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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells = MSCs) sind multipotente, nicht-
hamatopoetische Stammzellen, die die Fahigkeit besitzen, sich in verschiedene Gewebe zu
differenzieren. Zudem besitzen sie immunmodulatorische und heilungsférdernde
Eigenschaften (Caplan und Dennis 2006). Aufgrund dieser Charakteristika stellt der Einsatz
von MSCs in der Human- sowie Veterindrmedizin zur Behandlung unterschiedlichster
Erkrankungen ein grof3es Forschungsgebiet dar.

Der Einsatz von MSCs beim Hund beschrankt sich vor allem auf praklinische Studien an
Versuchshunden zur Erforschung der Anwendungsmdglichkeiten am Menschen. Jedoch
existieren erste Studien zum therapeutischen Einsatz von MSCs bei Hunden mit
orthopadischen Erkrankungen (Ryu et al. 2009). So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass die Transplantation von ASCs zur Verbesserung von Osteoarthritis in erkrankten
Hunden beitragen kann (Black et al. 2007).

Die Regenerative Medizin stellt im Bereich der Stammzellforschung ein grofRes
Forschungsgebiet dar. Hierbei ist die Behandlung von verletztem und zerstértem Gewebe,
insbesondere von Nervengewebe, nur sehr eingeschrankt mdglich. Aufgrund dessen wird
intensiv an Moglichkeiten fur einen therapeutischen Einsatz von MSCs in der Neurologie
geforscht. Neurologische Erkrankungen wie Ruckenmarkstraumata, Epilepsie oder Multiple
Sklerose und deren Behandlung sowie Verbesserung und Heilung durch eine stammzell-
basierte Therapie sind daher Gegenstand internationaler Forschung. Daflir werden neurale
Stammzellen oder MSCs anderer Gewebe, die zuvor neuronal differenziert werden, in das
periphere oder zentrale Nervensystem injiziert. Bei den nicht neuralen Stammzellen, die fur
diese Forschung und Behandlung eingesetzt werden, handelt es sich hauptsachlich um
MSCs aus dem Knochenmark oder dem Fettgewebe.

Es existieren mehrere Studien zur neuronalen Differenzierung von caninen
Knochenmarksstammzellen (englisch: canine bone marrow-derived stem cells, cBMSCs), die
zeigen, dass sich diese Zellen durch eine neuronale Differenzierung morphologisch
verandern (Long et al. 2005; Oda et al. 2013). Zudem exprimieren neuronal differenzierte
BMSCs neuronale und gliale Marker (Kamishina et al. 2006). Weiterhin wurde der Einsatz
von BMSCs bei Verletzungen des zentralen Nervensystems beim Hund untersucht (Jung et
al. 2009; Ryu et al. 2009).

Untersuchungen zur neuronalen Differenzierungsfahigkeit adipogener caniner Stammzellen

(adipose-derived stem cells = ASCs) sind allerdings rar. Hierbei muss zunachst die Frage
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geklart werden, ob und wie sich canine Stammzellen aus dem Fettgewebe neuronal
differenzieren lassen. Das neuronale Differenzierungspotenzial caniner Stammzellen aus

dem Fettgewebe soll daher Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

Ziel dieser Arbeit ist es, zunachst die Differenzierungskapazitat undifferenzierter caniner
Stammzellen aus dem abdominalen Fettgewebe zu untersuchen. Hierfir werden die Zellen
in eine adipogene, chondrogene und osteogene Richtung differenziert und weiterhin auf die
Expression von Zelloberflachenmarkern untersucht. AnschlieRend erfolgt die Untersuchung
des neuronalen Differenzierungspotenzials der cASCs mithilfe morphologischer Methoden,
molekularbiologischer Analysen zur Gen- und Proteinexpressionen neuronaler, glialer und
neurotropher Faktoren und schliellich mittels Immunhistochemie. Dabei sollen folgende

Fragen geklart werden:

Lassen sich canine Stammzellen aus dem Fettgewebe adipogen, chondrogen und

osteogen differenzieren?

o Exprimieren diese isolierten Zellen Stammzell-spezifische Oberflachenmarker?

e Kommt es durch die neuronale Differenzierung zu einer morphologischen

Veranderung der cASCs?

e Wie wirkt sich die neuronale Differenzierung auf die Genexpression neuronaler
Markergene der cASCs aus? Werden in neuronal differenzierten Zellen auch
neuronale Gene exprimiert? Verandert sich die neuronale Expression neuronaler

Gene im Laufe der Differenzierung?

e Werden ebenfalls neuronale Proteine in den induzierten Zellen translatiert?
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2. Literaturubersicht

2.1 Stammzellen

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die die Fahigkeit der Selbsterneuerung besitzen
und sich in verschiedene Gewebe differenzieren kénnen (Hall und Watt 1989; Potten und
Loeffler 1990; Weissman 2000). Hinsichtlich der Differenzierungspotenziale wird zwischen
adulten und embryonalen Stammzellen unterschieden.

Zu Beginn der Embryonalentwicklung besteht die Zygote aus Blastomeren, die in der Lage
sind, sich in jedes Gewebe zu differenzieren und einen vollstdndigen Organismus zu bilden.
Diese Zellen, die eine Blastozyste formen, sind omni- oder totipotent (Gardner und Johnson
1973). Das bedeutet, dass aus diesen Zellen entweder der spatere Embryoblast (der Embryo
selbst) oder der Trophoblast hervorgehen kann. Ab dem 8-Zellstadium und somit zum
Beginn der Morula differenzieren sich die Blastomerzellen in eine innere (Embryoblast) und
eine aulere Zellmasse (Trophoblast) (Gardner und Johnson 1973). Wahrend dieser
praimplantativen Phase verlieren die Zellen ihre Totipotenz (Paepe et al. 2014). Der
Trophoblast stellt im weiteren Verlauf der Entwicklung zusammen mit mutterlichen Anteilen
die Plazenta dar, wahrend sich der Embryoblast mit verschiedenen Geweben zum Embryo
und dann zum Fetus entwickelt. Die Zellen des Embryoblasten sind nun von den
Trophoblastzellen getrennt und konnen sich auch nicht mehr in das extraembryonale
Gewebe entwickeln. Die Zellen des Embryoblasten werden als pluripotente Zellen
bezeichnet. Pluripotenz bedeutet, dass sich Zellen in die drei Keimblatter (Ekto-, Ento- und
Mesoderm) des Embryos entwickeln koénnen (Paepe et al. 2014). Diese Zellen der
Blastozyste werden auch als embryonale Stammzellen bezeichnet (embryonic stem cells,
ES-Zellen) (Chung et al. 2006).

Adulte Stammzellen sind ebenfalls pluripotent, besitzen aber im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen ein geringeres Differenzierungspotenzial. Zunachst wurde angenommen, dass
sich adulte MSCs nur in das Gewebe differenzieren kénnen, aus dem sie stammen und die
Kapazitat ihrer Differenzierung somit stark limitiert ist. Dies wurde jedoch anhand zahlreicher
Studien widerlegt, die =zeigten, dass sich adulte MSCs in Zellen endodermaler,
mesodermaler und ektodermaler Herkunft differenzieren kénnen (Gussoni et al. 1999;
Pittenger et al. 1999; Kotton und Fine 2003).
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2.1.1 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen sind nicht-hamatopoetische Zellen, die in der Lage sind, sich zu
Zelltypen verschiedener Gewebe zu differenzieren (Caplan 1991; Chamberlain et al. 2007).
Sie sichern somit gewebe- und organspezifisch den Ersatz differenzierter Zellen und
Ubernehmen eine wichtige Funktion in der Homdbostase, Gewebereparatur und Regeneration
eines Organismus. Den ersten Beweis fur die Existenz von adharent wachsenden, fibroblast-
ahnlichen Zellen im Knochenmark mit gro3em Proliferationspotenzial erfolgte durch
Friedenstein et al. (Friedenstein et al. 1976). Weitere Untersuchungen ergaben, dass adulte
Stammzellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in unterschiedliche
Gewebe wie Knochen und Knorpel (Caplan 1991), Fettgewebe, und Sehnengewebe
besitzen (Chamberlain et al. 2007; Uccelli et al. 2008, Rastegar et al. 2010). Aufgrund
dessen, dass all die genannten Gewebe urspriinglich dem Mesoderm entstammen und sich
die untersuchten Zellen in diese Gewebe entwickeln konnen, definierte man diese Zellen
auch als mesenchymale Stammzellen (englisch: mesenchymal stem cells, MSCs).
Mesenchymale Stammzellen wurden fir in vitro Studien bislang aus Knochenmark,
Knochen-Bohrmehl (Wenisch et al. 2005), Fettgewebe (Zuk et al. 2002), Amnionflissigkeit
(Anker et al. 2003), Periost (Nakahara et al. 1991) und fetalem Gewebe (Campagnoli et al.
2001) isoliert. Mesenchymale Stammzellen finden sich in Geweben wie Knochenmark, Fett,
Skelettmuskulatur, Leber, Lunge, Epidermis und dem Nervensystem (Hall und Watt 1989;
Potten und Loeffler 1990; Tropepe et al. 2000). Dabei wurden MSCs nicht nur aus humanem
Gewebe, sondern auch aus Mausen, Ratten, Hunden, Katzen, Schweinen, Kaninchen,
Schafen, Pferden und Affen gewonnen (Javazon et al. 2004; Mattos Carvalho et al. 2009).
Es ist inzwischen bewiesen, dass MSCs auch in adulten Geweben fortbestehen (Woodbury
et al. 2000).

Mesenchymale Stammzellen haben Uber ihr Differenzierungspotenzial und die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung hinaus weitere Eigenschaften. So ist die Morphologie von mesenchymalen
Stammzellen in vitro heterogen, die Zellen zeigen entweder eine spindelférmige,
Fibroblasten-ahnliche oder eine flache Gestalt (Javazon et al. 2004).

Eine weitere Eigenschaft von mesenchymalen Stammzellen ist ihre antiinflammatorische und
immunregulatorische Wirkung. Das bedeutet, dass bei allogener Transplantation, der
Ubertragung von Zellen oder Geweben zweier genetisch unterschiedlicher Individuen, keine
Immunsuppression notwendig ist. Zudem untersuchten verschiedene Gruppen die
immunsuppressiven Eigenschaften der MSCs und zeigten, dass mesenchymale
Stammzellen Einfluss auf die Aktivitat von T-Lymphozyten haben (Bartholomew et al. 2002;
Di Nicola et al. 2002).

Mesenchymale Stammzellen besitzen ebenfalls die Fahigkeit zur Migration. Somit kdnnen

sie in Gewebe und hier vor allem zu Orten der Gewebsschadigung migrieren (Chamberlain
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et al. 2007). Die Mechanismen der Migration sind noch nicht vollends verstanden, es wird
aber vermutet, dass Chemokine und deren Rezeptoren in diesem Prozess eine Rolle
spielen, da Chemokine wichtige Faktoren in der Kontrolle von Zellmigration sind
(Chamberlain et al. 2007). Aufgrund dieser Eigenschaften sind Stammzellen ein
vielversprechendes Mittel im Einsatz fir verschiedene Erkrankungen, insbesondere flr die
Regeneration von Geweben (Rastegar et al. 2010). Im Bereich der Therapieentwicklung
gegen Erkrankungen wie zum Beispiel Knochen-, Knorpel- und Sehnendeffekte, systemische
Skeletterkrankungen, Herzerkrankungen oder neurodegenerative Erkrankungen spielt die
weitere Erforschung mesenchymaler Stammzellen daher eine grofe Rolle (siehe Kapitel
2.1.6).

2.1.2 Kriterien fur MSCs in in vitro Studien

Da es kompliziert ist, Ergebnisse von Studien mit unterschiedlichen Isolations- und
Kultivierungsprotokollen zu vergleichen, wurden Kriterien flir mesenchymale Stammzellen
definiert (Dominici et al. 2006). MSCs miussen die Eigenschaft besitzen, in Kultur Plastik-
adharent zu sein (Dominici et al. 2006). Des Weiteren mussen MSCs ein bestimmtes
Expressionsmuster fir Oberflachenmolekile (CD = Cluster of differentiation-Molekl) zeigen:
MSCs sind negativ fir die Oberflachen-Antigene CD45, CD34, CD14 und CD11 und werden
durch eine positive Expression der Marker CD90, CD105, CD44, CD73 und CD71
charakterisiert (Haynesworth et al. 1992, Dominici et al. 2006, Chamberlain et al. 2007).
Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass die Expressionsmuster hinsichtlich Spezies,
Gewebe und Kulturbedingungen variieren kénnen (Gronthos et al. 2001; Peister et al. 2004;
Javazon et al. 2004). Zuletzt mussen mesenchymale Stammzellen auch die Fahigkeit
besitzen, sich in unterschiedliche Gewebe wie Knorpel, Knochen und Fett zu differenzieren
(Dominici et al. 2006; Chamberlain et al. 2007; Rastegar et al. 2010).

2.1.3 Differenzierung von Stammzellen in vitro

Um das Differenzierungspotenzial zu Uberprifen, ist es ublich, MSCs osteogen, adipogen
und chondrogen zu induzieren (Dominici et al. 2006). Dies geschieht mithilfe verschiedener
Differenzierungsprotokolle und -faktoren. Das Ergebnis der Differenzierung kann anhand von
verschiedenen Farbungen sowie molekularbiologischen Methoden Uberprift werden.

Bisweilen ist es ebenfalls gelungen, mesenchymale Stammzellen in andere Zelltypen zu
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differenzieren. So gelang Woodbury et al. die Differenzierung zu neuronen-ahnlichen Zellen
und Pettinger et al. konnten mesenchymale Stammzellen zu Tenozyten differenzieren
(Pittenger et al. 1999; Woodbury et al. 2000).

2.1.3.1 Osteogene Differenzierung von Stammzellen

Bei der osteogenen Differenzierung werden mesenchymale Stammzellen mit Ascorbinsaure,
3-Glycerolphosphat und Dexamethason flir zwei bis drei Wochen inkubiert. In dieser Zeit
bilden die Zellen Aggregate oder Knodtchen, die auch als ,nodules bezeichnet werden
(Pittenger et al. 1999). Osteogen differenzierte MSCs weisen eine erhdhte Expression der
Alkalischen Phosphatase und eine Akkumulation von Calcium auf (Pittenger et al. 1999).
Anhand der von Kossa- und Alizarin Rot-Farbung kénnen die Zellaggregate angefarbt

werden.

2.1.3.2 Adipogene Differenzierung von Stammzellen

Zur Induktion der adipogenen Differenzierung werden Dexamethason, Insulin, Isobutyl-
methylxanthin und Indomethacin verwendet. Im Laufe der Differenzierung bilden sich
innerhalb der Zellen Lipidvakuolen (Pittenger et al. 1999). Charakteristisch fir adipogen
differenzierte Zellen ist die Expression des Peroxisom-Proliferation-aktivierten-Rezeptors ¥2
(PPAR~Y¥2), der Lipoproteinlipase (LPL) und des fettsdurebindenden Proteins aP2 (Pittenger
et al. 1999). Die Akkumulation der Lipide innerhalb der Vakuolen kann mit der Oil Red O-

Farbung sichtbar gemacht werden.

2.1.3.3 Chondrogene Differenzierung von Stammzellen

Fiar die Induktion der chondrogenen Differenzierung werden MSCs zu einem Zellpellet
zentrifugiert und mit dem transfomierenden Wachstumsfaktor-f (TGF-B) kultiviert (Mackay et
al. 1998) (Sekiya et al. 2001). Das Zellpellet entwickelt eine mehrschichtige, matrixreiche
Morphologie und anhand der Toluidinblau-Farbung kann eine Anhaufung von
Glykosaminoglykanen innerhalb der extrazellularen Matrix festgestellt werden (Mackay et al.
1998). Chondrogen differenzierte Stammzellen zeigen auflerdem die Expression von

Kollagen Typ 2, welches typisch fir Gelenkknorpel ist (Pittenger et al. 1999).
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2.1.4 Neurale Stammzellen

Neurale Stammzellen (NSCs: neural stem cells) sind Stammzellen des zentralen
Nervensystems, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen und in die drei
Hauptzelltypen des ZNS differenzieren konnen: Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten
(Reynolds und Weiss 1992; Davis und Temple 1994, Johansson et al. 1999). Solche Zellen
konnten bislang aus dem embryonalen, fetalen und adulten Nervensystem isoliert und in
verschiedene Gewebe differenziert werden (Reynolds und Weiss 1992; Rao und Mayer-
Proschel 1997; Mujtaba et al. 1999; Gage 2000; Galli et al. 2000; Weiner 2008).

Neurale Stammzellen teilen sich entweder symmetrisch und erhéhen somit die Anzahl des
Stammzellenpools, oder es erfolgt eine asymmetrische Teilung zu Vorlauferzellen, aus
denen die verschiedenen Nervenzellen hervorgehen (Kennea und Mehmet 2002).

Die neuralen Stammzellen, die sich aus den Neuroektodermzellen bilden, teilen sich an der
ventrikularen Oberflache des Neuralrohres und formen eine ventrikulare Zone (Merkle und
Alvarez-Buylla 2006). Diese Zellen teilen sich symmetrisch, um den Zellpool zu erhéhen und
spater auch asymmetrisch. Bei der asymmetrischen Zellteilung entsteht eine Zelle, die in der
ventrikularen Zone verbleibt sowie eine Tochterzelle, die nach aufen zu ihrem Zielort
migriert (Haubensak et al. 2004). Bildungsorte der neuralen Stammzellen sind neben dem
Neuroektoderm fiir embryonale NSCs auch der Gyrus dentatus des Hippocampus (Weiner
2008). Adulte neuronale Stammzellen finden sich vor allem in der subventrikularen Zone der
lateralen Ventrikel, der subgranuldren Zone des Gyrus dentatus sowie dem Bulbus
olfactorius (Vescovi et al. 2001). Darlber hinaus lassen sich adulte NSCs in kleineren
Mengen auch in der Amygdala, in der Substantia nigra, dem Ruckenmark und dem
Neocortex finden (Bedard et al. 2002; Bernier et al. 2002; Zhao et al. 2003).

Aus den ursprunglichen Neuroektodermzellen differenzieren sich auch Radialgliazellen
(Anthony et al. 2004). Sie reifen zu Astrozyten-ahnlichen Zellen heran, stellen die neuralen
Vorlauferzellen dar und generieren durch Teilung und Differenzierung Neurone oder
Oligodendrozyten (Merkle und Alvarez-Buylla 2006). Die Radialglia bilden mit ihren
Fortsatzen aus der ventrikularen Zone heraus eine Art Wanderweg fur die Nervenzellen,
damit diese zu ihrem Zielort migrieren kénnen (Kettenmann und Verkhratsky 2011). In der
spateren Entwicklung bilden sich die Radialglia zu reifen Astrozyten um. Einige der
Radialglia behalten die Eigenschaft bei, neurale Zellen zu generieren (Kettenmann und
Verkhratsky 2011). Wie Astrozyten exprimieren diese Zellen das Intermediarfilament GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein).

Im Laufe der Entwicklung verandern neurale Stammzellen ihre Morphologie und produzieren
unterschiedliche Nachkommen. Ebenso kénnen sich auch die Expressionsmuster fur

verschiedene Gene andern (Abramova et al. 2005).
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2.1.5 Neurogenese

Unter der Neurogenese versteht man die Entwicklung des Nervensystems von Organismen.
Dabei handelt es sich um eine stufenweise Ausbildung verschiedener zellularer
Komponenten sowie um die Differenzierung zu vollstandig ausgebildeten Nervenzellen.

Zu Beginn der Neurogenese entsteht aus dem Neuroektoderm die sogenannte Neuralplatte,
die dorsal des Embryos dessen Mittellinie bildet. Aus der Neuralplatte entsteht durch
Krimmung der Zellen die Neuralrinne, die an den Seiten durch Zellwucherungen von
Neuralfalten begrenzt ist. Die Neuralrinne bildet sich durch Wachstum und Proliferation der
Neuroektodermzellen zum Neuralrohr aus, welches sich in weiteren
Differenzierungsschritten schliel3t. Aus den Neuralfalten entstehen die Neuralfurchen, welche
sich wiederum zu den Neuralleisten entwickeln, die aus Neuralleistenzellen (englisch: neural
crest stem cells, NCSCs) bestehen. Das Neuralrohr umgibt den Zentralkanal, der sich zum
spateren Ventrikelsystem und dem Spinalkanal entwickelt. Differenzierungen der
Neuroektodermzellen fihren durch verschiedene intrinsische und extrinsische Signale und
Faktoren, welche bislang nicht vollstandig bekannt sind, zunachst zur Ausbildung von
neuralen Stammzellen, die sich im weiteren Verlauf zu Neuronen und Gliazellen ausbilden.
Neben den neuralen Stammzellen, die das spatere zentrale Nervensystem bilden,
ubernehmen auch die Zellen der Neuralleisten eine wichtige Funktion. Diese Zellen
generieren Vorlauferzellen, aus denen das periphere Nervensystem entsteht (Kalcheim
2000). Die Entwicklung der NCSCs erfolgt Uber verschiedene Stadien: frihe Spezifizierung
dieser Zellen aus der Neuralplatte, dorsale Proliferation der Zellen auf dem Neuralrohr,
Trennung der Zellen vom Neuralrohr und Ausbildung von Neuralleisten (Garcia-Castro und
Bronner-Fraser 1999). Diese Trennung beziehungsweise Abwanderung der Zellen vom
Neuralrohr wird als Delamination bezeichnet. Ihr zugrunde liegt ein Expressionsriickgang
verschiedenster neuraler Adhasionsmolekile wie NCAM oder N-Cadherin (Pla et al. 2001).
Aufgrund dieser Regulierungsprozesse wandern die NCSCs vom Neuralrohr ab.
Neuralleistenzellen besitzen wie auch NSCs die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und kénnen
sich in unterschiedliche Zelltypen entwickeln. Sie unterscheiden sich von NSCs in ihrer
Fahigkeit, Uber lange Distanzen zu migrieren und in mesenchymale Entwicklungslinien zu

differenzieren (Kennea und Mehmet 2002).

2.1.5.1 Embryonale Neurogenese

Im weiteren Verlauf der Neurogenese spielt eine bestimmte Untergruppe der neuralen

Stammzellen eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Gehirns. Diese Zellen zeigen eine
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radiale Morphologie und werden auch als Radialglia bezeichnet (Barres 1999; Noctor et al.
2001; Gregg et al. 2002). Aus der Zellteilung neu generierte Zellen wandern entlang der
radial wachsenden Fortsatze der Radialglia aus der Ventrikularzone in Richtung ihres
endgultigen Zielortes. Hier teilen und differenzieren sich diese Zellen weiter. Gliazellen und
Neurone konnen aus denselben Vorlauferzellen hervorgehen. Die gliale und neuronale
Determination hangt von verschiedenen extrinsischen Faktoren und Formen der
transkriptionalen Aktivierung ab (Tanabe und Jessell 1996; Jessell 2000). Eine wichtige Rolle
in der neuronalen Differenzierung spielt das antiproliferative Gen PC3, das mit der
»,Geburtsstunde der Nervenzelle® in Verbindung gebracht wurde (lacopetti et al. 1994). Die
Expression von PC3 flihrt zur Expression der neuronalen Marker R-IlI-Tubulin und MAP-2
(Canzoniere et al. 2004). Fir das Uberleben und die Reifung entstehender Neurone sind
Wachstumsfaktoren, wie die Neurotrophine FGF (fibroblast growth factor), NGF, BDNF und
GDNF, wichtig. Morphologische Veranderungen gehen mit der Ausbildung neuraler
Fortsdtze und der Bildung von Vernetzungen einher (Bito et al. 2000). Die terminale
Differenzierung resultiert schliefdlich in der Anlage spannungsabhangiger Natrium- und

Kaliumkanale (Kohyama et al. 2001).

2.1.5.2 Postnatale und adulte Neurogenese

Wahrend ein groRer Teil der Neurogenese in der embryonalen sowie frGhen postnatalen
Entwicklung stattfindet, kommt es auch im adulten Saugetier kontinuierlich zur Bildung neuer
Nervenzellen. Den ersten Nachweis fur die Existenz adulter neuraler Stammzellen machten
Altman und Das, die Lasionen in Rattengehirnen durchfihrten und anschlieRend die
Proliferation von Neuronen beobachteten (Altman und Das 1966). In den darauffolgenden
Jahren konnte die adulte Neurogenese auch in anderen Studien nachgewiesen werden
(Gage et al. 1995). Im Gehirn gibt es zwei Regionen, in denen adulte neurale Stammzellen
gebildet werden: die Subventrikularzone, die sich an der lateralen Wand des Seitenventrikels
befindet und der Hippocampus (Song et al. 2002). Innerhalb dieser Regionen befinden sich
neurale Stammzellen, die sich unbegrenzt teilen kdnnen und Tochterzellen generieren. Die
Tochterzellen besitzen die Fahigkeit, sich in die verschiedenen Zelltypen einer Nervenzelle
zu differenzieren. Hierzu gehoren die Gliazellen, die sich durch weitere Differenzierungen zu
Astrozyten oder Oligodendrozyten spezialisieren, und die Neurone.

Die Entwicklung und Bildung neuer Nervenzellen im Hippocampus verlauft in drei Stadien,
die man als Proliferation, neuronale Determination und Reifung benennt (Bischofberger und
Schmidt-Hieber, 2006). In diesen Stadien bilden sich aus neuronalen Stammzellen

neuronale Vorlauferzellen, die sich zunachst weiter teilen. Sie entwickeln sich schliel3lich zu
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postmitotischen Neuronen. All diese Ablaufe gehen mit unterschiedlichen zellularen
Prozessen einher.

Innerhalb des Gyrus dentatus, einem Teil des Hippocampus, befinden sich neurale
Stammzellen. Der Zellkorper dieser Zellen liegt in der subgranuldren Zone, wahrend ein
langer Dendrit durch die Kdrnerzellenschicht bis in die Molekularschicht reicht. In dieser
Schicht verzweigt er sich in viele kleine Fortsatze (Filippov et al. 2003; Fukuda et al. 2003).
Charakteristisch flr diese neurale Stammzellen ist die Expression von Nestin und GFAP.
Aus den neuronalen Stammzellen entstehen durch asymmetrische Teilung neurale
Vorlauferzellen, die weiterhin Nestin exprimieren, aber nicht mehr GFAP-positiv sind
(Filippov et al. 2003). Die neuralen Vorlauferzellen teilen sich vermehrt und lassen so eine
Vielzahl neugebildeter Zellen entstehen. Allerdings ist die Fahigkeit zur Teilung bei diesen
Zellen wohl auf einen bestimmten Zeitraum beschrankt, weswegen die neuralen
Stammzellen immer neue Vorlauferzellen hervorbringen (Bischofberger und Schmidt-Hieber,
2006). Die Proliferation der Vorlauferzellen wird durch Wachstumsfaktoren und
Neurotransmitter wie zum Beispiel BDNF und Serotonin, reguliert. Weiterhin beginnen diese
Zellen, GABA- und NMDA-Rezeptoren zu exprimieren, die flr die spatere synaptische
Ubertragung und Kommunikation notwendig sind (Wang et al. 2005). Die neuronalen
Vorlauferzellen reifen innerhalb von vier Wochen zu jungen, postmitotischen Neuronen
heran. In dieser Zeit exprimieren die Neurone weitere neuronale Proteine sowie typische
neuronale lonenkanale. Die jungen Neurone bilden GABAerge und glutamaterge erregende
Synapsen aus (Wang et al. 2005; Ge et al. 2006). Morphologische Veranderungen gehen mit
dem Wachstum von Axonen und Dendriten in den ersten Tagen nach der Zellteilung einher
(Bischofberger und Schmidt-Hieber, 2006). Die spezifische neuronale Aktivitdt im
Hippocampus beeinflusst die neuronale Determination und die Reifung der jungen Neurone.
Auch bei Menschen im Alter von uber 70 Jahren konnten noch neu gebildete Neurone im
Hippocampus nachgewiesen werden (Eriksson et al. 1998; Jin et al. 2004). Die adulte
Neurogenese ist vor allem im Hippocampus demnach insofern interessant, als dass diese
Region entscheidend fir das Lernen und die Gedachtnisleistung ist.

Die Subventrikularzone (SVZ) enthélt ebenfalls proliferierende neurale Stammzellen. Die
Nachkommen dieser Stammzellen migrieren aus der SVZ entlang eines rostralen Trakts zum
Bulbus olfactorius und entwickeln sich hier weiter in Interneurone (Pencea et al. 2001). Die
migrierenden neuralen Vorlauferzellen, auch Typ A-Zellen genannt, exprimieren Nestin,
einen Marker fir neurale Vorlauferzellen, und B-llI-Tubulin, ein Neuronen-spezifisches
Tubulin.
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2.1.6 Neurotrophine

Neurotrophine sind eine Gruppe von Wachstumsfaktoren, die an der embryonalen und
adulten Neurogenese beteiligt sind (Gould und Enomoto 2009). Der Begriff der
Neurotrophine geht auf die Neurotrophinhypothese von Levi-Montalcini, Hamburger und
spater auch Purves zuriick (Hamburger 1958; Northcutt 1989). Levi-Montalcini und
Hamburger entdeckten, dass Ganglien je nach Korperregion ein unterschiedlich starkes
Wachstum zeigten, teilweise aber ohne erkennbaren Grund abstarben (Hamburger und Levi-
Montalcini 1949). Daraufhin postulierten sie die Existenz neurotropher Faktoren, die von
adulten Nervenzellen gebildet und von sich entwickelnden, unreifen Neurone aufgenommen
werden. Neurone, die erfolgreich Synapsen und synaptische Verbindungen bilden, erlangen
ausreichend trophische Faktoren, um Uberleben zu koénnen. Andererseits unterliegen
Neurone, die nicht genugend dieser Faktoren erhalten, dem programmierten Zelltod, der
Apoptose. Demzufolge sollten neurotrophe Faktoren (englisch: neurotrophic factors, NTFs)
existieren, die das Uberleben und den Zelltod einer Zelle beeinflussen. Oppenheim schatzte,
dass sterbende Neurone wahrend ihrer Entwicklung ein bestimmtes Programm von Genen
aktivieren und dass NTFs dieses Programm beeinflussen und inhibieren kénnen
(Oppenheim 1991).

Neurotrophine werden im zentralen und im peripheren Nervensystem von einzelnen
Neuronen und neuronen-assoziiertem Gewebe wie Gliazellen und Schwannzellen gebildet
(Levi-Montalcini et al. 1995; Lewin und Barde 1996).

Sie dienen dem Uberleben, der Zellproliferation und der Differenzierung sowie dem
Wachstum von Axonen und Dendriten von embryonalen und adulten Nervenzellen (Lu et al.
2005; Reichardt 2006). Dabei Ubernehmen sie schon zu Beginn der neuronalen
Differenzierung und Entwicklung verschiedene regulatorische Funktionen. Neurotrophine
fordern nicht nur die Differenzierung von embryonalen neuralen Stammzellen, sondern
haben auch Einfluss auf adulte NSCs (Benraiss et al. 2001; Scharfman et al. 2005). Des
Weiteren fordern Neurotrophine die Synaptogenese und regulieren die funktionelle und
morphologische Reifung von Synapsen (Sanes und Lichtman 1999). Dieser modulierende
synaptische Effekt der Neurotrophine wurde erstmals in Kulturen von Myozyten und
Rickenmarksneuronen von Xaenopus laevis entdeckt. Hier fuhrte die Addition verschiedener
Neurotrophine zu einem Anstieg in der synaptischen Aktivitat (Lohof et al. 1993). Dieser
Einfluss der Neurotrophine auf die Synaptogenese und die Regulierung synaptischer
Aktivitat stimmt damit Gberein, dass Neurotrophine die Expression synaptischer Proteine, wie
Enzyme und Neurotransmitter, beglinstigen (Vicario-Abejon et al. 2002).

Neurotrophine binden an zwei unterschiedliche Rezeptoren. Zum einen kdnnen sie an den
weniger affinen p75NTR-Rezeptor der TNF-Familie (Tumornekrosefaktor) binden (Chao

2003). Mit einer Bindung an diesen Tumornekrosefaktor kbnnen Neurotrophine die Apoptose
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induzieren (Bamiji et al. 1998; Casaccia-Bonnefil et al. 1998). Spezifische Bindungen gehen
die einzelnen Neurotrophine mit den Trk-Rezeptoren (Tyrosinkinase-Rezeptoren) ein, zu
denen TrkA, TrkB und TrkC gehdéren (Barbacid 1995; Chao 2003). Die Bindung an die Trk-
Rezeptoren resultiert in der Aktivierung der Tyrosinkinasen und reguliert somit eine
SignalUbertragung. Die Bindungsspezifitat der Neurotrophine ist in Abbildung 1 dargestellt.
Im Laufe der letzten Jahre wurde durch weitergehende Forschung mit Neurotrophinen deren
neurotrophe Wirkung in nicht-neuronalem Gewebe untersucht. So sind Fibroblasten,
Immunzellen und glatte Muskelzellen zur Neurotrophinsynthese fahig. Ebenfalls konnte eine
Wirkung von Neurotrophinen auf solche nicht-neuronale Zellen nachgewiesen werden
(Nemoto et al. 1998).

Bekannte Neurotrophine sind der nerve growth factor (NGF), der brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), der glial cell derived neurotrophic factor (GDNF) und die Neurotrophine 3 und
4 (NT3, NT4). Da in der vorliegenden Arbeit die Expressionen von NGF, BDNF und GDNF

untersucht wurden, wird an dieser Stelle detailliert auf diese Faktoren eingegangen.

Bindungs-Spezifitdt der Neurotrophine

ttkA «——— NGF )

W8 = NT4r5 — PISNTR
LA weoed
GFRa-1
GDNF
Ret

Abbildung 1: Bindungscharakteristik der Neurotrophine fiir spezifische Rezeptoren.

2.1.6.1 Nerve growth factor (NGF)

Der nerve growth factor war der erste Faktor der Neurotrophin-Familie, der isoliert und
kloniert wurde (Levi-Montalcini 1987) Es sollte ein Protein isoliert werden, welches fur das
Uberleben und das Wachstum sympathischer und sensorischer Neurone wahrend der
Entwicklung zustandig ist. Die Entdeckung des NGF bestatigte die Neurotrophinhypothese,

die besagt, dass Faktoren existieren, die das Uberleben oder den Zelltod von Zellen
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regulieren (Hamburger 1958; Hamburger und Levi-Montalcini 1949, Northcutt 1989a, 1989b).
NGF wird hauptsachlich von Zielzellen sympathischer und sensorischer Neurone
synthetisiert, von der unreifen Nervenzelle axonal aufgenommen und retrograd zum Zellkern
transportiert. Dort unterstitzt es die neuronale Differenzierung (Huang und Reichardt 2001).
Nach peripheren Nervenschadigungen konnen Zytokine die Synthese von NGF in
Schwannschen Zellen und Fibroblasten innerhalb des verletzten Gewebes induzieren
(Korsching 1993). Der NGF bindet an den TrkA-Rezeptor der Trk-Familie (Chao 2003).
Dieser Rezeptor besitzt in Abwesenheit von NGF eine Zelltod-aktivierende Eigenschaft,
daher spielt NGF eine groRe und wichtige Rolle im Uberleben der Nervenzellen
(Nikoletopoulou et al. 2010).

2.1.6.2 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Der brain-derived neurotrophic factor wurde von Thoenen und Kollegen aus dem
Schweinegehirn isoliert und ist das am haufigsten exprimierte Neurotrophin innerhalb des
zentralen Nervensystems (Barde et al. 1982). Es konnte gezeigt werden, dass BDNF den
Bestand von sensorischen Neuronen fordert (Barde 1989). Rezeptor fir den BDNF ist der
TrkB-Rezeptor (Chao 2003). BDNF spielt eine Rolle beim Uberleben und bei der
Differenzierung von embryonalen neuralen Stammzellen in Neurone (Ahmed et al. 1995;
Shetty und Turner 1998). Allerdings dient BDNF nach dieser neuronalen Differenzierung
nicht mehr dem Uberleben der Zellen, hingegen aber dem Wachstum von Dendriten (Ahmed
et al. 1995).

BDNF hat nicht nur Einfluss auf die Differenzierung embryonaler NSCs, sondern tGbernimmt
auch eine Funktion in der Differenzierung adulter NSCs. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Infusion von BDNF in den Gyrus dentatus oder die subventrikuldre Zone von Ratten zu
einer erhohten Anzahl von neugebildeten adulten Neuronen fihrt (Benraiss et al. 2001;
Scharfman et al. 2005). Rauskolb et al. fanden in Versuchen mit BDNF-knockout-Mausen
heraus, dass eine Abwesenheit von BDNF zu einer Region-spezifischen Reduktion der
Dendritenausbildung fuhrt (Rauskolb et al. 2010). Diese Entdeckung weist darauf hin, dass
BDNF kein Uberlebensfaktor, sondern vielmehr ein Differenzierungsfaktor fiir Neurone aus
dem ZNS ist. Ein weiterer Beleg dafur ist die Tatsache, dass der TrkB-Rezeptor fir BDNF
keine Zelltod-aktivierende Fahigkeit besitzt, wie es bei dem TrkA-Rezeptor flr den nerve
growth factor der Fall ist (Nikoletopoulou et al. 2010).

BDNF spielt weiterhin eine Rolle bei der Synaptogenese. Es fordert die Bildung
exzitatorischer und hemmender Synapsen (Vicario-Abejon et al. 1998) und flhrt durch

Applikation zu einem Anstieg der synaptischen Aktivitat (Lohof et al. 1993).
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2.1.6.3 Gilial cell-derived neurotrophic factor (GDNF)

Der glial cell derived neurotrophic factor gehdrt ebenfalls zur Familie der Neurotrophine und
wurde erstmals 1993 von Lin et al. als bedeutender Uberlebensfaktor fiir dopaminerge
Neurone isoliert und kloniert. GDNF wird von Schwannschen Zellen und Zellen der
Skelettmuskulatur exprimiert (Henderson et al. 1994). In embryonalen Zellkulturen férdert
GDNF die morphologische Differenzierung dopaminerger Neurone (Lin et al. 1993). Des
Weiteren hat eine erhdhte Expression von GDNF einen positiven Effekt auf
Nervenverletzungen (Henderson et al. 1994). In Tiermodellen zur Erforschung der
Parkinsonschen Krankheit wurde GDNF in die Substantia nigra oder das Striatum injiziert
und verhinderte die Degeneration von dopaminergen Neuronen (Beck et al. 1995; Tomac et
al. 1995). Allerdings ist GDNF nicht, wie vorlaufig angenommen, ein rein spezifischer
neurotrophiner Faktor flir dopaminerge Neurone, sondern férdert auch die cholinerge
Differenzierung von Motoneuronen in vitro (Henderson et al. 1994; Zurn et al. 1994). Er stellt
einen der wichtigesten Uberlebensfaktoren fir Motorneurone dar und férdert das Uberleben
embryonaler Motorneurone in vivo und in vitro (Oppenheim 1991; Henderson et al. 1994).
GDNF wird weiterhin innerhalb sowie auRerhalb des zentralen Nervensystems exprimiert. Im
peripheren Nervensystem Kkorreliert die GDNF-Expression mit einer sympathischen,
sensorischen und motorischen Innervation (Trupp et al. 1995). AuRerdem wird GDNF auch
in reproduktiven Organen, wie Ovar und Testikel, exprimiert (Golden et al. 1999). Dies zeigt,
dass GDNF im Organismus auch eine nicht neurale Rolle spielt (Arenas et al. 1995). GDNF
bindet an den family receptor alpha 1 (GFRa1), der einen Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-

bindenden Zelloberflachenrezeptor darstellt (Airaksinen et al. 1999).

2.1.7 Neuronale und gliale Markergene

Neben den Neurotrophinen existieren weitere spezifische neuronale oder gliale Marker, die
innerhalb des Nervenssystems exprimiert werden. Diese Marker oder neuralen Faktoren
spielen in der Entwicklung und vor allem der Morphologie von Neuronen und Gliazellen eine
entscheidende Rolle.

Die Neuritogenese, das Wachstum der Neuriten eines Neurons, und deren Stabilitat,
Erhaltung und Funktionalitdt basieren auf folgenden Komponenten des Zytoskeletts:
Mikrotubuli  (Neurotubuli), Intermediarfilamente (Neurofilamente) und Mikrofilamente
(Aktinfilamente) (Pannese, 1994).
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2.1.7.1 Gilialfibrillary acidic protein (GFAP)

Das glial fibrillary acidic protein ist ein Intermediarfilament, welches in reifen,
ausdifferenzierten Astrozyten des ZNS exprimiert wird (Eng et al. 1971). Allerdings ist GFAP
kein spezifischer Marker fir Astrozyten, da es aufer im ZNS auch noch in Leber, Lunge,
Niere und anderen Organen exprimiert wird. GFAP kontrolliert die Bewegung, die Funktion
und die Form der Astrozyten.

In héheren Vertebraten kommt es nach Verletzung des ZNS zu der sogenannten Astrogliose,
die durch eine erhdhte Expression und einen schnellen Anstieg von GFAP gekennzeichnet
ist (Eng et al. 1971). Diese Astrogliose ist das Hauptcharakteristikum von Astrozyten und tritt
wahrend und nach Traumata des ZNS auf. Hierzu gehéren zum Beispiel die Multiple
Sklerose, bei der es zu einer Demyelinisierung der Nervenzellen kommt, die Alzheimersche
Krankheit und die Bovine Spongiforme Encephalopathie. Die schnelle Reaktion der
Astrozyten auf solche Erkrankungen lasst annehmen, dass diese Zellen eine besondere und
wichtige Rolle im ZNS spielen (Eng et al. 2000). Wahrend der Erforschung der Multiplen
Sklerose entdeckten Eng et al. das GFAP in fibrésen Astrozyten (Eng et al. 1971). In
neueren Studien konnten verschiedene Isoformen von GFAP identifiziert werden, so zum
Beispiel das GFAPd (Kamphuis et al. 2012), welches in Radialgliazellen wahrend der

Entwicklung sowie auch in adulten NSCs exprimiert wird (Mamber et al. 2012).

2.1.7.2 Microtubule associated protein 2 (MAP2)

Das microtubule associated protein 2 wurde 1975 von Weingarten et al. isoliert und gehért
zur Gruppe der Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAP) (Weingarten et al. 1975). Es wird im
Nervensystem exprimiert und ist vor allem in embryonalen, aber auch in adulten Geweben
zu finden. In neuronalen Vorlauferzellen ist die Expression von MAP2 zu Beginn schwach, im
weiteren Verlauf der Entwicklung nimmt sie jedoch zu. Dabei ist es das am haufigsten
vorkommende MAP im Gehirn. MAP2 ist ein Marker fur Neurone und wird vor allem in
neuronalen Vorlauferzellen exprimiert. MAP2 ist eine Komponente der dendritischen
Auslaufer von Neuronen und spielt im Aufbau von Mikrotubuli sowie bei der Stabilisierung
von Dendriten eine Rolle (Goedert et al. 1991). Es ist bei der Brickenbindung zwischen
Mikrotubuli oder zwischen Mikrotubuli und Intermediarfilamenten des Zytoskeletts von
Bedeutung (Shiomura und Hirokawa 1987; Hirokawa et al. 1988). Eine Hemmung der MAP2-
Produktion resultiert in der Hemmung der Neuritenformation und des Neuritenwachstums
(Dinsmore und Solomon 1991). Somit ist MAP2 essentiell fir das Dendritenwachstum und

die Stabilisierung der Mikrotubuli innerhalb der Dendriten. Des Weiteren besitzt MAP2 eine
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Bindedomane fir eine Untereinheit flir die von dem zyklischen Adenosinmonophosphat
(cAMP) abhangigen Proteinkinase A (PKA) (Vallee et al. 1981; Theurkauf und Vallee 1982).
MAP2 spielt demnach auch eine Rolle bei der PKA-Signaltransduktion.

2.1.7.3 Nestin

Nestin ist ein Intermediarfilamentprotein, welches vor allem von Zellen des ZNS exprimiert
wird (Hockfield und McKay 1985; Lendahl et al. 1990). Seinen Namen verdankt es der
Entdeckung in neuralen Vorlauferzellen (Akronym: neuroepithelial stem cell protein)
(Lendahl et al. 1990). Intermediarfilamente Ubernehmen in Zellen eine Stutzfunktion (Fuchs
und Cleveland 1998; Goldman et al. 2008). Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle in
der Anordnung der Organellen innerhalb des Zytoplasmas (Goldman et al. 2008). Sie sichern
den Zellen eine flexible Struktur und haben Einfluss auf die von aufen auf die Zellen
eingreifenden Faktoren (Fuchs und Cleveland 1998; Goldman et al. 2008). In Nervenzellen
dient Nestin auch dem radialen Wachstum der Axone. Nestin findet sich aber nicht nur im
peripheren und zentralen Nervensystem, sondern wird auch in Muskelvorlauferzellen
exprimiert. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass in Vorlauferzellen von
endokrinen und exokrinen Zellen des sich entwickelnden Pankreas Nestin exprimiert wird
(Bernardo et al. 2006). Ebenso wurden Nestin-Expressionen in der fetalen Niere (Bertelli et
al. 2007), in fetalen Zahnen (About et al. 2000) und in dem sich entwickelnden Hoden
(Frojdman et al. 1997; Davidoff et al. 2004) entdeckt. Mit der Bildung ausdifferenzierter
Zellen folgte ein Ruckgang der Nestin-Expression (Klein et al. 2003; Davidoff et al. 2004).

Innerhalb des ZNS findet sich eine Nestin-Expression vor allem in der frihen Entwicklung in
Neuroepithelzellen und neuralen Vorlduferzellen (Cattaneo und McKay 1990). Im adulten
Organismus wird Nestin von neuralen Stammzellen in bestimmten Bereichen des Gehirns
mit Neurogenese, aber nicht von ausdifferenzierten Nervenzellen exprimiert (Mignone et al.
2004). Die Expression von Nestin kommt in sich teilenden Zellen vor allem in der friihen
Entwicklung vor. Nach der Differenzierung der Zellen zu postmitotischen Neuronen wird
diese Expression herunterreguliert und durch andere fir das entsprechende Gewebe
spezifische Proteine ersetzt (Cattaneo und McKay 1990). Die neuralen Stammzellen flhren
schlieR®lich zu der Bildung von Neuronen und Gliazellen, die nach Differenzierung keine
Nestin-Expression zeigen (Lendahl et al. 1990). Wahrend der Neuro- und Gliogenese wird
Nestin durch Intermediarfilamente, wie Neurofilamente und GFAP, ausgetauscht (Lendahl et
al. 1990). Interessanterweise wird eine Expression von Nestin im adulten Organismus nach
Verletzungen des ZNS reinduziert. Bei Lasionen des Hippocampus (Clarke et al. 1994;

Abdel-Rahman et al. 2004) und auch bei anderen Verletzungen des Gehirns (Buffo et al.
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2008) proliferieren bestimmte Zellen und exprimieren Nestin. Diese Zellen werden z.T. als
Astrozyten beschrieben, deren Anzahl im Laufe der Heilung wieder sank (Clarke et al. 1994;
Abdel-Rahman et al. 2004). Ansonsten sind adulte neurale Stammzellen fur Neurogenese

und Astrogliogenese verantwortlich (Bennett et al. 2010).

2.1.7.4 Neuron-specific class Il beta-tubulin (3-111-Tubulin)

B3-1I-Tubulin ist ein Mitglied der Tubulin-Familie und ein Protein des Zytoskeletts. Es ist
Bestandteil der Mikrotubuli in Zellen und interagiert mit Mikrotubuli-assoziierten Proteinen
(MAPs) (Luduena 1998; Cambray-Deakin et al. 1987). Mikrotubuli sind wichtig fir die
Erhaltung der Morphologie der Zellen, fiir die Motilitdt und die axonale Wegfindung und
spielen eine Rolle beim intrazellularen Transport von zytoplasmatischen Bestandteilen
(Haendel et al. 1996). Immunhistochemische Farbungen zeigten, dass R-llI-Tubulin in
Perikarien, Dendriten, Axonen und Axonenenden unreifer Neurone vorkommt (Katsetos et al.
1993).

B-1ll-Tubulin  wird wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung in neuralen
Vorlauferzellen, aber auch in der subventrikularen Zone des Telencephalon einschlieflich
neuronaler und glialer Vorlduferzellen sowie in Zellen der fetalen und adulten Retina
exprimiert (Katsetos et al. 1991; Katsetos et al. 2003). Es spielt bei der Differenzierung
dieser Vorlauferzellen in Neurone eine bedeutende Rolle (Lee et al. 1990). Im adulten
zentralen Nervensystem ist die Verbreitung von B-llI-Tubulin Neuronen-spezifisch (Katsetos
et al. 2003). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Expression von R-IlI-Tubulin im
postnatalen Cortex weitaus hoéher ist als im adulten Cortex (Farina et al. 1999). Weitere
nicht-neuronale Expressionen von B-lll-Tubulin finden sich in Kulchitsky's Zellen des
Atmungsepithels (Katsetos et al. 2000) und in glialen Vorlauferzellen der subventrikularen
Zone (Katsetos et al. 2002; Katsetos et al. 2003). In Studien mit kultivierten Neuronen in vitro
konnte gezeigt werden, dass die Expression von B-lll-Tubulin mit der Ausbildung von
Dendriten und Axonen sowie der Expression von MAPs korreliert (Ferreira und Caceres
1992). Wegen seiner Expression in Neuronen wird R-llI-Tubulin in vielen wissenschaftlichen

Studien als neuronaler Marker verwendet (Svendsen et al. 2001).
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2.2 Mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe

Eine erste Beschreibung zur Isolation und Charakterisierung von humanen Stammzellen aus
dem Fettgewebe erfolgte durch Zuk et al. (Zuk et al. 2001). In vitro zeigten diese Zellen die
Fahigkeit, sich in eine adipogene, chondrogene, myogene und osteogene Richtung zu
differenzieren.

Fettgewebe stellt eine vielversprechende und ergiebige Quelle fir adulte Stammzellen dar
(Gimble und Guilak 2003; Nakagami et al. 2006). Diese Zellen werden laut der International
Fat Applied Technology Society im englischen auch adipose-derived stem cells (ASCs)
genannt (Bunnell et al. 2008). ASCs konnen aus subkutanem Gewebe bei Operationen oder
durch Biopsien und Liposuktionen gewonnen werden (Williams et al. 1994; Zuk et al. 2001).
Bei ASCs handelt es sich um fibroblasten-ahnliche Zellen (Nakagami et al. 2006), die zu
multipotenziellen Differenzierungen fahig sind und bereits aus Mausen, Kaninchen und
Pferden isoliert wurden (Di Rocco et al. 2006; Torres et al. 2007; Vidal et al. 2007). Anhand
durchflusszytometrischer und immunhistochemischer Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass humane ASCs eine positive Expression flr die Adhasionsmolekiile CD29 und
CD105 sowie flir das Rezeptormolekil CD44 und die Oberflachenmolekile CD13 und CD73
aufweisen (Young et al. 1992; Williams et al. 1994; Zuk et al. 2001). Weiterhin sind sie
positiv fur das extrazellulare Glykoprotein CD90 und zeigen eine negative Expression flr die
hamatopoetischen Marker CD14, CD31 und CD45. ASCs besitzen die Fahigkeit zur
multipotenziellen Differenzierung in eine adipogene, chondrogene, myogene, osteogene und
neuronale Richtung (Halvorsen et al. 2000; Zuk et al. 2001; Mizuno et al. 2002; Safford et al.
2002; Gimble und Guilak 2003).
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Abbildung 2: Differenzierungspotenzial von mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe
(modifiziert nach Uccelli et al. 2008).

2.2.1 Canine mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe

Humane adulte Stammzellen werden, wie bereits oben beschrieben, anhand dreier wichtiger
Eigenschaften charakterisiert: Sie sind unter Kulturbedingungen Plastik-adharent,
exprimieren verschiedene Zelloberflachenmarker und besitzen ein Differenzierungspotenzial
in die adipogene, chondrogene und osteogene Richtung (Dominici et al. 2006). Im
Gegensatz dazu gibt es keine uniforme Charakterisierung fir MSCs tierischer Herkunft und
damit keine stammzellcharakteristischen Kriterien fur Caniden (Dominici et al. 2006). Trotz
allem existieren einige Daten zu caninen ASCs, die dieselben Kriterien wie flur humane
Stammzellen bestatigen (Vieira et al. 2010; Martinello et al. 2011; Takemitsu et al. 2012).
Somit kdénnen canine mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe des Hundes
(englisch: canine adipose-derived stem cells, cASCs) anhand ihrer Morphologie, ihrer
Genexpression und ihres Immunphanotyps charakterisiert werden.

Die erste Dokumentation zur Charakterisierung von cASCs erfolgte durch Neupane et al.
(Neupane et al. 2008). In Anlehnung an Versuchsprotokolle fir humane
Fettgewebsstammzellen, mit denen die Arbeitsgruppe gearbeitet hatte, wurden canine ASCs
isoliert, vermehrt und differenziert. Bei diesen Zellen handelt es sich um spindelférmige

Zellen, die die Fahigkeit besitzen, als Monolayer auf Plastik zu wachsen. cASCs zeigen
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teilweise unterschiedliche Morphologien. So variieren sie von schlank und schmal zu
kubischen Zellen mit kurzeren zytoplasmatischen Fortsatzen (Csaki et al. 2007).

Es konnte zudem gezeigt werden, dass cASCs, als Beweis fur ihre Pluripotenz,
verschiedene Transkriptionsfaktoren fur Stammzellen (NANOG, Sox2 und Oct4) exprimieren
(Neupane et al. 2008). Dieser Nachweis konnte durch Studien anderer Arbeitsgruppen
bestatigt werden (Guercio et al. 2012; Kisiel et al. 2012).

Des Weiteren lielen sich canine ASCs in die adipogene, chondrogene und osteogene
Richtung differenzieren (Neupane et al. 2008; Vieira et al. 2010; Guercio et al. 2012). Vieira
et al., Martinello et al. und Guercio et al. erweiterten das Differenzierungspotenzial der
cASCs um eine myogene Differenzierung (Vieira et al. 2010; Martinello et al. 2011; Guercio
et al. 2012).

Canine ASCs zeigten eine positive Expression der Zelloberflachenmarker CD44, CD29 und
CD90 (Vieira et al. 2010; Kisiel et al. 2012; Takemitsu et al. 2012) und CD117, CD73 sowie
CD105 (Martinello et al. 2011; Kang et al. 2012). Eine Expression der Negativmarker CD34
und CD45 konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Martinello et al. 2011; Kang et al. 2012;
Kisiel et al. 2012). Allerdings wurde der Stammzellmarker CD73, der in einigen Studien mit
cASCs und auch in humanen ASCs exprimiert wurde, in der Studie von Vieira et al. nicht
exprimiert, was an der unspezifischen Bindung der humanen Antikérper an die caninen

Zellen liegen kdnnte (Vieira et al. 2010).

2.3 Therapeutische Anwendungsmaoglichkeiten von Stammzellen in der
Medizin

Der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen in der regenerativen Medizin, vor allem
Stammzellen aus dem Fettgewebe, ist aufgrund ihres groRen Differenzierungspotenzials in
verschiedene Gewebe sehr vielversprechend. So stellen Stammzellen einen grof3en
Hoffnungstrager in der medizinischen Forschung dar. Laut Ohta et al. ist die Behandlung mit
Stammzellen bei Ruckenmarkstraumata eine der besten Therapiemdglichkeiten (Ohta et al.
2004). Stammzellen kénnen zur Wiederherstellung funktionsgestorter Zellen, Gewebe und
sogar Organe verwendet und so differenziert werden, dass sie ausgefallene oder
geschwachte Funktionen eines Korpers ersetzen. Der potenzielle Einsatz von Stammzellen
wird in mehreren Studien zur Therapie von Herzerkrankungen, Rickenmarkstraumata,
Lungenfibrose und Knochen- und Knorpeldefekten in praklinischen Studien der

Humanmedizin, aber auch in der Tiermedizin beschrieben (Fortier und Travis 2011).
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Bei der Untersuchung zur Stammzelltherapie wird mit embryonalen sowie mesenchymalen
Stammzellen geforscht. Allerdings sind die Erforschung und die Verwendung von
embryonalen Stammzellen ethisch umstritten und beinhaltet zudem einige praktische
Probleme. Die Gewinnung embryonaler Stammzellen erfordert oftmals die Zerstérung von
Embryonen (Menschliche Stammzellen 2003). Auflerdem kann das unkontrollierte
Proliferations- und Differenzierungspotenzial der embryonalen Stammzellen zur
Tumorentstehung flihren (Sykova und Jendelova 2007). Eine Alternative fur die Erforschung
von Therapien in der regenerativen Medizin stellen damit die mesenchymalen Stammzellen
aus dem Knochenmark oder dem Fettgewebe dar.

In der regenerativen Medizin kommen sowohl BMSCs als auch ASCs zum Einsatz.
Stammzellen aus dem Fettgewebe haben einige Vorteile gegentber Stammzellen aus dem
Knochenmark. Sie sind zuganglicher und einfacher zu entnehmen als Zellen aus dem
Knochenmark (Arnhold und Wenisch 2015). AuRerdem ist Fetigewebe zellreicher als
Knochenmark. Wahrend die Haufigkeit von BMSCs in einer mit Ficoll isolierten
Zellpopulation beim Menschen mit 0,01 bis 0,001% angegeben wird, betragt die Haufigkeit
bei humanen ASCs je nach Autor zwischen 2-30 % (Pittenger et al. 1999). Kitagawa et al.
geben an, dass in 1 g Fettgewebe circa 5x10® Stammzellen enthalten sind (Kitagawa et al.
2006). Dies sei eine 500x grofkere Menge, als in 1g Knochenmark (Fraser et al. 2006).

Fir BMSCs des Hundes bestimmten Kadiyala et al. eine Haufigkeit von 0,004%, das heif3t
eine Stammzelle pro 2,5x 10* kernhaltigen, mittels eines Ficoll- Gradienten isolierten Zellen
(Kadiyala et al. 1997). Eine Haufigkeitsangabe flir die ASCs des Hundes ist bisher noch nicht
bekannt.

Des Weiteren kdnnen ASCs schneller expandiert werden und auch nach einer langeren Zeit
in Kultur und in hohen Passagen erhalten diese Zellen ihre Pluripotenz (Nakagami et al.
2006). Da es sich bei ASCs zudem um adulte Stammzellen handelt, stellt ihr Einsatz in der
Medizin im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen keine ethischen und praktischen
Probleme dar (Nohroudi et al. 2010). All das weist darauf hin, dass ASCs eine
vielversprechende Quelle zur Behandlung und Therapie von akuten und chronischen

Erkrankungen sein konnten.

2.3.1 Therapeutische Anwendung von caninen MSCs in der Medizin

Bevor medizinische Therapien und Behandlungen am Menschen getestet werden konnen,
mussen Studien an zwei tierischen Modellen erfolgen: Zum Einen am Nagetiermodell,
hierbei bevorzugt an Ratten, und zum Anderen an einem gréfieren Tiermodell, das in Bezug

auf konkrete Erkrankungen oder Stoffwechseleigenschaften mehr Gemeinsamkeiten mit dem
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Menschen aufweist (Borjesson und Peroni 2011). Ahnlichkeiten im Bezug auf die Anatomie,
die Pathogenese und die athletische Leistungsfahigkeit machen den Hund zu einem
attraktiven Modellorganismus fur die Erforschung der Stammzelltherapie beim Menschen
(Chu et al. 2010). Ein Beispiel fur eine Anwendung am Menschen, die vorher im
Hundemodell untersucht wurde, ist eine Studie Uber die Transplantation caniner MSCs zur
Regeneration des Myokardgewebes und der daraus resultierenden funktionalen
Verbesserung des Myokardfunktion (Stamm et al. 2003).

Erkenntnisse und Ergebnisse, die anhand eines Hundemodells gewonnen werden, lassen
sich jedoch nicht nur auf den Menschen Ubertragen, sondern finden selbst Einsatz in der
Tiermedizin. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Transplantation von ASCs
zur Verbesserung von Osteoarthritis in erkrankten Hunden flhrt (Black et al. 2007).

Li et al. gelang es ebenfalls, ASCs zur Knochenregeneration in ein Hundemodell zu
transplantieren (Li et al. 2014). Des Weiteren wurde der Einsatz von MSCs bei Verletzungen

des zentralen Nervensystems beim Hund untersucht (Jung et al. 2009; Ryu et al. 2009).

Da neuronale Erkrankungen in der regenerativen Medizin eine grof3e Rolle spielen und das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der neuronalen Differenzierung von caninen MSCs liegt,
wird im folgenden naher auf den Einsatz von Stammzellen in neuronalen Erkrankungen

eingegangen.

2.3.2 Einsatz von Stammzellen bei neurologischen Erkrankungen

Verletzungen, Schadigungen und Erkrankungen des zentralen Nervensystems sind oft
schwerwiegend und kdnnen meist nur unzureichend behandelt werden. Medikamentdse
Behandlungen oder operative Mallnahmen sind kaum dazu in der Lage, den Verlust von
Nervenzellen zu kompensieren oder defekte Nervenzellen zu erneuern. Aufgrund dessen
liegt ein groRer Schwerpunkt der medizinischen Forschung auf den Therapiemdglichkeiten
zum Einsatz von Stammzellen gegen neurologische Krankheitsbilder (Maltman et al. 2011).
Dabei ist der Einsatz von Stammzellen vielfaltig. Sie finden Anwendung bei Gehirninfarkten,
neurodegenerativen Erkrankungen sowie bei Gehirn- und Rickenmarkstraumata (Wu et al.
2003; Mazzini et al. 2006). Voraussetzung fir die Verwendung von Stammzellen beim
Menschen ist die Erforschung dieser Zellen und deren Effekten innerhalb praklinischer
Studien in Tiermodellen (Hiyama et al. 2008). Bei der Stammzelltherapie im neurologischen
Bereich werden entweder neurale Stammzellen, vor allem aber Stammzellen aus dem
Knochenmark oder Fettgewebe verwendet, die zuvor durch Zugabe verschiedener Faktoren

neuronal differenziert werden.
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2.3.3 Einsatz von neuralen Stammzellen

Bislang gibt es mehrere Studien, in denen die Transplantation neuraler Stammzellen
(englisch: neural stem cells, NSCs) in ein neurologisch erkranktes Versuchstier untersucht
wurde (Svendsen et al. 1996; Studer et al. 1998; Ogawa et al. 2002). Viele Untersuchungen
gehen auf den Einsatz fetaler neuraler Stammzellen zurtick. So konnte gezeigt werden, dass
die Transplantation von fetalen NSCs zu einer Linderung der Parkinsonschen Krankheit
fuhren kann (Brundin et al. 1988; Brundin und Bjorklund 1998). Der Einsatz fetaler
Stammzellen ist jedoch praktisch und ethisch stark umstriten und somit sind
Therapiemdglichkeiten auf dieser Ebene limitiert und eingeschrankt. Um diese Probleme zu
umgehen, wurde versucht adulte neurale Stammzellen zu transplantieren. Ogawa et al.
gelang es nach in vitro Expansion, eine Ruckenmarkserkrankung in einem Rattenmodel
mithilfe adulter NSCs zu reparieren (Ogawa et al. 2002). Finf Wochen nach der
Transplantation war die Bewegungsfahigkeit der Vorderbeine der Tiere wieder hergestellt.
Diese Studie zeigt, dass die transplantierten Zellen neue Nervenzellen generieren, welche
sich in den Ort der Verletzung integrieren und die Funktion der zerstorten Nervenzellen
Ubernehmen. In weiteren Studien konnte ebenfalls belegt werden, dass die Rick-
Transplantation neuraler Stammzellen in verschiedene Bereiche des Gehirns von Ratten
oder Mausen in einer Differenzierung in Neurone oder Gliazellen und in einer Expression
verschiedener Markergene resultiert (Gage et al. 1995; Svendsen et al. 1996; Flax et al.
1998).

2.3.4 Einsatz von mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark und
Fettgewebe zur neuronalen Differenzierung

Die Unzuganglichkeit der NSC-Quellen limitiert den klinischen Gebrauch dieser Zellen
(Woodbury et al. 2000). Neben der Anwendung von neuralen Stammzellen zur Behandlung
neurologischer Erkrankungen werden daher auch mesenchymale Stammzellen, wie
Stammzellen aus dem Knochenmark und dem Fettgewebe, verwendet. Diese Zellen missen
vor der Transplantation in vitro in eine neuronale Richtung differenziert werden. So konnte
Woodbury et al. zeigen, dass sich humane und murine BMSCs neuronal differenzieren
lassen (Woodbury et al. 2000). Auch Sanchez-Ramoz et al. gelang dieser Nachweis
(Sanchez-Ramos et al. 2000). Kopen et al. injizierte MSCs in die Seitenventrikel des Gehirns
neonataler Mause. Diese Zellen differenzierten sich zu Astrozyten und Neurofilament-reichen
Zellen (Kopen et al. 1999). Bei Ratten konnten durch eine kontrolliert herbeigefuhrte

Rickenmarkslasion Stammzellen aus dem Knochenmark in den vierten Ventrikel
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transplantiert werden (Ohta et al. 2004). Dies fiihrte zu einer verbesserten Motorik der Tiere.
Allerdings konnte keine Differenzierung der BMSCs in Neuronen oder Gliazellen
nachgewiesen werden. Ohta et al nahmen an, dass MSCs die Regeneration des
Ruckenmarks durch die Bildung trophischer Mediatoren positiv beeinflussen kdnnen (Ohta et
al. 2004). Bei Versuchen mit Hunden und Katzen, die an Bandscheibenvorfallen und
Wirbelfrakturen litten und keine Tiefensensibilitdt zeigten, konnte durch den intrathekalen
Einsatz von BMSCs die Tiefensensibilitdt innerhalb weniger Tage um 90% verbessert
werden (Erb et al. 2011).

Ryu et al. transplantierten cASCs in Hunde mit Rickenmarktraumata. Anhand der
Funktionalitdt der GliedmalRen, des Expressionsnachweises neuraler Marker und
histologischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die injizierten ASCs die
defekten Nervenzellen ersetzten und sich in Neurone und Gliazellen differenzierten (Ryu et
al. 2009).

2.4 Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

In vitro kénnen neuronale Vorlauferzellen und funktionelle postmitotische Neurone aus
embryonalen Stammzellen (Okabe et al. 1996) oder aus Stammzellen des embryonalen
(Tropepe et al. 1999) und adulten ZNS (Gage 2000; Rao 1999) gewonnen werden.

Die Fahigkeit der neuronalen Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen wurde
bislang an Zellen aus dem Knochenmark und an Zellen aus dem Fettgewebe von
unterschiedlichen Spezies untersucht. Bei Versuchen zur neuronalen Differenzierung von
humanen Knochenmarksstammzellen fanden Wenisch et al. heraus, dass die differenzierten
Zellen eine neuronale Morphologie aufweisen. Des Weiteren exprimieren diese Zellen die
Neuronen-spezifischen Marker R-llI-Tubulin und Enolase (Wenisch et al. 2006). Diese
Erkenntnisse sind deckungsgleich mit den Ergebnissen von Long et al.,, die ebenfalls
humane Knochenmarksstammzellen in eine neuronale Richtung differenzierten. Auch hier
veranderten die Zellen ihre Morphologie im Laufe der Differenzierung und wurden positiv auf
die Expression der Marker Nestin und B-lll-Tubulin getestet (Long et al. 2005). Woodbury et
al. gelang die neuronale Differenzierung ebenso an humanen, aber auch an murinen adulten
Knochenmarksstammzellen. Der Phanotyp dieser Zellen zeigte durch die Differenzierung
eine neuronale Morphologie mit langen Auslaufern, Wachstumshugeln und Filopodien
(Woodbury et al. 2000). Auch Brazelton et al. und Mezey et al. gelang es, BMSCs in das
Gehirn von Mausen zu injizieren und damit eine neuronale Differenzierung der Zellen zu
erreichen, die Expressionen neuronaler Marker zeigten (Brazelton et al. 2000; Mezey et al.
2000).
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Auch bei der Untersuchung von Fettgewebsstammzellen lassen sich durch eine neuronale
Differenzierung Veranderungen zwischen undifferenzierten und differenzierten Zellen
feststellen. Safford et al. konnten an humanen und murinen Fettgewebsstammzellen einen
neuronalen Phanotyp sowie anhand einer Immunofluoreszenz eine Expression von GFAP
und Nestin nachweisen. Weiterhin zeigten die Zellen durch einen Western Blot eine

Proteinexpression derselben Marker (Safford et al. 2002).

2.41 Neuronale Differenzierung caniner mesenchymaler Stammzellen

Versuchshunde werden in den letzten Jahren immer haufiger als Modell fur die Erforschung
humaner neurologischer Erkrankungen genutzt. Es gibt einige Studien zur neuronalen
Differenzierung caniner Knochenmarksstammzellen. Kamishina et al. gelang die neuronale
Differenzierung von Knochenmarksstammzellen mit dem Ergebnis, dass diese Zellen eine
neuronale Morphologie und eine Expression der Marker GFAP und B-llI-Tubulin zeigten
(Kamishina et al. 2006). Ebenfalls untersuchten Edamura et al. die Differenzierung an
caninen BMSCs. Anhand von rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten
verschiedene Mikrostrukturen neuronal differenzierter Zellen nachgewiesen werden, wie
Wachstumshugel und Intermediarfilamente (Edamura et al. 2012). Canine Stammzellen aus
dem Nabelschnurblut sind ebenfalls zu einer Differenzierung in die neuronale Richtung fahig
(Kim et al. 2014). Diese differenzierten Zellen zeigten neben einem neuronalem Phanotyp
auch eine mMRNA-Expression des frlhen Neuronenmarkers B-llI-Tubulin und eine
Proteinexpression von Nestin und R-IlI-Tubulin.

Die Erforschung der neuronalen Differenzierung von cASCs ist bislang kaum untersucht. Es
existiert eine Vergleichsstudie, die sich mit der Ausbildung von Neurospharen bei BMSCs
und ASCs beschaftigt (Takemitsu et al. 2012). Diese Studie konnte zeigen, dass canine
BMSCs und ASCs in Neurospharen und Neuronen-ahnliche Zellen differenziert werden

kénnen (Takemitsu et al. 2012).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien flr die Zellkultur

Chemikalie/Reagenz

Ascorbinsaure-2-phosphat
3-Glycerolphosphat
Bovines Serumalbinum
Butylhydroxianisol (BHA)

Calciumchlorid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium low
glucose (DMEM)

Dexamethason

Forskolin

Fotales Kalberserum (FKS)

Hydrocortison

Insulin
Insulin-Transferrin-Selenium (ITS)
Kaliumchlorid

Natriumpyruvat

PBS, phosphate buffered saline

Penicillin/Streptomycin

Rabbit serum

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Rosiglitazon

TGF-R

TriplE

Valproinsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

3.1.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien fur histologische Farbungen

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Aquapolymount

Alcianblau 8GX

Alizarinrot S

Coomassie

Instant Hematoxylin

HEPES

Hochstfarbstoff

Kaiser Gelatine

Kernechtrot
Magensiumchlorid-Hexahydrat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Oil Red O

Paraffin

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim,
Deutschland

Chroma Gesellschaft Schmid GmbH%Co.,
Stuttgart

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chroma Gesellschaft Schmid und Co.,
Stuttgart, Unterttrkheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Paraformaldehyd

PBS, phosphate buffered saline

Saccharose

Silbernitrat

Triton X

Phalloidin

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Calbiochem GmbH, Bad Soden,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.3 Verwendete Reagenzien fur molekularbiologische Untersuchungen

Reagenz Hersteller

Acrylamid

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
BioTherm™ 10x PCR Puffer
BioTherm™ Taq Polymerase

Bromphenolblau

ColorPlus™ Prestained Protein Ladder,
Broad Range (10-230 kDa)

DNAse |

DNAse | Incubation buffer
DNA Loading Buffer 5x
dNTP Mix

EDTA

Essigsaure (Eisessig) 100%

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Bioline, Luckenwalde, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ares Bioscience, Koln, Deutschland
Ares Bioscience, Koln, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

BioLabs, Massachusetts, USA

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Applied Biosystems, Kalifornien, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Ethanol

Gel Green™ Nucleic Acidic Stain
GeneAmp® Gold RNA PCR Core Kit

Glycerin (98%)

GoTaq® gPCR Master Mix
HyClone®'H,0

Harnstoff

Magnesiumchlorid (BioTherm™)

Methanol
PBS, phosphate buffered saline

peqGOLD TriFast™ Reagent

Pierce® ECL Western Blotting Substrate
Ponceau Stain

Quantitas DNA Marker 50bp - 2 kb
QuantiTect Primer Assay

Random Hexamers

RNA Lysis Puffer
RNAse-Inhibitor

Sodiumdodeclysulfat (SDS)
TEMED-Puffer

Tetenal Dokumol

Tetenal Superfix Plus
Tris-Base

Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biotium, Uber VWR, Darmstadt, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Perbio Science, Bonn, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ares Bioscience, Koln, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco® Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

PEQLAB, Erlangen, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, USA

Amresco, Solon, Ohio, USA

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

Analytik Jena, Jena, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Tetenal Europe, Norderstedt, Deutschland
Tetenal Europe, Norderstedt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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3.1.4 Verbauchstmaterialien und Gerate

Gerat/Material Hersteller

24-Well Zellkulturplatten

96-Well Platten fir gRT-PCR
Autoclav ,Systec DE-65"
BioPhotometer

CFX96 Touch™ Real-Time-PCR

Deckglaser 13 mm

Detection system

Cryo-Einfriergerat ,Mr. Frosty”
Einbett-Automat ,EG1160“

Falcon Zentrifugenréhrchen 50 ml, 15 ml
Feinwaage ,PB 3002-S Delta Range*

Feinwaage ,Discovery”

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer.2.1

Freezing Gefal ,Mr. Frosty*

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -86°C Heraeus Herafreeze
Gelelektrophoresekammer

Glaspipetten

Hard-Shell® PCR Platten 96 well

Inkubator ,Hera cell 150

Kamera Leica MC170HD

Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland
Systec, Wettenberg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nalgene R Uber Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

Leica, Solms, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Mettler Toledo, GieRen, Deutschland

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

NALGENE®Labware,

Scientific, Rosklide, Danemark

Thermo Fischer

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, USA
Biometra, Goéttingen, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland

Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,

Deutschland
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Kanile 14G

Kryoréhrchen 1,5 ml

Kuvette

Leica Kamera

LI-COR “Odyssey”
Magnetrihrer ,lkaMAG RET*
Messzylinder aus Glas
Microseal® B Film PCR Sealer

Mikroskop Axiophot

Mikroskop Leica DMIL

Mikrotom ,SM 2000 R*
Mikrowelle 8520

Mini PAGE Elektroblotting-System, shiroGEL

Neubauer Zahlkammer

Nitril-Einmalhandschuhe, rotiprotect®-Nitril

Objekttrager

PAP-Pen

PCR SingleCap 8er-SoftStripes 0,1 ml

pH-Elektrode ,SenTix41"

Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 1000 pl

Pipettus

Braun, Melsungen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf  GmbH,
Deutschland
Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

Wesseling-Berzdorf,

LI-COR Biosciences, Nebraska, USA
Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Leica, Solms, Deutschland
Privileg, Stuttgart, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-

Kdnigshofen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

R.Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland
DCS

Hamburg, Deutschland

Innovative  Diagnostik  Systeme,

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Eppendorf  GmbH,
Deutschland
Eppendorf  GmbH,

Deutschland

Wesseling-Berzdorf,

Wesseling-Berzdorf,

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
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Power PacTM Basic

Reaktionsgefale 650 ul, 1,5 ml; 2 ml

Roéhrchengestelle

Réntgenfilm, Hyperfim™ ECL

Roéntgenkassette Fujifim EC-D
Schittler IKA MTS2

Sterilbank Zellkultur ,MSC advantage®
Sterilisator-Ofen Heraeus
Stickstofftank Thermolyne
Thermocycler ,BIOER Life Eco®
Transilluminator UVsolo

Vortexer

Wasserbad Labor

Wasserbad Zellkultur

Zellkulturflaschen 75 cm?

Zellkulturschalen 6-Well, 24-Well

Zentrifuge ,Megafuge 11R Heraeus*
Zentrifuge ,Micro 20“

Zentrifuge ,Micro 220R*

BioRad, Munchen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Brand GmbH+Co.KG, Wertheim,
Deutschland
GE Healthcare Limited, Buchinghamshire,

GrolRbritannien

Fujifilm Europe GmbH, Italien

IKA® Werke, Staufen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Biometra, Géttingen, Deutschland

IKA® Werke, Staufen, Deutschland
MEMMERT GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland
Gesellschaft fiur Laborgerate, Burgwedel,
Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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3.1.5 Software

Anwendung Hersteller

Axiovision image analysis Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland
BioRad CFX Manager Software BioRad, Minchen, Deutschland

Citavi 5 Swiss Academic Software GmbH, Schweiz
Image Studio™ Software fiir ,0dyssey®" LI-COR Biosciences, Nebraska, USA
Microsoft Office Excel 2007 Microsoft Corporation, USA

3.1.6 Probenmaterial

Fir die Untersuchung der neuronalen Differenzierung wurden mesenchymale Stammzellen
aus dem Fettgewebe von Hunden isoliert. Dafur wurde intraabdominales Fettgewebe von
neun Hunden (n=9) im Zuge einer Abdomenchirurgie gewonnen, welches flir eine
verbesserte Ubersicht im Operationssaal entfernt wurde und andernfalls verworfen worden
ware. Die Operationen fanden in der Abteilung Chirurgie — Klinik fur Kleintiere der Justus-
Liebig-Universitat GieRRen statt. Die Hunde waren jinger als zwei Jahre, verschiedener
Rassen sowie unterschiedlichen Geschlechts und Gewichts. Das Hirngewebe stammte von
einem acht Wochen alten Border Collie, der aufgrund einer Erkrankung euthanisiert wurde.
Proben von tumorerkrankten Hunden wurden ausgeschlossen. Das Fettgewebe wurde in

sterile PBS-Losung Uberflhrt und zur Zellisolierung in das Zellkulturlabor gebracht.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen aus Fettgewebe

Um die mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe zu isolieren, wurden die
Fettgewebsproben unter der Sterilbank des Zellkulturlabors mithilfe eines Skalpells in kleine
Stlcke zerschnitten und in ein 50 ml Falcon mit 20 ml sterilem PBS Uberfuhrt. Anschlielend
wurden die Gewebestlcke mit frischem PBS gewaschen. Dieser Schritt erfolgte zweimal, um
Erythrozyten aus der Probe zu entfernen. Zur Durchfihrung der weiteren Schritte wurde eine
Verdauungslésung wie folgt hergestellt: 1 mg/ml Collagenase | und 10 mg/ml Bovines Serum
Albumin (BSA) wurden in 1 ml PBS pro 1 ml Fettgewebe geldst. Die Verdauungslésung
wurde mit dem Fettgewebe im Wasserbad fur 10 Minuten erwdrmt und anschlieBend 30-45
Minuten auf einem Ruttler bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis die Losung eine weitgehend
homogene Konsistenz angenommen hatte. Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 800 rpm
bildete sich am Boden des Falcons ein Zellpellet mit einem triben Uberstand. Die nun
vorliegenden extrahierten Zellen wurden abpipettiert und mithilfe eines 70 ul Filters in ein
neues 50 ml Falcon Uberfiihrt. Die anschlieRenden Waschschritte mit je 20 ml PBS wurden
zweimal wiederholt und das Falcon wurde bei 800 rpm fir je 5 Minuten zentrifugiert.
Daraufhin wurden die extrahierten Zellen in einem Milliliter Kultivierungsmedium, bestehend
aus Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% FBS Superior und 1%
Penicillin/Streptomycin (P/S), suspendiert und je nach Zellzahl in Zellkulturflaschen mit

Kultivierungsmedium ausplattiert.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Kultivierungsmediums (50 mi).

Komponente Ist-Konzentration Soll-Konzentration = Menge
DMEM 19/l Glucose 44,5 ml
P/S 100% 1% 0,5 ml

FBS 100% 10% 5 ml
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3.2.1.2 Kultivierung und Subkultivierung von mesenchymalen Stammzellen

Die Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen erfolgte bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank. Ein Medienwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage. Frisch isolierte Stammzellen
wurden mit der Bezeichnung ,Passage 0“ benannt. Die Zellen wurden mit
Kultivierungsmedium im Brutschrank kultiviert, bis sie auf dem Boden der Zellflasche eine
Konfluenz von circa 80% erreicht hatten. Zu diesem Zeitpunkt mussten die Zellen passagiert
werden. Grund daflr ist die Tatsache, dass der in der Zellkulturflasche zur Verfligung
stehende Platz durch stetige Zellteilung abnimmt. Dies fiihrt zu einer Kontaktinhibition und zu
einer Abnahme der Proliferation. AuRerdem neigen Stammzellen dazu, in hoher Dichte zu
differenzieren. Um dies zu vermeiden, wurden die Zellen aus den alten Zellkulturflaschen
abgelost und die Kultur auf mehrere andere Kulturgefale verteilt. Hierbei wurde altes
Medium aus der Kulturflasche entfernt und die Zellen mit PBS durch leichtes Schwenken
gewaschen, um tote oder abgel6ste Zellen zu entfernen. Nach Absaugen des PBS erfolgte
eine Inkubation der Zellen mit 5 ml des Enzyms TryplE fur 7 Minuten bei 37°C im
Brutschrank. Das Enzym diente dazu, die angewachsenen Zellen vom Plastik der
Kulturflasche und von anderen Zellen zu trennen. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen
lichtmikroskopisch untersucht. Bei erfolgreicher Trennung der Zellen konnten nun frei
schwimmende Zellen im Medium beobachtet werden. Im folgenden Schritt wurde die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von 5 ml des Kultivierungsmediums gestoppt. Das
Medium-Enzym-Gemisch wurde in der Kulturflasche mehrmals auf- und abpipettiert, um
noch eventuell festsitzende Zellen zu 16sen. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon
Uberfiihrt und bei 800g flr 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Flissigkeit Uber
dem entstandenen Zellpellet am Falconboden vorsichtig abpipettiert und verworfen ohne das
Zellpellet zu zerstoren. Das Pellet wurde mit 1 ml frischem Kultivierungsmedium
resuspendiert. Daraufhin konnte die Zellzahl in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt
werden. Es wurde die Zellzahl pro Milliliter Medium berechnet. Von der resuspendierten
Ldésung wurden circa 10 pl in eine Zahlkammer gebracht. Die Zahlkammer besteht aus 4
grolRen Quadraten, die wiederum jeweils aus 16 kleinen Quadraten bestehen. Fir die
Zellzahlung wurden 2 grof’e Quadrate ausgezahlt. Daraufhin erfolgte die Bestimmung eines

Mittelwerts der Zellen. Die Zellzahl pro 1 ml wurde anhand der folgenden Formel berechnet:
Mittelwert x 10* = Zellen/m
Die Zellen wurden nun entweder mit einer Dichte von 10 000 bis 15 000 Zellen/cm? mit 10-12

ml Basismedium in einer groen Zellkulturflasche ausgesat und weiterhin im Brutschrank

inkubiert oder in einer definierten Anzahl fiir Versuche verwendet.
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3.2.1.3 Kryokonservierung von MSCs

Die Einlagerung in flissigem Stickstoff diente der Lagerung der Zellen, die nicht fur aktuelle
Versuche gebraucht wurden oder die nicht weiter proliferieren sollten. Hierfir wurden Zellen,
die eine 80%ige Konfluenz erreicht hatten, wie oben beschrieben abgelost und mit einer
Dichte von 1-3 x 10° Zellen pro Milliliter in einem 1,5 ml Kryoréhrchen mit einem speziellen
Einfriermedium GOberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen fur 24 Stunden in einem Cryo 1°C
Freezing Container ,Mr. Frosty“ bei -80°C gelagert. Dies ermoglichte eine kontinuierliche
Temperaturabnahme zum Schutz vor Gefrierschaden. Anschlieiend konnten die Réhrchen

bei -196°C in flissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

Einfriermedium:
Fir 100 ml Einfriermedium 65 ml Medium mit 30 ml FBS und 5 ml DMSO vermischen.

3.2.1.4 Auftauen von MSCs

Die eingefrorenen mesenchymalen Stammzellen wurden bei Bedarf aus dem Stickstoff
entnommen und fur 45 Sekunden im 37°C warmen Wasserbad angetaut. Danach wurden sie
unter der Sterilbank weiter aufgetaut und in ein 15 ml Falcon mit 5 ml Kultivierungsmedium
pipettiert. Anschlielend wurden sie fir 5 min bei 800 rpm zentrifugiert. Ohne das Zellpellet
zu zerstoéren, wurde der flissige Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden mit 1 ml
frischem Medium resuspendiert und anschlieRend in einer Zellzahl von 500.000 Zellen in
eine 75 cm? Kulturflasche mit 10-12 ml Medium ausplattiert. Nach circa 7 Tagen konnte
lichtmikroskopisch eine Konfluenz der Zellen von 80% festgestellt werden. Daraufhin wurden
die Zellen entweder nochmals passagiert und erneut ausplattiert, falls eine hdhere Passage

erreicht werden sollte, oder abgeldst und fir Versuche verwendet.

3.2.1.5 Untersuchung der Multipotenz der caninen Fettgewebsstammzellen

Um die Multipotenz der aus dem caninen Fettgewebe isolierten Zellen zu zeigen und zu
uberprifen, wurden die Zellen einer adipogenen, chondrogenen und osteogenen
Differenzierung unterzogen. In den jeweiligen Kontrollgruppen (Negativkontrollen) wurden
die Zellen nicht mit Differenzierungsmedium, sondern mit normalem Kultivierungsmedium
inkubiert.
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3.2.1.5.1 Osteogene Differenzierung

Fur die osteogene Differenzierung wurden die Zellen in einer Dichte von 15000 Zellen/cm? in
einer 24 Wellplatte auf 13 mm & Glasplattchen ausplattiert und anschliefend mit in Tabelle 2

aufgefuhrtem Medium zur osteogenen Differenzierung induziert.

Tabelle 2: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums (10 ml).

Komponente Ist-Konzentration Soll-Konzentration Menge
DMEM 1g/l Glucose 9400 ul
P/S 100% 1% 100 pl
FBS 100% 5% 500 pl
Askorbinsaure 100 mM 60 uM 6 ul
Dexamethason 1 mM 0,1 uM 1 ul
R-Glycerolphosphat 1M 10 mM 100 ul

Zusatzlich zu dem angesetzten osteogenen Medium wurden in zwei Ansatzen 5 mM und 7,5
mM Calciumchlorid (CaCl,) hinzugegeben. Die osteogene Differenzierung wurde fur die
Dauer von 21 Tagen durchgefuhrt. Ein Medienwechsel erfolgte alle 3 Tage.

Zur Auswertung der differenzierten Zellen diente im Anschluss an die Differenzierung die

Alizarinrot-Farbung.

3.2.1.5.2 Adipogene Differenzierung

Fir die adipogene Differenzierung wurden die Zellen in einer Dichte von 15000 Zellen/cm? in
einer 24 Wellplatte auf Deckglaschen (13 mm @) ausplattiert.
Die Stammzellen wurden fur 21 Tage mit adipogenem Differenzierungsmedium inkubiert. Ein

Medienwechsel erfolgte alle 3 Tage.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des adipogenen Differenzierungsmediums (10 mi).

Komponente Ist-Konzentration Soll-Konzentration = Menge
DMEM 4,5 g/l

Glucose 2500 ul
P/S 100% 1% 100 pl
Rabbit Serum 100% 5% 500 pl
Dexamethason 1 mM 1 uM 10 pl
100xITS 200x 5 ug/ml 50 ul
Rosiglitazon 5 uM 10 pl

AnschlielRend an die Differenzierung wurden die Zellen mit der Oil Red O-Farbung gefarbt.

3.2.1.5.3 Chondrogene Differenzierung

3.2.1.5.3.1 Anlegen von Pelletkulturen

Zum Erstellen von dreidimensionalen Pelletkulturen wurden die kultivierten Zellen wie oben
beschrieben aus Zellkulturflaschen mittels TriplE abgeldost und gezahlt. Anschlieend wurden
je 1,5 x 10° bis 2 x 10° Zellen in Kultivierungsmedium in sterile 1,5 ml EppendorfgefaRe
pipettiert und bei 120g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation hatte sich ein
Zellpellet am Boden der Eppendorfgefalle gebildet. Mittels einer 14G Kanlle wurden
mehrere Lécher in den Deckel der Eppendorfgefal’e gestochen, um einen Gasaustausch im
Brutschrank zu ermdéglichen. Die Zellen wurden daraufhin fir 24 Stunden im Brutschrank
kultiviert. Aus dem zentrifugierten Pellet bildete sich daraufhin ein dreidimensionales Pellet.

Die Pellets wurden im nachsten Schritt in eine 24 Well-Suspensionsplatte Uberflhrt.

Positivkontrollen wurden ab dem Start der Differenzierung mit chondrogenem
Differenzierungsmedium kultiviert, wahrend Negativkontrollen Kultivierungsmedium erhielten.
Die Pellets wurden mit 500 pl des entsprechenden Mediums im Brutschrank fir 21 Tage

inkubiert. Ein Medienwechsel erfolgte hierbei alle 3 Tage.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des chondrogenen Differenzierungsmediums (10 ml).

Komponente Ist-Konzentration Soll-Konzentration Menge

DMEM 1 g/l Glucose 8737 ul

FBS 100% 10% 1000 pl

P/S 100% 1% 100 pl

Askorbinsaure 5 mM 50 pg/ml 500 ul

Insulin 10 pg/ml 62,5 ul 62,5 ul

TGF-R1 1 pug/mi > plauf 495 ul
Medium

Das Medium wurde fiir eine Woche angesetzt. TGFR31 wurde dem Differenzierungsmedium

aufgrund seiner kurzen Haltbarkeit immer erst wahrend des Medienwechsels hinzugegeben.

3.2.1.5.3.2 Fixation und Vorbereitung der Pellets

Die Pellets wurden nach Absaugen des Mediums zweimal mit PBS gewaschen. Danach
wurden sie fUr die Paraffin-Einbettung vorbereitet. Hierzu wurden die Pellets einzeln in PCR-
Tubes umgesetzt und mit circa 500 ul 4%igem Paraformaldehyd fir eine halbe Stunde fixiert.
Nach Abpipettieren des PFA wurden die Pellets mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
90% und 100%) fur je 30 Minuten entwassert. Es folgte eine zweimalige Inkubation mit Xylol
fur 30 Minuten. AnschlieBend konnten die Pellets in Bleiwdnnchen umgesetzt werden. Um
Paraffinblockchen herzustellen, wurden die Pellets in den Bleiwdnnchen mit warmem

Paraffin Ubergossen und nach dem Erkalten ausgebettet.

Um die Pellets histologisch zu untersuchen, wurden Paraffinschnitte angefertigt. Hierzu
wurden die Bléckchen in ein Schlittenmikrotom eingespannt. Fur die Farbungen sollten
maoglichst Schnitte aus der Pelletmitte dienen. Es wurden Schnitte von je 4-6 um Dicke
hergestellt, die dann im 50°C warmen Wasserbad gestreckt und auf SuperFrost Plus
Objekttrager aufgezogen wurden. Die Schnitte wurden Uber Nacht bei 37°C im
Warmeschrank getrocknet und anschlielend entparaffiniert und rehydriert. Dafir wurden sie

zweimal fur je 10 Minuten in Xylol und dann fur je 3 Minuten in einer absteigenden
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Alkoholreihe (100%, 90%, 70%) inkubiert. Die Schnitte wurden einmal kurz mit Aqua bidest.

gewaschen und konnten nun fur die Alzianblau-Farbung verwendet werden.

3.2.1.6 Neuronale Differenzierung

Die neuronale Differenzierung wurde fur die vorliegende Arbeit zu drei verschiedenen
Zeitpunkten untersucht. Die Auswirkungen der Differenzierung auf die cMSCs wurden nach
3, 24 und 72 Stunden morphologisch, immunhistologisch und molekularbiologisch analysiert.
Diese Untersuchungen erfolgten mit Zellen der Passage 3.

Fur die neuronale Differenzierung wurden die Zellen wie oben beschrieben abgeldst und in
einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die Zellen wurden in einer Anzahl von 20.000
Zellen/cm? in einer 24-Wellplatte zunachst fir 1 Tag in 1 ml Kultivierungsmedium ausplattiert.
Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank.

AnschlieRend wurde das Medium entfernt und 500 pl frisch angesetztes, neuronales
Differenzierungsmedium auf die Zellen pipettiert. Auch hier erfolgte die Inkubation und die
Differenzierung der Zellen wie oben beschrieben im Brutschrank.

Nach 3, 24 und 72 Stunden Differenzierung wurde die Morphologie der Zellen
lichtmikroskopisch untersucht, die Zellen flr die Immunzytochemie bearbeitet und die RNA

der Zellen fur die molekularbiologischen Untersuchungen extrahiert.

Tabelle 5: Zusammensetzung des neuronalen Differenzierungsmediums (10 ml.

Komponente Menge Konzentration
DMEM 9760 pl

P/S 100 pl

Forskolin 20 pl 10 uM
Hydrocortison 2 ul 1 uM

Insulin 5l 5 pg/ml
Kaliumchlorid 100 pl 5 mM
Valproinsaure 3 ul 3 uM

Butylhydroxyanisol 10 pl 200 uM
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3.2.2 Immunfluoreszenzfarbung fur Zellen

Die Immunfluoreszenz ist eine biochemische Analysemethode und dient dem Nachweis von
Antigenen in Zellen. An das zu untersuchende Antigen bindet ein Primarantikorper, an den in
einem darauffolgenden Schritt ein Sekundarantikdérper bindet, der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Mit dieser Methode kdénnen Antigene markiert und

sichtbar gemacht werden.

Nach Ablauf der neuronalen Differenzierungsdauer wurde zunachst das alte Basismedium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4%iger PFA-L&sung fur 30 Minuten fixiert.
Anschlielend wurden die Zellen erneuet gewaschen und die Zellmembran fur 15 Minuten mit
einem Permeabilisierungspuffer permeabilisert. Nach dreimaligem Waschen fir je 5 Minuten
der Zellen mit PBS erfolgte eine 30minttige Inkubation mit einem Blockierungspuffer, um
unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern. Nach erneutem Waschen wurden die
Zellen bei 4°C Uber Nacht mit den primaren Antikorpern inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Primarantikorper abgewaschen und es erfolgte die Inkubation mit den
Sekundarantikorpern flir 1 Stunde. Bei diesem und den folgenden Schritten mussten die
Zellen abgedunkelt werden, da die Sekundarantikbrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt waren. Zur Darstellung der Zellkerne folgte anschlieRend eine Gegenfarbung mit
dem Farbstoff Hoechst® Dye fiir 5 Minuten. Nach einem letzten Waschschritt wurden die

Zellen mit Aquapolymount auf einem Objekttrager eingedeckt.

Ansetzen der Lésung:

4% PFA

8 g Paraformaldehyd in 120 ml Aqua bidest I6sen und mit 40 ml PBS Stamml&sung auffullen,
pH 7,3 einstellen und auf 200 ml mit Aqua bidest auffiillen

Blockierungspuffer:
5% FKS wird mit 0,05% Triton X100 in PBS angesetzt

Permeabilisierungspuffer:

50 mM NacCl

3 mM MgCl,

300 mM Saccharose

20 mM HEPES

0,5 % Triton X100

werden in 100 ml PBS gel6st und auf pH 7 eingestellt
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3.2.3 Immunfluoreszenzfarbung fur Paraffinschnitte

Als Positivkontrolle fir die neuronale Differenzierung und die Untersuchung neuronaler und
glialer Marker sowie der Neurotrophine diente eine Gewebeprobe eines Hundehirns. Daraus
wurde ein erbsengroRes Stlck abgetrennt, anschlieRend paraffiniert und am Mikrotom
geschnitten.

Die Paraffinschnitte fur die immunhistochemische Untersuchung wurden anschliel3end
zweimal fur je 5 Minuten mit Xylol gewaschen, bevor sie, ebenfalls fur je 5 Minuten, in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%) entparaffiniert und rehydriert wurden. Danach
wurden die Schnitte mit Aqua bidest. gewaschen wund getrocknet. Fir die
Immunfluoreszenzfarbung wurde mithilfe eines DabcoPap-Pens eine Markierung um den
Gehirnschnitt gezogen, um die Lésungen gezielt auf die Probe pipettieren zu kdénnen. Alle
weiteren Schritte erfolgten wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben.

Die weitere Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

Hier wurden die Expressionsmuster der Proteine untersucht und digital festgehalten.

Tabelle 6: Verwendete Primérantikérper fiir die Immunfluoreszenzférbung.

Spezies, Konzentration Verdiinnung Hersteller
Klonalitat
Anti-Glial Fibrillary - Aldrich
igma-Aldrich,
Acidic Protein Maus, 6,2 mg/ml 1:750 g .
monoklonal Missouri, USA
(GFAP)
Mouse anti-

Invitrogen, Life

. _ Maus, 0,5 mg/ml 1:100 technologies,
associated protein monoklonal
Kalifornien, USA

(MAP2)

microtubules

Invitrogen, Life
Mouse anti-A2B5 Maus, 0,5 mg/ml 1:200 technologies,

monoklonal
Kalifornien, USA
Neuronal Class Il . Covance,
_ Kaninchen, {1 mg/mi 1:2000 o
R-Tubulin polyklonal Kalifornien, USA
_ _ BD Biosciences,
Mouse anti-Nestin ~ Maus, 250 pg/ml 1:500

monoklonal Kalifornien, USA
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Tabelle 7: Verwendete Sekundérantikérper fiir die Immunfluoreszenzférbung.

Sekundarantikorper Verdiinnung Hersteller

™ 0 2o
Cy "3- conjugated AffiniPure Goat Dianova, Hamburg,

Anti-mouse 1gG 1200 Deutschland

™ : s
Cy "3- conjugated AffiniPure Goat- 1200 Dianova, Hamburg,
Anti-rabbit IgG : Deutschland

Tabelle 8: Verwendeter Zellkernfarbstoff fiir die Inmunfluoreszenzférbung

Zellkernfarbstoff Verdiinnung Hersteller

Sigma-Aldrich, Missouri,

Hoechst Dye 1:5000
USA

3.2.4 Histologische Farbungen

3.2.4.1 Alizarinrot S-Farbung

Zum Calciumnachweis in osteogen differenzierten Zellen dient die Alizarinrot-S-Farbung. Die
gebildeten Calciumsalze werden hierbei intensiv rot-orange dargestellt.

Die differenzierten Zellen werden nach Ablauf der Differenzierungsdauer einmal fir 3
Minuten mit PBS gewaschen und danach fir 30 Minuten mit einer 4%igen PFA-LO&sung
fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fur je 3 Minuten mit Aqua bidest. folgte die
Inkubation mit einer Alizarinrot-S-Lésung flir 2-5 Minuten. Anschlieliend wurden die Zellen

fur 5x3 Minuten mit Aqua bidest. gewaschen und schliel3lich mit Kaiser' Gelatine eingedeckt.

Ansetzen der Losung:

1% Alizarinrot-S:

0,5 g Alizarinrot-S + 45 ml Aqua dest. werden unter stdndigem Ruhren durch Zusatz von 5
ml einer 1:100 verdinnten 28%-33%igen Ammoniakldésung geldst. Der pH-Wert wird evitl.

durch weitere Zugabe der Ammoniaklésung auf 4,2 eingestellt.
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3.2.4.2 Oil Red O-Farbung

Die Oil Red O-Farbung dient dem Nachweis von Fettvakuolen innerhalb der Zellen, die
wahrend der adipogenen Differenzierung entstehen. Diese werden durch Oil Red O rot
gefarbt. Durch eine Gegenfarbung mit dem Farbstoff Hamatoxilin werden Zellkerne blau-
violett, Kernkdrperchen dunkelblau, Fettvakuolen rot und Zytoplasma blass blau-violett
dargestellt.

Zunachst wurde das Differenzierungsmedium abgenommen und die Zellen wurden dreimal
fur je 1 Minute mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Fixierung der Zellen fur 30
Minuten mit einer 10%igen Formalinlésung. Wahrend des Fixierungsschrittes wurde die Oil
Red O-Gebrauchslésung frisch angesetzt. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit Aqua
dest. und danach fur 5 Minuten mit 60%igem Isopropanol gewaschen. Dann erfolgte die
Inkubation mit der Oil Red O-Farbelésung (Zusammensetzung siehe Anhang) fur 10-20
Minuten im Dunkeln. Nach dem Farbeschritt wurden die Zellen wieder mit Aqua dest. gespuilt
und anschlieRend mit Hamatoxilin nach Mayer flir 1 Minute gegengefarbt. Es folgten
mehrere Waschschritte mit warmem Leitungswasser, um den Uberflissigen Farbstoff wieder
herauszuwaschen. Nach einer letzten Spllung mit destilliertem Wasser konnten die Zellen

mit Kaiser' Gelatine eingedeckelt werden.

Ansetzen der Lésungen:

Stammldsung (100 ml):

100 ml 99%iges Isopropanol auf 60°C erwarmen
0,3 g Oil Red O dazugeben

24 Stunden auf dem Ruttler stehen lassen
Lésung durch Faltenfilter filtrieren

Bei Raumtemperatur dunkel aufbewahren

Gebrauchslésung (5 ml):

3 ml frisch filtrierte Stammlésung mit

2 ml destilliertem Wasser vermischen

Die Loésung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

Loésung filtrieren
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Hamatoxilin nach Mayer:
1000 ml Aqua dest.

1 g Hamatoxilin

200 mg Natriumjodat

50 g Kalialaun

50 g Chlorhydrat

1 g Zitronensaure

3.2.4.3 Alcianblau-Farbung

Zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung diente die Alcianblau-Farbung. Mit ihrer
Hilfe lassen sich saure und sulfatierte Mucopolysaccharide wie Hyaluronsauren und
Glycosaminoglycane nachweisen. Die sauren Mucopolysaccharide werden blau, Zellkerne
rot und der Hintergrund rosa gefarbt.

Hierzu wurden die Objekttrager in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%)
abgespilt und danach fir 3 Minuten in 3%iger Essigsaure inkubiert. Die Praparate wurden
daraufhin mit Alcianblau flr 30 Minuten gefarbt. Danach folgten Spllungen der Objekttrager
mit destilliertem Wasser und einer Gegenfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat fur 5
Minuten. Zuletzt wurden die Praparate mit destilliertem Wasser gesplilt, entwassert (70%,
90%, 100%, Xylol) und mit Eukitt eingedeckt.

Ansetzen der Losung:
0,5 g Alcianblau

1 ml Eisessig

100 ml Aqua dest.

Alle Komponenten miteinander vermischen, anschlieend filtrieren.
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3.2.5 Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.5.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mithilfe des innuPrep RNA Mini Kits von Jena Analytik nach
Angaben des Herstellers. Nach der Extraktion wurde die RNA in 20 ul RNAse freiem Wasser
geldst und anschlielfend am BioPhotometer von Eppendorf bei 260 nm auf ihre Reinheit und
ihren RNA-Gehalt Uberprift. Die RNA-Proben konnten dann bis zur weiteren Verwendung

bei -70°C gelagert werden.

3.2.5.2 cDNA-Synthese und Reverse Transkriptase

Bei der Reversen-Transkriptions-Polymerasen-Kettenreaktion (RT-PCR) wird durch reverse
Transkription die extrahierte mRNA in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben. Um eine
Verunreinigung der Proben mit genomischer DNA zu vermeiden, wurde zunachst ein
DNAse-Verdau durchgefihrt. Hierfir wurde der in der Tabelle 9 dargestellte Mix verwendet.
Zum Einsatz kamen 100 ng/ml RNA. AnschlieBend erfolgte eine Behandlung im

Thermocycler DNA-Engine von Biorad nach folgendem Programm:

1. 25 Minuten bei 37°C
2. 5 Minuten bei 75°c
3. Abkuhlen auf 4 °C

Tabelle 9: Mastermix DNAse Verdau.

Kit/Hersteller Reagenz 1x Ansatz

GeneAMP GoldRNA
PCR Core Kit 25 mM MgCl, 1,2 pl
(Applied Biosystems)

10x DNAse | incubation

Roche 1,2
buffer

Roche 10 U/pl DNAse |, RNAse frei 1,2 pl

GeneAMP GoldRNA
PCR Core Kit 4 U/ul RNAse Inhibitor 0,3 ul
(Applied Biosystems)
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Im Anschluss an den DNAse-Verdau wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde
der in der Tabelle 10 aufgefiihrte Mastermix verwendet. Als Startprimer fur die Reverse
Transkriptase wurden Random Hexamers genutzt, die aus zufallig zusammengesetzten
Nukleotiden bestehen und sich der mRNA willkirlich anlagern kénnen. Als Bausteine fir die
cDNA dienten Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTPs).

Die Proben wurde in 2 Ansatzen als ,+RT* und ,-RT“ weiterverarbeitet. Fur den ,+RT"-
Ansatz wurden 51 pl des RT-Mastermixes mit 9 pl der DNAse behandelten RNA
zusammenpipettiert. Hinzugefiigt wurden hierbei ein RNase-Inhibitor und reverse
Transkriptase. Im ,-RT“-Ansatz wurde anstelle der reversen Transkriptase steriles, RNAse
freies Wasser hinzugegeben. Fir diesen Ansatz wurden 8,5 ul des RT-Mastermixes mit 1,5
pl der RNA vermengt. Der ,-RT“-Ansatz diente der Kontrolle des DNAse Verdaus und der

Reinheit der RNA-Probe. Die beiden Ansatze wurden im Thermocycler wie folgt behandelt:

1. 8 Minuten bei 21°C
2. 15 Minuten bei 42°C
3. 5 Minuten bei 99°C
4. 5 Minuten bei 5°C
5. Abkihlen auf 4°C

Tabelle 10: Mastermix fiir die cDNA-Synthese

Kit/Hersteller Reagenz 1x Ansatz
Biotherm 10x PCR Puffer mit MgCl, 300 ul
Biotherm dNTPs 100 pl
Invitrogen Random Hexamers 50 pl
HyClone® H20 300 pl

3.2.5.3 Qualitative Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden spezifische DNA-Abschnitte vervielfaltigt, um sie
anschlielend mittels Gelelektrophorese sichtbar zu machen. An allen Proben wurde zur
Uberprifung der synthetisierten cDNA und der Reinheit des ,-RT“-Ansatzes eine qualitative
PCR auf das Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgeflhrt.
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GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und somit in jeder Zelle detektierbar. Neben der
GAPDH-PCR wurden auch die Expression der Oberflachenmarker CD90, CD105, CD14 und
CD45 mittels der qualitativen PCR untersucht. In den Tabellen 11 und 12 sind die
Nukleotidsequenzen des GAPDH-Primers sowie der Oberflachenmarker und die
Bestandteile des PCR-Mastermixes aufgezeigt.

Je 10 pl des Mastermixes wurden mit je 2,5 yl der cDNA beziehungsweise mit den -RT-
Proben gemischt. Alle Proben wurden anschlie®end mit folgendem Programm im

Thermocycler inkubiert:

1. 5 Minuten bei 95°C

2. 30 Sekunden bei 94°C

3. 30 Sekunden bei 60°C

4. 30 Sekunden bei 72°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 35 Zyklen wiederholt.
5. 1 Minute bei 72°C

6. Abklhlen auf 4°C

Tabelle 11: Primersequenz GAPDH

Primer Nukleotidsequenz Hersteller Produktgrofe

For 5'-GCTGCCAAATATGACGACATCA-3’
GAPDH Microsynth 72 kb
Rev 5-GTACCCAGGATGCCTTTGAG-3

For 5'-CCAAGGACGAGGGGACATAC-3’
CD90 Eurofins 145 kb
Rev 5'-AGCAGCCATGAGGTGTTCTG-3"

For 5'-CCGCCGCACTGTGGTACATCTAC 3’
CD105 Eurofins 108 kb
Rev 5 -TGTGGTTGGTGCTACTGCTCTCTG-3"

For 5-GTTACGTTGACATCCTTCCTTATG-3’
CD45 Eurofins 127 kb
Rev 5-GCAATGTATTTCCTGGGTTCTTTG-3°

For 5GCTCTCTGTCCGCAAAAGTTC-3"
CD14 Eurofins
Rev 5’ AGCGAGTTGTGGCTGAGGTC-3"
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Tabelle 12: Mastermix PCR

Kit/Hersteller Reagenz 1x Ansatz
GeneAMP GoldRNA 15 mM MgC|2 0’5 UI
PCR Core Kit
(Applied Biosystems) 10x PCR GOLD Puffer 1 U|
10 pmol/pl GAPDH Primer
Eurofins MWG Operon 0,25 ul
forward
: 10 pmol/ul GAPDH Primer
Eurofins MWG Operon 0,25 pl
reward
Aqua bidest. 8,5 ul
Biotherm Biotherm Taq Polymerase 0,07 pl

Nach dieser Durchflihrung wurden die Proben bis zur Auswertung mittels Gelelektrophorese

bei -20°C gelagert.

3.2.5.4 Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der PCR-Produkte diente die Methode der Gelelektrophorese. Zuerst wurde
ein 2%iges Agarosegel hergestellt. Hierflir wurde 1 g Agarose in 50 ml Tris-Acetat-EDTA
(TAE) Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und somit gelést. Danach wurden 5 ul des
Farbstoffes Gel Green™ Nucleic Acid Stain hinzugegeben. Das Gelgemisch wurde daraufhin
in einen Geltrager gegossen und ausgehartet. Anschlieliend wurde das feste Gel in eine
Laufkammer (Biometra) eingebracht und die Kammer mit TAE-Puffer aufgefillt. Den PCR-
Produkten wurden je 3 pl 5x DNA Loading Buffer hinzugefligt. 5ul dieser Proben wurden
vorsichtig in die Geltaschen pipettiert. Zudem wurde ein Quantitas DNA Marker 50bp- 2kb
(Biozym) in eine weitere Gelvertiefung aufgetragen, um die PCR-Produktgrofie zu ermitteln.
Die Restbestande der PCR-Proben wurden fir eine eventuelle Wiederholung der
Gelelektrophorese bei -20°C eingefroren. Die gesamte Gelkammer wurde an das
PowerPac™ Basic (BioRad) angeschlossen. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei der
Einstellung von 125 V fur 30 Minuten. Die folgende Auswertung erfolgte am Transilluminator
UVsolo (Biometra). Konnten keine Banden bei den -RT-Proben, bei den +RT-Proben jedoch

deutliche Banden beobachtet werden, wurde die cDNA flr die weitere Untersuchung
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verwendet. Bei sichtbaren Banden in den -RT-Proben musste die cDNA-Synthese wegen

moglicher Kontamination oder Fehler wahrend des Pipettierens wiederholt werden.

Ansetzen der Losungen:
TAE-Puffer-Stammldsung (10x Puffer):
145,2 g Tris base und 11,1 g EDTA in 2800 ml Aqua bidest l6sen, pH 8 mit Essigsaure

einstellen und mit Aqua bidest auf 3000 ml auffillen

TAE-Puffer-Gebrauchslésung:

Stammldésung 1:10 mit Aqua bidest verdiinnen

3.2.5.5 Quantitative realtime PCR (qRT-PCR)

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde die quantitative realtime PCR genutzt. Die
Marker brain-derived neurotrophic factor (BDNF), glial cell-derived neurotrophic factor
(GDNF), nerve growth factor (NGF), mircotubule-associated-protein 2 (MAP2), R-11I-Tubulin,
Nestin und glial fibrillary acidic protein (GFAP) wurden in undifferenzierten und neuronal
differenzierten Stammzellen auf ihre Expressionsmuster Uberpruft. Als Referenzgen
(housekeeping gene) diente die Glycerinaldehyd-3-phosophat-Dehydrogenase (GAPDH).
GAPDH wird in allen Zellen exprimiert und unterliegt keiner Regulierung. Somit kénnen die
Expressionen der neuronalen Marker mithilfe der GAPDH-Expression berechnet werden. Pro
Primerpaar und Gen wurden jeweils drei Replikate angelegt, das heil3t es wurden jeweils drei
Wells der Platte mit der gleichen Kombination belegt. Zusatzlich wurde fir jeden Primer eine
,nNo template control* (NTC) mitgefihrt, in der die cDNA durch Aqua bidest. ersetzt wurde.
Dies diente dem Ausschluss moglicher Kontaminationen der Reagenzien mit fremder DNA
und zur Uberpriifung einer Dimerbildung oder unspezifischer Bindung des Primers. In
Tabelle 13 ist die Zusammensetzung des Mastermixes fir die qRT-PCR dargestellt. Die

Primersequenzen sind in Tabelle 14 aufgelistet.
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Tabelle 13: Mastermix qRT-PCR

Reagenz 1x Ansatz

GoTaq®gPCR Master Mix 5 ul

Primer for/rev (je 10 pM) 0,6 ul

H.O 3,4

Tabelle 14: Verwendete Primer qRT-PCR

Primer Primer Sequenz Hersteller  Produktgrofe
For 5'-GAACTCAGTGGGTCTGGAATG-3"

Nestin Eurofins 117 bp
Rev 5-GTTTCCTGCTGCAAACTGTTCAC-3"
For 5-GAAGAGCTGTTGGACGAGGA-3’

BDNF Eurofins 119 bp
Rev 5'-GAGAAGAGGAGGCTCCAAAG-3’
For 5'-CTTCACAGAGCTCACGACCA-3’

GDNF Eurofins 123 bp
Rev 5'-AGCTTCAGCATCAGGAAGGAG-3’
For 5-CTCCGTCAACAGGACTCACA-3’

NGF Eurofins 141 bp
Rev 5"-ATCACCTCCTTGCCCTTGATG-3"
For 5'-CAACCTGGCCAGTTATCGACA-3’

GFAP Eurofins 122 bp
Rev 5'-ACCTCCTCATCGTGGATCTTC-3"
For 5'-GCATTGAAGAATGGCAGATGATC-3"

MAP2 Eurofins 144 bp
Rev 5-CATTGGCGCTTCTGACAAGTC-3’

3-111- For 5-GACCGCATCATGAACACCTTC-3’

Eurofins 127 bp
Tubulin Rev 5-CATTGTCGATGCAGTAGGTTCTC-3’

Die Durchfiihrung der gRT-PCR erfolgte mittels des CFX96 Touch™ Real-Time PCR

Detection System von BioRad.

3.2.5.5.1 Statistische Auswertung

Die CFX™Manager PCR Software liefert zu jedem Template einen Ct-Wert. Die Cq-Werte

(quantification cycle value) aller PCR-Durchlaufe wurden in Microsoft Excel 2010 exportiert
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und die AACqg-Werte ermittelt. Bei der AACq-Quantifizierung handelt es sich um eine relative
Quantifizierung, bei der die Cqg-Werte (Zykluszahl, bei der die Produktmenge einen
definierten Schwellenwerrt erreicht) der zu quantifizierenden Transkripte verglichen werden.
Die Normalisierung dieser Transkripte erfolgte gegen eine Kontrolle (,housekeeping gen“ als
Referenz), deren Transkriptmenge konstant war. Dabei wurden durch die Subtraktion des
Cqg-Wertes des ,housekeeping gens” vom ACqg-Wert des Zielgens ACq-Werte ermittelt. Aus
diesen Werten wurden AACqg-Werte durch die Differenz der zu vergleichenden Bedingungen
gebildet (ACqzieigen) — ACQ(referenzgeny)- Der n-fache Unterschied in der Genexpression ergab
sich durch die Gleichung 2”2 und wird als relative Quantifizierung angegeben. Die
gewonnen Daten wurden anschlielend anhand der Statistica10 Software ausgewertet.

Die in der Arbeit erhobenen Daten wurden zunachst einer deskriptiven Statistik unterzogen,
um die Stichprobenmengen zu charakterisieren und die Voraussetzungen fir die
weiterflihrenden Analysen zu Uberprifen. Alle Daten entstammten unabhangigen
Stichproben. Zeigten die Daten eine Normalverteilung, so wurden im Anschluss
parametrische Tests zur Auswertung verwendet.

Die Expression der neuronalen und glialen Gene sowie der neurotrophen Faktoren wurde
mittels einer einfaktoriellen ANOVA (One-Way-ANOVA) statistisch ausgewertet. Mit dieser
Varianzanalyse wurde Uberprift, ob signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
untersuchten Proben bestanden. Hierfir wurde nach Unterschieden der Genexpression im
Differenzierungsverlauf zu den drei untersuchten Zeitpunkten geschaut. Mittels student t-
Test erfolgte die Uberprifung des Singifikanzlevels der untersuchten Proben. Weiterhin
wurde die Genexpression von differenzierten und undifferenzierten cASCs mithilfe einer
einfaktoriellen ANOVA ermittelt. Um die Ergebnisse der Varianzanalyse auf signifikante
Unterschiede zu testen, wurden anschlielend post-hoc Tests durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind als Mittelwert mit dazugehdriger
Standartabweichung angegeben. Fur die hier verwendeten Tests wurde das
Signifikanzniveau als p-Wert dargestellt. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikante
Unterschiede angesehen, wahrend p-Werte > 0,05 demnach als nicht signifikantes Ergebnis

gewertet wurden.

Bei der statistischen Auswertung lagen die Schwerpunkte auf folgenden Fragestellungen:

Gibt es Unterschiede in der Expression der neuralen Gene im Hinblick auf den

Differenzierungsverlauf?

Werden die neuralen Gene in neuronal differenzierten Zellen hdher exprimiert als in

undifferenzierten Zellen?
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3.3.5.6 Western Blot

3.3.5.6.1 GielRen der Gele

Der Gelgie3stand ,Mini PAGE Elektroblotting-System, shiroGEL* (VWR) wurde nach
Herstellerangaben aufgebaut. Das Trenngel zur Auftrennung der Proteine wurde mit den in
Tabelle 15 aufgelisteten Reagenzien hergestellt und 5 ml davon zwischen die beiden
Glasplatten pipettiert. Danach wurde das Trenngel mit circa 0,5-1 ml Wasser Uberschichtet.
Das im Trenngel enthaltene Ammoniumperoxodisulfat fuhrte zu einer Polymerisation, die
circa 20-30 Minuten dauerte. AnschlieRend konnte das Sammelgel hergestellt werden, in
dem die Proteine komprimiert wurden. Dieses Sammelgel wurde mithilfe einer Pipette bis zur
Oberkante zwischen den beiden Glasplatten gefillt. Daraufthin  wurde der
Probentaschenkamm schrag zwischen die Glasplatten eingeschoben. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass keine Luftblasen entstanden. Nun folgte eine weitere Polymerisation
fur circa 20-30 Minuten. Danach wurde der Kamm vorsichtig aus dem Gel herausgezogen

und der GelgieRstand mit Kathodenpuffer aufgefllt.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Jagow(Tricin)-Minigels

Reagenz Trenngel 7,5% Sammelgel 4%
Acylamid 2,3 ml 500 pl
Jagow-Gelpuffer 4 ml 1,25 ml

Aqua bidest. 5,7 ml 3.25 ml
TEMED 6 pl 5yl

10% APS 60 pl 50 pl
Acrylamid: 40%, 29:1

Gelpuffer: 3M Tris-HCI pH 8,45 364g/L

0,3% SDS 30 ml 10% SDS/L
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3.3.5.6.2 Probenvorbereitung

Bevor die Proben in der Elektrophorese verwendet werden konnte, wurden pro Probe je
5%iges R-Mercaptoethanol hinzugegeben. Daraufhin wurden die Proben im Protein Lysis
Buffer im Thermocycler fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Dieser Vorgang diente dem
Denaturieren und Reduzieren der Proteine.

Als Proben wurden exemplarisch fur die restlichen Spenderhunde die Hunde 12/15 und 5/14
gewahlt. Als Positivkontrolle diente das auch in den anderen Versuchen untersuchte canine
Hirngewebe, von dem zuvor ein Protein-Lysat angefertigt wurde. Zur Uberpriifung der
Antikérper und als Negativkontrolle wurden humane Teratokarzinomzellen verwendet, die

ebenfalls vorher neuronal differenziert wurden.

3.3.5.6.3 Auftragen der Proben

Je 10 ul einer Probe wurden in eine Tasche eines 12er Zahlkammes mithilfe einer Hamilton-
Pipette pipettiert. Zusammen mit den Proben wurden ebenfalls 10 ul des Proteingelmarkers
(1:10 in Loading-Buffer) in eine Tasche gegeben.

Anschliellend wurde der gesamte Gelgie3stand mit Anodenpuffer aufgefulit.

Loading-Buffer: 6M Harnstoff 189/50ml

2% SDS 19/50ml

10% Glycerin 5ml/50ml

0,01% Bromphenolblau 5mg/50ml

6,25 mM Tris-HCI pH 6,8 312 pl Tris-HCI pH 6,8/50 ml
10x Anodenpuffer:  2M Tria-HCI pH 8,9 242 g/L
10x Kathodenpuffer: 1M Tris-HCI pH 8,25 121 g/L

1M Tricin 179 g/L

1% SDS 10 g/L
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3.3.5.6.4 SDS-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Gelelektrophorese wandern die durch SDS negativ geladenen Proteine zum
Pluspol. Nach dem Aufsetzen der Abdeckung der Apparatur wurde die gesamte Gelkammer
an das PowerPac™ Basic (BioRad) mit einer Spannung von zunichst 75V angeschlossen.
Traten die Proben aus dem Sammelgel in das Trenngel Uber, wurde die Spannung auf 100-
130V erhoht. Sobald die blaue Farbstoffbande das Ende des Gels erreichte, konnte die
Elektrophorese beendet werden. Dieser Vorgang dauerte circa 2 Stunden.

AnschlieRend wurde der Gelgieldstand auseinandergebraut und das Gel konnte flr die

weitere Versuchsdurchflihrung verwendet werden.

3.3.5.6.5 Blotting

Das Blotting-Verfahren diente dem Transfer der zuvor elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine auf eine Membran. Bei der Membran handelte es sich um eine
Nitrocellulosemembran. Das gesamte Blotting-Verfahren wurde bei einer Temperatur von
circa 4 °C durchgefuhrt.

Das aus der Elektrophorese gewonnene Gel wurde zunachst zurechtgeschnitten, der obere
Teil, das Sammelgel, wurde nicht mehr bendtigt, da sich die Proteine im Trenngel befanden.
Das Gel wurde vorsichtig innerhalb einer Schale mit gekuhltem Western Blot-Buffer auf die
Nitrocellulosemembran gelegt. Die Membran selbst wurde auf einen Schwamm gelegt. Auf
das Gel wurde nun ein zurechtgeschnittenes Filterpapier gebracht. Der Schwamm wurde
einmal zusammengeklappt und das so entstandene ,Transfer-Sandwich“ konnte zusammen
mit einem Eisblock zur Kihlung in den Gelgielstand eingesetzt werden. Dabei musste
darauf geachtet werden, dass das Gel in Richtung der Anode zeigte und die Membran in
Richtung der Kathode. Auch hier kam wieder das PowerPac™ Basic (BioRad) zum Einsatz.
Geblottet wurden die Proteine bei 350 mA fir circa 2 Stunden.

Nach dem ,Blotting“ wurde der Gelgiel3stand auseinandergebaut. Die Membran mit den
transferierten Proteinen wurde mit ,Ponsceau S* circa 1 Minute auf dem Schuttler gefarbt
und anschlielend dreimal mit PBS+0,1% Tween gewaschen, bis die Banden der gefarbten
Proteine sichtbar wurden. Die ,Ponceau S*-Farbung dient zur UberprUfung, ob die Proteine
auf die Membran ubertragen wurden. Anschlielend erfolgte eine Inkubation der Membran

uber Nacht bei 4°C mit 2,5 g handelsublichem Magermilchpulver in 50 ml PBS+0,1% Tween.
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10x Western Blot-Buffer: 390 mM Glycin 29,3 g/L
(nach Maniatis) 480 mM Tris 58,1 g/L

1X Western Blot-Buffer: 100 ml 10X Western Blot-Buffer
+ 200 ml Methanol
+ 700 ml Aqua bidest.

3.3.5.6.6 Antikdrperinkubation

Am nachsten Tag wurde die Milchpulverldsung verworfen und die Membran dreimal fur je 2
Minuten mit PBS+0,1% Tween auf dem Schittler gewaschen. Dann wurde die Membran so
zurechtgeschnitten, dass die zu untersuchenden Proben jeweils auf einem Teil der Membran
mit einem Primarantikorper inkubiert werden konnten. AnschlieRend wurden die Antikérper in
PBS+0,1% Tween wie in Tabelle 16 beschrieben angesetzt. Die Membranen wurden mit je 5
ml Antikorperldsung flr 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schdttler inkubiert.

Danach wurde der Primarantikoérper durch dreimaliges Waschen fur je 5 Minuten entfernt.
Nun erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikoérper (Tabelle
17). Dafur wurden die Sekundarantikérper in 5 ml PBS+0,1% Tween angesetzt und die
Membranen darin fir 45 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.

Anschlielend wurden die Membranen finfmal fur je 5 Minuten gewaschen.
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Tabelle 16: Verwendete Primérantikérper fiir den Western Blot

Primirantikorper ~ Spezies,

Klonalitat
Anti-Glial Fibrillary
Acidic Protein Maus,
monoklonal
(GFAP)
Mouse anti-
microtubules Maus,

associated protein monoklonal
(MAP2)

Mouse anti-A2B5 Maus,
monoklonal

Neuronal Class Il :
Kaninchen,

R-Tubulin polyklonal

Mouse anti-Nestin Maus,
monoklonal

Konzentration Verdiinnung Hersteller

6,2 mg/ml

0,5 mg/ml

0,5 mg/ml

1 mg/mi

250 pg/ml

1:2000

1:100

1:200

1:5000

1:500

Tabelle 17: Verwendete Sekundérantikérper fiir den Western Blot

Sekundarantikorper

GoatAnti-mouse igG HRP-

conjugate

Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-rabbit IgG

Verdiinnung

1:5000

1:5000

Sigma-Aldrich,
Missouri, USA

Invitrogen, Life
technologies,
Kalifornien, USA

Invitrogen, Life
technologies,
Kalifornien, USA

Covance,
Kalifornien, USA

BD Biosciences,
Kalifornien, USA

Hersteller
Advansta, Menlo Park,

Kalifornien, USA

Dianova, Hamburg,

Deutschland
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3.3.5.6.7 Entwickeln des Blots

In einem weiteren Schritt erfolgte die Entwicklung des Blots. Durch die Reaktion des
Chemilumineszenzsubstrates mit der Peroxidase erfolgt eine Lichtreaktion. Somit konnten
die Proteinbanden auf der Membran sichtbar gemacht werden. Hierfir wurden die
Membranen mit der Bandenseite fur 30 Sekunden auf eine Ldsung des Pierce® ECL
Western Blotting Substrate gelegt. Daraufhin erfolgte in der Rotlichtkammer die Entwicklung
des Rontgenfilms. Hierfur wurde ein Rontgenfiim auf die Membran innerhalb einer
Roéntgenkassette fir circa 30 Sekunden aufgelegt. AnschlielRend folgte eine Inkubation in
einer Entwicklungslésung, bis die Banden auf dem Film zu erkennen waren. Die Dauer
dieses Schrittes richtet sich nach der Bandenintensitat und betragt circa 1-5 Minuten. Die
Entwicklungsreaktion wurde durch Eintauchen des Films fur 30 Sekunden in 2%iger
Essiglosung gestoppt. Im nachsten Schritt wurde der Film fir 2-3 Minuten in einer
Fixierlosung fixiert, daraufhin mit Leitungswasser gespult und schlieBlich getrocknet. Die
Banden des Proteinmarkers mussten zum Schluss per Hand auf den Film aufgetragen
werden, da der Marker nicht mit der Peroxidase gekoppelt war und deshalb nicht auf den

Film Gbertragen wurde.

Entwicklungslésung:

430 ml Leitungswasser werden mit 70 ml ,Tetenal Fixierer* vermischt

2%ige Essigsaure:

Auf 500 ml Leitungswasser werden 10 ml 100%ige Essigsaure gegeben

Fixierldsung:

400 ml Leitungswasser werden mit 100 ml , Tetenal Superfix Plus® vermischt
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der cASCs

4.1.1 Kultivierung und Morphologie von undifferenzierten cASCs

Die caninen Stammzellen konnten problemlos aus dem Fettgewebe isoliert und
anschliefend im Labor kultiviert und expandiert werden. Bereits einen Tag nach dem
Ausplattieren in Zellkulturflaschen waren angewachsene Zellen auf dem Flaschenboden
sichtbar. In Kultur fanden sich Zellen mit einer flachen, meist spindelférmigen, Fibroblasten-
ahnlichen Morphologie (Abb.3).

Abbildung 3: Morphologie von cASCs: cASCs der Passage 2 zeigen nach einem Tag Kultivierung eine
Fibroblasten-dhnliche Morphologie.

4.1.2 Expression stammzellspezifischer Marker

Mittels RT-PCR wurde die Expression der stammzellspezifischen Zelloberflachenmarker
CD90 und CD105 uberprift (Abb. 4A und 5A). Anhand dieser Untersuchung konnte gezeigt
werden, dass es sich bei allen isolierten und fur die beschriebenen Versuche verwendeten
caninen Zellen um Stammzellen handelte. Zur weiteren Analyse wurde ebenfalls die
Expression der Oberflachenmarker CD14 und CD45 untersucht, die als Negativmarker
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gelten. Tatsachlich waren CD14 und CD45 in der PCR fir alle untersuchten Hunde negativ
(Abb. 4B und 5B). In Abbildung 4 und 5 sind die Ergebnisse der Gelelektrophorese der PCR-

Produkte fur die untersuchten Marker dargestellt.

A CD90 CD105

CD14 CD45

1000 bp

- tuag
e

300 bp
200 bp

100 bp -
S0 bp s

M A B C D EF M A B C D E F

Abbildung 4: Gelelektrophorese der PCR-Produkte fiir die Oberflaichenmarker (A) CD90, CD105
und (B) CD 14, CD45. A: Hd 2/14, B: Hd 4/14, C: Hd 5/14, D: Hd 15/14, E: Hd 12/15, F: Hd 129/10,
M: Marker. CD90: ProduktgréBe 145 bp, CD105: ProduktgréfRe 108 bp.
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Abbildung 5: Gelelektrophorese der PCR-Produkte fiir die Oberflaichenmarker (A) CD90, CD105
und (B) CD14, CD45. A: Hd 7/13, B: Hd 11/13, C: Hd 16/13, M: Marker. CD90: Produktgré3e 145 bp,
CD105 ProduktgréBe 108 bp.

4.1.3 Pluripotenz der Stammzellen

Fur eine weitere Charakterisierung der caninen Stammzellen wurde ihre Pluripotenz, d.h.
ihre Differenzierungsfahigkeit untersucht. Hierfir erfolgte die Durchfuhrung einer
osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung. Die hierbei gewonnenen

Ergebnisse sind nachfolgend dargestellit.

4.1.3.1 Osteogene Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der cASCs wurde zunachst mit einem in der Arbeitsgruppe
etablierten Protokoll untersucht. Anhand der Alizarinrot-Farbung konnten jedoch keine
Calciumeinlagerungen nachgewiesen werden. Basierend auf der Arbeit von Reich (2010)

wurden dem osteogenen Differenzierungsmedium daraufhin zusatzlich unterschiedliche
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Calciumkonzentrationen zugegeben. Die osteogene Differenzierung wurde somit unter der
Zugabe von 5 mM CaCl, und 7,5 mM Cacl, untersucht. Abbildung 6 zeigt die osteogene
Differenzierung der cASCs nach 7 Tagen (Abb. 6A und B) und 14 Tagen (Abb. 6C). Die
Differenzierung wird hier exemplarisch fir einen Spenderhund gezeigt. In der
Monolayerkultur fiel auf, dass sich die Zellen im Laufe der osteogenen Differenzierung zu
einer Zellanhaufung zusammenfinden. Eine Mineralisierung konnte hierbei in einigen, aber

nicht in allen Zellen nachgewiesen werden. In den Negativkontrollen lie} sich keine solche

Verfarbung nachweisen.

y l : f:/ ."zbourr; 7
Abbildung 6: Alizarinrot-Farbung der cASCs nach 7 und 14 Tagen. (A) und (B) Hd 7/13 nach 7

Tagen osteogener Differenzierung mit 7,56 mM Calcium-Zusatz, (C) Hd 7/13 nach 14 Tagen
osteogener Differenzierung mit 5 mM Calcium-Zusatz, (D) Hd 7/13 Negativkontrolle.

4.1.3.2 Adipogene Differenzierung

Unter Verwendung des allgemeinen Protokolls flir die adipogene Differenzierung konnten
keine Veranderungen zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen nachgewiesen
werden. Aufgrund dessen wurden die cASCs mit unterschiedlichen adipogenen
Differenzierungsmedien zur Differenzierung induziert. Durch die Inkubation mit ,rabbit serum*®

und Rosiglitazon konnte schlief3lich eine positive Differenzierung der cASCs erreicht werden.
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Die Beurteilung der Untersuchung erfolgte histologisch mittels der spezifischen Oil Red O-
Farbung.

Die adipogen differenzierten Zellen wiesen rot-orange gefarbte Fettvakuolen im Zytoplasma
auf (Abb. 7A und B). Jedoch lieRen sich nicht in allen differenzierten Zellen diese
Fettvakuolen feststellen (Abb. 7B). Die Negativkontrollen waren véllig frei von gefarbten
Fettvakuolen (Abb. 7D).

Abbildung 7: Oil Red O-Farbung der cASCs nach 7 und 14 Tagen. (A) Hd 15/14 nach 7 Tagen
adipogener Differenzierung, (B) Hd 15/14 nach 14 Tagen adipogener Differenzierung, (C) Hd 12/15
nach 21 Tagen adipogener Differenzierung, (D) Hd 15/14 Negativkontrolle.

4.1.3.3 Chondrogene Differenzierung

Nach 21 Tagen in der Pelletkultur zeigte sich nach Farbung mit Alcianblau eine
Glycosaminoglykan-reiche Matrix. Diese positive Farbung war in den chondrogen
differenzierten wie auch in den undifferenzierten Zellen des Pellets zu beobachten. Wahrend
und nach der Differenzierung war zu erkennen, dass die undifferenzierten Pellets kleiner

waren als die chondrogen differenzierten Pellets.
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Im Gegensatz zu den Negativkontrollen zeigten die differenzierten Pellets im Zentrum haufig
degenerative Veranderungen und apoptotische Zellen (Abb. 8A und B). Ebenso erschienen
die differenzierten Pellets mehrschichtiger als die undifferenzierten Pellets und die
differenzierten Zellen zeigten einen starkeren Zellverbund als die Negativkontrollen. Die
extrazellullare Matrix wirkte im differenzierten Pellet organisierter als im undifferenzierten

Pellet. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der chondrogenen Differenzierung expemplarisch

anhand des Spenders Hd 5/14 dargestellt.

Abbildung 8: Alcianblau-Farbung der cASCs nach 21 Tagen. (A) und (B) Hd 5/14 nach 21 Tagen
chondrogener Differenzierung, (C) und (D) Hd 5/14 Negativkontroll-Pellet.
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4.2 Neuronale Differenzierung der cASCs

4.2.1 Morphologie von neuronal differenzierten cASCs

In Vorversuchen zur Etablierung der optimalen Untersuchungszeitpunkte der neuronalen
Differenzierung, wurden die Zellen zunachst fir 10 Tage differenziert und beobachtet.
Hierbei fiel auf, dass viele Zellen bereits nach 5 Tagen im Differenzierungsmedium starben.
Aufgrund dieser Beobachtungen, die sich mit den Erkenntnissen der aktuellen Literatur
decken, erwies es sich als sinnvoll, die Morphologie der Zellen und die Expression neuraler
Marker sowie der Neurotrophine 3, 24 und 72 Stunden nach Start der Differenzierung zu
untersuchen. Es wurde die veranderte Morphologie der wenigen Zellen, die am langsten

uberlebten, fotografisch festgehalten.

Nach Zugabe des neuronalen Differenzierungsmediums zeigte die urspriinglich flache
Gestalt der Zellen bereits nach einer Stunde eine Veranderung in ihrer Morphologie (Abb. 9).
Es lieBen sich Zellen erkennen, deren Zytoplasma in Richtung des Somas
zusammengezogen war. Das Soma und dessen umliegender Bereich erschienen hell
leuchtend und rundlicher als bei undifferenzierten cASCs. Es bildeten sich langere und
kirzere Zellauslaufer mit Verzweigungen. Nach 72 Stunden Differenzierung zeigten alle
Zellen eine neural-spezifische Morphologie mit langen Dendriten-ahnlichen Auslaufern.

Neben der morphologischen Veranderung wurde auch das Verhaltnis von differenzierten und
undifferenzierten Zellen wahrend des Verlaufes der Differenzierung zu allen drei
Untersuchungszeitpunkten festgestellt. Die cASCs veranderten ihre Morphologie nicht alle
gleichzeitig. So lieBen sich zum Differenzierungszeitpunkt von 3 Stunden 27,16%
differenzierte und 72,84% undifferenzierte Zellen feststellen (Tab. 18). Dieses Verhaltnis
anderte sich im weiteren Verlauf insofern, als dass nach 72 Stunden 96,3% differenzierte

und 3,7% undifferenzierte Zellen bestimmt wurden.



ERGEBNISSE 66

Abbildung 9: Morphologie neuronal differenzierter cASCs nach 1h.

Tabelle 18: Prozentualer Anteil an un- und differenzierten Zellen im Differenzierungsverlauf.
3h Differenzierung 24h Differenzierung 72h Differenzierung

undifferenzierte
72,84% 34,57% 3,7%
cASCs
differenzierte

27,16% 65,43% 96,3%
cASCs

4.2.1.1  Morphologie der cASCs nach 3 Stunden neuronaler Differenzierung

cASCs reagierten bereits 3h nach Zugabe des neuronalen Differenzierungsmediums mit
einer Veranderung ihrer Morphologie. Einige Zellen zeigten ein Zurlckziehen des
Zytoplasmas in Richtung Soma und formten einen zusammengezogenen Zellkdrper (Abb.
10A, Markierung). Ebenfalls lieBen sich Fortsatz-ahnliche Auslaufer des Somas erkennen,
die in die Peripherie gerichtet waren. Zellen, die eine veranderte Morphologie aufwiesen,
zeigten hell leuchtende Zellkérper. Neben diesen morphologisch veranderten Zellen konnten

viele weitere undifferenzierte Zellen erkannt werden.



ERGEBNISSE 67

1

Abbildung 10: Morphologie neuronal differenzierter cASCs nach 3h. (A) Hd 16/13 nach 3h
neuronaler Differenzierung, (B) Hd 4/14 nach 3h neuronaler Differenzierung.

4.2.1.2 Morphologie der cASCs nach 24 Stunden neuronaler Differenzierung

Nach 24h neuronaler Differenzierung zeigten deutlich mehr Zellen eine veranderte
Morphologie als zum Untersuchungszeitpunkt von 3h. Auch hier zog sich das Zytoplasma in
Richtung des Nukleus zurlck und die Zellkérper leuchteten hell auf (Abb. 11A und B). Es
bildeten sich lange Zellauslaufer und die meisten Zellen zeigten eine zusammengezogene
und rundliche Gestalt. Zu diesem Zeitpunkt der Differenzierung konnten auch Zellen erkannt

werden, die abgeflacht erschienen und damit als undifferenziert bestimmt werden konnten.

Abbildung 11: Morphologie neuronal differenzierter cASCs nach 24h. (A) Hd 4/14 nach 24h
neuronaler Differenzierung, (B) Hd 16/13 nach 24h neuronaler Differenzierung.
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4.2.1.3 Morphologie der cASCs nach 72 Stunden neuronaler Differenzierung

Nach 72 Stunden neuronaler Differenzierung zeigten fast alle Zellen in der Kultur eine
veranderte Form. In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass das Soma rundlich hell und das
Zytoplasma zusammengezogen erscheinen (Abb 12A und B). Die einzelnen Zellauslaufer
sind verzweigt und zeigen neben den primaren Auslaufern nun auch sekundar ausgebildete
Fortsatze. Ebenso entwickelten sich um den Zellkérper herum kleinere Auslaufer (Abb. 12C

und D). Weiterhin ist zu erkennen, dass Zellauslaufer einer Zelle zu Fortsatzen oder zu dem

Soma einer anderen Zelle hin gerichtet sind (Abb. 12C).

Abbildung 12: Morphologie neuronal differenzierter cASCs nach 72h. (A) Hd 5/14 nach 72h
neuronaler Differenzierung, (B), (C) und (D) Hd 16/13 nach 72h neuronaler Differenzierung. Die rote
Markierung stellt eine Kontakzone zwischen zwei Zellen dar.

4.2.1.4 Morphologie der cASCs nach 7 Tagen neuronaler Differenzierung

Nach 7 Tagen konnten einige Zellen beobachtet werden, die Uber ihre Zellauslaufer
Verbindungen zu anderen Zellen aufnahmen. Abbildung 13 zeigt einen Axon-ahnlichen
Auslaufer einer Zelle, der in Kontakt mit einer weiteren Zelle steht. Im Bereich dieser
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Kontaktzone lasst sich erkennen, dass sich der lange Auslaufer verbreitert und mehrere
kleine Fortsatze ausbilden (Abb. 13).

Abbildung 13: Darstellung einer Kontaktzone der cASCs nach 7 Tagen neuronaler
Differenzierung. Lichtmikroskopische Aufnahme von Hd 16/13. Es ldsst sich eine Axon-dhnliche
Struktur mit einem Wachstumskegel erkennen, die eine synapsenartige Verbindung zu einer anderen
Zelle aufnimmt. Die rote Markierung stellt eine Kontaktzone zwischen zwei Zellen dar.

4.2.2 Immunhistochemie

Die Expression neuraler Gene wurde mittels Immunhistochemie in undifferenzierten und
differenzierten Zellen sowie im caninen Hirngewebe untersucht. Fur diese Analyse dienten
Zellen, die 72 Stunden mit neuronalem Differenzierungsmedium inkubiert wurden.

Alle untersuchten neuronalen und glialen Marker wurden auch in undifferenzierten Zellen
exprimiert (Abb. 14-16). Die Expression der neuronalen Marker 3-11I-Tubulin und MAP2 war
hauptsachlich im Zytoplasma der differenzierten und undifferenzierten Zellen lokalisiert.
Ebenso liel sich eine positive Expression beider Marker im Kontrollgewebe (Hundehirn)
feststellen (Abb. 14).
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung von cASCs und caninem Hirngewebe mit den
Neuronen-spezifischen Antikérpern MAP2 und RB-lll-Tubulin. (A-C) Expression von MAP2 im (A)
Hirngewebe, in (B) undifferenzierten cASCs, in (C) neuronal differenzierten cASCs. (D-F) Expression

von B-Ill-Tubulin im (D) Hirngewebe, in (E) undifferenzierten cASCs, in (F) neuronal differenzierten
cASCs. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI.

Die Expression der glialen Marker A2B5 und GFAP konnte im Hirngewebe detektiert werden
(Abb. 15A und D). Auch die undifferenzierten cASCs zeigten teilweise eine leichte
Expression dieser Marker (Abb.15B und E). In den differenzierten Zellen war die Expression
von A2B5 und GFAP starker, lie3 sich aber nicht in jeder Zelle feststellen (Abb.15C und F).
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Abbildung 15: Immunhistochemische Farbung von cASCs und caninem Hirngewebe mit den
Glia-spezifischen Antikérpern A2B5 und GFAP. (A-C) Expression von A2B5 im (A) Hirngewebe, in
(B) undifferenzierten cASCs, in (C) neuronal differenzierten cASCs. (D-F) Expression von GFAP im
(D) Hirngewebe, in (E) undifferenzierten cASCs, in (F) neuronal differenzierten cASCs. Gegenfdrbung
der Zellkerne mit DAPI.

Die Expression von Nestin, einem Marker flr neurale Progenitorzellen, konnte im
Hirngewebe des Hundes und ebenso in den undifferenzierten und differenzierten cASCs
beobachtet werden (Abb. 16). Hierbei fiel auf, dass sich die Lokalisation der Expression vor

allem auf das Zytoplasma der Zellen konzentrierte.



ERGEBNISSE 72

Abbildung 16: Immunhistochemische Farbung von cASCs und caninem Hirngewebe mit dem
Antikorper Nestin. (A-C) Expression von Nestin im (A) Hirngewebe, in (B) undifferenzierten cASCs,
in (C) neuronal differenzierten cASCs. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI.

4.2.3 Molekularbiologische Ergebnisse

Mittels qRT-PCR wurde die Expression der neuralen Differenzierungsmarker MAP2, R-1lI-
Tubulin, Nestin und GFAP untersucht. Ebenfalls erfolgte eine Analyse des
Expressionsmusters der Neurotrophine NGF, BDNF und GNDF. Die gRT-PCR wurde mittels
der CFX™Manager Software 2.0 (Bio-Rad) ausgewertet und zusétzlich anhand einer
Schmelzkurvenanalyse Uberprift. Die endgultigen Werte ergeben sich aus den Mittelwerten

von insgesamt neun untersuchten Spendern.

4.2.3.1 Uberpriifung der PCR-Produkte in der Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Reinheit der gewonnenen cDNA-Proben wurde eine RT-PCR mit dem
Ziel-Gen GAPDH durchgefuhrt. Die auf einem Agarosegel aufgetragenen PCR-Proben
wurden mittels Elektrophorese aufgetrennt und auf GAPDH-spezifische Banden untersucht.
Fur weitere gqRT-PCR-Untersuchungen wurden nur Proben verwendet, die solche positiven
Banden und keine Banden im (-)RT-Ansatz aufwiesen. Die Abbildungen 17 und 18 zeigen

anhand dreier Spender exemplarisch die Ergebnisse der qualitativen RT-PCR.



ERGEBNISSE 73

300 bp AN
200 bp

100 bp e & ¢ E X T &
50 bp

M a b ¢ d e f g h

300 bp
200 bp o

100 bp

50 bp
M a b ¢ d e f g h

Abbildung 17: Gelelektrophorese im Anschluss der GAPDH-RT-PCR. Obere Reihe: Proben des
(+)RT-Ansatzes, untere Reihe: Proben des (-)RT-Ansatzes. a-d: PCR-Produkte von Hd 12/15 a: 3h
neuronale Differenzierung, b: 24h neuronale Differenzierung, c: 72h neuronale Differenzierung, d:
Negativontrolle; e-h: PCR-Produkte von Hd 129/10 e: 3h neuronale Differenzierung, f: 24h neuronale
Differenzierung, g: 72h neuronale Differenzierung, h: Negativontrolle. M: Marker, bp: Basenpaare.

Abbildung 18: Gelelektrophorese im Anschluss der GAPDH-RT-PCR. a-d: Proben des (+)RT-
Ansatzes, a: 3h neuronale Differenzierung, b: 24h neuronale Differenzierung, c: 72h neuronale
Differenzierung, d: Negativontrolle; PCR-Produkte von Hd 2/14, e-h: Proben des (-)RT-Ansatzes PCR-
Produkte von Hd 2/14. M: Marker, bp: Basenpaare.

4.2.3.2 Expression neuronaler und glialer Marker

Die Abbildung 19 zeigt die relative Expression (AACq) der neuralen Differenzierungsmarker
im Verlauf der neuronalen Expression inklusive der dazugehdrigen Negativkontrollen. Hierbei

sind die mMRNA-Expressionen aller Spenderindividuen zusammengefasst.
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Abbildung 19: Expression der neuralen Differenzierungsmarker MAP2, B-IlI-Tubulin, Nestin und

GFAP im Differenzierungsverlauf mit Negativkontrollen (nK).

Bei Anblick der Expressionsmuster der untersuchten Gene fallt auf, dass zu keinem
Zeitpunkt der neuronalen Differenzierung eine GFAP-Expression nachgewiesen werden
konnte. Ebenso konnte kein Nachweis von GFAP in den undifferenzierten cASCs erfolgen
(Abb. 19). Es fallt auf, dass bei allen restlichen untersuchten Genen eine mMRNA-Expression
bereits in den undifferenzierten Zellen zu erkennen ist. Demnach exprimieren cASCs auch
ohne neuronale Induktion neuronale Gene. Die MAP2-Expression steigt im Verlauf der
Differenzierung an und ist 3h nach Start der Differenzierung hoéher als in den
undifferenzierten Zellen. Die hochste Expression von MAP2 ist nach 72h zu erkennen. R-lll-
Tubulin zeigt die hochste Expression nach 3h neuronaler Differenzierung, sinkt nach 24h und
steigt nach zwei weiteren Tagen kaum an. Die Nestin-Expression nimmt im Laufe der
Differenzierung ab und ist nach 72h schwacher als in den undifferenzierten Zellen.
Insgesamt lasst sich anhand der Ergebnisse erkennen, dass MAP2 am starksten in den

differenzierten Zellen exprimiert wird (Abb. 20).
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Abbildung 20: Expression der Differenzierungsmarker MAP2, B-llI-Tubulin und Nestin in neuronal

differenzierten cASCs im Differenzierungsverlauf.

4.2.3.3 Expression der Neurotrophine

Alle untersuchten Neurotrophine konnten in den differenzierten sowie in den
undifferenzierten Zellen nachgewiesen werden.

Die NGF-Expression ist zum Zeitpunkt 3h am starksten und sinkt nach 24h ab (Abb. 21).
Nach zwei weiteren Tagen steigt die Expression leicht an und ahnelt der Expressionsstarke
von NGF in undifferenzierten cASCs. BDNF wird von allen Neurotrophinen am starksten in
den neuronal differenzierten Zellen exprimiert (Abb. 22). Hier steigt die Expression im
Differenzierungsverlauf stetig an. In undifferenzieten cASCs wird BDNF schwacher
exprimiert als in differenzierten Zellen (Abb. 21). Die GDNF-Expression steigt im Verlauf der
Differenzierung langsam an. GDNF wird in undifferenzierten cASCs ahnlich stark wie in
differenzierten Zellen zu Beginn der Differenzierung exprimiert (Abb. 21).
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Abbildung 21: Expression der Neurotrophine NGF, BDNF und GDNF im Differenzierungsverlauf mit
Negativkontrollen (nK).
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Abbildung 22: Expression der Neurotrophine NGF, BDNF und GDNF im Differenzierungsverlauf.
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4.2.3.4 Expression der Marker im caninen Hirngewebe

Als Positivkontrolle der neuronalen Differenzierung diente Hirngewebe eines Border Collies.
Anhand der Ergebnisse der qRT-PCR kann gezeigt werden, dass alle Neurotrophine sowie
die neuronalen Gene im Gehirn des Hundes exprimiert werden. Auch fir GFAP, welches
weder in differenzierten noch in undifferenzierten cASCs nachgewiesen werden konnte, ist
eine deutliche Expression zu erkennen. Der neurotrophe Faktor NGF wird im untersuchten
Gewebe am starksten exprimiert, wahrend der spate neuronale Marker MAP2 schwacher

und der frihe neuronale Marker 3-11l-Tubulin kaum exprimiert werden (Abb. 23).

Expression im caninen Hirngewebe
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Abbildung 23: Expression aller untersuchten Marker im caninen Hirngewebe.

4.2.3.5 Expressionsunterschiede zwischen Spenderindividuen

Um aufzuzeigen, dass es zwischen den Zellen der einzelnen Spendertiere groflle
Unterschiede in ihren Expressionsmustern flir die neuralen Gene gibt, wurden die Daten der
untersuchten Hunde exemplarisch fur BDNF gegenubergestellt und analysiert. Hierfur
wurden die Daten der differenzierten Zellen zum Zeitpunkt 72h verwendet. Es ist zu
erkennen, dass in den Zellen eines Spendertiers keine BDNF-Expression nachgewiesen
werden kann, wahrend andere Spender eine deutliche Expression von BDNF zeigen (Abb.
24).
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Abbildung 24: Expression von BDNF fiir ASCs aller neun Spender zum Zeitpunkt 72h nach

neuronaler Differenzierung.

4.2.3.6 Ergebnisse des Western Blots

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Proteinexpression flr den neuronalen Marker R-lI-
Tubulin sowie den glialen Marker GFAP exemplarisch dargestellt. Um die Ergebnisse des
Western Blots genau darzustellen, wurden die Proteinbanden zuvor Uber einen ebenfalls
durchgefuhrten R-Actin-Blot mithilfe des Li-COR ,Odyssey* normalisiert.

Beide Marker lieRen sich in differenzierten und undifferenzierten cASCs sowie im caninen
Hirngewebe nachweisen. Bei R-llI-Tubulin ist zu erkennen, dass in undifferenzierten Zellen
des Hundes Hd 12/15 mehr Protein translatiert wurde als in den differenzierten Zellen
desselben Spenders (Abb. 25A). Die Banden flr differenzierte und undifferenzierte cASCs
des Hundes Hd 5/14 zeigen keinen deutlichen Unterschied bezlglich ihrer Intensitat. So
I&sst sich ein Unterschied in der B-IlI-Tubulin-Proteintranslation zwischen beiden Hunden
feststellen.

Der gliale Marker GFAP wurde in den differenzierten Zellen des Spenders Hd 5/14 starker
translatiert als in den neuronal differenzierten Zellen, wahrend bei Hd 12/15 die
differenzierten Zellen eine starkere Bande zeigen (Abb. 25B).

Die Antikérper fur die Marker MAP2 (300 kDa), Nestin (200-260 kDa) konnten aufgrund ihrer

zu groRen Masse nicht erfolgreich im Western Blot getestet werden.
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Abbildung 25: Western Blot der Marker B-1lI-Tubulin (A) und GFAP (B) fiir die Spender Hd 5/14, Hd
12/15 und canines Hirngewebe.

4.3 Statistische Ergebnisse

4.3.1 Expressionsmuster im Differenzierungsverlauf

Bei Betrachtung der Genexpression fir MAP2 fallt auf, dass es signifikante Unterschiede in
der Expressionsstarke wahrend des Differenzierungsverlaufs gibt (Abb. 26A). So steigt die
Expression zwischen 3h und 24h signifikant (p=0,001) an. Nach 72h neuronaler
Differenzierung erreicht die Expression ihre héchsten Werte, allerdings ist der Anstieg im
Vergleich zum Zeitpunkt 24h nicht signifikant unterschiedlich (Tab. 19).

Der spate neuronale Marker R-IlI-Tubulin zeigt nach 3h seine héchste Expression, die nach
24h signifikant sinkt (p=0,006) (Abb. 26B). 72h nach Differenzierungsbeginn sinkt die
Expression von B-1ll-Tubulin erneut, der Unterschied zum Zeitpunkt 24h ist jedoch nicht
signifikant (Tab. 19). Zwischen den Expressionswerten zu den Zeitpunkten 3h und 72h kann
ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,012). Die Nestin-Expression verhalt
sich ahnlich wie das Expressionsmuster von 3-11l-Tubulin. 3h nach neuronaler Induktion lasst
sich die hochste Expression feststellen, die im weiteren Verlauf der Differenzierung sinkt
(Abb. 26C). Hierbei lasst sich zwischen den Zeitpunkten 3h und 24h ein signifikanter Abstieg
der Expression feststellen (p=0,000). Nestin wird nach 72h geringer exprimiert als nach 24h,
dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (Tab. 19).
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Abbildung 26: Expression der Marker (A) MAP2, (B) B-lll-Tubulin und (C) Nestin im
Differenzierungsverlauf mit Signifikanzlevel (* : 5%-Level, ** : 1%-Level, *** : 0,1%-Level).

Tabelle 19: p-Werte fiir die Marker MAP2, 3-1lI-Tubulin und Nestin im Differenzierungsverlauf.

MAP2 3h  24h  72h $L|L|;mn 3h 24h  72h | Nestin  3h 24h  72h
3h 0,001 0,000 | 3h 0,006 0,012 | 3h 0,000 0,000
24h 0,001 0,496 | 24h 0,006 0,959 | 24h 0,000 0,056
72h 0,000 0496 72h 0,012 0,959 72h 0,000 0,056

Die Expression von NGF zeigt keinen stetigen An- oder Abstieg im Laufe der neuronalen
Differenzierung. Die starkste Expression zeigt sich 3h nach Induktionsbeginn (Abb. 27A).
Nach 24h sinkt die NGF-Expression ab, der Unterschied zum ersten Zeitpunkt ist hierbei
signifikant (p=0,02). AnschlieRend steigt die Expression wieder leicht an. Die weiteren
Neurotrophine BDNF und GDNF weisen im Differenzierungsverlauf keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Tab. 20).
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Abbildung 27: Expression der Neurotrophine (A) NGF, (B) BDNF und (C) GDNF im
Differenzierungsverlauf mit Signifikanzlevel (* : 5%-Level.)

Tabelle 20: p-Werte fiir die Marker NGF, BDNF und GDNF im Differenzierungsverlauf.

NGF 3h 24h 72h BDNF 3h 24h 72h GDNF 3h 24h 72h
3h 0,020 0,202 3h 0,536 0,066 3h 0,949 0,656
24h 0,019 0,489 24h 0,536 0,416 24h 0,949 0,835
72h 0,202 0,489 72h 0,066 0,416 72h 0,656 0,835

4.3.2 Expression neuronaler Marker in differenzierten und undifferenzierten cASCs

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Genexpression fur jeden untersuchten neuronalen
Marker im Vergleich zwischen differenzierten und undifferenzierten cASCs dargestellt. MAP2
wird in den differenzierten Zellen signifikant hdher exprimiert als in den undifferenzierten
Zellen (p=0,0007) (Abb. 28). R-Ill-Tubulin und Nestin hingegen zeigen eine signifikant hdhere
Expression in den undifferenzierten cASC (R-IlI-Tubulin p=0,015; Nestin p=0,001). Bei
Betrachtung der Neurotrophin-Expression lasst sich erkennen, dass BDNF eine signifikant

héhere Expression in den neuronal differenzierten Zellen aufweist (p=0,001), wahrend sich
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die Expressionen von NGF und GDNF in differenzierten und undifferenzierten cASCs nicht

signifikant voneinander unterscheiden (Abb. 28 und Tab. 21).

Expression neuraler Marker Expression der Neurotrophine
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Abbildung 28: Expression der neuronalen Gene (A) und Neurotrophine (B) in differenzierten und
undifferenzierten Zellen mit Signifikanzlevel (* : 5%-Level, ** : 1%-Level, *** : 0,1%-Level)..

Tabelle 21: p-Werte fiir die untersuchten Marker im Vergleich zwischen differenzierten und
undifferenzierten cASCs. (MW: Mittelwert, Stabw: Standartabweichung).

Gen MW Stabw Mw Stabw p-Wert
differenziert differenziert undifferenziert undifferenziert

NGF 0,436 0,101 0,434 0,222 0,983
BDNF 1,802 0,48 0,533 0,599 0,001
GDNF 1,196 0,182 0,907 0,585 0,176
MAP2 1,955 0,430 0,709 0,377 0,0007
B 0,34 0,159 0,519 0,117 0,015

Nestin 0,278 0,152 0,673 0,265 0,001
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5. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass canine ASCs unter bestimmten
Bedingungen in Zellen mit einer neuralen Morphologie und neuralen Genexpression induziert
werden koénnen. Mehrere Studien belegten bereits die Fahigkeit von humanen BMSCs, sich
in Neuronen-ahnliche Zellen zu differenzieren (Woodbury et al. 2002; Kamishina et al. 2006;
Sanchez-Ramos et al. 2000, Deng et al. 2001). Daneben existieren nur wenige
Veroffentlichungen, die solch eine neuronale Differenzierung in caninen BMSCs oder Zellen
aus Amnionflissigkeit beschreiben (Kamishina et al. 2006; Edamura et al. 2012; Kim et al.
2014). Eine noch geringere Anzahl von Studien befasst sich mit dem neuronalen
Differenzierungspotenzial von caninen ASCs. Hier existiert bislang nur eine Vergleichsstudie,
die die neuronale Differenzierung in cBMSCs und cASCs untersucht (Chung et al. 2013).
Somit zeigt die vorliegende Arbeit, als eine der Wenigen, die Fahigkeit von cASCs, sich in

Neuronen-ahnliche Zellen zu differenzieren.

5.1 Diskussion der Methode

Die Differenzierung von Stammzellen in Zellen unterschiedlicher Gewebe gehort zur
zellbiologischen Grundlagenforschung im Einsatz von Stammzellen bei Erkrankungen. Des
Weiteren ist die Fahigkeit zur Differenzierung in verschiedene Richtungen eine
Voraussetzung fur Zellen, um sie als Stammzellen zu definieren (Dominici et al. 2006).
Hierfir werden vor allem die adipogene, chondrogene und osteogene Differenzierung
verwendet. Im Bereich der Therapieeinsatzmdglichkeiten bei verschiedenen Erkrankungen
wird aber vor allem auch die Differenzierung von Stammzellen in eine myogene und
neuronale Richtung untersucht.

Es existieren viele verschiedene Differenzierungsprotokolle fir eine neuronale
Differenzierung von Stammzellen. Das hier in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll
stammt aus der Verdffentlichung von Safford et al. aus dem Jahr 2002. Diese Arbeitsgruppe
differenzierte murine und humane Stammzellen aus dem Fettgewebe in eine neuronale
Linie. Aufgrund dieses Protokolls konnte bereits nach einer bis drei Stunden eine veranderte
Morphologie der Stammzellen festgestellt werden (Safford et al. 2002). Ebenfalls gelang der
Nachweis eine positiven immunhistochemischen Farbung fir die Marker GFAP, Nestin und
NeuN. Auf molekularbiologischer Ebene zeigten die Ergebnisse des Western Blots eine
gestiegene Expression von GFAP, Nestin und NeuN. Aufgrund dieser Ergebnisse und

aufgrund der Tatsache, dass keine neuronalen Faktoren und auch keine Wachstumsfaktoren
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wie EGF oder FGF zum Differenzierungsmedium hinzugegeben wurden, wurde in der

vorliegenden Arbeit mit dem Differenzierungsprotokoll von Safford et al. (2002) gearbeitet.

5.1.1 Zusatze des neuronalen Mediums

Zu den Bestandteilen des hier verwendeten neuronalen Differenzierungsmediums gehorten
Kaliumchlorid, Forskolin, Insulin, Valproinsaure, Butylhydroxyanisol und Hydrocortison.

Bei Hydrocortison handelt es sich um einen Wirkstoff aus der Gruppe der Glucocorticoide, zu
der auch Dexa- und Betamethason gehdren (Ninomiya et al. 2014). Glucocorticoide werden
vor allem in der Behandlung gegen bronchopulmonale Dysplasie eingesetzt (Halliday et al.
2009). In einer Studie fanden Ninomiya et al. heraus, dass der Einsatz von Glucocorticoiden
die Proliferation von neuronalen Vorlauferzellen, die von human-induzierten pluripotenten
Stammzellen abgeleitet wurden, erhdht (Ninomiya et al. 2014). Ebenso stieg unter dem
Einfluss von Hydrocortison die Anzahl an MAP2-positiven neuronalen Vorlauferzellen. Der
Gebrauch von Dexamethason im Einsatz gegen Krankheiten fihrt allerdings oft zu
schadlichen Effekten am zentralen Nervensystem (Murphy et al. 2001). Deswegen wurde
Hydrocortison als praferiertes Glucocorticoid fur weitere neuronale Studien angesehen
(Ninomiya et al. 2014).

Forskolin gehdrt zur Gruppe der Diterpene und stimuliert die Adenylatcyclase in
geschadigten, aber auch intakten Zellen. Die Stimulation der Adenylatcyclase fuhrt zu einem
Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) innerhalb der Zellen (Seamon und
Daly 1981). Lepski et al. konnten zeigen, dass eine Erhéhung von cAMP durch Forskolin zu
einer erleichterten neuronal-funktionellen Reifung von neuralen Stammzellen fihrt (Lepski et
al. 2013). Auch Fujioka et al. konnten in Versuchen mit neuronalen Stammzellen feststellen,
dass ein durch Forskolin induzierter Anstieg von cAMP zu einem Anstieg in der Lange und
Anzahl von Dendritenverzweigungen und in der Anzahl von MAP2-positiven Zellen flhrt
(Fujioka et al. 2004).

Bei Valproinsaure (2propylpentanoic-acid, VPA) handelt es sich um einen antiepileptischen
und krampflosenden Wirkstoff, der eine hemmende Wirkung auf Klasse | Histon-
Deacetylasen hat (englisch: class | histone deacetylases, HDACs) (Gottlicher et al. 2001).
Die Histon-Acetylierung Kkorreliert mit der Genaktivierung, Modifizierungen der Histone
konnen die Interaktion zwischen Histonen und DNA und somit die Regulierung der
Genexpression beeinflussen (Jenuwein und Allis 2001; Hsieh et al. 2004). Als Hemmstoff
dieser HDACs stellt Valproinsaure ein gutes Mittel flr die Untersuchung der Assoziation
zwischen Chromatinmodifizierungen und der Determination des Zellschicksals dar. Hsieh et

al. konnten im Rattenmodel zeigen, dass Valproinsaure die Differenzierung von neuralen
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Vorlauferzellen des Hippocampus in Neurone férdert, jedoch die gliale Differenzierung
hemmt (Hsieh et al. 2004). Andere Studien belegen einen forderlichen Einfluss von VPA auf
die Zelldifferenzierung sowie auf das Wachstum und die Elongation von Neuriten in neuralen
Stammzellen (Jung et al. 2008; Lv et al. 2012). Kurihara et al. untersuchten den Einfluss von
Valproinsdure auf neuronal differenzierte canine Stammzellen aus dem Fettgewebe
(Kurihara et al. 2014). Sie konnten zeigen, dass Valproinsaure die Proliferation von cASCs
hemmt, die neuronale Differenzierung dieser Zellen allerdings fordert. Ebenso wurde der
Einfluss von VPA auf die adipogene und osteogene Differenzierung untersucht, hierbei
konnte festgestellt werden, dass VPA die Ausbildung von Lipidvakuolen und
Calciumeinlagerungen unterdriickt. Neben der Férderung der neuronalen Differenzierung,
die morphologisch untersucht wurde, konnten Kurihara et al. ebenfalls zeigen, dass die
Zellen durch die Induktion mit VPA eine Veranderung in ihrer Genexpression aufweisen. So
kam es zu einem Anstieg der neuronalen Marker MAP2 und B-IlI-Tubulin. Die Expression
des glialen Markers GFAP konnte hingegen weder in neuronal differenzierten noch in
undifferenzierten ASCs nachgewiesen werden (Kurihara et al. 2014). Lv et al. stellten
Uberdies hinaus auch eine Hochregulierung von BDNF in VPA-induzierten Zellen und somit
eine verstarkte neuronale Reifung wie auch ein verbessertes Neuritenwachstum dar (Lv et
al. 2012). In einer neueren Studie konnten Okubo et al. nachweisen, dass der Einsatz von
VPA die neuronale Differenzierung von ASCs aus Ratten durch Acetylierung des Histons H3
fordert (Okubo et al. 2016).

Bei Insulin handelt es sich um ein Protein, das primar in den R-Zellen der
Bauchspeicheldrise gebildet wird. Es hat einen kontrollierenden Einfluss auf den
Metabolismus und das Wachstum von fetalen Gehirnzellen in Kultur (Tanaka et al. 1995).
Weiterhin spielt es eine Rolle bei der neuronalen Proliferation und Degeneration, Apoptose,
synaptischen Ubertragung sowie bei Erinnerungs- und Lernprozessen (Schubert et al. 2004).
Insulin férdert das Wachstum der Neuriten, die Formation der Synapsen und das Uberleben
von Nervenzellen und fungiert als Signalmolekdl in neurodegenerativen Erkrankungen
(Nelson und Alkon 2005). In Versuchen zum Einfluss von Insulin auf neuronale Zellen konnte
gezeigt werden, dass die Zugabe von Insulin zu Zellen in Kultur einen positiven Effekt auf
das Zellwachstum (Aizenman et al. 1986; Aizenman und Vellis 1987), das Neuritenwachstum
(Puro und Agardh 1984) und die Zelldifferenzierung (Aizenman und Vellis 1987) hat.
Butylhydroxyanisol ist ein Antioxidant aus der Gruppe der Phenolether. Wang und Ding
konnten den induzierenden Einfluss von BHA auf die neuronale Differenzierung von
humanen Zellen aus Nabelschnurblut zeigen (Wang und Ding 2013). 12 Stunden nach
Zugabe von BHA stellten sie eine veranderte Zellmorphologie fest. Nach 24 Stunden
neuronaler Induktion konnte mittels qRT-PCR die Expression von Nestin und MAP und

anhand immunhistochemischer Analyse die Expression von Nestin, GFAP und NSE
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nachgewiesen werden (Wang und Ding 2013). Zhang et al. gelang durch die Anwendung
von BHA die neuronale Differenzierung von Fibroblasten. NF-L und Nestin zeigten in dieser

Studie positive Expressionen in der immunhistologischen Untersuchung (Zhang et al. 2012).

5.1.2 Der Hund als Stammzellspender

Im Gegensatz zu Labortieren wie Mausen und Ratten handelt es sich bei Hunden oftmals um
Tiere, die verschiedenen Umweltbedingungen ausgesetzt sind (Volk et al. 2012). Diese
kénnen zu unterschiedlichen Krankheiten wie Krebs, Adipositas oder traumatischen
Verletzungen fihren. Aufgrund dieser Tatsachen kann es selbstverstandlich zu individuellen
Unterschieden beziglich der Biologie der MSCs kommen, da nicht alle Spender unter
gleichen Bedingungen gehalten werden.

Volk et al. untersuchten an 18 Mischlingshunden die Auswirkungen des Spenderalters, den
Einfluss der Entnahmestelle am Korper flir die Gewebespende und die Hoéhe der
Zellpassage auf die Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark (Volk et al. 2012). Die Ergebnisse zeigten, dass das Alter der Tiere eine grol3e
Rolle bei der Differenzierungskapazitat der Stammzellen spielt. So gab es einen signifikanten
Unterschied zwischen jingeren und alteren Hunden zulasten des héheren Alters im Hinblick
auf das Potenzial, in eine osteogene Linie zu differenzieren. Dies konnte anhand der
Mineralisierung der Zellen, der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase und der mRNA-
Expression flr osteogene Differenzierungsmarker aufgezeigt werden (Volk et al. 2012).
Dieses Ergebnis ahnelt anderen Studien mit humanen und murinen MSCs, in denen
ebenfalls eine geringere Differenzierungsfahigkeit von MSCs alterer Spender festgestellt
werden konnte (Roura et al. 2006; Zheng et al. 2007). Bei Volk et al. liel} sich weiterhin
feststellen, dass Zellen aus dem Humerus, im Gegensatz zu Zellen aus llium, Tibia und
Femur, das geringste osteogene Differenzierungspotenzial aufweisen (Volk et al. 2012). Die
Ergebnisse der Untersuchung zum Differenzierungspotenzial in unterschiedlichen
Zellpassagen zeigten, dass die Zellen bereits in Passage 3 eine verringerte Fahigkeit zur
osteogenen Differenzierung aufweisen (Volk et al. 2012).

Anhand all dieser Studien lasst sich diskutieren, ob Spender, Zellpassage und auch

Zellemdium einen Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit caniner Stammzellen haben.
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5.1.3 Einfluss der Spender auf das Differenzierungspotenzial von cASCs

Die Fahigkeit zur Differenzierung in verschiedene Gewebe, die Expressionsmuster von
Oberflachenmarkern und Transkriptionsfaktoren sowie die Proliferation und Migration von
Stammzellen unterscheiden sich von Spezies zu Spezies. Allerdings lassen sich nicht nur
Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies, sondern auch zwischen einzelnen
Individuen einer Spezies feststellen. Vor allem bei der Isolierung, Kultivierung und
weitergehenden Erforschung von caninen Stammzellen fallt auf, dass sich die Zellen
verschiedener Spender oftmals unterschiedlich verhalten.

Betrachtet man die Expression der Zelloberflachenmarker fir Stammzellen, so konnten
bisher unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden. Wahrend Vieira et al. den eigentlich fir
Stammzellen negativen Oberflachenmarker CD117 in cASCs nicht nachweisen konnten,
erschien dieser Marker bei Martinello et al. in einer positiven Expression (Martinello et al.
2011). Neupane et al. konnten in cASCs die Expression der Transkriptionsfaktoren SOX2,
OCT4 und NanoG feststellen, wahrend Martinello et al. nur der Nachweis des Faktors SOX2
gelang (Neupane et al. 2008; Martinello et al. 2011).

Es ist von grolier Bedeutung, die biologischen Eigenschaften der Zellen zu kennen, da diese
sowohl in der Veterinarmedizin zur Zell-basierten Behandlung als auch in praklinischen

Studien fur die Humanmedizin zum Einsatz kommen sollen.

5.1.4 Einfluss des Kultivierungsmediums auf cASCs

Kim et al. untersuchten den Einfluss von zwei verschiedenen Kulturmedien auf canine
mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe, die als Spenderzellen in der
Zellkerntransfusion eingesetzt werden sollten (Kim et al. 2014). cASCs wurden zum einen in
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) und zum anderen in RCMEP (Keratinocyte-
SFM based medium) kultiviert. Die in RCMEP-Medium kultivierten Zellen zeigten eine
signifikant hohere Expression der Transkriptionsfaktoren SOX2, OCT4 und NanoG als die in
DMEM Kkultivierten Zellen (Kim et al. 2014). Auch Kiefer et al. beschaftigten sich mit dem
Einfluss verschiedener Medien auf den Phanotyp von cASCs (Kiefer et al. 2014). Sie
testeten unter anderem das Differenzierungspotenzial der Zellen, die vorher jeweils in einem
von funf unterschiedlichen Medien kultiviert wurden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass
das Kultivierungsmedium einen Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit der Zellen hatte.
So konnten beispielsweise Zellen, die in BGM (basic cell growth medium) kultiviert wurden,
zur Differenzierung in eine adipogene, chondrogene und osteogene Linie induziert werden.

Zellen, die hingegen den Medien KNAC (Keratinocyte N acetyl-L-cystein supplemented
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medium) und MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cell Medium) ausgesetzt waren, zeigten
hierbei ein verringertes Differenzierungspotenzial (Kiefer et al. 2014). Diese Ergebnisse
belegen, dass bereits die Wahl und der Einsatz des Mediums zur Kultivierung und
Vermehrung der mesenchymalen Stammzellen einen Einfluss auf ihr Differenzierungs- und
Expressionspotenzial haben. Grinde fur dieses unterschiedliche Verhalten der Zellen
kénnten deren Variabilitdt und Heterogenitat innerhalb einer Stammzellpopulation sein. Auch
Kiefer et al. diskutieren ihre Resultate mit den unterschiedlichen Eigenschaften von
Stammzellen, die sich zwischen einzelnen Spezies und sogar zwischen Zellen derselben
Herkunft finden kénnen (Kiefer et al. 2014).

5.1.5 Einfluss der Zellpassage auf cASCs

Nicht nur das Kultivierungsmedium kann einen Einfluss auf die mesenchymalen
Stammzellen haben, ebenso spielen weitere Kulturbedingungen bei der Verwendung von
Stammzellen eine Rolle. Vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass Stammzellen eine
klinische Anwendung haben, ist es von Bedeutung, dass sie ihre Eigenschaften und
stammzelltypischen Fahigkeiten auch nach mehreren Passagen beibehalten. Bei
Untersuchungen von Stammzellen aus dem Knochenmark konnte gezeigt werden, dass die
Zellen ihr osteogenes Differenzierungspotenzial fir 10 bis 15 Passagen beibehalten, die
Kapazitat zur adipogenen Differenzierung allerdings mit steigender Kulturdauer sinkt (Bruder
et al. 1997; Digirolamo et al. 1999). In anderen Studien zur adipogenen und chondrogenen
Differenzierung zeigten bovine ASCs bereits in Passage funf ein niedriges
Differenzierungspotenzial (Zhao et al. 2012). In einer Studie zur Untersuchung des
Differenzierungspotenzials von caninen mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe
konnte gezeigt werden, dass die Expression von Oberflachenmarkern und
Transkriptionsfaktoren in Zellen der Passagen eins bis sechs ohne grof’e Unterschiede
nachzuweisen ist (Lee et al. 2014). Allerdings wurde auch festgestellt, dass die adipogene
und chondrogene Differenzierung von cASCs eine deutliche negative Korrelation mit einer
steigenden Passage zeigte. Die Autoren schlossen daraus, dass hohere Passagen die

multipotenten Eigenschaften der cASCs beeinflussen (Lee et al. 2014).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Isolierung, Kultivierung und Charakterisierung der cASCs

Haufig diskutierte Probleme in der Forschung an Stammzellen sind die vielzahligen
Methoden zur Isolierung dieser Zellen und die Gewebearten, aus denen Stammzellen
gewonnen werden koénnen. Es ist oftmals schwierig, Ergebnisse verschiedener Studien
miteinander zu vergleichen, wenn unterschiedliche Protokolle zur Isolierung und Kultivierung
von mesenchymalen Stammzellen verwendet werden. Daher wurden ,Minimal-Kriterien fur
mesenchymale Stammzellen“ formuliert (Dominici et al. 2006). Dazu zahlen die Expression
der Oberflachenmarker CD73, CD90 und CD105, die Plastik-Adharenz der Zellen und die
Fahigkeit zur Differenzierung in eine adipogene, chondrogene und osteogene Linie (Dominici
et al. 2006; Chamberlain et al. 2007). Allerdings variiert das Expressionsmuster der
Oberflachenmarker je nach Spezies und sogar je nach Individuum und ist des Weiteren

abhangig von den Kulturbedingungen (Chamberlain et al. 2007).

Die hier untersuchten Stammzellen lieBen sich erfolgreich isolieren und im
Kultivierungsmedium vermehren. Die gelungene Isolation von caninen Stammzellen aus dem
Fettgewebe wurde bereits in friher veréffentlichten Arbeiten berichtet (Neupane et al. 2008;
Vieira et al. 2010; Guercio et al. 2012; Kang et al. 2012). Auch die Morphologie der isolierten
Zellen entsprach der in der Literatur beschriebenen Morphologie von cASCs (Csaki et al.
2007; Neupane et al. 2008; Vieira et al. 2010). Des Weiteren zeigten die cASCs die
Expression der Oberflachenmarker CD90 und CD105, die ebenfalls in den bekannten
Publikationen beschrieben wurde (Dominici et al. 2006; Neupane et al. 2008). Die
Differenzierungskapazitat der cASCs in Knochen-, Knorpel- und Fettgewebe gelang ebenso,
wenn auch erst nach einigen Veranderungen der Versuchsprotokolle. All diese
Eigenschaften zeigen die Multipotenz und die Plastizitat der cASCs, wie sie auch in anderen
Spezies vorkommen (Zuk et al. 2002; Kamishina et al. 2006; Liu et al. 2007).

Die Isolierung und Kultivierung der MSCs aus dem Fettgewebe von Hunden wurde auf der
Grundlage einer etablierten Methode (Arnhold et al. 2007; Arnhold und Wenisch 2015)
durchgefliihrt. Die aus dem Fettgewebe der Hunde isolierten Zellen konnten aufgrund ihrer
Eigenschaften wie Plastik-Adharenz, Expression spezifischer Oberflachenmarker und ihrer
Differenzierungskapazitat in die adipogene, chondrogene, osteogene und neuronale Linie als

mesenchymale Stammzellen definiert werden.
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Um alle Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit miteinander vergleichen zu kénnen, wurden
die Zellen der verschiedenen Hunde unter gleichen Bedingungen kultiviert, differenziert und

die Untersuchungen einheitlich mit Zellen der dritten Passage durchgeflhrt.

5211 Die osteogene Differenzierung

Bei der histologischen Untersuchung der osteogenen Differenzierung fiel auf, dass die
caninen ASCs unter Verwendung des allgemeinen Differenzierungsprotokolls zunachst keine
Mineralisierung zeigten und somit kein Calcium-Nachweis gelang. Dies kdnnte daran liegen,
dass es sich bei dem Differenzierungsprotokoll um ein Protokoll handelt, welches auch zur
osteogenen Differenzierung anderer Spezies dient (Pittenger et al. 1999; Arnhold et al.
2007). Dass canine MSCs unter modifizierten Protokollen jedoch besser osteogen
differenzieren, konnten Volk et al. zeigen. Sie wiesen nach, dass der Einsatz von
Dexamethason, welches bei der osteogenen Differenzierung von humanen BMSCs und
BMSCs der Ratte eingesetzt wird, bei caninen BMSC eher einen hemmenden Einfluss auf
die osteogene Differenzierung hat (Volk et al. 2005). Sie untersuchten verschiedene Zusatze
und Medien und konnten zeigen, dass der Einsatz von BMP-2 (bone morphogenetic protein
2) und Ascorbinsdure zu einer erfolgreichen Differenzierung der Hundezellen fihrt.
Allerdings konnten sie auch groRRe inter-individuelle Unterschiede wahrend der
Differenzierung feststellen (Volk et al. 2005). So war der osteoinduktive Effekt von
Ascorbinsaure beim Hund beispielsweise altersabhangig. Demnach koénnten die nicht ganz
eindeutigen Ergebnisse der Differenzierung an der Verwendung von Dexamethason und vor
allem an den individuellen Unterschieden der Hunde liegen. Um dies zu testen, wurde das
osteogene Differenzierungspotenzial der cASCs erneut untersucht. Hierfir wurde ein
Versuchsprotokoll, basierend auf der Arbeit von Reich (Reich, Dissertation 2010) verwendet,
bei dem unterschiedliche Calciumkonzentrationen zum Einsatz kamen.

Der Einsatz von Calcium sollte die Induktion der osteogenen Differenzierung férdern, da
erhohte Calciumkonzentrationen der Differenzierung und Proliferation von Osteoblasten
sowie der Matrixmineralisierung dienen (Sharan et al. 2008; Theman und Collins 2009).
Tryankowski et al. konnten zeigen, dass der Zusatz verschiedener Calciumkonzentrationen
einen positiven Einfluss auf die Matrixmineralisierung von equinen MSCs hat (Tryankowski et
al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit zeigte schliellich die Mehrheit der Zellen bereits nach 7 Tagen die
Tendenz, sich zu Zellknoten zusammenzuziehen. Diese Beobachtung machten auch Reich
et al., die diese Wachstumsform der Zellen dazu nutzten, um die osteogene Differenzierung

in einer dreidimensionalen Pelletkultur durchzufihren (Reich et al. 2012).
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Der Zusatz von CaCl, flhrte zu einer verbesserten osteogenen Differenzierung der cASCs.
Allerdings verhielten sich nicht alle Proben und auch nicht alle Zellen innerhalb einer Probe
gleich. Eine Mineralisierung konnte nicht in allen Zellpellets beobachtet werden. Reich et al.
zeigten in ihrer Arbeit zur Charakterisierung von Stammzellen aus dem Fettgewebe und dem
Knochenmark des Hundes, dass cASCs generell schlechter osteogen differenzieren und
eine geringere Matrixmineralisierung zeigen als cBMSCs (Reich et al. 2012).

Fur das eher geringe osteogene Differenzierungspotenzial der caninen ASCs wirde eine
Pradeterminierung in eine adipogene Richtung sprechen. Neupane et al. konnten bei ihrer
Untersuchung zur osteogenen Differenzierung von cASCs feststellen, dass sich in Zellen, die
sich zu Zellknétchen gebildet hatten, eine kalzifizierte Extrazellularmatrix nachweisen lief3.
Zellen im Monolayer allerdings zeigten keine solche Veranderung der Matrixstruktur
(Neupane et al. 2008).

5.21.2 Die adipogene Differenzierung

Bei dem urspriinglichen Protokoll flr die adipogene Differenzierung handelt es sich um ein
allgemeines Protokoll, welches auch der adipogenen Differenzierung von Zellen anderer
Spezies dient. In Vorversuchen zur Differenzierung der cASCs konnte anhand dieses
Protokolls keine erfolgreiche Differenzierung anhand einer positiven Oil Red O-Farbung
festgestellt werden. Neupane et al. verwendeten daraufhin ein Protokoll, welches fir die
adipogene Differenzierung von humanen MSCs etabliet wurde. Das adipogene
Differenzierungspotenzial der cASCs schien mit diesem Protokoll sehr limitiert (Neupane et
al. 2008). Durch Modifikationen des Protokolls und des Einsatzes von rabbit serum und
Rosiglitazon konnten die Zellen in der vorliegenden Arbeit in eine adipogene Linie
differenziert und anhand der Oil Red O-Farbung Fettvakuolen sichtbar gemacht werden. Das
hier verwendete Protokoll lehnt sich an das verbesserte Protokoll von Neupane et al. an.

Die Tatsache, dass nicht alle Zellen, sondern nur ein Teil der Zellen in der Positivkontrolle
Fettvakuolen aufweisen, kénnte darin begrindet sein, dass nicht alle Zellen zeitgleich
differenzieren, sondern unterschiedlich schnell auf bzw. mit den Differenzierungszusatzen

reagieren.
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5.21.3 Die chondrogene Differenzierung

Die Erforschung zum Einsatz von MSCs als Therapiemdglichkeiten verschiedener
Erkrankungen bei Mensch und Tier erlangt immer gréf3ere Bedeutung. So zeigen Studien,
dass die Injektion von frisch isolierten MSCs aus dem Fettgewebe in die Gelenke von
Hunden mit Osteoarthritis vielversprechende Ergebnisse zeigen (Black et al. 2007). Fraglich
ist hierbei jedoch, ob die positive Wirkung dieser Zellinjektion fur eine Integration der Zellen
in den Knorpel spricht oder ob es sich lediglich um die entziindungshemmende Wirkung der
Zytokine der MSCs handelte (Caplan und Dennis 2006). Erfolgreiche Integrationen von
MSCs in den Knorpel konnten hingegen in den Studien von Lee et al. und Mokbel et al. (Lee
et al. 2007; Mokbel et al. 2011) nachgewiesen werden. Somit liel3 sich die Fahigkeit zur
chondrogenen Differenzierung der MSC in vivo belegen.

Ebenfalls konnte die in vitro Differenzierung von MSCs in Knorpelgewebe durch
verschiedene Studien gezeigt werden. Fir die chondrogene Differenzierung der MSCs
wurden die Zellen von vielen Autoren in Low Glucose DMEM Medium unter Serumentzug
kultiviert. Weitere Bestandteile des Differenzierungsmediums waren die Zusatze
Dexamethason und Isoformen von TGFR. Die chondrogene Differenzierung wurde dabei in
Pelletform sowie in Hochdichte-Kulturen im Monolayer beschrieben (Pittenger et al. 1999; Lin
et al. 2005; Liu et al. 2007). Fur histologische Farbungen und die elektronenmikroskopische
Untersuchungen eignete sich bevorzugt die Pelletform. Diese dreidimensionale Kulturform
beeinflusst die Zellen positiv, da sie durch den engen Kontakt mit der extrazellularen Matrix
zur Differenzierung angeregt werden (Erickson et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit ist in chondrogen differenzierten wie auch in undifferenzierten
Pellets eine positive Alzianblau-Farbung mit einer Prasenz von Proteoglykanen zu erkennen.
Eben dieses Ergebnis stellten auch Neupane et al. bei der Charakterisierung von cASCs fest
(Neupane et al. 2008).

5.2.2 Die Morphologie neuronal differenzierter cASCs

Canine Stammzellen aus dem Fettgewebe zeigen in naturlichem, undifferenziertem Zustand
eine flache, Fibroblasten-ahnliche Gestalt. Auch Vieira et al. und Neupane et al. beschrieben
die Gestalt der cASCs als Fibroblasten-ahnlich (Neupane et al. 2008; Vieira et al. 2010).

Die Ergebnisse zur Analyse der Morphologie neuronal differenzierter Zellen durch Zugabe
des neuronalen Differenzierungsmediums zeigen eine morphologische Veranderung der
cASCs in Richtung einer Neuronen-ahnlichen Gestalt. Es lassen sich runde Zellkérper mit

zusammengezogenem Zytoplasma und mehreren Zellauslaufern erkennen. Diese
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Umwandlung in eine Nervenzell-dhnliche Morphologie wurde auch bei caninen Zellen aus
dem Knochenmark beschrieben. So konnten Edamura et al. ein rundliches Soma und lange
Zellauslaufer bei der neuronalen Differenzierung von cBMSCs beobachten (Edamura et al.
2012). Die morphologischen Veranderungen wurden in der vorliegenden Arbeit bereits nach
einer Stunde neuronaler Induktion festgestellt. Diese morphologische Umwandlung konnte
ebenfalls in Studien mit cBMSCs und caninen Amnionzellen erkannt werden (Edamura et al.
2012; Oda et al. 2013). Nach 7 Tagen Differenzierung lieRen sich Synapsen-ahnliche
Kontaktzonen zwischen einzelnen Zellen erkennen. Diese Beobachtung ist identisch mit der
Beschreibung von Edamura et al., die eine Formation eines Synapsen-ahnlichen Netzwerkes

bei neuronal differenzierten cBMSCs entdeckten (Edamura et al. 2012).

5.2.3 Molekularbiologische Ergebnisse

Um das neuronale Differenzierungspotenzial der cASCs zu analysieren, wurden die Zellen
nach 3h, 24h und 72h morphologisch, immunhistochemisch sowie molekularbiologisch
untersucht. In Vorversuchen wurde die Dauer der Differenzierung auf bis zu 10 Tage
ausgeweitet. Hierbei liel3 sich allerdings feststellen, dass viele Zellen bereits nach 3 bis 4
Tagen im neuronalen Differenzierungsmedium verstarben. Somit wurde entschieden, die
Zellen fiur 72 Stunden in neuronalem Medium zu inkubieren. Da, wie auch in der Literatur
erwahnt, eine sichtbare morphologische Veranderung der Zellen bereits nach kurzer Zeit
eintrat, wurde der friiheste Untersuchungszeitpunkt auf 3 Stunden festgelegt (Safford et al.
2002).

Fur die Untersuchung wurden Differenzierungsmarker verwendet, die wahrend der
Neurogenese und der Differenzierung von Nervenzellen von Bedeutung sind. Hierzu zahlen
der gliale Marker GFAP sowie die neuronalen Marker MAP2 und R-lll-Tubulin. Da relativ
frihe Zeitpunkte der neuronalen Differenzierung untersucht wurden, wurde auch die
Expression von Nestin, einem Marker in glialen und neuronalen Vorlauferzellen, untersucht.
Ebenso erfolgte eine Analyse der Neurotrophine NGF, BDNF und GDNF, die beim
Wachstum und dem Uberleben der Nervenzellen eine Rolle spielen.

Im Folgenden werden die Expressionsmuster resultierend aus der qRT-PCR sowie die

Ergebnisse des Western Blots fur jeden Marker einzeln diskutiert.

Nestin ist ein Intermediarfilamentprotein, welches in neuralen Vorlauferzellen exprimiert wird
(Lendahl et al. 1990). Wahrend der Embryogenese zeigt sich eine Nestin-Expression in

migrierenden und proliferierenden neuralen Vorlauferzellen, im Laufe der neuronalen
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Reifung der Zellen sinkt die Expression wieder (Lendahl et al. 1990). Im adulten Gewebe
spielt Nestin vor allem bei der Regeneration eine Rolle (Wiese et al. 2004).

Bei der Untersuchung der Nestin-Expression fallt zunachst auf, dass Nestin bereits in den
undifferenzierten cASCs exprimiert wird. Auch die neuronal differenzierten cASCs zeigen
eine Nestin-Expression, die allerdings nach 3h Differenzierung am starksten ist und im
weiteren Differenzierungsverlauf abnimmt. Diese Beobachtung erklart sich mit der Funktion
von Nestin als Marker flr neurale Vorlauferzellen. Auch Woodbury et al. konnten in
Versuchen zur neuronalen Differenzierung von Stammzellen aus dem Knochenmark der
Ratte zeigen, dass die Nestin-Expression nach 5h am héchsten war und anschliefiend im
weiteren Verlauf abnahm. Nach 6 Tagen neuronaler Differenzierung lieR sich keine
detektierbare Menge an Nestin-mRNA mehr feststellen (Woodbury et al. 2000). Long et al.
untersuchten die neuronale Differenzierung von humanen Stammzellen aus dem
Knochenmark mittels qRT-PCR und zeigten, dass auch undifferenzierte Zellen Nestin
exprimieren. Allerdings stieg die Nestin-Expression in differenzierten Zellen an (Long et al.
2005). Im Gegensatz zu dieser Studie sank die Expression von Nestin in der vorliegenden
Arbeit nach neuronaler Induktion signifikant ab. In Western Blot-Analysen zur neuronalen
Differenzierung von murinen Stammzellen aus dem Fettgewebe fanden Safford et al. heraus,
dass die differenzierten Zellen positiv fur eine Nestin-Expression sind. Allerdings konnte im
Western Blot keine Expression von Nestin in undifferenzierten Zellen nachgewiesen werden,
in der Immunhistochemie hingegen zeigte sich eine schwache Nestin-Expression in
undifferenzierten Zellen (Safford et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte Nestin

aufgrund seiner Proteingréf3e nicht im Western Blot nachgewiesen werden.

Das Mikrotubuli-assoziierte-Protein 2 wird in neuralen Vorlauferzellen exprimiert, wobei
dessen Expression zu Beginn eher schwach ist, im weiteren Verlauf der Reifung der Zellen
nimmt die Expression von MAP2 jedoch zu. Da MAP2 eine wichtige Rolle fur die Stabilitat
des Zytoskeletts der Zelle spielt (Shiomura und Hirokawa 1987; Hirokawa et al. 1988) und
auch von grof3er Bedeutung fur die Neuritenformation und das Neuritenwachstum (Dinsmore
und Solomon 1991) und somit fir die Dendriten und das Axon der Neurone ist, wurde hier
angenommen, dass eine Expression von MAP2 durch die neuronale Differenzierung in den
untersuchten cASCs nachzuweisen ist.

Bei der Analyse der qRT-PCR-Ergebnisse lasst sich feststellen, dass die Expression von
MAP2 im Differenzierungsverlauf im Zeitraum von 3h bis 72h signifikant ansteigt. Dies lasst
sich mit der oben beschriebenen Aussage nachvollziehen. Auch Yaghoobi und Mowla
konnten in neuronal differenzierten BMSCs der Ratte mittels gRT-PCR eine Expression von
MAP2 registrieren, die zu Beginn der Differenzierung kaum, nach 6 bis 48 Stunden

neuronaler Induktion jedoch deutlich nachweisbar war (Yaghoobi und Mowla 2006). Auch
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dieses Ergebnis dhnelt dem der vorliegenden Arbeit und Iasst sich mit der Funktion von

MAP?2 als spater neuronaler Marker erklaren.

Bei R-11l-Tubulin handelt es sich um ein Protein aus der Familie der Tubuline, welches vor
allem bei dem Axonenwachstum und der Gehirnentwicklung eine Rolle spielt (Katsetos et al.
2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass R-lll-Tubulin bereits in
undifferenzierten cASCs exprimiert wird. Diese Expression steigt durch die neuronale
Induktion signifikant an. Im weiteren Verlauf der Differenzierung sinkt die B-llI-Expression
allerdings wieder. In der vorliegenden Arbeit konnte im Western Blot [B-llI-Tubulin in
differenzierten und in undifferenzierten Zellen nachgewiesen werden. Hierbei fiel auf, dass
die Banden der undifferenzierten Zellen deutlicher sichtbar waren als die Banden der
neuronal differenzierten Zellen. Das Ergebnis des Western Blots stimmt somit mit dem
Ergebnis der gqRT-PCR Uberein, das zeigt, dass die R-lll-Expression in undifferenzierten
cASCs hoher ist als in den differenzierten Zellen. Eine Erklarung fir die sinkende B-lll-
Tubulin-Expression wahrend des Differenzierungsverlaufs bietet die Tatsache, dass es sich

hierbei um einen friihen neuronalen Marker handelt (Fanarraga et al. 1999).

Eine positive Genexpression von GFAP, einem Intermediarfilament glialer Zellen, konnte in
der vorliegenden Arbeit mittels gRT-PCR weder in differenzierten noch in undifferenzierten
cASCs gezeigt werden. Auch Bamiji et al. und Uranio et al. gelang bei ihrer Untersuchung
zum Differenzierungspotenzial von caninen Zellen aus Amnionflissigkeit, der
Amnionmembran und der Nabelschnurmatrix mithilfe der qRT-PCR kein Nachweis einer
GFAP-Expression in differenzierten und undifferenzierten Zellen (Bamji et al. 1998; Filioli
Uranio et al. 2011). Bezlglich der fehlenden GFAP-Expression nahmen wir zunachst an,
dass der GFAP-Primer nicht spezifisch genug sein kénnte. Da er aber bei der qRT-PCR-
Untersuchung eine erkennbare GFAP-Expression im caninen Hirngewebe zeigte, muss
diskutiert werden, warum GFAP in den von uns untersuchten cASCs, differenziert und
undifferenziert, nicht exprimiert wurde. Bei GFAP handelt es sich um ein Intermediarfilament,
welches in reifen Astrozyten exprimiert wird, es stellt demnach einen glialen Marker dar (Eng
et al. 2000). Wir vermuteten zunachst, dass sich in der kurzen Differenzierungszeit von 72h
noch keine reifen Astrozyten herausgebildet haben. Allerdings konnte GFAP positiv im
Western Blot nachgewiesen werden. Somit stellt sich die Frage, ob GFAP mittels gqRT-PCR
uberhaupt in neuronal differenzierten cASCs nachgewiesen werden kann.

Die Ergebnisse des Western Blots der vorliegenden Arbeit zeigen, wie bereits erwahnt, einen
positiven Proteinnachweis fur GFAP in differenzierten und undifferenzierten Zellen. GrofRe
Unterschiede in der Proteinmenge lassen sich zwischen den Zellen hierbei nicht feststellen.

Warum sich GFAP nicht in der qRT-PCR, aber mittels Immunhistochemie und Western Blot
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nachweisen lasst, kann nur vermutet werden. Mdglicherweise existieren Isoformen von
GFAP in caninen Fettgewebsstammzellen, die nicht durch die Primer, wohl aber durch die
Antikérper erkannt werden koénnen. Verschiedene Isoformen von GFAP im zentralen
Nervensystem sind beispielsweise bei der Maus bekannt (Kamphuis et al. 2012).

In weiterfihrenden Studien kénnte die Expression des glialen Markers Vimentin untersucht
werden. Bei Vimentin handelt es sich um einen Marker, der in unreifen Astrozyten exprimiert
wird (Mamber et al. 2012). So kénnte eventuell gezeigt werden, ob canine ASCs oder canine
Stammzellen aus anderem Gewebe gliale Marker exprimieren. Da es sich bei GFAP um
einen spaten Marker handelt, der erst in vollstidndig ausgebildeten und funktionsfahigen
Gliazellen exprimiert wird, kénnte es sein, dass nach 3-72 Stunden neuronaler Inkubation

der cASCs zwar eine Vimentin-, aber noch keine GFAP-Expression nachzuweisen ist.

NGF, BDNF und GDNF sind Neurotrophine, die das Wachstum, die Differenzierung, die
Proliferation und die Erhaltung von Nervenzellen gewahrleisten. In Betrachtung der gqRT-
PCR-Ergebnisse fallt auf, dass alle Neurotrophine in differenzierten wie auch in
undifferenzierten cASCs exprimiert werden. Woodbury et al. fanden heraus, dass der
Rezeptor fir den nerve growth factor, TrkA, bereits nach 5 Stunden neuronaler
Differenzierung in Knochenmarkszellen der Ratte detektierbar war (Woodbury et al. 2000).

Weiterhin ist bekannt, dass Neurotrophine nicht nur in neuronal differenzierten Zellen,
sondern auch in undifferenzierten MSCs exprimiert werden (Chen et al. 2002; Nicaise et al.
2011; Brohlin et al. 2012). Zhang et al. konnten NGF und BDNF in ihrer Studie zum
Vergleich des neuronalen Differenzierungspotenzials humaner BMSCs und ASCs in
undifferenzierten Zellen nachweisen (Zhang et al. 2012). Die Genexpression beider
Neurotrophine stieg im Laufe der neuronalen Differenzierung an (Zhang et al. 2012). Bei
Betrachtung der Neurotrophinexpression der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass die NGF-
Expression 3h nach Differenzierungsbeginn am hdchsten ist und anschlieRend signifikant
absinkt. Weiterhin gibt es keinen signifikanten Unterschied in der relativen Expression
zwischen undifferenzierten und differenzierten Zellen. Diese Beobachtung ahnelt der von
Yaghoobi und Mahani, die BMSCs der Ratte neuronal differenzierten (Yaghoobi und Mahani
2008). Zwei Stunden nach neuronaler Induktion zeigen die BMSCs die hdchste Expression
an NGF, die im weiteren Verlauf absank. Die Untersuchung von BDNF ergab eine
weitestgehend konstante Expression im Differenzierungsverlauf. Auch in der vorliegenden
Arbeit  konnten keine signifikanten  Unterschiede der BDNF-Expression im
Differenzierungsverlauf ermittelt werden. Die Abnahme der NGF-Expression bei einer
zeitgleichen Steigerung der Expressionen von BDNF und GDNF wahrend der hier
untersuchten neuronalen Differenzierung kénnte bedeuten, dass NGF in einem sehr friihen

Stadium starker in der Differenzierung involviert ist als die anderen Neurotrophine.
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5.2.4 Immunhistochemische Untersuchung

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse zeigen, dass alle untersuchten glialen
und neuronalen Marker in differenzierten cASCs, aber auch in undifferenzierten Zellen
nachgewiesen werden koénnen. Diese Resultate decken sich mit den Ergebnissen der qRT-
PCR-Auswertung. Allerdings gelang in der PCR kein detektierbarer Nachweis an GFAP-
MRNA. Die immunhistochemische Untersuchung zeigt jedoch, dass GFAP sowohl in den
differenzierten als auch in den undifferenzierten cASCs exprimiert wird.

Kamishina et al. zeigten bei ihrer Untersuchung zur neuronalen Differenzierung von caninen
Knochenmarkszellen, dass GFAP sowie B-1lI-Tubulin in undifferenzierten und differenzierten
Zellen exprimiert werden (Kamishina et al. 2006). Ein &hnliches Resultat ergab die Studie
von Kim et al., die ebenfalls GFAP und [3-llI-Tubulin positiv in undifferenzierten und neuronal
differenzierten caninen Amnionzellen nachwiesen (Kim et al. 2014). In einer
immunhistologischen Studie zur neuronalen Differenzierung von caninen BMSCs konnten
Oda et al. zeigen, dass ein Grofdteil der differenzierten Zellen positiv fir GFAP, MAP2,
Nestin und R-IlI-Tubulin war (Oda et al. 2013). Allerdings wurde nicht beschrieben, ob diese
Expressionen auch in undifferenzierten Zellen festgestellt werden konnten.

Safford et al. untersuchten die neuronale Differenzierung von murinen Stammzellen aus dem
Fettgewebe und stellten mittels Immunhistochemie eine positive GFAP-Expression von
neuronal differenzierten Zellen fest (Safford et al. 2004). Im Gegensatz dazu fand sich keine
Expression von GFAP in undifferenzierten Zellen (Safford et al. 2004). Keine GFAP-
Expression, weder mittels immunhistochemischer Untersuchung noch anhand einer Western
Blot-Analyse, konnten Wenisch et al. in neuronal differenzierten Knochenzellen nachweisen
(Wenisch et al. 2006).

Weiterhin lasst sich anhand der immunhistologischen Untersuchung erkennen, dass
undifferenzierte und differenzierte cASCs sowie canines Hirngewebe positiv fur A2B5 sind.
Hierbei handelt es sich um einen Marker fir gliale Vorlauferzellen, der an Ganglioside im

embryonalen und neonatalen sowie adulten Gewebe bindet (Dietrich et al. 2002).

Bei den Expressionsmustern der einzelnen Marker in der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass
sich die Expression vor allem auf das Zytoplasma der Zellen konzentriert. Dies geht einher
mit der Tatsache, dass es sich bei B-llI-Tubulin und MAP2 um Proteine handelt, welche fir
die Stabilisierung der Mikrotubuli verantwortlich sind. Auch Nestin und GFAP als
Intermediarfilamente spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Zytoskeletts
der Zellen. Die erhdhte Expression dieser Marker in neural differenzierten Zellen lasst sich
damit erklaren, dass Neurone und Gliazellen verschiedene Auslaufer besitzen, unter

anderem Dendriten und Axone, die durch diese Proteine geformt und stabilisiert werden.
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5.2.5 Neuronale Marker in undifferenzierten Zellen

Bei der vorliegenden Analyse zur Markerexpression fallt auf, dass neben GFAP, welches in
den cASCs nicht nachweisbar war, alle weiteren untersuchten Marker auch in
undifferenzierten Zellen exprimiert werden. Die Expression neuraler Marker in
undifferenzierten Zellen wird der multidifferentialen Fahigkeit der Stammzellen
zugeschrieben, mesodermale, ektodermale und endodermale Gene der Keimbahn zu
exprimieren (Woodbury et al. 2002). Eine spontane Expression neuronaler und glialer Marker
lasst sich daher mit der Veranlagung von Stammzellen erklaren, in neuronale Linien zu
differenzieren (Foudah et al. 2013).

Foudah et al. untersuchten die Expression neuronaler und glialer Marker in undifferenzierten
Zellen aus Geweben unterschiedlicher Abstammung, unter anderem aus humanem
Fettgewebe. Hierbei konnte gezeigt werden, dass undifferenzierte hASCs in niedrigen
Passagen Nestin exprimieren, Zellen hoherer Passagen aber nicht mehr positiv fir Nestin
waren (Foudah et al. 2014). Dies lasst sich damit erklaren, dass Nestin in neuralen
Vorlauferzellen exprimiert und anschlieRend durch spate Marker wie MAP2 oder GFAP
ersetzt wird. Nestin wird auch in humanen Knochenmarkszellen (Sanchez-Ramos et al.
2000; Vogel et al. 2003; Long et al. 2005) sowie in murinen Knochenmarkszellen exprimiert
(Sanchez-Ramos et al. 2000).

Bei Foudah et al. fiel auf, dass undifferenzierte hASCs friihe und spéate neuronale und gliale
Marker exprimierten. So zeigten 90% der Zellen eine Expression fir den friihen neuronalen
Marker B-llI-Tubulin und 80% waren positiv fir den spaten neuronalen Marker NeuN.
Foudah et al. erklaren die hohe R-1ll-Tubulin-Expression in undifferenzierten Zellen mit der
Tatsache, dass R-llI-Tubulin ein intrinsischer Faktor und wahrscheinlich im Prozess des
Zellwachstums involviert ist (Foudah et al. 2014).

Auch in undifferenzierten caninen BMSCs fanden Kamishina et al. eine deutliche B-lll-
Tubulin-Expression, die keinen signifikanten Unterschied zu neuronal differenzierten Zellen
aufwies (Kamishina et al. 2006). Ebenfalls liel3 sich eine spontane R-llI-Tubulin-Expression in
humanen und felinen Knochenmarkszellen (Deng et al. 2001; Martin et al. 2002; Kim et al.
2002) und in undifferenzierten caninen Zellen aus Amnionflussigkeit (Kim et al. 2014) finden.
Der gliale Marker GFAP konnte bei Foudah et al. in Zellen der Passage drei nicht
nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich eine geringe GFAP-Expression in
undifferenzierten hASCs der Passage sechs, wahrend 70% der Zellen in Passage 16 positiv
fur GFAP waren (Foudah et al. 2014). Die GFAP-Expression in hoheren Passagen konnte
auch eine Erklarung dafur sein, dass in der vorliegenden Arbeit keine GFAP-positiven Zellen
festgestellt werden konnten, da ausschlielRlich mit Zellen der dritten Passage gearbeitet

wurde. Sanchez-Ramos et al. zeigten allerdings mittels Immunhistochemie eine GFAP-
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Expression in Zellen der Passagen vier bis funf vor und nach einer neuronalen
Differenzierung (Sanchez-Ramos et al. 2000). Jin et al. konnten hingegen nur wenige
neuronal differenzierte Zellen mit einer positiven Immunreaktivitat nachweisen (Jin et al.
2003).

Der neuronale Marker MAP2 konnte ebenfalls positiv in undifferenzierten humanen
Knochenmarkszellen nachgewiesen werden (Long et al. 2005).

Kim et al. zeigten, dass Zellen aus caniner Amnionflliissigkeit auch ohne neuronale
Differenzierung Expressionen von Nestin, B-llI-Tubulin und GFAP aufweisen. Allerdings war
die Expression dieser Gene in neuronal differenzierten Zellen signifikant héher als in den

undifferenzierten Zellen (Kim et al. 2014).

Bezliglich all dieser divergenter Ergebnisse wurde die Uberlegung in Betracht gezogen, dass
es sich bei mesenchymalen Stammzellen um eine heterogene Population von Stammzellen
mit unterschiedlichen morphologischen und biochemischen Eigenschaften handelt (Sanchez-
Ramos 2002). Daruber hinaus ist anzumerken, dass es keine einheitlichen, festgelegten
Protokolle zur Isolation und Kultivierung der Stammzellen und zur Bestimmung des

Ausmaldes ihrer Heterogenitat gibt (Neuhuber et al. 2004).

5.2.6 Expression neuraler Marker im Hundegehirn

Alle untersuchten Marker konnten mittels gRT-PCR in caninen Hirngewebe nachgewiesen
werden. Ebenso gelang eine positive Dokumentation von GFAP, MAP2, Nestin, A2B5 und R-
[lI-Tubulin anhand immunhistologischer Untersuchungen. Die Ergebnisse des Western Blots
zeigen zudem, dass nicht nur die mMRNA von GFAP und B-llI-Tubulin im Hirngewebe vorliegt,
sondern dass sich diese Marker auch auf Proteinebene nachweisen lassen. Auch Kim et al.
fanden eine positive Expression von GFAP und R-llI-Tubulin in caninem Hirngewebe (Kim et
al. 2014). Zudem zeigte sich hinsichtlich der Menge an detektierbarer mRNA ein deutlicher
Unterschied fir beide Marker zwischen Hirngewebe und neuronal differenzierten Zellen
zugunsten der Gewebeproben (Kim et al. 2014). Diese Beobachtung deckt sich mit den hier
erhaltenen Resultaten des Western Blots.

Anhand der Ergebnisse der gqRT-PCR kann vermutet werden, dass sich mehr reife als
unreife Neurone in der untersuchten Probe befinden, da der spate neuronale Marker MAP2
starker exprimiert wird als der friihe Marker R-IlI-Tubulin. Ebenfalls weist das Gewebe
aufgrund der GFAP-Expression reife Gliazellen auf. Die hohe Expression von Nestin deutet

auf neurale Vorlauferzellen im Hirngewebe hin.



DISKUSSION 100

5.3 Neuronale Differenzierung oder Artefakt?

Die Differenzierung von Stammzellen in eine neuronale Linie erfordert ein hohes
Differenzierungspotenzial und wird durch eine Reihe von spezifischen, prazisen genetischen
Vorgangen reguliert. Wie bereits erwahnt, beschreiben viele Autoren die Fahigkeit von
Stammzellen aus verschiedenen Geweben und von unterschiedlichen Spezies, sich in
neuronale und gliale Zellen zu differenzieren. Hierbei lasst sich die Frage stellen, wie
festgestellt werden kann, ob sich eine Stammzelle wirklich in eine funktionsfahige
Nervenzelle differenziert. Welche Kriterien sprechen demnach fiir eine erfolgreiche
Differenzierung in Nervenzellen? Reh et al. legten einige Kriterien fest, um neuronale Zellen
als eben solche zu definieren (Reh et al. 2002). Diese Zellen sollten (A) postmitotisch sein,
(B) eine Zellpolaritat durch ein einzelnes Axon und mehrere Dendriten aufweisen und (C) die
Fahigkeit besitzen, Aktionspotenziale auszulésen und weiterzuleiten. Dartber hinaus sollten
Neurone (D) Uber Synapsen mittels Neurotransmitter und deren Rezeptoren miteinander

kommunizieren kdnnen (Reh et al. 2002).

Viele Publikationen belegen durch neuronale Induktion die morphologische Veranderung von
Stammzellen in einen ,Neuronen-ahnlichen“ Phanotyp (Woodbury et al. 2000; Safford et al.
2002; Kamishina et al. 2006; Wenisch et al. 2006; Oda et al. 2013; Kim et al. 2014). Auch in
der vorliegenden Arbeit konnten solche Veranderungen durch Inkubation mit neuronalem

Differenzierungsmedium festgestellt werden.

Wie lasst sich aber die morphologische Veranderung der Zellen zu dem genannten
,Neuronen-ahnlichen“ Phanotyp erklaren?

Lu et al. untersuchten diese Fragestellung anhand von Zellen verschiedener Abstammung.
Alle Zellen wurden mit 3-Mercaptoethanol oder DMSO/BHA neuronal differenziert. In jedem
Versuch konnte eine morphologische Veranderung der Zellen festgestellt werden (Lu et al.
2004). Allerdings wurde in der Zeitraffer-Mikroskopie beobachtet, dass diese Veranderung
nicht in einem Neuritenwachstum resultierte, sondern dass die Zellen eher schrumpften und
sich das Zytoplasma sowie Zellauslaufer zum Soma hin zurtickzog (Lu et al. 2004). Lediglich
einige Neuriten-ahnliche Fortsatze blieben bestehen. Daraufhin wurde untersucht, ob diese
morphologische Differenzierung Ergebnis des neuronalen Inkubationsmediums war oder ob
die Veranderung der Zellform auf Zytotoxizitdt basierte. Die Zellen wurden mehreren
Stressoren, unter anderem den Detergenzien Tween 20 und Triton X-100, einer
supraphysiologischen Konzentration Natriumchlorid und extremen pH-Werten, ausgesetzt. In
allen Fallen fiel auf, dass die Reaktion der Zellen durch Inkubation mit den verschiedenen

Stressoren in der gleichen Weise resultierten wie wahrend einer Inkubation mit neuronalem
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Differenzierungsmedium (Lu et al. 2004). Alle Zellen zeigten eine ,pseudoneuronale®
Morphologie. Um anschlielRend zu Gberprifen, ob die Zellen immunreaktiv fur die Expression
neuronaler Marker waren, wurden die Zellen auf solche Expressionen hin mittels
Immunfarbung untersucht. Undifferenzierte Zellen zeigten eine schwache Farbung des
neuronalen Markers NSE, nach der Differenzierung zeigte sich diese Farbung deutlich
dunkler. Allerdings reagierten Zellen, die mit Tween 20 und Triton X-100 behandelt wurden,
in derselben Weise wie die neuronal differenzierten Zellen. Auferdem konnten Lu et al.
feststellen, dass eine Behandlung mit hoch-molarem NaCl in einer noch dunkleren Farbung
von NSE resultierte (Lu et al. 2004). Besonders fragwirdig im Hinblick auf das neuronale
Differenzierungspotenzial der Zellen war, dass eine NSE-Immunfarbung in Nervenzellen
hauptsachlich im Zytoplasma dominierte, wahrend die mit DMSO/BHA differenzierten Zellen
diese Farbung vor allem im Nucleus zeigten (Schmechel et al. 1980). Auch die
immunhistochemische Farbung der Zellen mit NeuN, einem weiteren neuronalen Marker,
zeigten ahnliche Ergebnisse. Bei der Immunfarbung mit Nestin zeigte ein Teil der
undifferenzierten Zellen eine Farbung, der andere Teil nicht. Weder durch die Inkubation mit
DMSO/BHA noch mit einem der Stressoren verstarkte sich diese Farbung. Weitere
Immunfarbungen mit den Markern GFAP, R-llI-Tubulin und MAP2 zeigten auch keine
positiven Expressionen.

Bei der Analyse der gRT-PCR des Markers NSE konnten Lu et al. interessanterweise
feststellen, dass dessen Expression ein ahnliches Muster vor und nach der neuronalen
Differenzierung mit DMSO/BHA aufwies (Lu et al. 2004). Die dunklere Farbung und eine
starkere Expression von NSE wahrend der immunhistochemischen Untersuchung konnte
demnach auf molekularbiologischer Ebene nicht bestatigt werden. Somit konnten keine
signifikanten Veranderungen und kein Anstieg dieses Markers durch die Differenzierung
gezeigt werden.

Lu et al. bezeichneten die Reaktionen der Zellen und die morphologischen Veranderungen
auf die Differenzierung und die verschiedenen Stressoren als ,Stressantwort” (Lu et al.
2004).

Da die Zellen lediglich 5 Stunden mit dem neuronalen Differenzierungsmedium inkubiert
wurden und bereits nach dieser kurzen Zeit morphologische Veranderungen auftraten, kann
es sich laut Lu et al. nicht um eine vollstdndige neuronale Differenzierung handeln, bei der
reife, funktionsfahige Nervenzellen entstehen. Finf Stunden seien viel zu kurz, um eine neue
Genexpression zu regulieren und Neuronen-spezifische Gene zu translatieren (Lu et al.
2004). Auch Maltman et al. hegen Zweifel an einer solch schnellen Differenzierung von
Zellen zu reifen Neuronen und Gliazellen (Maltman et al. 2011). Die neuronale
Differenzierung ist ein hoch komplexer Vorgang, bei der in vivo eine grofse Menge an Genen

reguliert werden mussen. Fur Maltman et al. ist es daher fragwirdig, ob MSCs innerhalb
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kurzer Zeit diesen molekularen Veranderungen zu reifen, funktionsfahigen Nervenzellen

unterliegen kénnen (Maltman et al. 2011).

Bei ihren Untersuchungen konnte Lu et al. weiterhin feststellen, dass nicht nur Stammzellen
aus dem Knochenmark oder Fettgewebe wie oben beschrieben reagieren, sondern auch
Zellen ohne stammzelltypische Eigenschaften wie Fibroblasten oder HEK 293-Zellen (Lu et
al. 2004; Neuhuber et al. 2004). Dies konnte ein weiterer Beweis dafir sein, dass die
neuronale Differenzierung von Stammzellen oftmals eher eine Stressantwort der Zellen als
eine reale Differenzierung in die neuronale Richtung ist.

Des Weiteren deuten viele Studien darauf hin, dass eine neuronale Induktion sowie eine
neuronale Differenzierung auch durch den Zellzyklus bestimmt werden, der die Erhaltung,
die Proliferation, Spezifizierung und die Differenzierung der Zellen reguliert (Bally-Cuif und
Hammerschmidt 2003; Cremisi et al. 2003). Die Studien von Lu et al. und Woodbury et al.
zeigten, dass neuronal induzierte MSCs schrumpfen und eine ,Neuronen-ahnliche* Gestalt
annehmen, ohne einer Zellteilung zu unterliegen (Woodbury et al. 2000; Lu et al. 2004).
Diese Tatsache wird durch die Beobachtung von Munoz-Elias et al. unterstitzt, die zeigen
konnten, dass MSCs direkt zu Neuronen differenzieren kdnnen, ohne eine Mitose zu
durchlaufen (Munoz-Elias et al. 2003).

In Studien zum elektrophysiologischen Potenzial der neuronal differenzierten Zellen fanden
Hofstetter et al. heraus, dass die Neuronen-ahnlichen Zellen 48 Stunden nach neuronaler
Induktion weder Aktionspotenziale noch spannungs-abhangige Natrium- oder Kaliumkanale
aufwiesen (Hofstetter et al. 2002). Es wurde deshalb diskutiert, ob sich diese Zellen im
frihen Stadium der neuronalen Differenzierung noch in einem unreifen Zustand befinden.
Allerdings zeigten diese Zellen eine positive Immunfarbung fir das Neurofilament N in ihren
Auslaufern, was auf reife Nervenzellen hindeutet (Woodbury et al. 2000). Zusatzlich fanden
Jin et al. heraus, dass sich die Verteilung bzw. Verbreitung neuronaler Marker innerhalb
neuronal differenzierter Zellen von der in normalen Nervenzellen unterscheidet (Jin et al.
2003). Dies deutet darauf hin, dass neuronal differenzierte Zellen nicht die funktionellen
Eigenschaften von reifen Neuronen besitzen (Jin et al. 2003). Auch Wenisch et al.
untersuchten die elektrophysiologische Kapazitat neuronal differenzierter Zellen, hierbei
konnten jedoch keine elektrischen Signale festgestellt werden (Wenisch et al. 2006). Damit
einhergehend konnte gezeigt werden, dass nur eine sehr geringe Anzahl der neuronal
differenzierten Knochenzellen das Synaptophysin, ein in Nervenzellen enthaltenes integrales
Membranprotein, exprimieren (Wenisch et al. 2006). Die Menge an Synaptophysin steigt

parallel mit der Ausbildung und Formation von Synapsen (Knaus et al. 1986).
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Es findet sich allerdings auch eine Studie, die von einer positiven elektrophysiologischen
Antwort der neuronal differenzierten Zellen berichtet (Wislet-Gendebien et al. 2005a). In
Bezug auf Rehs et al. Kriterien fur Neurone diskutierten Wislet-Gendebien et al. jedoch, dass
es sich bei den von ihnen neuronal differenzierten Zellen zwar um Zellen handelt, die in der
Lage sind, funktionelle Eigenschaften von Neuronen anzunehmen, bei diesen Zellen
allerdings nicht von reifen Neuronen gesprochen werden darf. Zwar zeigten diese
differenzierten Zellen elektrophysiologische Signale als Antwort auf die Applikation
verschiedener Neurotransmitter, aber es fehlte der Beweis der erfolgreichen Kommunikation

Uber Synapsen untereinander (Wislet-Gendebien et al. 2005b).

Mit Ricksicht auf die vorliegende Arbeit muss erwahnt werden, dass Butylhydroxianisol ein
Zusatz des verwendeten neuronalen Differenzierungsmediums war. Aufgrund dessen und in
Hinblick auf die Ergebnisse von Lu et al. kann demnach nicht ausgeschlossen werden, dass
es sich bei der morphologischen Veranderung um eine Reaktion der Zellen auf das
Differenzierungsmedium handelt. Die gRT-PCR-Ergebnisse zeigen jedoch, dass die
untersuchten Marker MAP2, BDNF, R-IlI-Tubulin und Nestin eine signifikante Veranderung in
ihrem Expressionsmuster durch die neuronale Induktion aufweisen. Lediglich NGF und
GDNF weisen keine grolden Unterschiede in ihrer prd- und post-Expression auf. Die
immunhistochemische Untersuchung deckt sich im Gegensatz zu Lu's Studie allerdings mit
den Resultaten der qRT-PCR. Bei Betrachtung des Hinweises, eine vollstandige zellulare
Differenzierung vollziehe sich nicht innerhalb einiger Stunden (Maltman et al. 2011) muss
jedoch weiterhin Uberprift werden, ob es sich hierbei um eine aussagekraftige

Differenzierung handelt.

All diese Ergebnisse deuten letztendlich darauf hin, dass eine umfassende Studie zur
neuronalen Differenzierung nicht nur morphologische und immunzytochemische
Untersuchungen beinhalten sollte, sondern vielmehr auch die Uberprifung dieser
Differenzierung auf molekularbiologischer und elektrophysiologischer Ebene. Ansonsten sei
es kritisch, von einer erfolgreichen neuronalen Differenzierung zu sprechen und man misse
davon ausgehen, dass die chemisch neuronale Induktion der MSCs keinen
Differenzierungsprozess darstelle, sondern eine zellulare Antwort auf Stress sei (Woodbury
et al. 2000; Lu et al. 2004; Neuhuber et al. 2004).
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5.4 Ausblick

Canine ASCs aus dem Fettgewebe stellen eine vielversprechende Quelle flr die Therapie
von Erkrankungen des zentralen Nervensystems dar. Sie sind leicht zugdnglich und kénnen
in grolRer Anzahl gewonnen und erfolgreich Kkultiviert und vervielfacht werden. Die
gegenwartige Arbeit liefert einen Hinweis auf das neuronale Differenzierungspotenzial dieser
Zellen, welches in weiteren Studien tiefgreifender untersucht werden sollte. Der Nachweis
spater neuronaler und glialer Marker mithilfe molekularbiologischer Methoden sowie die
Untersuchung des elektrophysiologischen Potenzials der Zellen und ihre Fahigkeit,
miteinander erfolgreich Uber Synapsen zu kommunizieren, sind Bestandteile zuklnftiger
Forschung auf diesem Gebiet. In weiteren Untersuchungen muss die Funktionalitat der
neuronal differenzierten cASCs und ihr therapeutisches Potenzial in neurologisch erkrankten
Tieren demonstriert werden. Gelingt es, reife und voll funktionsfahige von Stammzellen
abgeleitete Neurone und Gliazellen durch cASCs zu gewinnen, steht einem Einsatz im
Tiermodell und einer spateren Transplantation in den Menschen zur Behandlung

neurologischer Erkrankungen nichts im Wege.

In Zukunft sollte versucht werden, einheitliche und vorgeschriebene Protokolle zur Isolation
und Kultivierung von Stammzellen zu kreieren, um von vornherein Unterschiede in der
Grundhaltung der Stammzellen auszuschlieRen und um Ergebnisse wissenschaftlich besser
vergleichen und evaluieren zu kénnen. Des Weiteren sollten allgemeine Versuchsprotokolle
zur neuronalen Differenzierung festgelegt werden, um eben genanntes ebenfalls
auszuschlieBen und um einen besseren Uberblick fir die Genexpression neuronal

differenzierter Zellen zu erhalten.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die vorliegende Arbeit eine der wenigen Studien, die das
neuronale Differenzierungspotenzial von caninen mesenchymalen Stammzellen aus dem
Fettgewebe untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass sich canine ASCs durch das hier
verwendete neuronale Differenzierungsmedium morphologisch zu Neuronen-ahnlichen
Zellen verandern und dass sie neuronale Marker sowie neurotrophe Faktoren exprimieren.
Auch in der Immunzytochemie sind positive Expressionen der untersuchten Marker zu
erkennen. Letztendlich liefert die Arbeit jedoch keinen wissenschaftlichen Beweis fur die
Entstehung funktioneller Neurone. Hierfir mussen in weiteren Studien Untersuchungen zu
elektrophysiologischen Charakteristika der cASCs erfolgen sowie die Uberprifung der

Fahigkeit der Zellen, im Zellnetzwerk miteinander zu kommunizieren.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem neuronalen Differenzierungspotenzial caniner
mesenchymaler Stammzellen aus dem Fettgewebe. Ziel der Arbeit war es, canine ASCs
zunachst ndher zu charakterisieren und anschlieBend ihre Fahigkeit, neuronal zu
differenzieren, zu untersuchen. Hierfir wurden Stammzellen aus dem Fettgwebe von neun
Hunden in undifferenziertem Zustand zunachst auf ihre Differenzierungsfahigkeit und ihre
Expressionsmuster charakterisiert. Diese Zellen lie3en sich in eine adipogene, chondrogene
und osteogene Linie differenzieren. Des Weiteren waren sie positiv flr die Expression der
Zelloberflachenmarker CD90 und CD105. Aufgrund dessen konnten sie als Stammzellen
identifiziert und flr die weiteren Versuche verwendet weden. In in vitro Untersuchungen
wurden die Zellen mithilfe eines neuronalen Induktionsmediums, bestehend aus Insulin,
Forskolin, Kaliumchlorid, Butylhydroxyanisol, Valproinsdure und Hydrocortison, neuronal
differenziert. Weitere Analysen der Zellen wurden zu den Zeitpunkten 3h, 24h und 72h nach
Differenzierungsinduktion durchgefihrt. Nicht differenzierte Zellen dienten hierbei als
negativ-Kontrollgruppe. Canines Hirngewebe diente als Positivkontrolle.

Anhand von lichtmikroskopischen Untersuchungen konnte eine veranderte Morphologie der
Zellen bereits nach einer Stunde Differenzierung festgestellt werden. Dabei zog sich das
Zytoplasma in Richtung des Somas zusammen und bildete mehrere, zunachst primar, spater
auch sekundar und tertidr verzweigte Auslaufer aus. Neben der morphologischen
Untersuchung erfolgte die Analyse der Genexpression neuronaler und glialer Marker. Dieser
Nachweis wurde mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion durchgeflihrt. Untersucht
wurden hierbei die Expressionsmuster der neuronalen Marker B-llI-Tubulin, MAP2, Nestin
und des glialen Markers GFAP. Ebenso erfolgte die Auswertung der Expression der
Neurotrophine NGF, BDNF und GDNF. Dabei fiel auf, dass cASCs bereits in einem
undifferenzierten Zustand neuronale Marker sowie alle untersuchten Neurotrophine
exprimierten. Lediglich GFAP konnte weder in undifferenzierten noch in differenzierten
cASCs nachgewiesen werden. Allerdings konnte die Expression alle Marker, auch eine
GFAP-Expression, im caninen Hirngewebe demonstriert werden. In neuronal differenzierten
Zellen zeigte sich im Differenzierungsverlauf eine veranderte Expression der Marker. Das
Expressionsmuster von MAP2 stieg im Laufe der Differenzierung signifikant an. Die
Expression von BDNF und GDNF stieg ebenfalls an, allerdings weniger deutlich als MAP2.
NGF wurde hingegen 24h nach neuronaler Differenzierung signifikant niedriger exprimiert als
nach 3h Differenzierung. Ebenso sank die Expression der Marker Nestin und R-IlI-Tubulin
24h nach Induktionsbeginn signifikant ab. Mittels Immunhistochemie konnten MAP2, Nestin,
R-1lI-Tubulin, GFAP und A2B5 positiv in differenzierten sowie undifferenzierten Zellen

nachgewiesen werden. Anhand des Western Blots konnte gezeigt werden, dass sich nicht
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nur die mRNA in den Zellen verandert, sondern dass auch neurale Proteine innerhalb der
differenzierten Zellen translatiert werden.

Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass sich canine ASCs durch eine neuronale
Induktion neuronal differenzieren lassen und eine Neuronen-ahnliche Morphologie, sowie
veranderte Gen- und Proteinexpressionen aufzeigen. Somit bietet diese Erkenntnis Anlass
zu einer weiteren Erforschung der neuronalen Differenzierung von caninen Stammzellen aus

dem Fettgewebe fir einen klnftigen Einsatz in der Veterinar- und Humanmedizin.
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7. Summary

The aim of the study was to investigate the neuronal differentiation potential of canine
adipose derived stem cells. For this objective, stem cells obtained from the adipose tissue of
nine dogs have been isolated and cultured. First, these cells were characterized by their
differentiation capacitiy to differentiate in adipogenic, chondrogenic and osteogenic lineages
and by their positive genexpression for the surface markers CD90 and CD105. Basend on
these results, the isolated cells could be defined as mesenchymal stem cells. In further in
vitro investigations, cells were differentiated with a neuronal induction medium, consisting of
insulin, forskolin, potassium chloride, butylhydroxyanisole, valproic acid and hydrocortisone.
Additional analyses were conducted 3h, 24h and 72h after neuronal induction. Control
groups consisted of undifferentiated cells of the same donor animals. Dog brain tissue acted
as main positive control. Based on microscopic analyses, morphological changes of the cells
could already be noticed one hour after neuronal induction. During neuronal differentiation,
cell bodies became increasingly spherical and refractile, exhibiting a typical neuronal
perikaryal appearance. Processes continued to elaborate, displaying primary, secondary and
at least tertiary branches and putative filopodial extensions. To further characterize neuronal
differentiation, gene expression of neuronal and glial markers was analysed by quantitative
polymerase chain reaction. For this, expression patterns of the neuronal genes B-llI-tubulin,
MAP2, nestin and the glial gene GFAP were investigated. In addition, expression of the
neurotrophic factors NGF, BDNF and GDNF was determined. Thereby it could be noticed
that neural markers and neurotrophic factors were already expressed in undifferentiated
cASCs. Only expression of GFAP could not be demonstrated neither in differentiated nor in
undifferentiated cells. Indeed, canine brain tissue was positive for all investigated markers,
including GFAP. During the differentiation process neural differentiated cASCs showed a
changed marker expression. The expression pattern of MAP2 increased significantly from 3h
to 72h. Expression of BDNF and GDNF increased too, but there were no significant
differences between the investigated timepoints. NGF expression decreased during neuronal
differentiation likewise the markers nestin and R-lll-tubulin. By immunocytochemistry, cells
showed a positive expression for GFAP, MAP2, R-IlI-tubulin, nestin and A2B5 independently
wether they were differentiated or not. Based on western blot analysis, even protein
translation could be demonstrated for neuronal differentiated cASCs.

The obtained findings show the neuronal differentiation potential of canine adipose derived
stem cells as proved by changed neuron-like morphology and altered genexpression. These
results suggest further investigation of the neuronal differentiation potential of cASCs for a

prospective application in veterinary and human medicine.
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