. (BrdU

Methode adh. vs. susp., p=0.012,n=3).
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Vergleich der Messung der Proliferation mit Durchflusszytometrie und BrdU-

Inkorporation

Die Zellzyklusmessung zeigte eine Verschlechterung der Proliferation unter den
Konvertierungsbedingungen (p <0.05). Diese war unter Suspensionsbedingungen stirker
ausgeprégt als unter adhidrenten Bedingungen (BrdU Methode adh. vs. susp., p=0.012,
n=3). Bei beiden Methoden zeigte sich der Trend, dass adhérent-konvertierte mNSC

schneller proliferieren als die Zellen, die in Suspension waren.

Abbildung 10 zeigt einen Vergleich zwischen den Ergebnissen der Proliferationsmessung

mit der Zellzyklus Methode und der BrdU Férbung (n=3).
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Abbildung 6: Vergleich der Proliferationsmessung der beiden Verfahren. Messung des Zellzyklus (ZZ) im
Vergleich zu Bromodesoxyuridin (BrdU). Prozentangaben im Vergleich zur Gesamtpopulation der Zellen. MSC:
mesenchymale Stammzellen (unter Standardbedingungen kultiviert), adh.: konvertierte Zellen die unter adhérenten
Bedingungen gewachsen sind. Susp: konvertierte Zellen die unter Suspension gewachsen sind. BrdU+: BrdU positive,
gezéhlt unter dem Fluoreszenz Mikroskop.* p=0,05 vs. ZZ adh.** p<0,05 versus BrdU adhérent. Die Abbildung zeigt,
dass beide Verfahren fast gleiche Werte liefern (n=3).
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2.3. Proliferation und Zellzyklusmessung in Anwesenheit der getesteten Additive

In den folgenden Abschnitten werden filir jeden Wachstumsfaktor einzeln die Ergebnisse
der Zellzyklusmessung aufgezeigt. Dabei wurden 2 Gruppen gebildet: der Sub-G; Anteil
als Maf3zahl fiir die Apoptose und der proliferierende Teil der Zellpopulation, welcher aus
dem Anteil der G,/M Phase und der S-Phase bestanden hat. Dies wurde betrachtet fir die
adhdrent wachsenden und fiir die in Suspension wachsenden Zellen. Dem
gegeniibergestellt finden sich die entsprechenden Werte der Kontrolle (Zellen kultiviert
ohne Additiv). Die Schaubilder wurden jeweils fiir Sub-G; und die Proliferation auf
identische Werte skaliert, um einen Vergleich zu ermdglichen. Darunter finden sich die
Wachstumskurven der adhédrent wachsenden Zellen. Die Zellzahl (y) ist jeweils
logarithmisch aufgetragen. Durch die Werte wurde die Exponentialfunktion y = yp-¢"'
approximiert (mit yo = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der

Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen.

3.3.1. Neurotrophe Wachstumsfaktoren
In diesem Abschnitt finden sich die Ergebnisse der Zellzyklusmessungen und
Wachstumskurven der Konvertierungsversuche unter den neurotrophen

Wachstumsfaktoren LIF, BDNF, FGF8 und SHH. Die verwendeten Konzentrationen

wurden der Literatur entnommen (Einleitung Punkt 1.8).

3.3.1.1. LIF (Leukemia inhibitory factor)

LIF wurde in einer Konzentration von 10ng/ml verwendet.

Zellzyklusmessung

LIF zeigte keinen statistisch signifikanten Vorteil gegeniiber der Kontrolle im Sub-G;
Peak. Auffillig war die wesentlich grolere Sub-G; Population in Suspension bei der

Kontrolle und mit LIF (5,0 £3,0% und 4,5+ 1,7%) als bei adhdrent wachsenden Zellen
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(1,2+£0,5% und 1,3£0,6%). Die Proliferation war im Mittel gegeniiber der Kontrolle fiir
die adhidrenten (9,743,0% gegen LIF 12,8+1,5%) und die in Suspension wachsenden
Zellen hoher (10,214 ,4% gegen LIF 12,4+4,5%), allerdings war dies nicht signifikant
aufgrund der groflen Standardabweichung.

Sub G; - LIF versus Kontrolle A Proliferation (G,+S Phase) - LIF versus B
N 16 _ 16 Kontrolle
e 14 g 14
§ 12 S | TEE | e
& 10 . E w0 | L
§‘ 8 ® Kontrolle ©s g m Kontrolle
] 23 6 1235w LIF
C o
o < 4 | P B
> o o
S 0
Adhdrenz Suspension Adhédrenz Suspension

Abbildung 7: : Zellzyklusmessung unter Leukaemia Inhibitory Factor (LIF). (A) prozentualer Anteil der Sub-G,
Population ohne (Kontrolle) und mit LIF aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhédrenz sowie unter Suspension. (B)
Prozentualer Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M-Phase) ohne (Kontrolle) und mit LIF aufgeschliisselt nach
Wachstum unter Adhérenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Berechnet
fiir Suspension n=3, Adhdrenz n=4 und die Kontrolle n=6 (Population ohne LIF). 7 Tage nach Konvertierung plus
10ng/ml LIF. Prozentangaben bezogen auf die Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC).MSC:

Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale Stammzellen.

Wachstumskurve durch Zellzihlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhdrent wachsenden Zellen zeigte
folgende Resultate:

Im Vergleich der 4 Wachstumskurven fiir den zusétzlichen Faktor LIF zeigte sich ein
identisches Wachstumsverhalten im Vergleich mit der Kontrolle, die Wachstumsrate
betrug im Mittel 0,1 £ 0,1 d! unter LIF versus Kontrolle 0,1 +0,1 d! (ohne den Ausreiller
in Versuch 4: 0,16 + 0,05 d™' unter LIF versus Kontrolle 0,15 + 0,05 d'l).
Zusammengenommen hat LIF die Proliferation unveridndert gelassen. Auch auf die Sub-G;
Phase (apoptotische Zellen) hatte LIF keinen Einfluss. Allerdings war der Anteil von

Zellen in der subG1-Phase bei adhédrenten Zellen generell niedriger.
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Versuch 1 - LIF adharent

Versuch 2 - LIF adhérent
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Abbildung 8: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von

Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) im Vergleich zur Kontrolle ohne LIF. Messung durch mikroskopische

Zellzahlung. Es wurden jeweils die Mittelwerte der gezédhlten Zellen von jeweils 5 zufdllig ausgewdhlten Flidchen

berechnet und im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte

wurde die Exponentialfunktion y = y,-€™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in

Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 war der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.1.2. BDNF (Brain derived neurotrophic factor)

BDNF wurde in einer Konzentration von 10ng/ml verwendet.

Zellzyklusmessung

Fiir BDNF zeigte sich fiir die adhdrenten Zellen im Sub-G; kein Unterschied zur Kontrolle
(1,2+0,6% gegen 1,2+0,5%). Fiir die Zellen in Suspension war der Sub-G; Wert um
21,5% kleiner. Dies war aber durch die gro3e Standardabweichung nicht signifikant, um
eine endgiiltige Aussage iiber eine Verringerung der Apoptose treffen zu konnen, und
wurde daher noch mit einer Annexin und PI Féarbung iiberpriift (siche Abschnitt 3.3.2.).
Fiir die Proliferation ergaben sich im Mittel geringfligig kleinere Werte mit hoher
Standardabweichung (fiir Zellen unter Adhérenz (9,7 +3,0% gegen BDNF 8,2 £2,0%) und
unter Suspension (10,2+4,4 % gegen BDNF 9,6 +£2,0%). Daher war davon auszugehen,

dass die Proliferation aus Sicht der Zellzyklusmessung nicht verédndert wurde.

Sub G, - BDNF versus Kontrolle A Proliferation (G,+S Phase) - BDNF versus B
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Abbildung 9: Zellzyklusmessung unter Brain Derived Neutrotrophic Factor (BDNF). (A) Prozentualer Anteil der
Sub-G; Population ohne (Kontrolle) und mit BDNF aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhédrenz sowie unter
Suspension .(B) Prozentualer Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit BDNF
aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhdrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung. Berechnet fiir Suspension n =4, Adhédrenz n =4 und die Kontrolle n =6 (Population ohne BDNF).
7 Tage nach Konvertierung plus 10ng/ml BDNF. Prozentangaben bezogen auf die Gesamtpopulation an MSC derived
NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale Stammzellen.
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Wachstumskurven durch Zellzahlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen

mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte

folgende Resultate:

Im Vergleich der 4 Wachstumskurven fiir den Wachstumsfaktor BDNF zeigte sich in 3
von 4 Fillen eine flacher verlaufende Wachstumskurve, in einem Fall eine etwas stiarker
verlaufende Wachstumskurve. Die Wachstumsrate betrug im Mittel 0,098 + 0,065 d! unter
BDNF versus Kontrolle 0,1 +£0,1 d! (ohne den Ausreifler in Versuch 4: 0,131 +£0,004 d!
unter BDNF versus Kontrolle 0,15+0,05 d'). Aus den Zellzyklusdaten und dem
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Abbildung 10: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhiirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) im Vergleich zur Kontrolle ohne BDNF. Messung durch mikroskopische
Zellzahlung. Es wurden jeweils die Mittelwerte der gezdhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewihlten Flichen
berechnet und im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte
wurde die Exponentialfunktion y = yo-e™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in

Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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Wachstumsverlauf zeigte sich kein Vorteil von BDNF im Sinne einer Steigerung der
Proliferation. Auffillig war auch hier die wesentlich hohere Apoptoserate von Zellen, die

in Suspension wachsen, im Gegensatz zu den adhdrent wachsenden Zellen.

3.3.1.3. FGF8 (Fibroblast growth factor 8)

FGF 8 wurde in einer Konzentration von 100ng/ml verwendet.

Zellzyklusmessung

Fiir FGF8 zeigte sich im Mittel fiir den Sub-G; eine leichte Zunahme fiir die adhérenten
Zellen (1,210,5% gegen FGF8 1,6 £0,1%) und eine Verringerung um 30% fiir die Zellen
in  Suspension (5,0+£3,0% gegen FGF8 3,5+1,9%). Aufgrund der gro3en
Schwankungsbreite war diese aber nicht signifikant, um einen eindeutigen Apoptoseschutz
von FGF§ annehmen zu konnen. Die Proliferation war fiir die adhérenten Zellen im Mittel
um 36% geringer (9,7+3,0% gegen FGF8 6,3+£2,6%) und fiir die in Suspension
wachsenden Zellen im Vergleich mit der Kontrolle unverandert (10,2 +4,4% gegen FGF8
11,4£2,6%).

Sub G, - FGF8 versus Kontrolle A Proliferation (G,+S Phase) - FGF8 versus |§
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Abbildung 11: Zellzyklusmessung unter Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8). (A) prozentualer Anteil der Sub-G,
Population ohne (Kontrolle) und mit FGF8 aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhérenz sowie unter Suspension . (B)
Prozentualer Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit FGF8 aufgeschliisselt
nach Wachstum unter Adhdrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.
Berechnet fiir Suspension n=4, Adhdrenz n=2 und die Kontrolle n=6 (Population ohne FGF8). Prozentangaben
bezogen auf die Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen; NSC:

Neurale Stammzellen.
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Wachstumskurve durch Zellzihlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte
folgende Resultate:

Fir die 3 Wachstumskurven zeigte sich ein geringeres Wachstum unter FGF8 fiir die
adhirenten Zellen. Die Wachstumsrate war im Mittel 0,13 +£0,04 d! unter FGF8 versus
Kontrolle 0,15+0,05 d”. Dies deckte sich mit den schon in der Zellzyklus gefundenen
Annahme, dass die adhdrenten Zellen einen leicht h6heren Anteil an Sub-G; Zellen und

eine geringere Proliferation haben, sodass das Gesamtwachstum verschlechtert wird.
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Abbildung 12: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von
Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8) im Vergleich zur Kontrolle ohne FGF8. Messung durch mikroskopische
Zellzahlung. Es wurden jeweils die Mittelwerte der gezdhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewdhlten Flachen
berechnet und im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte
wurde die Exponentialfunktion y = y,-e™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in

Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.1.4. SHH (Sonic Hedgehog)

SHH wurde in einer Konzentration von 250ng/ml verwendet.

Zellzyklusmessung

Die Sub-G; Phase fiir adhdrent wachsende Zellen (1,2+0,5% gegen SHH 1,1+0,02%)
sowie in Suspension wachsende Zellen (5,0 +3,0% gegen SHH (5,7 £ 3,9%) war gleich wie
die Kontrolle.

Bei der Proliferation zeigte sich der Trend einer Reduktion der Proliferation im Mittel um
24% bei den Zellen in Adhérenz (9,7+3,0% gegen SHH 7,3+2,2%) bei den Zellen in
Suspension gab es keine wirklichen Unterschiede (10,2 +4,4% gegen SHH 10,6 £2,7%),

was sich auch in der Zellzdhlung zeigte (siche unten).

Sub G. - SHH versus Kontrolle A Proliferation (G,+S Phase) - SHH versus B
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Abbildung 13: Zellzyklusmessung unter Sonic Hedgehog (SHH). (A) prozentualer Anteil der Sub-G; Population ohne
(Kontrolle) und mit SHH aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhéirenz sowie unter Suspension .(B) Prozentualer
Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit SHH aufgeschliisselt nach Wachstum
unter Adhérenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Berechnet fiir
Suspension n=4, Adhdrenz n=3 und die Kontrolle n=6 (Population ohne SHH). Prozentangaben bezogen auf die
Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale

Stammzellen.

Wachstumskurve durch Zellzihlung
Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen

mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte

folgende Resultate:
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Fiir die 3 Wachstumskurven zeigte sich ein nahezu unverdandertes Wachstum unter SHH

fiir die adhérenten Zellen. Die Wachstumsrate ergab im Mittel 0,135+ 0,05 d! unter SHH

versus Kontrolle 0,147 +0,046 d!. Dies deckte sich mit den schon in der Zellzyklus

gefundenen Tendenz, dass im Mittel die Proliferation in geringem Maf3 schwicher war als

in der Kontrolle.
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Abbildung 14: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhiirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von Sonic

Hedgehog (SHH) im Vergleich zur Kontrolle ohne SHH. Messung durch mikroskopische Zellzéhlung. Es wurden

jeweils die Mittelwerte der gezdhlten Zellen von jeweils 5 zufdllig ausgewihlten Flachen berechnet und im zeitlichen

Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte wurde die Exponentialfunktion y

= yo-e™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der Kehrwert von r

entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.1.5. EGF in hoherer Konzentration (Epidermal Growth Factor)

EGF100 wurde in einer Konzentration von 100ul/ml verwendet.

Zellzyklusmessung

EGF100 verringerte im Mittel den Anteil der Zellen in der Sub-G, Phase in Suspension um
61% (5,0£3,0 % gegen EGF100 2,0+1,0%, p=0.06). Fiir die Sub-G, Phase unter
adhirenten Bedingungen zeigte sich keine statistisch signifikante Verdnderung (1,2 +£0,5%
gegen EGF100 1,6+0,8%). Die Proliferationsraten waren sowohl unter adhdrenten
(9,7+£3,0% gegen EGF100 7,1+£2,3%) als auch unter Suspensionsbedingungen
(10,2+4,4% gegen EGF100 7,9 +2,0%) im Mittel geringer als bei der Kontrolle.
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Abbildung 15: Zellzyklusmessung unter Epidermal Growth Factor mit 100ul/ml (EGF100). (A) prozentualer Anteil
der Sub-G1 Population ohne (Kontrolle) und mit EGF100 aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhirenz sowie unter
Suspension .(B) Prozentualer Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit EGF100
aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhédrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung. Berechnet fiir Suspension n=3, Adhirenz n=4 und die Kontrolle n=6 (Population ohne
EGF100). Prozentangaben bezogen auf die Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC:

Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale Stammzellen.

Wachstumskurven durch Zellzihlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
mikroskopisch ausgezdhlt. Die Zellzdhlung der adhdrent wachsenden Zellen zeigte

folgende Resultate:
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Wenn man die 4 Wachstumskurven betrachtet, zeigt sich insgesamt ein eher schlechteres
Wachstum unter EGF100 fiir die Zellen in Adhdrenz. Die Wachstumsrate ergab im Mittel
0,082 +0,101 d! unter EGF100 versus Kontrolle 0,127+0,131 d!. Ohne den AusreiBer aus

Versuch 2, bei dem beide Versuche einen Zellriickgang zeigten, ergab sich fiir die

Wachstumsrate 0,120 +0,084 d' unter EGF100 versus Kontrolle 0,185+ 0,072 d™".
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Abbildung 16: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von

Epidermal Growth Factor mit 100 pl/ml (EGF100) im Vergleich zur Kontrolle ohne EGF 100. Messung durch

mikroskopische Zellzdhlung. Es wurden jeweils die Mittelwerte der gezdhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewéhlten

Flachen berechnet und im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die

Werte wurde die Exponentialfunktion y = y,-¢" approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit

(in Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.2. Kleinmolekulare Substanzen

In diesem Abschnitt finden sich die Ergebnisse der Zellzyklusmessungen und
Wachstumskurven aus der Zellzdhlung unter dem Einfluss des erweiterten
Konvertierungsprotokolls mit den kleinmolekularen Substanzen L-Dopa, TSA, SAC und
VPA.

3.3.2.1. L-DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin)

L-DOPA wurde in einer Konzentration von 10uM verwendet.

Zellzyklusmessung

Fiir L-DOPA zeigte sich eine Verringerung der Sub-G; Population fiir Zellen, die in
Suspension wuchsen (5,0+3,0% gegen L-DOPA 2,4+0,1%, p=0.2). Fiir die adhédrenten
Zellen war auch eine leichte, nicht signifikante Abnahme des Sub-G; Mittelwertes
erkennbar (1,2+0,5% gegen L-DOPA 0,9+0,1%). Die Proliferationsraten zeigten in der
Zellzyklusmessung keine signifikante Anderung. Fiir adhiirent wachsende Zellen fand sich
hier (9,7 £3,0% gegen L-DOPA 8,8 +2,3%) und fiir die Zellen in Suspension

(10,2 £4,4% gegen L-DOPA 10,6 + 1,3%).
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Abbildung 17: Zellzyklusmessung unter L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). (A) prozentualer Anteil der Sub-
G, Population ohne (Kontrolle) und mit L-DOPA aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhédrenz sowie unter
Suspension .(B) Prozentualer Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit L-DOPA
aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhdrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung. Berechnet fiir Suspension n=3, Adhirenz n=3 und die Kontrolle n=6 (Population ohne L-
DOPA). Prozentangaben bezogen auf die Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC:

Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale Stammzellen.
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Wachstumskurven durch Zellzahlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen

mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte
folgende Resultate:
Die 4 Wachstumskurven zeigten ein gemischtes Bild. In 2 von 4 Fillen war die

Wachstumskurve fast identisch mit der Kontrolle. In einem Fall hatte man ein geringeres in

einem anderen Fall eine stirkeres Wachstum.
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Abbildung 18: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhiirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) im Vergleich zur Kontrolle ohne L-DOPA. Messung durch mikroskopische
Zellzdhlung. Es wurden jeweils die Mittelwerte der gezéhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewihlten Flichen
berechnet und im zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte
wurde die Exponentialfunktion y = yy-¢™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in

Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.

Die Wachstumsrate betrug im Mittel 0,131+0,044 d! unter L-DOPA versus Kontrolle
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0,129+0,133 d'l; Kontrolle ohne Ausreifler in Versuch 2: 0,189+ 0,072 d!. Daher war
davon auszugehen, dass L-DOPA fiir die adhdrenten Zellen keinen Unterschied im

Wachstum brachte.

3.3.2.2 TSA (Trichostatin A)

TSA wurde in einer Konzentration von 0,1uM verwendet.

Zellzyklusmessung

TSA erhohte bei den adhédrenten Zellen den Anteil der Sub-G; Phase im Mittel um 98%
(1,2+£0,5% gegen 2,3+1,1%). Das war fiir TSA, eine apoptose-induzierende Substanz,
auch zu erwarten. Interessanterweise verringerte sich der Anteil bei den Zellen in
Suspension in der Sub-G; Phase um 35% (5,0+3,0% gegen 3,3+ 1,0%). Beides war mit
einer hohen Standardabweichung behaftet, so dass dies fiir n=4 nicht signifikant war. Die
Proliferation wurde bei adhédrenten und Zellen in Suspension im Mittel stark erhoht. Fiir
adhédrente Zellen im Mittel um 81% (9,7 £3,0% gegen TSA 17,6 £6,2%, p=0.05) und fiir
Zellen in Suspension um 60% (10,2 +4,4% gegen TSA 16,2 £3,9%, p=0.04).
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Abbildung 19: Zellzyklusmessung unter Trichostatin A (TSA). (A) prozentualer Anteil der Sub-G; Population ohne
(Kontrolle) und mit TSA aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhédrenz sowie unter Suspension. (B) Prozentualer
Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit TSA aufgeschliisselt nach Wachstum
unter Adhérenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Berechnet fiir
Suspension n=4, Adhdrenz n=4 und die Kontrolle n=6 (Population ohne TSA). Prozentangaben bezogen auf die
Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale

Stammzellen.

46



Wachstumskurven durch Zellzahlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
mikroskopisch ausgezédhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte
folgende Resultate:

Die 4 Wachstumskurven der adhdrent wachsenden Zellen zeigten 3 mal ein schwicheres
Wachstum, einmal ein leicht groBBeres Wachstum. Die Wachstumsrate betrdgt im Mittel
0,012+£0,05 d!' unter TSA versus Kontrolle 0,127+0,131 d'l; Kontrolle ohne Ausreifer in
Versuch 2: 0,185+0,072 d”'. Insgesamt ergab sich die Tendenz, dass die adhirenten Zellen
unter TSA schlechter wuchsen, obwohl die G,/M Phase sehr hoch war.
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Abbildung 20: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von
Trichostatin A (TSA) im Vergleich zur Kontrolle ohne TSA. Messung durch mikroskopische Zellzahlung. Es wurden
jeweils die Mittelwerte der gezdhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewdhlten Fliachen berechnet und im zeitlichen
Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte wurde die Exponentialfunktion y
= yo-e™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der Kehrwert von r

entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.2.3 SAC (5-Azacytidin)

5AC wurde in einer Konzentration von 10uM verwendet.

Zellzyklusmessung

Fiir SAC zeigte sich fiir den Anteil Zellen in Sub-G; fiir adhdrent wachsende Zellen kein
wesentlicher Unterschied zur Kontrolle (1,2+0,5% gegen SAC 1,0£0,4%) und fiir die in
Suspension wachsenden Zellen eine Abnahme um 43% (5,0 £ 3,0% gegen SAC

2,9+ 1,5%). SAC verringerte die Proliferation sowohl bei den adhérenten, als auch bei den
in Suspension wachsenden Zellen. Bei den adhirenten Zellen um 33% (9,7 +3,0% gegen
5AC 6,9t1,0%) und bei den Zellen in Suspension um 15% (10,2+4,4% gegen 5SAC

8,7+3,5%). Hier muss man von einer Tendenz sprechen, da die Standardabweichungen

hoch sind.
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Abbildung 21: Zellzyklusmessung unter 5-Azacytidin (SAC). (A) prozentualer Anteil der Sub-G; Population ohne
(Kontrolle) und mit SAC aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhdrenz sowie unter Suspension .(B) Prozentualer
Anteil der proliferierenden Zellen (S- und G,/M- Phase) ohne (Kontrolle) und mit SAC aufgeschliisselt nach Wachstum
unter Adhédrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Berechnet fiir
Suspension n=4, Adhdrenz n=3 und die Kontrolle n=6 (Population ohne SAC). Prozentangaben bezogen auf die
Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen; NSC: Neurale

Stammzellen.

Wachstumskurven durch Zellzihlung

Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen
mikroskopisch ausgezdhlt. Die Zellzdhlung der adhdrent wachsenden Zellen zeigte
folgende Resultate:
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Bei den einzelnen Wachstumskurven fiir die adhdrenten Zellen =zeigten sich

unterschiedliche Bilder. Zum einen sah man bei zwei Versuchen eine &dhnliche

Wachstumskurve wie die der Kontrolle, bei einer war das Wachstum wesentlich geringer
im Gegensatz zur Kontrolle, und bei einer war das Wachstum hoher als bei der Kontrolle.
Die Wachstumsrate betrdgt im Mittel 0,143 +£0,063 d!' unter 5AC versus Kontrolle
0,127+0,131 d'l; Kontrolle ohne Ausreifler in Versuch 2: 0,185+ 0,072 d'.

Insgesamt kann man festhalten, wenn man die Zellzdhlungen und die Zellzyklusmessungen
zusammenfasst, dass SAC wohl eher keinen Vorteil fiir die Proliferation der konvertierten

mesenchymalen Stammzellen darstellte, allerdings einen leichten Apoptoseschutz der in

Suspension befindlichen Zellen.
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Abbildung 22: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhiirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von 5-
Azacytidin (SAC) im Vergleich zur Kontrolle ohne SAC. Messung durch mikroskopische Zellzdahlung. Es wurden
jeweils die Mittelwerte der gezéhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewihlten Fliachen berechnet und im zeitlichen
Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte wurde die Exponentialfunktion y
= yo-e™ approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der Kehrwert von r

entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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3.3.2.4 VPA (Valproinsiure)

VPA wurde in einer Konzentration von 1mM verwendet.

Zellzyklusmessungen

Fiir den Sub-G; Anteil zeigte sich die Tendenz einer Zunahme bei den adhérenten
(1,2+0,5% gegen VPA 1,8 +0,5%) und den Zellen in Suspension (5,0 +3,0% gegen VPA
6,2+ 6,5%).

Fir die Proliferation fand sich fiir die adhdrenten Zellen (9,7+3,0% gegen VPA
9,1£1,4%) und fiir die Zellen in Suspension (10,2 +4,4% gegen VPA 11,9+2,2%) kein

nennenswerter Unterschied zur Kontrolle.
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Abbildung 23: Zellzyklusmessung unter Valproinsidure (VPA). (A) prozentualer Anteil der Sub-G,; Population ohne
(Kontrolle) und mit VPA aufgeschliisselt nach Wachstum unter Adhirenz sowie unter Suspension .(B) Prozentualer
Anteil der proliferierenden Zellen (S und G2/M Phase) ohne (Kontrolle) und mit VPA aufgeschliisselt nach Wachstum
unter Adhdrenz sowie unter Suspension. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Berechnet fiir
Suspension n=3, Adhédrenz n=3 und die Kontrolle n=6 (Population ohne VPA). Prozentangaben bezogen auf die
Gesamtpopulation an MSC derived NSC like cells (mNSC). MSC: Mesenchymale Stammzellen, NSC: Neurale

Stammzellen.

Wachstumskurve durch Zellzihlung
Als Vergleich zur Zellzyklusmessung wurden die adhdrent wachsenden Zellen

mikroskopisch ausgezéhlt. Die Zellzdhlung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte

folgende Resultate:
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Fiir die Zellzahlmessungen der VPA behandelten Zellen fand sich bei der Adhédrenz ins-
gesamt in allen vier Versuchen kein Vorteile fiir die Proliferation gegeniiber der Kontrolle.
Insgesamt sorgte VPA fiir geringe Proliferationsraten. Die Wachstumsrate ergab im Mittel
-0,006 £0,057 d! unter VPA versus Kontrolle 0,129+0,133 d'l; ohne Ausreiller in
Versuch 2 fiir VPA 0,023 +£0,008 d! und fiir die Kontrolle 0,185+0,072 d!. Dies deckte
sich mit den Ergebnissen der Zellzyklusmessungen, bei denen im Vergleich eine Zunahme
des Sub-G1 Anteils bei dhnlicher Proliferation gefunden wurde. Insgesamt zeigten diese
Ergebnisse, dass eine Inkubation von MSC mit VPA wiéhrend der Konvertierung weder

Apoptose noch Proliferation positiv beeinflusst — aber auch nicht negativ, d.h. toxisch ist.
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Abbildung 24: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von
Valproinsidure (VPA) im Vergleich zur Kontrolle ohne VPA. Messung durch mikroskopische Zellzahlung. Es
wurden jeweils die Mittelwerte der gezéhlten Zellen von jeweils 5 zuféllig ausgewdhlten Flachen berechnet und im
zeitlichen Verlauf aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte wurde die
Exponentialfunktion y = y,-e™* approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der

Kehrwert von r entspricht der Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung.
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Morphologieverinderungen unter VPA

Es konnte beobachtet werden, dass die adhdrent wachsenden Zellen, die zuséitzlich zu den
normalen Konvertierungsbedingungen mit VPA behandelt wurden, ihre Morphologie, im
Gegensatz zu den nicht behandelten Zellen, veridnderten.

Der Zellkorper wurde flacher und etwas groer, die Zellausldufer zahlreicher und deutlich

langer. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich die Genexpression in den Zellen

deutlich dndert.

i ‘ A% ik s V| I i A e >

Abbildung 25: Zellmorphologie unter Valproinsiure (VPA). (A) Kontrolle (MSC-derived NSC-like cells (mNSC) 4
Tage nach Konvertierung aus Mesenchymalen Stammzellen (MSC) mit Epidermal Growth Factor (EGF) und Fibroblast
Growth Factor2 (FGF2) sowie Hypoxie und Serumentzug. (B) Zellen, die zusétzlich mit Valproinsdure (VPA) inkubiert
wurden. Man sicht eine deutliche Verdnderung der Morphologie unter dem zusitzlichen Einfluss von VPA: Der
Zellkorper wurde flacher und etwas grofer, die Zellausldufer zahlreicher und deutlich linger im Vergleich zur Kontrolle.

NSC: Neurale Stammzelle.

3.3.2.5 RA (Retinsiure)

Die FACS-Daten zeigten einen Anstieg des Anteils toter Zellen in den 7 Tagen nach
Konvertierung mit 5uM RA. Dies erschwerte eine exakte Auswertung der
Zellzyklusphasen erheblich (sieche Abb. 24). Man fand in einer zweidimensionalen
Darstellung von ZellgroBe und PI-Fluoreszenzintensitit (Abb. 24) eine deutliche
Verdichtung von kleinen und leicht PI-positiven Partikeln im Vergleich zur Kontrolle. Dies
war ein Hinweis auf Zelltrimmer, DNA und andere kleine Zellbestandteile wie
Organellen. Auch in der Zellzahlmessung der adhédrent wachsenden Zellen zeigte sich eine

enorme Abnahme der Zellzahlen. Insgesamt bewirkte RA unter den gegebenen
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Kulturbedingungen (serumfrei, adhirent/suspendiert, Hypoxie) und in der verwendeten

Konzentration offenbar eine massive Apoptose bzw. Nekrose der Zellen.
Wachstumskurven durch Zellzéihlung fiir Retinsiure

Die adhédrent wachsenden Zellen wurden mikroskopisch ausgezihlt. Die Zellzdhlung der
adhérent wachsenden Zellen zeigte folgende Resultate:
Hier zeigte sich eine massive Abnahme der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle. Die

Wachstumsrate ergab im Mittel -0,218+£0,258 d!' unter Retinsdure versus Kontrolle

0,179+0,072 d".
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Abbildung 26: Wachstumskurven fiir die 4 Versuche mit adhirent wachsenden Zellen in Anwesenheit von
Retinsidure (RA) im Vergleich zur Kontrolle ohne RA. Messung durch mikroskopische Zellzdhlung. Es wurden jeweils
die Mittelwerte der gezéhlten Zellen von jeweils 5 zufillig ausgewéhlten Fliachen berechnet und im zeitlichen Verlaut
aufgetragen. Die Zellzahl (y) ist jeweils logarithmisch skaliert, durch die Werte wurde die Exponentialfunktion y = y-e™
approximiert (mit y, = initiale Zellzahl, r = Proliferationsrate und t = Zeit (in Tagen)). Der Kehrwert von r entspricht der

Verdopplungszeit der Zellen. Tag 0 ist der Zeitpunkt der Konvertierung. Insgesamt auffillig ist das sehr schlechte

Wachstum und die starke Zellabnahme unter Retinsdure.
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Histogramm des Zellzyklus und Verteilung der Zellen im PI-FSC Diagramm

1023
1023

FL3
FL3

FSC

Abbildung 27: Zellzyklusmessung der Zellen in Suspension unter Retinsiiure 1 Woche nach Konvertierung.
(A) Kontrolle mit den 2 Verdichtungen fiir Zellen in verschiedenen Phasen des Zellzyklus. (B) Zellen unter Retinsdure.
Es zeigte sich eine massive Ansammlung von Zelltrimmern die leicht mit PI gefirbt waren (siehe roter Kreis). FL3 = PI

Intensitét. FSC = Forward Scatter: korreliert mit der ZellgréBe; PI: Propidiumiodid.

Morphologieverinderungen unter dem Einfluss von Retinsiure

Neben dem starken Riickgang der Zellzahl unter dem Einfluss von Retinsdure zeigte sich
auch eine Verdnderung der Zellgestalt und der Wachstumsanordnung, sodass davon
auszugehen ist, dass Retinsdure unter den Konvertierungsbedingungen einen erheblichen
Einfluss auf den Zellstoffwechsel haben musste. Ob dieser Einfluss damit zusammenhéngt,
dass die Zellen zur Differenzierung induziert wurden, oder ob direkt Apoptoseprogramme

aktiviert wurden, bleibt offen.
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Abbildung 28: Zellmorphologie unter Retinsiure. (A) Kontrolle mNSC 4 Tage nach Konvertierung aus MSC mit
Epidermal Growth Factor (EGF) und Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) sowie Hypoxie und Serumentzug). Die Zellen

sind unter adhédrenten Bedingungen gewachsen. (B) Zellen, die zusétzlich mit Retinséure inkubiert wurden. Man sieht
eine massive Granulierung sowie eine Gruppenbildung der Zellen. MSC: Mesenchymale Stammzelle; NSC: neurale

Stammzelle; mNSC: MSC-derived NSC-like cells.

2.4. Quantifizierung der Apoptose bzw. Nekrose wihrend der proneuralen

Konvertierung mittels Annexin/PI Farbung

Im folgenden sind die Ergebnisse der Messung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie
nach Firbung der Zellen mit Propidiumiodid (in Konzentration von 5ul) bzw. Annexin (in
Konzentration von 5ul) gezeigt.

Untersucht wurde der Einfluss der Faktoren BDNF, LIF und TSA. BDNF und LIF
schienen am aussichtsreichsten wéahrend der Versuchsreihe, und TSA interessierte

aufgrund der erhohten S- und G,/M- Werte.

3.4.1. Zellen unter Standard Konvertierung mit EGF und FGF2

Zellen, die nur Pl-positiv waren, nicht aber Annexin-positiv, waren nekrotisch. Nur
Annexin-positive Zellen waren in einer frithen reversiblen Phase der Apoptose, Annexin-
und PI-positive Zellen definiert als spat-apoptotische Zellen.

Die Annexin und PI Fiarbung der unter Standardbedingungen konvertierten mNSC zeigte
eine prozentuale Verteilung der Zellen in folgender Weise (n=3): 5,5+2,6% PI"
(nekrotisch), 5,3+3,7% Annexin' (friih-apoptotisch) und 9,8+ 5,8% Annexin'/PI" (spit-
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apoptotisch), wie in Abb. 33 zu sehen. Der Anteil an Zellen, die weder PI- noch Annexin-

positiv waren, betrug 79,3 £9,5%. Dies reprédsentiert den Anteil an intakten Zellen.

10+
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Abbildung 29: Propidiumiodid (PI)/Annexin Firbung unter Standard Konvertierungsbedingungen.

(A) stellt die Kontrolle (Zellen, die nicht mit PI und Annexin gefarbt wurden) dar. (B) zeigt Zellen, die unter Standard
Kontvertierungsbedingungen (Epidermal Growth Factor (EGF) und Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2), sowie Hypoxie
und Serumentzug) 7 Tage nach Konvertierung und anschlieBender Farbung mit Annexin und PI mit dem Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) Verfahren untersucht wurden.

Die Abszisse stellt die Fluoreszenzintensitit von Annexin (FL1, griin) dar, die Ordinate die PI-Fluoreszenzintensitt
(FL3, rot). Der cut-off Wert wurde jeweils bei 200 gesetzt, die Parameter am Zytometer so gewihlt, dass die gesamte
Verteilung moglichst iiber den ganzen Bereich von 1 bis 10* reicht. Im linken unteren Bereich werden Annexin- und PI-
negative Zellen detektiert, im linken oberen Bereich Pl-positive und Annexin-negative. Rechts oben findet man die
Annexin- und PI-positiven, rechts unten die Annexin-positiven und PI-negativen Zellen.

(C) Auswertung der Zellverteilung der Zellen mit Standard Konvertierung mit Farbung durch PI und Annexin. Anteil
nekrotischer ((PI)"), frith- (Annexin®) und spét-apoptotischer (PI'/Annexin”) Zellen. Zum Vergleich sind die

Prozentwerte ungefirbter Zellen gezeigt (n=3).
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3.4.2. Einfluss von TSA auf die Apoptose bzw. Nekrose wihrend der Konvertierung

Die Annexin und PI Fiarbung der unter TSA konvertierten mNSC zeigte eine prozentuale
Verteilung der Zellen in folgender Weise (n=3): 4,8+3,2% PI" (nekrotisch), 8,4 +3,0%
Annexin® (frith-apoptotisch) und 15+5,42% Annexin/PI" (spit-apoptotisch). Der Anteil
an Zellen, die weder PI- noch Annexin-positiv waren, betrug 71,8+£9,9%. Dies
reprisentiert den Anteil an intakten Zellen. Im Vergleich zur Kontrolle fand sich eine
signifikante Verschiebung des Mittelwertes auf der X-Achse (p=0.05, ohne Ausreifler) in
Richtung hoherer Annexin Werte, was einer Mehranreicherung von Annexin entsprach.
Sichtbar im Vergleich der Abbildungen A (Kontrolle) zu Abbildung B (mit TSA). Genau
dieser Effekt wurde von TSA, einer proapoptotisch wirkenden Substanz, auch erwartet.
Dies bestitigte die Anwendbarkeit der Methode zur Detektion apoptotischer Zellen in
Kultur.

57



>
&

10*

= — — —; . 10° 10! 102 0% 10¢
10 ot A 10 10 Annexin

+TSA

100
90

70

60
50 OTSA

40 @ Kontrolle
30
20

o Cmm [ b

Pl Annexin  PI/Annexin negativ

Zellen in den einzelnen Bereichen in %

Abbildung 30: Propidiumiodid (PI)/Annexin Firbung unter der zusitzlichen Zugabe von Trichostatin A (TSA).
(A) stellt die Kontrolle (Zellen, die nicht mit TSA behandelt wurden, aber auch mit PI/Annexin gefirbt worden sind.) dar.
(B) zeigt Zellen, die zusitzlich zur Konvertierung (Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2)
sowie Hypoxie und Serumentzug) mit TSA behandelt wurden. Beide Versuche wurden mit dem Fluorescence Activated
Cell Sorting (FACS) Methode 7 Tage nach Konvertierung und Férbung mit Annexin und PI untersucht.

Die Abszisse stellt die Fluoreszenzintensitit von Annexin (FL1, griin) dar, die Ordinate die PI-Fluoreszenzintensitét
(FL3, rot). Der cut-off Wert wurde jeweils bei 200 gesetzt, die Parameter am Zytometer so gewihlt, dass die gesamte
Verteilung méglichst iiber den ganzen Bereich von 1 bis 10* reicht. Im linken unteren Bereich werden Annexin- und PI-
negative Zellen detektiert, im linken oberen Bereich Pl-positive und Annexin-negative. Rechts oben findet man die
Annexin- und PI-positiven, rechts unten die Annexin-positiven und PI-negativen Zellen.

(C) Auswertung der Zellverteilung der Zellen unter Standard Konvertierung + TSA mit Farbung durch PI und Annexin.
Anteil nekrotischer ((PI)"), friih- (Annexin®) und spit-apoptotischer (PI'/Annexin®) Zellen. Zum Vergleich sind die
Prozentwerte ungefarbter Zellen gezeigt (n=3) (PI/Annexin: p=0.06).

58



3.4.3 Einfluss von BDNF auf die Apoptose bzw. Nekrose wihrend der Konvertierung

Die Annexin und PI Farbung der unter BDNF konvertierten mNSC zeigte eine prozentuale
Verteilung der Zellen in folgender Weise (n=3): 4,2+2,1% PI" (nekrotisch), 7,0 +2,2%
Annexin” (frith-apoptotisch) und 10,7 +4,3% Annexin'/PI" (spit-apoptotisch). Der Anteil
an Zellen, die weder PI- noch Annexin-positiv waren, betrug 78,0£8,1%. Dies
reprisentiert den Anteil an intakten Zellen. Weder der Mittelwert des Y-Peaks sowie des
X-Peaks zeigten eine signifikante Verschiebung (Abbildung A und B) noch die
prozentuale Verteilung der einzelnen Bereiche eine signifikante Verdnderung. BDNF
scheint daher, wie schon in der Zellzyklussmessung gefunden, die Apoptose im Vergleich

zur Kontrolle nicht zu verringern.
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Abbildung 31: Propidiumiodid (PI)/Annexin Féirbung unter der zusitzlichen Zugabe von Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF).

(A) stellt die Kontrolle (Zellen, die nicht mit BDNF behandelt wurden, aber auch mit PI/Annexin gefarbt worden sind.)
dar. (B) zeigt Zellen, die zusétzlich zur Konvertierung (Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor 2
(FGF2) sowie Hypoxie und Serumentzug) mit BDNF behandelt wurden. Beide Versuche wurden mit dem Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) Methode 7 Tage nach Konvertierung und Farbung mit Annexin und PI untersucht.

Die Abszisse stellt die Fluoreszenzintensitit von Annexin (FL1, griin) dar, die Ordinate die PI-Fluoreszenzintensitit
(FL3, rot). Der cut-off Wert wurde jeweils bei 200 gesetzt, die Parameter am Zytometer so gewihlt, dass die gesamte
Verteilung méglichst iiber den ganzen Bereich von 1 bis 10* reicht. Im linken unteren Bereich werden Annexin- und PI-
negative Zellen detektiert, im linken oberen Bereich Pl-positive und Annexin-negative. Rechts oben findet man die
Annexin- und PI-positiven, rechts unten die Annexin-positiven und PI-negativen Zellen.

(C) Auswertung der Zellverteilung der Zellen mit Standard Konvertierung +BDNF mit Farbung durch PI und Annexin.
Anteil nekrotischer ((PI)"), friih- (Annexin®) und spét-apoptotischer (PI'/Annexin") Zellen. Zum Vergleich sind die
Prozentwerte ungefirbter Zellen gezeigt (n=3). (p>0.16 fiir alle 3 Quadranten)
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3.4.4 Einfluss von LIF auf die Apoptose bzw. Nekrose wihrend der Konvertierung

Die Annexin und PI Farbung der unter LIF konvertierten mNSC zeigte eine prozentuale
Verteilung der Zellen in folgender Weise (n=3): 3,0+1,7% PI" (nekrotisch), 10,2 +6,1%
Annexin” (frith-apoptotisch) und 14,6 +£3,0% Annexin'/PI" (spit-apoptotisch). Der Anteil
an Zellen, die weder PI- noch Annexin-positiv waren, betrug 72,1£8,7%. Dies
reprasentiert den Anteil an intakten Zellen. Wie schon bei TSA, fand sich auch fiir LIF
eine signifikante Verschiebung de Mittelwertes des Peaks in der X-Achse (Sichtbar in den
oberen beiden Abbildungen A und B) und damit in Richtung héherer Annexin Werte
(p=0.02). Im Vergleich der Prozentualen Verteilung (Schaubild C) der einzelnen Bereiche
findet sich eine signifikante Erhdhung des PI+ Anteils (p=0.04).
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Abbildung 32: Propidiumiodid (PI)/Annexin Firbung unter der zusitzlichen Zugabe von Leukaemia Inhibitory
Factor (LIF).

(A) stellt die Kontrolle (Zellen, die nicht mit LIF behandelt wurden, aber auch mit PI/Annexin gefarbt worden sind.) dar.
(B) zeigt Zellen, die zusitzlich zur Konvertierung (Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor 2
(FGF2) sowie Hypoxie und Serumentzug) mit LIF behandelt wurden. Beide Versuche wurden mit dem Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) Methode 7 Tage nach Konvertierung und Fiarbung mit Annexin und PI untersucht.

Die Abszisse stellt die Fluoreszenzintensitit von Annexin (FL1, griin) dar, die Ordinate die PI-Fluoreszenzintensitt
(FL3, rot). Der cut-off Wert wurde jeweils bei 200 gesetzt, die Parameter am Zytometer so gewihlt, dass die gesamte
Verteilung moglichst iiber den ganzen Bereich von 1 bis 10* reicht. Im linken unteren Bereich werden Annexin- und PI-
negative Zellen detektiert, im linken oberen Bereich PI-positive und Annexin-negative. Rechts oben findet man die
Annexin- und PI-positiven, rechts unten die Annexin-positiven und PI-negativen Zellen.

(C) Auswertung der Zellverteilung der Zellen unter Standard Konvertierung + LIF mit Farbung durch PI und Annexin.
Anteil nekrotischer ((P1)"), friih- (Annexin") und spét-apoptotischer (PI'/Annexin’) Zellen. Zum Vergleich sind die
Prozentwerte ungefarbter Zellen gezeigt (n=3) (PI: p=0.04; Annexin: p=0.07).
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2.5. Messung der Expression von CD318 mittels Durchflusszytometrie

Es wurde der Effekt von BDNF, TSA und LIF, im Vergleich zur Kontrolle, auf die
Expression von CD318 bei mNSC gemessen. In der folgenden Abbildungen sind die
Intensititsverteilungen dargestellt, die sich nach Markierung der Zellen mit
fluoreszierendem CD318 Antikorper ergab; in der Darstellung rot abgebildet. Im Vergleich
zu der CD318 AK Verteilung findet sich in schwarz die Kontrolle. Diese wurde mit einem
fluoreszierenden unspezifischen IgG Antikdrper behandelt. Verglichen wurden nun die
Peaks dieser beiden Populationen. Die Marker (der horizontale Strich mit Markierung M1)
wurden so gewéhlt, dass der Beginn der Markierung an der Kreuzungsstelle zwischen
Kontrollkurve und Kurve der behandelten Zellen liegt. Ab dieser Intensitdt wurden die
Zellen als CD318+ gewertet. Die Fliache unter dem Peak im Bereich des Markers wurde
mit dem Programm Winmdi berechnet.

Alle drei Substanzen bewirkten einen Anstieg der Expression von CD318: Kontrolle:
49,8+9,4% CD318" Zellen, mit BDNF 56,1 +12,5% CD318" Zellen (p=0.11 vs.
Kontrolle), mit TSA 57,0+14,0% CD318" Zellen (p=0.07 vs. Kontrolle), mit LIF
66,5+ 16,1% CD318" Zellen (p=0.05 vs. Kontrolle).
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Abbildung 33: Anteil an CD318-positiven Zellen unter dem Einfluss verschiedener Substanzen. In Schwarz ist
jeweils die Kontrolle ohne CD318 Antikdrper (AK) gezeigt. Die rote Kurve stellt die Intensitétsverteilung fiir CD318
dar. Dargestellt ist der Prozentanteil der CD318" Zellen. Die Marker (der horizontale Strich mit Markierung M 1) wurden
so gewdhlt, dass der Beginn der Markierung an der Kreuzungsstelle zwischen Kontrollkurve und Kurve der behandelten
Zellen liegt. Die Flache unter dem Peak im Bereich des Markers wurde mit dem Programm Winmdi berechnet. Die
Zellen wurden 7 Tage nach Konvertierung und anschlieBender Behandlung mit CD318 AK mit dem Fluorescense
Activated Cell Sorting (FACS) Verfahren untersucht. Mn: Mittelwert ; CV: Variationskoeffizient; Md: Median; Events:
Anzahl gemessener Ereignisse.

(A) Zellen die unter Standard Bedingungen konvertiert wurden (Epidermal Growth Factor (EGF) und Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF2), sowie Hypoxie und Serumentzug). (B) Zellen, die zusétzlich mit Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) behandelt wurden. (C) Zellen, die zusétzlich mit Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) behandelt wurden. (D)
Zellen die zusitzlich mit Trichostatin A (TSA) behandelt wurden. Auf der Abszisse ist die Fluoreszenzintensitét (FL3,

rot) aufgetragen, auf der Ordinate die Anzahl der gemessenen Ereignisse.
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2.6. Zusammenfassung der Ergebnisse

AbschlieBend werden die Ergebnisse aus BrdU-Farbung, FACS, Annexin/PI, und CD318
nochmals in Tabelle 5 zusammengefasst, um einen besseren Uberblick iiber die Ergebnisse
zu ermoglichen.

In der Tabelle findet sich eine qualitative Ubersicht iiber die Ergebnisse der Versuche.
Qualitativ als Vergleich, ob es eine Zu- oder Abnahme der einzelnen Zellzyklusphasen
unter dem Einfluss zusétzlicher Substanzen gab. In den Spalten 2-4 sind die Zellen, die
unter adhdrenten Bedingungen gewachsen sind, aufgetragen. In Spalte 5 und 6 die Zellen
die unter Suspensionsbedingungen gewachsen sind. Diese wurden im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle betrachtet. In den Spalten 7 und 8 findet sich der qualitative Vergleich
zwischen den unter Adhérenz und in Suspension gewachsenen Zellen.

Eine Zunahme ist durch das Symbol ,+“ eine Abnahme durch das Symbol -
gekennzeichnet. Wenn sich keine Verdnderung ergab, ist dies durch das Symbol ,,+/-
dargestellt. Symbole in Klammern zeigen eine nicht signifikante Verdanderung. So heisst
,»(-) tibersetzt: Abnahme des Mittelwertes, jedoch im Students t-Test nicht signifikant.

In der Spalte ,,Vergleich adh. gegen susp.* verbirgt sich hinter einem ,,-“ zum Beispiel in
der SubG, Spalte die Aussage: Die Sub-G; Werte unter adhédrenten Bedingungen sind
signifikant kleiner als bei Zellen in Suspension.

In der letzten Spalte sind weitere Merkmale beschrieben, die in den Versuchen gemacht
wurden. Verdnderungen in der CD318 oder Annexin/PI Anreicherung sowie der
Morphologie finden sich dort.

Insgesamt auffillig war das wesentlich bessere Wachstumsverhalten der Zellen, die
adhidrent wuchsen, gegeniiber den Zellen in Suspension. Die neurotrophen Faktoren waren
insgesamt wachstumsneutral. Die kleinmolekularen Substanzen waren schlecht flir das
Wachstum der Zellen. Im Falle von TSA, VPA und Retinsdure sah man sogar Hinweise
darauf, dass die Substanzen auf die strukturelle Integritit der Zellen einen Einfluss haben.

Dies zeigt sich durch Morphologieverdnderung und CD318 Verschiebung.
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3. Diskussion

4.1. Veranderung des Konvertierungsprotokolls

Viele Studien zeigen, dass mesenchymale Stammzellen einen Neuronen-dhnlichen Zelltyp
in vitro annehmen konnen. Diese Beobachtung stiitzt sich dabei auf morphologische
Verdnderungen und verdnderte Zellexpressionsmuster (Raedt 2007; Hermann 2004;
Woodbury 2000; Sanchez-Ramos 2002; Choong 2007). In Transplantationsversuchen
wurde untersucht, ob diese gewonnen Zellen einen positiven therapeutischen Effekt auf
neurodegenerative Erkrankungen haben.

Ein umfangreicher Transplantationsversuch, bei dem die hier verwendeten mNSC
intrathekal in ein ALS Mausmodell (Uberexpression der G93A-Mutante des SOD1 Gens)
injiziert wurden, zeigte eine weite Verbreitung der Zellen im Subarachnoidalraum, aber
sehr geringe Penetration ins Gewebe. Die Uberlebensrate der Zellen war zu gering, was
daher zu der Frage fiihrte, wie die Uberlebensrate verbessert werden kénnte (Habisch
2007). Gleichzeitig miissen die Protokolle iiberarbeitet und ausgeweitet werden, um den
Grad bzw. die Effizienz der transgerminalen Konvertierung zu erhéhen. Hermann spricht
von ,,need for better protocols* (Hermann 2009). Die Idee war daher, weitere Faktoren zu
testen, die eine Erhohung der Proliferation bewirken. Durch vermehrte Zellteilung sollte
erreicht werden, dass Zellen ihr epigenetisches Muster (z.B. Geninaktivierung durch DNA-
Methylierung und Histonacetylierung) mesenchymaler Stammzellen zu einem mehr
neuroektodermalen Zelltyp verdndern. Ziel war es, Faktoren in einer Art Screeningversuch
zu identifizieren, die die Proliferation verbessern und die Apoptose verringern, gerade
auch in Hinblick darauf, dass die in vielen Transdifferenzierungs- und transgerminalen
Konvertierungsprotokollen verwendete Hypoxie und Serumdeprivation Apoptose in den

mesenchymalen Stammzellen induziert (Zhu 2006).

4.2.Proliferation oder Transdifferenzierung

Weiterhin lésst sich ergéinzen, dass es schwierig ist, Transdifferenzierung direkt zu messen.
Zur Evaluierung, ob eine Transdifferenzierung bzw. eine transgerminale Konvertierung

stattgefunden hat, stiitzen sich die in der Literatur beschriebenen Experimente auf die
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Exprimierung von einem Set neuronaler Gene sowie auf morphologische Verdanderungen.
Montzka zeigte, dass einige Marker, die als Indikator fiir die neurale Transdifferenzierung
verwendet werden, schon in undifferenzierten MSC exprimiert werden. Beispiele hierfiir
sind Nestin, Enolase 2 oder microtubule associated protein 1b (MAP 1b) (Montzka 2009).
AuBerdem konnte die Verdanderung der Expression gewisser Marker auf Zellstress und
nicht auf Transdifferenzierung zurlickzufiihren sein (Raedt 2007).

Lu listet eine Reihe von Tatsachen auf, die die gefundene Transdifferenzierung aus seiner
Sicht ungewoOhnlich macht, und spricht sogar von einem Artefakt (Lu 2004). Die
Wachstumsbedingungen, die von Woodbury (Woodbury 2000 und 2002) und zum Teil im
hier verwendeten Protokoll von Hermann eingesetzt werden (Hermann 2004), fiihren zu
morphologischen und immunhistochemischen Verdnderungen. Nach Lu sind diese aber
nicht Zeichen fiir eine neuroektodermale Konvertierung, sondern fiir Zellstress. Er zeigt in
mehreren Versuchsreihen, wie die Zellen iiber die Zeit Ihre Morphologie durch
Schrumpfung in eine Neuronen-&hnliche verdandern, ohne eine Zellteilung zu durchlaufen
(Lu 2004). Schon alleine der Serumentzug kann zu Zellschrumpfung und Apoptose
fiihren. (Zhu 2005; Potier 2007).

Daher brauchte es fiir den vorliegenden Versuch eine Art ,,Softfaktor* mit der sich ein
Einfluss auf die Zellen messen und sichtbar machen ldsst. Proliferation und
Transdifferenzierung sind keine ginzlich voneinander unabhéngigen Prozesse. Zellen, die
sich transdifferenzieren, proliferieren weniger und umgekehrt. Gleichzeitig fiihrt die
Proliferation und damit die Zellteilung auf epigenetischer Ebene zu einer Umstrukturierung
und macht die Zellen dann eventuell empfanglicher fiir exogene Faktoren, wie zum

Beispiel Wachstumsfaktoren.

4.3.Messung der Proliferation und Apoptose

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Substanzen auf Thre Wirkung wihrend der
transgerminalen Konvertierung mesenchymaler Stammzellen hin getestet. Es interessierte
hierbei vor allem die Wirkung auf die Proliferation und die Apoptose sowie auf
Verianderungen der Morphologie.

Zur Messung der Proliferation und Apoptose mussten mehrere Verfahren erst auf lhre
Funktionstiichtigkeit getestet und fiir die Zellen etabliert werden. Dabei hat sich die

Zellzyklusmessung mittels Durchflusszytometrie als gute und schnell durchfiihrbare
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Methode (im Sinne einer schnellen Zahlung groBer Zellmengen) erwiesen. Gerade fiir die
Zellen in Suspension ist die Messung mit anderen Methoden schwieriger.

Zur Durchfiihrung von immunhistochemischen Farbungen miissen die Zellen erst adhdrent
werden. Wihrend dieses Prozesses kann es passieren, dass ein Teil der Zellen nicht
anwéchst oder dass sich Zellen wieder ablosen. Diese Effekte konnen zu einer
Verianderung des Ergebnisses fiihren. Desweiteren miissen die Ergebnisse von Hand unter
dem Mikroskop ausgewertet werden. Dies ist mit einer hoheren Ungenauigkeit und einer
geringeren Auswertungsmenge verbunden.

Eine erweiterte Moglichkeit bote die gleichzeitige Messung von KI67, Annexin und PI
mittels Flowzytometrie. Dies war allerdings nicht durchfiihrbar, weil das von uns
verwendete FACS nicht iber die entsprechend benétigten Emissions- und
Absorptionsfilter verfiigte.

Die Etablierung der Methode wurde im Vergleich mit der BrdU Farbung durchgefiihrt. Es
fanden sich vergleichbare Werte fiir die BrdU Férbung und fiir die Zellzyklusmessung,
woraufthin bei den folgenden Versuchen unter Zugabe der Substanzen nur noch die
Zellzyklussmessung zum Einsatz kam.

Eine weitere Methode zur Abschidtzung der Entwicklung der Gesamtzellzahl und damit der
Proliferation ist die Auszdhlung unter dem Mikroskop. Dies konnte zum Vergleich nur fiir
adhérente Zellen durchgefiihrt werden. Durch zuféllige Auswahl der Zéhlausschnitte und
Hochrechnung wurde versucht eine Fehlabschdtzung zu vermeiden. Trotz der Gefahr
falscher Zihlergebnisse liefert diese Methode zumindest einen guten Uberblick der

Zellzahl uber die Zeit.

4.4. Inhomogenitiat der Zellen

Die MSC von der Abteilung Prof. Dr. Brenner sind keine homogene Population; sie
exprimieren in hohem Prozentsatz die Oberflichenmarker CD9, CD 73, CD90, CD105 und
CD166, sind aber negativ fiir CD14, CD34 und CD45. Derzeit gibt es kein eindeutiges
Oberfldchenmarkerprotein, um mesenchymale Progenitor Zellen (MPC) eindeutig zu
identifizieren (Fickert 2003 und 2004; Fiedler 2002). Gleichzeitig miissen sie in vitro in die
mesenchymale Zellreihe ausdifferenzieren konnen (osteogen, chondrogen, adipogen).
Gerade fiir die Proliferation ist es interessant zu wissen, ob es Subpopulationen der

angereicherten Zellen gibt, die besonders gut oder schlecht proliferieren. Hermann und Fu
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gehen davon aus, dass es ganz bestimmte Subpopulationen sind, die unter speziellen
Zellkulturbedingungen transgerminal konvertieren. Fu spricht in diesem Zusammenhang
von den ,,bipotentiellen Stammzellen* (Fu 2008). Hermann geht hierbei von ca. 60% aus
und Fu von 8 %. Beiden ist es jedoch nicht gelungen, spezielle Kriterien oder
Sortiermechanismen herauszuarbeiten, um diese Subpopulation zu gewinnen. (Hermann
2006; Fu 2008).

Ein Versuch, Subgruppen zu isolieren, wurde von Jiang unternommen. Seine
Arbeitsgruppe identifizierte in murinen und aus Ratten gewonnenen BMMNCs (bone
marrow mononuclear cells), die negativ fiir hdmatopoetische und murine erythroide
Zellmarker (CD45 und TER119 negativ) sind, eine Subpopulation. Diese ist nach Kultur
negativ fiir CD34, CD44, CD 45 sowie c¢-Kit, MHC I und II, sowie CD13 und SSEA
positiv. Er postulierte, dass nur ungefahr 1/1000 der BMMNCs in der Lage waren, diese
bei ihm ,,multipotente adulte progenitor Zellen® (MAPC) genannten Subkulturen zu bilden.
Diese waren dann allerdings in der Lage, Zellen aus allen 3 Keimbahnbléttern zu bilden
(Jiang 2002).

Lu gibt die Anzahl an multipotenten adulten progenitor Zellen (MAPCs) an der gesamten
MSC Zellpopulation mit unter 1 % an. Diese Zellen seien in der Lage, in neuroektodermale

Zellen zu differenzieren (Lu 2004; Jiang 2002).

In der Debatte um Stammzellen wird immer wieder diskutiert, dass es keine Standards
innerhalb der Stammzellenforschung gibt. Verschiedene Stammzellen werden von
verschiedenen Geweben gewonnen, es gibt eine Vielzahl an Konvertierungprotokollen zur
transgerminalen Umwandlung von MSC in neuronen-dhnliche Zelltypen (fiir eine
Ubersicht, sieche Hermann 2006) oder Isolierungsprotokollen.

Die Isolierungsprotokolle unterscheiden sich dabei vor allem in der Art der Gewebe aus
denen MSC gewonnen werden. Weitere Unterschiede sind die Art und Weise der
Weiterverarbeitung, sowie unterschiedliche Oberflichenmarker mit deren Hilfe aus dem
Zellsupendat die entscheidenden Zellen aussortiert werden (siehe Ficker 2004 im
Vergleich zu Montzka 2009).

Fu merkt daher an, dass all diese Variablen dazu fiihren konnen, dass es zu
unterschiedlichen Zusammensetzungen von Zellsubpopulationen kommt, bestimmte Zellen
innerhalb der Subpopulation selektioniert werden, und das wiederum einen Einfluss auf

das Verhalten der adulten Stammzellen in der Kultur hat (Fu 2008). So konnte es sein, dass
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trotz gleicher Entnahme — beim gleichen Spender — die Menge an Zellen einer gewissen
Subpopulation von Versuch zu Versuch variiert. Genau diese Subpopulationen kénnten
aber die Zellen enthalten, die fiir einen bestimmten Wachstumsfaktor sensibel sind.
Unterschiedliche Proliferationsmessungen ergdben sich dann durch eine unterschiedliche
Konzentration an sensiblen Subpopulationen. Gleichzeitig erschweren die vielen

unterschiedlichen Protokolle eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander.

4.5.Anoikis

Anoikis ist definiert als ,,programmierter Zelltod der auftritt aufgrund der Ruptur von
Integrin Verbindungen bei der Abldsung einer Zelle von ihrer extrazelluliren Matrix‘
(Taddei 2012).

In nahezu allen Versuchen war signifikant messbar, dass die Zellen unter adhdrenten
Wachstumsbedingungen im Gegensatz zu Zellen in Suspension einen geringeren Sub-G;
Anteil bei etwa gleicher Proliferation aufwiesen.

Die Anoikis konnte eine plausible Erkldrung fiir die hohere Apoptoserate unter Wachstum

in Suspension sein.

4.6.Alter der Patienten, Zellspender und Zellkultur, Fallzahl

Die Stammzellen wurden intraoperativ aus Knochenmark gewonnen. Hierbei kamen fiir
die Versuche Zellpopulationen von weiblichen Patienten unterschiedlichen Alters zum
Einsatz. Hermann zeigte, dass die neuroektodermale Differenzierungsmoglichkeit von
humanen mesenchymalen Stammzellen altersabhidngig ist. Er unterscheidet hier eine
Altersstufe von >45 Jahren und eine Altersstufe von 18-35 Jahren. Er beschreibt, dass die
Zellen der Patienten aus der ersten und é&lteren Gruppe ihr neuroektodermales
Differenzierungspotential vollstindig verloren haben (Hermann 2009). Die Spender der
hier verwendeten Zellen kamen aus der zweiten Gruppe der 18 — 35 Jéhrigen. Eine
Spenderin war 14 Jahre alt.

Beim Anziichten der Zellen bis zur Konvertierung wurde darauf geachtet, dass sie nur
wenige Zellkontakte untereinander herstellen konnen. Dazu wurden die Zellen bei einer

Dichte von ungefdhr 70% getrennt und auf mehrere Kulturflaschen gesplittet. Auch der
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Zeitraum nach Konvertierung bis zur Messung wurde auf 7 Tage beschrankt um Zell-Zell
Kontakte und Sphere Bildung zu vermeiden.

Die geringen Fallzahlen erkldren sich aus dem Grundansatz der Versuchsanordnung. Ziel
war es, neue Faktoren ausfindig zu machen, die am Ende interessant sein konnten, das
Transdifferenzierungsprotokoll und die Transdifferenzierung zu verbessern. Durch die
langen Wachstumsphasen der Zellen und die vielen Unterarme der Versuchsreihen war die
Anzahl moglicher Versuche logistisch begrenzt. Es bestand die Wahl entweder viele
Faktoren mit geringer Fallzahl oder weniger Faktoren mit leicht erhohter Fallzahl zu
testen.

Da letztlich eher interessant war, gewisse Tendenzen zu erkennen, um neue Hypothesen
aufzustellen und daraufhin weitere Versuche zu planen, entschieden wir uns fiir die erstere
Variante. Fraglich ist generell, ob mit einer leicht erhohten Fallzahl statt n=3 oder 4 mit
n=06 bessere Aussagen hitten getroffen werden konnen. Fiir die Kontrolle wurde bei den
Versuchen mit zusétzlichen Substanzen eine Fallzahl n=6 moglich. Aber auch hier zeigte

sich eine sehr hohe Standardabweichung.

4.7. Einfluss der Wachstumsfaktoren und kleinmolekularen Substanzen

Die hier verwendeten Wachstumsfaktoren werden in vielen Konvertierungprotokollen
verwendet, um eine Verdnderung von MSC in Neuronen-dhnliche Zellen zu erzeugen. Die
Protokolle beschéftigen sich dabei vor allem mit dem Status der Transdifferenzierung bzw.
transgerminalen Konvertierung und weniger mit dem Einfluss auf das Wachstumsverhalten
der Zellen. Die zusitzlich verwendeten Wachstumsfaktoren und kleinmolekularen
Substanzen zeigten bei den Zellen zwischen den Versuchsreihen einen sehr
unterschiedlichen Einfluss.

Die neurotrophen Wachstumsfaktoren LIF, BDNF, FGF8 und SHH erwiesen sich als
wachstumsneutral. Es konnte sein, dass der Beobachtungszeitraum zu kurz gewihlt wurde.
So beobachtete Carpenter fiir FGF, EGF und LIF, im Gegensatz zur Behandlung von
embryonalen Stammzellen nur mit FGF und EGF, einen Wachstumsvorteil fiir die Zellen
ab dem 50. bis 60. Tag in vitro (Carpenter 1999). Der Beobachtungszeitraum der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente betrug 7 Tage nach
Konvertierungsbeginn und Zugabe von weiteren Substanzen. Dieser wurde gewéhlt, da es

in diesem Zeitraum noch nicht zu ausgepriagten Zell-Zell Kontakten und zur Neurosphere-
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Bildung kommt. Die Kontaktbildung der Zellen fiihrt u.a. zu einer Abnahme der

Proliferation und erschwert dariiber hinaus die Messung vereinzelter Zellen mittels FACS.

Trichostatin A ist ein Vertreter der HDAC (Histon Deacetylase) Hemmer. HDAC Hemmer
konnen zu Reexpremierung von Genen, Zellzyklusarrest, zur Differenzierung oder zum
Zelltod fiihren. Speziell fiir TSA konnte gezeigt werden, dass es einen Zellzyklusarrest
induzieren kann. Ein Weg, iiber den TSA dabei wirkt, ist die Acetylierung von p53 (Roy
2005; Yoshida 1990; Ogryzko 1996).

TSA zeigt im Vergleich zur Kontrolle unter Ausschluss von Ausreilern eine statistisch
signifikante Erhohung des S und G»/M Anteils bei adhdrenten und suspendierten Zellen.
Desweiteren war der Anteil von Annexin' Zellen erhoht, und es zeigte sich eine
signifikante Erhohung der Expression von CDCP1/CD318. Die Wachstumskurven zeigen
allerdings insgesamt im Verlauf der Zeit eher eine gleichbleibende bis leicht abnehmende
Zellzahl. Fir diese Kombination aus erhohtem S und G,/M Anteil bei abnehmender
Zellzahl in der Zellzahlmessung fiir adhédrente Zellen kommen daher 2 Erkldrungen in
Betracht. Zum einen konnte es zu einer erhdhten Proliferation mit gleichzeitig erhohtem
Zellsterben kommen. Dafiir wiirde sprechen, dass die Annexinfarbung zunimmt. Ein
Zeichen fiir einen friihen apoptotischen bzw. Zellstoffwechsel reduzierten Zustand. Der
Sub-G; Wert ist zwar im Mittel auch erhdht aber nicht signifikant fiir n=3.

Eine weitere Erkldrung konnte der bei Roy beschriebene Zellzyklusarrest sein. Er fand
heraus, dass die Behandlung von humanen Prostata Zellen mit TSA zu einem
Zellzyklusarrest in der G»/M Phase fiihrte. Dieser Effekt wurde zwar noch nicht fiir MSC
aber auch fiir viele andere Zellreihen beschrieben (Roy 2005).

Es erscheint vor diesem Hintergrund durchaus plausibel, dass die erhdhte S und G,/M

Phase im Zellzyklus nicht vermehrte Proliferation, sondern einen Arrest anzeigt.

Fiir Valproinsdure, ein weiterer Deacetylase-Hemmer, beschreibt Cho in verschiedenen
Versuchen die Forderung der osteogenen Differenzierung von Knochenmarks-Stroma
Zellen (BMSC) in einer Dosis abhdngigen Weise. Gleichzeitig stellte er fest, dass VPA die
Proliferation dieser Zellen verringert (Cho 2005).

Safford untersuchte in seiner Publikation die neurogene Differenzierung von murinen und
humanen ADAS (Adipose Derived Stromal Cellls). Zur neuronalen Induktion verwendete

er ein Medium, das unter anderem BHA, VPA und Forskolin, Cortison und Insulin
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enthielt. Er beobachtete dabei morphologische Verdnderungen der Zellen, die vergleichbar
mit den Beobachtungen im Rahmen dieser Doktorarbeit waren. Der Zellkorper wurde
flacher und etwas grof3er, die Zellausldufer linger. Gleichzeitig beobachtete Safford eine
Abnahme der Gesamtzellzahl in der Kultur. Seine Erkldrung dafiir war, dass die
Morphologieverdanderungen eine Antwort oder Folge von Zellstress waren (Safford 2002).

Die Morphologieverdnderung der MSC unter VPA konnten also Ausdruck fiir eine
osteogene Differenzierung wie bei Cho, fiir Zellstress wie von Safford beschrieben oder
die Differenzierung hin in einen neuralen Zelltyp darstellen. Weiterfiihrende
Untersuchungen wiren daher angebracht, etwa mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion, um herauszufinden, ob die Expression neuraler Gene durch Inkubation mit

VPA steigt.

Retinsdure zeigte in den Versuchen eine erhebliche Hemmung der Proliferation. Fiir RA
beschrieb Maden, dass sie bei verschiedenen Stammzelltypen eine neurale Differenzierung
induzieren kann. Fiir diese Induktion werden aber neben RA noch weitere neurotrophe
Wachstumsfaktoren wie SHH, BDNF, Neurotrophin 3 (NT-3) ergédnzend hinzugegeben.
Fiir hdmatopoetische Knochenmarksstammzellen fiihrte eine Behandlung mit RA und SHH
zur Induktion in glutaminerge neurale Zellen. Fiir RA sowie RA mit FGF sind keine
spezifischen Verdnderungen beschrieben worden. Desweiteren beschreibt Maden fiir
neurale Stammzellen eine bessere Proliferation unter RA. Allerdings ist dieser Effekt Dosis
abhingig. Bei zu hoher Konzentration wirkt RA wieder hemmend auf die Proliferation
(Maden 2007). Die Hemmung der Proliferation von MSC wiéhrend der Konvertierung kann
durch eine zu hohe Dosis verursacht worden sein.

Es finden sich Hinweise, dass RA Presinilin und APP (Amyloid Precursor Protein) Gene
reguliert. Die Menge an APP Gen Splice Varianten reduziert sich im Hippocampus, wenn
Versuchstieren Retinsdure gegeben wird (Pan 1993). Die nach dem in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Protokolle gewonnenen Zellen vermindern auch in vitro die Menge an
APP (Habisch 2010). Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob diese Effekte von RA
und den mNSC zu kombinieren wéren. Aufgrund der hier gefundenen massiven Apoptose
und Nekrose miisste die ideale Konzentration eruiert werden. Diese muss so gewdhlt
werden, dass RA einen zusitzlichen therapeutischen Effekt bei gleichzeitiger idealer

Wirkung auf die Proliferation der mNSC hat.
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Der cher wachstumsneutrale Effekt der Faktoren FGF8, LIF, BDNF und SHH koénnte
dahingehend gedeutet werden, dass zumindest der Zellstress nicht erhoht wird. Die
Morphologieverdnderungen bei VPA konnten als Schrumpfungsartefakte gedeutet werden
und die Abnahme der Zellzahl bei TSA, VPA und 5AC als Erhéhung von Zellstress.
Interessanterweise scheinen die kleinmolekularen Substanzen TSA, 5SAC und L-DOPA bei
Zellen, die in Suspension wachsen, zu einer Abnahme des Sub-G; Anteils fithren. Dieser
Effekt war bei den neurotrophen Wachstumsfaktoren nur noch fiir EGF100 (also erhdhter
Konzentration) beobachtbar.

Die erhohte Apoptoserate bei Zellen, die in Suspension wachsen, im Gegensatz zu Zellen
in Adhérenz kann wie oben durch den Effekt der Anoikis verursacht werden.

In Zellen, die sich von Ihrer Extrazellulirmatrix l6sen, kommt es zu einer
Herunterregulierung des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), was zur Erh6hung
der Bim Todes-Kaskade fiihrt; eine Erkldrung flir Anoikis. Umgekehrt fiihrt eine
vermehrte Stimulierung des EGFR iiber ERK und PKB/Akt Signalwege zu einer
Reduktion von Bim und somit zur Reduktion von Anoikis (Taddei 2012). Auch dies
konnte eine plausible Erklirung fiir den protektiven Effekt einer hoheren EGF
Konzentration im Serum sein. Das Konvertierungsprotokoll konnte grundsdtzlich in
diesem Punkt abgedndert werden, es sollte eine hohere Konzentration von EGF verwendet
werden.

Als Hypothese konnte man postulieren, dass auch TSA, 5AC und L-DOPA einen
hemmenden Effekt auf die Anoikis haben und so die Abnahme des Sub-G; Anteils im

Vergleich zur Kontrolle erkléren.

Es gibt eine Reihe weiterer Faktoren, die einen Schutz fiir MSC vor den Stress
induzierenden Bedingungen der Hypoxie und Serumdeprivation bieten. Diese arbeiten iiber
den PI3K/Akt und ERK 1/2 Signalweg. Dazu gehoren u.a. Lovastatin (Xu 2008),
Heregulin (Gui 2007), Angiopoietin-1 (Liu 2008), SDF-1 (Yin 2011), Lysophoshpatsidure
(Chen 2008).

Fiir die therapeutische Nutzung der Zellen in foto ist die phénotypische und funktionelle
Transdifferenzierung eine unabdingbare Voraussetzung. Mochte man die Zellen eher als
eine Art ,,biologische Fabrik* tropher Faktoren verwenden, reicht es absolut aus, wenn die

Zellen im Allgemeinen therapeutisch wirksam sind. Physiologische Wirkung kénnten die
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konvertierten MSC entfalten durch Milieuverédnderung oder durch parakrine Effekte, um so
direkt auf neurale Zellen Einfluss zu nehmen. Dadurch konnten die pathophysiologischen
Vorgénge bei neurodegenerativen Erkrankungen eingeschriankt oder abgewendet werden.
MSC produzieren Zytokine, die mitogen im ZNS wirken und das neuronale Zelliiberleben
verbessern. Sie produzieren desweiteren ein Substrat, das forderlich ist fiir die axonale
Regeneration und die Proliferation von Schwannzellen. Desweiteren scheinen sie anti-
inflammatorisch zu wirken, was den positiven Effekt in manchen Tierversuchen erklaren
konnte (Gruh 2009).

Es darf allerdings nie aufler Acht gelassen werden, dass MSC auch negative Auswirkungen
verursachen konnen. MSC koénnen sich im Zuge einer mesenchymal-epithelialen

Umwandlung in Karcinom assozierte Fibroblasten verdndern (Mishra 2009).

4.8. Substratrigiditit als Einfluss auf die Differenzierung von MSC

Engler zeigte fiir MSCs eine Abhéngigkeit der Transdifferenzierung von der Elastizitét des
Substrates, auf dem die Stammzellen wuchsen. Dabei fand er heraus, dass auf weichem
Material eher eine Induktion in einen neuronalen Zelltyp induziert wurde und auf hartem
Material eher eine osteogene Differenzierung stattfand. Diese Effekte zeigten sich nach
etwa 3-4 Wochen. In der ersten Woche waren die Zellen noch sensitiv auf ldsliche
Induktionsfaktoren (Engler 2006).

Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Substratrigiditit in vorliegender
Versuchsreihe bei den adhdrent wachsenden Zellen keinen Einfluss auf die Zellen hatte.
Diese wurden schon nach einer Woche Konvertierung untersucht. Ein Zeitraum, der nach

Engler noch keine Verdanderungen aufgrund der Oberflachenrigiditét verursacht.

4.9.Schlussfolgerung und Aussicht

In allen Versuchen war eindeutig zu erkennen, dass die konvertierten Zellen unter
adhirenten Bedingungen besser wachsen als unter Suspensionsbedingungen. Genauer
gesagt zeigen sie weniger Apoptose bei etwa gleicher Proliferation. Eine mogliche

Erklarung ist die weiter oben beschriebene Anoikis.
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Die Verdnderung der Konvertierungsprotokolle mit neurotrophen Wachstumsfaktoren
zeigte einen wachstumsneutralen Effekt. Daher kdnnen diese gut in zukiinftige Protokolle
eingebunden und ndher untersucht werden. Kleinmolekulare Substanzen zeigten in den
gegebenen Konzentrationen und Wachstumsbedingungen keinen Benefit gegeniiber dem
urspriinglichen von Hermann etablierten Protokoll. Einen ,,Superfaktor®, der den Zellen
auch unter den extremen Bedingungen der Hypoxie und des Serumentzuges einen
Proliferationsschub gibt, konnte unter den hier untersuchten nicht ausfindig gemacht
werden.

Die gefundenen Morphologieverdnderungen bei einzelnen Faktoren (VPA, Retinséure)
konnten zum einen eine Verdnderung des Expressionsmusters bedeuten. Zum anderen
wire es auch moglich, dass der schon herrschende enorme Zellstress durch die
Kulturverdanderung verstérkt wird. Einen dhnlichen Effekt der
Zellmorphologieverdnderung durch die Kulturbedingungen, die auch zum Teil hier fiir die
transgerminale Konvertierung verwendet wurden, zeigen Phinney (Phinney 2005) und
Neuhuber (Neuhuber 2004).

Vor dem Hintergrund der Eigenschaften, die die Zellen unter den hier beschriebenen
Wachstumsfaktoren haben, ist es interessant zu untersuchen, ob es unter den getesteten
Faktoren einen gibt, der die Migration verbessert und/oder die Expression von protektiven
zytokinen, zytotrophen Faktoren, oder Neprilysin erh6éhen.

Denn Habisch fand eine Erhdhung der Expression auf mRNA und Proteinebene wihrend
der Konvertierung der MSC (mit den auch in dieser Doktorarbeit verwendeten
Standardprotokollen) von verschiedenen 16slichen zytotrophen Faktoren wie HGF, VEGF
und Amphiregulin. Fiir diese ist bekannt, dass sie neuronale Differenzierung férdern und
neuroprotektiv wirken (Habisch 2010b).

Wihrend der Konvertierung kam es auflerdem zu einer Induktion der beiden Gene F-
spondin und Neprilysin (CD10). Fiir diese ist bekannt, dass sie einerseits die Synthese von
A-Beta Peptiden hemmen, andererseits deren Abbau fordern. In vitro konnte gezeigt
werden, dass mNSC, die mit HEK-293 Zellen, die APP exprimieren, co-kultiviert wurden,
dafiir sorgen, dass im Zellkulturiiberstand weniger A-Beta Peptide vorhanden sind. Dies
konnte ein Zugang fiir eine Stammzellentherapie gegen Morbus Alzheimer sein (Habisch
2010a).

Fir die kleinmolekularen Substanzen wie 5-AC, TSA und VPA konnte fiir

Mausembryofibroblasten (MEF) gezeigt werden, dass sie die Effizienz der
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Reprogrammierung dieser Zellen in ,,induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) verbessert
(Huangfu 2008). Diese Reprogrammierung erfordert die verstdrkte Expression von 4
Transkriptionsfaktoren, Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc (Takahashi 2006; Okita 2007,
Maherali 2007; Wernig 2007). Fiir die Chromatin- modifizierenden Agenzien TSA und
5AC konnte fiir Neurosphere-Zellen gezeigt werden, dass die Pluripotenz-assoziierten
Gene vermehrt exprimiert werden (Ruao 2008). Weitere Forschung in der Verdnderung
und Verbesserung von Konvertierungsprotokollen fiir MSC in mNSC kann hier ansetzen
und untersuchen, ob die kleinmolekularen Substanzen auch wihrend der proneuralen trans-
germinalen Konvertierung mesenchymaler Stammzellen einen gleichen oder @hnlichen
Effekt auf jene Transkriptionsfaktoren haben. Ein erster Schritt hierzu wére etwa auch, die
von uns bereits untersuchten Substanzen in niedrigeren Konzentrationen zu testen, um

toxische Effekte zu minimieren.
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5. Zusammenfassung

Neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) oder Demenz stellen fiir die Betroffenen einen erheblichen Einfluss auf die
Lebensqualitét dar. Derzeit stehen fiir dieses Erkrankungen keine kurativen Therapien zur
Verfiigung. Eine Idee diese Liicke zu schlieBen ist die Behandlung mit adulten
Stammzellen. Ziel ist der Ersatz des funktionellen Neuronenverlusts. Neurale Stammzellen
sind schwierig zu gewinnen. Daher wird und wurde versucht mesenchymale Stammzellen
zu verwenden, welche sich in vielen leicht zugénglichen Gewebearten finden. Das Problem
ist die Zugehorigkeit der mesenchymalen Stammzellen (MSC) zu einem anderen Keimblatt
als Zellen neuralen Typs. Es gibt eine wachsende Anzahl an Hinweisen, dass Stammzellen
nicht Keimblatt-restringiert sind. Forscher haben unterschiedliche Protokolle entwickelt,
um Zellen transgerminal zu konvertieren. In Transplantationsversuchen zeigte sich bei den
so verdnderten Zellen ein hoher Zellverlust. Die Protokolle sind in dieser Hinsicht und in
der Effizienz der Konvertierung noch erweiterungsbediirftig.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, den Einfluss von Faktoren, die in der
Neurogenese eine Rolle spielen, auf das Wachstum von konvertierten mesenchymalen
Stammzellen messbar und sichtbar zu machen und herauszufinden, ob die Zellen
tiberhaupt noch unter den Bedingungen Teilungs- und damit Aktivitdtsverhalten zeigen.
Gerade in Hinblick auf das Bediirfnis, bessere Konvertierungsprotokolle zu etablieren,
diirfen zusétzliche Faktoren nicht negativ auf das Wachstum wirken, sondern sollten dieses
begilinstigen.

Ein Indikator fiir Wachstum ist die Zellzyklusverteilung, sowie Férbungen und Messungen
mit Molekiilen, die wéhrend der DNA Synthese eingebaut werden. Dazu mussten bekannte
Methoden auf diesen speziellen Zelltyp hin etabliert werden. Die adhdrent wachsenden
MSC wurden nach erfolgter Zellkultivierung umgesetzt, mit Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2), Epidermal Growth Factor (EGF), Heparin + neurotrophe Faktoren oder
kleinmolekularen Substanzen behandelt und in serumfreiem Medium sowie unter Hypoxie
geziichtet. Nach der Umsetzung gab es 2 Versuchsansitze: (1) Zellen, die am Boden
anwachsen konnten (adhdrente Bedingungen) und (2) Zellen, die frei im Medium
schwimmen und nicht anwachsen konnten (Zellen in Suspension). 7 Tage nach dieser als

Konvertierung bezeichneten Methode wurden die Zellen dann wu.a. mittels
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Zellzyklusmessung auf Proliferation und Apoptose tiberpriift, oder unter dem Mikroskop
auf Morphologieverdnderungen hin untersucht. Desweiteren wurde untersucht, ob die
Zellen unter gewissen Faktoren eine Erhohung der CD318 Expression zeigten. Die Dauer
von 7 Tagen ergab sich, da die Zellen zu diesem Zeitpunkt in der Monolayerkultur noch
nicht ,,dicht” sind, d.h. es kommt noch kaum zu Kontakt zwischen den Zellen.

Es zeigte sich, dass 26,2% der MSC proliferierten. Von den mNSC (MSC-derived NSC-
like cells; NSC: Neurale Stammzelle) unter Adhdrenz nur noch ca. 12% und unter
Suspension nur noch ca. 8 % Proliferation zeigten. Auch bei der Zugabe weiterer Faktoren
war ersichtlich, dass die Zellen unter Adhirenz grundsitzlich besser wuchsen, als Zellen in
Suspension. Eine Erkldrung dafiir ist die Anoikis: der Zelltod aufgrund von
Adhirenzverlust. Die neurotrophen Wachstumsfaktoren Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF), Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8) sowie Sonic Hedgehog (SHH) waren
wachstumsneutral. Leukemia Inhibitory Factor (LIF) zeigte fiir Zellen in Suspension eine
Erhohung des Anteils Annexin und Propidiumiodid (PI) positiver Zellen. EGF in hoher
Konzentration scheint einen anti-apoptotischen Effekt fiir Zellen in Suspension zu
bewirken. Valproinsdure (VPA) bewirkte eine Verdnderung der Morphologie. Die
Zellkorper wurden etwas flacher und die Zellausldufer zahlreicher und ldnger. Der Histon-
Deacetylase Hemmer Trichostatin A (TSA) konnte einen Zellzyklusarrest induziert haben,
da der S und G,/M signifikant zunahm, gleichzeitig aber die Zellzahl kleiner wurde. TSA
zeigte auch Erhohung von CD318, ein Oberflachenprotein, das vor allem auf Stammzellen
aber auch auf neoplastischen Zellen vermehrt exprimiert wird. 5-Azadytidin (5AC) und L-
3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) schienen keinen Vorteil fiir das Zellwachstum zu
haben. Retinsdure fiihrte zu massiver Apoptose sowie Morphologieverdnderungen (die
Zellen lagerten sich in Gruppen zusammen und waren sehr stark granuliert) und war in der
verwendeten Konzentration nicht vorteilhaft fiir die Zellen.

Ein grofes Problem generell in der transgerminalen Stammzellenforschung ist die
Verwendung unterschiedlicher Zelltypen, sowie von unterschiedlichen
Versuchsprotokollen, was eine Vergleichbarkeit erheblich erschwert. Auch die hier
verwendeten Zellen wurden zwar gut charakterisiert, dennoch ist von einer hohen
Inhomogenitit der Zellen auszugehen. Weiterer Forschungsbedarf auf molekularer Ebene
muss zeigen, wie die Faktoren auf die Reprogammierung der hier verwendeten Zellen
wirken. Ein interessantes  Untersuchungsobjekt wiren stammzellenspezifische

Transkriptionsfaktoren.
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