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Zusammenfassung

I.  Zusammenfassung

Die Regeneration peripherer Nervenldsionen stellt sowohl fur die Klinik als auch fir die
Wissenschaft eine groRe Herausforderung dar. Viele neue Konzepte zur Unterstlitzung der
Regenerationsvorgange verletzter Nerven existieren bereits. Neben der Entwicklung
neuartiger Biomaterialien flr Nervenleitschienen, der Zugabe von Molekilen der
extrazellularen Matrix und neurotrophen Faktoren stellt die zellulare Unterstitzung eine
attraktive Moglichkeit dar. Besonders die Applikation autologer Stammzellen bietet eine
vielversprechende Therapieform um letztlich den bisherigen Goldstandard, das autologe
Nerventransplantat, zu ersetzen.

Humane SchweilRdrisen-abgeleitete Stammzellen (hSGSCs) kdnnen minimal-invasiv
gewonnen werden (Petschnik et al., 2010). Sie weisen in vitro ein gutes Proliferationspotential
und eine spontane Differenzierung in Zellen der drei Keimblatter auf. In verschiedenen Ko-
Kultur Modellen wurde die Interaktion von hSGSC und peripheren Nervenzellen untersucht.
Als Modellsystem dienten dazu primare DRG (dorsales Hinterwurzelganglion = dorsal root
ganglion) Neurone aus der adulten und pranatalen Ratte.

In der indirekten Ko-Kultur wurde der Einfluss von hSGSCs auf das Auswachsen von Neuriten
untersucht. Nach 24-stiindiger Ko-Kultivierung fihrten hSGSCs zu einer signifikant erhéhten
Neuriten-Gesamtlange. Die Neurone hingegen zeigten keinen Einfluss auf die Genexpression
und  Zytokinproduktion der hSGSCs. Stattdessen beeinflusste das verwendete
Kultivierungsmedium fir die Ko-Kulturen die Genexpression und die Zytokinproduktion der
hSGSCs. Die Anderungen der Genexpression waren in weiteren Analysen zu Serum- und
Serumersatz-freier Kultivierung zusatzlich verstarkt. Diese Umgebung simuliert eine in vivo
Situation innerhalb einer Nervenleitschiene, in der keine Zellkultur-Konditionen mit optimaler
Versorgung durch zusatzliche Wachstumsfaktoren herrschen kénnen. Es wurde die Expression
einiger Markergene, insbesondere die des Schwannzellmarkers Myelin Basic Protein stark
hochreguliert. Die Produktion der untersuchten Zytokine hingegen wurde herunterreguliert.
In der direkten Ko-Kultur wurden DRG Neurone auf einem Feeder Layer aus hSGSCs kultiviert.
Die Neuronen zeigten eine sehr gute Adhédsion und ein Auswachsen von Neuriten. Die
Orientierung der Neuriten war dabei oft dieselbe wie die Orientierung der hSGSCs in Kultur.
Flr die zuklnftige Anwendbarkeit im Hinblick auf eine Therapieform wurden erste Versuche

zur Besiedlung von Nervenleitschienen bzw. deren Material durchgefihrt.
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Einleitung

I.1. Das periphere Nervensystem

[1.1.1. Aufbau

Das Nervensystem dbernimmt im menschlichen Organismus die Wahrnehmung und
Verarbeitung von Reizen und die Steuerung von Reaktionen. Das zentrale Nervensystem
(ZNS), bestehend aus allen im Gehirn und Rickenmark liegenden Nervenstrukturen, und das
periphere Nervensystem (PNS), bestehend aus den Hirn- und Spinalnerven, arbeiten
aufeinander abgestimmt als effizientes Steuerungssystem (Lukowiak und Peretz, 1977). Die
Aufgaben des ZNS sind die Verarbeitung von sensiblen Reizen, die aus der Peripherie
eingehen, und die Steuerung der Motorik flr eine bewusste und gezielte Reaktion auf diverse
Umweltbedingungen (Seal und Commenges, 1986). Das PNS verbindet das ZNS mit allen
Effektororganen, die flir die Ausfihrung von Reaktionen verantwortlich sind, es kann als
,Rezeptions- und Ausfihrungsorgan des ZNS“ bezeichnet werden (Trepel, 2012). Die
Trennung von ZNS und PNS kann nur grob topographisch erfolgen. Funktionell sind die beiden
Systeme direkt miteinander verbunden und auch ihre Lage ldsst sich nicht komplett
voneinander trennen; die Nervenzellkdrper motorischer Nerven liegen im Rickenmark,
wahrend ihre Axone in die Peripherie reichen.

Das PNS lasst sich weiter unterteilen in das somatische Nervensystem, welches willklrlich die
Motorik der Skelettmuskulatur steuert, und das vegetative oder auch als autonom
bezeichnete Nervensystem, das fur nicht willkirlich ausgeflhrte Funktionen wie Atmung,
Verdauung und Blutdruckregulation verantwortlich ist. Das vegetative Nervensystem wird in
das sympathische, das parasympathische und das enterische Nervensystem unterteilt (Trepel,
2012). Das sympathische Nervensystem steuert Korperfunktionen, die zu erhohter
Leistungsbereitschaft und Energiebereitstellung fihren, wohingegen das parasympathische
Nervensystem antagonistisch dazu wirkt und durch seine Funktionen dem Korper zur
Regeneration und zum Aufbau von Energiereserven verhilft. Das enterische Nervensystem
steuert den gesamten Gastrointestinaltrakt und somit alle Verdauungsprozesse (Birbaumer
und Schmidt, 2006).

Das somatische Nervensystem erhadlt seine Reize Uber afferente Nervenfasern

(somatosensibel) und von ihm ausgehende, willkirlich gesteuerte Reize werden Uber
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efferente  Nervenfasern an die Skelettmuskulatur transportiert (somatomotorisch)
(Kammermeier, 2012).

Auch das vegetative Nervensystem kann sensible Reize empfangen und motorische Reize
aussenden. Die Nervenfasern des vegetativen Nervensystems, die sensible Reize in Richtung
Rickenmark senden, werden als viszerosensibel bezeichnet. Hierzu zdhlen unbewusste
Empfindungen des Kdrpers. Nervenfasern, welche im vegetativen Nervensystem motorische,
unwillklrliche Reize zu den Effektororganen leiten, werden als viszeromotorisch bezeichnet.
Ein Beispiel ist die unbewusste Steuerung der glatten Muskulatur innerer Organe und die
Drisentatigkeit (Trepel, 2012).

Die Hirnnerven, welche auch zum PNS zadhlen, entspringen aus den Hirnnervenkernen,
speziellen Ansammlungen von Nervenzellkoérpern, die im Hirnstamm und im zervikalen
Riackenmark liegen (Wilson-Pauwels et al., 2002).

Die Spinalnerven des PNS entspringen jeweils paarweise seitlich aus dem Rickenmark und
stellen die Leitungsbahnen zur Informationsibertragung zwischen Rickenmark und
peripheren Organen dar. Sie bilden sich aus den vorderen und hinteren Nervenwurzeln, die in
das Rickenmark ein- und austreten (Abb. 1). Die Gliederung in zwei Wurzeln unterteilt auch
den Informationsfluss: Die Vorderwurzel enthalt motorische Nervenfasern, die Informationen
Richtung Zielorgan aussenden, die Hinterwurzel hingegen enthalt sensible Nervenfasern, die
empfangene Informationen Richtung Rickenmark weiterleiten. In der Hinterwurzel ist jeweils
ein Spinalganglion integriert, auch als dorsales Hinterwurzelganglion (dorsal root ganglion =
DRG) bezeichnet. Die Spinalganglien beinhalten Zellkorper von Neuronen, die Signale Uber
sensible Nervenfasern in Richtung Riickenmark leiten. Von dort werden die Informationen auf
ein zweites Neuron im Rlickenmark in Richtung Gehirn umgeschaltet. Spinalganglien sind als
deutliche Verdickung in der aus dem Rickenmark austretenden Hinterwurzel erkennbar. Die
Vorderwurzel besitzt keine solche Verdickung, hier liegen die motorischen Nervenzellkdrper
im Rickenmark (Nix, 1987).

Das Spinalganglion beinhaltet pseudounipolare Nervenzellen (Abb. 2A). Ein einziger
Nervenfortsatz entspringt aus dem Soma der Nervenzelle und spaltet sich erst danach in zwei
Fortsatze auf, einer zieht in Richtung Peripherie, der andere durch die hintere Nervenwurzel

in das Hinterhorn des Rickenmarks (Motavkin, 1963).
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Absteigender Trakt l | Aufsteigender Trakt

Hinterwurzel

Spinalganglion
Ramus posterior N

Ramus anterior

Abbildung 1: Segment des Rickenmarks mit Vorder- und Hinterwurzel

Die Spinalnerven des peripheren Nervensystems bilden sich aus der Vorder- und Hinterwurzel, die in
das Ruckenmark ein- und austreten. Die Nervenzellkdrper der motorischen Nervenfasern liegen im
Rickenmark und senden ihre Informationen in Richtung Zielorgan. Die sensiblen Informationen
werden Uber die Hinterwurzel in Richtung Rickenmark geleitet, von wo sie auf ein zweites Neuron
weiter in Richtung Gehirn umgeschaltet werden. Die Nervenzellkdrper der sensiblen Fasern liegen in
den Spinalganglien. Spinalnerven spalten sich in verschiedene Aste auf. In dieser Abbildung sind als
Beispiele der Ramus posterior zur Versorgung der Rlckenpartie und der Ramus anterior zur
Versorgung der Vorder- und Seitenpartie dargestellt. Blau: Sensible Nervenfasern; Rot: Motorische
Nervenfasern

Insgesamt treten beim Menschen 31 Spinalnerven paarweise aus dem Rickenmark aus: 8
zervikal (Halsnerven, C1-C8), 12 thorakal (Brustnerven, Th1-Th12), 5 lumbal (Lendennerven,
L1-L5), 5 sakral (Kreuzbeinnerven, S1-S5), 1 kokzygeal (SteiBnerv, Col) (Gray, 1918). Bei der
Ratte als haufig verwendetes Tiermodell fir Degenerations- und Regenerationsvorgange des
peripheren Nervensystems (Bertelli und Mira, 1995; Kruspe et al., 2014; Varejao et al., 2001)
sind insgesamt 34 Spinalnervenpaare gruppiert: 8 zervikal, 13 thorakal, 6 lumbal, 4 sakral und
3 kaudal (Schwanznerven) (Grant und Robertson, 2004; Greene, 1963). Jeder paarweise
Austritt wird als ein Segment bezeichnet. Nerven der Vorderwurzel und der Hinterwurzel
vereinen sich jeweils auRerhalb des Wirbelkanals gemeinsam im Spinalnerven (Abb. 1). Dieser
zweigt sich anschlielend direkt in mehrere Hauptéste auf, die verschiedene Funktionen
ausUben. Der vordere Ast, Ramus anterior, versorgt sensibel und motorisch die vordere und
seitliche Haut und Muskulatur sowie die der Extremitdten. Der hintere Ast, Ramus posterior,
dient der sensiblen und motorischen Versorgung von Haut und Muskulatur des Riickens. Der

Ramus meningeus ist ein ricklaufiger Ast, er tritt wieder in den Wirbelkanal ein und versorgt
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sensibel die Riickenmarkshaute. Der vordere Ast organisiert sich in Richtung der Extremitdten
neu. Es kommt zur Bildung von Nervengeflechten, zur sogenannten Plexusbildung. Die
Spinalnerven treten segmental getrennt in den Plexus ein, durchflechten sich, tauschen
Fasern aus und treten als gemischt-segmentale periphere Nerven wieder aus (McKinley,
1921; Pham et al., 2014). Periphere Nerven vereinen somatomotorische und somatosensible
Nervenfasern sowie viszeromotorische und viszerosensible Nervenfasern. Die Fasern dieser
gemischten peripheren Nerven enden in den Extremitdten wieder segmental geordnet

(Trepel, 2012).

jj\lbfl’“ Axon

= Myelinscheide
ﬂ| |( Endoneurium , y
| Perineurium
Soma :
1 \ Epineurium I
il — |
Axon bzw. Dendrit f\( \\ ' :

\\_ y Faszikel

Zellkern \ r Blutgefaf
N

~v

A B

Abbildung 2: Anatomie des peripheren Nerven

A) Die pseudounipolare Nervenzelle, wie sie in einem Spinalganglion vorkommt, besitzt ein Soma mit
dem Zellkern und einen einzigen Fortsatz, der sich in zwei einzelne Fortsdtze aufspaltet. B) Das
myelinisierte Axon ist von einer dinnen Bindegewebshille, dem Endoneurium, umgeben und bildet
somit die Nervenfaser. Mehrere Nervenfasern werden von einer weiteren Bindegewebshille, dem
Perineurium, zu Faszikeln gebiindelt. Das Epineurium umschlieBt mehrere Faszikel, wodurch der Nerv
als groBte Einheit gebildet wird. B: modifiziert nach Pearson Education (PearsonEducation, 2012).

Die anatomische Struktur eines peripheren Nerven ist in Abbildung 2B dargestellt. Die
funktionelle Einheit ist das Neuron, die Nervenzelle. Sie besteht aus einem Nervenzellkdrper
und Neuriten, die mit den Effektororganen in Verbindung stehen. In Abbildung 2A ist eine

pseudounipolare Nervenzelle dargestellt, wie sie in Spinalganglien vorkommt. Einzelne
5
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Neuriten sind von einer Myelinscheide umhdllt. Myelin ist eine modifizierte Plasmamembran
der Schwannzellen, die spiralformig um Neuriten gewickelt ist (Raine, 1984). Diese Einheit
wird als Axon bezeichnet. Schwannzellen sind die Gliazellen des peripheren Nervensystems
und Ubernehmen eine strukturell und funktionell wichtige Rolle. Neben der essentiellen
Funktion bei der Erregungsweiterleitung sind sie fur die strukturelle Aufrechterhaltung der
peripheren Nerven zustandig. Jede Myelin-produzierende Schwannzelle umkleidet und
isoliert nur eine bestimmte Strecke eines Axons. Periodische Unterbrechungen des Myelins
fuhren zu freiliegenden Bereichen des Axons, den Ranvierschen Schnirringen, an denen ein
lokal begrenzter lonentransport stattfindet und die flir eine saltatorische Reizweiterleitung
eine entscheidende Rolle spielen (Huxley und Stampeli, 1949). Das myelinisierte Axon wird
von einer dinnen Bindegewebshiille, dem Endoneurium, umgeben und bildet so die
Nervenfaser, die kleinste Einheit des Nerven. Im Endoneurium befinden sich zahlreiche kleine
Blut- und LymphgefaRe zur Versorgung der Schwannzellen und der von ihnen umhillten
Axone. Mehrere Nervenfasern werden in Bilndeln von einer weiteren, etwas festeren
Bindegewebsschicht umgeben, dem Perineurium. Diese geblindelten Nervenfasern werden
als Faszikel bezeichnet. Das Epineurium, ebenso eine von Blutgefdlen durchzogene
Bindegewebsschicht, umschlielt mehrere Faszikel und bildet so die grofite

zusammengesetzte Einheit, den Nerven (Thomas, 1963).

I.L1.2. Periphere Nervenldsion

Der Begriff ,periphere Nervenlasion” beschreibt die Verletzung oder Durchtrennung eines
peripheren Nerven. Jahrlich werden etwa 300.000 Falle peripherer Nervenverletzungen
innerhalb Europas geschatzt (Ciardelli und Chiono, 2006). Im Jahr 2013 wurde ein Report flr
den US-Amerikanischen Markt verfasst, in welchem flir die Reparatur von peripheren
Nervenlasionen einen Marktwert von Uber 1,68 Billionen US Dollar pro Jahr schatzt (Brattain,
2013). Solche Nervenschadigungen werden meist durch eine Uberdehnung, Schnittverletzung
oder Stauchung verursacht. Verkehrsunféille sind die haufigste Ursache fir
Nervenverletzungen und Nervus ulnaris, Nervus radialis und Nervus medianus einschlieRlich
der Fingernerven sind am haufigsten betroffen (Leitlinienreport, 2013). Es kommt zu einer
Unterbrechung der Reizweiterleitung und unmittelbar zu entsprechenden Reaktionen im
proximalen (Richtung Ruckenmark) und distalen (Richtung Extremitdten) Teil des Nerven

sowie im umliegenden Gewebe. Nervenldsionen werden klinisch nach Seddon und
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Sunderland klassifiziert, wobei Seddon in drei grofRe Kategorien (Neurapraxie, Axonotmesis
und Neurotmesis) einteilte und Sunderland diese drei Kategorien noch weiter in
Schweregrade unterteilte. (Burnett und Zager, 2004; Seddon, 1943; Sunderland, 1978).
Neurapraxie (Abb. 3A) ist die leichteste Verletzungs-Kategorie ohne Verlust der
Nervenkontinuitat. Es besteht meist keine Operationsindikation, da nur ein transienter lokaler
Leitungsblock und eine lokale Demyelinisierung vorliegen und sowohl Axon als auch
Bindegewebsstrukturen erhalten bleiben. Eine Neurapraxie entsteht haufig durch Quetschung
oder Dehnung des Nerven.

Axonotmesis (Abb. 3B) beschreibt als traumatischer Schaden eine komplette
Kontinuitatsunterbrechung des Axons, wobei umgebendes Perineurium und Epineurium
erhalten bleiben. Eine Degeneration von Axon und Myelin findet distal zum Verletzungsort
statt. Die Heilungsaussichten einer solchen Verletzung sind dennoch sehr gut, da die
unverletzte Bindegewebshiille als Leitschiene flr nachsprossende Axone bis hin zum Zielorgan
vorliegt. Eine Operation ist meist nicht no6tig, wobei sich allerdings die klinische
Unterscheidung der verschiedenen Typen oft nicht als eindeutig darstellt (Seddon, 1942;
Weise und Schiltenwolf, 2014).

Der schwerste Verletzungsgrad Neurotmesis (Abb. 3C) bedeutet eine traumatische Verletzung
mit Kontinuitdtsunterbrechung des Nerven mitsamt der Bindegewebsstrukturen. Eine
Neurotmesis bedarf haufig einer operativen Mallnahme, eine Wiederherstellung der Funktion

findet kaum eigenstdndig statt.

A B

— - —_—
m b o o B AR o o o 4

Abbildung 3: Schematische Darstellung peripherer Nervenverletzungen: Neurapraxie (A), Axonotmesis
(B) und Neurotmesis (C)

A) Bei einer Neurapraxie findet keine Kontinuitdtsunterbrechung des Nerven statt. Axone und
Bindegewebsstrukturen bleiben erhalten. B) Eine Axonotmesis bedeutet eine
Kontinuitatsunterbrechung von Axonen, wobei Perineurium und Epineurium erhalten bleiben. C) Bei
einer Neurotmesis sind sowohl Axone als auch die Bindegewebsstrukturen durchtrennt. Blau:
Epineurium, Gelb: Axon, Rot: Schwannzellen. Keine Darstellung von Perineurium und Endoneurium.

Iy
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I1.L1.3. Periphere Nervenregeneration

Das PNS besitzt im Vergleich zum ZNS die Fahigkeit zur spontanen Regeneration. Im ZNS stellt
das fehlende Regenerationspotential die Grundlage fir diverse schwerwiegende Krankheiten
dar. Pionierarbeit auf dem Gebiet der Regenerationsfahigkeit peripherer Nerven wurde von
Aguayo und seinen Kollegen geleistet. Sie konnten eine Regeneration von ZNS Neuronen
nachweisen, nachdem sie ein peripheres Nervensegment als ,Briicke” einsetzten (Benfey und
Aguayo, 1982; David und Aguayo, 1981; Richardson et al., 1980). Diese Studien zeigen, dass
die unmittelbare Umgebung ein kritischer Faktor fir das Wiederauswachsen von Axonen
darstellt.  Schwannzellen des PNS haben eine unterstitzende Funktion bei
Regenerationsvorgangen. Oligodendrozyten, die myelinisierenden Zellen des ZNS, wirken
hingegen inhibierend auf die Regeneration (Bomze et al., 2001). Neurone des PNS regulieren
nach einer Schadigung die Expression einer Vielzahl Regenerations-assoziierter Gene hoch,
welche Axonen das Aussprossen ermoglichen (RAGS = regeneration-associated genes) (Bomze
et al., 2001; Bonilla et al., 2002; Jankowski et al., 2009; Raivich et al., 2004; Seijffers et al.,
2006). ZNS Neurone exprimieren nach einer Schadigung keine dieser intrinsischen,
Wachstums-assoziierten Faktoren. Zuséatzlich inhibieren bestimmte Moleklle im ZNS, die von
Oligodendrozyten und Astrozyten produziert werden, die Regeneration (Benson et al., 2005;
Chen et al.,, 2000; Kottis et al., 2002; McKerracher et al., 1994; Moreau-Fauvarque et al.,
2003).

Die Fahigkeit zur Regeneration von Nervenfasern des PNS basiert stark auf komplexen
Umstrukturierungen und geht mit degenerativen und regenerativen Prozessen auf beiden
Seiten der Ldsion einher.

Veranderungen der proximalen Nervenendigung

Veranderungen im Nervenzellkdrper sind abhadngig von der Stdrke der Verletzung sowie von
der Nahe des beschadigten Segmentes zum Soma. Je ndher am Soma, desto wahrscheinlicher
ist eine erfolgreiche Regeneration (Lucas et al., 1985). Aufgrund sehr langer Distanzen, die
zwischen Soma und Lasionsstelle bestehen konnen, ist eine effiziente Kommunikation zum
Soma erforderlich, die durch retrograde Signalweiterleitung erreicht wird (Rishal und
Fainzilber, 2014). Die Regeneration wird an der proximalen Nervenendigung innerhalb eines
Tages nach Verletzung durch die Chromatolyse eingeleitet (Mackey et al., 1964). Bei diesem
Vorgang l6st sich raues endoplasmatisches Retikulum (Nissl-Substanz) auf und der Nukleus

verlagert sich innerhalb des Zellkdrpers in Richtung Peripherie. Gleichzeitig wird die
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Proteinsynthese des Neurons umgestellt, sodass vermehrt Strukturproteine wie Aktin, Tubulin
und Peripherin fir das Auswachsen der Axone produziert werden (Snider et al., 2002). Neue
Axone wachsen mit einer Geschwindigkeit von durchschnittlich 1 mm pro Tag in das distale
Ende ein (Burnett und Zager, 2004). An der Spitze eines neu auswachsenden Axons bildet sich
ein  Wachstumskegel, der facherférmig in vielen dinnen Filopodien die Umgebung
wahrnimmt und auf diese reagiert (Purves et al., 2001). Neurotrophe Molekille werden von
Rezeptoren auf der Membranoberfliche aufgenommen und Uber retrograden Transport
durch das Axon zum Nervenzellkdrper transportiert (Slack et al., 1983). Auf diese Weise
wachsen Axone in Richtung von attraktiven Kontaktmolekilen und Wachstumsfaktoren und
finden schlielRlich den Weg zum distalen Nervenstumpf und durch ihn hindurch zum
Zielorgan.

Veranderungen der distalen Nervenendigung

Der distale Nervenstumpf degeneriert innerhalb weniger Stunden nach der Verletzung in
einer Weise, die als Wallerische Degeneration bezeichnet wird (Waller, 1850). Dabei werden
optimale Bedingungen fir die entgegenwachsenden Axone gebildet. Zundchst degenerieren
die nicht mehr mit dem Soma verbundenen Axonabschnitte, wobei die Bindegewebshillen
bestehen bleiben. Innerhalb von 2-3 Tagen nach der Verletzung beginnen Schwannzellen
stark zu proliferieren und sich entlang der nun leeren Bindegewebshillen in sogenannten
Hanken-Blngner-Bandern (Blngner, 1891) kettenartig aneinander zu platzieren. Diese
Formierung ergibt eine Leitstruktur fir Axone, die wahrend des Regenerationsprozesses nach
einer Verletzung neu ausgewachsen sind und sich nun in Richtung des distalen
Nervenstumpfes orientieren. Durch die zur Verflgung stehende Leitstruktur werden die
Axone bis zu ihrem Zielorgan gefiihrt (Pellegrino et al., 1986). Dadurch wird dieselbe Richtung
vorgegeben, in der das Axon auch vor der Verletzung verlief. Schwannzellen schalten durch
Suppression der Produktion bestimmter Proteine wie MBP (myelin basic protein) und P O
(Protein 0), die fir die Myelinisierung verantwortlich sind, von einem myelinisierenden in
einen nicht-myelinisierenden Modus um (Fu und Gordon, 1997). Sie phagozytieren
zusammen mit rekrutierten Makrophagen Myelin- und Zelldebris im Bereich zwischen
proximaler Nervenendigung und distalem Nervenstumpf um einen Empfang von
Wachstumskegeln der regenerierenden Axone zu erleichtern (Fairbairn et al., 2015; Stoll et
al., 1989). Zusatzlich synthetisieren Schwannzellen vermehrt Zelloberflachenproteine (CAMs =

cell adhesion molecules) wie N-CAM, Ng-CAM und N-Cadherin und steigern die Produktion
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von neurotrophen Faktoren um die Axone in ihre Richtung zu leiten (Fu und Gordon, 1997).
Fibroblasten beginnen ebenfalls in die Lasionsstelle einzuwandern und zu proliferieren; ein
Prozess, welcher den Regenerationsvorgang durch eine verstarkte Narbenbildung behindern
kann (Park et al., 2011).

Nach einer peripheren Nervenldsion arbeiten also die Nervenzellen in der proximalen
Nervenendigung mit einer erhéhten Fahigkeit zum Axonwachstum und Schwannzellen im
distalen Nervenstumpf mit einer erhdhten Bereitstellung anziehender Faktoren optimal
zusammen um eine Regeneration des peripheren Nerven zu gewahrleisten. Im besten Fall
Uberbricken die Axone die Lasionsstelle und finden ihren Weg entlang der leeren und mit
Schwannzellen ausgekleideten Bindegewebshillen bis hin zu ihrem Zielorgan, innervieren

dieses und bewirken einen Funktionswiedergewinn.

Chirurgische MalBnahmen:

Als  mikrochirurgische = MalRnahme kann eine  Zusammenflihrung der beiden
Nervenendigungen mit einer Nervennaht durchgefihrt werden (Mennen, 1999). Hierfir darf
die Licke zwischen den Endigungen nicht groBer als 5 mm sein um eine Spannung zu
vermeiden. Die Durchfihrung dieser Mallnahme wird innerhalb von 8-24 Stunden nach der
Verletzung empfohlen, in geeigneten Fallen bis maximal 10 Tage nach der Verletzung
(Leitlinienreport, 2013). Ist die Strecke zwischen den Endigungen groRer, wird als
,Goldstandard” ein autologes Nerventransplantat eingendht (Jiang et al., 2010). In diesem Fall
wird ein funktionell weniger wichtiges Nervensegment, beispielsweise vom Nervus suralis am
Unterschenkel, entnommen und als Verbindungssegment in die Nervenldsion eingenaht
(Johnson und Soucacos, 2008). Dieses dient als Hdllstruktur und ermoglicht den neu
auswachsenden Axonen von der proximalen zur distalen Nervenendigung zu gelangen. Eine
weitere Moglichkeit ist der Gebrauch von dezellularisierten Leichennerven, die als
Hallstruktur dienen (Barbour et al.,, 2015). Mit einer Nerventransplantation kénnen lange
Distanzen Uber die komplette obere Extremitat Gberbrickt werden (Elkwood et al., 2011). Die
Nervenendigungen missen vor einer Naht oft getrimmt werden bis die normalen faszikuldaren
Strukturen wieder gut erkennbar sind (Menovsky und Bartels, 1999). Es ist technisch moglich
Nerven auf faszikularer Ebene zu rekonstruieren, nicht jedoch auf axonaler Ebene (Grinsell
und Keating, 2014). Fur Lasionen < 3 cm koénnen Nervenleitschienen als Alternative zum

autologen Nerventransplantat in Betracht gezogen werden (de Ruiter et al., 2009) (siehe 11.2).
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In den Leitlinien zur Versorgung peripherer Nervenverletzungen wird keine allgemeine
Empfehlung zu Nervenersatz-Techniken gegeben, da sich diese Uberwiegend noch im
experimentellen Stadium befinden. Allenfalls bei Verletzungen sensibler Nerven und kurzen
Defektstrecken unter 2 cm kommen laut den Empfehlungen Leitschienen aus resorbierbaren
Materialien in Frage (Leitlinienreport, 2013).

Findet nach einer Neurotmesis kein operativer Eingriff statt, wachsen neu aussprossende
Axone ungerichtet aus der proximalen Endigung aus, verwachsen mit entstandenem
Narbengewebe und es bildet sich eine geknaulte Struktur, die als Neurom bezeichnet wird
(Fawcett und Keynes, 1990). Eine funktionelle Wiederherstellung ist unmaoglich. Fir den
Patienten bedeutet das eine Storung von Motorik oder Sensibilitat der betroffenen Extremitat

und eine allgemeine Minderung der Lebensqualitat (Shen und Wang, 2014).

[1.2. Nervenleitschienen

Nach einer Nervenldsion, die einen operativen Eingriff erfordert, gilt das autologe
Nerventransplantat als Goldstandard (11.1.3). Es bietet als nicht immunogenes Material die
Bereitstellung vitaler Schwannzellen und wichtiger neurotropher Faktoren fir die
Axonregeneration (Ray und Mackinnon, 2010). Eine autologe Nerventransplantation zieht
aber stets auch Nachteile mit sich. Eine zweite Operation ist nétig um den Donor-Nerven zu
entnehmen. Zudem konnen unerwilnschte Nebeneffekte wie eine schmerzhafte
Neurombildung an der Entnahmestelle auftreten (lJpma et al.,, 2006; Schlosshauer et al.,
2006). Zudem berichten Studien zwar vom Wiedergewinn der Funktion und Sensibilitdt nach
einer autologen Nerventransplantation, die Ergebnisse sind jedoch noch weit von einer
zufriedenstellenden Endlésung entfernt (Samardzi¢ et al., 1998). Die Suche nach Alternativen
fuhrte zu diversen neuen Ideen fir artifizielle Nervenleitschienen aus natlrlichen oder
synthetischen Biomaterialien. Versuche, die Nervenfunktion nach einer Verletzung
wiederherzustellen, reichen bis ins Mittelalter zuriick (of Bertapaglia, 1989; of Milan und von
Fleischhacker, 1894). Eine generelle Akzeptanz der Idee, dass periphere Nerven zur
Regeneration fahig sind, breitete sich aber erst im 19. Jahrhundert aus (Friedman et al.,
2009). Seither wurden einige erfolgreiche Versuche mit biologischen Materialien wie Arterien,
Venen und Muskelgewebe sowie mit synthetischen Materialien wie Silikonen und Polymeren
als Leitschienen unternommen (Anderson und Turmaine, 1986; Chiu et al., 1988; Glasby et al.,

1986; Schroder et al., 1993; Seckel et al., 1984). Durch innovative Materialien sowie durch
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zusatzliche neuroattraktive Molekile oder regenerationsfordernde Zellen kénnen die Erfolge
von Therapien mit Nervenleitschienen optimiert werden um letztlich das noch weit entfernte
Ziel zu erreichen, das autologe Nerventransplantat, vor allem flir lange
Regenerationsstrecken, zu ersetzen. Eine Nervenleitschiene wird, wie in Abbildung 4
dargestellt, in die proximale und in die distale Nervenendigung eingenaht. Der geschadigte
Bereich wird somit von der Leitschiene geschiitzt und neu auswachsende Axone werden bei

der Regeneration in Richtung der distalen Nervenendigung unterstutzt.

Distale Nervenendigung Proximale Nervenendigung
A 07\
N N/
/!

Nervenleitschiene

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Nervenleitschiene

Eine Nervenleitschiene wird in die proximale und in die distale Nervenendigung
eingendht und umschliefft den Bereich der Nervenldsion. Neu auswachsende Axone
kénnen in Richtung der distalen Nervenendigung wachsen und werden dabei von der
Nervenleitschiene geschiitzt.

I1.2.1. Materialien fir die Herstellung von Nervenleitschienen

Eine Vielzahl von Materialien wird flir die Herstellung von Leitschienen fiir die periphere
Nervenregeneration untersucht. Dabei missen bestimmte Kriterien erfillt werden. Das
Material muss in die definierte Struktur eines Nervenréhrchens gebracht werden kénnen. Es
muss kompatibel mit mikrochirurgischen Techniken sein um es in eine Nervenldsion einsetzen
zu konnen. Zudem muss es biokompatibel und nach einer bestimmten Zeitspanne
bioresorbierbar sein. Weitere Eigenschaften wie Elastizitat, Flexibilitat, Modifizierbarkeit mit
funktionellen Gruppen, EinfGhrung interner Strukturen und letztlich die Wirtschaftlichkeit
erhéhen die Schwierigkeit eine ideale Nervenleitschiene herzustellen. Eine grobe Unterteilung

moglicher Materialien erfolgt in biologische und synthetische Materialien.
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Biologische Materialien auf Proteinbasis sind beispielsweise Kollagen, Elastin, Fibrin und Seide,
auf Polysaccharidbasis Agarose, Alginat, Hyaluron und Chitosan (Baldwin und Kiick, 2010;
Gagner et al., 2014). Ein entscheidender Vorteil biologischer Materialien ist ihre zuverlassige
Bioresorbierbarkeit (Kalbermatten et al., 2009; Wolfe et al., 2012). Nachteilig wiederum stellt
sich die Herkunft aus tierischen Quellen und das damit verbundene, wenn auch geringe,
Risiko der Krankheitslibertragung und der AbstoRung aufgrund allergischer Reaktionen dar.
Biologische Materialien sind meist teurer als ihre synthetischen Alternativen, zeigten aber in
einigen Studien bereits sehr erfolgsversprechende Ergebnisse (Kalbermatten et al., 2009;
Yang et al., 2007; Yoshii et al., 2002).

Synthetische Materialien sind meist Polymer-basiert. Polyglycolsaure (PGA = polyglycolic acid)
oder Polymilchsaure (PLA = polylactid acid), aber auch Silikone, mit dem Nachteil der
fehlenden Bioresorbierbarkeit, werden verwendet. Haufig finden auch Hydrogel-basierte
Ansatze Einsatz, in die wiederum biologische Materialien wie Kollagen oder Laminin
eingearbeitet sind (Labrador et al., 1998). Der grolle Vorteil synthetischer Materialien ist die
gute Reproduzierbarkeit der chemischen Zusammensetzung, die Moglichkeit mechanische
Eigenschaften gezielt und einfach zu modifizieren und der glnstige Herstellungspreis.
Dennoch haben es bisher nur wenige synthetische Nervenleitschienen bis zur Marktzulassung
geschafft. Kommerziell erwerbliche Nervenleitschienen sind beispielsweise NeuraGen®
(Integra, Typ | Kollagen), Neurotube® (Synovis, PGA), QiGel® (Medovent, Chitosan) und
RevolNerve® (Orthomed, Typ | und Typ Il Kollagen).

Die Weiterentwicklung von Leitschienen schreitet stetig voran. Die Basisform von
Nervenleitschienen ist eine einzige hohle rohrahnliche Struktur, die eine geschitzte
Umgebung und mechanische Fiihrung fur die neu auswachsenden Neuriten bietet. Zusatzlich
gibt es zahlreiche Fortschritte zu dieser einfachen Struktur, beispielsweise die Fillung des
Lumens mit internen Strukturen (Gu et al., 2011). Anstelle einer rohrdhnlichen
Nervenleitschiene gibt es auch sogenannte Nerve Wraps, die vor allem bei
Nervenkompressionen zum Schutz um die Lasion herumgewickelt werden (Masear, 2011;
Soltani et al., 2014). Diese lassen sich wiederum nicht mit internen Strukturen versehen.
Genauso vielfaltig wie die zu verwendenden Materialien sind die Herstellungsmoglichkeiten
von Nervenleitschienen. Techniken reichen vom Aufrollen der Fasergeflechte (ber
Prazipitation der Materialien auf einer rotierenden Spindel bis hin zu neuartigen 3D-
Druckverfahren (Li et al., 1992; Molander et al., 1982; Zhu et al.,, 2014). Es lassen sich
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topografische Modifizierungen wie Rillen oder Kanale einarbeiten, die aufgrund der
Ahnlichkeiten zur nativen Nervenstruktur mit ihren lammelenférmigen Bindegewebsstriangen
aulerst vielversprechend sind und einen direkten Einfluss auf Zelladhasion oder Zellmigration

nehmen kdnnen (Yang et al., 2009).

[1.2.2. Unterstitzende Faktoren

Die Einarbeitung neurotropher Faktoren zur Unterstitzung des Auswachsens von Neuriten ist
eine effektive Optimierungsmaglichkeit von Nervenleitschienen. Die Idealvorstellung ist eine
Leitschiene, in der ein oder mehrere Faktoren in einer exakt eingestellten Konzentration bzw.
in einem Konzentrationsgradienten vorliegen und deren Freisetzung bei Bedarf an- oder
abgeschaltet werden kann. Von besonderem Interesse ist NGF (Nerve Growth Factor) mit
seinem stimulierenden und protektiven Effekt auf periphere Nervenzellen (Rich et al., 1987;
Xu et al., 2003; Yip et al., 1984). Weitere bekannte neurotrophe Faktoren sind BDNF (Brain-
Derived Neurotrophic Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) GDNF (Glial-Derived
Neurotrophic Factor) |GF-1/IGF-2 (Insulin-like Growth Factor), NT-3/NT-3/4 (Neurotrophin)
(Fine et al., 2002; Fujimoto et al., 1997; Sjoberg und Kanje, 1989; Sterne et al., 1997). Die
Wachstumsfaktoren kénnen Uber verschiedene Wege in die Nervenleitschienen eingebracht
werden. Die traditionelle Methode, eine exogene Zugabe durch Injektion, fihrt zu einem
einzigen Konzentrations-Hohepunkt direkt nach der Applikation. Durch alternative Methoden
wird versucht die jeweiligen Wachstumsfaktoren in einer definierten Konzentration Uber
einen langeren Zeitraum in der Nervenleitschiene zu erhalten. Ein Beispiel ist die Degradation
von Mikrospharen, in welche die Wachstumsfaktoren eingeschlossen sind und aus denen sie
in definierter Menge freigegeben werden, oder die Inkorporation der Faktoren in
synthetische Scaffolds (Goraltchouk et al., 2006; Whitaker et al., 2001). Auch hierbei kann die
Degradationszeit stark variieren und es ist keine zeitliche Kontrolle der Dosierung moglich. Die
kontrollierte Produktion der gewlnschten Faktoren durch Plasmide oder virale Vektoren von
Zellen, die in die Nervenleitschiene eingebracht wurden, ist ein Versuch diese Problematik zu
umgehen. Jimenez et al. und McConnell et al. ist es mit transfizierten HEK-293 Zellen und
einem induzierbarem Expressionssystem gelungen in vitro und in vivo eine regulierte NGF

Sekretion zu erreichen (Jimenez et al., 2004; McConnell et al., 2004).
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11.2.3. Unterstltzende Zellen

Die Rolle von Schwannzellen in der peripheren Nervenregeneration als Wachstumssubstrat
und als Produzent wichtiger Wachstumsfaktoren ist bekannt (I1.1.3). Die naheliegende Losung,
Schwannzellen in Nervenleitschienen zu applizieren ist zwar umsetzbar (Armstrong et al.,
2007; Levi et al., 1994), l6st aber nicht die Problemstellungen der Immunogenitdt bei
allogenen Spendern, der Zelliberlebensrate nach Implantation, der Herkunft und in vitro
Expansion der Zellen. Fortschritte in der Stammzellforschung zeigen neue Quellen fir
zellulare Unterstltzung in der peripheren Nervenregeneration auf. Neben Stammzellen aus
dem Knochenmark (Chen et al.,, 2007; Cuevas et al.,, 2002, 2004) bewirkten auch Fett-
abgeleitete Stammzellen (Liu et al., 2011; Radtke et al., 2009; di Summa et al., 2010) und
Vollhaut-abgeleitete Stammzellen (Biernaskie und Miller, 2010; McKenzie et al., 2006) eine
verbesserte Regeneration von peripheren Nervenldsionen.

Zellbasierte Systeme stellen eine Alternative zu zellfreien Systemen dar und bieten ein groRes
Potential fir weitere Forschung auf diesem Gebiet. Neben diversen noch zu untersuchenden
Zell-Zell und Zell-Matrix Wechselwirkungen bleibt aber auch die praktische Umsetzbarkeit fir
eine potentielle klinische Anwendung noch eine groRe Herausforderung und es ist
anzunehmen, dass es noch viele Jahre dauern wird bis mit autologen Zellen besiedelte

Nervenleitschienen klinische Routine sind (Bell und Haycock, 2012).

[1.3. Adulte Stammzellen und ihre Anwendungsmaoglichkeiten

Adulte Stammzellen sind gewebespezifische Stammzellen. Sie sind undifferenziert und
befinden sich mit anderen differenzierten Zellen in einem Gewebe oder Organ. Sie besitzen
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, aber auch zur Differenzierung in die spezialisierten
funktionellen Zelltypen des Gewebes oder Organs. Im erwachsenen Organismus halten adulte
Stammzellen die Homoostase aufrecht und tragen zur Regeneration von Geweben bei
(Marshak et al., 2001). Sie befinden sich in sogenannten Stammzell-Nischen in einem
Ruhezustand. Die Nische beschreibt das umgebende Mikromilieu. Durch spezifische externe
Signale der Nische und durch intrinsische genetische Faktoren innerhalb der Zelle kann ihre
Funktion in Richtung Selbsterneuerung oder Differenzierung angeregt werden. (Jones und
Wagers, 2008; Li und Xie, 2005). Adulte Stammzellen sind multipotent, kénnen also der

Definition nach keinen kompletten Organismus bilden, sondern nur in Zelltypen ihrer eigenen
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Abstammungslinie differenzieren. Studien haben diese strikte Linien-Spezialisierung jedoch in
Frage gestellt. Unter bestimmten Bedingungen kdénnen adulte Stammzellen
transdifferenzieren und zu einem viel groReren Spektrum an differenzierten Abkémmlingen
beitragen als zuvor angenommen (Bjornson et al.,, 1999; Ferrari et al.,, 1998). Bei der
Transdifferenzierung differenziert eine Stammzelle einer spezifischen Abstammungslinie in
eine Zelle einer anderen Linie und verliert dabei ihre urspringlichen gewebespezifischen
Marker und Funktionen, wahrend sie jene des transdifferenzierten Zelltyps annimmt (Wagers
und Weissman, 2004). Das Konzept dieser Plastizitdt adulter Stammzellen bedeutet ein
flexibleres Differenzierungspotential und somit eine mdgliche Reaktion auf eine Vielzahl
regenerativer Signale aus der Mikroumgebung der Stammzellen (Blau et al.,, 2001).
Verschiedene zellulare Komponenten innerhalb einer Stammzellnische nehmen Einfluss auf
das Gleichgewicht der Stammzellen: 1) Die Stammzellen selbst durch autokrine Signale und
ihre direkten Abkommlinge durch parakrine Signale 2) Benachbarte mesenchymale oder
stromale Zellen durch parakrine Signale 3) Komponenten der extrazelluldre Matrix durch Zell-
Zell Kontakte 4) Externe Signale von BlutgefalRen, Neuronen oder Immunzellen aulRerhalb des
Gewebes (Abb. 5). Die Aktivitat der Stammzellen wird durch ein Zusammenspiel dieser
Faktoren strikt moduliert (Rezza et al., 2014). Genauso essentiell wie ein regulierter
Ruhestatus und eine stetige Selbsterneuerung von Stammzellen ist eine Aktivierung zur
Geweberegeneration. Dieser Mechanismus wird ausschlieSlich durch externe Signale
aktiviert. Eine Vielzahl von Signalwegen steuert zum Ruhestatus, zu Selbsterneuerung und zur
Aktivierung von Stammezellen in ihrer Nische bei, wobei Signale der TGF beta Superfamilie, der
Wnt Signalweg und der Notch Signalweg als die wichtigsten Signalwege beschrieben sind
(Rezza et al., 2014). Ein Verstandnis der Vorgange innerhalb der Stammzellnische und der
Funktionen der verschiedenen Komponenten ermdglicht es diese in vitro gezielt zu
manipulieren. Stammzellen bei verschiedenen physiologischen Konditionen und
Erkrankungen gezielt zu (trans)differenzieren, zu erneuern oder ruhigzustellen bedeutet

ausschlaggebende Fortschritte fir zukinftige klinische Anwendungsfelder.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer adulten Stammazellnische

Eine Vielzahl von Signalen aktiviert oder inhibiert die Differenzierung von Stammzellen. In
einer Stammzellnische wirken intrinsische Faktoren wie benachbarte Zellen oder
Komponenten der extrazellularen Matrix und extrinsische Signale von Blutgefdlien,
Nervenzellen oder Immunzellen auf die Stammzellen. Auch die Stammzellen selbst (blau)
oder ihre direkten Abkommlinge (rot) nehmen durch autokrine bzw. parakrine Faktoren
Einfluss auf Differenzierungsvorgange. + = Inhibierende Wirkung, <« = Aktivierende
Wirkung. Abbildung nach Mihaylova (Mihaylova et al., 2014).

[1.3.1. Quellen adulter Stammazellen

Adulte Stammzellen finden sich in verschiedenen Geweben und Organen. Die am besten
untersuchten und klinisch genutzten adulten Stammzellen sind hamatopoetische und
mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks (Santos und Ventura-Junca, 2012). Bereits in
den 50er Jahren flihrte E.D. Thomas erste Experimente mit Stammzellen aus dem
Knochenmark an Hunden durch und eroffnete nach der ersten erfolgreichen
Knochenmarkstransplantation zur Behandlung eines Leukdmie-Patienten 1957 neue Wege zur
Geweberegeneration (Thomas, 2005; Thomas et al., 1957). Nach Thomas, der die Zellen aus
dem eineiigen Zwilling des Patienten gewann, transplantierte Mathe 1959 erstmals
Knochenmarksstammzellen aus einem allogenen Spender (Mathe et al., 1959).

Mesenchymale Stammzellen konnen ebenfalls aus Nabelschnur (Hayward et al., 2013) und
Nabelschnurblut (Rao et al.,, 2012) und diversen anderen Geweben wie Fett, Skelettmuskel
oder Dermis gewonnen werden (Bosch et al., 2000; Young et al., 2001; Zuk et al.,, 2001).
Mesenchymale Stammzellen finden bereits Einsatz in verschiedenen regenerativen Ansatzen.
Das Ziel ist, Patienten nach schweren Unféllen oder bei chronischen Krankheiten zu

therapieren, bei denen die kdrpereigene Fahigkeit nicht ausreicht funktionelles Gewebe,
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beispielsweise Herzgewebe, Haut oder Nervengewebe wiederherzustellen (Falanga et al.,
2007; Orlic et al., 2001; Venkataramana et al., 2010).

Adulte neuronale Stammezellen existieren in einigen wenigen Regionen des Gehirns und
sorgen strikt kontrolliert fur die Neubildung von Zellen des zentralen Nervensystems
(Bergstrom und Forsberg-Nilsson, 2012). Die Selbsterneuerung neuronaler Stammzellen ist
sehr limitiert, ihre Regulation erfolgt aber ebenso wie fiir andere adulte Stammzellen in
physiologischen und pathologischen Konditionen durch extrinsische und intrinsische Signale
(Decimo et al., 2012).

Aus Drisengeweben wie Pankreas und Speicheldrise kénnen ebenfalls adulte Stammzellen
gewonnen werden (Gorjup et al., 2009; Kruse et al., 2004). Besonders interessant flir Ansatze
der regenerativen Medizin sind adulte Stammzellen, die leicht zugdnglich sind und minimal-
invasiv aus dem Patienten isoliert werden kénnen. Damit stellt sich die Haut mit ihren
Hautanhangsgebilden als optimale Stammzellquelle dar. Sowohl epidermale als auch
mesenchymale Stammzellen lassen sich aus einer Hautbiopsie gewinnen. Als sehr
vielversprechend stellen sich auch Stammzellen dar, die an Hautanhangsgebilde assoziiert
sind und somit sehr spezifisch lokalisiert vorliegen. Etabliert sind Haarfollikelstammzellen aus
der Verdickung des Haarbalgs (Amoh et al., 2009) oder des Haar-AuRenschaftes (Savkovic et
al., 2012), Talgdrisen-assoziierte Stammzellen (Fuchs und Horsley, 2008) und Schweidriisen-
assoziierte Stammzellen (11.3.2) (Nagel et al., 2013). An diese Hautanhangsdrisen assoziiert
befinden sich Stammzellpolulationen, die den Stammzellmarker Nestin exprimieren (Hoffman,
2007; Tiede et al., 2009). Nestin ist ein Intermediarfilament und urspringlich als Marker fur
neuronale Stamm- oder Progenitorzellen wahrend des sich entwickelnden ZNS bekannt
(Lendahl et al, 1990). Es wurde spater auch in proliferierenden endothelialen
Progenitorzellen (Suzuki et al., 2010) und im Mesenchym von Haarfollikeln, Talgdrisen und
Schweilldrisen detektiert (Tiede et al., 2009) und ist im Gegensatz zu embryonalen Geweben,
wo es migrierende und proliferierende Zellen wahrend der Embryogenese markiert,
hauptsdchlich in regenerierenden Gewebebereichen zu finden (Wiese et al., 2004).

Im Jahr 2007 ist es erstmals gelungen, adulte ausdifferenzierte Fibroblasten des Menschen in
einen pluripotenten Status zurilickzusetzen. Die so entstandenen iPS Zellen (induziert
Pluripotente Stammzellen) weisen in Morphologie, Proliferationsvermogen,
Oberflachenantigenen und Genexpressionsprofil Ahnlichkeiten zu embryonalen Stammzellen

auf. Der Ubergang in den pluripotenten Status kann durch die Transkriptionsfaktoren Oct3/4
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(Octamer-binding Transcription Factor 3/4), Sox2 (Sex determining Region Y-Box 2), KlIf4
(Kriippel-like Factor 4), und c-Myc retroviral induziert werden. Diese reprogrammierten Zellen
konnen in Zelltypen aller drei Keimblatter differenzieren. Somit ergibt sich die Mdaglichkeit
patienten- und krankheitsspezifische Stammzellen zu generieren und diese fir
Medikamentenscreenings, Toxizitatstests und die Forschung nach Krankheitsursachen
einzusetzen (Takahashi et al., 2007). Die Nutzung retroviraler Vektoren, die in das Genom

integrieren, verhindert allerdings eine risikolose Nutzung fur klinische Zwecke.

I1.3.2. Schweilldriisen-abgeleitete Stammzellen

Aus SchweilRdrisen lassen sich adulte Stammzellen isolieren und in Kultur bringen.
SchweilRdrisen koénnen aus einer Achselhautbiopsie gewonnen werden, aber auch aus
anderen Hautarealen wie Bauch-, Brust- oder Oberschenkelhaut. In der Achselhaut sowie im
Perigenitalbereich finden sich hauptsachlich apokrine Schweilldrisen, welche in die
Haarfollikel minden. Ekkrine SchweiRdrisen sind Gber die gesamte Kdrperoberflache verteilt
und munden direkt in die Hautoberflache (Lullmann-Rauch, 2003). Sowohl aus apokrinen als
auch aus ekkrinen SchweilRdrisen lassen sich adulte Stammzellen gewinnen. In der
Fraunhofer EMB konnten diese Stammzellen mit einem seit 2006 patentierten Verfahren
(Kruse, 2006) isoliert, kultiviert und auf ihr multipotentes Differenzierungspotential
charakterisiert werden. Die isolierten Stammzellen zeigten eine stabile Proliferation in vitro
und exprimierten zu 80 % den adulten Stammzellmarker Nestin (Petschnik et al., 2010).
Nestin-positive Stammzellen sind im Stroma apokriner und ekkriner SchweiflRdrisen lokalisiert
und werden im Folgenden als humane Schweilldrisen-abgeleitete Stammzellen (hSGSCs,
human Sweat Gland Derived Stem Cells) bezeichnet (Nagel et al, 2013). Das
Regenerationspotential von hSGSCs konnte bereits in der dermalen Wundheilung
nachgewiesen werden, wo durch hSGSCs eine verbesserte Vaskularisierung in einem Vollhaut-
Defekt der Ratte erzielt werden konnte (Danner et al., 2012). In einem xenogenen Ko-Kultur
Modell mit Rattenhirn-Biopsien wurde eine gerichtete Differenzierung in die neuronale
Richtung induziert (Petschnik et al.,, 2011). Diese Erfolge zeigen eine mogliche klinische

Relevanz von hSGSCs fur zuklnftige regenerative Therapieansatze auf.

I1.3.3. Anwendungsmoglichkeiten

In der modernen Medizin liegt ein Fokus auf der unterstitzten Regeneration von Geweben.

Der physiologische Prozess einer Wundheilung beim Menschen konzentriert sich in der Regel
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auf den Wundverschluss mit damit einhergehender Vernarbung (Kawasumi et al., 2013). Die
Fahigkeit zur Regeneration, also der Neubildung von Gewebe, ist bei einigen Organismen wie
beispielsweise dem Axolotl (Ambystoma mexicanum) stark ausgepragt (Gurtner et al., 2008;
Reinke und Sorg, 2012). Auch die menschliche Fingerkuppe zeigt im Vergleich zu anderen
Korperarealen eine sehr groRes regeneratives Potential (Kisch et al., 2015). Das Wissen Uber
solche modglichen Regenerationsprozesse, verbunden mit modernen technischen
Gegebenheiten, ermdglicht in der heutigen Zeit neue Therapieansatze. Besonders autologe
adulte Stammzellen aus leicht zu erschlieBenden Korperarealen stellen sich als
vielversprechende Basis flr diverse Stammzelltherapien dar.

Seit den ersten Stammzelltransplantationen mit Knochenmarksstammzellen in den 50er
Jahren (Mathe et al, 1959; Thomas, 2005; Thomas et al., 1957) sind viele
Behandlungsmethoden etabliert, bei denen autologe oder allogene multipotente
Stammzellen aus dem Knochenmark angeborene und erworbene Erkrankungen wie
Immundefekte, Andmien oder Leukdmien therapieren (Amorin et al., 2014; Battiwalla und
Hematti, 2009). Die gezielte Differenzierung adulter Stammzellen stellt auch fir die
Behandlung anderer Krankheiten eine erfolgsversprechende Therapieform dar. Denkbar sind
hierbei prinzipiell alle Erkrankungen, bei denen es zur Gewebedegeneration kommt. In
Kardiomyozyten differenzierte Stammzellen konnten geschadigte Regionen nach einem
Herzinfarkt ersetzen, in Knorpelzellen differenzierte Stammzellen konnten der
Knorpeldegeneration entgegenwirken und in Betazellen differenzierte Stammzellen kénnten
ihren Einsatz bei Diabetespatienten finden. Von besonderem Interesse sind auch
Stammzellen, die sich in Neurone oder Gliazellen differenzieren lassen und somit
neurodegenerative Vorgdnge bei Alzheimer oder Parkinson verhindern oder verlangsamen
und nach einem Schlaganfall degeneriertes Gewebe ersetzen konnten (Sakthiswary und
Raymond, 2012). Ebenso wie flr das ZNS sind auch fiir Lasionen im PNS die unterstitzenden
Effekte von Stammzellen eine Hoffnung fir bessere Heilungsaussichten. Eine neuartige
Therapieform mit adulten Stammzellen aus dem Limbus wurde in Europa im Februar 2015
zugelassen. Dieses ATMP (Advanced Therapy Medicinal Product), Holoclar®, soll nach
Verbrennungen oder Veratzungen die Cornea des Auges regenerieren und lieferte in Studien

vor der Zulassung vielversprechende Ergebnisse (Pellegrini et al., 1997; Rama et al., 2010).
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Der regenerative Effekt humaner Stammzellen wird haufig nur ihrem Differenzierungs-
potential in die verschiedenen Zelltypen der Zielgewebe zugeschrieben (Wu et al., 2007).
Zusatzlich aber beeinflussen parakrine Effekte die Regenerationsprozesse erheblich (Baraniak
und McDevitt, 2010). Fir hSGSCs wurde die Produktion verschiedener bioaktiver Molekile

nachgewiesen, unter anderem MMP-9, TIMP-1, VEGF, IGFBP-3 und IL-8 (Danner et al., 2012).

I.4. Modelle fiir die periphere Nervenregeneration

Studien an peripheren Nerven erfordern fir in vivo Modelle oft eine hohe Anzahl an Tieren.
Das am haufigsten genutzte Modell dafiir ist der Nervus ischiadicus (Ischiasnerv) der Ratte. Als
Versuchstiere dienen aber auch Maus, Kaninchen, Hund, Katze, Schaf, Affe oder Schwein.
Keines dieser Tiermodelle kann allerdings die Vorgiange wahrend der peripheren
Nervenregeneration im Menschen optimal reprdsentieren (Angius et al., 2012). Allein schon
die grolRe Distanz der zu regenerierenden Nervenldasion vom Nervenzellkorper, beispielsweise
bei einer Nervenverletzung an der Hand, ist nicht im Tierversuch nachzubilden. Um die
Prozesse wahrend der peripheren Nervenregeneration zu untersuchen wird im Tier eine
Nervenldasion gesetzt, die folglich zu einem Verlust der Sensorik und Motorik in der
betreffenden Extremitat fihrt. Dieser Verlust wiederum fihrt in den Versuchstieren haufig zu
einer Selbstverstimmelung (Wall et al., 1979). Daten sind bei solchen Vorfallen schwierig
oder gar nicht zu erheben und die Versuche missen vorzeitig abgebrochen werden. An dieser
Stelle sollten Alternativen fir den Tierversuch in Betracht gezogen werden. Viele
Fragestellungen konnen durch Zelllinien oder Primérzellen als in vitro Modelle beantwortet
werden. Somit kann auch die Anzahl folgender Tierversuche vermindert werden.

Das authentischste in vitro Modellsystem fir die periphere Nervenregeneration sind primare
Nervenzellen aus dorsalen Hinterwurzelganglien (DRG, Dorsal Root Ganglia). Diese Zellen
lassen sich aus pranatalen (Wang und Marquardt, 2012), postnatalen (Horie und Kim, 1984)
und adulten (Scott, 1977) DRG isolieren und in Kultur bringen. Wie in I.1.1 beschrieben
handelt es sich um Zellkérper von Neuronen, die Signale Uber sensible Nervenfasern in
Richtung Rlckenmark leiten. Eine Isolation solcher Zellen aus ihrer physiologischen
Umgebung bedeutet im Prinzip eine Nervenlasion direkt am Soma der Nervenzelle. In der
Kulturschale kdnnen Regenerationsprozesse als Auswachsen von Neuriten beobachtet
werden. Ein Einfluss auf die periphere Nervenregeneration durch bestimmte Substanzen,

Zellen oder andere Faktoren kann statt direkt im Tiermodell an DRG Neuronen in vitro
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getestet werden. Standardmalig werden hierfir meist DRG der Ratte verwendet, aber auch
die Maus kann als Modellorganismus fir DRG Neurone gewdhlt werden.

Es besteht auch die Moglichkeit DRG Zelllinien zu erwerben, beispielsweise ,F11“ oder
,ND7/23“ (Sigma-Aldrich). Fur bestimmte Versuchsvorhaben kann die Verwendung
immortalisierter Zellen einen Vorteil bieten, primare DRG Neurone jedoch stellen die
physiologische Situation einer Nervenldsion besser dar. Zelllinien fehlen zum Teil
Oberflachenrezeptoren oder sie sind nicht elektrisch aktiv. Zudem stellt allein die
Immortalisierung eine Abweichung vom nativen Zustand der Zelle dar. Eine weitere
Moglichkeit ist die Verwendung von ganzen Spinalganglien aus Ratte oder Maus. Anstelle
einer Zellisolation werden die DRG als groRes Zellaggregat direkt kultiviert und ein
sternformiges Auswachsen der Neuriten beobachtet.

Versuche mit Nervenleitschienen, fur die der Einsatz von Versuchstieren zwingend
erforderlich scheint, konnen ebenfalls zuvor im in vitro Modell beurteilt werden. Die
Zellbesiedlung von Nervenleitschienen beispielsweise ist ein Prozess, der vor dem Einsatz ins
Tier im in vitro Modell umfassend charakterisiert werden kann. Bei der Forschung an der
peripheren Nervenregeneration sollte die Versuchsplanung im Sinne des 3R-Konzeptes
(Replacement, Reduction, Refinement) erfolgen und Modelle bevorzugt werden, die
Versuchstierleiden vermeiden oder bestméglich vermindern (Russell und Burch, 1959).

Ein Schema, das von Stefano Geuna entworfen wurde (Geuna et al., 2015), verdeutlicht die
Einordnung der hier beschriebenen in vitro Modelle im Hinblick auf ethische Aspekte, Kosten
und technischen Aufwand und in Relation zur Ahnlichkeit zum komplexen in vivo Modell
(Abb. 6). Durch in vitro Analysen mit neuronalen Zelllinien bestehen keine ethischen Konflikte
und der Kosten- und technische Aufwand sind gering. Der Gebrauch von Primérzellen (DRG
Neurone) und organotypischen Modellen (DRG Explant) bietet eine groRere Ahnlichkeit zum
in vivo Modell, erfordert jedoch einen héheren technischen Aufwand, héhere Kosten und fir
die Tierpraparation eine ethische Prifung. Versuche am in vivo Modell missen aufgrund
ethischer Fragestellungen im Rahmen eines Tierversuchsantrages geprift werden und

bedeuten einen grolRen technischen Aufwand sowie hohe Kosten.
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Abbildung 6: Schema von in vitro Modellen fiir die periphere Nervenregeneration
Die Modelle sind im Treppenmodell anhand der ethischen Aspekte, der Kosten

und des technischen Aufwands in Relation zu den Unterschieden zum in vivo

Modell sortiert. Abbildung nach Geuna (Geuna et al., 2015).
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[1.5. Ziel dieser Arbeit

Neben der Etablierung von Isolation und Kultivierung SchweilRdrisen-abgeleiteter
Stammzellen (hSGSCs) wurde an der Fraunhofer EMB bereits ihr therapeutisches Potential fur
die dermale Wundheilung nachgewiesen.

In dieser Arbeit sollten hSGSCs fiir eine potentielle Verwendung in der Therapie peripherer
Nervenldsionen in vitro charakterisiert werden.

Fir die Durchfiihrung von in vitro Versuchen mit peripheren Nervenzellen sollten zundchst die
Isolations- und Kultivierungsbedingungen von adulten und pranatalen DRG Neuronen
etabliert und optimiert werden. Ebenso sollten die optimalen Bedingungen fiir eine Ko-
Kultivierung von DRG Neuronen und hSGSCs bestimmt werden.

In Ko-Kultur Experimenten sollte der gegenseitige Einfluss von hSGSC und DRG Neuronen
untersucht werden um das Verhalten der Zellen in einer potentiellen Therapie von
Nervenldasionen zu simulieren.

Durch Analysen zum Auswachsen von Neuriten sollte nach der Ko-Kultivierung untersucht
werden, ob hSGSCs einen stimulierenden Einfluss auf DRG Neurone haben. Der Effekt der
DRG Neurone auf hSGSCs sollte sowohl auf Genexpressionsebene als auch auf Zytokinebene
charakterisiert werden. Dabei sollte untersucht werden, ob die Zellen einen parakrinen
Einfluss aufeinander austiben und ob Umgebungsfaktoren im Medium zu einer veranderten
Genexpression oder Zytokinproduktion fhren.

Flr einen potenziellen therapeutischen Einsatz von hSGSCs sollte ein erstes Konzept fiir die
Besiedlung von Nervenleitschienen etabliert werden, mit dem hSGSCs in periphere
Nervenlasionen eingebracht werden kénnen.

Es war das Ziel das regenerative Potenzial von hSGSCs in der peripheren Nervenregeneration
zu evaluieren und das Verhalten der Zellen unter verschiedenen Umgebungsbedingungen, vor

allem im Hinblick auf die spatere in vivo Situation, bestmoglich zu charakterisieren.
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I1l. Material und Methoden

[.1. Material

[11.1.1. Reagenzien und Chemikalien

3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
4’,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

Aceton

B-27 Supplement (Lot: 687879)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dispase Il, neutrale protease

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
high glucose + L-Glutamine
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS)

Fetales Kalberserum (FKS)

Fibrinogen aus humanem Plasma

Fluoresceindiacetat (FDA)
Kollagenase NB 8

L-15 Medium

Laminin, Typ 1
L-Glutamin

MEM Earle’s

Methanol

Nerve Growth Factor (NGF) 2.5S
Neurobasal

Neurobasal A
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/ Streptomycin

Material und Methoden

Roth, Deutschland

Roche, Schweiz

Roth, Deutschland

Gibco, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich
Sigma-Aldrich, Deutschland
Roche, Schweiz

Gibco, Deutschland

Gibco, Deutschland
PAA Laboratories, Osterreich

Calbiochem, Uber Merck-Millipore,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Serva, Deutschland

Gibco, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
PAA Laboratories, Osterreich
Biochrom, Deutschland
Roth, Deutschland

Gibco, Deutschland

Gibco, Deutschland

Gibco, Deutschland
Merck-Millipore, Deutschland

PAA Laboratories, Osterreich
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Poly-L-Lysin hydrobromid,
Molekulargewicht >300,000
Propidiumiodid (PI)

Reagenz A (Lysepuffer)
Reagenz B (Stabilisierender Puffer)

Thrombin aus humanem Plasma

Tissue-Tek® OCT
Triton-X 100
Trypsin/EDTA
Tween 20
Vectashield®
Ziegennormalserum

B-Mercaptoethanol

111.1.2. Kits

Proteome Profiler —

Human Cytokine Array Panel A
Proteome Profiler —

Human XL Cytokine Array
QuantiFast SYBR Green PCR Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Plus Mini Kit

Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
Chemometec, Dadnemark
Chemometec, Dadnemark

Calbiochem, Gber Merck-Millipore,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Deutschland
Fluka , Schweiz

PAA Laboratories, Osterreich
VWR, Deutschland

Vector Laboratories, USA

Vector Laboratories, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland

R&D Systems, Deutschland

R&D Systems, Deutschland

Qiagen, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Qiagen, Deutschland
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[11.1.3. Verbrauchsmaterialien

100 pum Filter CellTrics®

Chamber Slides (4-Well)

Deckglaser (13 mm)

Einfrierboxen Coolcell®
Einweg-Spritzen Omnifix® (5 ml)
Kryo-Réhrchen, 2 ml
Micro-Assay-Plate 96-Well, black, clear bottom
NeuraGen® Nervenleitschienen
Nucleo Cassette™

Objekttrdager Super Frost

PCR Platte (96-Well)

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter)
ReaktionsgefaRe (1,5 ml und 2 ml)
ReaktionsgefdaRe (15 ml und 50 ml)

Serologische Pipetten
(5, 10, 25, 50 ml)
Skalpelle

Sterilfilter (0,45 um)

ThinCerts™ Zellkultureinsatze (6- und 24-Well,
0.4 um PorengroRe, Transparent)
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 150 cm?)

Zellkulturplatten (6- und 24-Well)

Zellkulturschalen (22,1 cm?, 60,1 sz)

1.1.4. Gerate

Array Scanner Axon GenePix®
Brutschrank

Chemilumineszenz-Detektor Fusion SL
Fluoreszenzmikroskop AxioObserver Z.1
Fluoreszenzmikroskop Axioskop2 mot plus

Kryotom HM560

Material und Methoden

Partec, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
VWR, Deutschland
Biocision, USA

Braun, Deutschland

TPP, Schweiz

Greiner, Deutschland
Integra LifeSciences, USA
Chemometec, Danemark
Roth, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Costar, Uber VWR, Deutschland

Braun, Deutschland
Roth, Deutschland

Greiner, Deutschland

TPP, Schweiz
TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

Molecular Devices, USA

Binder, Deutschland

Vilber Lourmat, Uber Fisher Biotec, Australien
Zeiss, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Microm Deutschland)
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Laser Scanning Mikroskop LSM 710
Mikroplattenleser Mithras LB 940
Nanodrop-Spektrophotometer ND-1000
PCR Cycler Mastercycler Realplex’
QlAcube

Schittler GFL 3031
Stereomikroskop Discovery.V8
Stereomikroskop Stemi 2000-C
Thermocycler Mastercycler
Wasserbad

Zeitraffer-Mikroskop Olympus IX81

Zellzihler Nucleocounter®

[11.1.5. Software

AxioVision 4.8

Cell"3.1

Gene Pix® Pro 7

Imagel 1.46r

Inkscape 0.48.4

Microsoft Office Anwendungen 2010
Mikrowin 2000

ND-1000 V3.5.2

Prism 5.04

Realplex 2.2

VesSeg Tool V0.1.4

Material und Methoden

Zeiss, Deutschland
Berthold Technologies, Osterreich
Paglab, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Qiagen, Deutschland
Hassa, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Memmert, Deutschland
Olympus, Japan

Chemometec, Danemark

Carl Zeiss AG, Deutschland
Olympus, Japan

Molecular Devices, USA

National Institutes of Health,USA
Inkscape, Boston, USA

Microsoft, Deutschland

Berthold Technologies, Osterreich
NanoDrop Technologies, USA
GraphPad Software Inc., USA
Eppendorf, Deutschland

Universitat zu Libeck, Deutschland
http://www.isip.uni-luebeck.de/?id=150
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[1.1.6. Primer

Tabelle 1: Verwendete Primer

Alle Primer wurden von Qiagen bezogen (QuantiTect Primer Assays). In der Tabelle sind
Genbezeichnung, das entsprechende Protein, die Amplikonlénge in Basenpaaren (bp) und die
Herstellerbezeichnung angegeben. AuRerdem ist angegeben, ob der Primer intronspannend ist. Die
Schmelztemperatur wurde experimentell ermittelt.

Gen- Protein Amplikon-  Intron Schmelz- Hersteller-

bezeich- lange spannend temperatur  bezeichnung

nung [bp] [°C]

alpha SMA alpha Smooth 83 ja 82,9 Hs ACTA2 1 SG
Muscle Actin

Amylase Amylase 96 ja 79,8 Hs AMY2A 2 SG

AP Alkalische 110 ja 85,7 Hs ALPL 1 SG
Phospahatase

B-Aktin B-Aktin 146 ja 89,4 Hs_ACTB_1_SG

b3T B3 Tubulin 78 ja 86,6 Hs TUBB3_ 1 SG

Kie7 Ki67 86 ja 80,4 Hs MKI67_1 SG

LIF Leukemia Inhibitory — 97 ja 83,1 Hs LIF 1 SG
Factor

LIFR Leukemia Inhibitory 120 ja 80,6 Hs LIFR_1 SG
Factor Receptor

Map2 Microtubule- 137 ja 83,1 Hs MAP2_1 SG
Associated Protein
2

MBP Mpyelin Basic Protein 60 ja 80,7 Hs MBP_1 SG

Nestin Nestin 77 nein 81,6 Hs NES 1 SG

NFH Neurofilament H 97 nein 84,0 Hs NEFH 1 SG

NFL Neurofilament L 99 ja 81,0 Hs NEFL_1 SG

NFM Neurofilament M 74 ja 80,7 Hs NEFM_1 SG

NGFR Nerve Growth 118 ja 88,6 Hs NGFR_1 SG
Factor Receptor

NSE Neurospezifische 61 ja 82,6 Hs ENO2 1 SG
Enolase

PGP9.5 Protein Gene 110 ja 85,1 Hs UCHL1 1 SG
Product 9.5

vWF von Willebrand 108 ja 84,8 Hs VWF 1 SG
Faktor
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[1.1.7. Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Primarantikérper

Material und Methoden

Zielstruktur Abkirzung Herkunft Verdlinnung Hersteller
alpha Smooth alpha SMA Maus 1:1000 DAKO, Danemark
Muscle Actin monoklonal
B3 Tubulin b3T Maus 1:250 Santa Cruz,
monoklonal Deutschland
Ki67 - Kaninchen 1:500 Abcam, UK
polyklonal
Nestin - Kaninchen 1:200 Abcam, UK
polyklonal
Neurofilament NF 2:1 Mix 1:200 Millipore,
Mix aus NFL und Deutschland
NF H&M
beide Maus
monoklonal
Protein Gene PGP9.5 Kaninchen 1:2000 Millipore,
Product 9.5 polyklonal Deutschland
Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikorper
Zielorganismus Konjugat Herkunft Verdlinnung Hersteller
Kaninchen Cy3 Ziege 1:400 Jackson
ImmunoResearch, UK
Maus FITC Ziege 1:200 Jackson

ImmunoResearch, UK
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[11.1.8. Puffer, Losungen und Medien

Puffer und Lésungen

Einfriermedium

FDA-L6sung fur FDA-
Farbung

FDA-PI-Losung flur FDA-PI-

Farbung

FDA-Stammlbsung
Fibrinogen-Losung

Kollagenase-Dispase-

Isolationsmedium

Methanol/Aceton

MTT-Losung

PFA-Fixierldsung

Pl-Stammldsung

TBST + 0,1 % BSA

Thrombin-Ldsung

Triton-X-DAPI-Losung

Trypsin/EDTA-LOsung

90 % (v/v) fetales Kalberserum
10 % (v/v) DMSO

1,6 ul/ml FDA-Stammldsung (8 pg/ml)
in DMEM

1,6 ul/ml FDA-Stammldsung (8 pg/ml)
3,75 ul/ml PI-Stammlésung (7,5 pg/ml)
in DMEM

5 mg/ml FDA in Aceton
20 mg Fibrinogen in 1 mI DMEM / 10 % FKS

1 mg/ml Kollagenase NB8
2 mg/ml Dispase Il neutral protease
in MEM Earle’s

steril filtrieren mit 0.45 um Filter

70 % Methanol (v/v)
30 % Aceton (v/v)

5 mg/ml MTT in PBS

4 % (w/v) Paraformaldehyd
10 % (w/v) Sucrose
Mit NaOH und HCl auf pH 7,4 einstellen

2 mg/ml Pl in dH,0

150 mM Natriumchlorid

10 mM Tris (pH 8,8)

0,05 % (v/v) Triton X-100

0,1 % (w/v) BSA

Mit NaOH und HCl auf pH 8 einstellen

1 pl Thrombin (1U) in 1 mI DMEM / 10 % FKS

0,1 % (v/v) Triton-X 100 Lésung
0,1 % (v/v) DAPI

0,05 % (w/v) Trypsin
0,02 % EDTA (w/v)
in PBS
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Medien

Standard Zellkulturmedium DMEM
10 % FKS
Penicillin, 100 U/ml
Streptomycin, 0.1 mg/ml

Kulturmedium fir adulte Neurobasal A

DRG Neurone Penicillin, 100 U/ml
Streptomycin, 0.1 mg/ml
L-Glutamin, 2 mM

B-27, 1:50
Kulturmedium fir Neurobasal
pranatale DRG Neurone Penicillin, 100 U/ml

Streptomycin, 0.1 mg/ml
L-Glutamin, 2 mM

B-27, 1:50

Nerve Growth Factor, 50 ng/ml

Ko-Kultur Medium far Ko- 50 % DMEM

Kulturen mit 50 % Neurobasal A

adulten DRG Neuronen Penicillin, 100 U/ml
Streptomycin, 0.1 mg/ml
L-Glutamin, 1 mM
B-27, 1:100

Ko-Kultur Medium fir Ko- 50 % DMEM

Kulturen mit 50 % Neurobasal

prdanatalen DRG Neuronen Penicillin, 100 U/ml
Streptomycin, 0.1 mg/ml
L-Glutamin, 1 mM
B-27, 1:100
Nerve Growth Factor, 25 ng/ml
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.2. Zellpraparation

Die Verwendung von adulten und prdnatalen Ratten wurde vom ,Ministerium flr
Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein“

mit den Zeichen V 242-72241.122-39 und V 312-72241.122-39 genehmigt.

[11.2.1. Isolation von peripheren Neuronen aus der adulten Ratte

Die Isolation peripherer adulter Neurone erfolgte aus mannlichen Wistar-Ratten mit 200-300
g Gewicht. Die Tiere wurden durch CO,-Begasung getttet. Nach Entfernung der Rickenhaut
wurde die Wirbelsaule mithilfe eines Skalpells vom thorakalen bis zum lumbalen Bereich
freigelegt (Abb. 7A). Thorakal wurde die Wirbelsdule durchtrennt und V-formig geoffnet,
sodass der obere Teil des Wirbelkanals zur Exposition des Rickenmarks angehoben werden
konnte (Abb. 7B). Vom Rlckenmark ausgehend und den Spinalnerven zu beiden Seiten
folgend konnten unter einem Stereomikroskop DRG lokalisiert und mit Mikropinzetten
abgetrennt werden. DRG wurden in PBS auf Eis gesammelt (Abb. 7C). Vorhandene
Nervenstrange und Bindegewebshillen wurden mit Skalpellen vorsichtig entfernt und die
gereinigten DRG (Abb. 7D) in ein Reaktionsgefal mit 500 ul Kollagenase-Dispase-
Isolationsmedium Uberfihrt. Eine Minute mechanische Zerkleinerung mit einer sterilen
Schere und 10 Minuten enzymatischer Verdau bei 37 °C und Schitteln mit 150 Zyklen/min
wurden zweifach durchgefihrt. Die entstandene Suspension wurde 50 mal mit einer 1000 ul
Spitze auf und ab pipettiert, mit 1500 pul MEM verdinnt durch ein 100 um Zellsieb gegeben
und flr 5 min bei 180 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in entsprechendem Medium auf
Basis von Neurobasal A resuspendiert und fir die Kultur ausgebracht. Falls eine zuséatzliche
Filterung durch einen BSA-Filter stattfinden sollte, wurde die Zellsuspension unmittelbar nach
dem Verdau und der Filterung durch das Zellsieb auf 3 ml 15 % BSA (w/v) in PBS in ein 15 ml

Reaktionsgefall gegeben und 5 Minuten bei 180 g zentrifugiert.
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Praparation von DRG aus adulten Ratten

Abbildung 7: Methodik zur Praparation von DRG aus adulten Ratten

Die Rickenhaut der Ratte wurde entfernt und die Wirbelsdule freigelegt (A). Nach thorakaler
Durchtrennung der Wirbelsdule konnte der Wirbelkanal V-férmig gedffnet werden (B). Die
Spinalnerven gehen beidseitig vom Rickenmark ab und ermoglichen eine Identifikation der DRG.
Diese werden mit Mikroscheren abgetrennt, in PBS auf Eis gesammelt (C) und von Bindegewebe und
BlutgefalkRen befreit (D).

[1.2.2. Isolation von peripheren Neuronen aus pranatalen Ratten

Die Isolation von peripheren pranatalen Neuronen erfolgte aus Ratten an Tag 16-18 der
Embryonalentwicklung (E16-E18). Per Definition wird die Ratte bis zum Tag 16 in der
Entwicklung als Embryo bezeichnet, ab dem Tag 17 bis zur Geburt als Fetus. Im Folgenden
wird die Bezeichnung pranatale Ratte fiir die verwendeten Tiere gewahlt. Das Muttertier samt
pranataler Tiere wurde durch CO,-Begasung getotet, der Uterus entnommen und in einer
Petrischale mit PBS gewaschen. In frischem PBS wurden die pranatalen Ratten aus dem
Uterus entnommen und in L-15 Medium auf Eis gesammelt. Die weitere Praparation erfolge
mithilfe eines Stereomikroskops. Mit Mikropinzetten wurden Kopf, Extremitdten und
ventraler Teil entfernt und die dorsalen Strukturen mit der Wirbelsdule freigelegt. In
Abbildung 8A+B sind die dorsalen Strukturen gekennzeichnet, in Abbildung 8C frei prapariert.
Zwischen Wirbelsdule und Wirbelkanal greifend wurde die Wirbelsdule aufgetrennt und das
Rickenmark mit den DRG freigelegt (Abb. 8D). DRG wurden mit Mikropinzetten abgezogen
(Abb. 8E) und in einem ReaktionsgefaR mit 500 ul L-15 Medium gesammelt. Nach kurzer
Zentrifugation wurde das Medium entfernt und 500 pl Trypsin zugegeben. Eine Minute
mechanische Zerkleinerung mit der Schere und 10 Minuten enzymatischer Verdau bei 37 °C
und Schutteln mit 150 Zyklen/min wurden identisch zum Préparationsprozess adulter
Neuronen zweifach durchgefihrt. Mit der 1000 ul Pipette wurde die entstandene Suspension
50 mal auf und ab pipettiert und mit 1500 pl MEM verdinnt fir 5 min bei 180 g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in entsprechendem Medium auf Basis von Neurobasal resuspendiert und

fur die Kultur mit 4-5*10* Z / cm? ausgebracht.
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Prdparation von DRG aus pranatalen Ratten (E16)

Abbildung 8: Methodik zur Préparation von DRG aus pranatalen Ratten

Pranatale Ratten wurden unter dem Stereomikroskop pradpariert (A). Die dorsalen Strukturen der
Wirbelsdule wurden freigelegt (B) und Extremitaten, Kopf sowie umliegendes Gewebe entfernt (C). Die
Auftrennung der Wirbelsaule legte die DRG frei (D), welche mit Mikropinzetten abgezogen werden
konnten (E).

[.3. Zellkultur

I11.3.1. Kultivierung von adulten und pranatalen peripheren Neuronen

Adulte und prédnatale periphere Neurone wurden auf Zellkulturplastik oder Deckgldasern mit
einer Doppelbeschichtung aus Poly-L-Lysin (PLL) und Laminin kultiviert. Fir die Beschichtung
nach Herstellerangaben wurde PLL (100 pg/ml) fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert,
anschliefend zweifach mit sterilem entionisiertem Wasser gewaschen und fiir mindestens 2 h
offen in steriler Umgebung trocknen gelassen. Die Laminin-Beschichtung (50 pg/ml) erfolgte
fir 30 min bei 37°C und anschieBendem zweifachen Waschen mit MEM. 4-Well
Chamberslides und 6-Well Inserts wurden mit jeweils 500 pl Volumen beschichtet. Deckglaser
(13 mm) wurden umgekehrt auf einen 20 ul Tropfen mit der entsprechenden Beschichtung
aufgelegt, zum Waschen in GefdRe mit sterilem entionisiertem Wasser bzw. MEM
eingetaucht und anschlieRend in 24-Wellplatten platziert. Mit MEM Uberschichtet konnte
eine Lagerung bei 37 °C Uber Nacht erfolgen.

Frisch isolierte DRG Neurone wurden in den entsprechenden Kulturmedien in die
vorbereiteten Kulturgefalle ausgebracht. Die Medien fir adulte und pranatale DRG Neurone
sind in [11.1.8 aufgefthrt.

Ein Wechsel von 50 % des Mediums erfolgte stets 24 h nach Zellisolation und anschlieRend
taglich, sofern keine Ko-Kultivierung mit anderen Zellen stattfand oder eine Analyse der

Medien bevorstand.
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[1.3.2. Kultivierung von humanen Schweildriisen-abgeleiteten Stammzellen (hSGSCs)

Die verwendeten hSGSCs wurden im Vorfeld dieser Arbeit nach Aufklarung und rechtlich
wirksamer Einwilligung der Patienten in der Klinik fir Plastische Chirurgie und Handchirurgie

des Universitatsklinikums Libeck (Ethikvotum Aktenzeichen 10-058) isoliert.

Subkultivierung:

Die standardmaRige Kultivierung von hSGSCs erfolgte in 25 cm?, 75 cm” oder 150 cm’
Zellkulturflaschen in DMEM / 10 % FKS bei 37 °C und 5 % CO,. Nach Erreichen der Konfluenz
wurden die Zellen bis zu drei Tage weiterkultiviert und anschlieBend im Verhéltnis 1:3
subkultiviert. Das Ablosen der Zellen erfolgte mit 0.05 % (w/v) Trypsin fir 2 Minuten bei 37 °C.
Die Reaktion wurde durch Zugabe der doppelten Menge DMEM / 10 % FKS gestoppt und die
Zellsuspension durch 5-mindtige Zentrifugation bei 180 g pelletiert. Das Zellpellet wurde fir
die Subkultur oder fir spezifische Versuchsbedingungen in DMEM / 10 % FKS resuspendiert
und neu ausgebracht. Ein Medienwechsel erfolgte am Folgetag und anschlieRend alle zwei bis

drei Tage. Die verwendeten Zellen befanden sich in den Passagen 11-17.

Zellzahlbestimmung:

Fir die Aussaat definierter Zellzahlen wurde eine Zellzahlbestimmung mithilfe
propidiumiodidhaltiger  Einwegkassetten und folgender  Fluoreszenzmessung am
Nucleocounter durchgefthrt. Nach enzymatischer Ablésung der Zellen durch Trypsin wurden
50 pl der Zellsuspension mit 50 ul Lysepuffer durch Auf- und Abpipettieren lysiert und
anschieRend mit 50 pl Stabilitatspuffer versetzt. Die Suspension wurde in die Einwegkassette
aufgenommen, in welcher das Propidiumiodid in die DNA freiliegender Zellkerne interkaliert.
Im Nucleocounter wurden fluoreszierende Zellkerne detektiert und als Zellzahl pro ml

ausgegeben, wobei der Verdlinnungsfaktor 3 einberechnet wurde.

Auftauen und Kryokonservieren von Stammzellen:

Bei < -135 °C gelagerte Stammzellen wurden kurz angetaut und direkt in ein mit
vorgewarmtem DMEM / 10 % FKS gefllltes ReaktionsgefaRR Uberflhrt. Nach 5-minUtiger
Zentrifugation bei 180 g wurde das entstandene Zellpellet in entsprechender Menge DMEM /

10 % FKS in Zellkulturflaschen ausgebracht.
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Zum Kryokonservieren der Stammzellen wurden konfluent gewachsene Zellen wie fir die
Subkultivierung durch Trypsin enzymatisch abgeldst, das entstandene Zellpellet mit DMSO-
haltigem Einfriermedium resuspendiert und in Kryo-Réhrchen Gberfuhrt. In Einfrierboxen
erfolgte eine Lagerung bei -80 °C Uber Nacht, bei der die Temperatur der Probe um 1 °C pro
Minute abgesenkt wurde. AnschlieRend wurden die Zellen bei < -135 °C in die Gasphase von

flussigem Stickstoff umgelagert.

Kultivierung von hSGSCs wahrend der Zeitraffer-Mikroskopie:

Fir die Zeitraffermikroskopie am Zeitraffer-Mikroskop Olympus IX81 wurden hSGSCs in 4-Well
Chamberslides ausgebracht. Die Zellen waren adhdrent, bevor sie in die Zeitraffer-
Mikroskopie-Kammer umgesetzt wurden. Die Kultivierung innerhalb der Kammer erfolgte bei
37 °C, 5 % CO, und 70 % Luftfeuchtigkeit. Ein Medienwechsel erfolgte unmittelbar bevor die
Zeitraffer-Mikroskopie gestartet wurde. Wahrend der Zeitraffer-Mikroskopie fiir 48 h blieb die
Kammer geschlossen und wurde abgedunkelt. Mit dem Objektiv wurden mithilfe der Software
cel™3.1 (Olympus, Japan) automatisiert bis zu 6 Positionen pro Versuch angefahren und alle
20 min Aufnahmen in der 4-fachen Vergréferung und mit den Phasenkontrasten PH1 und

PHL gemacht.

l1.3.3. Besiedlung von Kollagen-basierten Hydrogel-Scheiben

Die Versuche zur Besiedlung von Hydrogelen erfolgten im Rahmen einer Kooperation mit
Dr. Michael C. Hacker und Caroline Kohn vom Lehrstuhl Pharmazeutische Technologie aus
dem Institut fir Pharmazie der Universitat Leipzig. Zur Vorbereitung der Hydrogel-Scheiben
wurden diese 12-24 h vor der Besiedlung in Standard-Zellkulturmedium quellen gelassen. Die
getrockneten Hydrogel-Scheiben wurden dafir in Vertiefungen einer 24-Well Platte platziert
und 300 pl Medium pro Hydrogel-Scheibe hinzugegeben. Der Quellvorgang erfolgte bei
Raumtemperatur.

Am Tag der Besiedlung wurden speziell angefertigte Ringe eingesetzt um die Gele auf dem
Wellboden zu fixieren. Vor der Aussaat wurden hSGSCs wie beschrieben kultiviert (siehe
oben). Nach dem enzymatischen Ablosen der Zellen durch Trypsin wurden sie in einer Dichte
von 2*10* Zellen/cm? direkt auf die Gel-Schieben ausgesat. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C

und 5 % CO,.
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[11.3.4. Besiedlung von NeuraGen® Nervenleitschienen mit hSGSCs

NeuraGen® Nervenleitschienen wurden fir die luminale FUllung mit Fibrin in trockenem
Zustand verwendet. Auf diese Weise wurde die Handhabung erleichtert. Fibrinogen wurde in
einer Konzentration von 20 mg/ml in DMEM / 10 % FKS angesetzt und die Losung durch einen
0.45 um Filter steril filtriert. Zu einer Suspension aus hSGSCs (4*105 Zellen/ml) in DMEM /
10 % FKS wurde 1 pl/ml Thrombin (1 U/ul) gegeben. Die beiden Losungen wurden im
Verhaltnis 1:1 gemischt, unmittelbar mit einer Pipette in die Nervenleitschiene gespritzt und
in der Waagerechten ausharten gelassen. Die Inkubation erfolgte in DMEM / 10 % FKS bei
37°C und 5 % CO,. Fir weitere Analysen wurde die Nervenleitschiene in Tissue-Tek®
eingebettet, bei -80 °C gelagert und Kryoschnitte in einer Dicke von 8 um angefertigt. Die
Fixierung und Farbung dieser Schnitte erfolgte auf Objekttragern mit Methanol/Aceton (7:3)

und 0,1 % DAPI fir 5 min bei Raumtemperatur.

I11.3.5. Ko-Kultur Systeme

Die Abbildung 9 stellt die verwendeten Ko-Kultur Systeme mit DRG Neuronen und hSGSCs
dar. Zur Analyse von DRG Neuronen wurden diese auf PLL- und Laminin-beschichteten
Deckglasern in den Vertiefungen einer 24-Well Platte kultiviert, wahrend hSGSCs im
entsprechenden Insert kultiviert wurden (Abb. 9A). Diese Ko-Kultivierung erfolgte fur 24 h. Fur
Differenzierungsanalysen von hSGSCs und auch fur Zytokinanalysen der MedienlUberstande
wurden hSGSCs in Vertiefungen einer 6-Well Platte und DRG Neurone im entsprechenden
beschichteten Insert fir 48 h kultiviert (Abb. 9B). Direkte Ko-Kulturen erfolgten fir bis zu vier
Tage auf Deckglasern oder in 4-Well Chamberslides (Abb. 9C).
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——h— Nervenzelle 3@ Stammzelle

Abbildung 9: Ko-Kultur Systeme

Die verschiedenen Ko-Kultur Systeme, die flr Versuchsvorhaben eingesetzt wurden, sind
schematisch dargestellt. In der indirekten Ko-Kultur wurden entweder die Nervenzellen auf
beschichteten Deckglasern auf den Wellboden und die Stammzellen in entsprechenden
Inserts kultiviert (A) oder die Stammzellen direkt auf dem Wellboden und die Nervenzellen in
Inserts (B). In der direkten Ko-Kultur wurden die Stammzellen auf den Wellboden ausgebracht
und die Nervenzellen nach 24 h auf den angewachsenen Feeder-Layer aus Stammzellen
ausgesat. Schwarze Pfeile stehen fiir den parakrinen Stoffaustausch. Die PorengrofRe der
Inserts betrug 0,4 um.

Als Medium fir Ko-Kulturen mit hSGSCs und DRG Neuronen wurde eine 1:1 Mischung aus
DMEM (ohne FKS) und Neurobasal A fir Ko-Kulturen mit adulten DRG Neuronen bzw.
Neurobasal fir Ko-Kulturen mit pranatalen DRG Neuronen verwendet. Die Menge
Penicillin/Streptomycin wurde auf das Gesamtvolumen angepasst. Die Zusammensetzung der
Ko-Kultur Medien ist in Il.1.8 zusammengefasst.

Einen Tag vor Beginn der Ko-Kultivierung wurden hSGSCs mit einer Zelldichte von 2*10*
Zellen pro cm? in 24-Wellplatten oder in Inserts ausgebracht. Die Kultivierung erfolgte
zunachst in DMEM / 10 % FKS.

DRG Neurone wurden unmittelbar vor der Ko-Kultivierung isoliert, direkt auf beschichtete
Inserts oder Deckglaser ausgebracht und mit hSGSCs in Ko-Kultur gebracht. Vor dem
Umsetzen in Ko-Kultur wurden hSGSCs mit PBS gewaschen. Die Ko-Kultivierung erfolgte von
Beginn an in den Ko-Kultur Medien. Wahrend einer indirekten Ko-Kultur fir 24 h oder fir 48 h
erfolgte kein Medienwechsel. Bei direkten Ko-Kulturen wurde alle ein bis zwei Tage ein
Wechsel von 50 % des Mediums durchgefihrt.

Bei Beendigung der Ko-Kultur wurden die Uberstinde paralleler Ansitze vereint und
bei -80 °C aufbewahrt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsin enzymatisch

abgeldst und als Zellpellet bei -80 °C gelagert.
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[11.3.6. MTT-Test

Die metabolische Aktivitat von hSGSCs unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen wurde
mithilfe des MTT-Tests bestimmt. Der wasserldsliche, gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT) wird von metabolisch aktiven Zellen zu
wasserunloslichem, blau-violettem, Formazan reduziert. Die entstandene Menge an
Formazan dient als Mal} fur die Stoffwechselaktivitdt und steht in Korrelation mit der
Zellvitalitdt. Die Zellen, fir den MTT-Test im 24-Well Format kultiviert, wurden mit PBS
gewaschen und mit 350 pl MTT-Losung (1:10 in DMEM / 10 % FKS) fur 1 h bei 37 °C inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 300 pl DMSO fir 10 min im
Dunkeln bei Raumtemperatur lysiert und das Formazan gelost. Die Zellen wurden einige Male
leicht gespult, die blau-violette Losung in Reaktionsgefalse Uberfihrt und Gber Nacht bei -20
°C gelagert. Am néachsten Tag erfolgte die Quantifizierung durch Messung der Extinktion bei
540 nm Wellenlange im Spektrometer. Die Messung erfolgte in Triplikaten und als Kontrolle
und Nullwert diente reines DMSO. Die Belichtungszeit des Spektrometers Mithras LB 940

betrug 5 s, die Lampenenergie 20.000 Einheiten (interne Skala bezogen auf die Watt-Zahl).

[1.3.7. FDA-PI-Farbung von hSGSCs und DRG Neuronen

Zellvitalitat und Zellmorphologie von hSGSCs und DRG Neuronen auf verschiedenen
Wachstumsoberflachen wurden mit der FDA-PI-Farbung analysiert. Es handelt sich um eine
einfach und schnell durchzufiihrende Lebend-Tot-Farbung mit wenigen Waschschritten und
somit wenig Scherstress. Das nicht fluoreszierende Fluorescein-Diacetat durchdringt die
Zellmembran und wird in vitalen Zellen von Esterasen zu grin fluoreszierendem Fluorescein
gespalten. Unter dem Fluoreszenzmikroskop ist die zytoplasmatische, griine Fluoreszenz ein
Indikator flr Zellvitalitdt und zudem kann die Zellmorphologie beurteilt werden.
Propidiumiodid (PI) kann die Zellmembran intakter Zellen nicht durchdringen, durch
Membranen toter Zellen kann Pl allerdings den Zellkern erreichen und in die DNA
interkalieren. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kdnnen tote Zellen durch rote Fluoreszenz
identifiziert werden.

Sowohl zur Farbung von hSGSCs als auch von DRG Neuronen wurde einmal mit DMEM
gewaschen und so viel FDA-PI-L6sung hinzugegeben, dass der komplette Zellrasen bedeckt
war. Nach einer Minute wurde die Losung abgenommen und die Probe unmittelbar unter

dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Zur Beurteilung von Zellen, die auf dem Wellboden
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kultiviert wurden, konnten 4-Well Chamber Slides direkt vor der Mikroskopie
auseinandergebaut und mit einem Deckglas und Vectashield® eingedeckt werden. Fir auf
Inserts kultivierte Zellen wurden die Insert-Membranen mit einem Skalpell ausgeschnitten,

auf Objekttrager gelegt und mit einem Deckglas eingedeckt.

111.3.8. FDA-Farbung und DAPI-Farbung von hSGSCs auf Hydrogel-Scheiben

Zur Darstellung von hSGSCs, die auf Hydrogel-Scheiben kultiviert wurden, erfolgte eine FDA-
Farbung oder eine DAPI-Farbung. Fir die Farbungen waren die Hydrogel-Scheiben mit den fir
die Kultivierung verwendeten Fixierungs-Ringen beschwert.

Fir die FDA-Farbung wurden die Zellen zundchst mit DMEM gewaschen und anschliefend mit
500 ul FDA-Losung pro Gel fur eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Der Fixierungs-
Ring wurde entfernt, das Gel mit einem Spatel aus der Vertiefung der Wellplatte gehoben und
auf einem Objekttrager platziert. Das Gel wurde mit einem Deckglas abgedeckt und
unmittelbar mikroskopiert.

Fir die DAPI-Farbung erfolgte nach einmaligem Waschen mit PBS eine Fixierung der Zellen
mit 500 pl PFA-Fixierlésung pro Gel fir 10 min bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde
dreimal mit PBS gewaschen und mit 500 pl Triton-X-DAPI-Lésung fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Gele identisch
zur Vorgehensweise bei der FDA-Farbung aus den Vertiefungen gehoben und auf einem
Objekttrager mit Deckglas mikroskopiert. Die Mikroskopie erfolgte am Fluoreszenzmikroskop
AxioObserver Z.1 oder am Laser Scanning Mikroskop LSM 710 unter Verwendung der Z-Stapel

Funktion. Die Schichtdicke wurde je nach Probenbeschaffenheit individuell eingestellt.

.4. Molekularbiologische Analysen

I11.4.1. RNA-Isolation

Zur Charakterisierung des Genexpressionslevels von hSGSCs unter verschiedenen
Zellkulturbedingungen wurde zunachst die RNA isoliert. Von Experimenten in 6-Well Platten,
wie beispielsweise Ko-Kultur-Experimenten, wurden Zellen aller gleich behandelten Ansatze
fir die RNA-Isolation vereint. Fir die automatisierte RNA-Isolation wurde der
Nukleinsdureaufreinigungsroboter QlAcube mit dem RNeasy Plus Mini Kit nach

Herstellerangaben verwendet. Zuvor wurden die Zellen mit B-Mercaptoethanol-haltigem
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Lysepuffer und mithilfe von Kanilen (Durchmesser 0,9 mm) lysiert. Das Isolationsverfahren
beinhaltet die Bindung der RNA an eine Silikat-Gel-Membran und einen Eliminationsschritt fir

genomische DNA. Die Elution der RNA erfolgte in 30 ul RNase freiem Wasser.

[11.4.2. Bestimmung der RNA Konzentration

Die Konzentration und die Reinheit der isolierten mRNA wurden mithilfe des
Spektrophotometers NanoDrop ND-1000 bestimmt. Zur Analyse wurden 2 ul RNA-Losung
unmittelbar nach RNA-Isolation eingesetzt. Die optische Dichte bei 260 nm Wellenlange
(OD360), dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, diente zur Bestimmung der RNA-
Konzentration. Die zusdtzliche Messung der optischen Dichte bei 280 nm Wellenldange
(OD5gp), dem Absorptionsmaximum von Proteinen, ermoglichte die Bildung des Quotienten
ODygg / ODyg0, der ca. 2 betragen sollte und damit auf eine nicht durch Proteine verunreinige

Probe schlieRen lasst. Die RNA wurde im Anschluss bei -80 °C gelagert.

[1.4.3. Reverse Transkription

Die isolierte mRNA musste flr den Einsatz in der quantitativen Polymerasekettenreaktion
(I11.4.4) in komplementare DNA (cDNA = complementary DNA) umgeschrieben werden. Es
wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit nach Herstellerangaben verwendet. Pro
Ansatz wurden 500 ng RNA eingesetzt. Zunachst wurde potentielle genomische DNA mithilfe
eines gDNA-Wipeout-Puffers fir 2 min bei 42 °C eliminiert. Die Probe wurde mit Reverser
Transkriptase (RT), einem Primer-Mix inklusive Mg?* und Desoxyribonukleotidtriphosphaten
und RT-Puffer versetzt. Wahrend einer 30-mindtigen Inkubation bei 42 °C schreibt die RT die
MRNA in cDNA um. Nach Inaktivierung der RT fir 3 min bei 95 °C wurde die Probe 1:10 mit

RNase-freiem Wasser verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

I1.4.4. Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde mit der aus mRNA hergestellten cDNA (l11.4.3)
eine quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR = quantitative polymerase chain reaction)
durchgefihrt. Die gPCR erlaubt eine direkte Detektion der PCR-Produkte Uber den
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der an die neu synthetisierte DNA bindet. Das Signal des
angeregten Farbstoffes korreliert dabei quantitativ mit der Menge an PCR-Produkt und kann
in Echtzeit dargestellt werden. Die Genexpression wird relativ in Bezug auf das Haushalts-Gen
B-Aktin bestimmt. Es wurde das Quanti Fast SYBR Green PCR Kit nach Herstellerangaben
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verwendet und QuantiTect Primer Assays, eine vorgefertigte Mischung aus Vorwarts- und
Rackwarts-Primern, eingesetzt. Alle Ansatze wurden in Doppelbestimmungen im 96-Well
Format mit einem Gesamtvolumen von jeweils 25 pl (10 pl cDNA, 12.5 ul Quanti Fast SYBR
Green PCR Master Mix, 2.5 ul Primer Mix) durchgefihrt. Zu jedem Ansatz wurde eine
Negativkontrolle mit Wasser statt c¢DNA in Doppelbestimmung angesetzt um
Kontaminationen oder die Bildung von Primerdimeren zu detektieren. Im Mastercycler

Realplex’ wurde das folgende Temperaturprogramm durchlaufen (Abb. 10):

2(45x)

95°C /
60 °C

1) 5 min bei 95 °C: Aktivierung der Hotstart-Polymerase

2) 45x (10 sek bei 95 °C | Zweischritt-Amplifikationszyklen:
+ 30 sek bei 60 °C) Aufschmelzen der Doppelstrange (95 °C) + Anlagerung der Primer
und DNA-Synthese (60 °C)

Nach jedem Zyklus wird der Anstieg der Fluoreszenzintensitat

gemessen
3) 15 sek bei 95 °C Finaler Amplifikationsschritt
+ 15 sek bei 60 °C
4) 60°C—95°C Schmelzkurvenanalyse
in 20 min Die doppelstrangige DNA jedes Produktes denaturiert je nach Lénge

und Basenzusammensetzung bei spezifischen Schmelztemperaturen.

Das erlaubt den Nachweis unspezifisch amplifizierter Produkte.

Abbildung 10: Temperaturprogramm fir die gPCR
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Die quantitative Auswertung erfolgte mithilfe des CalQplex-Algorithmus (Realplex 2.2),
welcher den Schwellenwert-Zyklus (Ct-Wert = Cycle Threshold) mithilfe der 2. Ableitung fur
jede Amplifikationskurve berechnet. Dieser Wert beschreibt den Zyklus, bei dem die
Fluoreszenz erstmals signifikant Gber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Der Mittelwert
der Ct-Werte von Doppelansatzen wurde auf die endogene Kontrolle B-Aktin normalisiert.
ACt = Ct (Zielgen) — Ct (6-Aktin)
Das relative Expressionslevel R jedes Zielgens im Verhaltnis zu B-Aktin konnte berechnet
werden.
R = Z—ACt
Zum Vergleich des Expressionslevels von Zielgenen in einer behandelten Probe und in einer
Kontrolle wurde eine Normierung auf die Kontrolle durchgefihrt.
AACt = ACtProbe — ACtKontrolle
Das relative Expressionslevel der Zielgene konnte nun wie folgt berechnet werden.

R = Z—AACt

.5. Proteinbiochemische Analysen

Il1.5.1. Immunzytochemie

Von Zellen produzierte Proteine wurden mit der indirekten Immunfluoreszenzfarbung
nachgewiesen. Spezielle Fluorophor-markierte Sekundarantikérper binden an unmarkierte
Primarantikorper, welche gegen ihr spezifisches zelluldres Epitop gerichtet sind.

Die zu farbenden Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschliefend mit PFA-Fixierldsung
fir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolge eine
Permeabilisierung und Kernfarbung mit Triton-X-DAPI-Losung flr 10 min bei RT, gefolgt von
erneutem dreimaligem Waschen mit PBS. Nach der Inkubation mit 1,65 % (v/v)
Ziegennormalserum fir 20 min bei Raumtemperatur zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen wurden die spezifischen Primarantikdrper, entsprechend Tabelle 2 (I1l.1.7) in
TBST + 0,1 % BSA verdinnt, fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Auf dreimaliges Waschen mit PBS
folgte die Inkubation mit entsprechenden Sekundarantikérpern, die gegen die
Herkunftsspezies des Primarantikorpers gerichtet waren und entsprechend Tabelle 3 (l11.1.7)
mit PBS verdinnt wurden. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen eingedeckt.

Bei Farbungen, die auf Deckglasern erfolgten, wurden diese umgekehrt auf einen Tropfen
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Vectashield® gelegt. Chamber Slides wurden mit entsprechenden Deckglasern und einigen
Tropfen Vectashield® eingedeckt. Die Analyse der immunzytochemisch gefarbten Zellen
erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (AxioObserver Z.1 oder Axioskop2 mot plus). Die
Belichtungszeit wurde bei Aufnahmen, die miteinander verglichen werden sollten, identisch

gehalten.

[11.5.2. Membranbasierte Zytokin-Arrays

Die Zytokine, die von Zellen in Kultur produziert und ins Zellkulturmedium abgegeben werden,
wurden mithilfe eines Zytokin-Arrays untersucht. Die Zytokin-Arrays “Proteome Profiler —
Human Cytokine Array Panel A” und ,Proteome Profiler Human XL Cytokine Array” (R&D
Systems) sind membranbasierte Arrays zur Detektion von 36 bzw. 102 verschiedenen
Zielproteinen. Zytokin-spezifische Antikorper sind als Dupletts auf einer Nitrozellulose-
Membran immobilisiert (Liste der Zytokine: Anhang VII.4.2) und die im Zellkulturmedium
vorliegenden Zytokine werden mit einem ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) -
ahnlichen Verfahren nachgewiesen.

Fir alle durchgefihrten Zytokin-Arrays wurden die Zellkulturiberstdnde nach zweitatiger
Kultur bzw. Ko-Kultur abgenommen, 5 min bei 180 g zentrifugiert und die Uberstinde
bei -80°C bis zur Verwendung gesichert. Als Negativkontrolle fir alle Arrays wurde
Zellkulturmedium ebenfalls flr zwei Tage kultiviert und bei -80 °C gelagert.

Die Zellkulturiberstande wurden mit biotinylierten Detektionsantikorpern versetzt und
anschliefend Uber Nacht unter Rotation bei 4 °C auf der Membran inkubiert. Es folgte eine
Inkubation mit Streptavidin-gekoppelter Meerrettichperoxidase, wobei sich Biotin-
Streptavidin-Komplexe bildeten und somit die an die Membran gebundenen Zytokine mit der
Meerrettichperoxidase gekoppelt wurden. Durch eine Chemilumineszenzreaktion, durch die
Meerrettichperoxidase katalysiert, wurde Licht freigesetzt und die Zytokine wurden in Form
von Spots mithilfe eines Chemilumineszenz-Detektors sichtbar gemacht. Die Expositionszeit
wurde anhand einer der Membranen (Kontrollmembran = hSGSCs + D') automatisch
ermittelt und fur alle zu vergleichenden Membranen identisch eingestellt. Zur Auswertung
wurden die Spot-Intensitdten der Kontrollen (Medien ohne Zellen) von den jeweiligen Spot-
Intensitdten der zu testenden Ansdtze abgezogen. Die Angabe der Daten erfolgte als

prozentualer Wert im Verhaltnis zu den internen Positiv-Kotrollspots.
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[11.5.3. Neuriten-Auswuchs Analyse

Flr Ko-Kultur-Experimente, bei denen DRG-Neurone auf beschichteten Deckglasern in 24-
Well Platten und hSGSCs in Inserts kultiviert wurden (IV.3), wurde eine spezielle Methodik
benotigt, mit welcher der parakrine Einfluss von hSGSCs auf das Auswachsen von Neuriten
analysiert und quantifiziert werden konnte. Dazu wurden die auf Deckgldsern angewachsenen
Zellen zunachst immunzytochemisch gefarbt (I11.5.1) und nach mikroskopischer
Dokumentation wurde mithilfe des VesSeg Tool V0.1.4 die Neuriten-Gesamtlange
quantifiziert. Diese Software wurde an der Universitdat zu LUbeck urspringlich fur die
Gefallsegmentierung und - analyse entwickelt und ermdglicht die Darstellung sehr dinner
Strukturen. Als Ausgangsbild diente eine Immunfluoreszenzaufnahme Neurofilament-
gefdrbter Neurone. Von dieser wurde zundchst zur besseren Darstellung eine verkleinerte
rechteckige Sektion ausgeschnitten, auf der sich das zu analysierende Neuron mit allen
Neuriten befand (Abb. 11A). Es wurden nur Neurone zur Analyse verwendet, die sich in ihrer
Gesamtheit in einen Bildausschnitt in 20x VergroRerung einpassten. Die Bilder wurden in
binare Bilder umgewandelt und zunachst ein Hysteresis-Schwellenwert-Algorithmus
angewendet (Abb. 11B). Durch diesen Algorithmus wurden alle Pixel oberhalb eines
Schwellenwertes weild dargestellt, alles andere schwarz. Fir die garantierte Sichtbarkeit aller
Neuriten, die aufgrund ihrer Feinheit teilweise schwer zu erkennen waren, wurden die
Eistellungen zur Hintergrund-Abdeckung (Background Coverage = 100 %) und zur GefaR-
Abdeckung (Vessel Coverage = 1-4 %) festgelegt. In dem neu entstandenen Bild wurden alle
Neuriten selektiert und Somata ausgespart (Abb. 11C). Auf dieser Bildauswahl (Abb. 11D)
wurde ein zweiter Algorithmus zum Skelettieren der Neuriten angewendet. Das resultierende
Bild bestand aus einzelnen aneinandergereihten Pixeln (Abb. 11E) und ermoglichte eine
zuverldssige Quantifizierung der Neuriten-Gesamtlange. Verfadlschende Einflisse durch Dicke

oder Wachstumsrichtung der Neuriten wurden mit dieser Methode verhindert.

46



Material und Methoden

Originalbild Hyst. Schwellenwert Neuriten-Markierung Bearbeitetes Bild Skelettierung

Abbildung 11: Vorgehensweise bei einer Neuriten-Auswuchs-Analyse

Ein Immunfluoreszenzbild von Neurofilament-gefarbten Neuronen wurde in die Software VesSeg Tool
V0.1.4 geladen und in ein bindres Bild konvertiert (A). Auf dieses Bild wurde ein Hysteresis-
Schwellenwert-Algorithmus angewendet (B) und auf dem entstandenen Bild Neuriten selektiert und
Somata ausgespart (C). Die Neuriten in dem resultierenden Bild (D) wurden mithilfe eines weiteren
Algorithmus skelettiert und es konnte die Neuriten-Gesamtlange quantifiziert werden.

[.6. Statistik

Alle statistischen Auswertungen und Balkendarstellungen wurden mit dem Programm Prism
5.04 (GraphPad) durchgefiihrt. Fir die grafische Darstellung von Daten wurde der Mittelwert
aus drei Stichproben und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM = Standard Error ot the
Mean) verwendet. Die statische Auswertung fir drei und mehr zu vergleichende Gruppen
erfolgte mit dem 1-Way ANOVA (analysis of variance) (Konfidenzintervall: 95 % und Dunnett
Post-Test), flir zwei zu vergleichende Gruppen mit dem t-Test nach Student (ungepaart,

doppelseitig, Konfidenzintervall: 95 %).
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IV. Ergebnisse

V.1 Etablierung peripherer Neurokulturen aus adulten und pranatalen Ratten

Als in vitro Model fir die periphere Nervenregeneration wurden in dieser Arbeit periphere
Nervenzellen aus adulten und pranatalen Ratten verwendet. Mit den Nervenzellen wurden
Ko-Kultur Experimente durchgefliihrt um den Einfluss von Schweilldrisen-abgeleiteten
Stammzellen auf das Auswachsen neuer Neuriten aus den Nervenzellen zu untersuchen.

Die Methodik zur Praparation, Isolation und Kultivierung von adulten und pranatalen DRG
Neuronen wurde experimentell etabliert. Zunachst wurde die Methodik an adulten Ratten
erlernt und optimiert. Die Prdparation an 200-300 g schweren Tieren, die durch CO,-
Begasung getdtet wurden, erwies sich als reproduzierbar und erbrachte bei Offnung des
Wirbelkanals vom thorakalen bis zum lumbalen Bereich eine Ausbeute von etwa 12 gut
erreichbaren und abtrennbaren DRG. Die Ganglien stellten sich als deutliche Schwellungen
der Spinalnerven dar und es konnte beobachtet werden, dass die Ganglien L4 und L5 grofRer
als die anderen Ganglien waren (Hall, 2006).

Die Praparation von pranatalen DRG wurde fir einige Versuche zunachst aus E16-E18 Ratten
durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Auftrennung der Wirbelsdule zur
Freilegung der DRG bei E16 Ratten deutlich einfacher und schneller durchfihren liel als bei
E18 Ratten. Fir spdtere Versuche wurden daher E16 Ratten verwendet. Aus einer prdnatalen
Ratte lieSen sich etwa 30-40 DRG praparieren.

Eine komplette Prdparation von adulten DRG bendtigte bis zur Zellaussaat etwa 1,5-2,0
Stunden. Fir die Praparation von pranatalen DRG wurden bis zur Zellaussaat je nach Anzahl
der zu praparierenden prédnatalen Tiere 4-5 Stunden benotigt. Die Zellausbeute war aufgrund

der héheren Anzahl isolierter DRG bei pranatalen Ratten stets grofier.
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IV.1.1. Optimierung der Isolation peripherer Neurone aus adulten und pranatalen Ratten

Fir die Isolation von Nervenzellen aus Ganglien existieren mehrere veroffentlichte Protokolle
(Hall, 2006; Kingham et al., 2011; Lindsay et al., 1991). Es gibt verschiedene Moglichkeiten,
die Ganglien enzymatisch zu verdauen um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Es kdnnen
Kollagenase, Dispase und Trypsin bzw. Kombinationen aus den drei Enzymen als
Verdauenzyme verwendet werden. In Anlehnung an das Zellisolationsprotokoll von Hall (Hall,
2006) und an ein Protokoll, das in der Fraunhofer EMB standardmaRig fur die Isolation von
SchweilRdrisen aus der Vollhaut eingesetzt wird (Nagel et al., 2013), wurde ein
Isolationsmedium getestet, das Kollagenase und Dispase enthélt. Parallel dazu wurde ein
Verdau der Ganglien mit Trypsin-Losung durchgefihrt, die standardmaRig fir die Abldsung

von Zellen bei der Subkultivierung eingesetzt wird.

Der Vergleich der beiden Isolationsmedien ergab fir adulte DRG Unterschiede. Adulte DRG
lieBen sich durch das Kollagenase-Dispase-Isolationsmedium gut zu einer Einzelzellsuspension
verdauen (Abb. 12A, Einzelzelle exemplarisch durch einen Pfeil markiert). Mit Trypsin-Losung
hingegen wurden die Zellaggregate nicht vollstandig verdaut, es verblieben viele grofRe
Zellaggregate in der Probe (Abb. 12B, Zellaggregat exemplarisch durch einen Stern markiert).
Fir Versuchsvorhaben mit adulten DRG Neuronen wurde daher stets mit Kollagenase und
Dispase verdaut.

Flr pranatale DRG ergab der Vergleich der Isolationsmedien keine Unterschiede. Sowohl
Trypsin-Losung als auch Kollagenase-Dispase-Isolationsmedium  fUhrten zu einer
Einzelzellsuspension ohne Zellaggregate (Abb. 12C+D, Einzelzellen exemplarisch durch einen
Pfeil markiert). Zur Beschleunigung des Prdparationsablaufes wurde fir alle

Versuchsvorhaben mit pranatalen DRG Neuronen mit Trypsin-Losung verdaut.
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Adult, Trypsin

Pranatal, Kollagenase + Dispase | | Pranatal, Trypsin

Abbildung 12: Testung von Isolationsmedien flr den Verdau von DRG aus der Ratte

Beim Verdau von adulten DRG wurde mit einem Kollagenase (1 mg/ml) und Dispase
(2 mg/ml) haltigem Isolationsmedium eine Suspension aus einzelnen Zellen erzielt (A).
Nach dem Verdau adulter DRG mit Trypsin (0,05 %) verblieben groRe Zellaggregate
(B). Fir pranatale DRG ergab der Verdau mit Kollagenase und Dispase bzw. Trypsin
keinen erkennbaren Unterschied. In beiden Féllen konnte eine Einzelzellsuspension
erzeugt werden (C+D). Die Aufnahmen wurden innerhalb von vier Stunden nach der
Isolation gemacht. Pranatale DRG Neurone begannen zu diesem Zeitpunkt schon zu
adhérieren. — = Einzelzellen, * = Zellaggregat, MaRstab: 100 um

Ebenfalls in Anlehnung an ein in der Fraunhofer EMB etabliertes Isolationsprotokoll fir Zellen
aus diversen Organen verschiedener Spezies (Kruse et al., 2004) wurde eine Kombination aus
enzymatischem und mechanischem Verdau durchgefihrt. Wahrend der Isolation
sedimentierten Zellen und Gewebe stets in dem Reaktionsgefall und die Erganzung der
mechanischen Zerkleinerung wahrend des Isolationsprozesses fihrte zu einer guten

Durchmischung (Abb 13).
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Vor mechanischer Nach mechanischer
Zerkleinerung Zerkleinerung

Abbildung 13: Mechanische Zerkleinerung als Teilschritt des Isolationsprotokolls

Wahrend der Isolation von adulten und prdnatalen Neuronen aus Spinalganglien
wurde zusatzlich zur enzymatischen eine mechanische Zerkleinerung mit einer
sterilen Schere durchgefiihrt. Das entstandene Sediment konnte dadurch gut
durchmischt werden und die Enzymwirkung sollte somit verbessert werden.

Die fertige Zellsuspension aus frisch isolierten adulten DRG Neuronen war stark durch
Myelinreste verunreinigt (siehe Abb. 12A und 14A). Die schmalen Strukturen lieRen sich durch
das verwendete 100 um Zellsieb nicht aufhalten. Es wurde versucht mithilfe eines 15 % BSA-
Filters eine aufgereinigte Zellsuspension zu erhalten. Mit dieser Methode konnte das im
Verhaltnis zu den Zellen leichtere Myelin herausgesiebt werden und das resultierende
Zellpellet konnte zu einer deutlich reineren Zellsuspension resuspendiert werden (Abb. 14B).
Allerdings befanden sich nach der Aufreinigung mit BSA deutlich weniger Zellen im Pellet, was
ein direkter Vergleich ungefilterter und BSA-gefilterter Zellen zeigt (Abb. 14A+B). Nach einem
Tag akkumulierte das Myelin in der verunreinigten Probe jedoch und liel8 sich gut durch einen
Wechsel von 50 % des Mediums entfernen, sodass sich am Tag nach der Isolation keine
Unterschiede bei der Beobachtung von Einzelzellen ergaben. Auch in Zellmorphologie,
Neuritenauswachsen und Vitalitdt, nachgewiesen mit einer FDA-PI Farbung, (Abb. 14C-H)
waren keine Unterschiede erkennbar. Da sich Myelinreste wie auch vorhandene
Kontaminationszellen wie Schwannzellen und Fibroblasten in der authentischen Situation
einer Nervenldsion befinden und somit keinen eigentlichen Storfaktor darstellen, wurde

zugunsten der Zellausbeute fir alle Versuchsvorhaben kein zusatzlicher BSA-Filter verwendet.
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100 um Zellsieb 100 um Zellsieb + 15 % BSA

Nach Isolation

Tag 4, FDA-PI

Abbildung 14: Ein BSA-Filter konnte zur Aufreinigung von adulten DRG
Neuronen genutzt werden

Unmittelbar nach der Zellisolation aus adulten DRG war die
Zellsuspension stark durch Myelinreste verunreinigt. Ein 100 um
Zellsieb filterte diese nicht komplett heraus (A). Ein BSA-Filter
reduzierte die Myelinreste, verminderte aber auch die Zellausbeute (B).
Nach einem (C+D) und vier (E+F) Tagen zeigte sich keine Verdnderung in
Zellmorphologie und Neuritenauswachsen. Auch die Zellvitalitat,

nachgewiesen mithilfe einer FDA-PI Farbung, unterschied sich nicht.
MaRstab: 100 um
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Das folgende Schema stellt zusammenfassend das etablierte Vorgehen zur lIsolation von

adulten und pranatalen DRG Neuronen dar (Abb. 15).

Adulte DRG
Sammeln der DRG Bindegewebe und Uberfihren in

in Petrischale Blutgefale entfernen  Kollagenase und D’.pa’.r’ ?‘

Prénata|e DRG ’ Mechanischer und Zerkdeinerung mit Pipette Aussaat

Enzymatischer Verdau und Zentrifugation
» @n » @J 2x (1 min Schere - 10 min Schattier)

Sammeln der DRG Uberfihren der DRG
direkt in Eppi mit L-15 n Trypsin

Abbildung 15: Schema zur optimierten Isolation von adulten und pranatalen DRG Neuronen

Nach der Praparation wurden adulte DRG in einer Petrischale mit PBS auf Eis gesammelt und mit
Skalpell und Mikropinzetten von Bindegewebe und Blutgefaen befreit. Die gereinigten DRG wurden
in Kollagenase-Dispase-Isolationsmedium Uberflihrt. Pranatale DRG wurden nach der Praparation in
einem Reaktionsgefals in L-15 Medium auf Eis gesammelt. Nach kurzer Zentrifugation wurde das
Medium entfernt und Trypsin-Losung hinzugegeben. Adulte und pranatale DRG wurden anschlieRend
eine Minute mit einer Schere mechanisch zerkleinert und 10 min bei 37 °C unter Schitteln (150 Zyklen
/ min) inkubiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Mit einer 1000 ul Pipette wurde die
Zellsuspension 50 mal auf und ab pipettiert, bei 180 g fur 5 min zentrifugiert, das Zellpellet in der
jeweils gewlinschten Menge Medium resuspendiert und ausgesat.

IV.1.2. Optimierung der Kultur peripherer DRG Neurone aus adulten und pranatalen Ratten

Periphere DRG Neurone benodtigen wie viele andere Primarzellen bestimmte
Oberflachenmolekiile zum Anhaften an die Kulturschale. Empfohlen wird unter anderem eine
Doppelbeschichtung aus Poly-L-Lysin, ein positiv geladenes Aminosadure-Polymer, und
Laminin, ein Bestandteil der extrazellularen Matrix (Hall, 2006). Diese Doppelbeschichtung
wurde zur Sicherstellung reproduzierbarer Ergebnisse fiir Deckgldaser und Chamber Slides
jeweils im Vergleich zu nicht beschichteten Materialien getestet und ist fiir pranatale DRG
Neurone in Abbildung 16 dargestellt. Auf unbeschichtetem Glas oder Chamber Slides hafteten

nur sehr wenige Zellen und wenige Neuriten waren erkennbar (Abb. 16A+C). Die
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Doppelbeschichtung fihrte zu verbesserter Anhaftung der Zellen und zum Auswachsen von
Neuriten (Abb. 16B+D). Zwischen beschichtetem Glas und beschichteten Chamber Slides
konnte kein Unterschied verzeichnet werden und beide beschichteten Zellkulturoberflachen
wurden fir weitere Versuchsvorhaben eingesetzt. Die Vorgehensweise bei der
Doppelbeschichtung mit Poly-L-Lysin und Laminin erfolge nach Herstellerangaben (Sigma-

Aldrich, siehe 111.3.1).

Glas, unbeschichtet Glas +PLL +Lam

Chamber Slide, unbeschichtet Chamber Slide, +PLL +Lam

Abbildung 16: Zellkulturbeschichtungen mit Poly-L-Lysin und Laminin eigneten sich zur
Kultivierung von DRG Neuronen

Pranatale DRG Neurone hafteten nur schlecht auf unbeschichteten Deckgldasern und
Chamber Slides, Neuriten wuchsen nur wenig aus (A+C). Mit Poly-L-Lysin (PLL, 100
tg/ml) und Laminin (Lam, 50 pg/ml) beschichtet, hafteten deutlich mehr Zellen an der
Oberflaiche und es wurde stdrkeres Auswachsen von Neuriten beobachtet (B+D).
Zwischen beschichteten Deckgldsern und beschichteten Chamber Slides wurde kein
Unterschied beobachtet. Teile dieser Abbildung wurden im Rahmen eines
Studentenpraktikums von Tanja Lineburg angefertigt. MaRstab: 100 um

V.2. Etablierung von Ko-Kultur Systemen

Periphere Nervenzellen sollten in den folgenden Versuchen mit humanen Schweil’drisen-
abgeleiteten Stammzellen ko-kultiviert werden um einen Effekt der beiden Zelltypen
aufeinander zu untersuchen. Die Ko-Kultur Systeme wurden neu etabliert und es war
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zundchst eine Analyse der Zellen in verdnderten Zellkulturmedien und auf neuen
Wachstumsoberfldchen nétig. Das Ziel war, eine Basis flr alle weiterfihrenden Versuche zu

legen.

IV.2.1. Das Medium als Grundlage fir Ko-Kulturen

In einer Ko-Kultur von zwei verschiedenen Zelltypen muss ein Kulturmedium gewahlt werden,
welches fur beide moglichst geeignete Eigenschaften bietet. Das Standard-Zellkulturmedium
fir hSGSCs ist DMEM / 10 % FKS und fiir DRG Neurone wurde Neurobasal inklusive Zusatze
(L-Glutamin, NGF und der Serumersatz B-27) verwendet. Voraussetzung fir diese Arbeit war
allerdings eine Kultivierung in serumfreiem Medium um Zytokinanalysen zu ermoglichen. Fiir
die Ko-Kulturen wurden daher verschiedene Zusammensetzungen aus DMEM pur und
Neurobasal A (inklusive Zusatze) getestet und sowohl metabolische Aktivitdt als auch
Zellmorphologie der hSGSCs beurteilt. Aufgrund der Vielzahl von
Medienzusammensetzungen, die auch in weiteren Versuchen dieser Arbeit verwendet
wurden, wird die in Tabelle 4 beschriebene vereinfachte Namensgebung verwendet. DMEM
mit 10 % FKS wird als D* bezeichnet, DMEM ohne FKS oder Serumersatz als D". Neurobasal
bzw. Neurobasal A mit Zusatzen (I11.1.8) wird als N* bezeichnet, ohne Zusatze wird es als N’

benannt. Kombinationen aus mehreren Medien werden mit einem ,,/“ gekennzeichnet.

Tabelle 4: Bezeichnung der verwendeten Medien und Medienzusammensetzungen

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Medienzusammensetzungen eingesetzt. Zur vereinfachten
Darstellung und Wiedererkennung wurden die aufgefiihrten Bezeichnungen verwendet. Alle Medien
enthielten zuséatzlich Penicillin und Streptomycin.

Bezeichnung Medium

D" DMEM inkl. 10 % FKS, Standard-Zellkulturmedium

D DMEM pur

N* Neurobasal inkl. Zusadtze (L-Glutamin, B-27, NGF), Ko-Kultur Medium
N Neurobasal pur

D/N’ DMEM pur und Neurobasal pur, 1:1

D 75/N* 25 75% D /25%N"

D 50/N" 50 50% D /50%N"

D 25/N* 75 25% D /75%N"
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Es wurden verschiedene Szenarien untersucht. Zunachst wurden hSGSCs direkt nach dem
Passagieren in den neuen Testmedien ausgebracht, fir 24 h kultiviert und anschlieRend ein
MTT-Test durchgefihrt (Abb. 17A). Zudem wurden hSGSCs nach dem Passagieren fir 24 h in
D" kultiviert, erst dann in den Testmedien fiir 24 h oder 48 h weiterkultiviert und schlieRlich
ein MTT-Test durchgefiihrt (Abb. 17B+C). Die Testmedien waren D' als Kontrolle, D',
D 75/N* 25, D" 50/N* 50, D" 25/N* 75 und N*. Es wurden jeweils hSGSC in drei verschiedenen
Passagen untersucht (P12, P15, P17). Es zeigten sich niedrigere Extinktionswerte in Ansatzen,
bei denen die Zellen direkt in den Testmedien ausgebracht wurden, was an der kirzeren
Gesamt-Inkubationszeit von nur 24 h liegen kann. Auffallend war auch der starkere negative
Einfluss der Testmedien im Vergleich zum Standard-Zellkulturmedium in diesem Ansatz
(Abb. 17A).

Die beiden anderen Ansdtze unterschieden sich nur minimal in der Hohe der Extinktionswerte
(Abb. 17B+C), was moglicherweise durch die erreichte Konfluenz begriindet ist. Auch der
Einfluss der Testmedien auf die metabolische Aktivitat war vergleichbar zwischen diesen
beiden Ansdtzen. Alle Testmedien auller dem komplett serumfreien D zeigten eine
zufriedenstellende metabolische Aktivitat. Fir weitere Ko-Kultur Versuche in dieser Arbeit
wurde D 50/N" 50, das die Grundmedien beider Zelltypen beinhaltet und im Folgenden
verkirzt als D/N' bezeichnet, als Ko-Kultur Medium verwendet.
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Abbildung 17: Zusammensetzung der Testmedien und Zeitpunkt des Medienwechsels beeinflussten die
metabolische Aktivitdt von hSGSCs

Die metabolische Aktivitdt von hSGSCs in verschiedenen Testmedien wurde mittels eines MTT-Tests
bestimmt. Zellen wurden nach dem enzymatischen Ablésen durch Trypsin entweder direkt in die
Testmedien ausgebracht (A) oder zunachst fiir 24 h in Standard-Zellkulturmedium (D) kultiviert und
anschliefend fir 24 h (B) und 48 h Stunden (C) in den Testmedien kultiviert. Es wurden drei
verschiedene Zellpassagen (P12, P15, P17) verwendet. Die Testmedien waren jeweils D* als Kontrolle,
D 75/N* 25, D" 50/N* 50, D" 25/N* 75 und N*. Die Normierung erfolgte auf den Ansatz ,, D™ und auch
die Signifikanz wurde jeweils im Verhidltnis zum Ansatz D' ermittelt. 1-Way-Anova,
Konfidenzintervall: 95 %, Dunnetts Post-Test. Mittelwert £ SEM
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Die Morphologie, welche die Zellen unter dem Einfluss der verschiedenen Testmedien
aufwiesen, wurde mikroskopisch dokumentiert (Abb. 18). Die Aussaat erfolgte in D*. Nach
24 h wurden die Zellen fiir 48 h in den Testmedien weiterkultiviert. In D* als Kontrollmedium
wiesen die Zellen eine spindelférmige Morphologie mit langlichen Auslaufern auf, genauso
wie in den Testmedien D" 50/N* 50, D 25/N* 75 und N* (Abb. 18). In D" zeigten sich die Zellen
abgerundet mit wenigen Ausldufern und auch in D° 75/N" 25 waren einige Zellen mit

abgerundeter Morphologie zu finden. Diese Untersuchung legte ebenfalls die Verwendung

von D" 50/N* 50 als Ko-Kultur Medium nahe.

D 75/N25  NEPE
: ;\v( RS
TS

‘)
A
9

Abbildung 18: Zusammensetzung der Testmedien beeinflusste die Morphologie von hSGSCs

Die Aussaat der hSGSCs erfolgte in D*. Nach 24 h wurden die Zellen in den Testmedien weiterkultiviert
und die Morphologie der Zellen nach 48 h mikroskopisch beurteilt. Im Kontrolimedium D" sowie in den
Testmedien D" 50/N* 50, D 25/N* 75 und N* zeigten die Zellen eine spindelférmige Morphologie mit
langlichen Ausldaufern. In D hatten viele Zellen eine abgerundete Form mit wenigen Ausldufern, in
D 75/N" 25 zeigten einige Zellen dieses Bild. MaRstab = 500 pm
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IV.2.2. Zellkultur-Inserts als Wachstumsoberflache fir Ko-Kulturen

Die verwendeten Zellkultur-Inserts mit einer PorengroRe von 0,4 pum ermoglichen die
Kultivierung von zwei verschiedenen Zelltypen innerhalb eines KulturgefalRes. Auf diese Weise
findet eine rdumliche Trennung der Zellpopulationen statt, wahrend ein Austausch |6slicher
Faktoren durch die Membran der Inserts stattfinden kann.

In verschiedenen indirekten Ko-Kulturen wurden hSGSCs und pranatale DRG Neurone in
Inserts kultiviert. Fir DRG Neurone wurden diese zuvor mit Poly-L-Lysin und Laminin
beschichtet. Es wurde jeweils fir beide Zellarten nach 48 h morphologisch untersucht, ob die
Kultivierung auf der Oberflache des Inserts einen Einfluss auf die Zellen hat. Auf dem
Wellboden kultivierte Zellen dienten als Kontrolle.

Pranatale DRG Neurone wiesen auf der beschichteten Oberflache von Wellboden und Insert
eine identische Morphologie auf. Sowohl Zelldichte als auch das Auswachsen von Neuriten
wurde durch die andere Oberflachenstruktur der Inserts im Vergleich zum Wellboden nicht
beeintrachtigt (Abb. 19) Fir hSGSCs konnte beobachtet werden, dass die Zelldichte auf
Inserts mit ihrer tiefer strukturierten Oberflache leicht erhéht ist (Abb. 20). Die
Untersuchungen zeigten, dass sowohl fiir DRG Neurone als auch fir hSGSCs Inserts als

Wachstumsoberflache in Ko-Kultur Experimenten eingesetzt werden kdnnen.
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Abbildung 19: Die Kultivierung auf Inserts hatte keinen negativen Einfluss auf die
Morphologie von DRG Neuronen

Pranatale DRG Neurone wurden auf Poly-L-Lysin und Laminin beschichteter
Oberflache von Wellboden und Inserts 48 h nach Aussaat auf ihre Morphologie
untersucht. Es wurde mit FDA-PI gefdrbt um vitale und tote Zellen
unterscheiden zu kdnnen. Insgesamt waren nur wenige tote Zellen erkennbar,
bei denen es sich aufgrund der GrofRe um Schwannzellen und nicht um
Neuronen handelt. Es zeigten sich keine Unterschiede in Zelldichte und
Auswachsen von Neuriten. Farbung: FDA-PI, grin: vitale Zellen, rot: tote Zellen,
Malstab = 100 um
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Abbildung 20: Die Kultivierung auf Inserts hatte keinen negativen Einfluss auf die
Morphologie von hSGSCs

hSGSCs wurden auf der Oberflache von Wellboden und Inserts 48 h nach Aussaat
(2*10* Z/cm?) auf ihre Morphologie untersucht. Es wurde mit FDA-PI gefarbt um
vitale und tote Zellen unterscheiden zu kénnen. Insgesamt waren nur vereinzelt
tote Zellen erkennbar. Es konnte eine hdhere Zelldichte von hSGSCs auf Inserts
im Vergleich zum Wellboden beobachtet werden. Farbung: FDA-PI, griin: vitale
Zellen, rot: tote Zellen, Malistab = 100 um
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IV.3. Indirekte Ko-Kulturen von SchweilRdrisen-abgeleiteten Stammzellen und

peripheren Neuronen

Ko-Kultur Systeme wurden fir verschiedene Versuchsvorhaben eingesetzt. In der indirekten
Ko-Kultur wurde der Einfluss von hSGSCs auf das Neuriten-Auswachsen von adulten und
pranatalen DRG Neuronen untersucht. Der Effekt von Ko-Kultur und Ko-Kultur Medium auf
das Differenzierungsverhalten von hSGSCs wurde mittels gPCR analysiert und die
Medienlberstande mithilfe von Zytokin-Arrays auf parakrine Interaktionen zwischen den
beiden Zelltypen untersucht.

In den folgenden Experimenten wird fir die Zellkultivierung mit dem Ko-Kultur Medium die

Kennzeichnung ,D/N*“ verwendet (vergleiche auch IV.2.1).

IV.3.1. Analyse des Auswachsens von Neuriten

In der indirekten Ko-Kultur wurde untersucht, ob hSGSCs einen Effekt auf das Neuriten-
Auswachsen von DRG Neuronen haben. In einem Kontrollansatz wurden DRG Neurone ohne
Ko-Kultivierung mit hSGSCs auf beschichteten Deckgldasern, im Wellboden platziert,
ausgebracht (Schema: Abb. 21.1). Im Ko-Kultur Ansatz wurden DRG Neurone identisch zum
Kontrollansatz ausgebracht, zusatzlich wurden im Insert ausgebrachte hSGSCs ko-kultiviert
(Schema: Abb. 21.11).

Die Aussaat von hSGSCs in Inserts erfolgte 24 h vor Beginn der Ko-Kultur. Direkt nach
Praparation und Isolation der DRG Neurone wurde die Ko-Kultur gestartet und nach 24 h
beendet. Zu diesem Zeitpunkt konnte ein Auswachsen der Neuriten beobachtet werden, es
hatte sich aber noch kein dichtes Netz aus Neuriten gebildet. Es wurde ein starkeres
Auswachsen von Neuriten adulter DRG Neurone beobachtet, wenn eine Ko-Kultivierung mit
hSGSCs stattgefunden hatte (Abb. 21B), als wenn die Neurone alleine kultiviert wurden (Abb.
21A). Auch pranatale DRG Neurone zeigten mit der Ko-Kultur ein starkeres Auswachsen von

Neuriten (Abb. 21D) im Vergleich zur Kontrolle ohne hSGSCs (Abb. 21C).
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Abbildung 21: Adulte und pranatale DRG Neurone zeigten in Ko-Kultur mit hSGSCs ein
starkeres Auswachsen von Neuriten als ohne Ko-Kultur

Als Kontrollansatz wurden DRG Neurone (in der Abbildung rot dargestellt) auf
beschichteten und im Wellboden platzierten Deckglasern ohne hSGSCs kultiviert (I).
Fir die Ko-Kultur wurden DRG Neurone identisch zum Kontrollansatz und hSGSCs (in
der Abbildung grin dargestellt) in Zellkultur-Inserts kultiviert (ll). Im Vergleich zu
adulten (A) und pranatalen (C) DRG Neuronen ohne Ko-Kultur mit hSGSCs zeigten
adulte (B) und prédnatale (D) DRG Neurone nach 24 h Ko-Kultur mit hSGSCs ein
starkeres Auswachsen von Neuriten. MaRstab: 100 um

Das verstarkte Auswachsen von Neuriten mit einer hSGSCs Ko-Kultur wurde quantitativ
ausgewertet. Dazu wurden sowohl adulte als auch prdnatale DRG Neurone in drei separaten
Ansatzen untersucht. Fir adulte Neurone wurden drei Ratten verwendet, flr pranatale
Neurone drei Muttertiere. Die aus einem Muttertier gewonnen pranatalen DRG wurden
jeweils flir einen Ansatz vereint. Fir jeden Ansatz wurden 18 Neuronen mit Ko-Kultur und 18
Neuronen ohne Ko-Kultur als Kontrolle quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte mithilfe
einer Neuriten-Auswuchs Analyse (111.5.3). Fir adulte DRG Neurone erhohte sich mit der Ko-
Kultur die relative Neuriten-Gesamtlange um den Faktor 5,6 im Vergleich zu DRG Neuronen
ohne Ko-Kultur (Abb. 22). Die absoluten Langen in Pixeln betragen 93 + 11 fir die Kontrolle
und 523 + 86 fir die Ko-Kultur. Die Neuriten-Gesamtlange pranataler DRG Neurone erhohte
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sich mit der Ko-Kultur um den Faktor 2,6 (Abb. 22). Die absoluten Langen in Pixeln betragen

92 + 9 fUr die Kontrolle und 236 + 21 fur die Ko-Kultur.
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Abbildung 22: Die Neuriten-Gesamtlange von adulten und pranatalen DRG Neuronen war nach 24
stiindiger Ko-Kultur mit hSGSCs signifikant erhéht.

Die Neuriten-Gesamtlange adulter DRG Neurone war nach 24 h indirekter Ko-Kultur mit hSGSCs um
den Faktor 5,6 signifikant erhoht (Kontrolle: 93 + 11, Ko-Kultur: 523 + 86) (links). Fir prénatale DRG
Neurone erhohte sich die Neuriten-Gesamtlange nach 24 h Ko-Kultur mit hSGSCs um den Faktor 2,6
signifikant (Kontrolle: 92 + 9, Ko-Kultur: 236 + 21) (rechts). Die Ldnge wurde in Pixeln (px) an
skelettierten Neuriten gemessen. n = 3; 18 Neuronen pro Ko-Kultur und 18 Neuronen pro Kontrolle.
*E*%. p <0.0001. Mittelwert = SEM.
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IV.3.2. Differenzierungsanalysen von hSGSCs nach Ko-Kultur mit DRG Neuronen

Der Einfluss von DRG Neuronen und Ko-Kultur Medium auf das Differenzierungsverhalten von
hSGSCs wahrend einer indirekten Ko-Kultur wurde mittels gPCR ermittelt. Drei Ansdtze
wurden parallel kultiviert und analysiert (Abb. 23). In einem Ansatz wurden als Kontrolle
hSGSCs im Standard-Zellkulturmedium (hSGSCs + D) kultiviert. In einem weiteren Ansatz
wurden hSGSCs in Ko-Kultur Medium (hSGSCs + D/NY) kultiviert. Fir die indirekte Ko-Kultur
wurden hSGSCs in der Vertiefung einer Wellplatte und pranatale DRG Neurone im Zellkultur-
Insert in Ko-Kultur Medium kultiviert (KoKu + D/N*). Die Ko-Kultivierung erfolgte fiir 48 h und

die gesicherten Zellpellets wurden fir die qPCR verwendet.

hSGSCs+D* hSGSCs+ D/N* KoKu+ D /N*

DRG -+

hSGSCs > | e

l

Pellets

Abbildung 23: Zellkulturanséatze fiir Differenzierungsanalysen

Drei verschiedene Ansdtze wurden kultiviert und analysiert. hSGSCs wurden 1)
mit Standard-Zellkulturmedium kultiviert (hSGSCs + D*), 2) mit Ko-Kultur
Medium kultiviert (hSGSCs + D/N*) und 3) gemeinsam mit pranatalen DRG
Neuronen in Ko-Kultur Medium indirekt ko-kultiviert (KoKu + D/N*). Die Ko-
Kultur erfolgte fir 48 h. AnschlieRend wurden die Zellpellets fir die gqPCR
gesichert.

Fir die mittels gPCR analysierten Gene wurde zunadchst die basale Expression unter
Kultivierung im Standard-Zellkulturmedium D" untersucht. Die Expression wurde, wie in 111.4.4
beschrieben, relativ bezogen auf das Haushaltsgen B-Aktin gemessen. Zur besseren Ubersicht
wurde die Expression in hoch, mittel und niedrig eingeteilt (Abb. 24). Protein Gene Product 9.5
(PGP9.5), B3 Tubulin (b3T), Ki67 und Nestin zeigten eine hohe Expression, alpha Smooth
Muscle Actin (alpha SMA), Neuronenspezifische Enolase (NSE), Leukemia Inhibitory Factor

Receptor (LIFR), Neurofilament L (NFL) und Neurofilament M (NFM) eine mittlere Expression
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und eine niedrige Expression zeigte sich bei Amylase, Microtubule-associated protein 2
(Map2), Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Von-Willebrand-Faktor (vWF), Alkalische
Phosphatase (AP), Neurofilament H (NFH), Myelin Basic Protein (MBP) und Nerve Growth
Factor Receptor (NGFR).
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Abbildung 24: Basales Genexpressionslevel von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium in Relation zu -
Aktin

Das Genexpressionslevel von hSGSCs unter Kultivierung in Standard-Zellkulturmedium (D*) wurde
relativ zur Expression des Haushaltsgens B-Aktin gemessen. PGP9.5 (Protein Gene Product 9.5), b3T
(B3 Tubulin), Ki67 und Nestin zeigten eine hohe Expression, alpha SMA (alpha Smooth Muscle Actin),
NSE (Neuronenspezifische Enolase), LIFR (Leukemia Inhibitory Factor Receptor), NFL (Neurofilament L)
und NFM (Neurofilament M) eine mittlere Expression und Amylase, Map2 (Microtubule-associated
protein 2), LIF (Leukemia Inhibitory Factor), vWF (Von-Willebrand-Faktor), AP (Alkalische Phosphatase),
NFH (Neurofilament H), MBP (Myelin Basic Protein) und NGFR (Nerve Growth Factor Receptor) eine
niedrige Expression. n = 3, Mittelwert + SEM

Es wurde jeweils analysiert, in welchem MalSe die Genexpression durch die Kultivierung in
verandertem Zellkulturmedium (Ko-Kultur Medium statt Standard-Zellkulturmedium) und
durch die Kultivierung in Ko-Kultur mit pranatalen DRG Neuronen und Ko-Kultur Medium
beeinflusst wird. In Abbildung 25 ist das relative Genexpressionslevel zu B-Aktin dargestellt,
normiert auf die Expression von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium.

Im Gesamtbild zeigte sich ein deutlicher Effekt des Ko-Kultur Mediums auf die Genexpression
und die Differenzierung von hSGSCs, jedoch nur ein geringer Effekt durch zusatzliche Ko-
Kultivierung mit pranatalen DRG Neuronen.

Der Stammzell- sowie ektodermale Marker Nestin wurde durch das Ko-Kultur Medium um
den Faktor 2 hoch reguliert, der Proliferationsmarker Ki67 leicht herunter reguliert. Flr viele
ektodermale Marker zeigte sich eine erhdhte Expression mit dem Ko-Kultur Medium. NFH,
NFL, PGP9.5 wurden etwa um den Faktor 2 hoch reguliert, NGFR etwa um den Faktor 3, und

MBP um den Faktor 6. Die ektodermalen Marker NFM, b3T und Map2 wurden stark (NFM um
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den Faktor 4) bzw. sehr leicht (b3T und Map2 beide etwa Faktor 1,5) herunter reguliert, die
Expression von NSE wurde kaum beeinflusst. Die Expression des endodermalen Markers vWF
wurde ebenso kaum beeinflusst, der endodermale Marker Amylase wurde allerdingt etwa um
den Faktor 3 hoch reguliert. Bei den mesodermalen Markern zeigte sich fir alpha SMA eine
erniedrigte Expression um den Faktor 4, fir AP eine erhdhte Expression um den Faktor 2.

LIF wurde durch die Kultur mit Ko-Kultur Medium etwa um den Faktor 3 hoch reguliert, LIFR
etwa um den Faktor 2. Eine Zunahme oder Abnahme um den Faktor 2 wurde als spezifische
Anderung des Expressionslevels gewertet. Folgende Gene waren aufgrund ihrer spezifischen
Regulierung durch das Ko-Kultur Medium um mehr als den Faktor 2 von besonderem
Interesse: Nestin (1), NFM ({/), NFL (“T*), MBP (I"), NGFR (“T*), Amylase ("), alpha SMA (),
AP () und LIF (). Eine Ko-Kultivierung mit pranatalen DRG Neuronen und Ko-Kultur
Medium wies keine spezifische Anderung im Vergleich zur Kultivierung im Ko-Kultur Medium

ohne Neurone auf.
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Abbildung 25: Relative Genexpression von hSGSCs in Ko-Kultur Medium und in Ko-Kultur mit pranatalen
DRG Neuronen im Vergleich zur Genexpression von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium

Die Genexpression von hSGSCs wurde jeweils relativ zur Expression des Haushaltsgens (-Aktin
gemessen. Es wurden drei Kulturbedingungen miteinander verglichen, hSGSCs + D*, hSGSCs + D/N*
und hSGSCs + DRG + D/ N¥, wobei auf hSGSCs + D" als Kontrolle in Standard-Kulturmedium normiert
wurde. Als spezifische Anderung des Expressionslevels wurde eine Ab- oder Zunahme um mehr als den
Faktor 2 gewertet. Somit wurden folgende Gene reguliert: Nestin (1), NFM ({,), NFL (1), MBP (1),
NGFR ("), Amylase (1), alpha SMA (d,), AP (‘') und LIF (). = Hoch reguliert; . = Herunter
reguliert. *: p <0,05; **: p<0,01; *** p <0,001, n = 3, Mittelwert + SEM

Die mit den beiden verschiedenen Medien kultivierten hSGSCs wurden vor Beendigung der
Ko-Kultur morphologisch beurteilt (Abb. 26). Es zeigten sich zwischen hSGSCs, die mit
Standard-Zellkulturmedium kultiviert wurden (hSGSCs + D*) und hSGSCs, die mit Ko-Kultur
Medium kultiviert wurden (hSGSCs + D/N) keine Unterschiede in Zellmorphologie und
Zelldichte.

0l hscscs + DN

Abbildung 26: Morphologie von hSGSCs in D* und D'/N* nach 48 h

Nach 48 h Kultivierung in D" und D/N* wurden hSGSCs fiir Genexpressionsanalysen
verwendet. Eine Kultur mit Ko-Kultur Medium (hSGSCs + D/N*), welche zu einer Regulation
mehrerer Markergene fiihrte (Abb. 25), bewirkte in der Zellmorphologie keine
Unterschiede im Vergleich zur Kultur mit Standard-Zellkulturmedium (hSGSCs + D). Bei den
abgebildeten Zellen handelt es sich genau um die Zellen, die anschliefend fir die gPCR
Analyse verwendet wurden. MaRstab = 500 um

IV.3.3. Analyse von Zellkulturlberstanden nach Ko-Kultur von hSGSCs und DRG Neuronen

Zellen sekretieren Zytokine ins Medium und kénnen somit Gber parakrine Effekte mit anderen
Zellen interagieren. In indirekten Ko-Kulturen st eine raumliche Trennung der
Zellpopulationen gewahrleistet und eine Interaktion kann nur Gber Zytokine stattfinden. Eine

Analyse der Zellkulturiberstande ermdglicht Rickschlisse auf ein verdandertes Zytokinprofil
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unter veranderten Zellkulturbedingungen. Mit dem Ziel, Zytokine zu identifizieren, mit denen
hSGSCs Einfluss auf DRG Neurone nehmen, wurden hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium, in
Ko-Kultur Medium und gemeinsam mit DRG Neuronen in Ko-Kultur Medium kultiviert und die
Zellkulturiberstande mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A
analysiert. Im Ansatz der Ko-Kultur wurden hSGSCs in der Vertiefung einer Wellplatte
kultiviert und pranatale DRG Neurone im Zellkultur-Insert. Als Kontroll-Ansatze wurden
pranatale DRG Neurone im Insert ohne Ko-Kultur mit hSGSCs eingesetzt und Ansatze
kultiviert, in welchen sich nur das Standard-Zellkulturmedium und nur das Ko-Kultur Medium
befanden. Die Kultur erfolgte jeweils flr 48 h.

Der Membran-basierte Zytokin-Array wurde mittels einer Chemilumineszenz-Reaktion
ausgewertet. Von jeder Membran wurde unter UV-Licht eine Aufnahme zur weiteren Analyse
gemacht. Die verwendeten Ansatze sind in Abbildung 27 dargestellt.

Die Messwerte der Kontroll-Ansitze der jeweiligen verwendeten Medien (D* oder D/NY)
wurden von denen der zu analysierenden Proben abgezogen. Der Ansatz nur mit DRG
Neuronen diente als Negativkontrolle fir den humanspezifischen Array. Abbildung der

Membranen: siehe Anhang, Abb. 43 (VII.4.1).

hSGSCs+ D* hSGSCs+ D /N' Ko-Ku+ D /N* DRG+ D /N*

DRG —+

hSGSCs -+ ot

l

Uberstande

Zytokin Analyse

Abbildung 27: Zellkulturansatze fur die Analyse mittels Membran-basiertem Zytokin-Array Proteome
Profiler Human Cytokine Array Panel A

Fir den Membran-basierten Zytokin-Array Array Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A
wurden 1) hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium (hSGSCs + D*) 2) hSGSCs in Ko-Kultur Medium
(hSGSCs + D'/N¥) 3) hSGSCs zusammen mit DRG Neuronen in Ko-Kultur Medium (Ko-Ku + D//N) 4) DRG
Neurone in Ko-Kultur Medium (DRG + D/N¥) 5) Standard-Zellkulturmedium (D*) und 6) Ko-Kultur
Medium (D/N*) fir 48 h kultiviert und die Uberstinde analysiert.
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In Standard-Zellkulturmedium kultivierte hSGSCs wurden zunachst zur Bestimmung eines
basalen Zytokin-Sekretionsprofils analysiert. Da es sich bei dem verwendeten Zytokin-Array
um ein semi-quantitatives System handelt, wurde die Sekretion in Pixelintensitaten
angegeben und konnte nicht quantifiziert werden. Anhand dieser Ergebnisse konnte jedoch
darauf geschlossen werden, welche Zytokine in vergleichsweise hoherem Male (Serin
Protease Inhibitor E1 (Serpin E1), Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF), Interleukin-8
(IL-8), Growth-Related Oncogen-a (Gro a)) und welche in niedrigerem Malie (Interleukin-6 (IL-
6), Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und Stromal Cell-Derived Factor (SDF1))
sekretiert wurden (Abb. 28).
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Abbildung 28: Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium

Das basale Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs unter Kultivierung in Standard-
Zellkulturmedium D* fur 48 h wurde mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler
Human Cytokine Array Panel A von R&D Systems bestimmt. Es sind die Zytokine
dargestellt, die bei der Detektion mittels Chemilumineszenz ein Signal aufwiesen.
Signal in Pixelintensitat abzlglich Hintergrundsignal und relativ zu den internen
Positiv-Kontrollspots, n = 3, Mittelwert + SEM

Es wurde analysiert, ob hSGSCs durch Veranderung der Kulturbedingungen ein verdndertes
Zytokin-Sekretionsprofil aufweisen. Eine 48-stiindige Kultivierung von hSGSCs in Ko-Kultur
Medium und hSGSCs zusammen mit DRG Neuronen in Ko-Kultur Medium bewirkte eine
verdanderte Spot-Intensitat im Vergleich zur Kultivierung von hSGSCs in Standard-

Zellkulturmedium (Abb. 29). Zur Quantifizierung wurde jeweils die Intensitdt der Spots mit
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dem Hintergrund-Signal verrechnet, die entsprechenden Medien-Kontrollen abgezogen und
anschlieend auf das Signal des Ansatzes mit Standard-Zellkulturmedium normiert. Es wurde
durch die Kultivierung in Ko-Kultur Medium oder in Ko-Kultur Medium zusammen mit DRG
Neuronen eine erhdhte Sekretion der Zytokine Gro a, IL-8 und MCP-1 detektiert. Gro a wurde
durch die Kultur in D/N" um etwa den Faktor 8 starker sekretiert. Die Ko-Kultur mit DRG
Neuronen verdnderte diese Sekretion nicht zusatzlich. Die Sekretion von IL-8 wurde durch die
Kultur in D/N" etwa um den Faktor 2,3 erhéht, durch die Ko-Kultur mit DRG Neuronen war
die Sekretion etwas niedriger und nicht eindeutig erhdoht im Vergleich zur Kontrolle. Die
Sekretion von MCP-1 wurde durch das Ko-Kultur Medium D/N* etwa um den Faktor 4,2
erhoht, die Ko-Kultur mit DRG Neuronen schien diese Tendenz noch zu verstarken, konnte
aufgrund eines zu groRen Standardfehlers jedoch nicht gewertet werden. Die Sekretion von
SDF1 wurde durch das Ko-Kultur Medium nicht verandert, die Ko-Kultur mit DRG Neuronen
jedoch verringerte die Sekretion etwa um den Faktor 2,3 im Vergleich zur Kultur in D/N".
Ebenfalls wurde die Sekretion von IL-6 durch D/N* und Ko-Kultur mit DRG Neuronen

vermindert, wobei die Abweichung der Einzelwerte hoch ist.
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Abbildung 29: Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen

Das Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs wurde nach Kultivierung in Standard-Zellkulturmedium
(DY), nach Kultivierung mit Ko-Kultur Medium (D/N¥) und nach Kultivierung mit DRG Neuronen
in Ko-Kultur Medium (DRG + D/N’) mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler Human Cytokine
Array Panel A von R&D Systems bestimmt. Die Kultur erfolgte jeweils flr 48 h. Es sind die
Zytokine dargestellt, die bei der Detektion mittels Chemilumineszenz ein Signal aufwiesen und
auBerdem jene, die bei der basalen Expression (Abb. 28) detektiert werden konnten. Signal in
Pixelintensitat abzlglich Hintergrundsignal und relativ zu den internen Positiv-Kontrollspots,
Normierung auf hSGSCs + DY, n = 2, Mittelwert + SEM
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V.4, Analysen zur Serum- und Serumersatz-freien Kultivierung von hSGSCs

In den Genexpressionsanalysen (IV.3.2) und den Zytokinanalysen (1V.3.3) zeigte sich ein
deutlicher Einfluss des Ko-Kultur Mediums (D/N*) auf Genexpression und Zytokinproduktion
der hSGSCs. Es konnte anhand der Regulierung einiger Markergene auf eine verstarkte
Differenzierung der hSGSCs geschlossen werden. Die Produktion einiger der analysierten
Zytokine wurde erhoht oder erniedrigt. Durch weitere Experimente sollte auf die Ursache fir
die beobachteten Veranderungen geschlossen werden. Ziel war es dabei, den beobachteten
Effekt fir weitere Vorhaben nutzen bzw. sogar verstarken zu konnen. Es wurde ein Test
durchgefihrt, in dem einzelne Komponenten des Ko-Kultur Mediums auf ihren Effekt auf die
Genexpression untersucht wurden (siehe Anhang, Abb. 47 (VI.4.6). Das Ko-Kultur Medium
wurde daflr auf die Weise modifiziert, dass jeweils pro Ansatz eine oder mehrere der
zusatzlichen Substanzen, die im ,N™ vorhanden sind (L-Glutamin, B-27, NGF), weggelassen
wurden. Als Kontrollmedium diente jeweils Standard-Zellkulturmedium D*. Es wurden
dieselben Markergene mittels gqPCR untersucht wie in Abbildung 25 dargestellt. Es zeigten
sich leichte Schwankungen in der Genexpression zwischen den verschiedenen Ansatzen, aber
es konnte dennoch eine eindeutige Beobachtung gemacht werden. In allen Ansatzen, in
denen der Serumersatz B-27 fehlte, stieg die Genexpression einiger Markergene wie MBP,
Map2, Amylase und VWF sehr stark an. Dieser Einfluss fehlender wachstumsfordernder
Zusatze auf die Genexpression der Zellen wurde im Folgenden spezifischer untersucht und

zusatzlich auf die Analyse produzierter Zytokine auf Proteinebene erweitert.
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IV.4.1. Differenzierungsanalysen von hSGSCs nach Serum- und Serumersatz-freier Kultivierung

Die Kultivierung von hSGSCs erfolgte neben Standard-Zellkulturmedium (D*) in DMEM ohne
FKS (D) und in DMEM pur / Neurobasal pur im Verhaltnis 1:1 (D/N’). Eine gPCR zum
Nachweis derselben Marker wie in Abbildung 25 (IV.3.2) wurde durchgefihrt (Abb. 30). In den
beiden Testansatzen war weder FKS noch der Serumersatz B-27 vorhanden. Die Veranderung
der Genexpression durch D" und D/N” zeigte identische Tendenzen wie durch das Ko-Kultur
Medium (IV.3.2), jedoch war die Expressionsanderung teilweise starker ausgepragt. Eine
signifikante Hochregulierung der Genexpression um mehr als den Faktor 2 erfolgte fir die
Marker NSE, PGP9.5, MBP, vWF, Amylase und AP. Eine deutliche Hochregulierung, jedoch
ohne Signifikanz, erfolgte bei Map2 und NGFR. Besonders auffillig im Vergleich zu den
Ergebnissen in 1V.3.2 war die extrem stark erhdhte Expression von MBP um den Faktor 20
durch D" und D/N". Ebenso war die Expression von NSE, die durch das Ko-Kultur Medium
D/N" nicht erhéht wurde (IV.3.2) um den Faktor 2 erhéht. Map2, dessen Expression durch
das Ko-Kultur Medium herunter reguliert wurde (IV.3.2), wurde durch D" und D/N" um den
Faktor 4 hoch reguliert. Der endodermale Marker vVWF wurde durch das Ko-Kultur Medium
nicht erhoht (IV.3.2), durch D" und D/N° aber um den Faktor 9 bzw. 3,5 erhoht. Die
Hochregulierung der Amylase-Expression war mit dem Faktor 6 im Vergleich zur Kultivierung
in Ko-Kultur Medium (1V.3.2) etwa doppelt so stark ausgepragt.

Wahrend die Expression von Nestin durch das Ko-Kultur Medium hochreguliert wurde
(IV.3.2), zeigte sich bei der Kultivierung in D und D/N" keine Anderung des Expressionslevels
im Vergleich zu D*. Ebenso verdnderte sich die Expression von NFH und NFL nicht.

Der Proliferationsmarker ki67 wurde von hSGSCs, die in D und D/N” kultiviert wurden, in sehr
geringem Malle exprimiert, diese Tendenz war ebenfalls stdarker ausgepragt als bei der

Kultivierung in Ko-Kultur Medium D/N* (IV.3.2).
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Abbildung 30: Relative Genexpression von hSGSCs unter Serum- und Serumersatz-freien
Kultivierungsbedingungen im Vergleich zur Genexpression von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium

Die Genexpression von hSGSCs wurde jeweils relativ zur Expression des Haushaltsgens B-Aktin
gemessen. Es wurden drei Kultivierungsbedingungen miteinander verglichen, hSGSCs + D*, hSGSCs + D’
und hSGSCs + D/ N, wobei auf hSGSCs + D' als Kontrolle in Standard-Zellkulturmedium normiert
wurde. Als spezifische Anderung des Expressionslevels wurde eine Ab- oder Zunahme um mehr als den
Faktor 2 gewertet. Somit wurden folgende Gene reguliert: Ki67 ({,), NFM ({,), NSE ("), PGP9.5 ("),
MBP (1), Map2 (), NGFR (T"), VWF (T"), Amylase (1), alpha SMA ({,), AP (). T = Hoch reguliert;
J =Herunter reguliert. *: p<0,05; **: p <0,01; *** p< 0,001, n =3, Mittelwert + SEM

IV.4.2. Morphologische Zellveranderungen durch Serum- und Serumersatz-freie Kultivierung

Parallel zur gPCR wurden hSGSCs in Kultur mit Standard-Zellkulturmedium und den Serum-
und Serumersatz-freien Testmedien auf morphologische Verdanderungen untersucht. Unter
dem Einfluss der Testmedien D° und D/N° konnte wie auch schon bei den ersten
morphologischen Untersuchungen von Zellen, die in D kultiviert wurden (IV.2.1), eine
abgerundete Zellform und eine geringere Zelldichte beobachtet werden. Die morphologische
Verdanderung der Zellen wurde mithilfe der Zeitraffer-Mikroskopie Uber einen Zeitraum von
48 h beobachtet. Unter den drei Konditionen wurden hSGSCs parallel zueinander kultiviert
und alle 20 min direkt nacheinander mit der Kamera aufgenommen. Exemplarisch sind
Aufnahmen nach jeweils 8 h dargestellt (Abb. 31). In D" kultivierte hSGSCs zeigten eine stetige
Proliferation und die typisch spindelformige Zellform. Bei Kultivierung in D" und D/N’, den
Serum- und Serumersatz-freien Medien, war kaum eine Proliferation der Zellen zu
beobachten und die Zellform war abgerundet. Bereits nach 24 h war diese Veranderung in
Zellmorphologie und Zelldichte anhand der Einzelbilder deutlich erkennbar (Abb. 31, 24h),
nach 48 h war sie noch starker ausgepriagt (Abb. 31, 48h). Ein Video der Zeitraffer-
Mikroskopie befindet sich im Anhang (VIL5).
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Abbildung 31: Zeitraffer-Mikroskopie von hSGSCs unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen fir
48 h

Die morphologischen Veranderungen von hSGSCs unter dem Einfluss verschiedener Zellkultur-Medien
wurden fir 48 h mit der Zeitraffer-Mikroskopie dokumentiert. Das Standard-Zellkulturmedium D* und
die Serum- und Serumersatz-freien Medien D° und D/N wurden zur Kultivierung der hSGSCs
verwendet. Aufnahmen erfolgten alle 20 Minuten, dargestellt sind jeweils Aufnahmen im Abstand von
8 h. hSGSCs in D* proliferierten stetig und zeigten eine spindelférmige Morphologie, wihrend hSGSCs
in D"und D'/N" kaum proliferierten und eine abgerundete Zellform aufwiesen.

In Erganzung zur Zeitraffer-Mikroskopie wurde dieser Versuch bis zum Tag 16 nach Aussaat
unter regelmaRigem Wechsel der Medien durchgefiihrt um den langerfristigen Effekt der
verschiedenen Medien zu beurteilen. Die Aufnahmen erfolgten in diesem Fall manuell und zu
den angegebenen Zeitpunkten (Abb. 32). Diese weitere Beobachtung der Zellen deckte sich
mit den Aufnahmen der Zeitraffer-Mikroskopie in Abbildung 31. Die in D" kultivierten Zellen
proliferierten bis zur Konfluenz und die Zellform wurde sehr lang und schmal. In D" und D/N’
kultivierte hSGSCs nahmen eine abgerundete Morphologie an, proliferierten sehr wenig und
anderten diesen Status auch nach 16 Tagen nicht. Ein Absterben der Zellen wurde in keinem

der Testmedien beobachtet.
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hSGSCs + D* hSGSCs + D hSGSCs + D/N-

Abb 32: Morphologische Veranderungen von hSGSCs unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen fir 16 Tage

Flr die Testmedien, mit denen hSGSCs fiir die Zeitraffer-Mikroskopie in Abbildung 31
kultiviert wurden, wurde ein Langzeit-Versuch durchgefihrt. Die Zellen wurden 16
Tage unter den entsprechenden Kultivierungsbedingungen beobachtet und
regelmaRig mikroskopiert. Ein Medienwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Morphologie
von hSGSCs in D” wurde innerhalb dieser Zeit langlich und es zeigte sich ein dichtes
Wachstum, hSGSCs in D" und in D'/N” veranderten sich kaum in ihrer Morphologie, sie
proliferierten ab Tag 2 nicht mehr deutlich, es konnte aber auch kein Absterben
beobachtet werden. Mafistab = 500 pum
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Fir einen potentiellen in vivo Einsatz von Zellen mussen diese in der Regel in vitro
vorkultiviert werden. Fir die Nutzung der Effekte bestimmter Medien, z. B. Serum- oder
Serumersatz-freien Mediums, wahrend einer solchen Vorkultivierung, muss es moglich sein
die Zellen nach der Vorkultivierung abzulésen und neu auszubringen, beispielsweise fur die
periphere Nervenregeneration in eine Nervenleitschiene. Innerhalb einer solchen
Nervenleitschiene kdnnen je nach Vorgehensweise ein Mangel an zusatzlichen Nahrstoffen
oder ein kinstlich zugeflhrtes erhdohtes Nahrstoffangebot herrschen. Eine entsprechende
Situation sollte in vitro simuliert werden, indem die Zellen nach 48 h Kultur in D/N’, in denen
sich die Zellen morphologisch verandert hatten, enzymatisch durch Trypsin abgel6ést wurden
und in D oder D/N" neu ausgebracht wurden. Gleichzeitig sollte ermittelt werden, ob der
Effekt auf die Zellmorphologie, den die Serum- oder Serumersatz-freie Umgebung bewirkt
hat, reversibel ist. Durch Wechsel in D" nach 48 h wurde ein Wiederangebot von
wachstumsfordernden Zusatzen gewahrleistet.

Fir 48 h in D* kultivierte Zellen, die nach einem Medienwechsel erneut fir 48 h in D* kultiviert
wurden, zeigte sich ihre typische spindelformige Morphologie und ein dichtes Wachstum
(Abb. 33 oben). In D/N" kultivierte Zellen zeigten die bereits bekannte abgerundete
Morphologie in geringerer Zelldichte. Ein Wechsel in D/N° &dnderte nichts an dieser
Morphologie, ein Wechsel in D' hingegen bewirkte eine Veranderung der Morphologie
wieder zur typischen spindelformigen Zellmorphologie (Abb. 33 mitte). Eine Neu-Aussaat von
in D/N kultivierten Zellen war sowohl in D/N" als auch in D" erfolgreich (Abb. 33 unten). In
D/N" adhérierten die Zellen und zeigten wieder die abgerundete Zellform, eine Proliferation
fand kaum statt. In D" adhérierten die Zellen, nahmen wieder die fir D* typische langliche
Zellform an und begannen zu proliferieren. Auch nach einer Woche behielten die Zellen diese

Morphologie bei (Bilder: sieche Anhang, Abb. 46 (VII.4.5)
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Nach 48 h Kultur:
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D /N D*und D/N°
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Abb 33: Morphologie von hSGSCs nach Kultivierung in verschiedenen Medien, nach Medienwechsel und
Neu-Aussaat

Nach Kultivierung von hSGSCs fiir 24 h in Standard-Zellkulturmedium (D*) wurde in D" und in D/N°
gewechselt und fur 48 h weiterkultiviert. Die Morphologie von hSGSCs in D//N” zeigte die schon in
Abbildung 31+32 beobachtete abgerundete Form und eine geringere Zelldichte als in D*. AnschlieRend
wurde ein Medienwechsel in D" und in D/N” durchgefiihrt und fiir 48 h weiterkultiviert. Nach 48 h in
D" &nderte sich die zuvor in D/N™ ausgeprégte abgerundete Morphologie wieder zur typischen
spindelférmigen Zellmorphologie in D', In einem weiteren Ansatz wurden Zellen nach 48 h in D/N’
enzymatisch durch Trypsin abgelést und neu ausgesat. Eine Neu-Aussaat erfolgte in D* und in D/N".
Die Morphologie nach 48 h in D/N war wieder typisch abgerundet und die Zelldichte war geringer als

nach 48 h in D*. In D' proliferierten die Zellen wieder und zeigten eine spindelférmige Morphologie.
MaRstab = 500 um
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IV.4.3. Analyse von Zellkulturiiberstanden nach Serum- und Serumersatz- freier Kultivierung

Durch Kultivierung in Serum- und Serumersatz-freien Medien wurde die Genexpression der
getesteten Markergene von hSGSCs teilweise stark verdndert (Abb. 30) und auch
morphologische Veranderungen konnten im Vergleich zum Standard-Zellkulturmedium
deutlich beobachtet werden (Abb. 31). Mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array von R&D Systems wurde die Zytokinproduktion durch hSGSCs unter der
Kultivierung mit Standard-Zellkulturmedium (D) und dem Serum- oder Serumersatz-freien
Testmedium D/N” fur 48 h analysiert. Ein Schema der verwendeten Ansatze und Kontrollen ist
in Abbildung 34 dargestellt. Zunachst wurde das basale Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs in
Standard-Zellkulturmedium (D*) ermittelt. Wie bei dem Zytokin-Array in IV.3.3 handelt es sich
um ein semi-quantitatives System und wird identisch diesem auswertetet. Dargestellt sind die
Pixelintensitdaten, anhand derer darauf geschlossen werden kann, in welchem MaRe die
Zytokine sekretiert werden. Eine vergleichsweise hohe Sekretion von DKK-1, IL-8, MCP-1 und
Serpin E1 konnte verzeichnet werden (Abb. 35).

Es wurde analysiert, ob hSGSCs durch die Kultur in Serum- und Serumersatz-freiem Medium
ein verandertes Zytokin-Sekretionsprofil aufweisen. Im Vergleich zur Kultur in Standard-
Zellkulturmedium wurde in dem Ansatz mit D/N" eine geringere Menge aller sezernierter
Zytokine nachgewiesen, teilweise in sehr starkem AusmalR (Abb. 36). Zur Quantifizierung
wurde jeweils die Intensitat der Spots mit dem Hintergrund-Signal verrechnet, die
entsprechenden Medien-Kontrollen abgezogen und anschliefend auf das Signal des Ansatzes
mit Standard-Zellkulturmedium D" normiert. Abbildungen der Membranen: siehe Anhang,

Abbildung 44 (VI1.4.1).
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hSGSCs+D* hSGSCs+D /N

hSGSCs -+

Uberstinde

Zytokin Analyse

Abb 34: Zellkulturansatze fir die Analyse mittels Membran-basiertem Zytokin-Array
Proteome Profiler Human XL Cytokine Array

Fir den Membran-basierten Zytokin-Array Proteome Profiler Human XL Cytokine Array
von R&D Systems wurden 1) hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium (hSGSCs + DY) 2)
hSGSCs in Serum- und Serumersatz-freiem Medium (hSGSCs + D/N) und als
Kontrollen 3) Standard-Zellkulturmedium (D*) und 4) Serum- und Serumersatz-freies
Medium D/N fiir 48 h kultiviert und die Uberstande analysiert.
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Abb 35: Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium

Das basale Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs unter Kultivierung in Standard-
Zellkulturmedium fur 48 h wurde mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array von R&D Systems bestimmt. Einige der Spots zeigten ein starkeres
Chemilumineszenzsignal als die Positiv-Kontrollspots, weshalb nach der Normierung auf
die Positiv-Kontrollspots eine Pixelintensitat von Gber 100 % errechnet wurde. Es sind
die Zytokine dargestellt, die bei der Detektion mittels Chemilumineszenz ein Signal
aufwiesen. Signal in Pixelintensitat abzlglich Hintergrundsignal und relativ zu den
internen Positiv-Kontrollspots, n = 2, Mittelwert £ SEM
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Abbildung 36: Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs nach Kultivierung mit Standard-
Zellkulturmedium und Serum- und Serumersatz-freiem Medium

Das Zytokin-Sekretionsprofil von hSGSCs wurde nach Kultivierung in Standard-
Zellkulturmedium (D*) und nach Kultivierung in Serum- und Serumersatz-freiem Medium
mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler Human XL Cytokine Array von R&D Systems
bestimmt. Die Kultur erfolgte jeweils flr 48 h. Es sind die Zytokine dargestellt, die bei der
Detektion mittels Chemilumineszenz ein Signal aufwiesen und aullerdem jene, die bei der
basalen Expression (Abb. 35) detektiert werden konnten. Signal in Pixelintensitat
abzlglich Hintergrundsignal und relativ. zu den internen Positiv-Kontrollspots,
Normierung auf hSGSCs + D*, n = 2, Mittelwert + SEM

IV.4.4. Proteinnachweis nach Serum- und Serumersatz-freier Kultivierung

Es wurde bisher ein starker Effekt von Serum- und Serumersatz-freiem Medium auf die
Genexpression und die Morphologie von hSGSCs beobachtet. Einige der Marker, die zuvor
mittels gPCR auf mRNA-Ebene untersucht worden sind, wurden zusatzlich mit einer
immunzytochemischen Farbung auf Proteinebene nachgewiesen. Die Zellen wurden zuvor
48 h entweder in Standard-Zellkulturmedium (D) oder in Serum- und Serumersatz-freiem
Medium (D/N°) kultiviert. Der Stammzellmarker Nestin wurde in beiden Medien sehr stark
exprimiert, in den abgebildeten Bildausschnitten (Abb. 37A) waren alle Zellen positiv fir
Nestin. Alpha SMA, b3T und PGP9.5 wurden vereinzelt exprimiert. Es zeigten sich im Vergleich

von den Zellen, die in D und in D/N” kultiviert wurden, keine Unterschiede in Intensitat oder
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Haufigkeit dieser Proteine (Abb. 37C-F). Der Proliferationsmarker Ki67 wurde in Zellen, die in
D* kultiviert wurden, stirker exprimiert als in Zellen, die in D/N kultiviert wurden (Abb.
37B+C). Zellen, die positiv fur alpha SMA waren, exprimierten kein Ki67 (Abb. 37C). Fur b3T

positive Zellen exprimierten oft in starkerer Intensitdt auch PGP9.5 (Abb. 37E).
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hSGSCs + D hSGSCs + D/N”
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Abbildung 37: Immunzytochemische Farbung verschiedener Markerproteine von hSGSCs nach
Kultivierung mit Standard-Zellkulturmedium und Serum- und Serumersatz-freiem Medium

Fur 48 h kultivierte hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium (D) und in Serum- und Serumersatz-freiem
Medium (D/N) wurden mit Antikdrpern gegen verschiedene Markerproteine, deren mRNA in IV.3.2
und IV.4.1 mittels gPCR nachgewiesen wurde, immunzytochemisch gefarbt. Fir Nestin, PGP 9.5, alpha
SMA und b3T konnte kein Unterschied in Intensitat oder Haufigkeit des Markers festgestellt werden
(A, C-F). Der Proliferationsmarker Ki67 wurde starker in Zellen produziert, die in D* kultiviert wurden
(B+C). Die Bildausschnitte in E und F sind identisch. Bei den gelben Strukturen in Bild C handelt es sich
um Artefakte. Marker fir Zellkerne: DAPI (blau), MaRstab: 100 um

IV.5. Direkte Ko-Kulturen von Schweilldriisen-abgeleiteten Stammzellen und

peripheren Neuronen

Stammzellen wurden schon in verschiedenen Forschungsgruppen zur Besiedlung von
Nervenleitschienen verwendet, wo sie zum verbesserten Auswachsen von Neuriten beitragen
sollten (Ao et al., 2011; Kingham et al., 2014; Liu et al., 2011; Wrobel et al., 2014). Auch fir
hSGSCs, die in vitro bereits eine vielversprechende Wirkung auf das Neuritenauswachsen
zeigten (IV.3.1), kbnnte der Einsatz in Nervenleitschienen ein grofRes Potential haben. In
diesem Fall wiirde ein direkter Kontakt zwischen hSGSCs und den neu aussprossenden
Neuriten entstehen, der neben den parakrinen Effekten der Stammzellen auch
richtungsweisend auf die Neuriten wirken koénnte. Um die Situation innerhalb einer
besiedelten Nervenleitschiene in vitro zu simulieren, wurden hSGSCs und DRG Neurone direkt
miteinander ko-kultiviert. Die hSGSCs wurden einen Tag zuvor ausgesat und waren zum Start
der Ko-Kultivierung bereits adharent, wie es auch beim Einsatz in einer Nervenleitschiene der
Fall sein konnte. Sowohl fir adulte als auch fur pranatale DRG Neurone wurde ein sehr gutes
Anhaften auf dem Feeder Layer von hSGSCs beobachtet und am Folgetag war bereits das
Auswachsen von Neuriten erkennbar. Mittels Immunfluoreszenz wurde der adulte
Stammzellmarker Nestin und der neuronale Marker $3 Tubulin nachgewiesen (Abb. 38).
Neben den hSGSCs waren auch die Somata der Neurone Nestin-positiv. Sowohl fur adulte
(Abb. 38A-C) als auch flur prdnatale (Abb. 38D-F) DRG Neurone war in den verschiedenen
VergrofBerungen die Ausrichtung der Neuriten erkennbar dhnlich zur Gesamtausrichtung der

hSGSCs.
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Abbildung 38: Direkte Ko-Kultivierung von hSGSC und primdren DRG Neuronen

Primére adulte DRG Neurone (A-C) und primare pranatale DRG Neurone (D-F) hafteten auf einem
Feeder Layer aus hSGSCs und die Ausrichtung ihrer Neuriten war erkennbar ahnlich zur
Gesamtausrichtung der hSGSCs. Marker fiir Neurone: B3 Tubulin (griin), Marker fir hSGSCs: Nestin
(rot), Marker fir Zellkerne: DAPI (blau), MaRstab: 100 um
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IV.6. Nervenleitschienen als Matrix fiir die Besiedlung mit hSGSCs

Im Hinblick auf eine potentielle therapeutische Anwendung von hSGSCs in einer peripheren
Nervenlasion wurden mit den Kooperationspartnern Dr. Michael C. Hacker und Caroline Kohn
vom Lehrstuhl Pharmazeutische Technologie aus dem Institut fir Pharmazie der Universitat
Leipzig erste Versuche zur Besiedlung und zur Handhabung von Nervenleitschienen
durchgefiihrt. Die in Leipzig hergestellten Leitschienen wurden aus einem neuartigen, variabel
gestaltbaren Biomaterial fabriziert. Es handelt sich um ein Hydrogel, basierend auf
Hydrolyseprodukten des Kollagens wie Collagel® und Gelatine (,cGEL”), welche mit einem
synthetischen Oligomer quervernetzt werden. Mithilfe dieses Quervernetzers und einer
Modulierung der Reaktionsbedingungen lassen sich die Nervenleitschienen in ihren
mechanischen Eigenschaften sowie ihrer Resorptionszeit anpassen. So kdnnen besonders
flexible Leitschienen hergestellt werden, die bei Beanspruchung nicht abknicken.

Im Folgenden sollte die Besiedlung dieses Materials mit hSGSCs erprobt werden und eine
Darstellung der Zellen auf den Hydrogelen etabliert werden.

Die Fahigkeit zur Besiedlung wurde fir diverse Hydrogel-Formulierungen zunachst in einem
zweidimensionalen System getestet und mit verschiedenen Analysen begutachtet. Fir
Experimente zur Materialtestung wurden die Hydrogele in Form von flachen Scheiben
verwendet, die sich in Vertiefungen einer 24-Well Platte einpassen. Es konnte ein
erfolgreicher Besiedlungsvorgang dieser Gel-Scheiben erstellt werden, der vom
gefriergetrockneten Hydrogel bis zur festen Zelladhasion etwa 24 h benoétigt (Abb. 39). Er
beinhaltet vor Gebrauch der Hydrogele eine luftdichte Lagerung der gefriergetrockneten
Scheiben im Exsikkator (Abb. 39A), das Aufquellen der Gele mit Zellkulturmedium Uber Nacht
(Abb. 39B+C) und die Besiedlung selbst. Es wurden hierflr spezielle Ring-Halterungen
entworfen und angefertigt (Anfertigung durch Dennis Wendt, Fraunhofer EMB), mit denen es

moglich wurde die Gele auf dem Boden der Platten zu immobilisieren (Abb. 39D).
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Ankunft der Hydrogele und Lagerung Im Rekonstruktion der Gele mit Gequoliene Gele bereit tur Mit hSGSCs besiedelte Hydrogel-

Exsikkator bis zum Gebrauch Standard Zeloulturmedum G.N Besiediung Scheiben und Ring-Halterungen

Abbildung 39: Vorgehensweise flir das Besiedeln von Hydrogel-Scheiben

Nach Ankunft der gefriergetrockneten Hydrogele erfolgte eine luftdichte Lagerung im Exsikkator. Zur
Rekonstruktion (Quellvorgang) wurden Hydrogel-Scheiben Gber Nacht in Standard-Zellkulturmedium
qguellen gelassen. Die gequollenen Gele flllten die Vertiefungen einer 24-Well Platte aus und
ermoglichten die Besiedlung mit Zellen. Zur Fixierung wurden speziell angefertigte Halterungs-Ringe
eingesetzt.

Fir die Beurteilung eines Besiedlungserfolges war die Darstellung der Zellen auf den
Hydrogel-Scheiben essentiell. Exemplarisch sind in Abbildung 40 mit hSGSCs besiedelte
Hydrogel-Scheiben dargestellt, auf denen hSGSCs durch verschiedene Detektionsverfahren
markiert wurden. Im Durchlicht waren Zellen aufgrund der sehr unruhigen Gelstruktur nur
sehr schlecht erkennbar (Abb. 40A). Eine Farbung mit FDA stellte die Zellen sehr gut dar, sie
lieBen sich sowohl mit einem Fluoreszenzmikroskop in zweidimensionaler Ansicht (Abb. 40B)
als auch mit einem Laser-Scanning-Mikroskop in dreidimensionaler Rekonstruktion darstellen
(Abb. 40C). Auch eine Farbung mit DAPI liell in der dreidimensionalen Rekonstruktion des
Laser-Scanning-Mikroskops sehr gut einzelne Zellkerne auf dem Hydrogel erkennen (Abb.

40D).
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3D-Rekonstruktion mit dem 3D-Rekonstruktion mit dem
Laser-Scanning-Mikroskop, Laser-Scanning-Mikroskop,
FDA-Farbung DAPKHFirbung

Abbildung 40: Verschiedene Detektionsverfahren ermdéglichten die Darstellung von hSGSCs auf
Hydrogel-Scheiben

Hydrogel-Scheiben wurden mit hSGSCs besiedelt und mit verschiedenen Detektionsverfahren
markiert. Unter dem Durchlichtmikroskop waren die Zellen nur schwer erkennbar (A). Eine FDA-
Farbung und anschiefende Fluoreszenzmikroskopie stellte die Zellen zweidimensional gut dar (B).
Mit einem Laser-Scanning-Mikroskop lieBen sich in dreidimensionaler Rekonstruktion, in der
einzelne z-stack Aufnahmen Ubereinander gelagert wurden, FDA gefarbte Zellen (C) und DAPI
gefarbte Zellkerne (D) sehr gut darstellen. MaRstab: 200 um

Erste Versuche zur Handhabung der Hydrogel-basierten Nervenleitschienen wurden mit dem
Kooperationspartner Dr. Tobias Kisch aus der Plastischen Chirurgie und Handchirurgie des
Universitatsklinikums Libeck durchgefihrt (Abb. 41). Die Nervenleitschienen lagen zunachst
in gefriergetrocknetem Zustand vor (Abb. 41A) und wurden in einem Quellvorgang, identisch
zu den Hydrogel-Scheiben, hydratisiert (Abb. 41B). Eine 1 cm groRe Nervenldsion wurde am
Nervus ischiadicus der zuvor getoteten Ratte kinstlich erzeugt (Abb. 41C). Die
Nervenendigung konnte erfolgreich in die Leitschiene eingefiihrt werden. An der
Kontaktstelle wirkten Adhasionskrafte und der Nerv wurde ohne das zusatzliche Ausiiben von
Druck in die Leitschiene hineingezogen (Abb. 41D). An dieser Kontaktstelle wirde auch die
Nervennaht gesetzt werden, fir die allerdings zundchst eine reillfestere Gelformulierung
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hergestellt werden muss. Mit den Nervenleitschienen wurde ein Abknick-Versuch
durchgeflhrt um die Flexibilitdt auszutesten. Die Leitschiene wurde stark abgeknickt und

anschliefend wieder gedffnet. Es konnte keine Schadigung am Material festgestellt werden.

Abbildung 41: Handhabung von Hydrogel-basierten Nervenleitschienen

Die  Nervenleitschienen befanden sich zunachst in einem
gefriergetrocknetem Zustand (A). Nach dem Quellvorgang, der
identisch zu den Hydrogel-Scheiben erfolgte, lag die Nervenleitschiene
in ihrer gebrauchsfertigen Form vor (B, Querschnitt). Die Hydrogel-
basierten  Nervenleitschienen  wurden testweise in  einen
durchtrennten Nervus ischiadicus der Ratte eingesetzt um ihre
Handhabung zu testen. Ein 1 cm groRRer Nervendefekt wurde kinstlich
erzeugt (C) und die Nervenendigung in die Leitschiene eingefiihrt. An
dieser Stelle wiirde die Naht erfolgen (D). Ein Abknickversuch wurde
durchgefiihrt, bei dem eine Leitschiene stark abgeknickt wurde und
anschlieRend wieder gedffnet wurde (E+F) Es konnte keine
Beschadigung des Materials beobachtet werden. Die Abbildungen A+B
wurden zur Verfigung gestellt von Caroline Kohn, Pharmazeutische
Technologie, Institut fir Pharmazie der Universitat Leipzig.
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Eine mogliche Matrix um hSGSCs in das Lumen von Nervenleitschienen zu applizieren ist
Fibrin. Die Machbarkeit dieser Vorgehensweise wurde mithilfe einer kommerziell
erwerblichen Nervenleitschiene (NeuraGen®, Integra) getestet. NeuraGen® ist Kollagen-
basiert und in trockenem Zustand sehr stabil und robust handzuhaben. Das Fibrin wurde
durch Zusammengeben von Fibrinogen- und Thrombin-Losung, in welcher die hSGSCs
suspendiert waren, unmittelbar nach Einspritzen in die Nervenleitschiene fest. Somit konnte
verhindert werden, dass Zellen aus der anderen Offnung der Leitschiene wieder verloren
gingen.

Am néchsten Tag wurde die Zellverteilung im Fibrin innerhalb der Nervenleitschiene mit einer
Farbung der Zellkerne auf Kryoschnitten beurteilt. Die Zellen zeigten eine gleichmaRige

Verteilung im Fibrin (Abb. 42).

Abbildung 42: Besiedlung von NeuraGen® mit hSGSCs in einer Matrix aus Fibrin

Die Machbarkeit einer Besiedlung von Nervenleitschienen mit hSGSCs wurde in einer
NeuraGen® Nervenleitschiene und mit Fibrin als Matrix ausgetestet. Einen Tag nach der
Besiedlung wurde die gleichmaRige Verteilung der Zellen mittels einer Farbung der Zellkerne
mit DAPI dargestellt. In der rechten Abbildung sind die Zellkerne zusatzlich mit weilsen Pfeilen
hervorgehoben. Malistab: 500 pm
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V.1.Peripherere Neurokulturen fir in vitro Studien zur Nervenregeneration

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Isolation und Kultivierung peripherer Neurone aus
adulten und pranatalen DRG an der Fraunhofer EMB erstmals etabliert. Die Methodik wird in
vielen Institutionen bereits seit vielen Jahrzehnten fir verschiedenste Organismen verwendet
(Banks et al., 1970; Horie und Kim, 1984; St Amand und Tipton, 1954; Wood und Bunge,
1986). In vielen Publikationen, insbesondere aus der Zeit vor den 1970er Jahren, wurden
Explant-Kulturen aus DRG verwendet (Hughes, 1953; Levi-Montalcini, 1964; Nakai und
Kawasaki, 1959; Peterson und Murray, 1955). Der Vorteil von Explant-Kulturen gegeniber
dissoziierten Neurokulturen ist der Erhalt der urspringlichen Zellanordnung im Ganglion und
der vorhandenen Zellkontakte. Ebenso bleibt die native Anordnung von Schwannzellen und
Makrophagen in einer Explant-Kultur erhalten. Der Erhalt dieser Originalstrukturen kann
besonders fir Studien von Bedeutung sein, bei denen in vitro die Interaktion von Neuronen
und Schwannzellen untersucht werden soll (Bunge et al., 1982). Dissoziierte Neurone, wie sie
in dieser Arbeit verwendet wurden, bieten den Vorteil, einzelne Neuriten, die aus dem Soma
auswachsen, genau beobachten und exakte Messungen der Neuriten-Lange vornehmen zu
konnen. Das Auswachsen von Neuriten ist bei Explant-Kulturen nur sehr ungenau zu
bestimmen, da dieses sternformig und sehr dicht aus dem Zellaggregat heraus geschieht, in
dem sich die vielen Nervenzellkorper befinden. Zur Beantwortung von Fragestellungen zum
Einfluss bestimmter Parameter auf das Auswachsen von Neuriten ist eine dissoziierte
Neurokultur gegenlber einer Explant-Kultur vorzuziehen. Die Art und Weise, in der in vitro
das Auswachsen von Neuriten geschieht, unterscheidet sich von der nativen
pseudounipolaren Form von DRG Neuronen im Spinalganglion (siehe Abb. 2 (ll.1.1). Es
wachsen teilweise mehrere Neuriten direkt aus dem Soma aus.

Die am meisten verwendeten Modelle flir die Isolation von primaren DRG Neuronen sind
Maus und Ratte. Im Vergleich zur Maus sind DRG der Ratte grofSer und einfacher aus dem Tier
zu praparieren. Zudem sind in vivo Experimente an peripheren Nerven der Ratte deutlich
einfacher durchzufiihren, da die Strukturen in der Maus flr einige Experimente,
beispielsweise das Einsetzen von Nervenleitschienen im Nervus ischiadicus oder Nervus

medianus, zu klein sind.
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Periphere Neurokulturen lassen sich aus adulten, postnatalen oder pranatalen Tieren
gewinnen. Pranatale und auch friihe postnatale DRG Neurone bendétigen zum Uberleben in
Kultur die Zugabe von Nerve Growth Factor (NGF) (Burnham et al., 1972; Eichler und Rich,
1989). Je ausgereifter die Neurone in ihrem Entwicklungsstatus werden, desto weniger
abhangig werden sie auch von NGF. Dodge et al. vermuten einen engen Zusammenhang mit
den durch NGF aktivierten Signalwegen der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K) und der Protein
Kinase C (PKC) (Dodge et al., 2002).

Adulte DRG Neurone lassen sich ohne NGF kultivieren. Die Zugabe von NGF kann das
Auswachsen von Neuriten in adulten DRG Kulturen beschleunigen, zum Uberleben wird NGF
jedoch nicht benotigt (Delree et al., 1989; Tanaka et al., 1990).

Die Entscheidung, ob flr bestimmte Versuchsvorhaben adulte oder pranatale DRG Neurone
verwendet werden sollen, muss individuell nach Beurteilung der jeweiligen Vor- und
Nachteile getroffen werden. Die Zellisolation aus adulten DRG erbringt eine vergleichsweise
geringe Zellausbeute und lasst sich fir Versuchsvorhaben nicht realisieren, fir die eine groRe
Zellzahl nétig ist. FUr Experimente in dieser Arbeit, in denen viele parallele Ansatze
durchgefihrt werden mussten, war eine grolRe Zellausbeute essentiell. Die Verwendung
pranataler Neurone erwies sich hier als vorteilhaft. Zudem bendtigen adulte DRG Neurone
mehr Zeit zum Anhaften und das Auswachsen von Neuriten kann erst einige Stunden spéater
als bei pranatalen DRG Neuronen beobachtet werden. Im Hinblick auf eventuelle in vivo
Versuche ist die Kultur adulter DRG Neurone ahnlicher zu der Situation im Tier, da die
Neurone sich im selben Entwicklungsstadium befinden (Melli und Hoke, 2009). Andererseits
existieren Parallelen zwischen Regenerationsvorgangen und Vorgangen wahrend der
Embryogenese. Fir Studien von Regenerationsvorgdngen wie der peripheren
Nervenregeneration kann die Verwendung von pranatalen DRG Neuronen somit reprdsentativ
sein (Levin, 2012; Sastry und Shukal, 2010). In dieser Arbeit wurden fir die Analysen zum
Effekt humaner SchweilRdriisen-abgeleiteter Stammzellen (hSGSCs) auf periphere Neurone
sowohl adulte als auch prénatale DRG Neurone verwendet. Flir weitere Experimente zu
Medientestungen, Differenzierungs- und Zytokinanalysen, fir die eine grolle Anzahl von
Zellen bendtigt wurde, dienten prénatale DRG Neurone.

Fur die Isolation von einzelnen Neuronen aus DRG existieren verschiedenste Protokolle. Die
meisten basieren auf einem enzymatischen Verdau der DRG mit den Enzymen Kollagenase,

Dispase oder Trypsin (Hall, 2006; Kingham et al.,, 2011; Lindsay et al., 1991). Bei der
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Etablierung des flr diese Arbeit verwendeten Isolationsmediums war das Ziel, moglichst viele
Einzelzellen zu gewinnen. Gleichzeitig sollte ein moglichst kurzes Isolations-Protokoll erprobt
werden um die Zellen so kurz wie moglich dem Zellstress wahrend des Enzymverdaus
auszusetzen. Flr adulte und pranatale DRG sollte das jeweils bessere Isolationsmedium
gefunden werden. Fiir adulte DRG erfolgte nur mit einem Isolationsmedium aus Kollagenase
in Kombination mit Dispase ein kompletter Verdau zu einer Einzelzellsuspension, nach einem
Verdau mit Trypsin verblieben viele grolRere Zellaggregate. Fir pranatale DRG konnte mit
Trypsin eine Einzelzellsuspension hergestellt werden. Die Bindegewebsschichten adulter DRG
sind deutlich starker ausgepradgt als bei prdanatalen DRG. Nach Entfernen der aulleren
zuganglichen Bindegewebsschicht sind noch viele weitere Schichten zu durchdringen und
aufgrund des groRBeren Durchmessers adulter DRG reichte ein Verdau mit Trypsin in diesem
Fall nicht aus. Die Kombination von enzymatischem Verdau und mechanischer Zerkleinerung,
wie sie auch standardmaRig in einem in der Fraunhofer EMB etablierten Isolationsprotokoll
flir Zellen aus Organen diverser Spezies eingesetzt wird, fihrte zu einer guten Durchmischung
der Gewebesuspension wahrend des Isolationsprozesses. In nur zwei enzymatischen
Verdauschritten von jeweils 10 Minuten und zwei mechanischen Zerkleinerungsschritten von
jeweils einer Minute konnte fir adulte und embryonale DRG gleichermafen ein erfolgreiches,
schnell durchfiihrbares Isolationsprotokoll etabliert werden.

In vielen publizierten Arbeiten wird die gewonnene Zellsuspension zusatzlich aufgereinigt und
von Kontaminationszellen wie Schwannzellen befreit. Hierzu eignet sich eine mehrwdéchige
Behandlung mit antimitotischen Agentien, welche die Proliferation von Schwannzellen
hemmen (Liu et al., 2013) oder eine sequentielle Aussaat der Zellen, die auf dem schnelleren
Anhaften von Schwannzellen im Vergleich zu Neuronen beruht (Lange et al., 2012).

Es muss jedoch immer (berdacht werden, ob es die richtige Entscheidung ist, die
Zellsuspension zu reinigen oder ob es fiir das geplante Versuchsvorhaben sinnvoll sein kann,
die native Situation inklusive Schwannzellen zu erhalten. Die Myelinisierungsstudien in der
Arbeitsgruppe um Freda Miller beispielsweise wurden mit DRG Kulturen durchgefiihrt, die
zuvor durch die antimitotische Cytosin Arabinose aufgereinigt wurden (McKenzie et al., 2006).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine Eliminierung von Schwannzellen vorgenommen. In den
Ko-Kultur Experimenten herrschte somit die Zellzusammensetzung, wie sie auch in vivo
vorzufinden wdre. Eine Reinigung von Myelinresten, also Material von abgestorbenen

Schwannzellen, das zuvor die Neuriten umhdllt hat, wurde hingegen testweise auch in dieser
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Arbeit vorgenommen. Eine Filterung durch eine 15 % BSA-Losung wurde durchgefihrt,
allerdings zugunsten einer hdheren Zellausbeute ohne die zusatzliche Filterung nicht in das
Isolationsprotokoll aufgenommen. Die in der Zellsuspension schwimmenden Strukturen des
Myelin storen besonders am Tag der Isolation und am Folgetag die Mikroskopie der Zellen
und verhindern oft eine genaue Beurteilung des Isolationserfolges, einen beeintrachtigenden
Effekt auf die Kultur selbst hat das Myelin aber nicht.

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die in vitro Kultivierung von DRG ist die
Wachstumsoberfldche. Auf den gédngigen Zellkulturplastiken oder Glas-Objekttragern war ein
Anhaften von adulten und pranatalen DRG Neuronen kaum moglich. Nur vereinzelt hafteten
Zellen an der Oberflache, ein Auswachsen von Neuriten war kaum zu beobachten. In vielen
Publikationen wird eine Doppelbeschichtung mit Poly-Lysinen und Laminin beschrieben
(Chierzi et al., 2005; Goldner et al.,, 2006; Lange et al.,, 2012; McKenzie et al., 2006). DRG
Neurone exprimieren zwei funktionelle Integrine (a1f1 und a3B1) auf ihrer Zelloberflache,
die als Lamininrezeptoren dienen (Tomaselli et al., 1993). Laminine sind als Bestandteil der
extrazellularen Matrix auch bei Regenerationsvorgangen peripherer Nerven von groller
Bedeutung, da sie Interaktionen zwischen Wachstumskegel des neu aussprossenden Axons
und der noch bestehenden Matrix ermodglichen (Plantman et al.,, 2008). Wallquist et al.
konnten sogar eine Hochregulierung bestimmter Integrine nach einer peripheren
Nervenlasion des Nervus ischiadicus in der Ratte beobachten (Wallquist et al., 2004). Poly-L-
Lysin oder Poly-D-Lysin sind Polykationen, die hé&ufig zur Beschichtung von
Zellkulturoberflachen verwendet werden (Greve et al., 2007; Mazia et al., 1975; Varoni et al.,
2013). Sie erhohen durch ihre positive Ladung elektrostatische Interaktionen zwischen der
negativ geladenen Zelloberflache und der Kulturoberflache. Fir die Kultur von DRG Neuronen
ergibt sich durch die Doppelbeschichtung mit Laminin und Poly-L-Lysin eine attraktive
Oberflache mit Adhé&sionsmolekilen und zuséatzlicher positiver Ladung. In dieser Arbeit
konnte auf dieser Doppelbeschichtung ein sehr gutes Anhaften von Neuronen und
Auswachsen von Neuriten beobachtet werden (IV.1.2). Eine andere Mdéglichkeit hatte in der
Einbettung der DRG Neurone in einer dreidimensionalen Matrix, beispielsweise einer
Gelatineschicht, bestanden. Hierbei ware ein friihes Ablésen der Zellen durch mechanische
Faktoren wie das Transportieren der Kulturschale auszuschlieRen. In der dreidimensionalen
Kultur jedoch waren Ko-Kultur Experimente erschwert oder sogar verhindert worden, da der

parakrine Stoffaustausch aus der Matrix heraus moglicherweise nicht stattfinden kénnte.
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Zur quantitativen Analyse des Auswachsens von Neuriten wurde in dieser Arbeit eine spezielle
Methodik etabliert und verwendet. Fir alle Fragestellungen, die das Auswachsen von
Neuriten aus einzelnen DRG Neuronen oder Explant Kulturen betreffen, ist die exakte
Bestimmung der Neuritenlange essentiell. Es besteht die einfache Moglichkeit Neuriten unter
dem Durchlichtmikroskop zu vermessen. Diese Technik ist sehr unprazise, insbesondere weil
die Neuriten oft in verschiedene Richtungen auswachsen und einige der filigranen Strukturen
auf diese Weise kaum sichtbar werden. Oft wird zur Quantifizierung der langste Neurit pro
Zelle vermessen oder die Anzahl der Neuriten pro Zelle angegeben (Daud et al., 2012). Bei
dieser Analyse wird jedoch die Gesamtheit der Ldnge aller Neuriten auRer Acht gelassen und
es kann zu ungenauen Ergebnissen kommen. Eine weitere Moglichkeit zur Messung der
Neuritenldange ist, eine invertierte schwarz-weilRe Version eines Bildes zu generieren und den
Anteil an weiRen Pixeln pro definierte Flache zu messen. Diese Methodik ist sehr gut geeignet
um das Auswachsen von Neuriten aus einem DRG Explant zu analysieren (Akkradate Siriphorn
et al., 2009). Fir die Anwendung auf einzelne Neurone ist sie zu ungenau, da der Einfluss des
Neuritendurchmessers einen zu grof3en Einfluss auf das Gesamtergebnis hat. Die Neuriten-
Auswuchs Analyse mithilfe von VesSeg Tool, die in dieser Arbeit erstmals beschrieben wurde,
ist sehr prazise in der Messung der Gesamt-Neuritenldange (I1.5.3). Urspringlich wurde die
Software fur die Gefallsegmentierung und —analyse entwickelt (Condurache et al., 2005;
Condurache und Aach, 2005; Condurache und Mertins, 2012). Sie ermoglicht die Darstellung
sehr dinner Strukturen und ist daher jeder einfachen Langenbestimmung anhand von
Durchlicht- oder Fluoreszenzbildern vorzuziehen. Der Hysteresis-Schwellenwert-Algorithmus
ermoglicht die Visualisierung aller Neuriten auf dem verwendeten Fluoreszenzbild, auch jene,
die sehr dinn und daher auch sehr schwach im Signal sind. Der folgende Algorithmus zum
Skelettieren der Neuriten gleicht Unterschiede im Durchmesser der Neuriten aus und
ermoglicht eine genaue Auswertung der Neuritenlange. Fir die Messung der Gesamt-
Neuritenldnge ist die Nutzung dieser beiden Algorithmen in Kombination mit einem
Aussparen des Soma besonders gut geeignet und stellt eine prazise Technik zur Messung der

Neuritenldnge bei einzelnen Neuronen dar.
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V.2.SchweiBdrisen-abgeleitete Stammzellen flr die zelluldre Unterstiitzung in der

peripheren Nervenregeneration

Bei peripheren Nervenldasionen mit bis zu 2 cm Distanz zwischen proximaler und distaler
Nervenendigung oder deutlicher Beschadigung der Hullstrukturen kann eine
Nervenleitschiene Einsatz finden. Mittlerweile sind verschiedene Nervenleitschienen von der
Food and Drug Administration zugelassen worden. Sie unterscheiden sich in Material,
Degradationszeit, Wanddurchmesser und Lange (Kehoe et al., 2012). Fur die zellulare
Therapie von peripheren Nervenldsionen muss die Nervenleitschiene eine Biologisierung mit
dem entsprechenden Zelltyp erlauben. Die innere Oberflache der Leitschiene muss die
Zelladhasion ermoglichen. Alternativ kdnnen die Zellen mittels einer Tragersubstanz,
beispielsweise ECM-ahnlichen Scaffolds in die Leitschiene eingebracht werden. Die
Konstruktion von Nervenleitschienen, deren Lumen mit transfizierten Zellen besiedelt ist,
wurde bereits in I.2.2 beschrieben. Der Vorteil eines solchen Systems ist, dass es theoretisch
weiter ausgebaut werden kann, beispielsweise mit mehreren verschiedenen Faktoren, deren
Genexpression zeitabhangig an- oder abgeschaltet werden kann und die dadurch in den
verschiedenen Stadien der Regeneration wirksam sein kann. Je komplexer ein solches
Wachstumsfaktor-System jedoch aufgebaut ist, desto anfalliger flir Schwankungen und desto
risikobelasteter ist es natiirlicherweise und erschwert eine Ubertragbarkeit auf den Einsatz im
Menschen.

Das Ziel in dieser Arbeit war es Stammzellen, die aus dem Stroma von apokrinen und ekkrinen
Schweilldrisen gewonnen wurden, auf ihr Potential flr die periphere Nervenregenation zu
untersuchen. Ein Fokus lag bei diesen Untersuchungen auch auf der Applikation der Zellen
mittels Nervenleitschienen. Hierflir war es zunachst erforderlich mittels in vitro Analysen die
Interaktionen der Stammzellen mit peripheren Nervenzellen zu untersuchen, die
Wirkmechanismen zu charakterisieren und das therapeutische Potential mit anderen Quellen

adulter Stammzellen zu vergleichen.

V.2.1. Potential Schweilldriisen-abgeleiteter Stammzellen far die periphere

Nervenregeneration

Schweilldrisen-abgeleitete Stammzellen zeichnen sich zunadchst durch ihre einfache und
minimal-invasive Gewinnung aus. In dieser Arbeit wurde, wie auch von Petschnik et al.

beschrieben (Petschnik et al., 2010) eine gleichméaRige Proliferation und stets eine Expression
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von Nestin in Uber 80 % der Zellen nachgewiesen (siehe Anhang, Abb. 45 (VI1.4.5)). Wahrend
aller durchgefiihrten Versuche konnten hSGSCs reproduzierbar fir alle Analysen eingesetzt
werden.

Flr therapeutische Vorhaben kénnte eine Achselbiopsie des Patienten ausreichen um in
wenigen Wochen eine ausreichende Menge adulter multipotenter Stammzellen zu erhalten
und im Rahmen einer Stammzellbank fir den therapeutischen Einsatz zu lagern.

In indirekten Ko-Kulturen von hSGSCs und adulten sowie prdnatalen peripheren Nervenzellen
konnte ein signifikant erhohtes Auswachsen von Neuriten beobachtet werden (Abb. 22,
IV.3.1). Diese Daten deuten zunachst stark auf eine parakrine Wirkweise hin, da nur |osliche
Faktoren die Membran der Ko-Kultur-Inserts durchdringen kénnen. Der Einfluss von hSGSCs
auf das Auswachsen von Neuriten aus adulten DRG Neuronen war mit einem Faktor 5,6 hdher
als der Einfluss auf pranatale DRG Neurone mit einem Faktor von 2,6 (Abb. 22, IV.3.1). In der
Literatur wurden ahnliche Beobachtungen bisher nicht beschrieben, allerdings wurden auch
in keinen zu diesem Zeitpunkt und Wissensstand bekannten Studien adulte und pranatale
Neurone direkt miteinander verglichen. Es wurde entweder mit dem adulten oder mit dem
pranatalen Organismus gearbeitet. Eine Begriindung fur den beobachteten Unterschied kann
jedoch eine Betrachtung des allgemeinen Auswuchs-Verhaltens der Neuriten liefern. Das
Anhaften sowie das Auswachsen erster Neuriten erfolgte bei prdnatalen DRG Neuronen
wesentlich schneller als bei adulten DRG Neuronen. Prdnatale DRG Neurone hafteten
innerhalb weniger Stunden an der Zellkulturoberflache, das Auswachsen von Neuriten konnte
bereits kurz danach beobachtet werden und am Folgetag zeigte bereits ein GrofSteil der
Neurone deutliches Auswachsen von Neuriten. Adulte DRG Neurone hafteten erst am
Folgetag der Praparation, so dass erst spater ein Auswachsen von Neuriten moglich war. Viele
Neuriten adulter DRG Neurone waren zum Zeitpunkt der Neuriten-Auswuchs-Analyse noch
sehr kurz, wohingegen einige Neurone, vor allem in Ko-Kultur mit hSGSC, bereits sehr lange
Neuriten zeigten. Der Langenunterschied war somit starker ausgepragt als bei pranatalen
DRG, bei denen sich die individuelle Neuriten-Lange aufgrund des langeren Zeitraumes, in
dem das Auswachsen moglich war, bereits leicht angeglichen haben kann. Eine reduzierte
Expression bestimmter Adhadsionsmolekile in adulten im Vergleich zu prédnatalen DRG
Neuronen ist eine mogliche Erklarung dafir, dass das Anhaften von adulten DRG Neuronen
nicht so erfolgreich und schnell erfolgte wie das von pranatalen DRG Neuronen (Bando et al.,

2013; Plantman et al., 2008). Fir folgende in vivo Studien mit hSGSCs an adulten Ratten sind

100



Diskussion

die Ergebnisse der Neuriten-Auswuchs-Analyse jedoch umso vielversprechender. Die ersten
Anzeichen von Neuriten-Auswuchs im proximalen Segment kdnnen im Menschen bereits 24 h
nach der Nervenverletzung verzeichnet werden (Burnett und Zager, 2004). Wenn von einem
ahnlichen Effekt der Stammzellen wie dem in vitro beobachteten auch im in vivo Modell
ausgegangen wird, so wirde dieser einen wesentlichen Vorteil fiir ein beschleunigtes
Neuritenwachstum bedeuten.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die starkere Reaktion von adulten DRG Neuronen auf die
Ko-Kultivierung mit hSGSCs im Vergleich zu pranatalen DRG Neuronen ist eine eventuell
hohere Rezeptordichte auf der Zelloberflaiche von adulten DRG Neuronen, mit der eine
starkere Reaktion auf wachstumsfordernde Zytokine im Umgebungsmedium erfolgen konnte.
Aus den beschriebenen Beobachtungen ergibt sich die Frage nach dem
Wirkungsmechanismus von hSGSCs auf die peripheren Nervenzellen. Eine &hnliche
Fragestellung ergab sich auch bei einer Studie zum Regenerationspotential von hSGSCs in der
dermalen Wundheilung. In dieser Studie konnte ein positiver Einfluss der Stammzellen auf die
Vaskularisierung in einem in vivo Vollhaut-Defekt nachgewiesen werden (Danner et al., 2012).
Es gibt zwei Hypothesen, wie hSGSCs diesen positiven Effekt austiben konnen. Zum einen
erhdhte sich die Zellproliferation und — migration in einer pro-angiogenetischen Umgebung,
es wurde die Bildung von Kapillar-ahnlichen Strukturen beobachtet und die Expression des
Endothelzellmarker vWF nachgewiesen. Auf diese Weise konnten hSGSCs die
Geweberegeneration durch direkte Differenzierung in Gefal3-dhnliche Zellen (Endothelzell-
ahnlich) verbessern. Die zweite Hypothese ist eine Wirkweise von hSGSC Ulber parakrine
Effekte. Die Stammzellen konnten dber die Ausschittung bestimmter Zytokine ein
Regenerationsmilieu in der Wundregion schaffen. Diese Wirkweise wurde bereits zuvor fir
mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks beschrieben (Caplan und Dennis, 2006).

Fir den unterstitzenden Effekt von hSGSCs in der Regeneration peripherer Nerven sind
prinzipiell auch beide Szenarien moglich: Eine direkte Differenzierung in neuronale oder
Schwannzell-dhnliche Zelltypen oder eine Wirkweise (ber die Ausschittung von

neuroattraktiven Faktoren.
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V.2.2. Mogliche Wirkmechanismen Schweilldrisen-abgeleiteter Stammzellen in der

peripheren Nervenregeneration Uber Differenzierungsvorgange oder parakrine Effekte

In weiteren Analysen zum Differenzierungsverhalten und zur Zytokinproduktion von hSGSC
wurde genauer untersucht, worin die Ursache fur den positiven Effekt von hSGSCs auf das
Auswachsen von Neuriten liegen konnte. Im Fokus standen die oben bereits erwahnten
Hypothesen, dass die Zellen entweder direkt in einen Neuronen- oder Schwannzell-ahnlichen
Zelltyp differenzieren oder Zytokine produzieren, die das Neuritenwachstum fordern. Zudem
sollte in diesen Analysen untersucht werden, ob die Neurone in Ko-Kultivierung mit hSGSCs
einen Einfluss auf die Genexpression oder die Zytokinproduktion der hSGSCs haben. In
Differenzierungsanalysen mittels gPCR wurde die Differenzierung von hSGSCs nach einer Ko-
Kultivierung mit DRG Neuronen untersucht. Der Fokus bei der Auswahl der Marker wurde auf
Neuronen- oder Schwannzell- assoziierte Markergene gelegt, aber auch endodermale und
mesodermale Marker sowie der Proliferationsmarker Ki67 wurden untersucht. Zunachst
wurde flir hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium das basale Genexpressionslevel bestimmt
(Abb. 24, 1V.3.2). Diese Daten ermoglichen eine relative Einordnung, in welcher
GroBenordnung das jeweilige Gen in hSGSCs exprimiert wird und wie eine entsprechende
Regulierung dieses Gens einzuschatzen ist. Diese Einschatzung bedeutet allerdings nicht
zwangsldufig, dass die mRNA Menge, die mittels gPCR nachgewiesen wird, mit der Protein-
Menge korreliert. Viele posttranskriptionale Mechanismen kénnen die absolute Menge einer
MRNA auf dem Weg zum Protein verandern und es besteht keine Sicherheit, dass sich die
MRNA Menge in einem Steady-State befindet oder durch einen Stimulus akut verandert
wurde (Vogel und Marcotte, 2012).

Das Ko-Kultur Medium D/N* bewirkte in den hSGSCs eine verdnderte Expression vieler
Markergene, wohingegen die Ko-Kultur mit DRG Neuronen keine zusatzliche Veranderung in
der Expression bewirkte (Abb. 25, 1V.3.2). Die Veranderung der Genexpression war besonders
bei MBP (Myelin Basic Protein) sehr aufféllig, dessen Expression durch das Ko-Kultur Medium
etwa um den Faktor 7 erhoht wurde. MBP ist ein Hauptbestandteil der Myelinscheide von
Oligodendrozyten und Schwannzellen. Es ist bei Bildung und Aufrechterhaltung des Myelins
beteiligt (Boggs, 2006; Lutz et al., 2014). Zusatzlich wurde die Expression von NGFR (Nerve
Growth Factor Receptor) um mehr als den Faktor drei erhoht. Der Rezeptor des Nerve Growth
Factor wird von Schwannzellen wahrend der Myelinisierung exprimiert (Fan und Gelman,

1992; Roberson et al., 1995). Sowohl MBP als auch NGFR wurden von hSGSCs im Vergleich zu
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den anderen untersuchten Markern gering transkribiert, die Hochregulierung deutet
allerdings dennoch auf eine Differenzierung in Schwannzell-ahnliche Zellen hin. Es wurde
ebenfalls eine Hochregulierung von LIF um etwa den Faktor 3 beobachtet. LIF spielt bei der
Selbsterneuerung und Pluripotenz von Stammzellen eine entscheidende Rolle und wird bei
der Kultivierung von embryonalen und induzierten Stammzellen eingesetzt (Graf et al., 2011).
Richards et al. konnten einen induzierenden Effekt von LIF auf die Differenzierung von
neuronalen Vorlauferzellen zeigen (Richards et al.,, 1996). LIF spielt ebenfalls bei der
Regeneration von Nervenschadigungen eine wichtige Rolle. Es wird von Schwannzellen nach
einer Nervenverletzung verstarkt produziert und wirkt wachstumsférdernd auf Neurone
(Cafferty et al., 2001). Zudem induziert es die Expression von IL-6 und MCP-1, welche auch in
den Zytokinanalysen (Abb. 28, IV.3.3) nachgewiesen wurden (Villiger et al., 1993). Gleichzeitig
wurde auch der Rezeptor fur LIF (LIFR) um den Faktor 1,8 hoch reguliert. LIF konnte somit
auch auf autokrine Weise verstarkt Proliferations- und Differenzierungsférdernd wirken. Die
verstdrkte Expression von LIF in hSGSCs konnte bereits in einer vorherigen Studie durch die
Ko-Kultivierung mit Rattenhirn-Biopsien beobachtet werden (Elsner, 2012).

Gleichzeitig wurde Nestin um etwa den Faktor 2 hoch reguliert, dessen Rolle bei der
Selbsterneuerung von neuronalen Stammzellen (Park et al., 2010) sowie als
Proliferationsmarker bekannt ist (Namiki und Tator, 1999; Suzuki et al., 2010). Die
Hochregulierung von LIF und Nestin lasst darauf schlielSen, dass sich die Zellen in einem
proliferativen Zustand befinden, obwohl der Proliferationsmarker Ki67 nicht hoch, sondern
leicht herunter reguliert wurde. Die verstarkte Transkription von Nestin, sowie das um den
Faktor 2 erhohte NFL, ein wichtiges filamentéares Strukturprotein von Neuronen (Yuan et al.,
2012) deuten auf eine neuronale Differenzierung von hSGSCs hin. Die anderen beiden
Neurofilamente M und H wurden nicht verstarkt exprimiert, NFM sogar herunterreguliert. In
Neuronen ko-polymerisieren die drei Neurofilamente NFH, NFM und NFL um das endglltige
strukturbildende Filament zu bilden (Carter et al., 1998). Es kdnnte vermutet werden, dass es
in nicht-neuronalen Zellen zu einer partiellen Hochregulierung der Neurofilamente kommen
kann, ohne dass eine funktionelle Einheit ausgebildet wird. Fabrizi et al. konnten
beispielsweise in ihren Studien eine transiente Expression von NFL und NFM in Schwannzellen
verzeichnen (Fabrizi et al., 1997). Diese Hochregulierung koénnte auch auf
Differenzierungsvorgdange hindeuten. In einer indirekten Ko-Kultivierung mit Rattenhirn-

Biopsien konnten hSGSCs bereits in die neuronale Richtung differenziert werden (Petschnik,
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2011). In dieser Studie wurde die Genexpression von NFL und NFM um den Faktor 4 bzw. 7
erhéht, NFH jedoch nur sehr gering.

Bei den Markern fir endodermale und mesodermale Differenzierung zeigte sich keine
eindeutige Tendenz. Der mesodermale Marker AP wurde hoch, der mesodermale Marker
alpha SMA herunterreguliert. Der endodermale Marker Amylase wurde hochreguliert,
wahrend der endodermale Marker vWF unverandert exprimiert wurde. Zur endodermalen
und mesodermalen Differenzierungskapazitdt von hSGSCs nach Kultur in Ko-Kultur Medium
oder in Ko-Kultur mit DRG Neuronen ldsst sich keine eindeutige Aussage treffen.
Morphologisch veranderten sich hSGSCs, die in Ko-Kultur Medium kultiviert wurden und bei
denen sich viele Regulierungen auf Genexpressionsebene verzeichnen lieRen, nicht
erkennbar. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit den zuvor durchgefihrten Analysen
zur metabolischen Aktivitdt, die mit Zellvitalitdt korreliert, in den entsprechenden
Zellkulturmedien, in denen das Medium D/N* zum Ko-Kultur Medium bestimmt wurde

(IV.2.1).

Die beobachteten Verdnderungen in der Genexpression lassen insgesamt darauf schliel3en,
dass durch das Ko-Kultur Medium D/N" Differenzierungsvorgange in hSGSCs induziert
wurden. Diese Veranderung in den hSGSCs lasst vermuten, dass sich auch das Profil
produzierter Zytokine verandert hat. Gerade in Bezug auf die indirekte Ko-Kultur mit DRG
Neuronen ist die Untersuchung des Zytokin-Sekretionsprofils von Bedeutung. Bestimmte
Zytokine kdonnten Regenerationsvorgange beglnstigen und somit sowohl fur die in dieser
Arbeit untersuchte periphere Nervenregeneration als auch fur die dermale Wundheilung von
Bedeutung sein.

Zunachst wurde mit einem membranbasierten Array von R&D Systems das basale Zytokin-
Profil von hSGSCs bestimmt (IV.3.3). Die basale Zytokinproduktion wurde in einem spéateren
Versuch auch mit einem weiteren Zytokin-Array untersucht (1V.4.3). Beide Analysen wurden
an dieser Stelle gemeinsam zusammengestellt um eine Ubersicht darliber zu schaffen, welche
Zytokine hSGSCs in Kultur mit Standard-Zellkulturmedium produzieren und welchen Effekt sie
im Rahmen einer Therapie haben kénnen. Hierbei sollte nicht nur die Therapie peripherer
Nervenldsionen im Vordergrund stehen, sondern ebenso die Therapie dermaler Wunden. Im
Anhang in Tabelle 5 (VIL.4.4) sind alle in den Arrays detektierten Zytokine mit in

entsprechender Literatur angegebenen Funktionen und Effekten aufgelistet.

104



Diskussion

Durch eine Kultivierung in Ko-Kultur Medium (D/N*) wurde die Sekretion von Gro a, IL-8 und
MCP-1 gesteigert. Die zusatzliche Ko-Kultur von DRG Neuronen hatte keinen zusatzlichen
signifikanten Effekt auf die Zytokinproduktion. Fir Serpin E1 konnte keine veranderte
Zytokinproduktion nachgewiesen werden, da die Intensitat der Spots in der Sattigung lag.

Der Serinprotease-Inhibitor Serpin E1, welcher von hSGSC verglichen zu den anderen
detektierten Zytokinen sehr stark produziert wurde, spielt eine wichtige Rolle bei der
Blutgerinnung, wo es durch die Inhibierung von tPA (tissue-type plasminogen activator) und
UPA (urokinase-type plasminogen activator) die Fibrinolyse reguliert (Cale und Lawrence,
2007). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Serpin E1 von olfaktorischen ensheathing
glia exprimiert wird (Simén et al.,, 2011). Diese Zellen haben fir olfaktorische Neurone
dieselbe Funktion wie Schwannzellen flir periphere Nerven. Serpin E1 zeigte eine wichtige
Funktion bei der Regeneration von retinalen Ganglienzellen und kénnte daher auch fir die
Regeneration von DRG Neurone eine foérdernde Wirkung haben.

Gro a, auch als CXCL1 bekannt, spielt neben seiner Rolle bei der Migration von Immunzellen
auch eine wichtige Funktion bei der Proliferation und Migration von Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen (Filipovic et al., 2003). Oligodendrozyten sind die Gliazellen des ZNS, wie es
die Schwannzellen fur das PNS sind. Die starkere Produktion von Gro a in hSGSCs wirde
damit auch im Einklang mit der zuvor beobachteten Differenzierung in die Schwannzell-
ahnliche Richtung stehen.

Die Produktion von IL-8 wurde ebenfalls durch die Kultur mit Ko-Kultur Medium D/N*
hochreguliert. Es wirkt durch Forderung von Proliferation und Migration der Epithelzellen pro-
angiogenetisch und verbessert die dermale Wundheilung (Rennekampff et al., 2000). Neben
einem positiven Effekt auf die Wundheilung kénnte eine verbesserte Angiogenese auch nach
einer peripheren Nervenldsion von Vorteil sein, da sich zahlreiche neue GefalSe bilden mussen
um den sich neu ausbildenden Nerven auch innerhalb der vielen Bindegewebshullen mit
Nahrstoffen zu versorgen.

Die Sekretion von MCP-1 wurde ebenfalls durch das Ko-Kultur Medium D/N erhéht. MCP-1
wirkt chemoattraktiv auf Monozyten (Gibran et al.,, 1997) und T-Lymphozyten (Carr et al.,
1994). Von Taskinen und Réytta wurde nachgewiesen, dass MCP-1 auch von Schwannzellen
etwa 6 Stunden nach einer peripheren Nervenldsion exprimiert wird, anschliefend wurde die
Expression auch in rekrutierten Makrophagen und Endothelzellen nachgewiesen (Taskinen

und Royttd, 2000). Die Expression von MCP-1 durch hSGSC wirde in dem Areal der
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Nervenlasion die physiologischen Vorgange somit zusatzlich fordern kénnen und unterstitzt
auch die Vermutung, dass hSGSCs in einen Schwannzell-dhnlichen Zelltypen differenzieren
kdnnten.

Ein Faktor, der durch die Ko-Kultur mit DRG Neuronen im Vergleich zur Kultur in D" und D/N*
signifikant weniger sezerniert wurde, ist SDF1 (Stromal cell-derived factor 1). Zwischen der
Kultur in D" und D/N" zeigte sich kein Unterschied. SDF1, auch als CXCL12 bekannt, ist dafir
bekannt wahrend der Embryogenese und bei Regenerationsvorgangen die Migration von
Stammzellen zu steuern (Lau und Wang, 2011). Das so genannte homing von Stammzellen
beispielsweise in der Wundregion ist ein wichtiger Vorgang fur folgende
Regenerationsprozesse. In dem hier simulierten Fall, in dem Stammzellen direkt in die
regenerierende Region appliziert werden, ist ein solches homing nicht erforderlich.

In einer Publikation von Danner et al. (Danner et al., 2012) wurden hSGSCs fir den Einsatz in
der dermalen Wundheilung auf eine dreidimensionale Matrix ausgesat und auf die
produzierten Zytokine untersucht. Es konnten Zytokine nachgewiesen werden, die auch in
dieser Arbeit in zweidimensionaler Kultur detektiert wurden (PAI-1, Pentraxin 3,
Thrombospondin-1, IGFBP-3, IL-8, VEGF und CD26). Ebenfalls wurden in der Masterarbeit von
Martina Elsner an der Fraunhofer EMB Zytokinanalysen zum Vergleich von hSGSCs und
Stammzellen aus der Vollhaut durchgefiihrt (Elsner, 2012). In diesen Analysen, die ebenso auf
der zweidimensionalen Kultivierung von hSGSCs basierten, wurden Serpin E1, IGFBP-3, Gro q,
[L-8, MCP-1 und VEGF detektiert.

In den verschiedenen Zytokinanalysen mit unterschiedlichen Zytokin-Arrays, die jeweils
unterschiedlichen Fragestellungen dienten, wurden viele Ubereinstimmende Zytokine
nachgewiesen, die von hSGSCs produziert wurden, und die Untersuchungen somit validiert.
Insgesamt liel sich in den durchgeflihrten Differenzierungs- und Zytokinanalysen ein positiver
Einfluss des Ko-Kultur Mediums auf hSGSCs verzeichnen. Die erhohte Genexpression einiger
der untersuchten Marker und die verstarkte Produktion einiger der untersuchten Zytokine
unter Einfluss des Ko-Kultur Mediums zeigten, dass eine Vorkonditionierung der hSGSCs in
D/N* vor einem potentiellen in vivo Einsatz vorteilhaft sein kdnnte. Differenzierungsvorgange
in den Zellen konnten besonders fir die zelluldre Unterstiitzung bei der peripheren
Nervenregeneration von entscheidendem Nutzen sein. In einer Applikation mittels
Nervenleitschienen kénnten hSGSCs durch einen protektiven und proangiogenetischen Effekt

die Wirkung nativer Schwannzellen unterstitzen.
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V.2.3. Vergleich des Potentials Schweildrisen-abgeleiteter Stammzellen mit anderen adulten

Zelltypen

Als  unterstitzender Zelltyp in  Nervenleitschienen wahrend der peripheren
Nervenregeneration kommen zunachst Schwannzellen in Betracht. Bei Nervenverletzungen
unterstitzen Schwannzellen die Regenerationsvorgdnge, sie bilden die Hanken-Blngner-
Bander, phagozytieren Myelinreste, rekrutieren Makrophagen zur Stelle der Verletzung und
produzieren neurotrophe Faktoren, die den geschadigten Nerven beim Wachstum
unterstltzen (Svennigsen und Dahlin, 2013). Falls in eine periphere Nervenldsion eine
Nervenleitschiene eingesetzt wird, konnen autologe Schwannzellen in diese eingebracht
werden um in groRerer Anzahl vorhanden zu sein und um naher an die neu auswachsenden
Nervenendigungen herangebracht zu werden. In vielen Studien lieferten Schwannzellen, die
in  Nervenleitschienen eingebracht wurden, sehr gute Ergebnisse fir die periphere
Nervenregeneration (Berrocal et al., 2013; Evans et al., 2002; Hood et al., 2009; Udina et al.,
2004). Problematisch ist die dafir notwendige Isolation der Zellen aus dem Patienten, fir die
genau wie flr das autologe Nerventransplantat ein Stlick eines anderen Nerven entnommen
werden muss, und die Expansion und Aufreinigung der Zellen, die oft mehrere Wochen in
Anspruch nimmt (Mosahebi et al., 2001; Niapour et al., 2010).

Zur Umgehung der Problematik einer Nervenbiopsie, die bei einer autologen
Nerventransplantation oder auch bei einer Entnahme von Schwannzellen notwendig ist,
wurden von vielen Forschungsgruppen bereits alternative Zellquellen fir den Einsatz in der
peripheren Nervenregeneration untersucht. Die im Kontext der lIsolation, Expansion und
Transplantation am besten charakterisierten adulten Zellen sind mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark (BMSCs = Bone Marrow Stem Cells) (Le Blanc und Ringdén, 2007). Sie
lassen sich in Neuronen-ahnliche Zellen (Yim et al., 2007) und in Schwannzell-dhnliche Zellen
differenzieren (Wakao et al., 2010). Ao et al. siedelten aus BMSCs gewonnene Schwannzellen
auf Chitosan-Nervenleitschienen und analysierten ihren Effekt auf das Auswachsen von
Neuriten im Tiermodell Ratte (Ao et al., 2011). Toluidinblau gefarbte Nervensegmente zeigten
einen signifikant hoheren Anteil myelinisierter Neuriten durch die Anwesenheit der aus
BMSCs gewonnenen Schwannzell-dhnlichen Zellen. Auch Fett-abgeleitete Stammzellen
kdnnen relativ leicht gewonnen werden. Sie zeigten bereits eine Differenzierung in einen
Schwannzell-ahnlichen Phanotyp und eine Forderung der peripheren Nervenregeneration (Liu

et al., 2011; Radtke et al., 2009; di Summa et al., 2010). Mit dem Fokus auf eine einfache
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Zuganglichkeit der Zellen kénnen auch aus Vollhautbiopsien multipotente Stammzellen
gewonnen werden. McKenzie et al. sowie Biernaskie und Miller beschrieben Haut-abgeleitete
Vorlauferzellen als gut zugangliche Zellquelle fir die Myelinisierung von zentralen und
peripheren Nerven (Biernaskie und Miller, 2010; McKenzie et al., 2006).

Eine alternative Zellguelle, die an dieser Stelle erwdhnt werden soll, sind induziert
pluripotente Stammzellen (iPS). Takahashi und Yamanaka gelang es 2006 erstmals adulte
Fibroblasten der Ratte durch retrovirale Transduktion mit vier Faktoren (Oct3/4, Sox2, c-Myc,
KIf4) in einen pluripotenten Status zu reprogrammieren (Takahashi und Yamanaka, 2006). Ein
Jahr spater gelang diese Reprogrammierung auch flr humane dermale Fibroblasten
(Takahashi et al., 2007; Yu et al.,, 2007). Fur die Patienten-spezifische Therapie sind iPS
vielversprechend und ihr Potential wurde auch fir die periphere Nervenregeneration bereits
bestatigt (Uemura et al., 2012). Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit zur Teratombildung
im Tiermodell (Gutierrez-Aranda et al., 2010) und somit ungewissen Entwicklung im humanen
Organismus besteht der Haupteinsatz von iPS bisher in der Entwicklung patientenspezifischer
Testsysteme (Grskovic et al., 2011).

Fir hSGSCs konnte in dieser Arbeit eine Differenzierung in einen Schwannzell-dhnlichen
Zelltypen vermutet werden. Weiterfihrende Untersuchungen, beispielsweise zur Produktion
spezifischer Proteine oder auch Myelinisierungs-Experimente, wie sie von McKenzie et al.
durchgefihrt wurden (McKenzie et al.,, 2006), konnten diese Vermutung stltzen. Ebenso
kénnte durch gezielte Differenzierung versucht werden, die Schwannzell-Ahnlichkeit von
hSGSCs zusatzlich zu erhéhen. Differenzierungsmedien mit den Zusatzen Forskolin, bFGF
(basic fibroblast growth factor), All-trans retinoic acid und BDNF konnten die Differenzierung
in die Schwannzell-Richtung unterstiitzen (Gao et al., 2015).

Insgesamt lasst sich im Hinblick auf die entsprechende Literatur zusammenfassen, dass adulte
multipotente Stammzellen grolRes Potential besitzen die periphere Nervenregeneration zu
unterstitzen. Dabei kdnnen sie entweder in einen Schwannzell-Phdnotyp oder in einen
neuronalen Phanotyp differenzieren oder {ber die Produktion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren zu Regenerationsprozessen beitragen.

Besonders im Hinblick auf eine einfache Zuganglichkeit der Zellen stellen sich hSGSCs als
unterstitzender Zelltyp fur die periphere Nervenregeneration besonders vielversprechend
dar. Ein direkter Vergleich mit anderen adulten Stammzellen in Bezug auf die Wirksamkeit ist

allein aufgrund der verschiedenen Auswertungsverfahren und Modellsysteme nicht moglich.
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Ein in vivo Versuch ist zudem notwendig um den Nutzen von hSGSCs fur die Regeneration

peripherer Nerven zu bestatigen.

V.3. Serum- und Serumersatz-freie Kultivierung von hSGSCs

Nach der Kultur von hSGSCs in Ko-Kultur Medium (D/N') anstelle des Standard-
Zellkulturmediums D" wurde ein verdndertes Genexpressionsprofil und eine teilweise
veranderte Produktion von Zytokinen nachgewiesen. Fir weitere Vorhaben mit hSGSC,
eventuell auch im Hinblick auf einen potentiellen in vivo Einsatz der Stammzellen, wurde die
Ursache fir die durch das Medium hervorgerufenen Verdnderungen genauer untersucht.
Diese Untersuchungen sind gerade in Bezug auf eine Reproduzierbarkeit von in vitro
Ergebnissen in der in vivo Situation von Bedeutung. Es ist bekannt, dass Zellen bei der
Inkulturnahme, die letztlich einen Wechsel von einer 3D Kultur in eine 2D Kultur und eine
Herauslosung der Zellen aus dem Zellverbund bedeutet, viele Veranderungen erfahren
(Frahm, 2014). Es muss bei in vitro Analysen grundsatzlich bedacht werden, dass beobachtete
Prozesse nicht den physiologischen Prozessen entsprechen missen. Umgekehrt regulieren
Zellen moglicherweise in vitro bestimmte simulierte Prozesse, in vivo jedoch nicht. Es sollte
fir jede Fragestellung nach Betrachtung der Umgebungsparameter abgeschatzt werden,
welche Faktoren einen Einfluss auf die Zellen nehmen kénnen. Dabei spielt beispielsweise die
Oberflache oder die Matrix, auf der die Zellen wachsen, eine Rolle, aber auch die zusatzlichen
Wachstumsfaktoren, die in der Umgebung der Zellen vorhanden sind. Nahrstoffe und
zusatzliche Faktoren im Medium, das den Zellen in der in vitro Kultur angeboten wird,
nehmen einen groRen Einfluss darauf, wie sich die Zellen entwickeln, ob sie differenzieren
oder ob sie Uberhaupt in Kultur proliferieren (Gong et al., 2009; Harmouch et al., 2013; Huber
et al., 2015; Stern-Straeter et al., 2014). Zudem muss bedacht werden, dass tierische Zusatze
wie FKS aufgrund von Sicherheitsbedenken fiir therapeutische Vorhaben nicht verwendet
werden durfen. Zellen, die in vitro stets mit FKS kultiviert wurden, dirfen somit nicht direkt in
vivo Einsatz finden. Ein Wechsel von einer Kultivierung mit FKS in eine serumfreie Kultur oder
eine Kultur mit Serumersatz ist notig, diese jedoch kann in den Zellen wiederum
Veranderungsprozesse im Proliferations-, Sekretions- oder Differenzierungsverhalten
auslosen (Page et al., 2014; Yokoyama et al., 2008). Aus diesen Griinden kann es vorteilhaft
sein, bereits bei in vitro Versuchen auf den Zusatz von Serum zu verzichten um das Verhalten

der Zellen unter diesen Umstéanden zu beobachten.
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Die Kultur von hSGSCs erfolgt standardmaRig in DMEM mit dem Zusatz von 10 % FKS. Unter
diesen Bedingungen proliferieren die Zellen gut und einige der Zellen differenzieren spontan
in Zellen aller drei Keimblatter (Petschnik et al., 2010). Fir einen therapeutischen Einsatz von
hSGSCs wirden diese serumfrei oder mit Serumersatz kultiviert werden mdssen, bevor sie
beispielsweise in eine Nervenleitschiene eingebracht werden. Auch dort wiirden sie zunédchst
mit einer Unterversorgung an Nahrstoffen konfrontiert sein, da das Areal, in das die Zellen
eingebracht werden, noch nicht mit BlutgefalRen versorgt ist.

In IV.3.2 und 1V.3.3 wurde ersichtlich, dass eine Kultur in Ko-Kultur Medium (D/N*), in dem
kein FKS, daflr aber B-27 als Serumersatz vorhanden war, in hSGSCs Veranderungen in
Differenzierungsverhalten und Zytokinproduktion hervorruft. In B-27 sind Vitamine, Proteine
und andere Zusatze enthalten (Liste siehe Anhang VII.4.3). Die Komposition von FKS kann
niemals klar definiert sein, da es je nach Charge vielen Schwankungen in der
Zusammensetzung unterliegt. FKS liefert ein breites Spektrum an Makromolekilen,
Transportproteinen flr lipoide Substanzen, Spurenelementen, Bindungsproteinen,
Anheftungsfaktoren, niedermolekularen Nahrstoffen, Hormonen und Wachstumsfaktoren
(Gstraunthaler, 2003). Es liegt nahe, dass FKS eine gréRere Vielfalt von Faktoren beinhaltet als
B-27, jedoch kann ein genauer Vergleich aufgrund fehlender Information zu den
Bestandteilen im FKS nicht stattfinden. In den Versuchen in IV.3.2 und IV.3.3 wurde das
Neurobasal Medium, dem B-27 zugefligt wurde, 1:1 mit DMEM gemischt, die Konzentration
von B-27 wurde somit nochmals halbiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass in den
Kulturen mit Ko-Kultur Medium D /N ein Verlust an wachstumsfordernden Inhaltsstoffen im
Vergleich zur Kultur in D' herrscht. Die verstarkte Differenzierung und die teilweise
veranderte Produktion von Zytokinen konnte ihre Ursache darin finden. Diese Hypothese
wurde in IV.4 Gberprift, indem hSGSCs Serum- und Serumersatz-frei kultiviert wurden. In
einem Vorexperiment wurde bereits in verschiedenen Ansdtzen auf einzelne Komponenten
des N* verzichtet. Es zeigte sich in allen Ansatzen, in denen sowohl FKS als auch B-27 fehlten,
eine starkere Hochregulierung einiger der getesteten Marker (Anhang VII.4.6). In den
Differenzierungsanalysen in IV.4.1 wurden diese Beobachtungen bestétigt. Die in Serum- und
Serumersatz-freiem D/N kultivierten hSGSCs exprimierten die Markergene MBP, VWEF,
Amylase, Map2, PGP9.5 und NSE verstarkt, wobei die Erhéhung der MBP Expression um den
Faktor 19 besonders auffallig war. Die starke Expression dieses fir Schwannzellen und

Oligodendrozyten charakteristischen Markers (Brenner et al., 1986) lasst eine Differenzierung
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der hSGSCs in diese Richtung vermuten. Wahrend einer peripheren Nervenlasion ware eine
Funktion von hSGSCs als Schwannzell-dhnlicher Zelltyp von groRem Vorteil. Von McKenzie et
al. konnte bereits fir Haut-abgeleitete Vorlduferzellen nachgewiesen werden, dass sie eine
myelinisierende Funktion flir Neurone Ubernehmen kdnnen (McKenzie et al., 2006). Map2
und NSE sind neuronale Marker und ihre hohere Genexpression deutet auf eine
Differenzierung in einen Neuronen-dhnlichen Zelltyp hin (Dehmelt et al., 2003; Levy et al.,
2003). Hierfur spricht auch die in IV.4.4 beobachtete Proteinexpression von b3T und PGP9.5.
Die verstarkte Expression von VWF und Amylase durch die Kultur in D//N" gibt Hinweise auf
eine endodermale Differenzierung. Eine solche Richtung kann fir die dermale Wundheilung
von Bedeutung sein, wenn hSGSCs GefaR-ahnliche Strukturen ausbilden wurden.
Beobachtungen zur Bildung Gefal3-dhnlicher Strukturen von hSGSCs wurden von Danner et al.
gemacht (Danner et al., 2012). Die Expression von Ki67 wurde stark herunter reguliert, was
eine deutlich geringere Proliferation von hSGSCs unter dem Einfluss von D'/N”bedeutet. Diese
Beobachtung wurde auch in der Immunfluoreszenzfarbung in 1IV.4.4 bestatigt. Die Nestin-
Expression, die ebenfalls einen Hinweis auf Proliferation gibt, wurde durch D/N" jedoch nicht
beeinflusst. In dem Ko-Kultur Medium D/N*, in dem B-27 enthalten ist, wurde die Expression
erhoéht (1V.3.2). Daraus lasst sich schlieBen, dass die Zellen ohne Serum oder Serumersatz
kaum proliferieren. Diese Folgerung wurde in der Zeitraffermikroskopie bestéatigt (Abbildung
31, IV.4.2). Wahrend hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium stark proliferierten und konfluent
wurden, zeigten sie in D/N" keine Proliferation. Sie danderten ihre Morphologie zu einer
abgerundeten Zellform.

Zusatzlich wurde untersucht, ob Neurobasal als Teil des Grundmediums einen Einfluss auf die
Genexpression von hSGSCs hat. Die Ergebnisse in O schliefen einen deutlichen Einfluss aus,
jedoch konnte ein geringer Effekt des Neurobasal auf die Expression von vWF, AP und NFM
festgestellt werden. In der Zeitraffer-Mikroskopie proliferierten Zellen, die in D™ kultiviert
werden, genauso wenig wie in D/N kultivierte Zellen und wiesen ebenso eine abgerundete
Morphologie anstelle der spindelférmigen Morphologie auf.

Die morphologischen Veranderungen von hSGSC in Kultur mit D'/N" und D" wurden in IV.4.2
flir 16 Tage beobachtet. In dieser Zeit verdnderte sich das Verhalten der Zellen in ihren
jeweiligen Medien nicht. In Standard-Zellkulturmedium kultivierte hSGSCs proliferierten
weiter bis zur Konfluenz und wurden tendenziell immer langlicher in ihrer Form. In D'/N” und

D" kultivierte hSGSCs proliferierten nicht und behielten ihre abgerundete Morphologie
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(Abb. 32, IV.4.2). Eine entscheidende Beobachtung war, dass die nicht-proliferativen Zellen
nicht abstarben. Wahrend der 16 Tage konnten kaum tote Zellen in der Kultur entdeckt
werden.

In IV.3.3 wurde die Produktion einiger Zytokine durch die Kultur in D/N* erhéht. Wenn eine
leichte Reduktion zusatzlicher wachstumsférdernder Zusatze im Vergleich zur Standardkultur
in D" diesen Effekt zeigt, so kdnnte ein kompletter Entzug dieser Zusatze den Effekt zusatzlich
verstarken. In 1V.4.3 wurde die Zytokinproduktion von hSGSCs in Standard-Zellkulturmedium
D* und in Serum- und Serumersatz-freiem D/N” mit dem Zytokin-Array Proteome Profiler
Human XL Cytokine Array bestimmt. Alle der nachgewiesenen Zytokine ergaben nach
Kultivierung in D'/N” ein schwacheres Signal. Die Produktion von Zytokinen wurde durch den
Mangel zusatzlicher wachstumsférdernder Zusatze herunter reguliert.

Als Fazit 1asst sich nach dieser Untersuchung zusammenfassen, dass hSGSCs in dem Standard-
Zellkulturmedium gut proliferieren und eine spindelférmige, langliche Morphologie
aufweisen. Sobald den Zellen die zusatzlichen wachstumsférdernden Zusdtze aus B-27 oder
FKS entzogen werden, reagieren sie mit einem Einstellen ihrer Proliferation und einer
verstarkten Differenzierung. Besonders die neuronale, endodermale und Schwannzell-
ahnliche Richtung kann aufgrund der Datenlage vermutet werden. Die Produktion von
Zytokinen wird reduziert. Begleitet werden diese Vorgidnge von einer morphologischen

Veranderung der Zellen zu einer abgerundeten Zellform.

Croft und Przyborski beschrieben in ihrer Publikation die Bildung von Neuronen-dhnlichen
Zellen aus Stammzellen des Knochenmarks unter serumfreien Konditionen (Croft und
Przyborski, 2006). Sie beobachteten die Expression neuronaler Proteine und die Ausbildung
einer neuronalen Morphologie. Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass die Verdnderungen in
den Stammzellen nicht der typischen Neurogenese entsprechen. Die Autoren vermuteten den
neuronalen Phanotyp als Resultat des Wechsels aus der Stammzellnische in eine 2D Kultur
und dem damit verbundenen Zellstress. In weiteren Studien wurde ebenfalls ein Effekt des
Serumentzugs auf die neuronale Differenzierung beschrieben (Pachernik et al., 2005; Wislet-
Gendebien et al., 2003). Von Potier et al. und Zhu et al. wurde die Kombination von Hypoxie
und Serumentzug, wie sie beispielsweise nach einer Zelltransplantation ins Herz vorliegt, als

Apoptose-auslosend beschrieben (Potier et al., 2007; Zhu et al., 2006).
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Die Beobachtungen, die in dieser Arbeit zu Differenzierungsvorgdangen und Zytokinproduktion
von hSGSCs nach der Reduktion von zusdtzlichen wachstumsférdernden Faktoren gemacht
wurden, sollten dennoch kritisch beurteilt werden. Durch die in vitro Analysen lieken sich
erste Hinweise auf ein in vivo Verhalten der Zellen erhalten, welches sie unter Nahrstoff- und
Wachstumsfaktormangel nach Einsetzen in eine Nervenleitschiene zeigen konnten. Es kann
jedoch nicht vorhergesagt werden, welchen genauen Umgebungsparametern die Zellen
innerhalb der Leitschiene tatsachlich begegnen. Falls die ersten Neuriten neu auswachsen
und Schwannzellen zu proliferieren beginnen, kdnnte es schnell zu einem Anstieg von
zusatzlichen Faktoren kommen, die bis in das Innere der Nervenleitschiene Wirkung zeigen
und einen Einfluss auf hSGSCs nehmen konnten, der unmaoglich in vitro vorhergesagt werden
kann.

Die Erkenntnisse, die aus den erfolgten in vitro Analysen gewonnen wurden, kbnnen genutzt
werden um einen in vivo Versuch bestmoglich und sinnvoll durchzufthren. In 1V.4.2 konnte
gezeigt werden, dass hSGSCs, die nach der Kultur in Serum- und Serumersatz-freiem Medium
(D'/N’) kultiviert worden sind und eine nicht proliferative Population mit abgerundeter
Zellmorphologie ausgebildet haben, wieder neu ausgesat werden kdnnen. Dieser Versuch
zeigt, dass hSGSCs vor der Transplantation in eine periphere Nervenldsion vorbehandelt
werden kénnen um eine gewinschte verdanderte Genexpression und Zytokinproduktion zu
erhalten. Sie wirden nach dieser Behandlung mit wachstumsfaktorarmem Medium wieder
adharieren und auch in vivo, sollte dort ein Mangel an diesen Faktoren herrschen, Uberleben.
In der Fraunhofer EMB wurden hSGSCs bereits unter hypoxischen Bedingungen (2 % O,)
kultiviert und zeigten dabei ein gutes Proliferationsverhalten und eine verstarkte
Ausschittung von VEGF (Elsner, 2012). In anderen Arbeitsgruppen wurde eine Induktion der
Zytokinproduktion durch Hypoxie in mesenchymalen Stammzellen (Razban et al., 2012) und in
Fett-abgeleiteten Stammzellen (Chung et al.,, 2009) beobachtet. Es kann vermutet werden,
dass innerhalb einer Nervenleitschiene ebenfalls hypoxische Bedingungen herrschen und die
hSGSCs zumindest voribergehend mit vermindertem Sauerstoffgehalt Gberleben mussen. In
weiteren Versuchen konnte eine Untersuchung mit gleichzeitiger Reduktion von
wachstumsfordernden Zusatzen und Sauerstoffgehalt durchgefihrt werden um die mogliche

in vivo Situation noch besser zu simulieren.
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V.4.Besiedelte Nervenleitschienen fiir die periphere Nervenregeneration

Die Experimente, die in dieser Arbeit zur Charakterisierung von hSGSCs durchgefthrt wurden,
zielten auf einen potentiellen therapeutischen Einsatz in der peripheren Nervenregeneration
ab. Nach in vitro Analysen zum Verhalten der Zellen, beispielsweise unter reduziertem
Serumangebot oder anschlieRender Neu-Aussaat, sollte als nachster Schritt eine Moglichkeit
gefunden werden die Zellen in die Nervenlasion einzubringen. Dabei wurde zundchst bewusst
nicht auf kommerziell erwerbliche Produkte zurickgegriffen, die eine R6hrenstruktur bieten.
Eine Rohre kann entweder nur an den Wanden besiedelt werden oder mit einer zweiten
Matrix, beispielsweise einem Kollagengel, Matrigel oder Fibrin, gefillt werden, in der die
Zellen eingebracht sind.

Optimal ist ein Material, das vielfaltig und nach Bedarf modifiziert werden kann. Zuklnftig
sollten die Nervenleitschienen mit intraluminalen Strukturen hergestellt werden, welche das
Hindurchwachsen von Neuriten begiinstigen. Ebenfalls ist ein Druckverfahren denkbar, in
dem die Stammzellen direkt bei der Herstellung mit in das Biomaterial eingearbeitet werden.
In der Arbeitsgruppe Pharmazeutische Technologie aus dem Institut fir Pharmazie der
Universitat Leipzig (Kooperationspartner: Dr. Michael C. Hacker und Caroline Kohn) werden
Kollagen-basierte, quervernetzte Hydrogele hergestellt. Die freien Aminogruppen des
Proteins reagieren dabei mit intakten Anhydrid-Funktionen des artifiziellen Quervernetzers.
Dadurch konnen Vernetzungsgrade moduliert und verschiedene strukturelle Eigenschaften
erhalten werden (Loth et al., 2014). Des Weiteren bietet das Material die Moglichkeit,
Signalmolekile kovalent zu integrieren um somit die Zelladhdsion zu verbessern und
physiologische Prozesse wahrend der Nervenregeneration zu unterstitzen. Laufende
Experimente dieser Kooperationsarbeit sollen die Zusammensetzung dieses Materials flr die
Besiedlung mit Stammzellen und die Herstellung von Nervenleitschienen optimieren. Erste
Besiedlungs-Versuche wurden mit scheibenféormigen Hydrogelen erfolgreich durchgefihrt.
Die Beurteilung des Besiedlungs-Erfolgs war unter dem Durchlichtmikroskop aufgrund der
unruhigen Struktur der Geloberflache nicht méglich. Es wurden erfolgreich zwei Farbungen
etabliert, mit denen Zellkerne oder Zytoplasma der Zellen gut visualisiert werden kénnen
(IV.6). Durch eine 3D-Rekonstruktion mehrerer Schichtaufnahmen der Geloberflache konnte
sich die Zelladhasion bzw. die Zellproliferation quantifizieren lassen. Aus den Formulierungen
der ausgetesteten Hydrogele wurden in Leipzig erste Prototypen fir Nervenleitschienen

hergestellt. Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit in einer Kooperation mit Dr. Tobias Kisch
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aus der Plastischen Chirurgie und Handchirurgie des Universitatsklinikums Libeck am Nervus
ischiadicus der Ratte auf ihre ZweckmaRigkeit getestet (IV.6). Fir diese Versuche wurde die
Ratte zuvor durch CO, Begasung getotet. Die verwendeten Nervenleitschienen waren
zundchst Rohren-formig mit einem einzigen Lumen. Die Nervenleitschienen zeigten gute
elastische Eigenschaften und lieRen sich, ohne zu brechen, stark biegen. Die Elastizitat des
Materials ist von groRer Bedeutung, da die Nervenleitschiene im Organismus diversen
Scherkraften und mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt sein wird. Ebenso liel sich die
Nervenendigung sehr leicht in die Leitschiene einfiihren. Die Nervennaht konnte in den bisher
durchgefiihrten Versuchen nicht gesetzt werden, da die ReiRfestigkeit der Hydrogel-
Leitschienen nicht hoch genug war. Fur folgende Versuche misste die Formulierung der
Hydrogele so modifiziert werden, dass die Flexibilitdt und Zellattraktivitat erhalten bleibt, die
Reil¥festigkeit jedoch erhoht wird. Ebenso steht die exakte Definition der Resorptionszeit in
vivo noch aus. Zuklnftig ware es auch denkbar die Zellbesiedlung bereits wahrend des
Herstellungsprozesses durchzufihren und die Zellen beispielsweise in intraluminale
Strukturen einzubetten. Ein solches Verfahren ware sehr vorteilhaft, da die Besiedlung der
sehr schmalen Lumina eine schwierige Herausforderung darstellt.

Mit kommerziell erwerblichen Produkten, deren Beschaffung zudem fiir die experimentelle
Forschung schnell sehr kostenintensiv wird (Uber 500 Euro pro Stlck fur z.B. NeuraGen®,
siehe unten), waren solche Vorhaben nicht durchflhrbar. Es stellt einen groRen Vorteil dar,
wenn das Produkt mit der zusatzlichen zelluldren Unterstltzung gemeinsam weiterentwickelt
und optimiert wird. So kann die Entwicklung auf die jeweilige Anwendung angepasst werden
und noch frihzeitig auf die Anforderungen der Zellbesiedlung eingegangen werden. Fir
kommerziell erwerbliche Produkte kann lediglich der Versuch unternommen werden, ob eine
Besiedlung gelingt oder nicht. Optimierungen an der grundlegenden Struktur oder
Zusammensetzung sind hier nicht mehr moglich.

Die Durchfihrbarkeit einer Zellbesiedlung mit Fibrin als Matrix im Lumen einer
Nervenleitschiene wurde in dieser Arbeit dennoch anhand einer kommerziell erwerblichen
Nervenleitschiene (NeuraGen®) durchgefthrt (IV.6). Der Vorteil an NeuraGen® ist die hohe
Festigkeit in trockenem Zustand, welche die Handhabung sehr erleichtert. Die Besiedlung
konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Nach einem Tag zeigte sich anhand einer Zellkern-

Farbung eine gleichméaRige Verteilung der hSGSCs innerhalb der Nervenleitschiene. In
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weiteren Versuchen konnte dieses Verfahren weiter evaluiert werden, beispielsweise auf

Vitalitat der Zellen geprift werden oder Uber langere Zeitrdume kultiviert werden.

Nervenleitschienen, die mit hSGSCs besiedelt sind, konnten mehrere denkbare Funktionen
erfillen. Zum einen koénnten sie durch die Ausschittung von Zytokinen (siehe Anhang VI1.4.4)
zum verbesserten Auswachsen von Neuriten beitragen oder protektiv und stimulierend auf
die fir Regenerationsvorgange wichtigen Schwannzellen wirken. Zum anderen kénnten
hSGSCs selber eine Schwannzell-dhnliche Funktion ausiben und die neu auswachsenden
Neuriten direkt schitzen. Die Situation, die innerhalb einer mit hSGSCs besiedelten
Nervenleitschiene vorliegen wirde, sollte in einer direkten Ko-Kultur aus hSGSCs und
peripheren Nervenzellen nachgestellt werden (IV.5). Sowohl adulte als auch pranatale DRG
Neurone hafteten auf dem Feeder Layer aus hSGSCs. Eine besonders entscheidende
Beobachtung war das gute Auswachsen von Neuriten auf den hSGSCs. Das Anhaften und
Neuriten-Auswachsen von DRG Neuronen erfolgt kaum auf Zellkulturplastik, sondern
erfordert spezielle Beschichtungen wie beispielsweise mit Laminin und Poly-L-Lysin (IV.1.2).
Das gute Wachstum auf den hSGSC und auch die Ausrichtung der Neuriten in die Richtung, in
die sich die Stammzellen in Kultur orientiert haben, sprechen fir die Verwendung von hSGSC

in Nervenleitschienen um das Auswachsen von Neuriten nach einer Nervenldsion zu fordern.
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V.5. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Schweildrisen-abgeleitete Stammzellen fir ihren
potentiellen therapeutischen Einsatz in der peripheren Nervenregeneration charakterisiert.
Als Quelle adulter Stammzellen zeichnen sich SchweilRdriisen und das angrenzende
Mesenchym durch ihre einfache und minimal-invasive Zuganglichkeit aus. Eine Achselhaut-
Biopsie gentgt zur Isolation ausreichend vieler Schweil3drisen.

Umsetzen lieBe sich der therapeutische Einsatz von hSGSCs durch das Konzept einer
Stammzellbank, da eine Entnahme und Generierung einer ausreichenden Zellmenge bei
akutem Bedarf nur schwer moglich ist. Patienten wirden ihre Stammzellen fur therapeutische
Zwecke in Stickstoff konserviert lagern und konnten im Notfall direkt mit autologem
Zellmaterial versorgt werden.

In indirekten Ko-Kulturen wurde untersucht, wie sich hSGSCs und periphere Nervenzellen
gegenseitig Uber den parakrinen Weg beeinflussen. Dabei zeigte sich ein férdernder Effekt
der hSGSCs auf das Neuriten-Auswachsen von adulten und pranatalen peripheren DRG
Neuronen.

Es zeigte sich wiederum kein Einfluss von peripheren Nervenzellen auf hSGSCs, es konnte
allerdings ein Effekt des verwendeten Mediums auf Differenzierung und Zytokinproduktion
von hSGSCs festgestellt werden. Durch weitere Analysen konnte ermittelt werden, dass eine
Reduzierung und ein Entzug des Angebots an wachstumsfordernden Zusatzen im Medium
eine veranderte Genexpression bewirken. Diese Ergebnisse liefern einen wichtigen Hinweis
darauf, wie sich die Zellen nach dem Einsetzen in eine Nervenleitschiene in einer peripheren
Nervenlasion im Vergleich zu den Standard-Kulturbedingungen verandern kdnnten.

Als weiterflhrender Versuch kdnnte eine Kultivierung von hSGSCs unter Reduzierung
wachstumsfordernder Zuséatze in Kombination mit einer hypoxischen Umgebung durchgefihrt
werden. Mit dieser Simulation kdnnte die Situation innerhalb einer Nervenleitschiene noch
besser dargestellt werden. Des Weiteren konnte die in dieser Arbeit postulierte
Differenzierung von hSGSCs in Schwannzell-dhnliche Zellen durch den Nachweis weiterer
Markergene bzw. Markerproteine genauer untersucht werden.

In einer direkten Ko-Kultur von hSGSCs und peripheren Nervenzellen wurde die Situation
simuliert, die in einer mit hSGSCs besiedelten Nervenleitschiene vorliegen wirde. Aus einer
durchtrennten Nervenendigung neu aussprossende Neuriten wirden in diesem Fall in

direkten Kontakt mit den hSGSCs kommen.
117



Diskussion

Die Neurone hafteten in der direkten Ko-Kultur sehr gut auf dem Feeder Layer aus hSGSC und
es wurde das Auswachsen von Neuriten beobachtet. Die Wachstumsrichtung der Neuriten
schien sich dabei an der Ausrichtung der hSGSCs zu orientieren. Fiur eine fortgeschrittene Art
der Nervenleitschiene konnte eine solche wegweisende Eigenschaft eine attraktive
Moglichkeit sein, die Wachstumsrichtung der Neuriten zu unterstitzen.

Eine zusatzliche Moglichkeit ware ein alternatives Modellsystem, welches DRG Neurone, die
aus humanen iPS Zellen generiert wurden, nutzt. Mithilfe dieser Zellen kénnten die bisherigen
in vitro Versuche auch allogen oder theoretisch sogar patientenspezifisch autolog
durchgefihrt werden.

Es wurden erste Versuche zur Besiedlung kollagenbasierter Hydrogele fir die Herstellung von
Nervenleitschienen unternommen. Die von einem Kooperationspartner hergestellten
Materialien erwiesen sich als attraktive Oberflache fur hSGSCs. Mit verschiedenen
Farbemethoden konnten die Zellen auf den Hydrogelen dargestellt werden. Eine Herstellung
der Hydrogele in Form von Nervenleitschienen ist ebenfalls moglich. Prototypen wurden
bereits auf ihre Praktikabilitit an einer klnstlich erzeugten Nervenldsion des Nervus
ischiadicus der Ratte geprift. Die Leitschiene Uberzeugte durch ihre Flexibilitdat, war jedoch
nicht stabil genug um eine Nervennaht zu setzen. In weiteren, bereits laufenden Versuchen
sollen die Leitschienen mehr Festigkeit erhalten, ihre Flexibilitat und die Zellattraktivitat aber
dennoch beibehalten.

Das Ziel wird sein, eine mit hSGSCs besiedelte Nervenleitschiene aus Kollagen-basiertem
Hydrogel herzustellen, die eine hohe Flexibilitdt, eine ausreichende Festigkeit, eine definierte
Bioresorbierbarkeit und eine sehr gute Zellattraktivitdt besitzt. Eine automatisierte
Weiterentwicklung in der Herstellung dieser Nervenleitschiene kénnte in Zukunft die direkte
Einbettung der hSGSCs wahrend des Herstellungsprozesses in Form eines Druckverfahrens
sein. Diese weiterentwickelte Form der Nervenleitschiene kdnnte in einem ndchsten
Entwicklungsabschnitt auf ihre Anwendbarkeit in vivo getestet werden, beispielsweise am
Nervus ischiadicus oder am Nervus medianus der Ratte.

Insgesamt stellen sich SchweiRdriisen-abgeleitete Stammzellen durch ihre gute Isolierbarkeit
sowie Kultivierbarkeit und den in dieser Arbeit nachgewiesenen positiven Effekt auf das
Neuritenauswachsen peripherer Nervenzellen als potentielle zelluldare Unterstitzung bei der

Therapie peripherer Nervenldsionen dar.
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Abkiirzungsverzeichnis
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VIlL4. Erganzendes Material

VIl.4.1. Membranen der Zytokin-Arrays
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Abbildung 43: Fotos des Zytokin-Arrays Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A von R&D
Systems

Die Membranen wurden mit dem Chemilumineszenz-Detektor Fusion SL fotografiert und die Fotos fir
die weitere Auswertung verwendet. Alle detektierten Zytokin-Spots wurden in dieser Abbildung
markiert und mit den entsprechenden Zytokinen benannt.
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Abbildung 44: Fotos des Zytokin-Arrays Proteome Profiler Human XL Cytokine Array von R&D Systems

Die Membranen wurden mit dem Chemilumineszenz-Detektor Fusion SL fotografiert und die Fotos fir
die weitere Auswertung verwendet. Alle detektierten Zytokin-Spots wurden in dieser Abbildung
markiert und mit den entsprechenden Zytokinen benannt.
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VII.4.2. Zytokin-Listen der Zytokin-Arrays
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Liste mit Zytokinen des Zytokin-Arrays Proteome Profiler Human XL Cytokine Array von R&D Systems

Adiponectin/Acrp30
Aggrecan
Angiogenin
Angiopoietin-1
Angiopoietin-2
BAFF/BLyS/TNFSF13B
BDNF

CD14

CD30

CD40 Ligand/TNFSF5
Chitinase 3-like

Complement Component

C5/C5a

Complement Factor D
C-Reactive Protein/CRP
Cripto-1

Cystatin C

Dkk-1

DPPIV/CD26

EGF

CXCL5/ENA-78
Endoglin/CD105
EMMPRIN

Fas Ligand

FGF basic

KGF/FGF-7

FGF-19

FIt-3 Ligand

G-CSF

GDF-15

GM-CSF

CXCL1/GRO alpha
Growth Hormone (GH)
HGF

ICAM-1/CD54

IFN-gamma
IGFBP-2
IGFBP-3

IL-1 alpha/IL-1F1
IL-1 beta/IL-1F2
IL-1ra/IL-1F3
IL-2

IL-3

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8

IL-10

IL-11

IL-12 p70
IL-13

IL-15

IL-16

IL-17A

IL-18 BPa
IL-19

IL-22

IL-23

IL-24

IL-27

IL-31

IL-32 alpha/beta/gamma
IL-33

IL-34
CXCL10/IP-10
CXCL11/I-TAC
Kallikrein 3/PSA
Leptin

LIF

Lipocalin-2/NGAL
CCL2/MCP-1
CCL7/MCP-3
M-CSF

MIF

CXCL9/MIG

CCL3/CCL4 MIP-1 alpha/beta

CCL20/MIP-3 alpha
CCL19/MIP-3 beta
MMP-9
Myeloperoxidase
Osteopontin (OPN)

PDGF-AA
PDGF-AB/BB
Pentraxin 3/TSF-14
CXCL4/PF4

RAGE
CCL5/RANTES
RBP4

Relaxin-2

Resistin
CXCL12/SDF-1 alpha
Serpin E1/PAI-1
SHBG

ST2/IL1 R4
CCL17/TARC

TFF3

TfR

TGF-alpha
Thrombospondin-1
TNF-alpha

uPAR

VEGF

Vitamin D BP
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Liste mit Zytokinen des Zytokin-Arrays Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A von R&D

Systems

C5a IL-4 IL-32 alpha
CD40 Ligand/TNFSF5  IL-5 CXCL10/IP-10
G-CSF IL-6 CXCL11/I-TAC
GM-CSF IL-8 CCL2/MCP-1
CXCL1/GRO alpha IL-10 MIF

CCL1/1-309 IL-12 p70 CCL3/MIP-1 alpha
ICAM-1 IL-13 CCL4/MIP-1 beta
IFN-gamma IL-16 CCL5/RANTES
IL-1 alpha/IL-1F1 IL-17 CXCL12/SDF-1
IL-1 beta/IL-1F2 IL-17E Serpin E1/PAI-1
IL-1ra/IL-1F3 IL-23 TNF-alpha

IL-2 IL-27 TREM-1

VIl.4.3. Zusammensetzung von B-27

Liste der im B-27 enthaltenen Komponenten (Herstellerangaben, ohne Konzentrationsangaben)

Vitamine

Proteine

Andere Komponenten

Biotin

DL Alpha-Tocopherol Acetat

DL Alpha-Tocopherol

Vitamin A (Acetat)

BSA, fatty acid free Fraction V

Humanes Rekombinantes Insulin

Humanes Transferrin

Superoxid Dismutase

Corticosteron
D-Galactose
Ethanolamin HCI

Glutathion (reduziert)

L-Carnitin HCI
Linolsdure
Linolensaure
Progesteron
Putrescin 2HCI
Natriumselenit

T3 (Triiodthyronin)
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VIl.4.4. Detektierte Zytokine

Tabelle 5: Zusammenfassung der untersuchten Zytokine, die hSGSCs bei Kultivierung in Standard-
Zellkulturmedium D* produzieren.

Die Zytokine wurden mit zwei verschiedenen Zytokin-Arrays von R&D Systems nachgewiesen
(Proteome Profiler Human Cytokine Array Panel A und Proteome Profiler Human XL Cytokine Array).

Abkilrzungen der Zytokine: Gro a (Growth regulated oncogene-alpha), IL-6 (Interleukin-6), IL-8
(Interleukin-8), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), MIF (Macrophage migration inhibitory
factor), Serpin E1 (Serin protease inhibitor E1), Dkk-1 (Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1),
DPPIV (Dipeptidylpeptidase 4), EMMPRIN (Extracellular matrix metalloproteinase inducer), ENA-78
(Epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78), FGF-7 (Fibroblast growth factor 7), |GFBP-3
(Insulin-like growth factor-binding protein-3), MCP-3 (Monocyte chemotactic protein-3), SDF-1
(Stromal cell-derived factor-1), IL1 R4 (Interleukin 1 receptor-like 1), uPAR (Urokinase-type plasminogen
activator receptor), VEGF (Vascular endothelial growth factor)

Angiogenin Induziert Angiogenese (Fett et al., 1985)
Interagiert mit Endothelzellen und glatten Muskelzellen um Migration,
Invasion, Proliferation und die Bildung tubularer Strukturen zu induzieren
(Gao und Xu, 2008)
Hat neuroprotektive Eigenschaften im ZNS (Steidinger et al., 2011)

Complement Spielt als Teil des Serum Complements eine wichtige Rolle bei der
Factor D Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen wahrend der Wallerischen

Degeneration (Dailey et al., 1998)

Dkk-1 Wirkt als Antagonist des Wnt-Signalweges (Wang et al., 2000)
Erforderlich fir die Embryogenese im Mausmodell (Mukhopadhyay et al.,
2001)

DPPIV/CD26 Reguliert Glykamie und spielt eine Rolle bei einer Vielzahl von

Signalwegen, Zell-Matrix-Interaktionen und der Aktivitat vieler Proteine
(Zhong et al., 2013)

EMMPRIN Reguliert Matrix-Metalloproteinasen (Ayva et al., 2013)
Hat eine Funktion bei der Gefdllpermeabilitat und der Aktivierung von
Leukozyten (Wei et al., 2014)

ENA-78/CXCL5 Wirkt chemotaktisch und aktivierend auf neutrophile Granulozyten (Walz
et al., 1997)
Endoglin/CD105 Ist ein Co-Rezeptor fur TGF-B, von dem es auch eine |6sliche Form gibt

(Nassiri et al., 2011).
Ist involviert in Angiogenese (Duff et al., 2003)

FGF-7/KGF Stimuliert Migration von Keratinozyten (Garlick und Taichman, 1994)
Fordert Zellproliferation von epidermalen Zellen (Guo et al., 1993)
Ist ein wichtiger Faktor flir DRG Neurone nach einer Nervenverletzung (Li
et al., 2002)
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Gro a/CXCL1

Wirkt chemoattraktiv und aktivierend auf Neutrophile (Schumacher et al.,
1992)

Fordert die Wundheilung durch Stimulation der Keratinozyten-Proliferation
(Rennekampff et al., 1997)

Wichtig bei Proliferation und Migration von Oligodendrozyten-
Progenitorzellen (Filipovic et al., 2003)

IGFBP-3

Transportiert IGFs (Insulin Growth Factor) durch den Blutkreislauf und
bringt sie zu spezifischen Zelltypen (Clemmons, 1993)

IL-6

Reguliert Ubergang von angeborener zu adaptiver Immunabwehr (Jones,
2005)

Wirkt neuroprotektiv bei Excitotoxizitat (Carlson et al., 1999)

Wird im degenerierenden peripheren Nerven von Fibroblasten und

Makrophagen exprimiert (Reichert et al., 1996)

IL-8/CXCL8

Wirkt chemoattraktiv und aktivierend auf Neutrophile (Baggiolini et al.,
1989)

Fordert Proliferation und Uberleben von Endothelzellen (Li et al., 2003)
Beglinstigt die Reepithelialisierung und verringert die Wundkontraktion
(Rennekampff et al., 2000)

MCP-1/CCL2

Wird von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und Keratinozyten
als Chemoattraktant fir Monozyten bei einer Entziindungsreaktion
produziert (Gibran et al., 1997)

Fordert Migration von Endothelzellen und induziert Angiogenese (Salcedo
et al., 2000)

Wirkt chemoattraktiv auf T-Lymphozyten (Carr et al., 1994)

Wird von Schwannzellen nach einer Nervenlasion produziert (Taskinen und
Royttd, 2000)

MCP-3/CCL7

Wirkt chemoattraktiv und aktiviert Monozyten und Neutrophile (Xu et al.,
1995)
Wirkt chemotaktisch auf Makrophagen (Xuan et al., 2015)

MIF/GIF/DERG6

Wirkt als pro-inflammatorischer Mediator, da es von vielen Immunzellen
exprimiert wird, viele Prozesse der angeborenen Immunantwort reguliert
und die pro-inflammatorische Immunantwort induziert (Calandra und
Roger, 2003)

Beschleunigt die periphere Nervenregeneration und verhindert Apoptose

von Schwannzellen (Nishio et al., 2002)

Osteopontin

Ist eine Komponente der EZM von Knochen, aber auch in diversen anderen
Geweben, z. B. Schweilldrisen vorhanden

Interagiert mit Integrinen und kann somit Bindung und Migration
vermitteln (Sodek et al., 2000)
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Schitzt Epithelzellen vor Apoptose (Scatena et al., 1998)

Pentraxin-3/TSF-14

Aktiviert Komplement, erkennt und bindet Mikroorganismen, steigert
Phagozytose-Aktivitdt von Makrophagen (Garlanda et al., 2002, 2005)

SDF-1alpha/CXCL12

Steuert die Migration von Stammzellen bei Organogenese und
Regeneration (Ma et al., 1998)

Wirkt chemoattraktiv auf Lymphozyten und blockiert HIV- Eintritt (Bleul et
al., 1996)

Serpin E1/PAI-1

Reguliert Fibrinolyse und EZM-Umbau (Declerck und Gils, 2013)
Reguliert Migration von Epithelzellen wahrend der Wundheilung
(Providence und Higgins, 2004)

Wird in peripheren Nerven nach einer Nervenldsion hochreguliert
(Yamanaka et al., 2005)

ST2/IL1 R4

Befindet sich als |6sliche Form des Rezeptors im Blutkreislauf. Erhohte
Konzentration bei entziindlichen Erkrankungen und Herzerkrankungen.
Wirkt als Decoy-Rezeptor fiir IL-33 (Shah und Januzzi, 2010)

Thrombospondin-1

Verhindert Tumorprogression durch Inhibition der Angiogenese. (Lawler,
2002)

uPAR Die 16sliche Form des Rezeptors korreliert mit aktiviertem Immunsystem
und Gewebeumbauprozessen (Smith und Marshall, 2010)
Wird von Osteopontin induziert (Vaschetto et al., 2015)

VEGF Reguliert Proliferation, Migration und Differenzierung von Endothelzellen

und induziert Angiogenese (Cross und Claesson-Welsh, 2001)
Fordert die Regeneration peripherer Nerven (Mohammadi et al., 2013)

Beglinstigt die Heilung chronischer Wunden (Yan et al., 2010)
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VII.4.5. Erganzende Aufnahmen von hSGSCs

Abbildung 45: Nestin-positive hSGSCs

Der Marker Nestin wurde stets in Uber 80 % der Zellen exprimiert. Marker fiir hSGSCs: Nestin (rot),
Marker fur Zellkerne: DAPI (blau), MaRstab: 100 um

Abbildung 46: Ergénzung zur Abbildung 33: hSGSCs 7 Tage nach Neu-Aussaat in D" und D/N’

Nach Kultivierung von hSGSCs fiir 24 h in Standard-Zellkulturmedium (D*) wurde in D'/N” gewechselt
und flr 48 h weiterkultiviert. Anschlieend wurden die Zellen enzymatisch durch Trypsin abgeldst und
neu ausgesat. Eine Neu-Aussaat erfolgte in D" und in D/N". In beiden Medien adhérierten die Zellen.
Die Morphologie in D/N” war typisch abgerundet und die Zelldichte war geringer als in D*. In D"
proliferierten die Zellen wieder (siehe Abb. 33, IV.4.2). Dieses Verhalten ist nach 7 Tagen
gleichbleibend. MafRstab = 500 um
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VII.4.6. Erganzende Daten der qPCR Analysen
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Abbildung 47: Relative Genexpression von hSGSCs unter Kultivierung mit verschiedenen
Medienzusammenstellungen im Vergleich zur Genexpression von hSGSCs in Standard-
Zellkulturmedium

Die Genexpression von hSGSCs wurde jeweils relativ zur Expression des Haushaltsgens B-Aktin
gemessen. Es wurden verschiedene Medienzusammenstellungen jeweils mit dem Standard-
Zellkulturmedium D* verglichen. Die Grundlage der Testmedien bildete D/N". Verschiedene
Medienzuséatze, die in N* vorhanden sind (B-27, NGF, L-Glu) wurden in Kombinationen verwendet um
den Einfluss einzelner Komponenten auf die Genexpression zu untersuchen. Eine auffillige
Beobachtung war die starke Hochregulierung einiger Markergene in den Ansatzen, in denen kein B-27
vorhanden war und somit Serum- und Serumersatz-frei kultiviert wurde. Diese Ergebnisse liefern die
Grundlage fir die in IV.4. durchgefihrten Versuche zur Serum- und Serumersatz-freien Kultivierung
von hSGSCs. n = 1, es erfolgte keine statistische Auswertung

VIL5. Video der Zeitraffermikroskopie

Video: siehe DVD
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