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Einleitung

1. Einleitung

Die Alterung der modernen Gesellschaft schreitet deutlich voran. Wahrend laut
dem statistischen Bundesamt im Jahre 1990 die mittlere Lebenserwartung fir
Frauen noch bei 78 Jahren und fur Manner bei 72 Jahren lag, betragt sie heute
schon 81,6 Jahre fur Frauen und 76 Jahre fur Manner. Gleichwohl steigt die
Pravalenz, an einer neurodegenerativen Erkrankung (Alzheimer, Parkinson,
Multipler Sklerose) zu erkranken, mit zunehmendem Alter an.

Wahrend die altersspezifische Pravalenz der Alzheimer-Demenz bei den 65- bis
69-Jahrigen bei 1,5 Prozent liegt, erreicht sie bei den tGber 90-Jahrigen Patien-
ten die 30-Prozent-Marke [1].

Laut einer Schatzung des statistischen Bundesamtes werden im Jahre 2050 ca.
2,3 Millionen Menschen in Deutschland an Alzheimer erkranken (Daten aus der
Gesundheits-Berichterstattung des Bundes (Berlin 2006)).

Ein Grund dafir ist, dass man bis heute nicht in der Lage ist, neurodegenerative
Erkrankungen urséachlich, sondern lediglich symptomatisch zu behandeln. In
den USA werden jahrlich mehr als 60 Milliarden Dollar zur Behandlung von Alz-
heimer Patienten ausgegeben. Innovative Therapiemalinahmen und ein verzo-
gerter Krankheitsausbruch konnten laut Untersuchungen des Robert Koch Insti-

tuts diese Kosten allein um die Halfte reduzieren (www.rki.de).

Im Allgemeinen wird Neurodegeneration als irreversibler, meist langsam pro-
gredienter Nervenzelluntergang betrachtet, bis hin zu einer massiven Hirnatro-
phie. Charakteristisch fir die Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen (Mor-
bus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea Huntington etc.) sind vor allem neu-
rologische Symptome (haufig Demenz) begleitet von spezifischen histologi-
schen Schadigungsmustern.

Bei Alzheimer ist dieser Nervenzelluntergang vergesellschaftet mit einer Einla-
gerung von Alzheimerfibrillen in den Nervenzellen. Der Grundbaustein dieser
Fibrillen, das Tauprotein, wird im Falle der Alzheimer Krankheit tbermafig mit

Phosphat beladen, was letztlich zu Stérungen von Stabilisierungs- und Trans-
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portprozessen an den Mikrotubuli fuhrt und die Zelle absterben lasst. Weiterhin
typisch ist eine so genannte Plaques-Ablagerung zwischen den Nervenzellen.
Plagues haben einen Beta-Amyloidkern [2,3]. Sehr oft finden sich auch Amy-
loidablagerungen in den GefalRen betroffener Patienten [4-6]. Diese fuhren Uber
Schadigung der Gefal3e dann letztlich zu einem Zelluntergang aufgrund einer
Hypoxie [7].

Noch bis ins Ende des 20. Jahrhunderts galt die Neubildung von Nervenzellen
im Gehirn als ausgeschlossen. Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, dass
eine Vermehrung neuronaler Stammzellen und eine darauffolgende Migration in
bestimmte Regionen bis ins hohe Alter stattfinden [8, 9].

Das heute aktuelle Konzept der Stammzelltherapie basiert auf der Hauptidee,
einerseits die Parenchymzellen eines erkrankten Empfangerorgans zu schitzen
und andererseits diejenigen Zellen, welche schon einen unwiderruflichen Scha-
den erlitten und ihre Funktion eingeblf3t haben, zu ersetzen. Als mdgliche Kan-
didaten zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen zeigen aus
dem Knochenmark isolierte mesenchymale Stammzellen verschiedenste pro-
tektive Eigenschaften gegenliber der Neurodegeneration, mehr noch besitzen
sie die Fahigkeit, sich in funktionell spezialisierte Nervenzellen zu differenzieren
[10]. So konnten MSC erfolgreich in Modellen zerebraler Ischamie und bei Mor-
bus Parkinson [11] angewendet werden. Der Nutzen dieser MSC in der Parkin-
sontherapie kann vermutlich auf deren Fahigkeit, sich in Dopamin-produzie-
rende Neuronen zu differenzieren [12]. Hierbei bleibt zu vermuten, dass das
Potential der MSC nicht darauf beschrénkt ist, sich lediglich in einen speziali-
sierten Neuronentyp zu differenzieren. Dieser Tatsache ist es geschuldet, dass
eine Erforschung und Evaluierung von Umgebungsbedingungen, welche MSC
dazu veranlassen, sich in einen anderen Neuronentyp zu differenzieren, einen
hohen wissenschaftlichen Wert und damit eine Steigerung des potentiellen the-
rapeutischen Nutzens mit sich bringt.

Da die erfolgreiche Implantation von Stammzellen in ein erkranktes Organ nicht
nur voraussetzt, dass die Stammzellen in dem erkranken Gewebe und den dort

vorherrschenden Umgebungsbedingungen uberleben missen, sondern dass
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auch ihre Fahigkeit, erkrankte Zellen zu schitzen oder in ihrer Funktion zu er-
setzten, spielt die Reaktion der Stammzellen auf die pathologischen Umge-
bungsbedingungen — spezifisch fir Erkrankung und Organ — eine entscheiden-
de Rolle und muss daher mit in die Uberlegungen eingeschlossen werden.

In vielen neurodegenerativen Erkrankungen spielen daher neben weiteren Fak-
toren vor allem Glutamat und eine lokale Hypoxie eine entscheidende Rolle,
das pathologische Milieu aufrechtzuerhalten und damit die Krankheit zu ver-
starken. Eine Hypoxie z. B. verstarkt die Bildung von Amyloid beta (Abeta) und
erhoht damit die Wahrscheinlichkeit, eine Alzheimer Erkrankung (AD) zu entwi-
ckeln [13]. Die Rolle der Hypoxie wird auch im Zusammenhang mit einer De-
myelinisierung von Axonen in der Multiplen Sklerose (MS) [14] sowie bei der
Reduzierung dopaminerger Aktivitdt von Neuronen untersucht und diskutiert
[15].

Zusatzlich hierzu tritt eine Hypoxie nach Zelltransplantation ein und beeinflusst
entscheidend das Uberleben der implantierten Zellen in der ersten kritischen
Posttransplantationsphase. Eine Vorbehandlung der Zellen unter hypoxischen
Bedingungen und damit eine Konditionierung auf die pathologischen Umge-
bungsbedingungen vor der Zelltransplantation kann das Uberleben und die the-
rapeutischen Effekte der implantierten Zellen verbessern [16]. Die vorherr-
schende Rolle von Glutamat (Glu) in der Pathophysiologie vieler neurodegene-
rativer Erkrankungen hangt mit seinen exzitotoxischen Effekten als tblichem
Mechanismus der neuronalen Schadigung in Alzheimer, Parkinson, Ischamie,
Neurotrauma und Multipler Sklerose zusammen [17].

Ein bekannter Faktor, der verschiedene neuronale Zelltypen sowohl vor Hypo-
xie als auch vor einer Glutamat-vermittelten Zytotoxizitat schiitzt, ist Erythropoe-
tin (EPO). Die protektive Wirkung von EPO konnte in einer Vielzahl von neuro-
degenerativen Erkrankungen sowohl in experimentellen Arbeiten als auch in
klinischen Studien gezeigt werden. EPO induziert und verbessert die Neuroge-
nese und vermittelt eine Neuroprotektion in experimentellen Modellen von
Ischdmie und Schlaganfall [18]. Weiterhin konnte ein anti-inflammatorischer
Effekt im Zentralnervensystem (ZNS) von Tieren mit einer Experimentellen Au-

toimmunen Encephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der MS, gezeigt werden
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[19]. Bei MS-Patienten selbst konnte die Administration von EPO die motori-
sche Funktion verbessern [20]. Die Mdglichkeit, durch EPO einen frihen und
spaten apoptotischen Zelluntergang zu verhindern, welcher in vitro durch Abeta
Toxizitat vermittelt wird, steigert den therapeutischen Nutzen von EPO in der
Behandlung der Alzheimer Erkrankung [21]. Des Weiteren konnte kurzlich ge-
zeigt werden, dass EPO dopaminerge Neuronen schiitzt und damit das neuro-
logische und motorische Outcome in einem Rattenmodell der Parkinson Er-
krankung verbessert [22]. Zusatzlich zu den beschriebenen Effekten scheint
EPO in vitro in der Lage zu sein, den durch Hypoxie eingeleiteten Zelltod von
neuronalen Vorlauferzellen umzukehren [23] und sogar unterstiitzend bzw. sy-
nergistisch zu MSC die postischamische Neurogenese in einem Rattenmodell
des Schlaganfalls zu potenzieren [24].

Obwonhl all diese Erkenntnisse eine entscheidende Rolle fir EPO als neuropro-
tektiven Faktor nahelegen, ist der Mechanismus der positiven Wirkung auf the-
rapeutische Zellen, wie z. B. MSC, noch véllig im Dunkeln. Zieht man die Tat-
sache in Betracht, dass MSC, die in neurodegeneratives Gewebe eingebracht
werden, einer Hypoxie (entweder durch die Erkrankung selbst oder durch die
Operation verursacht) und einer Glutamattoxizitat (aufgrund der Erkrankung)
ausgesetzt sind, ist es interessant zu untersuchen, inwieweit der Einfluss von
EPO das Uberleben, die Differenzierung und die protektiven Eigenschaften der
MSC beeinflusst. Unsere Arbeit konnte hierbei zeigen, dass EPO ein essentiel-
ler Faktor in der cholinergen Neuronen-ahnlichen Differenzierung von MSC ist
und gleichzeitig in der Vermittlung neuroprotektiver Eigenschaften, ahnlich wie
der Glutamat Transporter GLAST und das Glutamat metabolisierende Enzym
Glutamat-Synthase (GS), eine wesentliche Rolle spielt.

Aufgrund dessen sollte eine zusatzliche Gabe von EPO als therapeutische
Substanz beim Versuch einer Stammzelltherapie in neurodegenerativen Er-

krankungen erwogen und weiter untersucht werden.
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2. Arbeitshypothese

Der Erfolg einer Transplantation von mesenchymalen Stammzellen in neurode-
generatives Gewebe kann durch folgende Faktoren beeinflusst werden:

a) hypoxische Bedingungen,

b) Gberhohte extrazellularen Glutamat- und

c) schadliche Abeta-Konzentrationen.

Deshalb wird in vorliegender Arbeit untersucht,

1) ob EPO in der Lage ist, MSC vor diesen schadigenden Noxen zu schitzen.
Hierfur sollen die zu untersuchenden Zellen mit Glutamat (G) behandelt wer-
den, um toxische Umgebungsbedingungen zu erreichen. Das Mal3 des Zell-
untergangs wird anhand der LDH Freisetzung mit und ohne EPO Zugabe evalu-
lert. Weiterhin soll die Apoptoserate unter hypoxischen und normoxischen Be-
dingungen nach EPO-Gabe uber eine TUNEL-Farbung quantifiziert werden.

2) Zur Klarung der genaueren Wirkungsweise der erreichbaren Neuroprotektion
durch EPO soll untersucht werden, ob EPO ein neuroprotektives Milieu schaf-
fen kann, indem es eine erhohte Expression und/oder Aktivitdt des Glutamatt-
ransporters (GLAST) oder der Glutamat-Synthetase (GS) férdert und/oder die
Konzentration von inflammatorischen Zytokinen oder Abeta reduziert. Hierfur
werden unter den entsprechenden neurotoxischen Umgebungsbedingungen
immunhistochemische Farbungen gegen GLAST und GS durchgefiihrt, um die
Expression mit und ohne EPO-Einfluss evaluieren zu kénnen. Eine Bestimmung
der Gesamtexpression kann durch Westernblot und densitometrische Verfahren
erreicht werden. Eine Bestimmung der Aktivitat der GS kann in entsprechenden
Aktivitats-Essays gemessen werden. Zur Bestimmung der Interleukin- und Abe-
ta-Konzentrationen sollen fluoreszenzmikroskopische Verfahren und ELISA an-

gewendet werden.

3) Im Weiteren soll in der Arbeit untersucht werden, wie EPO unter normoxi-

schen und hypoxischen Bedingungen eine Differenzierung von MSC beein-



Einleitung

flusst. Hierzu werden Kulturen von hMSC unter verschiedensten Umgebungs-
bedingungen kultiviert und unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
mit EPO kokultiviert. Danach sollen durch immunhistochemische und protein-
biochemische Methoden die klassischen Marker der unterschiedlichen Differen-

zierung bestimmt werden.

4) In diesem Zusammenhang soll untersucht werden, ob EPO in der Lage ist,
eine Proliferation und Differenzierung in Neuronen-ahnliche cholinerge Zellen
zu induzieren. Hierzu werden, wie oben beschrieben, hMSC kultiviert und dann
Uber immunhistochemische und proteinbiochemische Verfahren 3-Tubulin,
NeuN, ChAT, M1R, M2R und M3R als Zeichen einer neuronalen Differenzie-

rung nachgewiesen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1 Primarantikdrper

anti-Beta-IlI-Tubulin clone
TUJ1(mouse monoclonal)

R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt, Germany

anti-Beta-Catenin (rabbit polyclonal)

BD Biosciences, Heidelberg, Germany

anti-ChAT (anti-Choline

Acetyltransferase) (rabbit polyclonal)

Biozol, Eching, Germany

anti-EPOR (= EPO receptor) (rabbit

polyclonal)

Santa Cruz, CA, USA

anti EPOR (= EPO receptor)
(polyclonal rabbit)

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-

berg, Germany

anti EPO (mouse monoclonal)

AbD Serotec, Oxford, UK

anti-GFAP (= Glial fibrillary acidic pro-

tein) (mouse monoclonal)

Progen, Heidelberg, Germany

anti-GLAST ( = Glutamate transporter)
(rabbit polyclonal)

Abcam,Cambridge, UK

anti-GLAST (rabbit polyclonal)

Chemicon International, NUrnberg,

Germany

anti-GS (Glutamine Synthetase) (rab-
bit polyclonal)

Sigma, Taufkirchen, Germany

anti-GAPDH (=Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) (rabbit

polyclonal)

US Biological,Swampscott, MA, USA

anti-Leukemia-inhibitory factor (LIF)
(goat polyclonal)

Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany
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anti-human NeuN (neuronal nuclei- Chemicon International, Nurnberg,

specific protein) (mouse monoclonal) | Germany

anti-Neprilysin (mouse monoclonal) R&D Systems, USA
anti-wnt3a (rabbit polyclonal) Cell Signaling Technology, Frankfurt,
Germany

Tabelle 1: Verwendete Primarantikdrper bei Westernblot und Immunfluoreszenzanalysen

3.1.1.2 Erklarung und Anwendung

pab = Polyklonale Antikérper sind verschiedene Antikdrper, produziert von un-

terschiedlichen B-Zell Klonen.

mab = Monoklonale Antikorper besitzen eine einzige, identische Antigenbin-
dungsstelle und sind komplett identische Antikdrper, welche von einem be-

stimmten B-Zell Klon produziert wurden.

Anti-human NeuN (neuronal nuclei-specific protein) = ist ein Antikorper, der mit
neuronalen Zellen eine Bindung eingeht. Die immunhistochemische Farbung
findet sich vorrangig im Zellkern, weniger stark vereinzelt im Zytoplasma. Anti-
korper gegen NeuN werden Identifizierung von Neuronen in Primarkulturen,

aber auch nach Transplantationen eingesetzt [25].

Anti- Beta-1llI-Tubulin clone TUJ1 = Tubulin bildet in den Zellen den Hauptbe-
standteil der Mikrotubuli, welche als Strukturelemente bei der Mitose, an intra-
zellularen Transportvorgangen und beim Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind.
Dieser Antikorper regiert speifisch auf das Beta-IlI-Tubulin, welches typisch ist

fur Neuronen, nicht aber fir Gliazellen [26].

Anti-Beta-Catenin = geht eine Verbindung mit dem intrazellularen Beta-Catenin
ein [27], welches urspringlich mit dem Cadherin der Proteine, die fur die Zell-

adhasion verantwortlich sind [28, 29], in Verbindung gesetzt wurde. Im weiteren
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Verlauf fand man eine Beteiligung des Beta-Catenins bei intrazellularen Signalt-
ransduktionswegen, allen voran den Wnt-Signalweg [30].

Anti-ChAT (Choline Acetyltransferase) = ChAT ist bei der Produktion des
Transmitters Acetylcholin in cholinergen Neuronen (und anderen nicht neurona-
len Zellen [31, 32]) unmittelbar beteiligt [33]. Dieser Antikdrper markiert choli-
nerge Neuronen im menschlichen Gehirn und im zentralen Nervensystem, und

zwar am Zellkérper, den Dendriten und Axonen [34].

Anti-EPOR (= EPO receptor) = Antikérper, welcher den EPO-Rezeptor bindet
und diesen letztlich sichtbar macht [35]. Erst durch die Interaktion des EPO mit
diesem Rezeptor werden intrazellulare Signalkaskaden in Gang gesetzt, welche

dann z. B. die Erythropoese als Folge haben [36].

Anti EPO = Antikorper, welcher das intrakorporale EPO bindet und erkennbar
macht [37].

Anti-GFAP (= Glial fibrillary acidic protein) = GFAP ist eines der Hauptinterme-
diarfilamente von adulten Astrozyten [38]. GFAP wird prinzipiell als Marker zur
Darstellung von Neuronen verwendet [39]. Der Antikdrper bindet gegen das
gliale Intermediarfilament Protein von Astrozyten und anderen Gliazellen. Es ist
zusatzlich bei der Suche nach Tumoren im ZNS (Astrozytome, Gangliome, Me-
dulloblastome etc.) [40, 41] einsetzbar.

Anti-GLAST (= Glutamate transporter) = GLAST ist einer der 5 spezifischen
Glutamattransporter [42], wobei GLAST spezifisch an Gliazellen zu finden ist
[43-46]. Der Antikorper bindet diesen Glutamattransporter und macht ihn sicht-
bar [47].

Anti-GS (=Glutamine Synthetase) = Das Enzym Glutaminsynthetase findet sich

hauptséachlich in Astrozyten [48]. Hier hat es die Aufgabe, das fiir die Neuronen
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toxische, durch die Astrozyten aufgenommene Glutamat zusammen mit Ammo-

niak in Glutamin umzuwandeln [49].

Anti-GAPDH (=Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) = GAPDH ist ein
zellulares Protein, welches auch als ,Hausmeisterprotein“ der Zelle bezeichnet
wird [50]. Beispiele fur seine Beteiligung bei diversen Zellvorgangen sind: DNA-
Reparatur [51], Membran Fusion und Transport [52, 53] und Zelltod [54-60]. Der

Antikdrper farbt das Protein.

Anti-Leukemia-inhibitory factor (LIF) = LIF ist ein pleiotropes Zytokin der Inter-
leukin-6 Familie, welches auf die verschiedensten Zellen und deren Aktivitat
Einfluss hat [61]. So wird es bei In-vitro-Experimenten mit embryonalen Stamm-
zellen oft verwendet, um die Pluripotenz der Zellen aufrechtzuerhalten [62, 63].
Zellen, die LIF produzieren, sind z. B. Neurone, Megakaryozyten, Makropha-
gen, Adipozyten, Hepatozyten, Osteoblasten und Myoblasten [64].

Anti-human NeuN (neuronal nuclei-specific protein) = NeuN ist ein Protein, das
im Zellkern und Zytoplasma der meisten Neurone zu finden ist [65]. Der Anti-
korper farbt den Zellkern der meisten neuronalen Zellen [66].

Anti-Neprilysin = Ein Enzym auf der Zelloberflache, welches als Ektoenzym die
Peptidhydrolisierung auf der Zelloberflache katalysiert [67]. Neprilysin ist in der
Lage, die Menge des neurotoxischen Beta-Amyloid z. B. bei Alzheimer dras-

tisch zu reduzieren [68, 69].

Anti-Wnt3a = Wnt3a wird hauptsachlich von hippocampalen Stamm- und Pro-
genitorzellen produziert. Es scheint nicht nur bei der postsynaptischen Differen-
zierung [70], sondern auch bei der Neurogenese im Hippocampus und in der
subventrikularen Zone als ein intrinsischer Faktor eine grol3e Rolle zu spielen
[71].
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3.1.2 Sekundéarantikdrper

anti-Cy (Carbocyanine) 3- conjugated | Jackson Immunoresearch, Newmar-

(goat anti-mouse) ket, UK

anti-Cy3- conjugated (goat anti-rabbit) | Jackson Immunoresearch, Newmar-
ket, UK

anti-FITC ( Fluorescein isothiocy- Jackson Immunoresearch, Newmar-

anate) - conjugated goat anti-rabbit ket, UK

19G;

anti-FITC-conjugated goat antimouse | Jackson Immunoresearch, Newmar-

IgG ket, UK

AP (Alkaline-Phosphatase) —

conjugated

-goat anti-rabbit Tropix, Bedford, MA, USA

-goat anti-mouse Tropix, Bedford, MA, USA

- rabbit-anti-sheep Tropix, Bedford, MA, USA

- rabbit anti-guinea pig Tropix, Bedford, MA, USA

Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikdrper bei den Westernblot und Immunfluoreszenzanaly-

sen

Anti-Cy (Carbocyanine) 3- conjugated = Sekundarantikorper. Cy3 farbt Oligo-
nukleotide entweder am 5’ oder am 3’ Ende [72]. Wird als immunhistochemi-

scher Marker zur Kontrolle verwendet.

Anti-FITC (Fluorescein isothiocyanate) = FITC geht als Sekundarantikérper mit
vielen Proteinen eine Verbindung ein [73] und wird als immunhistochemischer

Marker zur Kontrolle verwendet.

AP (Alkaline-Phosphatase) — conjugated = Sekundarantikérper, der sich in Le-
ber, Plazenta, Niere und Knochen findet. Kaputtes oder krankes Gewebe setzt
dieses Enzym frei, sodass die Blutkonzentration Auskunft z. B. Uber die Grol3e

des Leberschadens geben kann [74].
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3.1.3 Phycerythrin (PE) konjugierte Antikdrper

Anti-human-

-CD14 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD29 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD34 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD43 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD44 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD45 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD59 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD73 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD90 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD105 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD106 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD117 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD133 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD146 BD Biosciences, Heidelberg, Germany
-CD166 BD Biosciences, Heidelberg, Germany

-HLA Klasse | und Il

BD Biosciences, Heidelberg, Germany

Tabelle 3: Auflistung der Phycerythrin (PE) konjugierten Antikdrper

3.1.4 Molekularbiologische und biochemische Kits

Alkalische Phosphatase Kit, Prozedur
85

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Min-

chen, Germany

Amplex Red Acetylcholine/
Acetylcholinesterase Assay Kit
(A12217)

Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad
CA, USA

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-
3/7 Assay

Promega, Mannheim, Germany

Beadlyte Mouse Multi-Cytokin

Upstate; Lake Placid, NY, USA
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Beadmaster TM Kit

CDP-Star

Tropix, Bedford, MA, USA

Cell-Differentiation-Kit (adipogenic
and chondrogenic differentiation)

Lonza, Wuppertal, Germany

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viabil-

ity Assay

Promega, Mannheim, Germany

CytoTox 96 Non- Radioactive Cytotox-
icity Assay

Promega, Mannheim, Germany

Enzyme-linked immunosorbent assay
(hAmyloid 342 ELISA)

The GENETICS Company, Zirich,

Switzerland

Fix Perm Cell Permeabilization Kit

Invitrogen, Darmstadt, Germany

In-Situ-Cell-Death-Detection-Kit

Roche, Mannheim, Germany

Platinum-SYBR Green-gPCR

Supermix

Invitrogen, Darmstadt, Germany

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Germany

PCR Primer

AMV-Reverse-Transkriptase

PEQ-Lab, Erlangen, Germany

Oligo (dT) Primer

Invitrogen, Darmstadt, Germany

Oligo (dT) 15 Primer

Promega, Mannheim, Germany

Superscript Il

Invitrogen, Darmstadt, Germany

Random-Primer

Promega, Mannheim, Germany

Tabelle 4: Auflistung der molekularbiologischen und biochemischen Kits
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3.1.5 Chemikalien

ACh (Acetylcholin)

Sigma, Minchen, Germany

Albumin 1 %:;

Sigma, Miunchen, Germany

Alcian Blau 8GX 1 %

Serva, Heidelberg, Germany

a-MEM (Minimum Essential
Medium)

BioWhittaker, Lonza, Wuppertal,

Germany

a-MEM (Minimum Essential Medium)

PAA Colbe, Germany

Amphotericin B,

Sigma, Minchen, Germany

Ascorbic acid

Sigma, Munchen, Germany

Atropine sulfate

Sigma, Munchen, Germany

B-Glycerolphosphate

Sigma, Minchen, Germany

CDP-Star (Chemiluminescent
Substrate )

Tropix Applied Biosystems Weiter-

stadt, Germany

CRD-Fzd7 (cystein rich domain of the
frizzled 7 protein) (mouse)

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Germany

Dexamethason

Sigma, Minchen, Germany

DMEM suppl. (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium)

Biochrom, Berlin, Germany

Desoxyribonucleotides

Lonza, Wuppertal, Germany

Erythropoetin (human recombinant)

Neorecormon , Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen, Germany

FCS (fetal calf serum)

Cambrex Bio Science, Wiesbaden,

Germany

FCS 10 % (fetal calf serum)

Lonza, Wuppertal, Germany

Ficoll 5,7 % Biotest AG, Dreieich, Germany
G-418-BC (Disulfate/aminoglycoside Biochrom, Berlin, Germany
antibiotic)

Hematoxylin Sigma, Minchen, Germany

HBSS (H 8264, Hanks-Balanced Salt

Solution)

Sigma, Minchen, Germany
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Isobutylmethylxanthin

Sigma, Minchen, Germany

Isopropanol 60 %

Bio Whittaker, Verviers, Belgium

Isopropanol 99 %

Sigma, Miunchen, Germany

Indomethacin

Sigma, Minchen, Germany

Insulin

Sigma, Minchen, Germany

Ultra glutamine 1

Lonza, Wuppertal, Germany

Ribonucleotides

Lonza, Wuppertal, Germany

Lymphoflot

Biotest AG, Dreieich, Germany

Na-Diatrizoat 9,1 %

Biotest AG, Dreieich, Germany

Methanol

MERCK, Darmstadt, Germany

Oil-red-O

Biotest, Dreieich AG, Germany

Oil-red-O powder

Sigma, Taufkirchen, Germany

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-

gium

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Tropix Applied Biosystems Weiter-
stadt, Germany

Penicillin

Lonza, Wuppertal, Germany

Penicillin

Sigma, Taufkirchen, Germany

Silicon paste “ Baysilone”

BAYER, Leverkusen, BAYER, Lever-

kusen, Germany

Sodium hydrogen

Biotest, Dreieich AG, Germany

Streptomycin

Lonza, Wuppertal, Germany

Streptomycin sulfate

Sigma, Taufkirchen, Germany

Triton X 100, 0,1 %

Sigma, Taufkirchen, Germany

Trypan Blue Solution 0,4 %

Sigma, Taufkirchen, Germany

Trypsin/EDTA

Lonza, Wuppertal, Germany

Vectashield mounting medium with
DAPI

Vector Laboratories Burlingame, CA,
USA

Tabelle 5: Auflistung der Chemikalien
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3.1.6 Zusatzliches Material

Gerate

Axioskop Carl Zeiss AG, Jena,Germany
Deckglaser

-18 x 18 mm LANGENBRINK, Teningen, Germany
- 24 x 60 mm LANGENBRINK, Teningen, Germany
Durchflu3zytometer BD, Heidelberg, Germany
Eismaschine ZIEGERA, Germany

Fluoreszenzmikroskop BX 51

OLYMPUS, Hamburg, Germany

Fluoreszenzreader

GENios Plus, Tecan, Crailsheim
Germany

FACScan

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Gefrierschrank Liebherr -25°C

LIEBHERR, Germany

Gefrierschrank -80°C

Forma Scientific, Dreireich, Germany

Kihlschrank 4°C

LIEBHERR, Germany

Kryoboxen -80°C fest

VETTER, Ravensburg, Germany

Luminex-100 System

Luminex Corporation, Austin, Texas,
USA

Light Cycler Fast Start DNA Master
SYBR Green | System

Roche, Mannheim, Germany

Lumineszenz-Detektor Wallac Multi-
Label Counter 1420

International Equipment Trading USA

MX 3000P Messgerat

Stragtagene, La Jolla, Ca, USA

Magnetrthrer

MONOTHERM, USA

Neubauer — Kammer 0,1 mm Tiefe

Neubauer, Germany

Pipettenspitzen

- 1000 pl BRAND, Wertheim, Germany
- 200 pl BRAND, Wertheim, Germany
- 10 pl BRAND, Wertheim, Germany
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Pipetten

-5-10 pl Eppendorf, Hamburg, Germany
-10-100 pl Eppendorf, Hamburg, Germany
- 100 — 1000 Eppendorf, Hamburg, Germany

pH-Meter 540 GLP

WTW, Weilheim, Germany

Reinraumwerkbank Lamin Air HLB 124

HERAUS, Hanau, Germany

Schittelwasserbad

JULABO, Seelbach, Germany

UV-Spektrometer Ultrospec 3100

AMERSHAM PHARMABIOTECH,
United Kingdom

Vortex Mixer VM-300

NEOLAB, Heidelberg, Germany

Wasserbad 37°C

Eigenbau PCI Uni TUibingen, Germany

Wasserfiltrieranlage Simplicity 185

MILLIPORE, Schwalbach, Germany

,96-well-plate’-Lesegerat

Sunrise, Tecan, Crailsheim, Germany

Zellinkubator TypB 5060 EC CO,

HERAUS, Hanau, Germany

Zellinkubator C42; CO, & O, Steue-

rung

LABOTECT, Gottingen, Germany

Zellzentrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg, Germany

Zentrifuge fur Eppendorffgefalle

Eppendorf, Hamburg, Germany

Zellkulturschalen

- 10 cm g, steril NUNC, Langenselbold, Germany
- 6 cm g, steril NUNC, Langenselbold, Germany
- 6 cm g, steril BD Falcon, Heidelberg, Germany

Zellkulturflaschen 75 cm?

Corning Inc. Schiphol-Rijk, the Nether-

lands

Tabelle 6: Auflistung der zusatzlichen Materialien
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3.2 Methoden

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden durch die Tierschutzkommis-
sion des Regierungsprasidiums Tubingen genehmigt. Die Untersuchungen an
menschlichem Knochenmark wurde durch den Ethikausschuss der Universitat

Tubingen genehmigt.

3.2.1 Praparation des Knochenmarks

Unter sterilen Bedingungen wurde das Knochenmark von 5 gesunden mensch-
lichen Spendern, bestehend aus 2 weiblichen und 3 mannlichen, entnommen.
Das Alter der Spender lag zwischen 16 und 74 Jahren.

Die Entnahme geschah nach Einwilligung der Patienten bei orthopadischen
Operationen.

Von jedem Donor wurden 5 ml Marksubstanz mit einer sterilen heparinisierten
Injektionsspritze aspiriert. Aus jeder Spenderprobe wurden die humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) isoliert, charakterisiert und jeweils als
einzelne MSC Population in der Studie untersucht.

Die Darstellung der Ergebnisse wurden als Mittelwerte +/- Standardabweichung

dargestellt.

3.2.2 Die Isolierung von hMSC und ihre Zellkultur

Zur Isolierung der hMSC aus dem Knochenmarksmaterial, wurde die Dichte-

Gradienten-Technik, nach Colter et al. [75], angewendet:

Knochenmark (5 ml) wurde in 10 ml phosphatgepufferter physiologischer Koch-
salzlésung (PBS; Cambrex Bio Science, Verviers, Belgien) resuspendiert und
auf 15 ml Lymphoflot (Na-Diatrizoat 9,1 % (w/v), Ficoll 5,7 % (w/v); Biotest AG,

Dreieich, Deutschland) aufgebracht.
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Es folgte eine 20-minutige Zentrifugation (1000 g). Nach Ernte der mononuklea-
ren Zellen folgte eine zweimalige Reinigung mit PBS. In einer 75 cm? Kulturfla-
sche wurden die Zellen angesat.

Die einzelnen Kulturen wurden daraufhin bei 37°C, mit einer Luftfeuchtigkeit
von 95 % und einem Anteil von 5 % an CO;inkubiert. Das Medium a-MEM be-
inhaltete Desoxyribonukleotide, Ribonukleotide, Ultra Glutamin 1, 100 I.U./ml
Penicillin, 200 mg/ml Streptomycin sowie 10 % FCS. Nach 24 Stunden wurden
die nicht adharenten Zellen entfernt.

Die adhéarenten Zellen wurden fir weitere Versuche kultiviert und charakteri-

siert.

3.2.3 Feststellung der Eigenschaften von hMSC anhand der Differenzie-
rungsfahigkeiten in vitro und durch FACS Analyse

Anhand von In-vitro-Differenzierung-Assays wurden MSC in ihren verschiedene
Charaktereigenschaften und deren Funktionen unterschieden [76]. Es konnte
die grundsatzliche Differenzierung in 3 verschiedene mesenchymale Differen-
zierungsrichtungen erfasst werden: adipogene, osteogene und chondrogene.

Dazu wurden die jeweiligen MSC 21 Tage lang entweder mit adipogenem, 0s-

teogenem oder normalem (Kontroll-)Medium kultiviert [77].

a) Adipogene Differenzierung

Um eine adipogene Differenzierung zu erreichen, wurde ein handelstbliches
Differenzierungs-Kit verwendet. Dazu wurden in Kulturflaschen 1 x 10° Zellen
pro cm? angesiedelt und unter Zugabe des normalen Mediums kultiviert.
Nachdem eine Subkonfluenz erreicht worden war, wurde das vorhandene Me-
dium gegen adipogenes und Kontrollmedium ausgetauscht.

Das adipogene Medium beinhaltete hierbei DMEM und 20 % FCS, mit 1,0 uM
Dexamethason, 0,5 mM Isobutylmethylxanthin, 0,2 mM Indomethacin und 0,01

mg/ml Insulin. Die Zellen wurden fir weitere 3 Wochen kultiviert. Um die intra-
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zellulare Anhaufung von Fett und die In-vitro-Adipogenese in den Zellen sicht-
bar zu machen, wurden nach 21 Tagen die Zellkulturen mit ,Oil-red-O° markiert.
Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewa-
schen und in 2 ml 10 % Formalin 30 Minuten lang inkubiert.

Nach der Entfernung des Formalins, wurden die Zellen mit sterilem H,O gewa-
schen und 2 ml 60 % Isopropanol fur 2 Minuten zugegeben.

Das Isopropanol wurde ausgewaschen und 2 ml einer filtrierten Lésung von
,Oil-red-O’, bestehend aus ,‘Oil-red-O‘Stammlésung (300 mg ,Oil-red-O‘Puder
und 100 ml 99 % Isopropanol) und entionisiertem Wasser auf die Zellen gege-
ben. Dieser Ansatz wurde 5 Minuten inkubiert.

Die Zellkulturen wurden danach mit Leitungswasser gespult und mit 2 ml Hama-

toxylin gefarbt.

b) Osteogene Differenzierung

Das osteogene Medium beinhaltete normales Medium mit 10M Dexametha-
son, 0,2 mM Ascorbinsdure und 10 mM B-Glycerolphosphat.

Die Zellen wurden nach dem Erreichen einer Subkonfluenz jeweils fir 3 Wo-
chen in osteogenem oder Kontrollmedium kultiviert.

Sowohl die osteogen differenzierten Zellen als auch die undifferenzierten Kont-

rollkulturen wurden zytochemisch auf Alkalische Phosphatase wie folgt gefarbt:

Nach Entfernung des Mediums wurden die Kulturen zweimalig mit PBS gewa-
schen und 2 ml Zitrat Fixativ (12,5 ml Zitrat-Lésung, 32,5 ml Aceton und 4 ml

37 % Formaldehyd) wurden fur 1 Minute hinzugegeben. Es folgte eine 30-mini-
tige Phase bei der die Kulturen mit 2 ml alkalischer Farbelésung (0,5 ml Natrium
Nitrit, 0,5 ml alkalische Losung, 22,5 ml entionisiertes Wasser und 0,5 ml
Naphthol AS-BI Alkaline-Lésung) inkubiert wurden.

Die Zellkulturen wurden danach zweimalig gewaschen und mit 2 ml Hamatoxy-

lin gegengefarbt.
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c) Chondrogene Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung konnte unter Verwendung eines handelsubli-
chen Differenzierung Kits erreicht werden.

Die 25 x 10* Zellen wurden in einem 15 ml Réhrchen aufgenommen. Nach einer
Zentrifugation bei 200 g wurden 1 ml Alpha-MEM und 0,5 ml chondrogenes
Medium hinzugegeben. Diese Mischung wurde alle 3—4 Tage erneuert. Die
Zellsuspensionen wurden in den Réhrchen inkubiert, wo sie ein Pellet ausbilde-
ten.

Nach 14 Tagen wurde dieses herausgenommen, auf eine Glasplatte gequetscht

und mit 1%igem Alcian Blau 8GX in 3 % Essigsaure (pH 2,5) gefarbt.

d) FACS-Analyse

Die durchflusszytometrische (FACS) Analyse wurde mittels FACScan und der
BD CellQuest Pro Software (Erfahrungswert seit ca. 2 Jahren) durchgefihrt.
Nachdem die Zellen subkonfluent (1 x 10° Zellen) waren, wurden sie mit Tryp-
sin/EDTA von den Kulturflaschen abgeldst und mit PBS gewaschen.

Jede Probe beinhaltete eine Zellsuspension mit 5 x 10° Zellen in FACS-Puffer
(PBS + 1 % Albumin aus Rinderserum + 0,1 % FCS). Die PE konjugierten Anti-
korper (Anti-human-CD14, -CD29, -CD34, -CD43, -CD44, -CD45, -CD59, -
CD73, -CD90, -CD105, -CD106, -CD117, -CD133, -CD146, -CD166, HLA Klas-
se |, HLA Klasse II) wurden hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten und zweimaligem Waschen zeigten die hMSC folgende Eigenschaften
an den Epitopen der Zelloberflache:

Sie verhielten sich positiv gegenuber: CD29, CD44, CD59, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD117, CD146, CD166 und HLA Klasse |.

Negativ zeigten sie sich gegeniber: CD14, CD34, CD43, CD45, CD133 und
HLA Klasse Il.
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3.2.4 Die Inkubation der Zellen unter Hypoxie, Glutamat, EPO und CRD
Fzd7

Um die neurogene Differenzierung der hMSC zu untersuchen, wurden die Zel-
len mit DMEM, versetzt mit 10 % fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin, 100
mg/ml Streptomycin und 100 mM Pyruvat, kultiviert. Die Kulturen wurden unter
normoxischen Bedingungen in einem Inkubator mit 90 % Sauerstoff und einer
10 % CO, Anreicherung bei 37°C in luftfeuchter Atmosphéare kultiviert.

Nach dem Erreichen der fir die Versuche bendétigten Zellzahl in der dritten Pas-
sage wurden die hMSC fur darauffolgende immunzytochemische Untersuchun-
gen gPCRs, Western Blots, Messung der GS und LDH Aktivitat, sowie Untersu-
chungen zu Ach- und Abeta;.4o-Vorkommen, angesat.

Vor Beginn dieser Untersuchungen wurde das Kulturmedium gegen DMEM,
jeweils mit oder ohne 5 U/ml rekombinantem Erythropoetin B und/oder Glutamat
(1 mM), ersetzt. Zur Untersuchung des Wnt-Signalweges und seiner Blockade
wurde das CRD-Fzd7 Fusionsprotein von Mausen verwendet. Das Fzd7 von
Mausen zeigt eine 99%ige Homologie zum menschlichen CRD.

Nach einer einstiindigen Vorinkubation mit CRD Fzd7 (500 ng/ml), wurde das
mit Glu und EPO versetzte Medium zugegeben und fir weitere 48 Stunden in-
kubiert.

Um den Effekt der Zusatze des Mediums unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen zu untersuchen, wurde ein Teil der Kulturen bei 10 % CO, (unter
normoxischen Bedingungen) und der andere Teil bei 10 % CO,, 1 % O, und

89 % N, (Hypoxie) jeweils fur 48 Stunden bei 37°C inkubiert.
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3.2.5 Erfassung der Zytotoxizitat mittels LDH-Aktivitat

Um die Uberlebensfahigkeit der MSC und die schadlichen Effekte von Hypoxie
und/oder Glu auf die Zellen zu erfassen, wurden die MSC auf 96-Well-Mikroti-
terplatten angeztichtet. Die LDH Konzentration des Zellkulturiiberstandes wurde
mittels des ,CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity‘- Assays erfasst:

50 pl des Zellkulturiberstandes, jeder Probe wurde auf eine separate Well auf-
gebracht, mit 50 pl Substrat Mix vermischt und fur 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert.

Die enzymatische Spaltung von Tetrazoliumsalz in ein rotes Formazan-Produkt
wurde durch Zugabe von 50 ul Stopp-L&sung angehalten. Die Absorption wurde
bei 490 nm mittels eines ,96-well-plate‘-Lesegeréats erfasst.

Eine Quantifizierung fand durch den Einsatz einer Standardkurve von LDH-Akti-
vitdten zwischen 0 und 800 U/ml in DMEM statt. Zur Normierung der Ergebnis-

se, verwendete man den Absorptionswert einer Kontrollkultur.

3.2.6 Quantifizierung von ACh im Zellkulturiiberstand der hMSC

Die hMSC wurden zusammen mit Cholin-freiem HBSS, versetzt mit 10 % FCS,
100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und 100 mM Pyruvat, auf 96-Well-
Mikrotiterplatten kultiviert. Der Zelliberstand (100 ml) wurde entnommen und
nach den Angaben des Herstellers mit dem ,Amplex Red Acetylcholin/Acetyl-
cholinesterase Assay Kit' gemessen. In einem ersten Reaktionsschritt wandelt
Acetylcholinesterase ACh in Cholin um, dieses wird daraufhin durch eine
Cholinoxidase zu Betain und Wasserstoffperoxid oxidiert. H,O, reagiert mit der
,Amplex Red‘-Ldsung 1:1. Das Reaktionsprodukt ist der fluoreszierende Stoff
Resorufin. Die Fluoreszenz wurde mittels eines Fluoreszenzreaders erfasst.
Nach 1 Stunde Inkubation mit Amplex red und Reaktionslésung wurden bei
550 nm Excitation und bei 595 nm Emission erfasst. Eine Standardkurve wurde
im Bereich von 1-100 nm erstellt und parallel zu den Proben analysiert. Das
Datenmaterial wurde von stérenden Hintergrundeffloreszenzen durch Subtrakti-

on der Ergebnisse von Ach-freien Proben korrigiert.
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3.2.7 Multiplex Analyse der Zytokin Freisetzung von Kokulturen aus muri-
nen mesenchymalen Stammzellen (nMSC) mit PC12-Zellen aus Ratten

APPsw-PC12 Zellen sind durch eine Mutation im Amyloidvorlauferprotein
(APPsw) vermehrt in der Lage Abeta zu produzieren [78]. Durch eine Kokultivie-
rung z. B. mit mMSC werden demnach Alzheimer-ahnliche Umgebungsbedin-

gungen geschaffen.

Vor einer Kokultivierung wurden die APPsw-PC12 (PC12SWQ8) Zellen von
Ratten in DMEM, versetzt mit 10 % FCS, 5 % Pferdeserum, 100 U/ml Penicillin,
100 mg/ml Streptomycin, 100 mM Pyruvat und G-418-BC, angeziichtet.

Die aus dem Knochenmark von 3 weiblichen Mausen (Alter: 6 Wochen) gewon-
nenen mesenchymalen Stammzellen wurden in einem Medium aus Alpha
MEM, versetzt mit 10 % FCS und Antibiotika/Antimykotika (100 U/ml Penicillin,
100 mg/ml Streptomycinsulfat, 0,25 mg/ml Amphotericin B) kultiviert. Die multi-
potenten Fahigkeiten der mMSC wurden jeweils durch eine adipogene, osteo-

gene und chondrogene Differenzierungsfahigkeit erfasst.

Die APPsw-PC12 Zellen wurden in Petrischalen & 6 cm (2 x 10° Zellen/Platte)
ausgesat und 24 Stunden unter normoxischen Bedingungen inkubiert.
Nach dieser Zeit wurden 3 x 10° Zellen, der mMSC, zu den APPsw-PC12 —Kul-

turen zugegeben.

Die Monokulturen der mMSC- und APPsw-PC12-Zellen sowie ihre Kokulturen
wurden jeweils mit oder ohne Zugabe von EPO (5 U/ml) unter normoxischen

und hypoxischen Kulturbedingungen fiir 48 Stunden inkubiert.

Nach diesem Zeitraum wurde der Zelliberstand bei 350 g fir 8 Minuten und bei
4°C zentrifugiert und bei -80°C eingefroren.
Die Mehrfachanalyse der Zytokine wurde, wie schon in vorhergehenden Verof-

fentlichungen beschrieben, durchgefihrt [79]:
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50 ml Medium, wurden aus jeder Kulturschale entnommen, um diese auf das
Vorhandensein von Interleukin-1 Beta (IL-1B), IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12
(p70), GM-CSF, Interferon-Gamma (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-Alpha

(TNFa) zu untersuchen.

Die Quantifizierung dieser Zytokine wurde gemal den Herstellerangaben, mit-
tels ,Beadlyte Mouse Multi-Cytokin Beadmaster TM Kit* und einem ,Luminex-
100 System‘ gewahrleistet. Die Zytokinkonzentration der Uberstande in den
Zellkulturen wurden tber eine logistische (10-Parameter)-Regression aus ihrer

jeweiligen Standardnormalverteilung abgeleitet.

3.2.8 Quantifizierung des Abeta;.4» im Kulturiberstand der mMSC und
APPsw-PC12 Zellkulturen

Es wurden 50 pl desselben Zellkulturiiberstandes, aus welchem auch die Be-
stimmung der Zytokine stattfand, enthommen. Mit einem hochsensitiven ,enzy-
me-linked immunosorbent assay‘ wurde dieser gemal den Angaben des Her-

stellers (The GENETICS Company, Zirich) analysiert.

3.2.9 Immunzytochemische Analyse

Fir die immunzytochemische Untersuchungen, wurden hMSC (2,5 x 10°) auf
Deckglasern, in Petrischalen fir 21 Tage unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen geziichtet und verwendet.

Nach Fixation mit -20°C kaltem Methanol wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und mit Primé&rantikorpern (verdinnt in PBS) fur eine Stunde bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Primarantikdrper wurden folgendermaf3en verdinnt:

Antikorper Verdinnung | Eigenschaft Herstellernachweise
EPOR 1:50 rabbit polyclonal | Santa Cruz, California,
USA
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Antikorper Verdinnung | Eigenschaft Herstellernachweise

GFAP 1:10 mouse monoclonal | Progen, Heidelberg,
Germany

Beta Il Tubulin 1:250 mouse monoclonal | R&D Systems, Wiesba-

(TUJ1) den- Nordenstadt,
Germany

GLAST 1:100 rabbit polyclonal | Cambridge, UK

EPO 1:75 mouse monoclonal | AbD Serotec, Oxford,
UK

Synaptophysin 1:50 rabbit polyclonal | US Biological, Swamp-
scott, MA, USA

GS 1:100 rabbit polyclonal | Sigma, Taufkirchen,
Germany

anti-human neu- 1:25 mouse monoclonal | Chemicon International,

ronal nuclei-
specific protein
(NeuN)

Nurnberg, Germany

Tabelle 7: Verdinnung der Primarantikdrper in PBS zur immunzytochemischen Untersuchung

Die Zellen wurden zweimalig mit PBS gewaschen und mit den Sekundaranti-

korpern bei Raumtemperatur fir eine Stunde im Dunkeln inkubiert:

Antikorper Verdinnung | Eigenschaft Herstellernachweise
Fluorescein 1:100 goat anti-rabbit IgG | Jackson Immunoresearch,
Isothiocyanat Newmarket, UK)
(FITC)-conjugated
-“- 1:100 goat anti- mouse

19G
Cy3- conjugated 1:800 goat anti- mouse

IgG
1:800 anti-rabbit IgG

Tabelle 8: Verdiinnung der Sekundarantikdrper in PBS zur immunzytochemischen Untersu-

chung
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Nachdem sie zweimalig mit PBS-Triton (0,1 % Triton X-100) gewaschen wur-
den, bedeckte man die Proben mit ,Vectashield mounting medium’, welches
4’6-Diamidono-2-Phenylindol (DAPI) enthélt. Die Proben wurden daraufhin mit-

tels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

3.2.10 Western Blot Analyse

Western Blots wurden aus den Lysaten von 2,5 x 10° Zellen durchgefiihrt. Um
die Proteinkonzentrationen zu bestimmen, wurde der Bradford Assay benutzt
[80]. Fur jede Bahn wurden 50 pg Proteine dem SDS-PAGE unterworfen und in
einem 12,5%igen Gel durch Tank-Blotter auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membranen aufgebracht.

Die Membranen wurden in einem 0,66 % (v/w) I-Block mit PBS fur 1,5 Stunden
verriegelt und Gber Nacht mit den folgenden Antikérpern bei 4°C im I-Block in-
kubiert

Antikorper Verdinnung | Herstellernachweise

ChAT 1:1000 Biozol, Eching, Deutschland

Synaptophysin 1:100 US Biological, MA, USA

Wnt3a rabbit 1:1000 Cell Signaling Technology, Frank-
furt, Germany

Leukamie-inhibierender- | 1:200 Santa Cruz Biotechnology

Faktor (LIF)

EPOR 1:300 Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany

Neprilysin 1:1000 R&D Systems USA

GLAST 1:5000 Chemicon International, Nurnberg,
Germany

Beta-Catenin 1:1000 BD Biosciences, Heidelberg, Ger-
many

GFAP mouse 1:1000 Progen, Heidelberg, Germany

GAPDH 1:1000 Chemicon, Temecula, CA

Tabelle 9: Verwendete Antikdrper beim Western Blot
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Um die Bindung von Primarantikérpern (siehe Tabelle 9) sichtbar zu machen,
wurden die Membranen fir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit Alkalischer-
Phosphatase konjugiertem ,goat anti-rabbit’-, ,anti-mouse‘- oder ,rabbit-anti-
sheep’- sowie ,anti-guinea pig‘-Sekundarantikdrpern inkubiert. Diese wurden
1:10 000 in PBS zusammen verdunnt. Danach wurden sie als Chemolumines-
zenz-Substrat fur 1 Stunde im Dunkeln CDP-Star ausgesetzt. Die Signalintensi-
taten wurden mit einem CCD-Kamerasystem aufgenommen. Sub-saturierte Bil-
der wurden semi-quantitativ mittels Densitometrie und unter Verwendung der
TINA Software (Version 2,09 g, Raytest, Straubenhardt, Germany) ausgewertet.
Die Daten wurden anhand der densitrometrischen Werte der normoxischen

Kontrollgruppen normiert und in Prozentzahlen ausgedruckt.

3.2.11 Glutamin Synthetase (GS) Aktivitat

Die Zellen (ca. 3 x 10* pro Kulturschale) wurden einmalig mit dem (eiskalten)
PBS gewaschen und durch Zugabe von 125 ml 50 mM Imidazol/HCI- Puffer
(pH 7,2) lysiert.

Nach einem Frier-Tau-Zyklus bei -80°C wurden fur die Proteinbestimmung,

25 ul der Lysate auf einzelne 96-er Mikrotiterplatten aufgetragen.

Die Ubrigen 100 pl der Lysate, wurden fur den Assay zur Bestimmung der Akti-
vitat der Glutamin Synthetase (GS) verwendet.

Die GS Aktivitat wurde indirekt Uber die Aktivitat der y-Glutamyltransferase Akti-
vitat bestimmt, und zwar im Anschluss an die Bildung eines Komplexes zwi-

schen den Reaktionsprodukten G-Mono-Hydroxamat und Eisenchlorid.

Unter Zugabe von 100 pl der Reaktionsmischung (50 mM Imidazol/HCI Puffer
pH 7,2, 2 mM MnCl,, 25 mM Natriumarsenat, 0,216 mM ADP, 50 mM L-Glutamin
und 25 mM NH; OH-HCI) wurde die Reaktion gestartet und bei 37°C fur 2 Stun-
den inkubiert.

Durch Zugabe von 400 pl Stopp-L6sung (0,37 M FeCls, 0,67 M HCl und 0,2 M

Trichlor Essigsaure) beendete man die Reaktion.
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Die ausgefallten Proteine wurden durch eine 5-minutige Zentrifugation bei

15 000 g (4°C) entfernt und die Absorption des Uberstandes wurde bei 540 nm
gemessen. Es wurden 10 Standardreihen von G-Mono-Hydroxamat gelost in
Lysepuffern im Bereich zwischen 0 und 5 pumol erstellt. Alle wurden gleichwertig
behandelt.

Die Aktivitdt der GS wurde bestimmt basierend auf einem Standardwert von
1 U, als eine Anzahl von Enzymen die benétigt werden, um 1 mmol y-Mono-
Hydroxamat pro Minute zu produzieren. Die erhaltenen Daten, angegeben in
U/mg Protein/min, wurden anhand den normoxischen und hypoxischen Kon-

trollgruppen sowie der An-oder Abwesenheit von 1 mM Glu normiert.

3.2.12 Aufbereitung der cDNA und ihre Quantifizierung mittels (Real time)-
PCR

Die RNA der hMSC wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits gewonnen. Abgese-
hen von der Bestimmung der mRNA des Beta-Tubulin-Ill, wurde die reverse
Transkription der kompletten RNA mit Hilfe des Superscript Il und Oligo (dT)
Primern durchgefiihrt. Die gesamte RNA (360 ng) wurde in einer 20 ml-
Reaktion ruckwarts transkribiert. 1 ml dieses Reaktionsgemisches wurde ge-
nutzt um eine quantitative Real-time PCR (qPCR) durchzuftihren. Fir diesen
Zweck benutzte man den Platinum-SYBR Green-gPCR Supermix (Invitrogen),
0,6 mM ,Forward-" (sense, s) und ,Reverse-" (antisense, as) Primer, sowie 100
nM 6-carboxy-X-Rhodamin (ROX).

Oligonukleotide Primer fur die jeweils unterschiedlichen Gene wurden mittels

der ,Primer3 Software’, hergestellt.
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Folgende Primer wurden verwendet:

gene direction 5’ -3’ sequence
M1R S TGCTGACCTCATCATCGGTA

As CGGAGAAGTAGCGGTCAAAGC

s* TCCACTTATGGCTGGGAAAG
M2R S GGCCATTCCAAAGATGAGAA

As ACAATCTTGCGGGCTACAATATT

s* GGCTCTGGTACTTGCAGCTC
M3R S GCCTGTGCCGATCTGATTAT

As GGCCTCGTGATGGAAAAGTA

s* AGAAATGAGAAAAATGTGGGAAAA
3, Microglobulin S TTTCATCCATCCGACATTGA

As CCTCCATGATGCTGCTTACA
NGF S TCCGGACCCAATAACAGTTT

As CAGTGTCAAGGGAATGCTGA

Eigens fur muskarinerge Rezeptoren wahlte man Primer, die innerhalb des
Exons lagen, damit die Quantifizierung aller Transkriptionen auf jeden Fall ge-
wahrleistet werden konnten (muskarinerge Rezeptoren zeigen unterschiedliche
Spaltvariationen am 5’UTR Ende).

Um der genomischen Verunreinigung durch die Praparation entgegenzuwirken,
wurden 3 zuséatzliche ,Sense-Primer* verwendet. Diese waren kompatibel mit
den Introns der muskarinergen Rezeptorgenen (durch einen Stern gekenn-
zeichnet). Sie wurden zusammen mit den zugehoérigen ,Antisense-Primern‘ bei

der PCR verwendet.

Zur Vervielfaltigung der Beta-Il Mikroglobuline und nerve growth factor (NGF)-

Transkripte, verwendete man dem Intron angrenzende Primer.

Die PCR wurde an einem MX 3000P Messgeréat durchgefihrt.
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Folgendes Protokoll wurde dazu verwendet:
a) 2 Minuten 50°C
b) 2 Minuten 95°C
c) 50 Zyklen tber 15 Sekunden bei 95°C
d) Sowie Uber 30 Sekunden bei 60°C

Cr-Werte wurden innerhalb der exponentiellen Phase der PCR gesetzt und eine
Normalisierung auf Beta-Il Mikroglobulin wurde fur jede Probe durchgefuhrt, um
Delta Cy Werte zu erhalten. Eine Schmelzkurve des Produkts wurde aufge-
nommen, um die Singularitat des Amplifikats zu bestatigen. Die korrekte Lange
des Produkts wurde durch Agarosegelelektrophorese Uberpriift.

Die vollstandig enthommene RNA sowie die gPCR-Reaktion wurden auf geno-
mische Verunreinigungen getestet (zusatzliche Primer, die sich an die Intronre-
gionen anlagerten). Die Ergebnisse zeigten keine signifikante genomische Kon-

tamination jeglicher RNA-Praparate.
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3.2.13 Bestimmung der mRNA von Beta-Tubulin-Illl bei hMSC

500 ng der gesamten RNA wurden mit der ,AMV-Reversen-Transkriptase,
,Random-Primern‘ und ,Oligo‘ (dT) 15 Primer fur die Bestimmung der mRNA
durch quantitative PCR verwendet. Mit dem ,Light Cycler Fast Start DNA Master
SYBR Green | System’ wurde die real time PCR in einem ,Light Cycler 2.0°
durchgefiihrt. Uber 45 Zyklen wurde die PCR mit 2 ml des reversen Transkrip-
tase Produkts zusammen mit 10 ml PCR Mix, durchgefuhrt. Nach einer 10-mi-
nitigen Phase der Polymerase-Aktivierung bei 95°C folgten 45 PCR-Zyklen
(Denaturierung bei 95°C fur 5s, Anlagerung bei 63°C fur 10 s und Verlangerung
bei 72°C fur 9 s). Eine Schmelzkurvenanalyse wurde zum Nachweis eines ein-
heitlichen PCR-Produktes durchgefuhrt.

Folgende Primer wurden fr die B-Tubulin-1Il mMRNA Analyse verwendet:

5-CCATTC TGG TGG ACC TGG AGC CTG GAA-3’ (sense)
5’-GCT GGA AGC CCT GCA GGC AGT CAC AAT-3’ (antisense)

Datenpunkte werden dargestellt als relative Expressionsraten, bezogen auf den
Mittelwert der normoxischen Kontrollgruppen.

3.2.14 Messung von intrazellularem Calcium

Die Funktion von Acetylcholinrezeptoren bei MSC wurde durch eine bildhafte

Darstellung von Calcium untersucht. Bei der intrazellularen Ca**-Messung wur-
de ein ,Axioskop‘ der Firma Zeiss verwendet. Dieses fand sich ausgestattet mit
einem ,Imaging’-System von Visitron Systems sowie der ,Metafluor 6.2 Imaging

Software".

HMSC der hypoxischen Kontrollgruppen (48 stiindige Inkubation, unter hypoxi-
schen Bedingungen) sowie die fur 48 Stunden mit EPO (5 U/ml) behandelten
Kulturen, wurden mit dem Ca**-sensitivem fluoreszierenden Farbstoff Fura-2
besttckt. In einer Losung mit 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM
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MgCl,, 10 mM HEPES, 30 mM Glukose, 2 mM Fura-2 Acetoxymethylester und
0,04 % Pluronic, wurden die Anséatze fir 20—-30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Fluoreszente Signale wurden vor und nach Gabe von Acetylcholin (Sigma,
Germany) gemessen, wobei die hochste Acetylcholinkonzentration der Losun-
gen bei 10 mM lag. In Kontrollexperimenten wurde der muskarinerge ACh An-

tagonist Atropinsulfat in einer Konzentration von 500 nM verwendet.

3.2.15 Statistische Analysen

Alle Ergebnisse zu hMSC, die flr diese Untersuchungen aus den 5 verschiede-
nen Spendern gewonnen worden waren, wurden mittels eines ,Student-t-Tests’
fur Einzelvgl. ausgewertet. Um einen Mehrfachvergleich darzustellen, wurde mit

einer Varianzanalyse der ,Bonferroni’'s Test’ angewendet.

Die Untersuchungen wurden einzeln, mit einer Wiederholung von 3-6 Durch-
gangen pro Probe und Umgebungsbedingungen, an den unterschiedlichen
Spendermaterialien durchgefiihrt. Die gesamten Ergebnisse wurden dann sta-
tistischen Analysen zugefuhrt.

In den Diagrammen sind die einzelnen Untersuchungsergebnisse eines jeden
Versuchsansatzes zusammengefasst.

Eines der mindestens 3 verschiedenen Experimente zu Western Blots wurde
als repréasentativ fur die gesamte Versuchsreihe bestimmt und findet sich zu-
sammen mit den zugehoérigen densitrometrischen Ergebnissen und den im-
munfluoreszenten Abbildungen.

Das Datenmaterial wird, als Mittelwert £ SEM dargestellt, p<0,05 wurde als sta-

tistisch signifikant erachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Differenzierungsfahigkeit von hMSC

4.1.1 Adipogene Differenzierung

Nachdem die Zellen 21 Tage mit adipogenem Medium kultiviert wurden, farbte
man diese mit ,Qil red O‘. Eine adipogene Differenzierung wurde anhand der
Bildung von Fettvakuolen erkennbar. (Abb. 1, Reihe a, wobei die roten Tropfen

Fettvakuolen darstellen).

4.1.2 Osteogene Differenzierung

Nach 21-tagiger Kultivierung mit osteogenem Medium und Farbung auf Alkali-
sche Phosphatase konnte bei den Zellen eine osteogene Differenzierung (Abb.

1, Reihe o) festgestellt werden.

4.1.3 Chondrogene Differenzierung

Eine nur 14-tdgige Behandlung mittels chondrogenem Medium erbrachte
chondrozytare Pellets, wobei die Alzianblau-Farbung die Mucopolysaccharide
von blau zu blau-griin verénderte (Abb. 1, Reihe c).

Mittels FACS-Analyse zeigten die MSC folgende Oberflachenmarker:
a) sie waren negativ fur CD14, CD34, CD43, CD45, CD133, und HLA Klas-
se ll;
b) sie waren positiv fur CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD117, CD146, CD166 und HLA Klasse I.
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Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme adulter hMSC, von 5 verschiedenen Spendern

a) adipogene Differenzierung, Tag 21.

Farbung ,Oil-red-O* und Hamatoxylin Gegenfarbung (Skala: 100 pm). Rote Punkte entsprechen
Fettvakuolen.

0) osteogene Differenzierung Tag 21.

Farbung mit Alkalischer Phosphatase und Hamatoxylin Gegenfarbung (Skala: 50 yum). Positive
Zellen zeigen sich pink bis violett.

¢) chondrogene Differenzierung Tag 14

Mukopolysaccharide zeigen sich blau bis blaugriin (Skala: 50 pm).

(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing group),

4.2 Komposition von Antigenen bei hMSC unter dem Einfluss von EPO
und Hypoxie

Bei allen immunzytochemischen Analysen wurden die Zellkerne mit DAPI (blau)
gefarbt.
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4.2.1 EPO-Wirkung auf die Expression des EPO-Rezeptors (EPOR)

a) bei normoxischen Umgebungsbedingungen

Unter normoxischen Bedingungen wurde EPOR nur sehr schwach (Abb. 2a,
grun dargestellt) exprimiert. Auch eine Zugabe von EPO veranderte diese
schwache Auspragung nicht (Abb. 2b, griin dargestellt). Unter diesen Bedin-
gungen konnte jedoch die Entstehung Neuronen-ahnlicher Zellen festgestellt
werden (Abb. 2b, Pfeil).

b) bei hypoxischen Umgebungsbedinqungen

Die Entwicklung von EPOR wurde entscheidend durch hypoxische Verhaltnisse
verstarkt (Abb. 2c¢ griin dargestellt). Auch hier fihrte die Applikation von EPO
unter Hypoxie zu einer vermehrten Bildung der neuronenartigen Zellen, die sich
zu so genannten ,Cluster® zusammenschlossen (Abb. 2d, zentraler Cluster).
Diese ,Cluster” wiesen eine erhdhte Dichte des EPOR auf (Abb. 2d, griin dar-
gestellt).

4.2.2 Die Wirkung von EPO auf die Expression von Beta Tubulin Il

a) bei normoxischen Umgebungsbedingungen

Unter normoxischen Bedingungen zeigte sich die Mehrheit der Zellen in der
Lage, Beta-Tubulin 11l zu exprimieren (Abb. 2a + b, rot dargestellt; Abb. 2e +f,

grin dargestellt).

b) bei hypoxischen Umgebungsbedinqungen

Unter hypoxischen Bedingungen wiesen vor allem die auf EPOR positiven Zel-
len eine Expression von Beta-Tubulin 11l auf (Abb. 2c, Pfeil fir EPOR, rot flr
Beta-Tubulin IIl; Abb. 2g, griin dargestellt).

Nach Gabe von EPO zeigten sich die ,Cluster” nicht nur vermehrt positiv auf
EPOR, sondern auch auf Beta-Tubulin Il (Abb. 2d, rot dargestellt; Abb. 2h, griin
dargestellt).
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4.2.3 Die Expression des sauren Gliafaserproteins (GFAP) unter EPO Ein-
wirkung

a) bei normoxischen Bedingungen

Nur eine sehr geringe Anzahl der hMSC exprimierte GFAP unter normoxischen
Bedingungen (Abb. 2e, rot dargestellt). Auch unter Zugabe von EPO &nderte
sich dieser Zustand nicht (vgl. Abb. 2f mit Abb. 2e, rot dargestellt). Unter nor-

moxischen Bedingungen zeigte sich ein polygonales Zellbild (Abb. 2e, Pfeil).

b) bei hypoxischen Bedingungen

Die hypoxischen Zellkulturen exprimierten GFAP vergleichbar zu den normoxi-
schen Kulturen (vgl. Abb. 2g mit Abb. 2e + f jeweils rot). Eine Zugabe von EPO
reduzierte die Anzahl der GFAP-positiven Zellen deutlich (vgl. Abb. 2h mit Abb.
24, rot). Das Aussehen der GFAP positiven Zellen unter Hypoxie verénderte
sich im Vergleich zur normoxischen Kulturen. Es zeigte sich ein rundes, undiffe-
renziertes Zellbild (vgl. Abb. 2g Pfeil mit Abb. 2e Pfeil).
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Abb. 2: Expression von EPOR, Beta-Tubulin-Ill und GFAP unter normoxischen und hypo-
xischen Bedingungen EPOR (griin in a-d), Beta-Tubulin-IIl (rot in a-d, grin in e-h), GFAP (rot
in e-h), Zellkerne geféarbt mit DAPI (blau) (Skala 100um) a und e) Normoxie; b und f) Normoxie
mit EPO-Gabe; c und g) Hypoxie; d und h) Hypoxie mit EPO-Gabe (Quelle: Danielyan et al.
2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing group)
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4.2.4 Die Wirkung von EPO auf die GS-Expression

a) bei normoxischen Bedingungen

HMSC waren unter normoxischen Bedingungen in der Lage, endogenes EPO
zu produzieren (Abb. 3a, rot). Man fand auch eine erhéhte GS-Produktion (Pfeil
Abb. 3a, griin). Eine Zugabe von EPO unter normoxischen Bedingungen erhdh-
te, verglichen mit der Kontrollkultur, die Anzahl der EPO-positiven Zellen (vgl.
Abb. 3a mit Abb. 3b, rot). Parallel dazu stieg die Produktion von GS nach einer
Gabe von EPO an (vgl. Abb. 3a mit Abb. 3b, griin bzw. gelb). Es zeigt sich eine
intensive gelbe Farbung, die aus einer Mischung zwischen dem roten EPO und

dem grinen GS entsteht.

b) bei hypoxischen Bedinqungen

Hypoxische Kulturen wiesen vor allem bei den GS positiven Zellen eine ver-
mehrte endogenen EPO Produktion auf (Abb. 3c, Pfeile, rot). Die Gabe von
EPO unter hypoxischen Bedingungen fuhrte bei einer Mehrzahl der Zellen zu
einer erhdhten GS Expression (Abb. 3d, gelb und grin). Vor allem die EPO po-
sitiven Zellen, waren dabei an der gesteigerten Expression beteiligt (Abb. 3d
Pfeil, rot).
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4.2.5 Die Wirkung von EPO auf die Produktion von GLAST

a) bei normoxischen Bedingungen

Unter normoxischen Bedingungen zeigte sich eine sehr geringe Expression von
GLAST (Abb. 3e, griin) durch die Beta Tubulin Il positiven Zellen (Abb. 3e, rot).
Nach Zugabe von EPO wurde eine, wenn auch sehr geringe Steigerung, in der
GLAST Produktion ersichtlich (vgl. Abb. 3f mit Abb. 3e, grun). Hierbei fand man
sowohl bei Beta Tubulin Il positiven (Pfeil Abb. 3f) als auch in Beta Tubulin IlI
negativen MSC (Pfeilkopf in Abb. 3f), eine GLAST Expression (Abb. 3f, grun).

b) bei hypoxischen Bedingungen

Hypoxie fuhrte, im Vergleich zur normoxischen Kontrollkultur, zu einer wesentli-
chen Steigerung der GLAST Expression (vgl. Abb. 3g mit Abb. 3e, grin). Die
Zellen waren unter diesen Bedingungen auch starker positiv fur GLAST als die
Zellen bei Normoxie unter Gabe von EPO (vgl. Abb. 3g mit Abb. 3f, gruin). Eine
weitere Steigerung wurde unter zusatzlicher EPO Gabe erreicht. Dieser Ansatz
zeigte im Vergleich zu den anderen Kulturen die starkste GLAST Expression
(vgl. Abb. 3h mit Abb. 3e, 3f und 3g, grun).
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Abb. 3: Einfluss von Hypoxie und EPO auf den Glutamat-metabolisierenden Ph&anotyp
der hMSC GS (grun in a-d), EPO (rot in a-d), GLAST (gruin in e-h), Zellkerne geféarbt mit DAPI
(blau), Skala 100um. a und e) Normoxie; b und f) Normoxie mit EPO-Gabe; ¢ und g) Hypoxie; d

und h) Hypoxie mit EPO-Gabe (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16:
1599-1614, © nature publishing group)
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4.3 EPO als Schutz gegeniiber Glutamat (G) und Hypoxie; LDH Aktivitat

4.3.1 EPO und die Freisetzunqg der Lacatatdehydrogenase (LDH) unter In-
kubation mit Glutamat (G)

Um toxische Umgebungsbedingungen zu erreichen, wurden die Zellen mit Glu-
tamat (G) behandelt. Das Mal3, des dadurch provozierten Zellunterganges,
wurde anhand der LDH Freisetzung gemessen. EPO hatte unter allen Bedin-
gungen einen positiven Einfluss auf den Zelluntergang (vgl. Abb. 4a und Abb.
4b).

a) bei normoxischen Umgebungsbedingungen

Durch eine exogene Zugabe von Glutamat (+G) zeigte sich, im Vergleich zu
den Kontrollgruppen ohne diese Gabe (-G), ein um etwa 23 U/ml gesteigerter
LDH Anstieg (vgl. Abb. 4a, +G mit -G).

Versetzte man die mit Glu inkubierten Zellen jeweils mit EPO, so fielen die LDH
Werte stark ab (vgl. Abb. 4a, +G mit +G +EPI und mit +G +E).

Bei naherer Untersuchung zeigte sich, dass bei einer Zellkultur mit eintagiger
Vorinkubation der Zellen mit EPO, die Ausgangswerte der Kontrollkultur ohne
Zugabe von Glu erreicht wurden (vgl. Abb. 4a, +G +EPI mit -G).

Eine zeitgleiche Gabe von EPO mit dem Glu senkte die LDH Konzentration
nicht (vgl. Abb. 4a, +G +E mit —G). Die LDH Konzentration der Kultur mit gleich-
zeitig verabreichtem EPO zeigte sich gleich, wie bei Kulturen nach Vorinkubati-
on mit EPO (vgl. Abb. 4a, +G +E mit +G +EPI).

b) bei hypoxischen Umgebungsbedinqungen

Unter hypoxischen Bedingungen allein, zeigten sich gesteigerte LDH-Werte, im
Vergleich zur normoxischen Kontrollkultur (vgl. Abb. 4a und Abb. 4b, -G).
Bei einer zusatzlichen Inkubation der Zellen mit Glutamat und Hypoxie fand sich

ein massiver Anstieg der LDH Freisetzung (vgl. Abb. 4b, +G mit -G). Dieser
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Wert lag Uber demjenigen der normoxischen Kontrolle (vgl. +G in Abb. 4a und
Abb. 4b).

Die Gabe von EPO fuhrte zu einer massiven Senkung der LDH Freisetzung
(vgl. Abb. 4b, +G +EPI und +G +E mit +G). Die LDH Konzentrationen lagen je-
doch hoher als bei den zugehdrigen normoxischen Kulturen (vgl. Abb. 4a und
Abb. 4b, +G +EPI und +G +E). Zur hypoxischen Kontrollkultur zeigte sich keine
Differenz (vgl. Abb. 4b, +G +EPI und +G +E mit -G). Die 24 stiindige Vorinkuba-
tion mit EPO fuhrte zu der starksten Minderung bei der LDH Freisetzung. Auch
Kulturen mit gleichzeitiger Gabe von EPO und Glu zeigten einen signifikanten
Abfall der LDH-Freisetzung im Vergleich zur hypoxischen Kontrolle mit Glu (vgl.
Abb. 4b, +G +EPI mit +G +E). Insgesamt zeigte sich der Einfluss des EPO auf
die LDH Freisetzung eindrucksvoller bei den hypoxischen Kulturen, da es hier
zu einer sehr starken Verminderung derselben kam. Im Direktvergleich der je-
weiligen Kulturansétze mit den niedrigsten LDH Werten zeigte sich aber unter
normoxischen Bedingungen die geringste LDH Freisetzung (vgl. Abb. 4a und
Abb. 4b, +G +E mit +G +EPI).

4.3.2 Beeinflussung der Glutamin-Synthetase Aktivitat unter Konfrontation
mit Glutamat durch EPO

a) bei normoxischen Umgebungsbedingungen

Die Inkubation der Zellen mit Glu fuhrte bei den Kulturen zu einer gesteigerten
Glutamin-Synthetase (GS) Aktivitat (vgl. Abb. 4c, +G mit —G). Es war eine Stei-
gerung auf etwa 95 % (+G) Aktivitdt von ehemals 50 % (-G) zu vermerken. Eine
zuséatzliche Gabe von EPO steigerte die GS Aktivitdt der normoxischen Kulturen
unter Exposition von Glutamat um weitere 100 % (vgl. Abb. 4c, +G mit +G +E
und +G +EPI). Betrachtet man die normoxische Kontrolle ohne Zugabe von
Glutamat, so zeigte sich eine Steigerung der GS Aktivitat von ungefahr 150
Prozent (vgl. Abb. 4c, -G mit +G +E und +G +EPI).

Betrachtet man beide Anséatze der mit Glutamat und EPO behandelten Kultu-
ren, so zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der jeweiligen GS Aktivitat.

Es zeigte sich, dass die mit EPO vorinkubierten Zellen eine um etwa 10 Pro-
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zentpunkte hohere GS Aktivitat hatten, als die Zellen, denen EPO parallel zu
Glutamat gegeben wurde (vgl. Abb. 4c, +G +EPI mit +G +E).

b) bei hypoxischen Umgebungsbedinqungen

Betrachtet man die Ausgangswerte der GS Aktivitat der hypoxischen Kulturen
ohne Zugabe von Glu, so zeigt sich prinzipiell ein hoherer Ausgangswert, wie
bei der zugehorigen normoxischen Kultur (vgl. =G in Abb. 4c und Abb. 4d). Die
Aktivitat der GS anderte sich durch Gabe von Glutamat bei den hypoxischen
Zellkulturen nur unmerklich (vgl. +G mit -G in Abb. 4d).

Versetzte man diesen Ansatz jedoch mit EPO so konnte eine massive Steige-
rung in der GS Aktivitat von ca. 150 bis 200 % erfasst werden (vgl. Bild Abb. 4d,
+G mit +G +E und +G +EPI). Diese Spitzenwerte lagen noch einmal um ca. 50
bis 100 % Uber den erreichten Werten der korrespondierenden normoxischen
Kulturen (vgl. Abb. 4c und Abb. 4d, +G +E und +G +EPI Normoxia mit +G +E
und +G +EPI Hypoxia). Hier fand man bei den mit EPO vorinkubierten Zellen
die Tendenz zu hoheren Werte als bei denjenigen, denen EPO und Glu parallel
verabreicht wurde (Abb. 4c). Der Unterschied war bei Hypoxie mit ca. 50 %
deutlicher erkennbar als unter normoxischen Bedingungen (vgl. Abb. 4d und
Abb. 4c, +G +EPI mit +G +E).
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Abb. 4: LDH Freisetzung und GS Aktivitat bei humanen MSC unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen und Gabe von Glutamat (G)

+G (unter Zugabe von Glutamat), -G (keine Zugabe von Glutamat), +G +EPI (24h Vorinkubation
mit EPO bevor Zugabe von Glutamat), +G +E (gleichzeitige Gabe von EPO und Glutamat) a)
und c) Normoxie; b und d) Hypoxie (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation
16: 1599-1614, © nature publishing group)
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4.3.3 Die Wirkung von EPO auf die Expression von Synaptophysin

a) bei normoxischen Umgebungsbedingungen

Unter normoxischen Kontrollbedingungen zeigten sich hMSC hauptséchlich als
Beta-Tubulin Il positive Zellen (Abb. 5a, griin). Von diesen Zellen war nur eine
sehr geringe Anzahl in der Lage Synaptophysin zu exprimieren (Abb. 5a, rot).
Durch eine Zugabe von EPO zeigte sich nicht nur ein Anstieg der Beta-Tubulin
[l positiven Zellen (vgl. Abb. 5a und Abb. 5b, griin). Es fand sich, im Vergleich
zur normoxischen Kontrollgruppe, vermehrt Synaptophysin in Zellkérpern und
Auslaufern (vgl. Abb. 5a und Abb. 5b, rot). Auch die Zelldichte nahm unter einer
zusatzlichen Gabe von EPO deutlich zu (vgl. Abb. 5a und Abb. 5b, Farbung der
Zellkerne durch DAPI in blau). Es zeigte sich ein leichter Anstieg der Synap-
tophysin positiven Zellen nach EPO-Gabe bei Normoxie (vgl. Abb. 5b, Pfeile).

b) bei hypoxischen Umgebungsbedinqungen

Vergleicht man die beiden Kontrollgruppen, so zeigt sich bei den hypoxischen
Kulturen eine minimal gesteigerte Intensitat der Synaptophysin Expression (vgl.
Abb. 5a und Abb. 5c, rot). Die Anzahl der Beta-Tubulin Ill positiven Zellen er-
scheint gleich (vgl. Abb. 5a und Abb. 5c, griin), wohingegen die Gesamtzellzahl
vermindert ist (vgl. Abb. 5a und Abb. 5c, blau). Versetzte man die Kulturen zu-
satzlich mit EPO, so fand sich eine starkere Synaptophysin Expression (vgl.
Abb. 5c und Abb. 5d, rot). Offenbar wurde durch Gabe von EPO die Bildung
von Synaptophysin stark angeregt. Vor allem im Bereich der einzelnen Zellkon-
takte zeigten sich hierbei Synaptophysin Vesikel (Pfeil-képfe in Abb. 5d). Hin-
sichtlich der zugehérigen normoxischen Kultur unter Zugabe von EPO fand sich
hier eine deutlich starkere Expression von Synaptophysin (vgl. Abb. 5b und
Abb. 5d, rot). Es zeigte sich ein Anstieg der Synaptophysin-positiven Zellen
nach EPO-Gabe bei Hypoxie (vgl. Abb. 5d, Pfeile).
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Abb. 5: Synaptophysin Expression bei humanen MSC unter normoxischen und hypoxi-
schen Bedingungen und Gabe von EPO

Synaptophysin (rot in a-d), Beta-Tubulin-11l (grin in a-d), Zellkerne gefarbt mit DAPI (blau), Pfei-
le = synaptophysin-positive Zellen, Pfeilkdpfe = Synaptophysinvesikel; Skala 100pum

a) Normoxie; b) Normoxie und EPO-Gabe; c) Hypoxie; d) Hypoxie und EPO-Gabe (Quelle: Da-
nielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing group)

4.3.4 Freisetzung von Acetylcholin (ACh) unter EPO Einfluss

a) unter normoxischen Bedingungen

Eine Inkubation von Zellen mit Glutamat fihrte bei den normoxischen Kulturen
zu einer verminderten Ach-Freisetzung (vgl. Abb. 6, +G mit Contr.). Durch eine
gleichzeitige Applikation von EPO wurde diese Reduktion der Ach-Produktion
wieder aufgehoben (vgl. Abb. 6, +G +EPO mit +G). Bei Zugabe von EPO wur-
den hohere Werte wie bei der normoxischen Kontrollkultur gefunden (vgl. Abb.
6, +G +EPO mit Contr.).
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b) unter Zugabe von CRD Fzd7

Inkubierte man die mit Glutamat behandelten Zellen zuséatzlich mit CRD Fzd7,
so fand sich im Vergleich zu den lediglich mit Glu behandelten Zellen keine An-
derung bei der Ach-Freisetzung (Abb. 6, +G +CRD Fzd7 mit +G). Im Vergleich
zur normoxischen Kontrollgruppe zeigte sich dieser Wert erniedrigt (vgl. Abb. 6,
+G +CRD Fzd7 mit Contr.). Versetzte man diesen Ansatz zusatzlich mit EPO,
so anderte sich in der Ach-Freisetzung nichts. Die Werte blieben konstant (vgl.
Abb. 6, +G +CRD Fzd7+ EPO mit +G +CRD Fzd7).

Eine Inkubation der Kulturen mit CRD Fzd7 fuhrte zu einem signifikanten Abfall
der Ach-Konzentration. Die Spitzenwerte der mit Glutamat und EPO behandel-
ten Kulturen konnte bei Weitem nicht erreicht werden (vgl. Abb. 6, +G +CRD
Fzd7+EPO mit +G +EPO).

4.0 +
35 4
*p<0.001
=30 1 wpaos p<0.0001
= Vel =
S 25 1 =
£
°20 4|4
&
R AR
15 1 ==
< L.
<1.0 -
0.5 -
0-0 L} L} L Ll L)
¢ 06 0 & 4
& & & &
N N )
x
o
Qo
0&

Abb. 6: Darstellung der ACh Freisetzung in hMSC unter normoxischen Bedingungen und
Gabe von EPO

Contr. (Normoxische Kontrolle); +G (Inkubation der Kulturen mit Glutamat fiir 48h); +G +EPO
(Inkubation der Kulturen mit EPO und Glutamat); +G +EPO +CRD Fzd7 (Zugabe des Antago-
nisten der Wnt3a Signalkette 1h vor Inkubation der Kulturen mit EPO und Glutamat) +G+CRD
Fzd7 (Zugabe des Antagonisten der Wnt3a Signalkette 1h vor Inkubation der Zellen mit Gluta-
mat ) (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature
publishing group)
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4.3.5 Apoptose unter Einwirkung von EPO

In Apoptose befindliche Zellen werden mittels TUNEL (terminal
desoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling assay)
gefarbt [81]. Die Apoptoserate wurde durch eine Quantifizierung der TUNEL-
positiven Zellen, bezogen auf die Zahl der TUNEL-positiven Zellen unter nor-
moxischen Kontrollbedingungen (100 % Wert) dargestellt.

a) unter normoxischen Bedingungen

Unter normoxischen Bedingungen wird die Apoptoserate nach Gabe von EPO
deutlich gesenkt (vgl. Abb. 7, N mit N +EPO).

Konfrontierte man die normoxischen Zellen mit CRD Fzd7, so zeigte sich, ver-
glichen mit der Kontrollkultur, eine Steigerung der TUNEL-positiven Zellen um
etwa das Sechsfache (vgl. Abb. 7, N +CRD Fzd7 mit N). Hinsichtlich der mit
EPO behandelten Zellen findet sich demnach ein Anstieg um fast 700 % (vgl.
Abb. 7, N +CRD Fzd7 mit N +EPO).

Eine Zugabe von EPO zu diesem Ansatz fuhrte zu keiner Minderung der Apop-
toserate (vgl. Abb. 7, N +CRD Fzd7 +EPO mit N +CRD Fzd7). Die Werte der
Kontrollkultur wurden nicht erreicht (vgl. Abb. 7, N +CRD Fzd7 +EPO mit N). Zu
den normoxischen Kulturen unter Zugabe von EPO bestand eine Differenz von
ca. 600 % (vgl. Abb. 7, N +CRD Fzd7 +EPO mit N +EPO).

Inkubierte man normoxische Kulturen mit Glutamat, so zeigte sich ebenfalls
eine Erh6hung der TUNEL-positiven Zellen (vgl. Abb. 7, N +G mit N). Werte der
mit CRD Fzd7 inkubierten Zellen wurden jedoch nicht erreicht. Die mit Glutamat
behandelten Zellen befanden sich ca. 450 % darunter (vgl. Abb. 7, N +G mit N
+CRD Fzd7).

Flgte man diesem Ansatz EPO hinzu, so konnte hier eine drastische Senkung
der Apoptoserate festgestellt werden (vgl. Abb. 7, N +G +EPO mit N +G). Die
Werte waren denjenigen der normoxischen Kontrollen unter Zugabe von EPO
vergleichbar (vgl. Abb. 7, N +G +EPO mit N +EPO).
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b) bei hypoxischen Bedingungen unter Zugabe von CRD Fzd7

Unter hypoxischen Bedingungen zeigte sich eine deutlich erhéhte Apoptoserate
im Vergleich zu den normoxischen Kontrollkulturen (vgl. Abb. 7, H mit N). Eine
Gabe von EPO verminderte die Apoptoserate deutlich (vgl. Abb. 7, H mit H
+EPO). Die Belastung der Zellen mit CRD Fzd7 fihrte zu einem noch massive-
ren Anstieg der TUNEL-positiven Zellen als unter Normoxie (vgl. Abb. 7, N mit
N +CRDFzd7 und H mit H +CRDFzd7). Zusatzliche Gabe von EPO bei den mit
CRD Fzd7 belasteten Zellen verminderte die Apoptoserate vergleichsweise
nicht (vgl. Abb. 7, H + EPO + CRD Fzd7 mit H +CRD Fzd7). Es wurden dabei
ahnliche Werte wie im Bereich der korrespondierenden normoxischen Kultur
erreicht (vgl. Abb. 7, H + EPO + CRD Fzd7 mit N +EPO +CRD Fzd7). Die Gabe
von Glutamat zeigte ein den hypoxischen Kulturen eine ebenfalls im Vergleich
zu den normoxischen Kontrollkulturen erhéhte Apoptoserate (vgl. Abb. 7, H +G
mit N). Vergleicht man sie mit der hypoxischen Kontrollkultur, so ist sie gleich
(vgl. Abb. 7, H +G mit H). Im Vergleich zur korrespondierenden normoxischen
Kultur ist der Wert in der hypoxischen Kultur gleich geblieben (vgl. Abb. 7, H +G
mit N +G). Die zuséatzliche Gabe von EPO reduziert hier, &hnlich wie bei den
normoxischen Kulturen, die Apoptoserate deutlich (vgl. Abb. 7 H +G +EPO mit
N + G +EPO). Es finden sich auch im Vergleich zur hypoxischen Kontrollkultur
ohne Glutamat deutlich verminderte Werte (vgl. Abb. 7, H +G +EPO mit H).
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Abb. 7: Quantifizierung von TUNEL-positiven Zellen in hMSC

Werte nach 48 h Inkubation von hMSC unter Normoxie und Exposition von Glutamat.

N (Normoxie); N +EPO (Normoxie und EPO); N +CRD Fzd7(Normoxie unter Zugabe des Anta-
gonisten der Wnt3a Signalkette); N +EPO +CRD Fzd7 (Normoxie unter Zugabe des Antagonis-
ten der Wnt3a Signalkette 1h vor Inkubation der Kulturen mit EPO); N +G (Normoxie unter Zu-
gabe von Glutamat); N +G +EPO (Normoxie unter Zugabe von Glutamat 1h vor Inkubation der
Kulturen mit EPO), H (Hypoxie); H +EPO (Hypoxie und EPO); H +CRD Fzd7 (Hypoxie unter
Zugabe des Antagonisten der Wnt3a Signalkette) H +EPO +CRD Fzd7 (Hypoxie unter Zugabe
des Antagonisten der Wnt3a Signalkette 1h vor Inkubation der Kulturen mit EPO); H +G (Nor-
moxie unter Zugabe von Glutamat); H +G +EPO(Hypoxie unter Zugabe von Glutamat 1h vor
Konfrontation der Kulturen mit EPO). Der 100 % Wert entspricht hier der normoxischen Bedin-
gung (N). (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature
publishing group)
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4.3.6 Die Wirkung von EPO auf die Anzahl der NeuN-positiven Zellen

a) bei normoxischen Bedingungen

Unter Normoxie fuhrte die Exposition von Zellen mit EPO zu einer erhdhten An-
zahl an NeuN-positiven Zellen (vgl. rote und pinkfarbene Zellen in der Abb. 8a,
Abb. 8b und Abb. 8e, Neu N mit N + E).

b) unter hypoxischen Bedinqungen

Im Vergleich zu den normoxischen Kontrollgruppen (vgl. Abb. 8a und Abb. 8c,
NeuN mit H) fuhrte Hypoxie nicht zu bemerkenswerten Veranderungen in der
Anzahl der NeuN- positiven Zellen.

Unter Zugabe von EPO unter Hypoxie, wurde auch ein starker Anstieg von
NeuN-positiven Zellen, im Vergleich zu den mit EPO behandelten Zellen unter
Normoxie, beobachtet (vgl. Abb. 8c, Abb. 8d und Abb. 8e, H +E mit H und N).
Um zu zeigen, dass der Anstieg der NeuN-positiven Zellen nicht aus einer
durch EPO induzierten Gesamtzellzahl herriihrt, geschweige denn auf seine
positive Wirkung auf das Uberleben der Zellen zuriickzufiihren ist, wurden die
Zellen in Kultur, nach Farbung der Kerne mit 4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol (DA-
PI), quantifiziert. Weder unter normoxischen, noch unter hypoxischen Bedin-
gungen zeigte sich nach Gabe von EPO eine signifikant verdnderte Anzahl an
Zellen (vgl. Abb. 8f, N mit N +E, H mit H +E).
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Abb. 8: Anzahl der Neu-N (rot) und DAPI (blau) positiven Zellen

a) Normoxie b) Normoxie und EPO c) Hypoxie d) Hypoxie und EPO; Skala 100um

e) Quantifizierung der Neu-N positiven Zellen pro cmz, f) : Quantifizierung der Gesamtzellzahl
anhand der DAPI positiven Zellen pro cm2 (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and diffe-
rentiation 16: 1599-1614, © nature publishing group)
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4.4 Proteinexpressionsmuster von hMSC unter Gabe von EPO und Anta-
gonisten der Wnt3a-Signalkette

In der folgenden densitrometrischen Analyse der aus dem Western Blot erhal-
tenen Daten wird immer eine normoxische Zellkultur als Referenz mit dem Wert
100 % gesehen. Alle weiteren Angaben beziehen sich in jeweiligen Prozentzah-

len auf diese 100 %.
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Abb. 9: Western Blot Analyse des Wnt3a, Beta-Catenin, Neprilysin, LIF, GLAST sowie
glialen (GFAP) und synaptischen (Synaptophysin) Markern.

N-Normoxie, H-Hypoxie, N+E/H+E-mit EPO behandelt, N+EPO+CRD Fzd7/H+EPO+CRD Fzd
7 unter der Anwesenheit von CrdFzd7 mit EPO behandelt (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell
death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing group)
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N+EPO N+CRD Fzd7 N+EPO+ CRD Fzd7
Protein N % zur normoxischen Kontrolle
Synaptophysin | 100 324 171 160
ChAT 100 169 34 a7
LIF 100 194 105 149
EPOR 100 135 111 122
GFAP 100 109 254 257
GLAST 100 259 84 110
Neprilysin 100 148 37 52
Wnt3a 100 169 49 95
3-Catenin 100 93 72 80,7
H+EPO H+CRD Fzd7 H+EPO+ CRD Fzd7

Protein H % zur normoxischen Kontrolle
Synaptophysin | 299 498 291 334
ChAT 156 226 22 52
LIF 193 246 206 176
EPOR 223 119 104 72
GFAP 237 168 216 156
GLAST 142 223 63 77
Neprilysin 92 161 54 88
Wnt3a 348 510 51 41
[3-Catenin 59 97 45 71

Tabelle 10: Densitrometrische Untersuchung der durch Western Blot erfassten Protein-

mengen der hMSC. Werte angegeben als Prozentteil der zugehdrigen normoxischen Kontroll-

gruppen.
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4.4.1 Synaptophysin- Expression unter EPO-Einfluss

In der Western Blot Analyse zeigte sich die Fahigkeit der hMSC zur Produktion
des vesikularen Zellmarkers Synaptophysin (Abb. 9, Tabelle 10).

Durch eine zusatzliche Gabe von EPO unter normoxischen Bedingungen konn-
te die Expression von Synaptophysin um das Dreifache erhdht werden (vgl. Ta-
belle 10, N mit N +EPO). Im Vergleich zu den normoxischen Zellkulturen fuihrte
alleine eine Kultur unter hypoxischen Bedingungen zu einer Verdreifachung der
Synaptophysinproduktion (vgl. Tabelle 10, H mit N). Unter Zugabe von EPO
steigerte sich dieser Wert noch einmal um 200 % (vgl. Tabelle 10, H mit H
+EPQ). Man erreichte also den 5-fachen Wert im Vergleich zur normoxischen
Kontrollgruppe ohne EPO (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit N). Unter normoxischen
Umgebungsbedingungen zeigte sich sowohl unter Gabe von EPO als auch un-
ter alleiniger Konfrontation der Zellen mit CRD Fzd7 ein relativ geringer Anstieg
in der Synaptophysin Produktion (vgl. Tabellel 1, N+ CRD Fzd7 mit N +EPO
+CRD Fzd7 mit N).

Unter Hypoxie zeigte sich nach Konfrontation mit CRD Fzd7 mit/oder ohne EPO
jeweils ein verdoppelter Prozentsatz in der Synaptophysinproduktion im Ver-
gleich zur Normoxie (vgl. Tabelle 10, H +CRD Fzd7 und H +EPO +CRD Fzd7
mit N +CRD Fzd7 und N +EPO +CRD Fzd7).

4.4.2 Die Wirkung von EPO auf die Produktion von Cholinacetyltransfera-

se (ChAT)

Es konnte gezeigt werden, dass eine Gabe von EPO eine gesteigerte Produkti-
on des Acetylcholin bildenden Transmitters Cholinacetyltransferase zur Folge
hat (vgl. Abb. 9, Tabelle 10). Wurde unter Normoxie zusatzlich EPO verab-
reicht, so steigerte sich die ChAT Produktion im Vergleich zur normoxischen
Kontrollgruppe (vgl. Tabelle 10, N +EPO mit N). Unter hypoxischen Bedingun-
gen zeigte sich, verglichen mit der normoxischen Kontrollgruppe (ohne EPO),
eine um etwa die Halfte gesteigerte Produktion von ChAT (vgl. Tabelle 10, H

mit N). Auch hier fand eine deutliche Steigerung der Produktion nach Gabe von
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EPO statt (vgl. Tabelle 10, H+EPO mit H). Stellt man die gemessen Werte mit
den normoxischen Kontrollgruppen gegentber, so zeigt sich hier eine um

100 % gesteigerte Produktion (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit N). Insgesamt ver-
minderte die Konfrontation der Kulturen mit CRD Fzd7 die ChAT Produktion
deutlich, wobei die jeweilige Gabe von EPO diese geringe Produktion insge-
samt nur gering steigern konnte (vgl. Tabelle 10, N+CRD Fzd7 mit N und N
+EPO +CRD Fzd7 mit N, sowie H +CRDFzd7 mit H und H +EPO +CRDFzd7
mit H).

4.4.3 Einwirkung auf die Produktion des Leukdmie-inhibierenden-Faktors
(LIF) durch EPO-Administration

Anhand der Western Blot Analyse zeigte sich eine deutliche Steigerung der LIF-
Produktion sowohl unter hypoxischen Bedingungen als auch unter Zugabe von
EPO (vgl. Abb. 9, Tabelle 10). Bei den normoxischen Kulturen fand man nach
Gabe von EPO eine um das Doppelte gesteigerte Produktion des LIF (vgl. Ta-
belle 10, N +EPO mit N). Unter Hypoxie zeigte sich ebenfalls eine Steigerung
der Produktion von LIF um das Doppelte (vgl. Tabelle 10, H mit N). Versetzte
man eine hypoxische Zellkultur mit EPO, so steigerte sich die Produktion des
LIF um weitere 50 Prozentpunkte (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit H). Konfrontierte
man die normoxischen und hypoxischen Kulturen jeweils mit CRD Fzd7, so an-
derte sich die LIF-Produktion im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollkulturen
nur unwesentlich (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7 mit N und H +CRD Fzd7 mit
H). Die Gabe von EPO flhrte im Falle von Normoxie zu einer minimen Steige-
rung der LIF Expression (vgl. Tabelle 10, N +EPO +CRD Fzd7 mit N +CRD
Fzd7), im Falle von Hypoxie tendenziell eher zu einer Abnahme der LIF-Ex-
pression (vgl. Tabelle 10, H +EPO +CRD Fzd7 mit H +CRD Fzd7).

4.4.4 Expression des EPO-Rezeptors (EPOR) und EPO

Durch die Analyse der Western Blots zeigte sich ein auf den EPOR steigernden
Effekt durch hypoxische Bedingungen (Abb. 9, Tabelle 10, N mit H). Alleinige
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Gabe von EPO und die Kombination mit Hypoxie hingegen hatte nur wenig Ein-
fluss (vgl. Abb. 9, Tabelle 10, N mit N + EPO und H mit H + EPO).

Wurden die normoxischen Kulturen mit EPO versetzt, so zeigte sich eine gerin-
ge Steigerung der EPOR-Expression (vgl. Tabelle 10, N +EPO mit N).

Unter Hypoxie zeigte sich, im Hinblick auf die normoxische Kontrollgruppe, eine
um das Doppelte gesteigerte Expression des EPOR (vgl. Tabelle 10, H mit N).
Versetzte man die hypoxischen Kulturen jedoch mit EPO, so zeigte sich keine
Steigerung der Expression des EPOR (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit H). Kon-
frontierte man die Kulturen unter Hypoxie und Normoxie mit CRD Fzd7 Zellen,
So zeigte sich verglichen mit der normoxischen Kontrollgruppe keine wesentli-
che Steigerung in der Expression des EPOR (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7 mit
N und H +CRD Fzd7 mit H). Unter Normoxie fand sich nach Gabe von EPO
unter CRD Fzd7 Konfrontation eine minime Steigerung in der Expression des
EPOR (vgl. Tabelle 10, N +EPO +CRD Fzd7 mit N). Unter Hypoxie hingegen
wandelte sich diese Kombination sowie die alleinige Zugabe von Fzd7 in eine
verminderte Expression des EPOR im Vergleich zu Hypoxie um (vgl. Tabelle
10, H +EPO +CRD Fzd7 mit H).

4.4.5 Expression des Sauren Gliafaserproteins (GFAP) unter EPO-Einwir-
kung

Es zeigte sich sowohl unter hypoxischen Bedingungen, sowie unter Anwesen-
heit von CRD Fzd7 eine vermehrte Expression von GFAP. Eine Zugabe von
EPO verminderte diese nur unter hypoxischen Bedingungen (vgl. Abb. 9, Tabel-
le 10, H + CRD Fzd7 mit H +EPO + CRD Fzd7 und N + CRD Fzd7 mit N + EPO
+ CRD Fzd7). Versetzte man die normoxischen Kulturen mit EPO, so zeigte
sich keine wesentliche Expression des GFAP (vgl. Tabelle 10, N +EPO mit N).
Unter hypoxischen Bedingungen fand sich im Vergleich zu den normoxischen
Kulturen eine um deutlich gesteigerte Expression von GFAP (vgl. Tabelle 10, H
mit N). Gab man diesem Ansatz EPO hinzu, so wurde die GFAP-Expression
abgeschwacht (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit H). Konfrontierte man die normoxi-

schen und hypoxischen Kulturen mit CRD Fzd7, so zeigte sich, im Vergleich mit
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den Kontrollkulturen, eine erhdhte Expression von GFAP im Vergleich zur nor-
moxischen Kontrollkultur (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7 mit N und H +CRD
Fzd7 mit N). Versetzte man die Kultur unter Normoxie mit EPO, so @nderte sich
das Ergebnis nicht (vgl. Tabelle 10, N +EPO +CRD Fzd7 mit N +CRD Fzd7).
Gab man den hypoxischen Kulturen zuséatzlich EPO hinzu, so verminderte sich
die GFAP-Produktion im Vergleich zur hypoxischen Kontrollkultur (vgl. Tabelle
10, H +EPO +CRD Fzd7 mit H +CRD Fzd7).

4.4.6 Die Wirkung von EPO auf die Expression des Glutamat-Aspartat-
Transporters (GLAST)

Die Expression von GLAST wird vor allem unter Zugabe von EPO, aber auch
unter hypoxischen Bedingungen gesteigert (vgl. Abb. 9, Tabelle 10). Nach Zu-
gabe von EPO unter Normoxie fand sich eine deutlich gesteigerte Expression
von GLAST (vgl. Tabelle 10, N +EPO mit N). Auch unter Hypoxie zeigte sich,
hinsichtlich der normoxischen Kontrolle, eine gesteigerte Expression von
GLAST (vgl. Tabelle 10, H mit N). Versetzte man diesen Ansatz mit EPO, so
zeigte sich, ein zusatzlicher Anstieg (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit H). Sowohl
unter Normoxie als auch unter Hypoxie wurde die GLAST Expression nach
Konfrontation der Kulturen mit CRD Fzd7 deutlich reduziert (vgl. Tabelle 10, N
+CRD Fzd7 mit N und H +CRD Fzd7 mit N). Gab man der normoxischen Kultur
jedoch EPO hinzu, so steigerte sich die GLAST Expression auf Werte ver-
gleichbar zu den Ausgangswerten der Kontrollkultur (vgl. Tabelle 10, N +EPO
+CRD Fzd7 mit N). Versetzte man der hMSC CRD Fzd7-Kultur unter Hypoxie
EPO. so zeigte sich keine Steigerung in der Expression von GLAST (vgl. Tabel-
le 10, H +EPO +CRD Fzd7 mit H +CRD Fzd7).

4.4.7 Neprilysin Expression unter EPO-Einfluss

Unter Zugabe von EPO konnte eine gesteigerte Expression der Endopeptidase

Neprilysin festgestellt werden (vgl. Abb. 9, Tabelle 10).
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Gab man bei normoxischen Bedingungen EPO hinzu, so konnte eine Steige-
rung in der Neprilysin Expression gefunden werden (vgl. Tabelle 10, N +EPO
mit N). Unter hypoxischen Bedingung veranderte sich die Neprilysin-Expression
hinsichtlich der normoxischen Kontrollgruppe nur geringfugig (vgl. Tabelle 10, H
mit N). Gab man EPO zu, so zeigte sich hier eine deutliche Steigerung (vgl. Ta-
belle 10, H +EPO mit H und N).

Sowohl unter Hypoxie als auch unter Normoxie fuhrte eine Konfrontation der
Kulturen mit CRD Fzd7 zu einer verminderten Expression von Neprilysin-Pro-
duktion (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7 mit N und H +CRD Fzd7 mit H), wobei
eine Gabe von EPO jeweils nur zu einem minimen Anstieg in der Expression
fuhrte (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7+ EPO mit N und N +CRD Fzd7 sowie mit
H +CRD Fzd7 +EPO mit H und H +CRD Fzd7).

4.4.8 EPO und die Expression von Wnt3a

Eine gesteigerte Wnt3a-Expression wurde geférdert durch hypoxische Verhalt-
nisse und die Zugabe von EPO (vgl. Abb. 9, Tabelle 10).

Eine Steigerung in der Expression von Wnt 3a wurde unter Zugabe von EPO
unter Normoxie erreicht (vgl. Tabelle 10, N +EPO mit N).

Allein der Vergleich der hypoxischen Kultur mit der normoxischen Kontrollkultur
zeigte einer um 150 % gesteigerte Expression des Wnt 3as (vgl. Tabelle 10, H
mit N). Versetzte man die hypoxische Kultur noch mit EPO, so steigerte sich die
Exprimierung um ein Vielfaches (vgl. Tabelle 10, H +EPO mit H und N). Die
Konfrontation der hypoxischen und normoxischen Kulturen fuhrte gleichermas-
sen zu einer verminderten Wnt3a Expression (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7
mit H und N sowie H +CRD Fzd7 mit H und N), wobei im Fall der normoxischen
Kultur nach Zugabe von EPO eher noch eine Steigerung festzustellen war (vgl.
Tabelle 10, N +EPO +CRD Fzd7 mit N +CRD Fzd7), unter Hypoxie hingegen
zeigte sich sogar tendenziell eher eine, wenn auch geringe, Reduzierung in der
Wnt 3a Expression (vgl. Tabelle 10, H +EPO +CRD Fzd7 mit H +CRD Fzd7).
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4.4.9 Die Wirkung von EPO auf die Expression von Beta-Catenin

Eine Zugabe von EPO hatte unter hypoxischen Bedingungen einen positiven
Einfluss auf die Expression von Beta-Catenin (vgl. Abb. 9, Tabelle 10).
Versetzte man eine normoxische und hypoxische Kultur mit EPO, so fand sich
ein minimer Abfall in der Expression des Beta-Catenins (vgl. Tabelle 10, N
+EPO mit N und H +EPO mit H). Die Zellkultur unter hypoxischen Bedingungen
zeigte eine deutlich verminderte Expression des Beta-Catenins. Nach Konfron-
tation der normoxischen und hypoxischen Kulturen mit CRD Fzd7 fand sich ei-
ne deutlich verringerte Expression des Beta-Catenin, wobei diese im Falle der
hypoxischen Kultur deutlicher ausgepragt war (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7
mit N und H +CRD Fzd7 mit H). Die Zugabe von EPO zu den jeweiligen Kultu-
ren zeigte bei der normoxischen Kultur keine wesentliche Veranderung in der
Beta-Catenin Expression (vgl. Tabelle 10, N +CRD Fzd7+ EPO mit N +CRD
Fzd7), im Falle der hypoxischen Kultur konnte eine Steigerung festgestellt wer-
den (vgl. Tabelle 10, H +CRD Fzd7 +EPO mit H +CRD Fzd7).

4.5 qPCR

Durch eine gPCR wurden die hMSC auf die Produktion der mRNA von muska-
rinergen Rezeptoren (M1R-M3R), NGF und Beta-Tubulin Il untersucht. Sowohl
bei M1R-M3R und NFG wurde als ,housekeeping transcript® Beta-Il Mikroglobu-
lin verwendet.

Alle Daten wurden in Relation zu den normoxischen Kontrollkulturen bewertet.
Der mittlere Cycle of threshold (Ct)-Wert des Beta-II-Mikroglobulin Transkripts
lag bei 18.15+0.68. Es zeigten sich zwischen den einzelnen Kulturen dabei kei-
ne Unterschiede in Beta-II-Mikroglobulin Expression.

Von 5 Untersuchungsergebnissen jeweils voneinander unabhangiger Proben
wurde der Mittelwert als +S.E.M (Standard Error of means= Standardabwei-
chung der Mittelwerte) dargestellt. Die Untersuchung wurde als eine Doppelbe-
stimmung durchgefiihrt. Um die Ergebnisse der einzelnen Proben mit ihren zu-

gehdrigen Kontrollkulturen zu vergleichen wurde der Student-t-Test verwendet.
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4.5.1 EPO und die Expression des muskarinergen M1-Rezeptors (M1R)
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Abb. 10: Expression von M1 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von EPO
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publish-
ing group)

a) unter normoxischen Bedingungen

Eine Gabe von EPO fiihrte zu einer ca. 4,5 fachen Steigerung in der M1R Ex-
pression (vgl. Abb. 10, N +EPO mit N).

b) unter hypoxischen Bedingungen

Eine Zugabe von EPO flhrte zu einer gesteigerten Expression. Hinsichtlich der
hypoxischen Kontrollkultur zeigte sich eine Verdopplung dieser Ausgangswerte
(vgl. Abb. 10, H +EPO mit H).
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4.5.2 EPO und die Expression des muskarinergen M2-Rezeptors (M2R)

Sowohl unter hypoxischen als auch unter normoxische Bedingungen fuhrte die
zusatzliche Gabe von EPO zu einer vermehrten Expression des M2R (siehe
Abb. 11).
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Abb. 11: Expression von M2 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von EPO
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing
group),

a) unter normoxischen Bedingungen

Konfrontierte man eine normoxischen Kultur mit EPO, so zeigte sich im Ver-
gleich zur Kontrollkultur eine um etwa vierfache Steigerung der M2R Expression
(vgl. Abb. 11, N +EPO mit N).

b) unter hypoxischen Bedingungen

Auch die Expression des M2R zeigte unter hypoxischen Bedingungen eine Re-
duktion. Eine zusétzliche Gabe von EPO fiihrte zu einer gesteigerten mRNA
Produktion (vgl. Abb. 11, H +EPO mit H).
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4.5.3 EPO und die Expression des muskarinergen M3-Rezeptors (M3R)

Vergleichbar zum M2R fand sich bei der mRNA Expression von M3R eine Stei-
gerung durch Zugabe von EPO (siehe Abb. 12).

M3R

p<0.005 T
L

p<0.003

fold change m mBIVA

n

normoxia -

nolmoxia -
hypoxia
hyvpoxia
+EPO

+EPO

Abb. 12: Expression von M3 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von EPO
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing

group),

a) unter normoxischen Bedingungen

Ahnlich wie bei M2R, filhrte eine Gabe von EPO unter normoxischen Bedin-
gungen zu einer Steigerung der M3R mRNA (vgl. Abb. 11 und Ab. 15, N +EPO
mit N). Im Vergleich zur normoxischen Kontrollkultur fand sich eine um etwa
vierfache Erh6hung (vgl. Abb. 12¢c, N +EPO mit N).

b) unter hypoxischen Bedingungen

Unter Hypoxie zeigte sich tendenziell eine Verminderung in der Expression des
M3R (vgl. Bild 8c, H mit N). Ein Anstieg der Werte auf das Niveau der normoxi-
schen Kontrollgruppe wurden in etwa erreicht durch Gabe von EPO (vgl. Abb.
12, H +EPO mit N). Auch hier zeigten sich &hnliche Ergebnisse wie bei der Ex-
pression der mRNA von M2R (vgl. Abb. 11 mit Abb. 12, H +EPO). Ahnlich wie
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beim M2R war die Expression des M3R jedoch deutlich geringer als diejenige
der normoxischen Kultur unter Zugabe von EPO (vgl. Abb. 12, H +EPO mit N
+EPO).

4.5.4 Die Wirkung von EPO auf die Expression des Nerven-Wachstums-
faktors (NGF)

Weder Hypoxie noch EPO scheint einen signifikanten Effekt auf die Produktion
des NGF zu haben (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Expression von NGF mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von EPO
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing

group)

a) unter normoxischen Bedingungen

Es zeigte sich keine wesentliche Verdnderung der NGF Expression unter Zuga-
be von EPO (vgl. Abb. 13, N +EPO mit N).

b) unter hypoxischen Bedingungen

Auch Hypoxie und die zusatzliche Gabe von EPO hatten keinen wesentlichen
Einfluss auf die NGF Expression (vgl. Abb. 13, H und H +EPO).
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4.5.5 Einfluss von EPO auf die Expression von Beta-Tubulin Il

Die Veranderungen der mRNA Expression des Beta-lll-Tubulins wurden mit
Bezug auf die Mittelwerte der normoxischen Kulturen berechnet (siehe Abb.
14). Eine Kombination von Hypoxie und EPO scheint sich positiv auf die Pro-

duktion von Beta-Tubulin Il auszuwirken.

(- tubuln ITT
41 p<0.005

fold change m inRIN A

(=]

lnvpoxia

+EFP(

NO1IN0X1A
1HO1IN0X1A
Invpoxia

+EP()

Abb. 14: Expression von B-Tubulin-lll mMRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von EPO
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing

group)

a) unter normoxischen Bedingungen

Die Expression des Beta-Tubulin Il &nderte sich nicht bei den normoxischen
Kulturen nach Gabe von EPO (vgl. Abb. 14, N +EPO mit N).

b) unter hypoxischen Bedingungen

Unter hypoxischen Bedingungen und EPO Gabe zeigte sich eine Steigerung
der Beta-Tubulin 11l Expression (vgl. Abb. 14, H mit N). Es findet sich zu der
hypoxischen Kontrolle eine um das 2,5 fache gesteigerte Exprimierung von Be-
ta-Tubulin 11l (vgl. Abb. 14, H +EPO mit N und mit H).
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4.6 Verdnderung der intrazellulare Ca2+- Konzentration/Calcium(Ca2+)
durch EPO-Exposition: Ca2+-Imaging-Technik

Um die Anderungen intrazellularer Konzentrationen von Ca?* unter dem Ein-
fluss von EPO zu untersuchen, wurden 3 Probenanséatze verwendet. Als Kont-
rollgruppe wurde eine hypoxische Kultur ohne Zugabe von EPO verwendet.
Eine Endkontrolle stellte eine mit EPO und Atropin behandelte Kultur dar. Es
wurden 16 reprasentative Messungen durchgefuhrt, von denen 2 in der unten

stehenden Grafik dargestellt sind.
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Abb. 15a: Darstellung intrazellularer Calcium Freisetzung von hMSC, ausgeldst durch
ACh unter hypoxischen Bedingungen und unter Zugabe von EPO

Fura-2- beladene hMSC, die mit EPO behandelt wurden und hypoxischen Umgebungsbedin-
gungen kultiviert worden waren, wurden mit ACh (10 um fur 30 Sekunden) konfrontiert, wah-
rend man die intrazellularen Calcium Freisetzung darstellte ( F/F, (a-c) ist das Verhéltnis der
Fura-2-Fluoresszenz bei 353 und 390 nm). Die Mehrzahl der Zellen (hier sind 2 von 16 repré-
sentativen Messung dargestellt, wobei jede Farbe das Calcium Signal einer einzelnen Zelle
darstellt), die unter Hypoxie mit EPO konfrontiert worden waren, reagierte auf ACh mit einem
Anstieg ihres intrazellularen Calcium Spiegels.

(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing

group)
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a) nach Behandlung mit EPO und Acetylcholin

Acetylcholin ist dafiir bekannt, durch Aktivierung von muskarinergen Rezepto-
ren die intrazellularen Ca?*-Einstréme zu fordern.

Hypoxische Kulturen von hMSC unter Zugabe von EPO reagierten ebenfalls
nach einer zusatzlichen Gabe von 10 uM ACh fur 30 Sekunden mit einem deut-
lichen intrazellularen Ca** Anstieg (Abb. 15a). Der Anstieg zeigte sich deutlich
nach 150 Sekunden.

b) bei der hypoxischen Kontrollgruppe

Trotz einer zweimaligen 30 Sekunden dauernden Applikation von jeweils 10 uM
ACh nach 100 sowie 250 Sekunden, konnte keine relevante intrazellulére Ca?*-
Steigerung bei den hypoxischen Kontrollkulturen gefunden werden (vgl. Abb.
15b). Insgesamt zeigten die hypoxischen Kulturen niedrigere Ausgangswerte
fur intrazellulares Ca®" als die mit EPO behandelten Kulturen (vgl. Abb. 15a und
Abb. 15b).

¢) Nach Atropin-Gabe

Atropin hemmt muskarinerge Rezeptoren. Nachdem die mit EPO behandelten
hypoxischen Kulturen nach 100 Sekunden mit 500 nM Atropin behandelt wur-
den, zeigte sich nach Gabe von ACh (nach weiteren 100 Sekunden) kein An-
stieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration (vgl. Abb. 15c). Ein vergleichbarer
Peak wie bei den lediglich mit EPO behandelten Zellen ohne Zugabe von Atro-

pin konnte nicht gefunden werden (vgl. Abb. 15a und Abb. 15c).
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b hypoxic control
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Abb. 15 b-d: Darstellung intrazellularer Calcium Freisetzung von hMSC, ausgeltst durch
ACh unter hypoxischen Bedingungen und unter Zugabe von EPO
¢) mit EPO behandelt b) hypoxische Kontrollkultur d) Vergleich der ca* Freisetzung nach Zu-
gabe von ACh und Atropin.
Fura-2- beladene hMSC unter hypoxischen Umgebungsbedingungen, die mit EPO behandelt
worden waren, wurden mit ACh (10um fir 30 Sekunden) konfrontiert, wahrend man die intrazel-
luldaren Calcium Freisetzung darstellte ( F/F, (a-c) ist das Verhaltnis der Fura-2-Fluoresszenz
bei 353 und 390 nm). Die MSC der Kontrollkulturen unter Hypoxie zeigten eine verminderte
Funktionalitat ihrer muskarinergen Rezeptoren, was sich nach Konfrontation mit ACh in einer
gleichbleibenden intrazellularen Calcium-Freisetzung darstellte (b). Bei Kontrollexperimenten
wurde Atropin verwendet, um die muskarinergen Rezeptoren der mit EPO behandelten Zellen
zu blockieren (c). Vergleicht man die jeweiligen Konzentrationen des intrazellularen Calciums,
so zeigt sich eine hohere intrazellulare Calcium Konzentration nach Stimulation mit ACh bei den
mit EPO behandelten Zellen im Vergleich zu den hypoxischen Kulturen oder den mit Atropin
behandelten Kulturen. (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-
1614, © nature publishing group)
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d) Direktvergleich der einzelnen Ca?"-Konzentrationen

Vergleicht man die erhaltenen Daten miteinander, so erkennt man sehr deutlich,
dass es vor allem bei Kulturen unter der Zugabe von EPO zu einem starken
Anstieg der Intrazellularen Ca®*-Konzentrationen kommt. Der Wert ist fast 3-
fach so grol3 wie derjenige der hypoxischen Kontrollkultur (vgl. Abb. 15d, H
+EPO mit H). Unter hypoxischen Bedingungen alleine steigt die intrazellulare
Ca®*-Konzentration nicht an (vgl. Abb. 15d, hypoxia mit hypoxia +EPO). Offen-
bar ist EPO, aufgrund der Blockade der muskarinergen Rezeptoren mit Atropin,
nicht in der Lage die intrazelluldre Ca**-Konzentration, zu steigern (vgl. Abb.

15d, hypoxia +EPO +Atropin mit hypoxia und mit hypoxia +EPO).

4.7 Interleukin Freisetzung der Kokultur von mMSC mit APPsw-PC12 Zel-
len

APPsw-PC12 Zellen sind durch eine Mutation im humanen Amyloid-Vorlaufer-
protein (APPsw) vermehrt in der Lage, Abeta zu produzieren [82]. Durch eine
Kokultivierung mit diesen Zellen werden Alzheimer-ahnliche Umgebungsbedin-
gungen geschaffen. Aus allen gemessenen inflammatorischen Zytokinen zeig-
ten nur das Interleukin 6 (IL-6) sowie der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierende-Faktor (GM-CSF) messbare Werte, die Konzentrationen anderer
Zytokine ( IL-13, IL-2,IL-4,IL-5, IL-10, IL-12 ( p70), IFNy und TNFa) befanden
sich weit unter der Nachweisgrenze (<5pg/ml). Die Monokulturen der mMSC

wurden dabei jeweils als Kontrollproben verwendet.
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4.7.1 Die Wirkung von EPO auf die Produktion des Interleukin 6 (IL-6)

a) bei murinen MSC (mMMSC)

Eine Gabe von EPO wirkte sich nicht auf die IL-6 Freisetzung in Monokulturen
von hMSC aus (vgl. Abb. 16, MSC +EPO mit MSC).
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Abb. 16: Analyse der IL6-Freisetzung in das Zellkulturmedium von Kokulturen von
APPsw-PC12 Zellen mit mMSC (MSC +APPsw-PC12) im Vergleich zu Monokulturen (MSC
oder APPsw-PC12) (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-
1614, © nature publishing group)

b) bei APPsw-PC 12 Zellen von Ratten

Eine Monokultur der APPsw-PC 12 Zellen zeichnete sich im Vergleich zur
MSC-Monokultur durch eine geringe Freisetzung von IL-6 aus (vgl. Abb. 16,
APPsw-PC12). Dieses Verhéltnis &nderte sich auch nicht nach einer Inkubation
der Zellen mit EPO (vgl. Abb. 16, APPsw-PC12 +EPO mit APPsw-PC12). Hin-
sichtlich der Kontrollkulturen (MSC) fand sich bei beiden Ansatzen mit APPsw-
PC 12 eine um ca. 25 pg/ml verminderte Freisetzung von IL-6 (vgl. Abb. 16,
APPsw-PC12 mit MSC und APPsw-PC12 +EPO mit MSC).
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¢) bei der Kokultivierung von MSC und APPsw-PC 12 Zellen

Bei der Kokultur der beiden Zellarten, zeigte sich, hinsichtlich der Kontrollkultur
(MSC), eine 3-fach vermehrte IL-6-Freisetzung (vgl. Abb. 16, MSC +APPsw-
PC12 mit MSC). Betrachtet man die APPsw-PC 12-Monokultur als Kontrolle, so
liegt die Kokultur mit 90 pg/ml weit dartber (vgl. Abb., 19, MSC +APPsw-PC12
mit APPsw-PC12).

Eine zusatzliche Gabe von EPO fihrte zu einer reduzierteren IL-6-Produktion
um ca. 20 pg/ml (vgl. Abb. 16, MSC +EPO +APPsw-PC12 mit MSC +APPsw-
PC12). Hinsichtlich der Kontrollkultur liegt die IL-6-Freisetzung dieses Ansatzes
jedoch noch immer um ca. 35 pg/ml héher (vgl. Abb. 16, MSC +EPO +APPsw-
PC12 mit MSC).

Vergleicht man mit diesem Ansatz noch die APPsw-PC 12-Monokulturen (je-
weils mit und ohne Zugabe von EPO), findet sich eine um 60 pg/ml erniedrigte
IL-6-Produktion (vgl. Abb. 16, MSC +EPO +APPsw-PC12 mit APPsw-PC12 und
mit APPsw-PC12 +EPO).
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4.7.2 Einfluss der EPO Exposition auf die Produktion des Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierende-Faktors (GM-CSF)

a) bei murinen MSC (mMMSC)

Bei den Monokulturen der mMSC liegt die Freisetzung des GM-CSF bei ca.
6 pg/ml (Abb. 17, MSC). Durch eine Zugabe von EPO wurde die GM-CSF-
Produktion nicht beeinflusst (vgl. Abb. 17, MSC +EPO mit MSC).
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Abb. 17: Analyse der GM-CSF-Freisetzung nach einer Kokultivierung von APPsw-PC12-
Zellen mit murinen mMSC im Vergleich zu Monokulturen von mMSC und APPsw-PC 12
(Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature publishing

group)
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b) bei APPsw-PC 12 Zellen aus der Ratte

Im Vergleich mit Monokulturen von mMSC fand sich bei den Monokulturen der
APPsw-PC- 2 Zellen eine noch geringere Freisetzung des GM-CSF (vgl. Abb.
17, APPsw-PC12 mit mMSC). Durch eine zuséatzliche Gabe von EPO konnte
diese ebenfalls nicht verandert werden (vgl. Abb. 17, APPsw-PC12+EPO mit
APPsw-PC12).

c) bei der Kokultivierung von MSC- und APPsw-PC 12-Zellen

Betrachtet man die Kokulturen der beiden Zellarten, so zeigt sich im Vergleich
zur mMSC Kontrollkultur keine Veranderung bei der GM-CSF Freisetzung (vgl.
Abb. 17, APPsw-PC12 +MSC mit MSC). Da eine Produktion des GM-CSF
durch Zellen einer Monokultur von APPsw-PC 12 kaum messbar ist, findet man
hier hinsichtlich der Kokulturen eine Differenz von ca. 6-6,5 pg/ml im Vergleich
zur Monokultur von APPsw-PC 12 (vgl. Abb. 17, APPsw-PC12 +MSC mit
APPsw-PC12). Eine zusatzliche Gabe von EPO fuhrte nicht zu signifikanten
Veréanderungen in der GM-CSF Freisetzung (vgl. Abb. 17, APPsw-PC12 +MSC
+EPO mit APPsw-PC12 +MSC).

In Anbetracht der normoxischen Kultur unter Zugabe von EPO zeigt sich im
Vergleich bei diesem Ansatz keine Anderung in der GM-CSF-Freisetzung (vgl.
Abb. 17, APPsw-PC12 +MSC +EPO mit MSC +EPO). Da die vergleichbare Kul-
tur der APPsw-PC 12-Zellen unter Gabe von EPO eine minime Freisetzung an
GM-CSF zeigt, findet sich hier eine Differenz von ungefahr 9 pg/ml (vgl. Abb.
17, APPsw-PC12 +MSC +EPO mit APPsw-PC12 +EPO).

74



Ergebnisse

4.8 Analyse der Abetal-42-Produktion mittels ELISA

a) bei APPsw-PC 12-Zellen

Spitzenwerte bei der Abeta Produktion zeigten sich bei den Monokulturen der
APPsw-PC 12-Zellen. Werte von bis zu 23 pg/ml wurden erreicht (Abb. 18,
APPsw-PC12). Eine Zugabe von EPO fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion
des Abeta (vgl. Abb. 18, APPsw-PC12 +EPO mit APPsw-PC12).

b) bei der Kokultivierung von mMSC- und APPsw-PC 12-Zellen

Die Kokulturen der beiden Zellarten, verglichen mit der Monokultur der APPsw-
PC 12 Zellen, fuhrten zu einer um ca.10 pg/ml verminderten Abeta-Produktion
(vgl. Abb. 18, APPsw-PC12 +MSC mit APPsw-PC12). Versetzte man den An-
satz mit EPO, so reduzierte sich die Abeta-Produktion auf 7 pg/ml und erreichte
somit den niedrigsten Wert (vgl. Abb. 18, APPsw-PC12 +MSC +EPOQ). Die Dif-
ferenz zur Monokultur der APPsw-PC 12-Zellen betrug 16 pg/ml (vgl. Abb. 18,
APPsw-PC12 +MSC +EPO mit APPsw-PC12), zur Monokultur unter Zugabe
von EPO ca. 6 pg/ml (vgl. Abb. 18, APPsw-PC12 +MSC +EPO mit APPsw-
PC12 +EPO) und zur Kokultur der beiden Zellarten ebenfalls ca. 6pg/ml (vgl.
Abb. 18, APPsw-PC12 +MSC +EPO mit APPsw-PC12 +MSC).
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Abb. 18: ELISA-Messung von Abeta ;4, im Zellkulturiiberstand nach einer Kokultivierung
von APPsw-PC12-Zellen mit mMSC im Vergleich zu Monokulturen (APPsw-PC 12 und
mMSC) (Quelle: Danielyan et al. 2009, Cell death and differentiation 16: 1599-1614, © nature
publishing group)
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5. Diskussion

Die Frage, die zu den durchgefuihrten Untersuchungen fuhrte, war, ob und wie
die Gabe von EPO die Differenzierung, die Funktionalitat und das Uberleben
humaner MSC bei toxischen Umgebungsbedingungen am Beispiel der Hypoxie,
Glutamat und Abeta-Exposition, wie sie bei neurodegenerativen Erkrankungen

vorgefunden werden, beeinflusst.

1.) In Bezug auf die Frage, ob EPO in der Lage ist MSC vor schadigenden No-
xen wie z. B. Glutamat, Hypoxie und erhdhten Abeta-Konzentrationen zu schut-
zen, wurden die MSC Glutamat exponiert, um so toxische Umgebungsbedin-
gungen zu erreichen. Das Mal} des Zelluntergangs wurde anhand der LDH-
Freisetzung mit und ohne EPO Zugabe evaluiert. Die Apoptoserate der Zellen
wurde jeweils Uber eine TUNEL Féarbung quantifiziert. Hierbei wurde unter an-
derem eine Verminderung der GFAP-positiven Populationen unter hypoxischen
Bedingungen und EPO-Gabe festgestellt. Diese Verminderung lasst sich nicht
alleine durch die Verstarkung des Zelltods erklaren, denn:
e EPO wurde eine schitzende Funktion hinsichtlich Zelltod und/oder einer
durch Glu verursachten Toxizitat zugewiesen [84].
e Eine Abnahme der im Zelltod befindlichen Zellen konnte durch eine Féar-
bung mittels TUNEL quantifiziert werden (Abb. 7). Dies wurde auch bei in

vivo-Untersuchungen zu EPO im ZNS von Sola et al. gezeigt [85].

Die grof3e Bedeutung fiir die In-vivo-Implantation von in-vitro-kultivierten und
differenzierten MSC und deren Fahigkeit, ihre Differenzierung und Funktion un-
ter hypoxischen Umgebungsbedingungen aufrecht zu erhalten (wie sie in neu-
rodegenerativen Erkrankungen vorherrschen), wird umso deutlicher, wenn man
die unterschiedlichen organspezifischen Sauerstoffpartialdricke (PO,, Tabelle
11) miteinander vergleicht. Hier wird klar, dass Hirngewebe ein hypoxisches
Milieu fur MSC darstellen kann. Dies spielt fir experimentelle Ansatze mit dem

Versuch einer MSC Applikation in das ZNS von Versuchstieren eine entschei-
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dende Rolle (vgl. Sauerstoffpartialdruck im Knochenmark mit Hirngewebe in
Tabelle 11).

Kompartiment Sauerstoffpartialdruck
(Referenzwerte)

Trockene atmosphéarische Luft 159 mmHg

Alveolare Luft 100 mmHg

Arterielles Blut 95 mmHg

Kapillares Blut 45 mmHg

Knochenmark 55 mmHg

Hirngewebe (7-12 mm unterhalb der Dura mater) 33 mmHg

Hirngewebe (12-17 mm unterhalb der Dura mater) | 33 mmHg

Hirngewebe (17-22 mm unterhalb der Dura mater) | 26 mmHg

Hirngewebe (22-27 mm unterhalb der Dura mater) | 24 mmHg

Tabelle 11: Sauerstoffpartialdriicke in verschiedenen Kompartimenten

Der Sauerstoffpartialdruck ist ein wichtiger Regulator der EPO- Freisetzung im
Organismus und wird dartuiber auch reguliert [86].

Der PO, variiert stark zwischen den einzelnen Kompartimenten im Korper, wo-
bei er zum Beispiel [87] im Knochenmark 1,6- bis 2,3-fach héher als im ZNS
liegt (Tabelle 11).

Der niedrige Sauerstoffpartialdruck scheint auch ursachlich dafiir zu sein, dass
MSC der Knochenmarksnische sich keiner neurogenen Differenzierung unter-
ziehen, obwohl auch sie EPO ausgesetzt sind. Offenbar ist dieser niedrige
Druck hier wichtig fur den Erhalt ihrer multipotenten Fahigkeiten und gleichzeitig
werden die Zellen daran gehindert, massiv zu proliferieren [88, 89]. Indessen
scheint es jedoch, dass die Fahigkeit des relativ niedrigen Sauerstoffpartialdru-
ckes im Hirn (verglichen mit dem PO, des Knochenmarkes) sich nicht nur da-
rauf beschrankt, die neurogene Differenzierung zu fordern, gleichzeitig scheint
er auch die protektiven Fahigkeiten der MSC sowie ihre Uberlebensfahigkeit zu

senken.
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Dieser negative Einfluss des niedrigen PO,s im Hirn auf das Uberleben und die
Funktionalitat der MSC kann durch die invasive chirurgische Transplantation
oder neurodegenerative Erkrankungen noch mehr verstarkt werden, wenn sie
durch eine Hypoxie, z. B. durch eine Minderperfusion des Gehirnes, begleitet
werden [90].

2.) Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Arbeitshypothese war die Rolle von
EPO bei der Proliferation und Differenzierung in Neuronen-ahnliche cholinerge
Zellen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen zu klaren. Bezuglich
dieser Hypothese wurden, wie oben beschrieben, hMSC kultiviert und dann
Uber immunhistochemische und proteinbiochemische Verfahren Marker der
neuronalen Differenzierung nachgewiesen. Betrachtet man das ausgewertete
Datenmaterial, so zeigt sich, dass

e EPO in der Lage ist, eine neurogene Differenzierung von hMSC zu indu-

zieren,
¢ diese Differenzierung unter hypoxischen Umgebungsbedingungen sogar

noch forciert werden kann.

Diese Ergebnisse wurden durch einen signifikanten Anstieg der spezifischen
Neuronen-ahnlichen Marker experimentell dargestellt. Hierzu z&hlten
e die Expression von 3-Tubulin Ill, NeuN, sowie ChAT,
e eine verstarkte Auspragung von muskarinergen Rezeptoren (M1R-M3R)
unter hypoxischen Bedingungen nach einer zusatzlichen Stimulation mit
EPO
e sowie ein Anstieg von Synaptophysin als spezifisches Molekdl fir die

Neuronen-ahnliche Transmitteribertragung.

Offenbar kann dieses ,Zusammenspiel“ von EPO und Hypoxie, welches zu ei-
ner gesteigerten Auspragung der neuronalen (Beta-Tubulin-lll, NeuN, ChAT),
der muskarinergen (M1-, M2- und M3 Rezeptoren) und funktionellen Marker
(GLAST, Neprilysin) fiuhrt, auch auf eine gesteigerte EPOR-Expression von

MSC unter hypoxischen Bedingungen zurtickgefiihrt werden. Ahnlich wie bei
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Zwezdaryk et al. [91], fand bei unseren Untersuchungen eine durch Hypoxie
induzierte Hochregulation des EPOR statt (Abb. 5). Der Effekt von EPO auf das
Uberleben der Zellen unter neurotoxischen Bedingungen ist auf die Hochregula-
tion des EPOR unter diesen Bedingungen (Hypoxie etc.) zurtickzufihren
[92,93]. Gleichzeitig scheint dieser Mechanismus die Differenzierung in
gliadhnliche Zellen zu verhindern.

Interessanterweise zeigte sich bei unseren Untersuchungen zu EPO sogar eine
gesteigerte Expression von Ach, ChAT, und den zugehdrigen muskarinergen
Rezeptoren (siehe Abb. 10 — Abb. 15) unter hypoxischen Bedingungen.
Muskarinerge Rezeptoren reagieren auf Acetylcholin (Ach) mit einem intrazellu-
laren Ca®*-Anstieg (Abb. 15). Diese Tatsache scheint unter hypoxischen Bedin-
gungen durch EPO positiv beeinflusst zu werden: Die Kontrollgruppe von
hMSC, die langere Zeit (48h) unter hypoxischen Bedingungen ohne EPO Kkulti-
viert wurde, reagierte auf Ach nicht mit einem intrazellularen Ca?*-Anstieg. Die
Versuchsgruppe der unter hypoxischen Bedingungen mit EPO kokultivierten
hMSC zeigte unter Anwesenheit des muskarinergen Rezeptor-Agonisten Ach
iiberwiegend einen transienten intrazellularen Ca®*-Anstieg (Abb. 15).

Die Expression von funktionellen M2-Rezeptoren unter normoxischen Bedin-
gungen wurde unter anderem von Hoogduijn et al. beschrieben [94, 95]. AulRer
der mRNA von M2-Rezeptor wurde jedoch keine weitere mRNA anderer mus-
karinergen Rezeptortypen (M1, M3-M5) nachgewiesen.

Bei unseren Untersuchungen zeigten sich bei mit EPO behandelten hMSC un-
ter normoxischen und hypoxischen Kulturbedingungen eine gesteigerte Produk-
tion der mRNA von M1- bis M3-Rezeptoren (Abb. 10 — Abb. 14).

Eine der Funktionen von M1-, M3- und M5-Rezeptoren ist die Regulation intra-
zellularer Ca**-Spiegel tber die Aktivierung der Phospholipase C [96]. Diese
wiederum fordert die Freisetzung des Inositol-1,4,5-triphosphates (IP3). Infol-
gedessen wird dann Ca** aus intrazellularen Speichern in das Zytosol freige-
setzt.

M2- und M4-Rezeptoren sind primar dafir bekannt, die Adenylatcyclase-Aktivi-

tat zu hemmen und die Konzentrationen von cAMP zu reduzieren. Zuséatzlich
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zeigte sich, dass sie bei einigen Zellarten auch einen stimulatorischen Effekt auf
die Phospholipase C haben [97].

In unseren Untersuchungen fand sich ein flichtiger Anstieg des intrazellularen
Ca?* bei den EPO-behandelten hMSC als Antwort auf Ach. Dies wird sehr
wahrscheinlich durch die Aktivierung der M1- und M3-Rezeptoren, mit darauf-
folgender Aktivierung der Phospholipase C und einer Freisetzung von IP3 ver-
ursacht [96].

Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren spielen bei der kognitiven Funktion eine
wichtige Rolle. Vor allem der so genannte M1-Rezeptor hat als einer der Subty-
pen Einfluss auf das Bewusstsein, die Aufmerksamkeit und sensorische Pro-
zesse [98]. Bei der Entstehung der Alzheimer Demenz scheint die Beeintrachti-
gung dieses Rezeptors eine wesentliche Rolle zu spielen [99]. Offenbar sind
diese Rezeptoren nicht nur in der Lage, Einfluss auf die Produktion des Tau-
Proteins, sondern auch auf die Entstehung von Amyloid auszutiben [100].

3.) Die dritte Arbeitshypothese untersuchte den Einfluss von EPO auf die Diffe-
renzierung von MSC unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen.

In diesem Zusammenhang konnten wir bei der Kultivierung und Differenzierung
der hMSC zeigen, dass sie offenbar auch in der Lage sind, Glutamat Syntheta-
se (GS) zu produzieren. Nach Gabe von EPO scheint diese Produktion gestei-
gert zu werden (Abb. 4). EPO ist demnach in der Lage komplexe Zellsysteme
zu kontrollieren und damit ein antitoxisches Milieu zu generieren.

Im zentralen Nervensystem wird GS hauptsachlich durch Astrozyten exprimiert
[101-116]. Es ist eines der wichtigsten Enzyme des Glutamin-Glutamat Zyklus.
Dieser sichert durch die Verminderung von extrazellularen Glutamatkonzentra-
tionen das Uberleben der Neuronen. GS wandelt hierbei das fur die Neuronen
toxische Glutamat in Glutamin um [117].

Unter pathologischen Bedingungen wie z. B. Ischamie und AD hingegen produ-
zieren die Astrozyten deutlich geringere Konzentrationen von GS. Neurone hin-
gegen beginnen erst unter pathologischen Bedingungen GS zu synthetisieren
[118].
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Im Vergleich zu den normoxischen Kontrollgruppen waren die Zellen der hypo-
xischen Kulturen nicht in der Lage, auf 1 mM Glu mit einem Anstieg der GS-
Funktion zu reagieren (Abb. 4). Dies kann als Ausdruck ihrer Unfahigkeit gewer-
tet werden, unter gleichzeitiger Konfrontation mit Hypoxie und Glutamat ihre
Fahigkeit Glutamat zu metabolisieren, zu erhalten und damit zu Uberleben.
Mesenchymale Stammzellen sind in der Lage, In-vitro-GS und die Glutamat-
Transporter GLAST und GLT-1 zu exprimieren [119], was darauf hinweist, dass
sie die Glutamat-metabolisierenden Funktionen von Astrozyten Ubernehmen
kénnen. Jedoch sind MSC unter hypoxischen Bedingungen nicht in der Lage
trotz steigender Glutamat-Konzentrationen, ihre GS-Aktivitat zu erhdhen (Abb.
4d). Die neuroprotektive Eigenschaft von EPO aufert sich unter anderem in
einem Anstieg der GS-Aktivitat und der GLAST-Expression. Dadurch wird die
unter hypoxischen Bedingungen verminderte Glu-Metabolisierung verbessert
und der Glu-induzierte Zelltod verhindert.

4.) Um die Arbeitshypothese zu untersuchen, inwieweit EPO unter hypoxischen
Bedingungen ein neuroprotektives Milieu schaffen kann, wurde untersucht,
e o0b EPO eine Steigerung der Expression funktioneller neuroprotektiver
Proteine wie zum Beispiel GLAST und GS bewirkt
und/oder
e ob EPO die Konzentration von inflammatorischen Zytokinen oder toxi-

schen Molekilen wie Abeta reduzieren kann.

GLAST hat im Rahmen der Glutamataufnahme eine wichtige Funktion als Glu-
tamattransporter [120-123]. GLAST st typisch fur Astrozyten [124]. Unter regu-
larer neurotoxischen Bedingung ist die Glutamataufnahme der Neurone/Astro-
zyten durch die hypoxische Umgebungsbedingungen vermindert. Im Gegenteil,
es wird sogar noch ein UbermaR an Glutamat freigesetzt [125]. Durch einen
extrazellularen Glutamatanstieg werden neurotoxische Bedingungen weiter er-
hoht, was zu vermehrtem neuronalem Zelluntergang im ZNS fuhrt [126, 127].

Dies wurde in unseren Untersuchungen durch die EPO-Exposition und damit
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verbundene Expression von GLAST und GS verhindert und zeigt die essentielle

Rolle einer EPO-Exposition.

5.) Um einen funktionellen und Klinischen Nutzen, bzw. die genauere Wir-
kungsweise der Neuroprotektion festzustellen wurden Untersuchungen an Abe-
ta produzierenden Zellen durchgeftihrt, um die genauere Wirkungsweise in Be-
zug auf Neurodegeneration und Alzheimer’sche Erkrankung zu evaluieren.

Die Alzheimer’sche Krankheit ist eine der fihrenden Ursachen einer Demenz.
Mehr als ein Drittel der Gber 85-Jahrigen sind davon betroffen [128]. Sie ist un-
ter anderem gekennzeichnet durch den progredienten Verlust der geistigen Fa-
higkeiten, einer Reduktion der Ach- sowie der ChAT-Produktion vor allem im
Hippocampus [129-132] und einem Verlust der cholinergen Innervation im ZNS
beim Patienten [133-136]. Muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren spielen eine
essentielle Rolle bei verschiedenen Denkprozessen.

Charakteristische Veranderungen umfassen eine Ansammlung von neurofibril-
laren Bundeln, gebildet aus dem Tau-Protein, sowie eine tUberhéhte Produktion
des Amyloid-Beta-Proteins (Abeta). Auch die Beteiligung von hypoxischen Um-
gebungsbedingungen bei der Entstehung der Alzheimer’'schen Krankheit wird in
letzter Zeit immer wieder diskutiert [137-139]. Man geht inzwischen sogar davon
aus, dass Alzheimer eine toxische Folge einer ehemals hypoxischen Erkran-
kung sein kénnte [94]. Hypoxische Umgebungsbedingungen scheinen offenbar
nicht nur die Produktion des Amyloid-Vorlauferproteins, sondern eben auch die
Exprimierung von APP und den spaltenden Enzymen zu fordern [140], was
dann letztlich zum Voranschreiten der Krankheit fuhrt.

Doch nicht nur die hypoxischen Umgebungsbedingungen, sondern auch eine
Dysfunktion cholinergen Rezeptoren des ZNS scheinen bei der Akkumulation
des Abeta bei AD mit beteiligt zu sein [141].

Entscheidend fir eine auf Zelltherapie basierende Behandlung der Alzhei-
mer’'schen Krankheit, werden kunftig nicht nur Strategien sein, die aus dem Er-
satz von beschadigten Neuronen bestehen, sondern auch die Neubildung oder
ein Erhalt von cholinergen Zellen wird ein wichtiger Aspekt bei der Behandlung

der Alzheimer Erkrankung sein. Letztlich wird es Uber diesen Weg zu einer Ver-
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besserung der cholinergen Signaltransduktion kommen, welcher im Umkehr-
schluss eine Ablagerung des 3-Amyloids und Tau-Proteins verhindern konnte.

6.) Der mdgliche Einsatz von hMSC als Zelltherapeutika bei neurodegenerati-
ven Erkrankungen fuhrt zu der Frage, ob diese, einmal in das ZNS transplan-
tiert, in der Lage sind, den toxischen Effekten von Abeta, Hypoxie etc. entge-
genzuwirken.

Zur Klarung der Frage, ob EPO hierbei zusatzlich einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Abeta-vermittelte Neurotoxizitat haben konnte, wurden weiterfuh-

rende Untersuchungen an Abeta produzierenden Zelllinien durchgefuhrt.

Die Phaochromozytom-Zelllinie APPsw-PC12 wurde so modifiziert, dass sie in
der Lage, war Abeta 1-40 und Abeta 1-42 zu produzieren [142]. Die Kokultivie-
rung von mMSC zusammen mit APPsw-PC12-Zellen zeigte eine vermehrte
Produktion von IL-6 (Abb. 16).
Der toxische Effekt von Abeta auf Neurone wird unter anderem in Rattenmodel-
len zur Alzheimer-Erkrankung in vitro durch vermehrten neuronalen Zellunter-
gang [143] und eine Entzindungsreaktion [144] gemessen.
In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
e die Freisetzung von IL-6 durch mMSC, als Reaktion auf die vermehrte
Ausschittung von Abeta der APPsw-PC12 Zellen, durch die Gabe von
EPO signifikant reduziert wird (Abb. 16).
e eine EPO-Exposition bei Monokulturen von APPswPC-12-Zellen von
Ratten eine komplette Abwesenheit aller gemessenen inflammatorischen

Zytokinen im Zellkulturtiberstand (Abb. 16) erreichen kann.

Dass die Behandlung mit EPO auch in anderen Krankheitsmodellen und organ-
spezifischen Zellen und Geweben zu einem Abfall der IL-6-Produktion fahrt,
wurde bereits mehrfach festgestellt [145-148].

Weitere mdgliche Mechanismen, wie eine EPO-Exposition von MSC eine Abe-
ta-Toxizitat mildern kénnen, bestehen in

e einer verminderten Ausschittung von GM-CSF [144, 149],
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e einer Aufnahme des Abetas;.4» durch die MSC (Abb. 17),

e eine vermehrte Produktion von Neprilysin.

Neprilysin baut im ZNS toxisches Abeta ab [150, 151]. Unter pathologischen
Bedingungen, wie z. B. bei der Alzheimer'schen Krankheit, wird Neprilysin an
Orten hoher Plaquedichte und Abeta-Bildung vermindert produziert [152, 153].
Offenbar hangt die Produktion des Neprilysins auch unmittelbar mit der

Whnt-Signalkaskade zusammen, da durch die Gabe von CRD Fzd7 die Produk-
tion von Neprilysin sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie gehemmt
wird (Abb. 9). Zusammengefasst kann die Applikation bzw. Exposition von EPO
Uber verschiedene Mechanismen eine Reduktion der freien Abeta-Konzen-
tration bewirken bzw. dessen Auswirkung mildern und deshalb als therapeuti-

sches Target bei der Alzheimer-Krankheit Verwendung finden.

7.) Zuséatzlich zum protektiven Effekt gegeniiber Abeta und Neurotoxizitat stellte
sich die Frage, ob eine Applikation von EPO und hMSC nicht nur neuroprotektiv
wirken kann, sondern ob eine Differenzierung in cholinerge Neuronen unter
EPO-Einfluss und entsprechenden Umgebungsbedingungen auch ein Ersetzen
degenerierter Neuronen vermitteln kénnte.
Hinsichtlich dieser Frage scheint es interessant, welche Mechanismen auf die
Induktion sowie auf die Aufrechterhaltung des Neuronen-ahnlichen Phanotyps
von MSC einen Einfluss haben. Wir untersuchten einerseits, ob EPO
e die Produktion von Wachstumsfaktoren, wie z. B.: NGF (nerve growth
factor) und/oder LIF (Leuk&mie-inhibierender Faktor), fordert, welche
bekannterweise die Neuronen-ahnliche Differenzierung von Stammzellen
unterschiedlichsten Ursprungs induzieren [154, 155],
und/oder andererseits
e Signalwege aktiviert, die sowohl Wachstum als auch Differenzierung von
Zellen beeinflussen. Ein Bespiel hierfur ist die Wnt-Signalkaskade [156-
158].
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Hierflr untersuchten wir hMSC unter hypoxischen und normoxischen Bedin-
gungen unter Kokultivierung mit EPO. Bei den mit EPO behandelten hMSC,
fand sich sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen
keine Veranderung in der Produktion des NGF (Abb. 10 — Abb. 14). Im Gegen-
teil zeigte sich die Produktion unter hypoxischen Bedingungen mit und ohne
Gabe von EPO im Vergleich zur Kontrollgruppe eher noch vermindert. Die Un-
tersuchungen von Mufson et al. und Bruno et al. [159, 160], zeigten, dass bei
Alzheimer Patienten eine gesteigerte Produktion des so genannten proNGF,
einer Vorstufe des Nervenwachstumsfaktor stattfindet. Parallel dazu fand man
dabei aber eine verminderte Produktion des NGF. Wahrend der Umwandlungs-
phase des Molekils entsteht aufgrund von fehlerhaften Zellablaufen kein End-
produkt (NGF).

LIF hingegen ist ein Mitglied der Interleukin-6-Familie [161]. Unter normalen
physiologischen Umgebungsbedingungen ist der endogene LIF-Spiegel relativ
niedrig, wird jedoch nach ,Verletzungen“ des ZNS wie z. B. Traumen oder
Ischamien massiv gesteigert [162-164]. Es zeigte sich, dass in ischamischem
Gewebe- und Zellkulturen, welche sowohl unter Sauerstoff als auch unter Glu-
kose Mangel litten, eine gesteigerte Produktion des Leukamie-inhibierenden
Faktors gefunden wurde [165]. Gerade unter solchen Umgebungsbedingungen,
die sich wiederum auch bei neurodegenerativen Erkrankungen finden, fuhrt die
erhéhte Konzentration des LIF zu einer forcierten Neurone-ahnlichen Differen-

zierung von MSC [166], vor allem unter hypoxischen Umgebungsbedingungen.

8.) In unseren Untersuchungen zur neuronalen Differenzierung der hMSC spielt
in der Literatur auch die Wnt-Signalkaskade eine essentielle Rolle, und zwar
durch den Aufbau und die Entwicklung von Synapsen [167, 168]. Eine Hypoxie
beeinflusst die Wnt-Signalkaskade negativ und reduziert die R-Catenin-
Aktivierung [169]. In letzter Zeit wird der Wnt-Signalkaskade eine immer starke-
re Rolle bei der Neurogenese zugesprochen [170]. Dies zeigt sich in einem
verminderten Regenerationspotential der gliaartigen Progenitorzellen und einer

vermehrten Phosphorylierung des Beta-Catenins [171].
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Danielyan et al. konnten 2009 zeigen, dass EPO sowohl unter normoxischen,
aber vor allem auch unter hypoxischen Bedingungen die Produktion des Wnt3a
bei hMSC (Abb. 9) férdert [172]. Wnt3a wird im ZNS hauptséachlich von hippo-
campalen Stamm- und Progenitorzellen produziert. Es scheint nicht nur bei der
postsynaptischen Differenzierung [70], sondern auch bei der Neurogenese im
Hippocampus und in der subventrikularen Zone als ein intrinsischer Faktor eine
grof3e Rolle zu spielen [71]. BekanntermalRen hemmt CRD-Fzd7 die Produktion
des Wnt3a und vermindert so die Aktivierung von Beta-Catenin [173]. Auch in
unseren Studien wurde durch Zugabe von CRDFzd7 die Aktivierung des Wnt
Signalweges durch EPO vollstandig verhindert (Abb. 9).

Bedenkt man, dass EPO auch die Expression und Funktionalitat des M1-Re-
zeptors hochreguliert, ware es also durchaus mdglich, dass eine Interaktion
zwischen den muskarinergen und Wnt Signalkaskaden letztlich dem neuropro-
tektiven Effekt durch die M1-Rezeptor-Aktivierung unterliegt, und zwar durch
eine Inhibierung der Glykogen-Synthase-Kinase-3b-Aktivitat und einer Konstan-
thaltung des zytoplasmatischen und nuklearen Beta-Catenin-Spiegels [174]. So
konnte die Stilllegung der Wnt-Signalkaskade durch die bestehende Abeta-
Toxizitat mittels EPO aufgehoben werden.

Zusatzlich hierzu verhindert der Wnt-Signalweg (vor allem Wnt3a) auch die os-
teogene Differenzierung der hMSC [175]. Dartber hinaus konnte gezeigt wer-
den, dass die durch EPO geftrderte Mehrbildung von ChAT, Neprilysin, GLAST
und LIF in den hMSC unter hypoxischen Bedingungen durch CRDFzd7 verhin-
dert wird (Abb. 9). Auch die Ach-Bildung der hMSC, induziert durch EPO unter
der Konfrontation mit Glu, fuhrte nach Gabe von CRD Fzd7 zu einer Reduktion
auf Werte im Bereich der Kontrollgruppen (Abb. 9).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass EPO den Phanotyp Neuro-
nen-ahnlich differenzierter hMSC stabilisieren kann, indem es die Produktion
des Wnt3A verstarkt. Auch die gesteigerte Uberlebensfahigkeit der mit EPO
behandelten hMSC unter Exposition mit Glutamat und/oder Hypoxie kénnte mit
der Wnt3a-Aktivitat zusammenhangen.

Der negative Effekt von CRDFzd7 auf die neuroprotektiven und antiapoptoti-

schen Effekte der EPO-Exposition konnte durch Quantifizierung von TUNEL-
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positiven hMSC verdeutlicht werden (Abb. 5 — Abb. 7). Eine 8-fach erhdhte An-
zahl an TUNEL-positiven Zellen nach Gabe von CRD Fzd7, mit oder ohne Zu-
gabe von EPO sowie unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen legt
jedoch auch einen EPO-unabhangigen Einfluss der Fzd7-Signalkaskade auf
das Uberleben der hMSC nahe.

9.) Insgesamt handelt es sich bei all unseren durchgefiihrten Experimenten um
In-vitro-Experimente, was eine differenzierte Diskussion der von uns veroffent-
lichten Ergebnisse erfordert, da eine generelle Ubertragbarkeit auf In-vivo-Situ-
ationen nicht moglich ist. Weitere Experimente, die eine Bestéatigung der Ergeb-
nisse am Tiermodell zeigen, sollten deswegen durchgefihrt werden. Hierbei
waren unter anderem Versuche an Tiermodellen der Alzheimer Erkrankung mit
verstarkter Abeta-Produktion hilfreich. So konnte inzwischen gezeigt werden,
dass aus Nabelschnurblut gewonnene humane MSC die kognitive Beeintréachti-
gung und die neuropathologischen Befunde in einem Mausmodel der Alzheimer
Erkrankung unter anderem durch eine Verminderung der Entziindungsreaktion
verbessern kdnnen [176]. Der genaue Mechanismus bleibt noch zu beleuchten.
Unter anderem ware es hier interessant zu untersuchen, ob eine cholinerge
Differenzierung der MSCs, wie sie unsere In-vitro-Untersuchungen zeigen, fur
das bessere neurologische Outcome verantwortlich sein kénnten, indem sie
Funktionen beeintrachtigter Neuronen tUbernehmen, oder ob die MSCs durch
Veranderung des Milieus die vorhandenen Neuronen vor einer Degeneration
bewahren und die cholinerge Transmission aufrecht erhalten.

Im ZNS dieser Tiere stellen sich dann im experimentellen Ansatz weitere
Schwierigkeiten, weil weder die Frage des Verabreichungsweges der MSC
noch der EPO-Exposition unter In-vitro-Bedingungen derzeit ausreichend unter-
sucht sind. Zur Administration von MSC zeigt sich in der Literatur, dass bei Ap-
plikation ein peripheres Pooling entsteht und die tatsachliche Menge, die das
ZNS erreicht deutlich geringer ausfallt als die Applikationsdosis, und damit das
therapeutische Potential begrenzt scheint, bzw. hohe Applikationsdosen erfor-
dert und damit ein hoheres Nebenwirkungspotential besitzt. Die direkte z. B.

hippocampale oder intraventrikulare chirurgische Implantation, wie sie in Tier-
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modellen durchgefihrt wird [177-179], bleibt in der humanen Anwendung frag-
lich. Eine transnasale Applikation wie von Danielyan et al. 2009 beschrieben
[180], kénnte hier einen deutlichen Vorteil erbringen, da das periphere Pooling
und die Blut-Hirn-Schranke besser umgangen werden. Beispielsweise konnten
Uber eine transnasale Applikation von MSC die klinischen Symptome sowie die
Expression von Entziindungsfaktoren bei einem Tiermodell der Parkinson-
Erkrankung reduziert werden [181]. Eine zuséatzliche Applikation von EPO kénn-
te in diesem Versuchsansatz weiteren Aufschluss tber das Zusammenspiel von
EPO und MSC unter neurotoxischen Bedingungen erbringen.

Weitere Daten zeigen, dass in Tiermodellen der Alzheimer-Erkrankung eine
intrazerebrale Transplantation von MSC die Amyloid-Beta-Ablagerungen, die
Abeta-Konzentration sowie die Hyperphosphorylierung [177, 179] des Tau-Pro-
teins reduziert. In unserer Arbeit konnten wir zeigen dass MSCs in vitro Abeta
aufnehmen kénnen. Ob dieser Mechanismus eine entscheidende Rolle spielt,
sollte in den besagten Tiermodellen néher beleuchtet werden.

Neben der Frage, wie die MSCs in das ZNS gelangen, um die von uns be-
schriebene protektive Wirkung zu entfalten, bleibt die Frage zu klaren, ob eine
zusétzliche EPO-Applikation, das Uberleben der MSC im In-vivo-Modell in glei-
cher Weise verbessern kann wie unsere In-vitro-Daten das zeigen konnten.
Hierfir missen weitere Untersuchungen am Tiermodell durchgefuhrt werden.
Bei einer zusatzlichen In-vivo-EPO-Applikation muss dann auch der zeitliche
Aspekt in den naheren Fokus gebracht werden, um einen optimalen Applikati-
onszeitpunkt zum Einsatz von EPO zu untersuchen. Entscheidend fur das
Uberleben und die therapeutische Wirkung der MSC kénnte neben dem genau-
en Zeitpunkt des MSC-Einsatzes im Krankheitsverlauf die Frage sein, ob eine
zusatzliche Kultivierung mit EPO vor der MSC-Transplantation/-Applikation oder
ein systemischer EPO-Einsatz nach MSC-Transplantation/-Applikation Vorteile
bringt. Hierbei sollte in weiteren Tierexperimenten geklart werden, ob MSC ihre
neuroprotektive Wirkung prophylaktisch und/oder therapeutisch entfalten kon-
nen.

In unseren Untersuchungen wurden klassische Signalkaskaden der Neurode-

generation und Differenzierung mit ihren Transmittern und Rezeptoren unter-
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sucht (z. B. Glutamattoxizitat), die in der Literatur h&ufig beschrieben sind. In
der Literatur gibt es aber vor allem Anhalt, dass eine Wirkung der MSC in vivo
maf3geblich durch die Modulation des Immunsystems und Aktivierung der
Mikrogliaaktivitat vermittelt wird [176, 179]. Es bleibt also zu zeigen, ob die von
uns untersuchten Kaskaden und Faktoren tatsachlich auch in vivo entscheidend
fur die beschriebene MSC und EPO Wirkung sind.

Zusammengefasst konnten wir in unserer Arbeit ,Survival, neuron-like differen-
tiation and functionality of mesenchymal stem cells in neurotoxic environment:
the critical role of erythropoietin® [172] eine entscheidende Rolle von EPO im
Uberleben, in der Funktionalitat und im protektiven Effekt von hMSC unter neu-
rotoxischen Bedingungen, wie z. B. Hypoxie, Glutamat- und Abeta-Exposition,
zeigen. Deshalb sollte in weiteren Untersuchungen gezeigt werden, ob bei The-
rapieansatzen mit MSC im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen eine
zusatzliche Applikation von EPO die Resistenz und das Uberleben der MSC
unter den vorbestehenden pathologischen Bedingungen férdern kann und ein

erhohtes therapeutisches Potential damit einhergeht.

90



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Erythropoietin (EPO) hat eine Schlusselrolle auf das Uberleben und die Funkti-
onalitdt von hMSC [171]. Unter neurotoxischen Bedingungen (bestehend aus
Hypoxie, Glutamat und Abeta Exposition), die charakteristisch flr einige neuro-
degenerative Erkrankungen sind, zeigt EPO ein protektives Potential, welches
die Differenzierung und das Uberleben von MSC begiinstigt.

Durch die zunehmende Erforschung der Pathomechanismen verschiedener
neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. Morbus Alzheimer (AD), Morbus
Parkinson (MP) oder zerebrale Ischamien und ihren therapeutischen Optionen,
konnte in jungerer Zeit auch eine Rolle fir hMSC in der Neuroprotektion her-
ausgearbeitet werden. In diesem Zusammenhang konnte eine essentielle Rolle
fur EPO als protektiver Einflussfaktor auf Differenzierung und Uberleben von
hMSC untersucht werden. EPO verstarkt die Uberlebensfahigkeit und die rege-
nerativen Mdglichkeiten von MSC unter pathologischen bzw. toxischen in-vitro

Bedingungen, wie z. B. Hypoxie oder Glutamat-Exposition.

Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass auch das Uberleben von spezifischen
neuronen-ahnlichen MSC vom cholinergem Phanotyp durch EPO verbessert
und forciert werden kann. Diese Ergebnisse konnten durch einen signifikanten
Anstieg der spezifischen neuronen-ahnlichen Marker (3-Tubulin Ill, NeuN,
ChAT, etc.) experimentell dargestellt werden.

Es konnte im Weiteren ein hohes neuroprotektives Potential von EPO festge-
stellt werden. Ein moglicher Mechanismus hierflr besteht aus einer erhéhten
Expression des Glutamattransporters (GLAST) und der Glutamat-Synthetase
(GS) sowie einer Reduktion der inflammatorischen Zytokine (IL-6, LIF etc.).
Durch den positiven Einfluss von EPO auf Glutamat Stoffwechselvorgange und
auf die MSC ist ein zukinftiges therapeutisches Potential in den naheren Fokus
geruckt. Die neu gewonnen Erkenntnisse konnten hierbei als vielversprechen-

des therapeutisches Ziel fur eine spatere klinische Anwendung dienen. EPO
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konnte kinftig vor allem bei neurodegenerativen Erkrankungen des ZNS thera-
peutischen Einsatz finden, die von einer Hypoxie sowie extremen Erhdhungen
der Glutamatkonzentration begleitet sind und zur Unterstiitzung von therapeu-
tisch transplantierten MSC dienen, indem es deren Uberleben und Differenzie-
rung positiv beeinflusst.

Der Erfolg einer Transplantation von mesenchymalen Stammzellen in degene-
riertes ZNS-Gewebe kann unter anderem durch folgende Faktoren beeinflusst

werden

a) hypoxische Bedingungen
b) Uberhohte extrazellulare Glutamat- und

c) schadliche Abeta-Konzentrationen.

Bei Betrachtung unterschiedlicher organspezifischer Sauerstoffpartialdricke
(PO,, Tabelle 11) zeigte sich, dass es fir einen therapeutischen Erfolg ent-
scheidend ist, ob bei der in-vivo Implantation von in-vitro kultivierten und diffe-
renzierten MSC die Fahigkeit zur Differenzierung, trotz hypoxischen Umge-
bungsbedingungen, erhalten bleibt. Hierbei kann die zusatzliche EPO-Exposi-

tion moglicherweise einen entscheidenden Vorteil erbringen.
Insgesamt bedarf es flr eine zunehmende klinische Anwendung noch weiterer

intensiver Forschung Uber das protektive Potential von EPO sowie die gegen-
seitige neuroprotektive Wechselwirkung von EPO und MSC.
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8. Anhang

8.1 Bilderverzeichnis

Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme adulter h(MSC von 5 verschiedenen

Spendern

Abb. 2: Expression von EPOR, Beta-Tubulin-IIl und GFAP unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen

Abb. 3: Einfluss von Hypoxie und EPO auf den Glutamat-metabolisierenden
Phanotyp der hMSC

Abb. 4: LDH Freisetzung und GS Aktivitat bei humanen MSC unter normoxi-

schen und hypoxischen Bedingungen und Gabe von Glutamat (G)

Abb. 5: Synaptophysin Expression bei humanen MSC unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen und Gabe von EPO

Abb. 6: Darstellung der Ach-Freisetzung in humanen MSC unter normoxischen

Bedingungen und Gabe von EPO

Abb. 7: Quantifizierung von TUNEL-positiven Zellen in hMSC

Abb. 8: Anzahl der Neu-N- und DAPI-positiven Zellen unter Normoxie und
Hypoxie und Quantifizierung der Gesamtzellzahl anhand der DAPI-positiven

Zellen pro cm?

Abb. 9: Western Blot Analyse des Wnt3a, Beta-Catenin, Neprilysin, LIF,
GLAST, sowie glialen (GFAP) und synaptischen (Synaptophysin) Markern.
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Abb. 10: Expression von M1 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von
EPO

Abb. 11: Expression von M2 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von
EPO

Abb. 12: Expression von M3 mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von
EPO

Abb. 13: Expression von NGF mRNA unter Normoxie, Hypoxie und Gabe von
EPO

Abb. 14: Expression von 3-Tubulin-1Il mMRNA unter Normoxie, Hypoxie und Ga-
be von EPO

Abb. 15 a-d: Darstellung intrazellularer Calcium Freisetzung von hMSC, ausge-

|6st durch ACh unter hypoxischen Bedingungen und unter Zugabe von EPO

Abb. 16: Analyse der IL6-Freisetzung in das Zellkulturmedium von Kokulturen
von APPsw-PC12-Zellen mit mMSC (MSC+ APPsw-PC12) im Vergleich zu Mo-
nokulturen (MSC oder APPsw-PC12)

Abb. 17: Analyse der GM-CSF-Freisetzung nach einer Kokultivierung von
APPsw-PC12-Zellen mit mMSC im Vergleich zu Monokulturen von mMSC und
APPsw-PC 12

Abb. 18: ELISA-Messung von Abeta ;.42 im Zellkulturiiberstand nach einer Ko-

kultivierung von APPsw-PC12-Zellen mit mMSC im Vergleich zu Monokulturen
(APPsw-PC 12 und mMSC)
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Tabelle 8: Verdinnung der Sekundarantikorper in PBS zur immunzytochemi-

schen Untersuchung

Tabelle 9: Verwendete Antikorper beim Western Blot

Tabelle 10: Densitometrische Untersuchung der durch Western Blot erfassten

Proteinmengen der hMSC
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