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ZIEL DER ARBEIT

FUr degenerative retinale Erkrankungen mit einem progredienten Verlust der
Photorezeptoren wie beispielsweise die Retinitis pigmentosa oder die
altersbedingte Makuladegeneration existieren derzeit keine effektiven
Behandlungsmdglichkeiten. Zu den Therapiestrategien, die gegenwartig
intensiv bearbeitet werden, gehort der Ersatz von dysfunktionalen oder
degenerierten Photorezeptoren Uber Zelltransplantationen, die Kkorrektive
Gentherapie, die Implantation von elektronischen Sehprothesen, die
optogenetische Therapie, und neuroprotektive Therapieansatze. Bei den
neuroprotektiven Therapieansatzen wird eine kontinuierliche intraokulare
Applikation von neurotrophen Faktoren dadurch erreicht, indem die Faktoren
entweder Uber viralen oder nicht-viralen Gentransfer in endogenen retinalen
Zellen exprimiert werden, oder indem genetisch modifizierte Zellen mit einer
ektopischen Expression solcher Faktoren intraokular transplantiert werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Auswirkungen einer Stammzell-
basierten, kontinuierlichen intraokularen Applikation von neurotrophen Faktoren
auf den Verlauf der Photorezeptordegeneration in einem Mausmodell fur
Retinitis pigmentosa, der Pde6b™’ Maus, zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden murine mesenchymale Stammzellen mit polycistronischen lentiviralen
Vektoren genetisch so modifiziert, dass sie stabil eine sezernierbare Variante
des neuroprotektiven Faktors ,ciliary neurotrophic factor” (CNTF) exprimierten.
CNTF ist ein Mitglied der Interleukin-6 (IL-6) Familie und weist eine starke
neuroprotektive Wirkung auf Photorezeptoren und retinale Ganglienzellen auf.
Stabil CNTF-exprimierende mesenchymale Stammzellen wurden selektioniert
und kloniert, und das neuroprotektive Potential von klonalen Zelllinien mit der
starksten CNTF Expression wurde in der Pde6b™' Mausmutante analysiert.
Dazu wurden die modifizierten mesenchymalen Stammzellen zu Beginn der
Photorezeptordegeneration intravitreal in das Mausmodell transplantiert und die
Auswirkungen der transplantierten Zellen auf die Degenerationskinetik der
Photorezeptoren analysiert. Als Negativkontrolle wurden mesenchymale
Stammzellen intravitreal in die Pde6b™ Mutante transplantiert, die mit einem

lentiviralen Kontrollvektor transduziert wurden.



1 Einleitung

Bei der Behandlung von degenerativen Erkrankungen des Nervensystems
stehen Wissenschaft und Medizin vor groRen Herausforderungen, denn das
Nervensystem hat zusammen mit wenigen anderen Geweben nur eine sehr
begrenzte Fahigkeit zu autologen Reparatur- und Regenerationsmechanismen.
Die meisten Schadigungen sind irreversibel und fihren zu einem permanenten
Funktionsverlust. Die Parkinson-Krankheit, die Alzheimer-Krankheit (Morbus
Alzheimer) und der sogenannte ,Veitstanz® (Morbus Huntington) sind
neurodegenerative Erkrankungen, bei denen es zu einer kontinuierlichen und
irreversiblen Degeneration spezifischer Nervenzellen (dopaminerge, GABAerge
und cholinerge Neuronen) kommt. Klassische Krankheitssymptome sind
zunehmende Einschrankungen der Bewegungs- und Empfindungsmadglichkeit
sowie der geistigen Funktion. Fortschritte sind in der Friherkennung dieser
neurodegenerativen Erkrankungen zu verzeichnen, insbesondere durch die
funktionelle Bildgebung (Morbus Parkinson) und genetische Untersuchungen
(Morbus Huntington). Dennoch mangelt es an effektiven, sicheren und
langfristig wirksamen Behandlungsstrategien.

Auch der Sehvorgang im Auge verlauft ausschlieRlich Uber ein komplexes
Netzwerk von Nervenzellen. Die hereditaren Netzhautdystrophien gehdren zu
den degenerativen retinalen Erkrankungen mit einem progedienten Verlauf und
einer fortschreitenden Degeneration der lichtempfindlichen Photorezeptoren,
die schlieBlich unweigerlich zur Erblindung fuhrt. Das klinische
Erscheinungsbild dieser Erkrankungen ist aul3erst heterogen. Eine Unterteilung
der hereditaren Netzhautdystrophien ist z.B. durch die Beschreibung des
topographischen Beginns der Photorezeptordegeneration maoglich. Man
unterscheidet Dystrophien mit peripherem (z.B. Retinitis pigmentosa, Atrophia
gyrata) oder zentralem Beginn (z.B. Zapfendystrophie, Zapfen-Stabchen-
Dystrophie), regional begrenzte Netzhautdystrophien (z.B. Morbus Best,
Morbus  Stargardt) und Netzhautdystrophien als Bestandteil von
ubergeordneten Syndromen (z.B. Bardet-Biedl-Syndrom, Refsum-Syndrom).

FUr hereditare Netzhautdystrophien existieren abgesehen von einigen durch
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Stoffwechselstorungen bedingten Erkrankungen zum jetzigen Zeitpunkt keine
effektiven Behandlungsmethoden.

Zu den Therapieansatzen far eine Behandlung hereditarer
Netzhautdystrophien, an denen gegenwartig intensiv geforscht wird, gehdren
die Inhibition proapoptopischer Faktoren oder die Applikation von
antiapoptopischen Faktoren, die eine Degeneration von Photorezeptoren und
anderen retinalen Zelltypen verlangsamt (Bennett et al., 1998; Cayouette et al.,
1998; Chen et al., 1996; LaVail et al., 1998). Zu den weiteren therapeutischen
Strategien gehdéren eine kontinuierliche intraokulare Applikation von
neuroprotektiven Faktoren (Tao, 2006; Tao et al.,, 2002), die korrektive
Gentherapie (Acland et al., 2001; Ali et al., 2000; LaVail et al., 2000; Lewin et
al., 1998; Vollrath et al., 2001), optogenetische Therapieansatze (Bi et al.,
2006; Zhang et al., 2009), Zellersatzstrategien durch Transplantation von Zellen
oder Geweben (Baker und Brown, 2009; Ben-Hur und Goldman, 2008; Conti et
al.,, 2008; Suter und Krause, 2008) und intraokulare Implantationen von
elektronischen Sehprothesen (Zrenner et al., 2011).

In Bezug auf zellbasierte Therapieansatze hat sich das wissenschaftliche
Interesse Uberwiegend auf induzierte pluripotente Stammzellen (Buchholz et
al., 2009; Hirami et al., 2009; Meyer et al., 2009; Parameswaran et al., 2010),
embryonale Stammzellen (Aoki et al., 2006; Banin et al., 2006; Haruta et al.,
2004; Idelson et al., 2009; Klimanskaya et al., 2004; Lamba et al., 2006; Lu et
al., 2009; Meyer et al., 2009; Nistor et al., 2010; Osakada et al., 2009a; Vugler
et al., 2007) und gewebespezifische Stammzellen (Das et al., 2006; Zhang et
al., 2003; Zhang et al., 2004; Zhang und Wang, 2010) fokussiert. Dabei ist ein
therapeutischer Einsatz von Stammzellen prinzipiell auf zwei Arten mdglich.
Eine Mdglichkeit stellt die Zellersatzstrategie dar. Das Ziel dieser Therapieform
ist es, von in vitro expandierten Stammzellen die jeweils bendtigten
therapeutisch relevanten Zelltypen abzuleiten und anschlieBend durch
Transplantation dieser Zellen abgestorbene oder dysfunktionale endogene
Zellen zu ersetzen (Baker und Brown, 2009; Ben-Hur und Goldman, 2008;
Conti et al.,, 2008; Suter und Krause, 2008). Die zweite therapeutische

Anwendungsmdglichkeit von Stammzellen stellt die ex-vivo-Gentherapie dar
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(Chen et al., 2007; Dwain et al., 2006; Gregory-Evans et al., 2009; Jung et al.,
2013; Li et al., 2006; Mapara et al., 2007). Hierbei werden die Stammzellen
gentechnisch manipuliert und anschlie3end in vitro expandiert, um sie dann als
,Zellulare Vektoren® einzusetzen, um so therapeutisch wirksame Genprodukte

in erkrankte Gewebe einzuschleusen.

1.1 Stammzellen

Seit je her verfolgen Wissenschaft und Medizin das Ziel, Erkrankungen des
Menschen im Sinne einer Regeneration mit vollstandiger Wiederherstellung der
Funktion zu heilen. In der Vergangenheit konnte dieses Ziel nur sehr begrenzt
erreicht werden. Zu komplex sind die Vorgange in den menschlichen Organen,
um sie mit den momentan zu VerfUgung stehenden therapeutischen
Madglichkeiten zu reparieren oder gar zu ersetzen. Mit der Entdeckung,
Charakterisierung und intensiven Erforschung von Stammzellen ist die
Hoffnung verknlpft, effektivere Behandlungsmodglichkeiten fur eine Vielzahl
bisher nicht oder kaum behandelbarer Erkrankungen entwickeln zu kdnnen.

Stammzellen sind Zellen von einem Embryo, Fotus oder einem erwachsenen
Individuum, welche in der Lage sind, sich fur einen langeren Zeitraum durch
symmetrische oder asymmetrische Mitosen zu reproduzieren (Doe et al., 1998;
Gage, 1998; McKay, 1997). AuRerdem sind Stammzellen in der Lage, in einen
oder mehrere spezialisierte Zelltypen zu differenzieren (Bryder et al., 2006). Bei
den multipotenten gewebespezifischen Stammzellen handelt es sich dabei um
die Zelltypen des jeweiligen Gewebes, aus dem die jeweilige Stammzelle
entstammt (Morrison et al.,, 1997; Stemple und Anderson, 1992). Dagegen
kdnnen aus den pluripotenten embryonalen Stammzellen (ES Zellen) (Thomson
et al., 1998) oder induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS Zellen) alle
Zelltypen des Korpers hervorgehen (Doe et al., 1998; Gage, 1998; McKay,
1997, Park et al., 2008; Takahashi et al., 2007; Temple, 2001b; Yu et al., 2007).
Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die in der Lage sind, sich Uber
langere Zeitraume zu teilen, ohne dabei zu differenzieren (Grafi und Avivi,

2004). Wenn bei der Mitose zwei neue Stammzellen hervorgehen, spricht man
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von einer symmetrischen Teilung. Wenn bei der Mitose eine Stammzelle und
eine differenziertere Tochterzelle hervorgeht, spricht man von einer
unsymmetrischen Teilung, wobei eine der Tochterzellen nicht mehr das
vollstandige Differenzierungspotential der Ausgangszelle besitzt. Die
Tochterzelle verliert die Teilungsfahigkeit und differenziert in verschiedene
spezialisierte Zelltypen. Hierdurch lasst sich eine wichtige Funktion der
Stammzelle ableiten: Wachstum und Erneuerung von Zellen, welche durch
Alter, Krankheit, oder Verletzungen absterben. Nur wenige Zelltypen kdnnen
auf diese Weise im Sauger-Organismus kaum oder gar nicht ersetzt werden.
Hierzu gehdéren beispielsweise die meisten Nervenzelltypen und die
Herzmuskelzellen.

Stammzellen lassen sich nach ihrem Differenzierungspotential unterscheiden.
Dieses korreliert direkt mit dem ontogenetischen Alter dieser Zellen (Abb.1). So
unterscheidet man zwischen Zygote, embryonalen Stammzellen und adulten
oder gewebespezifischen Stammzellen. Der klassische Weg der
Zellentwicklung beginnt mit der Zygote. Die Zygote ist eine totipotente Zelle.
Aus ihr kdnnen sich alle Zellen eines Embryos sowie Zellen, die nicht zum
eigentlichen Embryo gehoéren (Trophoblast), entwickeln (Abb.1). Aus der Zygote
entwickelt sich durch Zellteilung die Blastozyste. Aus der inneren Zellmasse der
Blastozyste lassen sich die Embryonalen Stammzellen (ES) gewinnen. Bei den
ES Zellen handelt es sich um sogenannte pluripotente Stammzellen, die in
samtliche Zelltypen des Korpers mit Ausnahme der Plazenta differenzieren
konnen. Somit ist eine einzige pluripotente Stammzelle in der Lage, Zelltypen
aller drei Keimblatter (Mesoderm, Endoderm, Ektoderm) hervorzubringen
(Abb.1). Es folgen die multipotenten adulten oder gewebespezifischen
Stammzellen (Czyz et al., 2003; Lange et al., 2005). Diese lassen sich aus
verschiedenen Geweben des Embryos oder des erwachsenen Organismus
isolieren und konnen in die verschiedenen Zelltypen des jeweiligen
Ursprungsgewebes differenzieren. Aus diesen Stammzellen entwickeln sich die
Vorlauferzellen, die ein eingeschranktes Selbsterhaltungspotential und
Differenzierungspotential aufweisen. So kdnnen sich Vorlauferzellen nur noch

einige Male teilen, bevor sie endgultig ausdifferenzieren. Sie sind nicht mehr in
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der Lage, samtliche Zelltypen des Ursprungsgewebes zu bilden, sondern

konnen sich nur noch in ganz spezifische Zelltypen differenzieren (Gage, 2000).

Differenzierungs-
kapazitat

Zellen

Zygote

erste 48 Stammzellen

'

Embryonale Stammzellen
der inneren Zellmasse

v i v
Ektodermale Endodermale Mesenchymale multipotent
Stammzellen Stammzellen Stammzellen

| | '

ZNS-Epidermis-PNS  Leber-Darm-Lunge  Muskel-Knochen-Knorpel determiniert

Abb.1: veranschaulicht schematisch das unterschiedliche

Differenzierungspotential der verschiedenen Stammazelltypen.

1.1.1 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen in den verschiedenen
Geweben und Organen, die sich praktisch ohne Beschrankung teilen konnen.
Im Gegensatz zu den ES Zellen, die nur in einem bestimmten Zeitraum
wahrend der Embryogenese vorhanden sind, sind adulte Stammzellen in fast
allen Organen zeitlebens vorhanden. Wie bei den ES Zellen entstehen bei
asymmetrischen Teilungen von adulten Stammzellen wieder eine Stammzelle
und eine Tochterzelle. Die Tochterzelle differenziert sich in eine spezialisierte
gewebespezifische Zelle, und ist dann nicht mehr teilungsfahig. Adulte
Stammzellen, die nur einen Zelltyp hervorbringen, werden als unipotent
bezeichnet. Hierzu gehodren z.B. die Basalzellen der Hautepidermis oder die

Zellen der Krypten im Dunndarm. Adulte Stammzellen, die in mehrere
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verschiedene spezialisierte Zelltypen differenzieren kénnen, werden als
multipotent bezeichnet. Hierzu gehdéren z.B. die hamatopoetischen
Stammzellen, aus denen eine Vielzahl verschiedener myeloischer und
lymphatischer Zelltypen hervorgehen konnen. Adulte Stammzellen spielen
damit eine wichtige Rolle beim normalen Wachstum und beim Ersatz
dysfunktionaler oder degenerierter Zelltypen. Nur wenige Zelltypen konnen auf
diese Weise im Sauger-Organismus nicht ersetzt werden. Hierzu gehéren z.B.
die meisten Nervenzellen und die Herzmuskelzellen.

Adulte Stammzellen sind fur therapeutische Anwendungen auch deswegen von
Interesse, da hier anders als bei ES Zellen keine ethischen oder juristischen
Einwande bestehen. Adulte Stammzellen sind in fast allen Organen
nachweisbar, wie beispielsweise Fettgewebe, Knochengewebe, Zahnpulpa,
Knorpel, Knochenmark, peripheres Blut, Gehirn, Hautepithel,
Verdauungsapparat, Cornea, Blutgefal’e, Retina, Leber und Skelettmuskel.
Zudem existieren fur viele dieser Stammzellen Protokolle fur die Isolation,
Kultivierung und Differenzierung in gewebespezifische Zelltypen.

Eine groRe Welle der Euphorie Uber mdgliche therapeutische
Einsatzmdglichkeiten von adulten Stammzellen basierte auf einer Vielzahl von
Veroffentlichungen, die den adulten Stammzellen eine Transdifferenzierung
zusprachen. Nach diesen Publikationen sollte sich das
Differenzierungspotential bestimmter adulter Stammzellen nicht nur auf die
Zelltypen des jeweiligen Ursprungsgewebes beschranken. Vielmehr sollten
diese Zellen das Potential aufweisen, auch in Zelltypen anderer Gewebe und
sogar anderer Keimblatter zu transdifferenzieren (Alison et al., 2000; Austin und
Lagasse, 2003; Bjornson et al.,, 1999; Brazelton et al., 2000; Krause et al.,
2001; Lagasse et al., 2000; Mezey et al., 2000; Morrison, 2001; Raff, 2003;
Schwartz et al.,, 2002). Diese Eigenschaften wurden unter anderem auch
mesenchymalen Stammzellen zugesprochen, die aus therapeutischer Sicht
besonders interessant sind, da sie sich einfach isolieren lassen und damit
potentiell auch fur autologe Transplantationen interessant sind. Im direkten
Gegensatz dazu stehen Publikationen, die in vivo und in vitro zu dem Ergebnis

kommen, dass es sich bei der Veranderung der Stammzellen nicht um eine
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“Trans-Differenzierung®, sondern um eine spontane Zellfusion handelt (Alvarez-
Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002; Vassilopoulos und Russell, 2003;
Wang et al., 2003; Ying et al., 2002). Friedenstein et al. legten 1966 mit der
Identifizierung fibroblastenartiger Zellen des Knochenmarkes, die bei der
Kultivierung in vitro undifferenziert blieben und in Zellen des Stiutz- und
Bindegewebes differenziert werden konnten, den grundlegenden Meilenstein in

der Erforschung adulter Stammzellen (Friedenstein et al., 1966).

1.1.1.1 Neurale Stammzellen

Als neurale Stammzellen (NSZs) bezeichnet man multipotente Zellen, die aus
dem Gehirn von Saugetieren gewonnen werden und die sich in die
verschiedenen Zelltypen des Nervensystems differenzieren kdnnen. Hierzu
gehdren die Neurone, die Astrozyten und die Oligodendrozyten (Gage, 2000).
Diese Stammzellen liegen nicht in allen Arealen des Gehirns, es gibt vielmehr
Regionen, die bevorzugt diese Zellen enthalten. Zu diesen Regionen zahlen die
lateralen Wande der Ventrikel und der Hippocampus. Sie sind aber auch im
Vorderhirn (Temple, 2001a) oder der Retina (Das et al., 2006) enthalten. Flr
die Kultivierung dieser Zellen stehen zwei Moglichkeiten zur Verfugung.
Entweder werden diese Zellen als frei schwimmende Zellaggregate,
sogenannte Neurospharen (Reynolds und Weiss, 1992), oder als adharente
Monolayer-Kulturen (Conti et al., 2005) expandiert. Um sie Uber viele Passagen
kultivieren zu kdénnen, mussen die Kulturmedien mit Wachstumsfaktoren wie
.epidermal growth factor , (EGF) oder ,fibroblast growth factor-2“ (FGF-2)
versetzt werden. Um aus den NSZs in die drei Zelltypen des Nervensystems —
Astrozyten, Oligodendrozyten und Nervenzellen- abzuleiten, existieren
zahlreiche gerichtete Differenzierungsprotokolle, bei denen die
Wachstumsfaktoren gegen verschiedene Differenzierungsfaktoren
ausgetauscht werden (Gage, 2000; Galli et al., 2003; McKay, 1997).
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1.1.1.1.1 Einsatz von neuralen Stammazellen bei retinalen Erkrankungen
Neurale Stammzellen wurden bereits intravitreal, subretinal oder intraretinal in
verschiedene Tiermodelle fur degenerative retinale Erkrankungen transplantiert,
um in diesen Krankheitsmodellen das Integrations- und
Differenzierungspotential der Zellen zu analysieren. In vielen dieser Studien
wurde ein ausgepragtes Integrationspotential der transplantierten NSZs in die
Empfanger-Netzhaute beobachtet (Van Hoffelen et al., 2003). Obwohl bisher
noch nicht vollstandig geklart werden konnte, welche Faktoren diese massive
Integration der NSZs fordern, scheint das Alter der Empfangertiere und eine
reaktive Astrogliose in den Empfanger-Netzhduten einen Einfluss auf das
Integrationspotential zu haben. Eine starke Integration in junge oder erkrankte
Netzhaute wurde auch fur intravitreal transplantierte NSZs beobachtet, die aus
ES Zellen abgeleitet wurden (Banin et al., 2006; Meyer et al., 2006). Obwohl in
mehreren Arbeiten Spenderzellen nachgewiesen werden konnten, deren
Morphologie eine groRe Ahnlichkeit zu der endogener retinaler Zelltypen
aufwies, fehlen schlissige Beweise, dass transplantierte NSZs in authentische
retinale Zelltypen wie beispielsweise in Photorezeptoren oder in Ganglienzellen
differenzieren kénnen (Mellough et al., 2007; Takahashi et al., 1998; Young et
al., 2000). Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit humanen neuralen
Stammzellen erzielt. Interessanterweise konnte in diesen Versuchen aber
beobachtet werden, dass die subretinal transplantierten humanen NSZs in dem
,Royal College of Surgeons® (RCS) Rattenmodell fur Retinitis pigmentosa die
Degeneration der Photorezeptoren verlangsamten. Wie genau die
transplantierten NSZs ihre neuroprotektiven Effekte in diesem Tiermodell
ausuben, ist noch unbekannt. Diskutiert wird die Sekretion von endogen
exprimierten neurotrophen Faktoren. Eine alternative Erklarungsmaoglichkeit
basiert auf der Tatsache, dass die Photorezeptordegeneration in dem RCS
Modell durch eine gestorte Phagozytose der Photorezeptoraussensegmente
durch die RPE Zellen verursacht wird. Da die humanen NSZs phagozytotische
Aktivitaten aufweisen, konnte ihre neuroprotektive Aktivitat auch dadurch
erklarbar sein, dass sie zumindest teilweise die dysfunktionalen RPE Zellen in
der RCS Ratte ersetzen (Gamm et al., 2007; Wang et al., 2008).
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1.1.1.2 Hamatopoetische Stammzellen

Das blutbildende System im Knochenmark ist hierarchisch aufgebaut. Am
Anfang dieser Hierarchie steht die hamatopoetische Stammzelle (HSZ). Sie ist
Ursprung der Hamatopoese. Aus ihr gehen alle Typen des reifen Blutsystems
hervor wie z.B. die Leukozyten, die Makrophagen, die Thrombozyten, die
Plattchen und die Erythrozyten. Viele dieser Zellen haben eine Kkurze
Lebenszeit und miussen kontinuierlich nachproduziert werden. Durchschnittlich
bendtigt der Mensch einige Millionen neue hamatopoetische Zellen am Tag
(Laird et al., 2008). Die kontinuierliche Nachlieferung dieser Zellen ist Aufgabe
der hamatopoetischen Stammzellen, die die einzige Quelle dieser Zellen
darstellen.

Von den verschiedenen Zelltypen des blutbildenden Systems sind die HSZs die
einzigen Zellen, die die Eigenschaft zur Selbsterhaltung aufweisen. Aus einer
HSZ kann eine weiter ausgereifte Vorlauferzelle entstehen. Diese ist noch
multipotent und kann in verschiedene spezialisierte Tochterzellen erzeugen.
Dieser Zelle folgen in der Entwicklung dann die Linien-spezifischen
Vorlauferzellen, wie z.B. fur die Leukozyten Linie, die myoloische Linie oder die

erythroide Linie.

Die Erforschung der hamatopoetischen Stammzellen begann nach den
Atombombenangriffen auf Hiroshima und Nagasaki 1945. Die radioaktive
Strahlung hatte unter anderem auch verheerende Auswirkung auf das
hamatopoetische System. Bei den Exponierten waren in den ersten Tagen nur
geringe Schadigungen am Zentralnervensystem und dem Gastrointestinaltrakt
festzustellen. Sechs bis zehn Tage nach der Strahlenexposition war dann aber
der HOhepunkt einer schweren Panzytopenie erreicht, welche eine 100%ige
Letalitdt zur Folge hatte. 1956 konnte gezeigt werden, dass durch
Knochenmarkstransplantation eine direkte Regeneration des blutbildenden
Systems moglich ist (Marinone und Corso, 1956). Hieraus ergab sich ein
Therapiekonzept fur Erkrankungen des blutbildenden Systems wie z.B. bei

fehlendem Knochenmark, maligne entartetem Knochenmark (z.B. Leukamie),
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funktionell defektem Knochenmark oder iatrogen geschadigtem Knochenmark
(z.B. nach Radio-/Chemotherapie eines soliden Tumors).

Knochenmarkstransplantation ist mittlerweile ein Synonym fur Transplantation
fur hamatopoatische Stammzellen geworden, obwohl das Knochenmark immer
seltener als Quelle fur die Gewinnung dieser Zellen dient. Dies liegt an einer
invasiven Therapie zur Entnahme dieser Zellen, welche unter Anasthesie
durchgefuhrt werden muss. Bei erwachsenen Personen, bei denen der
gesundheitliche Zustand stabil ist, befindet sich die Mehrheit der HSZ im
Knochenmark. Eine Mobilisierung dieser Zellen vom Knochenmark in das
periphere  Blut kann durch  Stress, Endotoxine, @ Chemotherapie
(Cyclophosphamid, VP16) oder Zytokine induziert werden. Bei der Zytokin-
induzierten Stammzellmobilisierung zeigte das “granulocyte-colony stimulating
factor* (G-CSF) die starkste Wirkung auf die Mobilisierung dieser Zellen
(Thomas et al., 2002). Die Gewinnung der HSZ aus dem peripheren Blut ist fur
den Spender wesentlich angenehmer als die Gewinnung aus dem
Knochenmark. Bei den aus dem Knochenmark mobilisierten Zellen im
peripheren Blut handelt es sich um eine Mischung aus HSZ und
Vorlauferzellen. Diese Transplantate, welche Verunreinigungen im Sinne ihrer
zelluldren Bestandteile enthalten, mussen strikt von den tatsachlich reinen
MSZ-Transplantaten unterschieden werden, die ausschliellich MSZ und keine
weiteren Zelltypen beinhalten. Die ,unreinen“ Transplantate erfahren aber eher

einen routinemaligen Einsatz als die ,reinen” Transplantate.

11.1.21 Einsatz von hamatopoetischen Stammzellen bei retinalen
Erkrankungen

Beim therapeutischen Einsatz von HSZs fur retinale Erkrankungen fokussiert
sich das Interesse auf die Regeneration des Gefallkkomplexes, der sich an der
vitrealen Oberflache der Netzhaut befindet. Im Vordergrund steht dabei die
Rettung von retinalen Neuronen, welche sekundar aufgrund vaskularer retinaler
Erkrankungen (wie z.B. bei der diabetischen Retinopathie) verloren gehen
(Friedlander et al., 2007; Otani et al., 2004; Otani et al., 2002). Durch die

Injektion von HSZ in das Auge konnte die retinale Blutzirkulation verbessert
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werden. Auch verldngert sich die Uberlebenszeit von &uReren retinalen
Neuronen sowie des Sehvermdgens in Mausmodellen fur ischamische und
nicht-ischamische retinale Dystrophien (Otani et al., 2004; Ritter et al., 2006).
Zudem existieren Untersuchungen mit Hinweisen darauf, dass HSZs in
Empfanger-Netzhaute integrieren, dort neuronal differenzieren, und die
auleren retinalen Zellen ersetzen (Arnhold et al., 2007; Tomita et al., 2002;
Wang et al., 2010a)

1.1.2 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen werden aus Blastozysten aus einer Gruppe von
Zellen gewonnen, die als innere Zellmasse bezeichnet werden. Diese Zellen
sind ein Teil des frihen (4.-5. Tag) Embryos. Humane ES-Zelllinien, die aus der
inneren Zellmasse gewonnen wurden, sind keine in vitro Aquivalente zu den
entsprechenden Zellen in vivo. Werden die Zellen in Zellkultur gehalten, sind
sie extrinsischen Einflissen ausgesetzt, die die Genexpression und somit die
Eigenschaften dieser Zellen verandern. Aus diesem Grund mussen ES Zellen
als ein Artefakt der Zellkultur angesehen werden, welche Gemeinsamkeiten zu
frihen Keimzellen und primitiven Ektoderm haben (Zwaka und Thomson,
2005b).

Die zwei besonderen Merkmale der ES Zellen sind ihre Pluripotenz und ihre
Fahigkeit zur Selbsterneuerung. Dies bedeutet, dass diese Zellen bei der
Teilung die Fahigkeit haben Kopien von sich selbst herzustellen, ohne dabei zu
differenzieren. Diese Eigenschaft weisen diese Zellen in vivo allerdings nur Uber
einen kurzen Zeitraum auf. Mit dem Begriff Pluripotenz wird die Fahigkeit von
ES Zellen zusammengefasst, in Zelltypen aller drei Keimblatter und in alle
Zelltypen des Korpers differenzieren zu kdnnen, selbst nach Monate langer
Haltung in Kultur (Amit et al., 2000; Thomson et al., 1998; Zwaka und Thomson,
2005a).

Die Gewinnung von murinen ES (mES) Zellen wurde erstmals 1981 von Evans
und Kaufmann (Evans und Kaufman, 1981) sowie von Martin (Martin, 1981)

beschrieben. Die Isolierung und Kultivierung von humanen ES (hES) Zellen

16



gelang etwa 20 Jahre spater Thomsen und Mitarbeitern (Thomson et al., 1998).
Die erfolgreiche Kultivierung von hES Zellen basierte auf Erkenntnissen aus der
Erforschung von ES Zelllinien von Rhesusaffen (Thomson et al., 1995) und
Zwergseidenaffchen (Thomson et al., 1996).

Humane ES Zellen, die bei experimentellen Versuchen eingesetzt werden,
stammen in der Regel von Spendern aus kunstlichen Befruchtungen. Da bei
der kunstlichen Befruchtung mehrere Eizellen befruchtet werden, entstehen
dabei ,Uberzahlige” entwicklungsfahige Embryonen, die als Quelle fur hES
Zellen genutzt werden. Ethische und moralische Aspekte bei dieser Art der hES
Zell-Gewinnung werden kontrovers diskutiert (Daley et al., 2007; Gruen und
Grabel, 2006), da hierbei ein menschlicher Embryo zerstort wird. In
Deutschland verbietet der Gesetzgeber die Erzeugung und Toétung von
Embryonen fur die Gewinnung von embryonalen Stammzellen. Aus diesem
Grund werden in Deutschland keine hES Zelllinien hergestellt. Eine andere
Moglichkeit, hES Zelllinien zu etablieren, basiert auf  der
Praimplantationsdiagnostik. Hierbei wird an dem frihen Embryo, der sich noch
aullerhalb des Mutterleibes befindet, eine Untersuchung auf eventuelle
genetische Schadigungen vorgenommen. Nach einem Protokoll von Robert
Lanza (Klimanskaya et al., 2006) entnimmt man der Blastozyste im 8-Zell
Stadium eine Zelle, aus der man wieder eine eigene Zelllinie gewinnt, ohne
dass die Spender-Blastozyste hierbei getotet wird. In Deutschland gilt die
juristische Auffassung, dass das Verfahren der Praimplantationsdiagnostik sich
nicht in Einklang mit dem Embryonenschutzgesetzes (ESchG) bringen lasst.
Daher wird auch dieses Verfahren in Deutschland nicht angewendet. Da
aullerdem ethisch-moralische Einwande gegen den Gebrauch dieser Zellen
erhoben werden, ist auch das Arbeiten mit diesen Zellen in Deutschland
abgesehen von streng geregelten Ausnahmen gesetzlich verboten. So besagt
das deutsche Stammzellgesetz, dass nur embryonale Stammzelllinien, die bis
zum 1. Mai 2007 erzeugt wurden, aus dem Ausland eingefuhrt werden dirfen.
Mit diesen Zellen darf in Deutschland unter der Voraussetzung gearbeitet
werden, dass tierische embryonale Stammzellen fur die geplanten Arbeiten

nicht als Forschungsobjekte ausreichen oder sich nicht eignen
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(Bundesministerium der Justiz und fur Verbraucherschutz, 1990). Obwohl
theoretisch das therapeutische Potential von ES Zellen aufgrund ihrer
Pluripotenz und Fahigkeit zur Selbsterhaltung nahezu unbegrenzt erscheint,
gibt es bei der praktischen Anwendung dieser Zellen erhebliche
Einschrankungen:

Da die Zellen nur zu einem bestimmten Zeitpunkt der Embryogenese
gewonnen werden kénnen, stehen diese Zellen nicht sofort fur die jeweilige
Behandlung zur Verfugung.

Sollte der Empfanger der hES einen anderen genetischen Code haben als der
Spender der hES, lassen sich nach Zelltransplantationen Immunreaktionen
nicht ausschlief3en.

Die hohe proliferative Aktivitat und Pluripotenz von ES Zellen birgt gleichzeitig
die Gefahr des unkontrollierten Wachstums. Daher besteht das Risiko von
Teratombildungen bei der Anwendung von hES Zellen (Arnhold et al., 2004;
Erdo et al., 2003).

Far die Wissenschaft sind diese Zellen trotz dieser Einschrankungen und
Risiken von grofler Bedeutung. So sind diese Zellen nicht nur fur
Zellersatzstrategien von potentieller Bedeutung, sondern eignen sich auch, um
Pathomechanismen von Erkrankungen auf zellularer und molekularer Ebene zu
untersuchen (,disease modeling“) oder um die Wirkung von Medikamenten zu

analysieren.

1.1.2.1 Einsatz von embryonalen Stammzellen bei retinalen Erkrankungen
Fir die Entwicklung ES Zell-basierter Zellersatzstrategien ist es notwendig, die
hoch proliferativen und undifferenzierten Zellen in vitro kontrolliert in die jeweils
therapeutisch relevanten Zelltypen differenzieren zu kénnen. Eine grof3e Rolle
spielt hierbei die Simulierung der molekularen Umgebung, in welcher diese
Zellen wahrend der normalen Embryogenese eingebettet sind. Die ES Zellen
sollen durch diese Simulationen die notwendigen morphogenetischen
Veranderungen durchlaufen, die sie auch bei der natiurlichen Entwicklung

wahrend der Embryogenese durchlaufen wiurden. Das Ziel ist dabei, in der
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Zellkultur differenzierte Zellen zu generieren, die den entsprechenden Zelltypen

in vivo moglichst ahnlich sind.

Die Forschung hat mittlerweile erhebliche Fortschritte gemacht, wenn es um
das Verstandnis der Stimuli zur Differenzierung von ES Zellen in retinale
Neurone und Photorezeptor Vorlauferzellen in vitro geht. Erfolgreiche Protokolle
existieren bereits fur murine ES Zellen (Hirano et al., 2003; lkeda et al., 2005;
Osakada et al., 2008; Osakada et al., 2009a; Sugie et al., 2005) und humane
ES Zellen (Aoki et al., 2006; Banin et al., 2006; Lamba et al., 2006; Meyer et al.,
2009; Nistor et al., 2010; Osakada et al., 2008; Osakada et al., 2009a; Osakada
et al., 2009b). Auch fur die Differenzierung von ES Zellen in retinale
Pigmentepithelzellen (RPE Zellen) existieren bereits Protokolle fur murine ES
Zellen (Kawasaki et al., 2002) und humane ES Zellen (Idelson et al., 2009;
Klimanskaya et al., 2004; Meyer et al., 2009; Osakada et al., 2008; Osakada et
al., 2009a). RPE Zellen, die in vitro von ES Zellen abgeleitet wurde, konnten
bereits erfolgreich in Tiermodellen mit dysfunktionalen RPE angewendet
werden. Nach subretinalen Transplantationen von ES Zell-abgeleiteten RPE
Zellen integrierten die Spenderzellen in das Empfanger-RPE und differenzierten
in funktionale RPE Zellen, die eine in diesen Tiermodellen normalerweise
stattfindende Degeneration von Photorezeptoren verhindern konnten (Haruta et
al., 2004; Lu et al., 2009). Bemerkenswerterweise wurden bei Analysen von
Empfangeraugen 220 Tage nach subretinalen Injektionen von aus ES Zellen
abgeleiteten RPE Zellen in einem Ratten-Modell keine Tumorformationen
festgestellt (Lu et al., 2009). Dennoch gibt es zur Zeit keine Untersuchungen,
die eindeutige Beweise fur die Ableitung von voll funktionsfahigen RPE Zellen
aus ES Zellen liefern, welche fir eine vollstdndige Reparatur der Retina
bendtigt werden (Vugler et al., 2007). Abgesehen von technischen
Schwierigkeiten und den ethischen Debatten stehen noch die Risiken von
immunologischen Abstollungsreaktionen bei der Transplantation von Zellen
allogener Herkunft im Raum, die zu den limitierenden Faktoren bei dem

therapeutischen Einsatz von humanen ES Zellen zu zahlen sind.
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1.1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen

In einer bahnbrechenden Arbeit konnten Uber die ektopische Expression von
vier Transkriptionsfaktoren Fibroblasten der Haut in pluripotente Stammzellen
reprogrammiert werden, die Eigenschaften aufweisen, die denen von ES Zellen
stark ahneln (Takahashi und Yamanaka, 2006). Fur mogliche therapeutische
Anwendungen haben solche reprogrammierten, sogenannten ,induzierten
pluripotenten Stammzellen® (iPS Zellen) eine nicht abzusehende Bedeutung.
Zum einen ist man bei der Forschung an pluripotenten Stammzellen nicht mehr
auf ES Zellen angewiesen und kann so die ethischen/moralischen Bedenken
umgehen, die gegen den Einsatz dieser Zellen bestehen. Da man inzwischen
verschiedenste, leicht zu isolierende terminal differenzierte Zelltypen in iPS
Zellen reprogrammieren kann, ist es aullerdem madglich, pluripotente Zellen von
Patienten herzustellen. Diese Option ermoglicht ein ,disease modeling mit
bisher nicht oder nur schwer zu beschaffenden humanen Zelltypen. AuRerdem
eroffnet diese Technik, ,drug screenings® an Patientenzellen durchzufihren.
SchlieRlich kann Uber den Einsatz korpereigener iPS Zellen bei
Zellersatzstrategien das Problem der Immunreaktion durch autologe

Transplantationen vermieden werden.

1.1.3.1 Einsatz von induzierten pluripotenten Stammzellen bei retinalen
Erkrankungen

In Tiermodellen wurden aus iPS Zellen abgeleitete RPE-artige Zellen in den
subretinalen Raum der Retina transplantiert. Dabei konnte beobachtet werden,
dass die Zellen Uber lange Zeitraume in den Empfanger-Netzhauten Uberleben
und typische Marker fur RPE Zellen exprimieren. Bemerkenswerterweise
konnte in Tiermodellen, in denen Photorezeptoren aufgrund von RPE Defekten
degenerieren, eine signifikante Protektion der endogenen Photorezeptoren
durch die transplantierten RPE Zellen beobachtet werden (Buchholz et al.,
2009; Hirami et al., 2009; Meyer et al., 2009; Parameswaran et al., 2010).
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Durch die Ableitung von photorezeptorartigen Zellen aus ES entwickelte sich
auch das Differenzierungsprotokoll fiir photorezeptorartige Zellen aus iPS
(Branford und Yost, 2002; Hirami et al., 2009; lkeda et al., 2005; Osakada et al.,
2008; Osakada et al., 2009a; Parameswaran et al., 2010). Es handelt sich
hierbei um Zellen in vitro, welche in vielen Aspekten phanotypisch
Photorezeptoren ahneln. Die Entwicklung von ,echten Photorezeptoren erweist
sich in vitro als auflerst schwierig. Photorezeptoren befinden sich in der
aulderen nuklearen Schicht der &uBeren Retina, wo sie dicht gepackt
aneinander liegen. lhr inneres Segment hat Gber tight junctions Verbindung zu
Muller Zellen. Die AuRensegmente liegen dem RPE an. Die Differenzierung von
Photorezeptoren in vivo wird durch den direkten Kontakt von benachbarten
Zellen beeinflusst und kann daher nicht ohne weiteres in vitro simuliert werden.
Allerdings sind fur therapeutische Zellersatzstrategien Photorezeptor-
Vorlauferzellen  deutlich  geeigneter als terminal  ausdifferenzierte
Photorezeptoren. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass subretinal
transplantierte postmitotische Photorezeptor-Vorlauferzellen aus der sich
entwickelnden Retina in gesunde und dystrophe Netzhaute integrieren, wo sie
in authentische und funktionelle Photorezeptoren differenzieren (Bartsch et al.,
2008; Kwan et al., 1999; Lakowski et al., 2011; MacLaren et al., 2006; Pearson
etal.,, 2012).
Im einem klinischen Szenario ware das Ziel, autologe Photorezeptoren aus iPS
Zellen des erkrankten Individuums abzuleiten. Bei genetisch bedingten
Erkrankungen wirden die so abgeleiteten Zellen den genetischen Defekt
tragen. Es besteht die Moglichkeit, Gendefekte in IPS Zellen Uber
gentherapeutische Ansatze zu reparieren (Dimos et al., 2008; Hanna et al.,
2007; Wernig et al., 2008). Verschiedene Untersuchung konnten zeigen, dass
aus iPS Zellen abgeleitete Photorezeptor-Vorlauferzellen in Zapfen und
Stabchen Photorezeptor-Vorlaufer hervorbringen, welche in der Lage sind, in
dystrophe Netzhaute zu integrieren und Synapsen mit endogenen retinalen
Nervenzellen auszubilden. Hierdurch konnte eine teilweise Reparatur nicht nur
der retinalen Morphologie sondern, auch der retinalen Funktion erreicht werden
(Homma et al., 2013; Lamba et al., 2010; Tucker et al., 2011).
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1.1.4 Mesenchymale Stammzellen

Aufgrund seiner Versuche mit Injektionen von Anillin-Farbstoff stellte Conheim
bereits 1867 die Vermutung auf, dass Zellen mit fibroblastoider Morphologie
auch auflerhalb von hamatopoetischen Geweben zu finden sind. Mittlerweise
konnten mesenchymaleStammzellen (MSZs) im Knochenmark und im Fett- und
Bindegewebe von erwachsenen Menschen nachgewiesen werden
(Friedenstein et al., 1966; Nakahara et al., 2005; Sampath et al., 1984;
Somerman et al., 1987). Weiterhin konnten MSZs auch im Fruchtwasser, in der
Plazenta, im Nabelschnurblut oder in Venen (Erices et al., 2003; In 't Anker et
al., 2003; Panepucci et al., 2004) identifiziert werden. Weiterhin findet man
diese Zellen in fotalen Geweben wie z.B. dem Knochenmark, dem Blut, der
Leber, der Milz und der Lunge (Campagnoli et al.,, 2001; Gotherstrom et al.,
2003; In 't Anker et al., 2003).

MSZs sind in der Lage, in Knochen, Knorpel, Muskel, Knochenmark-Stroma,
Sehnen, Fett und andere Bindegewebe zu differenzieren. In der Klinik stellen
Knochenmarksaspirate eine einfach zugangliche Quelle far
Knochenmarkstammzellen dar. Thrombozytenreiches Plasma in Kombination
mit MSCs aus dem Beckenkamm wird erfolgreich zur Therapie von
Knochendefekten eingesetzt (Yamada und Ueda, 2006).

Da diese Zellen fast Uberall im Korper zu finden sind, stellt sich die Frage, was
die naturliche Funktion der MSZs ist und wo sich die Nische dieser Zellen im
Korper befindet. Neueste Erkenntnisse und klinische Erfahrungen deuten an,
dass MSZs natlrlicherweise als perivaskulare Zellen anzutreffen sind und
zusammenfassend ggf. als Perizyten bezeichnet werden sollten (Crisan et al.,
2008). Diese Zellen finden sich vor allem an Verletzungsstellen, wo sie grol3e
Mengen von bioaktiven Faktoren abgeben, welche sowohl immunregulatorische
wie auch trophische Funktionen haben. Die immunmodulatorischen
Eigenschaften der MSZs inhibieren die Aktivitdt von Lymphozyten in den
geschadigten Geweben und verhindern so UberschieRende Reaktionen des
Immunsystems. Die trophische Aktivitat inhibiert eine durch Ischamie oder
andere Ursachen induzierte Apoptose und Vernarbung. AuRerdem konnen

MSZs eine stimulierende Wirkung auf die Angiogenese und die Proliferation
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von gewebespezifischen Vorlauferzellen ausuben. Aufgrund dieser
verschiedenen Eigenschaften wird gegenwartig das therapeutische Potential
von MSZs bei einer Vielzahl sehr unterschiedlicher Erkrankungen intensiv
untersucht (Caplan, 2008).

Auffallig bei den Untersuchungen der MSZ ist, dass zwar alle
Forschungsgruppen die gleichen Zellen untersuchen, aber unterschiedliche
Protokolle fur die lIsolierung und Kultivierung der MSZs benutzen. Auch
bezlglich der Nomenklatur dieser Zellen besteht keine Einigkeit. So
untersuchen einige Forschungsgruppen ,marrow stem cells“ und stellen diese
mit ,mesenchymal stem cells“ oder ,mesenchymal progenitor cells“ gleich. Die
intensive internationale Forschung an mesenchymalen Stammzellen erfordert
eine einheitliche Definition dieser Stammzellen. Deshalb hat die ,Mesenchymal
and Tissue Stem Cell Committe of the International Society for Cellular
Therapy“(ISCT) Kriterien festgelegt, Uber die MSZs definiert werden (Abb.2). So
mussen die Zellen auf Kulturplastik adharent wachsen, wenn sie unter
Standardkulturbedingungen gehalten werden. Auf3erdem werden MSZs durch
die Expression von CD105, CD73 und CD90 definiert. Eine Expression von
CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19 und HLA-DR
Oberflachenmolekile spricht gegen eine Charakterisierung als MSZs.
Schliel3lich mussen MSZs in vitro in der Lage sein, in Osteozyten, Adipozyten

und Chondrozyten zu differenzieren (Dominici et al., 2006).
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Kriterien zur Charakterisierung von MSCs nach ISCT

Plastikadharenz bei Kultivierung unter Standardbedingungen.

Phanotyp positiv ( 295%+) negativ (£2%+)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 oder CD11b
CD97a oder CD19
HLA-DR

In vitro Differenzierung in Osteozyten, Adipozyten und Chondrozyten,
wobei die Zelltypen uber die Expression Zelltyp-spezifischer Antigene
identifiziert werden.

Abb.2: Kriterien zur Charakterisierung von MSCs nach ISCT.

1.1.4.1 Anwendungen von mesenchymalen Stammzellen in der Medizin

Begriffe wie ,tissue engineering“ und ,regenerative Medizin“ beschreiben den
Versuch, komplexe Gewebe und Organe in der Zellkultur zu generieren. Das
Ziel besteht in der Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze fur Patienten mit
schweren Verletzungen oder chronischen Erkrankungen, bei denen die
korpereigene Heilung nicht in der Lage ist, das beschadigte Gewebe oder
Organ funktionell zu ersetzen. Dabei verfolgt das ,tissue engineering“, Gewebe
und Organe durch den Einsatz von Zellen und Biomolekillen zu rekonstruieren.
Die ,regenerative Medizin“ befasst sich mit den Selbstheilungsfahigkeiten des

menschlichen Korpers und dem therapeutischen Einsatz von Stammzellen.

Zahlreiche Studien zeigen, dass MSZs vielversprechende Zellen fur zellbasierte
Therapieansatze sind. Transplantationen von MSZs aus dem Knochenmark
gelten als sicher und ihr therapeutisches Potential konnte weltweit in klinischen
Untersuchungen bei kardiovaskularen (Ripa et al., 2007; Ripa et al., 2013)
neurologischen (Baek et al., 2013) und immunologischen Erkrankungen

(Lazarus et al., 2008) durch vielversprechende Ergebnisse bestatigt werden.
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11.4.2 Einsatz von mesenchymalen Stammzellen bei retinalen
Erkrankungen

Nach subretinalen Transplantationen von MSZs in mit einem ND:Yag Laser
geschadigte Augen der Ratte konnte eine Verbesserung im Heilungsverlauf und
in der retinalen Funktion gegenuber der Kontrolle festgestellt werden (Zhang et
al., 2003). Dieselben Autoren kommen auch zu dem Ergebnis, dass ein Teil der
transplantierten MSZs in Retina-artige Zelltypen differenziert, wobei das
Differenzierungsverhalten davon abhangig war, ob die Zellen in gesunde oder
in ND:Yag Laser geschadigte Augen transplantiert wurden (Zhang et al., 2004).
Aullerdem konnte nach _Transplantationen von GFP-transduzierten MSZs in
eine Rhodopsin knockout (rho(-/-)) Maus ein positiver Einfluss der
Spenderzellen auf die Uberlebensdauer der Photorezeptoren festgestellt
werden. Zudem wurde eine Differenzierung der transplantierten MSZs in RPE-
artige Zellen beobachtet (Arnhold et al., 2007). Auch Xenotransplantationen von
Maus MSZs in den subretinalen Raum von Kaninchen nach einer
Laserkoagulation der Retina stimulierten die Heilungsprozesse in der
geschadigten Retina (Gundorova et al., 2008). SchlieBlich zeigten MSZs, die
subretinal in die RCS-Ratte transplantiert wurden, einen signifikanten
neuroprotektiven Effekt auf die Photorezeptoren (Inoue et al., 2007). Die
Mechanismen, Uber die transplantieten MSZs die Degeneration von
Photorezeptoren in verschiedenen Tiermodellen zu verlangsamen, sind noch
nicht aufgeklart. Viele Autoren schlagen jedoch vor, dass diese
neuroprotektiven Eigenschaften der MSZs vor allem auf die Sekretion von
neurotrophen Faktoren zurlckzufihren sind. Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass MSZs endogen verschiedene neurotrophe Faktoren exprimieren,
von denen neuroprotektive Effekte auf retinale Nervenzelltypen bekannt sind,
wie ,fibroblast growth factor-2“ (FGF-2), ,brain-derived neurotrophic factor®
(BDNF) oder ,ciliary neurotrophic factor® (CNTF).
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1.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die das Uberleben, die Proliferation, die
Differenzierung und die Funktionen von allen Zellen des Nervensystems
beeinflussen. Die Expression von verschiedenen Wachstumsfaktoren und ihrer
Rezeptoren konnte in sich entwickelnden, adulten und dystrophen Netzhauten
und in retinalen Kulturen nachgewiesen werden (Beltran et al., 2005; Bugra und
Hicks, 1997; Carwile et al., 1998; Gao und Hollyfield, 1995; Hallbook et al.,
1996; Jing et al., 1996; Jomary et al., 1999; Rakoczy et al., 1993).
Verschiedene Wachstumsfaktoren, wie ,brain-derived neurotrophic factor”
(BDNF), ,glial cell line-derived neurotrophic factor” (GDNF), ,fibroblast growth
factor-2“ (FGF-2) oder ,ciliary neurotrophic factor® (CNTF) weisen
neuroprotektive Effekte auf Photorezeptoren auf. So konnten in verschiedenen
Tiermodellen fur hereditare retinale Degenerationen gezeigt werden, dass die
Degeneration von Photorezeptoren durch Applikation dieser
Wachstumsfaktoren verlangsamt werden konnte und die retinale Funktion
zumindest teilweise erhalten werden konnte (Buch et al., 2007; Chaum, 2003;
LaVail et al., 1992; Wen et al., 2012; Wenzel et al., 2005).

1.2.1 Ciliary neurotrophic factor

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die das Uberleben, die Proliferation, die
Differenzierung und die Funktion von allen Zellen des Nervensystems
beeinflussen. Ciliary neurotrophic factor (CNTF) gehort zu den am intensivsten
untersuchten Wachstumsfaktoren im Zusammenhang von neuroprotektiven
Ansatzen bei degenerativen retinalen Erkrankungen. Obwohl eine Inaktivierung
des CNTF-Gen bei Mensch und Tier (Masu et al., 1993; Takahashi et al., 1994)
keine besonderen Abnormitaten verursacht, hat exogen appliziertes CNTF
einen positiven Einfluss auf die Uberlebensdauer und Differenzierung von einer
Vielzahl von Neuronen des Nervensystems (Sleeman et al., 2000). In der
Netzhaut hat CNTF einen starken neuroprotektiven Effekt auf Photorezeptoren
(Cayouette und Gravel, 1997; LaVail et al., 1992; LaVail et al., 1998), retinale
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Ganglienzellen (Drummond et al., 2014) und retinale Pigmentepithelzellen
(RPE Zellen) (Li et al., 2011).

Durch  Untersuchungen von intravitreal injizierten = rekombinanten
Wachstumsfaktoren konnten La Vail und Kollegen (LaVail et al., 1992) bereits
1992 neuroprotektive Effekte von CNTF auf Photorezeptoren in Tiermodellen
fur degenerative retinale Erkrankungen nachweisen.

Der protektive Effekt von CNTF konnte seitdem in diversen Untersuchungen an
einer Vielzahl anderer Tiermodelle flr degenerative retinale Erkrankungen
bestatigt werden. Zudem konnten neuroprotektive Effekte von CNTF auf
retinale Nervenzellen auch in verschiedenen Spezies gezeigt werden, wie
beispielsweise der Maus (Bok et al., 2002; Cayouette et al., 1998; Cayouette
und Gravel, 1997; LaVail et al., 1998; Liang et al., 2001a; Liang et al., 2001b;
Schlichtenbrede et al., 2003), der Ratte (LaVail et al., 1992; Li et al., 2010;
Liang et al., 2001a; Tao et al., 2002), der Katze (Chong et al., 1999) und dem
Hund (Tao et al.,, 2002). In den meisten Studien wurde ein neuroprotektiver
Effekt von CNTF auf Stabchen-Photorezeptoren gezeigt. Einige
Untersuchungen haben aber auch neuroprotektive Effekte des Cytokins auf
Zapfen-Photorezeptoren nachgewiesen (Li et al., 2010; Talcott et al., 2011).
Aulerdem wurde berichtet, dass CNTF die Regeneration der auleren
Segmente von degenerierenden Zapfen fordert (Li et al., 2010). Somit ist CNTF
ein geeigneter neuroprotektiver Faktor fur den Aufbau neuroprotektiver
Therapieansatze fur die Behandlung degenerativer retinaler Erkrankungen.
Dennoch gibt es auch Schwierigkeiten bei der therapeutischen Anwendung von
CNTF. Ein Problem ist die kurze Halbwertzeit des Protein nach intraoklularer
Injektion in vivo. So hat CNTF hat eine Halbwertzeit von nur 2,9 Minuten im
Plasma nach intravendser Injektion in Ratten (Dittrich et al., 1994). Zwar
wurden in verschiedenen Studien inravitreale Injektionen von rekombinanten
CNTF in Tiermodellen fur degenerative retinale Erkrankungen durchgefuhrt,
(Chong et al.,, 1999; LaVail et al., 1992; LaVail et al., 1998), wie erwartet
wurden dabei jedoch nur kurzfristige neuroprotektive Effekte beobachtet. So
war beispielsweise nach einer einmaligen Injektion von 10ug CNTF flur ein

Rattenauge ein neuroprotektiver Effekt der Behandlung nur Uber einen
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Zeitraum von weniger als 3 Wochen nachweisbar (Wen et al., 2006). Aufgrund
der chronischen Eigenschaft von retinalen Erkrankungen und der kurzen
Halbwertzeit von CNTF waren daher haufige intraokulare Injektionen
erforderlich, bei denen dann jedoch mit verschiedenen Komplikationen wie z.B.
Endopthalmitis, retinale Hemorrhagie und Katarakt zu rechnen ist (Kauper et
al., 2012).

Auch systemische Applikationen scheiden als Methode aus, um neurotrophe
Faktoren in neurales Gewebe einzuschleusen, da diese Faktoren gewdhnlich
nicht in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke oder die Blut-Retina-Schranke zu
passieren (Wen et al.,, 2012). Die Blut-Retina-Schranke ist ein hochselektiver
Filter, Uber den der Retina Nahrstoffe zugeflihrt und Stoffwechselprodukte
abgefuhrt werden (Cunha-Vaz, 1976). Diese Schutzfunktion verhindert, dass
grolere Molekule ihren Weg in die Retina finden. Dies gilt auch fur die
Molekulgrofle von Wachstumsfaktoren, die systemisch verabreicht werden
(Tao, 2006).

Die Herausforderung bei der Anwendung von Wachstumsfaktoren bei retinalen
Erkrankungen liegt also in der Entwicklung einer Methode, die eine lokale und
kontinuierliche Applikation von Wachstumsfaktoren ermdoglicht. Aktuelle
Ansatze liegen in der intravitrealen Implantation von biologisch abbaubaren
Transportvehikeln, die mit Wachstumsfaktoren beladen werden (Andrieu-Soler
et al., 2005; Read et al., 2010; Tao, 2006; Tao et al., 2002). Eine alternative
Strategie besteht darin, die Wachstumsfaktoren in endogenen retinalen Zellen
uber einen Gentransfer mit viralen oder nicht-viralen Vektoren zu exprimieren.
In Tiermodellen konnten mit diesem Ansatz eindrucksvolle Ergebnisse erzielt
werden (Bok et al., 2002; Cayouette et al., 1998; Cayouette und Gravel, 1997;
Liang et al., 2001a; Liang et al., 2001b; McGee Sanftner et al., 2001; Miyazaki
et al.,, 2003; Schlichtenbrede et al., 2003). Zu den Nachteilen dieses
methodischen Ansatzes gehért allerdings die nicht oder nur begrenzt
steuerbare Dosierung des exprimierten neuroprotektiven Faktors. AuRerdem ist
es nicht mdglich, eine solche Behandlung gezielt abzubrechen (Wen et al.,
2012).
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SchlieRlich wird der Ansatz verfolgt, Zellen ex vivo genetisch so zu modifizieren,
dass sie bestimmte Wachstumsfaktoren ektopisch exprimieren. Uber
intraokulare Transplantationen dieser genetisch modifizierten Zellen wird dann
eine kontinuierliche Applikation der Faktoren angestrebt (Gamm et al., 2007;
Jung et al., 2013). Diese Methode vermeidet damit eine genetische Modifikation
endogener retinaler Zellen. Zudem hat sie den Vorteil, dass die
Expressionsstarke des neuroprotektiven Faktors in den genetisch modifizierten
Zellen vor der Transplantation gemessen werden kann und so die Menge des
sezernierten Faktors im Auge beipielsweise Uber die Anzahl an transplantierten
Zellen in einem bestimmten Rahmen kontrolliert werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es von besonderem Interesse, dass das
therapeutische Potential einer zellbasierten kontinuierlichen intraokularen
Applikation von CNTF bereits in klinischen Studien an Patienten mit Retinitis
pigmentosa oder geographischer Atrophie evaluiert wird. Bei diesen
Untersuchungen kommt die sogenannte ,encapsulated cell technology“ (ECT)
zum Einsatz, die von der Firma Neurotech entwickelt wurde (Tao et al., 2002).
Bei der ECT wird eine humane RPE Zelllinie eingesetzt, die genetisch so
modifiziert wurde, dass die Zellen CNTF sezernieren. Diese modifizierten RPE
Zellen werden in kleine Kapseln eingeschlossen, die dann in den intravitrealen
Raum der Patienten implantiert werden. Die Kapseln sind mit semipermeablen
Membranen verschlossen, wodurch das uUberexprimierte CNTF aus den
Kapseln in den intravitrealen Raum und zur Netzhaut diffundieren kann.
Umgekehrt kdnnen aus dem Kammerwasser Nahrstoffe zu den verkapselten
RPE Zellen gelangen. Weiterhin schitzen die Kapseln die modifizierten RPE
Zellen vor dem Immunsystem des Empfangers. Schlieldlich kann vor
Implantation der Kapseln ex vivo die Menge von sezerniertem CNTF gemessen
werden und so definierte Mengen an CNTF in die Augen der Patienten
eingebracht werden (Tao, 2006; Tao et al., 2002). In einer retrospektiven
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass intraokulare ECT Implantate ein
vorteilhaftes pharmakokinetisches Profil fir die Behandlung von chronisch
degenerativen retinalen Erkrankungen aufweisen. Dabei wurden NT-501

Implantate der Firma Neurotech untersucht. Es wurde festgestellt, dass die
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Implantate Uber einen Zeitraum von mehr als 2 Jahren konstant CNTF
produzierten. Im Serum der Probanden konnte weder CNTF, anti-CNTF
Antikdrper oder Antikdrper gegen die eingekapselten Zellen nachgewiesen

werden (Kauper et al., 2012).

2 Material und Methode

2.1 Versuchstiere

Mesenchymale Stammzellen wurden aus dem Knochenmark der Extremitaten
einer 4 Monate alten transgenen Maus isoliert, in der das Reportergen EGFP
unter Kontrolle des humanen Ubiquitin C Promoters exprimiert wird. Alle
Transplantationen wurden an Pde6b™’ Mausen durchgefiihrt. Die Pde6b™
Maus-Linie tragt eine Mutation im Gen fur die Stabchen-spezifische cGMP
phosphodiesterase-R-Untereinheit (PDER), die zu einem Absterben der
Stabchen und in Folge auch zu einem Absterben der Zapfen flhrt (Bowes et al.,
1990). Die Degeneration der Photorezeptoren bei der Pde6b™’ Maus beginnt
etwa postnatal ab Tag 8. Nach 4Wochen sind alle Photorezeptoren verloren.
Die Pde6b™’ Mutante stellt damit ein Tiermodell fiir eine rezessive autosomale
Retinitis pigmentosa da. Diese Mutation fuhrt auch beim Menschen zu einer

retinalen Dystrophie (McLaughlin et al., 1993).

Alle Versuchstiere wurden auf einem C57BL/6J genetischen Hintergrund
gezuchtet und in herkdmmlichen Kafigen mit freiem Zugang zu Futter und
Wasser und in einem 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit Zyklus bei
200lux gehalten. Die Pde6b™ Mause wurden homozygot geziichtet. Zur
Genotypisierung der Pde6b™’ Mause wurde mittels ,polymerase chain reaction*
von mit den Primern 5’-CTT TCT ATT CTC TGT CAG CAA AGC-3’ (forward
primer), 5-CAT GAG TAG GGT AAA CAT GGT CTG-3’ (reverse primer) mit
einem anschlieBenden diagnostischen Verdau mit dem Restriktionsenzym

Hha1 gemacht (Chang et al., 2007). Die EGFP-transgenen Mausmutanten
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stammten aus Verpaarungen zwischen einem Wildtyptier und einem
heterozygot EGFP-transgenen Tier. Samtliche experimentelle Eingriffe an den
Tieren wurden unter Beachtung und Einhaltung der geltenden

Tierschutzgesetze durchgeflhrt.

2.2 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen

EGFP-transgene Spendertiere wurden durch Genickbruch getétet und
anschliellend auf ein Korkbrett in Rlckenlage fixiert. Die Extremitaten wurden
durch Kanulen, welche durch die Pfoten gestollen wurden, korperfern fixiert
und die Korkunterlage und die Maus sorgfaltig mit Alkohol (80 %) desinfiziert.
Mit einer Pinzette wurde im Bereich des unteren Bauches das Fell fixiert und
mit der Schere ein Langsschnitt bis durch die Unterhaut gesetzt. Durch diese
Offnung wurde ein Blatt der Schere in Richtung Pfote gefiihrt und Fell samt
Haut aufgetrennt. Die Muskulatur samt Knochen wurde von der Unterhaut
abprapariert. Die Pfote wurde nun vom Unterschenkel abgeschnitten. Der
Unterschenkel wurde im Bereich der Pfote mit der Pinzette fixiert und gegen
den Widerstand des Kniegelenkes uUberstreckt, bis sich der Unterschenkel aus
dem Kniegelenk Ioste. Die Schere dient hierbei als Widerlager am
Oberschenkel. Der Oberschenkel wurde im Bereich der Wirbelsaule geldst,
ohne dabei die Markraume zu erdéffnen.

Danach wurde der Knochen mit der Schere an den Enden aufgeschnitten, um
die Markraume zu 6ffnen. Eine 1 ml Spritze wurde mit Medium aufgezogen, die
Kanule in den Knochen gefuhrt, und die Kanule samt Knochen in ein Réhrchen
mit Medium getaucht. Durch abwechselnde Aspirationen und Injektionen wurde
dann das Knochenmark aus dem Knochen gewaschen. Vor der Uberfiihrung
des Mediums mit den Zellen in eine Kulturflasche wurden zunachst mit der
Spritze und anschlielend mit einer 5ml Stabpipette durch mehrmaliges Auf-
und Absaugen die Zellen vereinzelt. Die Kulturflasche wurde dann fur 3 Tage in
den Brutschrank gestellt und in der Folge das Expansionsmedium alle 3 Tage

gewechselt, wobei die Kulturflasche jeweils vorher grindlich mit PBS
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ausgespult wurde, um die nicht-adharenten Zellen aus der Flasche zu

entfernen.

2.4 Expansion der mesenchymalen Stammazellen

Die in unbeschichteten Kulturflaschen adharent wachsenden mesenchymalen
Stammzellen wurden jeweils spatestens bei einer etwa 70% Konfluenz
passagiert. Dazu wurden die Zellen von den Kulturflaschen abgeldst, indem das
Kulturmedium abgesaugt und die Kulturflaschen anschlielend 3x mit PBS
gewaschen wurden. Danach wurde fur 5 Minuten 0,25% Trypsin auf die Zellen
gegeben. Das Trypsin wurde durch Zugabe von Serum-haltigen
Expansionsmedium inaktiviert. Die abgeldsten Zellen wurden dann in ein 15ml
Falconrohrchen Uberfuhrt und bei 1200rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zell-Pellet durch vorsichtiges Titurieren in
Einzelzellen dissoziiert, und die Zellen weiter in unbeschichteten Kulturflaschen
mit einer Dichte von 1,5 — 3 x 10* Zellen pro cm? Expansionsmedium (siehe 2.8.

,verwendete Losungen) kultiviert.

2.5 Einfrieren und Auftauen von mesenchymalen Stammzellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden dichte Zellsuspensionen in
Expansionsmedium in ein Kryoréhrchen uberfuhrt, die Zellsuspension mit einer
Endkonzentration von 10% DMSO versetzt, und bei -20°C eingefroren und
anschlie3end fur 3 Tage bei dieser Temperatur gelagert. Zur weiteren Lagerung
wurden die eingefrorenen Zellen entweder in eine -80°C Truhe oder in einen mit
flussigem Stickstoff gefullten Tank Uberfuhrt. Eingefrorene Zellen wurden
schnellstmdglich aufgetaut und in Zellkulturflaschen mit Expansionsmedium
uberfuhrt. Nach 7-10 Tagen wurden die Zellen passagiert und es erfolgte ein

Mediumwechsel.
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2.6 Polycistronische lentivirale Vektoren

Der offene Leserahmen von Maus CNTF wurde in frame mit der Ig « -chain
Sequenz (Life Technologies) kloniert. Die sezernierbare Variante von CNTF
wurde dann in lentiviralen Vektor pCAG-IRES-tdTOMATO/BSD eingebaut.
Dieser Vektor basiert auf den lentiviralen ,gene ontology“ (LeGO) Vektoren
(Weber et al., 2008; Weber et al., 2010). Der resultierende Vektor pCAG-
CNTF-IRES-tdTOMATO/BSD kodiert unter regulatorischer Kontrolle des ,CMV
enhancer/chicken R-actin® (CAG) Promoters fur die sezernierbare CNTF
Variante, die ,internal ribosome entry site“ (IRES) des Encephalomyocarditis
Virus und ein Fusionsgen bestehend aus dem Reportergen tdTOMATO und
dem Resistenzgen Blasticidin (Abb. 3).

2.7 Herstellung der lentiviralen Partikel

Zur Herstellung der lentiviralen Partikel zur Transduktion von mesenchymalen
Stammzellen wurde die Phoenix-Verpackungszelllinie benutzt, die von ,Human
Embryonic Kidney-293T-Zellen® (HEK-293T) abgeleitet ist. Dazu wurden 2,5
x10° Phoenix-Zellen in 150cm? Kulturflaschen ausgeséat. Die Phoenix-Zellen
wurden dann fur einen Tag in einem DMEM-Glutamax Medium mit 10% FCS,
20mM HEPES, 1mM Natriumpyruvat und Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Die Transfektion der Phoenix-Zellen mit den lentiviralen Vektoren (Abb.3), dem
Gag/Pol-Plasmid (pMDLg/pRRE), dem Rev-Plasmid (pRSV-Rev) und dem
Hullprotein-Plasmid (Eco-Env) erfolgte mit der Calcium-Phosphat-Methode mit
einem Calcium-Phosphat Transfektions-Kit (Promega Profection). Fur die
Transfektion von Phoenix-Zellen in einer 150cm? Kulturflasche wurden 25ug
des lentiviralen Vektors, 25ug des Gag/Pol-Plasmids, 12,5ug des Rev-
Plasmids, 10ug des Hullprotein-Plasmids und 156ul 2M CaCly-Lésung mit
destilliertem Wasser auf 1250pl aufgefillt. Die DNA/CaClz-Lésung wurde dann
tropfchenweise zu 1250ul eines zweifach konzentrierten Prazipitationspuffers
(2x HBS) in ein 15ml Falconréhrchen gegeben, wobei die Lésung durch
Einstromen von Luft standig aufgewirbelt wurde. Das Gemisch wurde vor dem

weiteren Gebrauch fir 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das
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DMEM-Glutamax Medium wurde durch neues Medium mit 25uM Chloroquine
ersetzt und die DNA-LGsung tropfchenweise und unter leichtem Schwenken auf
die Phoenix-Zellen gegeben. Nach einer Kultivierungsdauer von mindestens 6
bis maximal 12 Stunden wurde das Medium durch frisches DMEM-Glutamax
Medium mit 20mM HEPES und Penicillin/Streptomycin ausgetauscht. Nach
einer Kultivierungsdauer von weiteren 12 Stunden wurde das Medium mit den
lentiviralen Partikeln abgenommen und bei 4°C gelagert. Nach weiteren 12
Stunden Kultivierung wurde erneut das Medium mit den lentiviralen Partikeln
abgenommen und mit dem schon gesammelten Medium durch einen 0,45um
Filter filtriert, fGr 12 Stunden bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert, aliquotiert und

bei -80°C gelagert. Dieser Vorgang wurde zwei weitere Male wiederholt.

SIN-LTR |¥| RRE | cPPT IRES |tdTomato Bsd wPRE | SIN-LTR

SIN-LTR |¥| RRE

Abb.3: Schematische Darstellung der verwendeten Ilentiviralen
Vektoren.

Um CNTF in mesenchymalen Stammzellen zu exprimieren, wurde ein
polycistronischer lentiviraler Vektor hergestellt, der unter Kontrolle
des ubiquitar aktiven CAG Promoters fiir eine sezernierbare Variante
von Maus CNTF und ein Fusionsgen bestehend aus dem Reportergen
tdTomato und dem Resistenzgen Blasticidin (Bsd) kodiert (pCAG-
CNTF-IRES-tdTomato/BSD; a). Als Kontrollvektor diente derselbe
Vektor aber ohne die CNTF cDNA (pCAG-IRES-tdTomato/BSD; b).
Abkiirzungen: Y , packaging signal; CAG, cytomegalovirus
enhancer/chicken f -actin; CNTF, cilliary neurotrophic factor; cPPT,
central polypurine tract; IRES, internal ribosome entry site; LoxP,
recognition site of Cre recombinase; RRE, rev-responsive element;
SIN-LTR, self-inactivating long terminal repeat; wPRE, woodchuck
hepatitis virus posttransciptional regulatory element; Bsd, Blasticidin.
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2.8 Transduktionen von 3T3-Zellen

Zur Abschatzung der Virentiter und der Qualitat der verschiedenen
,Virenernten“ wurden 3T3 Fibroblasten mit den lentiviralen Vektoren pCAG-
CNTF-IRES-tdTomato/BSD und pCAG-IRES-tdTomato/BSD  (Abb.  3)
transduziert. Zur Transduktion wurden 5*10* 3T3-Zellen pro Position einer 24-
Well-Platte ausplatiert. Nachdem sich die Zellen auf dem Kultursubstrat
angeheftet hatten, wurde pro Virenernte in jeweils ein Well 400pl
Virenuberstand auf 1 ml Kultivierungsmedium gegeben. Zur Verbesserung der
Transduktionseffizienz wurde auf3erdem jedem Well 8ug/ml Polybren beigeflgt
und die Zellen dann mit dem Virenlberstand bei 2800 rpm und
Raumtemperatur flr 1 Stunde zentrifugiert. Anschliel3end werden die Zellen fur
1 Stunde im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Danach wurden die Zellen in
einem frischen Medium ohne Virenluberstand und Polybren fir einen weiteren
Zeitraum von 48-72 Stunden kultiviert. Die jeweilige Transduktionseffizienz
wurde fluoreszenzmikroskopisch Uber den Prozentsatz von Zellen abgeschatzt,

die das Reportergen tdTomato exprimierten.

2.9 Transduktion und Selektion von mesenchymalen Stammzellen

Zur Transduktion mesenchymaler Stammzellen wurden die Zellen in 6-well-
Platten ausplattiert und in Expansionsmedium bis zur Subkonfluenz kultiviert.
Das Medium wurde dann durch 0,5 ml unverdinnten Virentberstand
(polycistronischer lentiviraler Vektor) mit 8ug/ml Polybren ausgetauscht.
AnschlieRend wurden die Zellen fur 1 Stunde mit 2800rpm bei 32°C in einer
Plattenzentrifuge zentrifugiert (Weber et al., 2008; Weber et al., 2010). Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 45-60 Min. im Brutschrank wurde der
Virenuberstand durch frisches Expansionsmedium ersetzt. Dieser Vorgang
wurde insgesamt an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Die Zellen
wurden taglich am Fluoreszenzmikroskop auf die Expression des Reportergens
tdTomato analysiert. Ab dem Zeitpunkt einer deutlich detektierbaren tdTomato-

Expression wurden alle Zellen in eine kleine Zellkulturflasche Uberflhrt. Nach
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24 Stunden wurde dem Expansionsmedium 4pug/ml Blasticidin (BSD) zugesetzt,
um die positiven Zellen zu selektionieren.

Die Effizienz der Selektion wurde durch tagliche fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen kontrolliert. Beim Erreichen einer subkonfluenten Zelldichte
wurden die transduzierten mesenchymalen Stammzellen passagiert und in
Expansionsmedium mit regelmaliger Zugabe von 4pug/ml Blasticidin weiter
expandiert. Die CNTF-exprimierenden mesenchymalen Stamzellen werden im
folgenden als “CNTF-MSCs* bezeichnet. Die Kontrollzellen, welche kein CNTF-

exprimieren, werden im folgenden als “Kontroll-MSCs* bezeichnet.

2.10 Klonierung von mesenchymalen Stammzellen

Klonale Stammzelllinien wurden Uber die Expression des Reportegens
tdTOMATO mittels ,fluorescence activated cell sorting“® (FACS; FACSAria,
Becton Dickinson Bioscience) etabliert. Dabei wurden Zellen mit der starksten
Expression des Reportergens selektioniert und einzeln in die Positionen einer
96 Well-Platte verteilt, und anschlielend erneut expandiert. Beim Erreichen
einer subkonfluenten Zelldichte wurden die klonierten mesenchymalen
Stammzellen in groRere Kulturflaschen passagiert und in Expansionsmedium

mit regelmafiger Zugabe von 4ug/ml Blasticidin weiter expandiert.

2.11 Immunzytochemie und Histologie

2.11.1 Immunzytochemische Analyse von transduzierten mesenchymalen
Stammazellen

Um zu Uberprufen, dass die selektionierten Reportergen-exprimierenden
mesenchymalen  Stammzellen den  eingebrachten = Wachstumsfaktor
exprimieren, wurden die Zellen immunzytochemisch mit einem monoklonalen

Antikorper gegen Maus CNTF analysiert .
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Tabelle 1: Fdr immunzytochemische Analysen verwendeter primarer

Antikorper.

Antikdrper mono-/ polyklonal Spezies Verdinnung

anti-CNTF polyklonal Kaninchen 1:500

Tabelle 2: Fur immunzytochemische Analysen verwendete sekundare

Antikorper.
Antikdrper mono-/ polyklonal Spezies Verdunnung Konjugat
anti-Maus polyklonal Ziege 1:200 Cyanine (Cy5)
anti-Kaninchen | polyklonal Ziege 1:200 Cyanine (Cy5)

FUr immunzytochemische Analysen mit anti-CNTF Antikérpern wurden die
Zellen zunachst fur 10 Minuten in PBS mit 4% Paraformaldehyd fixiert, dann mit
einem ,Blocking-Puffer® (PBS, 0,1% BSA, 0,3% Triton X-100) fur 60 Minuten
inkubiert und schlieBlich mit 70ul der entsprechenden primaren anti-CNTF-
Antikodrperldsungen uUberschichtet. Nach einer Inkubation mit den primaren anti-
CNTF-Antikorpern fur 1 Stunde bei Raumtemperatur wurden die Zellen Uber
Nacht im Kuhlschrank bei 4°C mit dem primaren Antikorper weiter inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Kulturen mehrfach mit PBS gewaschen, dann fir 1,5
Stunden mit den entsprechenden sekundaren Antikérpern flur 3 Stunden

inkubiert, zur Darstellung der Zellkerne fiir 10 Minuten mit (4’ ,6-Diamidin-2-

phenylindol (Dapi), Firma DAKO) DAPI angefarbt und erneut mehrfach mit PBS
gewaschen und mit Aqua-Polymount auf Objekttragern eingedeckelt. Als
Kontrolle wurde dasselbe Protokoll auf mesenchymale Stammzellen
angewendet, die mit pCAG-IRES-tdTomato-BSD transduziert waren. Zusatzlich
wurden bei einigen Immunfarbungen als Negativkontrolle die Zellen mit PBS

anstatt mit dem primaren Antikorper inkubiert.
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2.11.2 Western Blot

Um zu Uberprifen, ob das ektopisch exprimierte CNTF von den
mesenchymalen Stammzellen sezerniert wird, wurden Western Blot Analysen
der Kulturiberstande durchgefuhrt. Hierzu wurden klonale CNTF-MSC und
Kontroll-MSC Zelllinien fur eine Woche in Expansionsmedium kultiviert, und
anschlieRend die konditionierten Medien gesammelt. Die Konfluenz der

Stammzellen lag bei ca. 90%.

2.11.2.1 Heparin-Agarose

10 ml der Expansionsmedien wurden Uber Nacht mit 20 yl Heparin Agarose
Type | (Sigma) bei 4°C prazipitiert, fur 5 Minuten bei 4°C mit 4000rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, und das Pellet mit der Heparin-Agarose
und dem daran gebundenem Wachstumsfaktor in 1ml kaltem PBS gewaschen.
Das Pellet wurde in ein Eppendorfrohrchen tberfuhrt und ein weiteres Mal fur 5
Minuten bei 4°C mit 12.000rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 4x Lammlipuffer resuspendiert. Die
Probe wurde dann 10 Minuten bei 95°C denaturiert und erneut zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgenommen und auf ein 12% SDS Gel aufgetragen.

2.11.2.2 Gele gieRen
Tabelle 3: Polyacryamidgel Trenngel 12%

Substanz Menge

Aqua dest. 2,08 mi
1,5M Tris pH 8,8 1,56 ml
10% SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat 10g/100ml H,0) 62,5 ul
30% Acrylamid-Bis 2,5ml

1,5M Tris pH 8,8 1,56 ml
10% APS (Ammoniumperoxisulfat 10g/100ml H,O) 55,7 ul
TEMED ( Tetramethydiamin) 5,57 ul
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Tabelle 4: Sammelgel

Substanz Menge

Aqua dest. 1,44ml
0,5M Tris pH 6,8 625l
10% SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat 10g/100ml H,0) 25 ul
30% Acrylamid-Bis 4154l
1,5M Tris pH 8,8 01,56 mi
10% APS (Ammoniumperoxisulfat 10g/100ml H,O) 25 ul
TEMED ( Tetramethydiamin) 2,5 ul

Fur die Gelelektrophorese wurden zwei Glasplatten in eine Giel3kassette

eingespannt und auf dem Giel3stand fixiert. Eine der Glasplatten ist mit einer

Spacer-Palette versehen. Zuerst wurde das Trenngel mit einer Pipette in die

Vorrichtung gegeben. AnschlieRend wurde 1ml Ethanol dazugegeben. Nach

der Polymerisation wurde das Ethanol entfernt und das Sammelgel hinzugefugt.

Die Auspolymerisation dauert ca. 20 Minuten.

2.11.2.3 Durchfiihrung Elektrophorese
Tabelle 5: 10x Laufpuffer

Substanz Menge

Glycin 144,2¢g
Tris pH 8,3-8,8 30,39
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) 10g

Aqua dest. ad 1000ml

Tabelle 6: 10x Transferpuffer

Substanz Menge

Glycin 144,2¢g
Tris pH 8,0-10,0 30,3¢g
Aqua dest. ad 1000ml

39



Tabelle 7: Blottingpuffer

Substanz Menge

100% Methanol 200ml
10x Transferpuffer 100ml
Aqua dest. ad 1000ml

2.11.2.3.1 Auftrennen

Zum Auftrennen wird das ,Bio Rad System® verwendet. Die ,innere“ Kammer
wurde mit Laufpuffer bis zum Rand geflllt. Die ,aul3ere“ Kammer wurde mit
Laufpuffer gefullt, bis der Boden damit bedeckt ist. Anschlieend wurden die
Proben aufgetragen. Der Lauf begann mit 15 mA, danach wurde die

Stromstarke auf 30 mA erhoht.

2.11.2.3.2 Transfer

Fur den Transfer wurden ,fibre pads®, Whatman Papier und die Nitrocellulose-
Membran in kaltem Blottingpuffer eingeweicht und in folgender Reihenfolge
Ubereinander geschichtet: Auf ein ,fibre pad“ wurde doppellagig das Whatman
Papier aufgebracht, darauf folgte das Gel und die Nitrocellulosemembran und
abschliellend folgte erneut doppellagiges Whatman Papier sowie ein ,fibre
pad®. Der Transfer erfolgt bei 80V fur 1 Stunde.

Tabelle 8: 10x TBS-Puffer

Substanz Menge

NaCl 87,79
Tris-HCI pH 7,5 12,19
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Tabelle 9: TBST-Waschpuffer

Substanz Menge
1x TBS-Puffer 100ml
0,05% Tween-20 50ul

Tabelle 10: Sample-Buffer

Substanz Menge

Aqua dest. 3ml
0,5M Tris pH 6,8 1ml
10% SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat 10g/100ml H,0) 1,6ml
Glycerol 1,6ml
Bromphenolblau 0,4ml
2-Mercapthoethanol 0,4ml

Die Membran wurde fur 30 Minuten in 1% Skim-Milk (in TBS-Puffer) Blocking
Ldsung bei Raumtemperatur inkubiert. Der Primarantikdrper wurde in TBS-
Waschpuffer verdinnt und die Membran tUber Nacht bei 4°C auf dem Schuttler
inkubiert. Danach erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur die Inkubation
mit einem HRP-konjugierten sekundaren Antikorper, der ebenfalls in TBS
Waschpuffer angesetzt wurde. Zwischen den Inkubationsschritten mit dem
primaren Antikorper, dem sekundaren Antikdrper und der SuperSignal Losung
(Pierce) wurde die Membran jeweils zweimal mit TBSTWaschpuffer
gewaschen. Die Membran wurde fir 5 Minuten im Dunkeln mit der SuperSignal

Ldsung inkubiert und anschlie3end die Fotodokumentation durchgefihrt.

2.12 Intravitreale Zelltransplantationen

Die genetisch modifizierten mesenchymalen Stammzellen wurden intravitreal in
die Augen von acht Tage alten Pde6b™’ Mausen transplantiert. Hierfiir wurden
die Tiere mit einer intraperitonealen Injektion von Ketanest S (25mg/ml) und

Rompun (2%) tief anasthesiert. Darauf hin wurde mit einer fein ausgezogenen

Glaskanule, die Uber einen Schlauch an eine Spritze verbunden war, 1 ul
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intravitreale FlUssigkeit aus dem intravitrealen Raum abgezogen. Durch
dieselbe Injektionsstelle wurde dann ebenfalls mit einer sterilen und fein
ausgezogenen Glaskanule 1 ul einer dichten Zellsuspension (30.000 Zellen/pl
in PBS) von mesenchymalen Stammzellen in den intravitrealen Raum uber
einen Zeitraum von 1 Minute injiziert. Wahrend der gesamten Zeit wurde die
Zellsuspension bei 4°C gelagert und vor jeder intravitrealen Injektion tituriert,
um wahrend des ganzen Transplantationsvorgangs eine Einzelzellsuspension
zu gewabhrleisten.

In ein Auge jedes Versuchstieres wurden CNTF-MSZs injiziert, und in das
jeweils kontralaterale Auge wurden Kontroll-MSZs transplantiert. Der Erfolg der
Transplantationen wurde visuell kontrolliert. Die Tiere wurden nach der
Transplantation bis zum Aufwachen aus der Narkose kontinuierlich Uberwacht.
Danach wurden die Tiere taglich auf mogliche, durch die Zelltransplantation

verursachte okulare Komplikationen Gberpruft.

2.13 Histologische Analysen der Empfanger-Netzhaute

Sieben Tage nach der intravitrealen Transplantation von mCNTF tranduzierten
mesenchymalen Stammzellen wurden die Mause getdtet und die Augen
entnommen. Die Augen wurden durch Einschnitte der Cornea mit einer
Mikroschere eroffnet und anschlielRend Uber Nacht bei Raumtemperatur in PBS
mit 4% Paraformaldehyd immersionsfixiert. Am folgenden Tag wurden die
Augen von Bindegewebe und Muskulatur befreit und in einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe von Sucrose cryoprotektiert. Dazu wurden die Augen
zunachst fur 24 Stunden in einer 7,5% Sucroseldsung, dann flr 24 Stunden in
einer 15% Sucroseldsung und schlieBlich fur mindestens 24 Stunden in einer
30% Sucroselosung inkubiert. Danach wurden die Augen in Siliconformen in
Tissue-Tek mit einer definierten Orientierung (Abb. 4) eingebettet. Dadurch
wurde gewahrleistet, dass spater bei allen Versuchstieren definierte und
vergleichbare Regionen der Netzhaute ausgewertet wurden (s.u.). Die Gewebe
wurden anschlieend in mit flussigem Stickstoff gekuhltem 2-Methylbutan
eingefroren und mit einem Cryostat mit einer Dicke von 25um seriell
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geschnitten. Die Schnitte wurden in 24-Well-Platten in PBS gesammelt. Um die
Photorezeptorschicht darzustellen, wurden die Schnitte immunhistochemisch
mit Antikdrpern gegen Recoverin, ein Photorezeptor-spezifisches Antigen,

angefarbt.

Tabelle 11: Fdr immunzytochemische Analysen verwendeter primarer

Antikorper.
Antikdrper  mono-/ Verdinnung Artikelbezeichnung
polyklonal
anti- polyklonal 1:5000 Rabbit anti-Recoverin
Recoverin Chemicon/AB5585/LOT LV

1480447/ Rabbit/ 26.10.09

Tabelle 12: Fir immunzytochemische Analysen verwendeter sekundarer

Antikorper.

Antikorper mono-/ Spezies  Verdunnung Konjugat
polyklonal

anti- polyklonal Ziege 1:500 Indocarbocyanin

Kaninchen (Cy3)

FUr immunhistochemische Analysen mit anti-Recoverin Antikdrpern wurden die
Retina-Schnitte in 24-Well Platten zunachst mit einem ,Blocking-Puffer” (PBS,
0,1% BSA, 0,3% Triton X-100) fur 60 Minuten und anschlieRend in 300ul der
entsprechenden primaren Antikorperlésung Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte mehrfach mit PBS gewaschen, dann far 4
Stunden mit den entsprechenden sekundaren Antikérpern inkubiert, zur
Darstellung der Zellkerne fir 10 Minuten mit DAPI angefarbt, wiederum
mehrfach mit PBS gewaschen und anschlielend mit Aqua-Polymount auf
Objekttragern eingedeckelt. Die Schnitte wurden mit einem konfokalen Olympus
FV 1000 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Germany, http://olympus-global.com)

analysiert.
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Qrientierung bei Praparation

Wenn der optische Nerv zu einem hinzeigt und dorsale Markierung nach oben ausgerichtet ist.

Hornhautschnitte

weggeschnittene Hornhauthalfte

nasale Markierung

Markierung fur dorsalen Pol

\\

?

Linkes Auge:
linke Hornhauthalfte entfernt

rechte Hornhauthilfte entfernt

j Rechtes Auge:

nach Prof. Udo Bartsch

Abb.4: zeigt die Hornhautschnitte, die zur Markierung angelegt
wurden, bevor die Augen in Tissue-Tek eingebettet wurden. Die
Temporale-Seite wurde durch die weggeschnittene Hornhauthalfte
markiert. Durch drei horizontale Schnitte, welche lateral lagen, wurde
die nasale Markierung erstellt. Ein horizontaler, zentraler Schnitt ist
die Markierung fur den dorsalen Pol.

2.14 Photorezeptor Zahlung

Zentrale (in der Ebene des optischen Nerven) retinale Schnitte wurden Uber die
gesamte Lange fotografiert und die Einzelaufnahmen mittels Photoshop CS4
Software (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, http://www.adobe.com)
zusammengesetzt. Mit Adobe Acrobat Pro (Adobe Systems Inc., San Jose, CA,
http://www.adobe.com) wurden die Langen der Netzhaute gemessen. Die
Photorezeptoren wurden in zwei Bereichen an vorher definierten Positionen der
Netzhdaute ausgezahlt. Diese Bereiche fur die Photorezeptorauszahlungen
befanden sich an Stellen, die 70% und 30% der Strecke vom optischen Nerven

bis zur Peripherie der nasalen Netzhauthalfte entsprachen.

44



R
Ubi3 tg GFP

mMSZ aus Knochenmark

- = -
w

Transduktion

Klonierung

o ¥

FACS

“Heterogene“Kultur

Blasticidin

~Neo
Transplantation rd1

Immunohistochemie

Abb.5: zeigt eine schematische Zusammenfassung des experimentellen

Vorgehens.
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2.15 Verwendete Losungen

2.15.1 Alilgemeine Lésungen

Phosphate buffered saline (PBS;

Paraformaldehyd (PA; 4%)

Poly-L-Ornithin (PLO)

Sucrose (7,5%, 15% oder 30%):

10x)

80g/l NaCL

17,99 g/l NaHPO4
2 g/l KCI

2 g/l KH,POy4

in ddH20 (pH 7,4)

4g Paraformaldehyd
in 100ml PBS (pH 7,3)

7,5ml PLO (0,01% Stammldsung)
in 50ml destilliertem H,O

7,59, 15g oder 30g
in 100ml PBS
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2.15.2 Medien fiir mesenchymale Stammzellen

2.15.2.1 Expansionsmedien

Expansionsmedium fir mesenchymale Stammzellen

DMEM/F12

20% FCS ( fur Maus MSC, vorselektioniert )
10ul/ml L-Glutamin (200mM Stammlésung)
10ul/ml Penicillin (10.000 Units/ml Stammlésung)
10ul/ml Streptomycin (10mg/ml Stammlésung)

Expansionsmedium flr mit Blasticidin-Resistenz transduzierte mesenchymale

Stammzellen

DMEM/F12

20% FCS ( fur Maus MSC, vorselektioniert )
10ul/ml L-Glutamin (200mM Stammlésung)
10ul/ml Penicillin (10.000 Units/ml Stamml&sung)
10ul/ml Streptomycin (10mg/ml Stammlésung)
4ug/ml Blasticidin (4 pg/ml Stammldsung)

2.15.2.2 Medium fur die Virenherstellung
Medium 1

DMEM- Glutamax

10% inaktiviertes FCS

40ul/ml HEPES Puffer (0,5M Stamml6sung )
10ul/ml Penicillin (10.000Units/ml Stammlésung)
10ul/ml Streptomycin (10mg/ml Stammlésung)
10ul/ml Natriumpyruvat (100mM Stammldsung)
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X-Vivo Medium

X-Vivo Medium
40ul/ml HEPES Puffer (0,5M Stamml6sung )
10ul/ml Penicillin (10.000Units/ml Stammlésung)
10ul/ml Streptomycin (10mg/ml Stammlésung)

2.16 Verbrauchsmaterialien und Geriate

2.16.1 Chemikalien
Tabelle 13: Chemikalien

Material Hersteller AbkUrzung

2-Methylbutan Sigma-Aldrich

Accutase PAA Laboratories GmbH |ACC
Pasching Austria

Agar Fluka Chemika, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

,Bovine serum albumin® SAFC, Sigma-Aldrich Chemie | BSA
GmbH,
Penzberg

Blasticidin Gibco Invitrogen Life| BSD
Technologies, Karlsruhe

Dimethylsulphoxide Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | DMSO

Steinheim

Ethanol

Walter CMP GmbH & Co. KG,
Kiel

Hi Speed Plasmid Midi/Maxi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Ketanest S (25mg/ml)

Pfitzer

Kochsalz

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsuhe
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Matrigel Becton Dickinson, Heidelberg

Methanol J.T.Baker, Phillipsburg, NJ,
USA

Paraformaldehyd Fluka Chemika, Sigma- | PA
Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

.,Phosphate buffered saline”,|Gibco Invitrogen life | PBS

steril technologies, Carlsbad, CA,
USA

Polybren Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Poly-L-Ornithine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | PLO
Steinheim

Rompun (2%) Bayer

Salzsaure Merck KG, Darmstadt

Tissue-Tek Sakura Finetch, Netherlands |OCT

Triton x 100 Fluka Chemika, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
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2.16.2 Medien, Supplemente, Wachstumsfaktoren

Tabelle 14: Medien, Supplemente, Wachstumsfaktoren

Material Hersteller AbkUlrzung
DMEM/F12 1:1 — L-Glutamine | Gibco  Invitrogen Life
Technologies, Karlsruhe
DMEM-Glutamax Invitrogen GmbH
Technologiepark
Karlsruhe,
Karlsruhe
Fetales Kalberserum FCS
Glutamin Gibco Invitrogen Life
Technologies, Karlsruhe
Heparinagarose Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Natriumbikarbonat Gibco Invitrogen
Corporation, Karlsruhe
Natriumpyruvat Invitrogen GmbH
Technologiepark
Karlsruhe,
Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, | Pen/Strep

Pasching

X-Vivo

Cambrex BioScience,
Verviers (BEL)
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2.16.3 Primare Antikorper

Tabelle 15: primare Antikorper
Antikorper Hersteller AbkUlrzung
anti-glial  fibrillary acidic| DAKO A/S, Glostrup, | GFAP
protein (polyklonal, | Danemark
Kaninchen)
anti-Tubulin 1l (polyklonal, | Covance Research | Tublll
Kaninchen) Produkts, Berkeley, CA,
USA
CNTF (plyklonal, rb) Santa Cruz, CA, USA CNTF
2.16.4 Sekundare Antikorper
Tabelle 16: sekundare Antikorper
Material Hersteller AbkUlrzung
anti-Kaninchen- Jackson Immuno
anti-Kaninchen-Cy3
Indocarbocyanin (Cy3)| Research  Laboratories
(polyklonal, Ziege) Inc., Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen-Carbocyanin | Jackson Immuno
anti-Kaninchen-Cy2
(Cy2) (polyklonal, Ziege) Research  Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

anti-Maus-Indocarbocyanin

(Cy3) (polyklonal, Ziege)

Jackson Immuno

Research  Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

anti-Maus-Cy3

anti-Maus-Carbocyanin

(Cy2) (polyklonal, Ziege)

Jackson Immuno

Research  Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

anti-Maus-Cy2

anti-rabbit HRP conjugated

Jackson Immuno

Research  Laboratories

Inc., Dianova, Hamburg

Anti-Kaninchen-HRP

51




2.16.5 Geriate
Tabelle 17: Gerate

Material

Hersteller

Binokular

Moller-Wedel international, Wedel

Brutschrank (Zellkultur)

Hera Cell 240, Kendro Laboratory,
Thermo electron corporation,
Waltham, MA, USA

Brutschrank (Zellkultur)

CO2-Auto-Zero, Heraeus Products,
Kendro Laboratory, Thermo electron
corporation, Waltham, MA, USA

Sterile Werkbank

Steril Card Hood, the Baker Company

Inc., Sanford, Maine

Mikroskope

Axiovert 25, Zeiss, Jena

Olympus 1X51, Olympus Deutschland,
Hamburg

Olympus FV 1000 Confocal
Mikroskop, Olympus Deutschland,
Hamburg

pH-Meter

inoLab, WTW, Weilheim

Waage

Explorer, OHAUS, Giessen
Adventurer, OHAUS, Giessen

Wasserbad

Medingen, Firmengruppe  Preiss-

Daimler, Dresden

Zentrifuge

Multifuge 3 S-R, Heraeus Products,
Thermo electron corporation,
Waltham, MA, USA
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2.16.6 Gebrauchswaren

Tabelle 18: Gebrauchswaren

Material Hersteller AbkUrzung

Aquapolymount Polysciences, Inc.
Warrington, PA, USA

Deckglaschen Marienfeld Laboratory |CS
Glassware, Lauda-
Kdnigshofen

Eppendorf-Réhrchen 0,5 — 2 | Eppendorf References,

mi Hamburg

Falcon-Rohrchen 15 ml / 50 | Sarstedt, NUmbrecht /

mi greiner bio-one,
Frickenhausen

Kanulen Gr.1 0,9 x40 mm | Sterican, B.Braun
Melsungen AG,
Melsungen

Kryordhrchen Nunc Brand Products,
Wiesbaden

Objekttrager Marienfeld Laboratory
Glassware, Lauda-
Kdnigshofen

Parafilm Pechiney Plastic
Packaging, Menasha, WI,
USA

Pipetten Eppendorf References,
Hamburg
LabMate, Abimed
Falcon GmbH, Dusseldorf
Pipetus-Akku, Hirschmann
Laborgerate, Eberstadt

Spritzen 5 ml Original Perfusor Spritze,
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50 ml

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Multi-Well-Platten

Sarstedt, NUrnbrecht

Zellkulturflaschen

Sarstedt, NUrnbrecht

2.16.7 Versuchstiere

Tabelle 19: Versuchstiere

EGFP-transgene Mause

Tierhaltung des Institutes

Pde6b™" Mause

Tierhaltung des Institutes

2.16.8 Software
Tabelle 20: Software

CellP

Microsoft Word

Adobe Photoshop CS4

Adobe Acrobat Pro
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3 Ergebnisse

3.1 Murine mesenchymale Stammzellen

Die mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem Knochenmark der
Extremitaten einer 4 Monate alten transgenen Maus mit einer ubiquitaren
Expression von EGFP isoliert und in Gegenwart von fetalem Kalberserum
expandiert. Innerhalb von 7 Tagen waren in den Kulturflaschen adharent
wachsende Zellen zu beobachten, die sich zu kleinen Kolonien formierten.
Samtliche Zellen in diesen Kulturen wiesen eine ausgepragte EGFP-
Fluoreszenz auf (Abb.6).

Die mesenchymalen Stammzellen wurden nach einer Kulturdauer von 5 bis 7
Tagen enzymatisch vom Zellkulturplastik abgeloést und erneut in
Expansionsmedium ausgesat. Bei diesem Vorgang starben einige der Zellen,
der grolkere Anteil Uberlebte und konnte problemlos weiter expandiert werden.
Dieser Vorgang konnte bis zu einer hohen Passagenzahl wiederholt werden
und zeigte, dass zumindest ein Teil der Zellen in diesen Kulturen eine wichtige
Eigenschaft von Stammzellen aufwies: die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
(Dominici et al., 2006; Gage, 1998; McKay, 1997).

Die expandierten mesenchymalen Stammzell-Kulturen konnten in einem mit
10% DMSO versetzten Zellkulturmedium Uber einen Zeitraum von mindestens
12 Monaten bei -80°C gelagert werden, ohne dass sich bei der Rekultivierung
der Zellen ein Verlust der Fahigkeit zur Selbsterneuerung zeigte. Die
rekultivierten Zellen wuchsen in Gegenwart von fetalem Kalberserum innerhalb
von ca. 5 Tagen erneut zu mesenchymalen Stammzell-Kolonien heran und
konnten Uber einen Zeitraum von mindestens 10 Passagen weiterexpandiert

werden.
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Abb.6: Mesenchymale Stammzellen aus den Roéhrenknochen einer
EGFP-transgenen Maus. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefdarbt. Alle
Zellen zeigten eine homogene Expression von EGFP. Balken 160um.
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3.2 Transduktion von mesenchymalen Stammzellen

Die GFP-transgenen mesenchymalen Stammzellen wurden in 6-Well-Platten
ausgesat und in Expansionsmedium bis zur Subkonfluenz weiter kultiviert. Das
Medium wurde dann durch 0,5 ml unverdiunnten Virentberstand (pCAG-CNTF-
IRES-Tomato-BSD oder pCAG-IRES-Tomato-BSD) mit 8ug/ml Polybren
ausgetauscht. Anschliefiend wurden die Zellen fur 1 Stunde mit 2800rpm bei
32°C in einer Plattenzentrifuge zentrifugiert (Weber et al., 2008; Weber et al.,
2010). Nach einer weiteren Inkubationszeit von 45-60 Min. im Brutschrank
wurde der VirenUberstand durch frisches Expansionsmedium ersetzt. Dieser
Vorgang wurde insgesamt an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt.
Nach ungefahr 5 Tagen waren im Fluoreszenzmikroskop die ersten tdTomato-

positiven Zellen in den transduzierten Kulturen zu erkennen (Abb.7).
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Abb.7: Mesenchymale Stammzellen, die mit pCAG-CNTF-IRES-Tomato-
BSD transduziert und anschlieBend expandiert wurden. (a) zeigt die
Expression von EGFP in allen mesenchymalen Stammzellen, wahrend
(b) die Expression von tdTomato in einer Subpopulation der
Stammzellen einige Tage nach der Transduktion zeigt. (c) ist ein
»overlay“ von (a) und (b). Zu beachten ist die unterschiedliche
Expressionsstarke von tdTomato in den erfolgreich transduzierten
Stammzellen dieser ,bulk“ Kultur. Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt (a-c). Balken: 126pum.

Durch Zugabe von 4pg/ml Blasticidin in das Expansionsmedium wurden die
erfolgreich transduzierten Zellen in den ,bulk® Kulturen selektioniert und die
positiven Zellen anschliefend weiter expandiert. Hierdurch entstanden
Kulturen, die ausschlieBlich aus tdTomato-positiven Zellen bestanden. Die

Expressionsstarke des Reportergens in den selektionierten Zellen war
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heterogen. Es fanden sich sowohl sehr schwach als auch sehr stark rot

fluoreszierende tdTomato-positive Zellen in den Kulturen (Abb. 8).

tdTOMATO/DAP tdTOMATO

tdTOMATO/DAPI tdTOMATO

Abb.8: Transduzierte mesenchymale Stammzellen nach Selektion mit
Blasticidin und anschlieBender Expansion. Alle Zellen in diesen
Kulturen exprimierten das Reportergen tdTomato (a-d). Dabei variierte
die Expressionsstiarke von tdTomato zwischen den Zellen zum Teil
erheblich (a-d). (¢) und (d) sind VergréBerungen aus der Zellkultur von
(a) und (b). Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (a, c). Balken 100um.
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3.3 Klonierung

Klonale mesenchymale Stammzelllinien wurden Uber die Expression des
Reportergens tdTomato mittels ,fluorescence activated cell sorting“ (FACS)
abgeleitet. Da die Expressionsstarke von CNTF von den polycistronischen
lentiviralen Vektoren proportional zur Expressionsstarke des Reportergens
tdTomato ist, konnten so klonale Stammzelllinien mit einer starken Expression
des Zytokins abgeleitet werden. Dazu wurden aus den ,bulk” Kulturen einzelne
Zellen mit der starksten Expression des Reportergens in 96-well Platten sortiert,
und anschlielend klonal expandiert. Alle mit dieser Strategie etablierten
mesenchymalen Stammzellklone zeigten entsprechend eine starke und

homogene Expression des Reportergens (Abb. 9).
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Abb.9: Eine mittels FACS etablierte klonale mesenchymale
Stammzelllinie nach Transduktion mit mit pCAG-CNTF-IRES-tdTomato-
BSD. Mesenchymale Stammzellen aus einer EGFP-transgenen Maus
wurden mit pCAG-CNTF-IRES-tdTomato-BSD transduziert, einzelne
Zellen mit einer starken Expression des Reportergens aus den ,bulk®
Kulturen mittels FACS isoliert und klonal expandiert. (a) zeigt die
Expression von EGFP in allen Zellen der Kultur. (b) zeigt, dass alle
Zellen in der klonalen Zelllinie eine starke Expression des
Reportergens tdTomato aufweisen. Dabei ist die Expressionsstarke
von tdTomato in allen Zellen ahnlich. (c) ist das ,,overlay“ von (a) und
(b). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Balken 140pum.
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3.4 Nachweis der CNTF Expression und Sezernierung

3.4.1 Western Blot Analyse von Kulturiiberstanden

Um die Sezernierung von CNTF von den transduzierten mesenchymalen
Stammzellen zu untersuchen, wurden Western Blot Analysen von
Kulturiberstanden durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen flr sieben Tage in
frischem Expansionsmedium kultiviert. Die transduzierten und klonal
expandierten mesenchymalen Stammzellen waren dabei zum Zeitpunkt der
Analyse der Uberstande fast konfluent. Neben den Uberstanden von mit pCAG-
CNTF-IRES-tdTomato-BSD transduzierten CNTF-MSZ Kulturen wurden als
Kontrolle parallel Uberstéande von mit pCAG-IRES-Tomato-BSD transduzierten
Kontroll-MSZ Kulturen analysiert. Wahrend in dem Expansionsmedium der
CNTF-MSZs CNTF nachgewiesen werden konnte, war in den
Kulturiberstanden der Kontroll-MSZ Klone das Zytokin nicht detektierbar (Abb.
10).
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Abb.10: In Western Blot Analysen konnte CNTF in den
Kulturiiberstanden von zwei verschiedenen klonalen CNTF-MSZ
Kulturen nachgewiesen werden (CNTF). In Kulturiiberstinden von
Kontroll-MSZ Kulturen (pCAG) konnten dagegen keine detektierbaren
Mengen von CNTF nachgewiesen werden.

3.4.2 Immunzytochemische Analysen der CNTF Expression

Die Expression von CNTF in den CNTF-transduzierten mesenchymalen
Stammzelllinien und entsprechenden Kontrollzellen wurde aulierdem
immunzytochemisch untersucht. Dabei wurden samtliche
immunzytochemischen Analysen der CNTF-transduzierten MSZ Klone und
Kontrollzelllinien parallel unter identischen Bedingungen durchgefihrt. Wahrend
in den CNTF-transduzierten Zellen neben der Ko-Expression von GFP und
tdTomato aulerdem eine perinuklar lokalisierte CNTF-Immunreaktivitat
nachweisbar war (Abb. 11, Abb. 12), war in den Kontrollzellen eine GFP und
tdTomato, aber keine CNTF Expression zu detektieren (Abb.13).
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Abb.11: Immunozytochemische Analyse der CNTF Expression in einem
CNTF-MSZ Klon. Mesenchymale Stammzellen einer GFP-transgenen
Maus wurden mit pCAG-CNTF-IRES-tdTomato-BSD transduziert, Zellen
mit einer starken Expression des Reportergens mittels FACS isoliert,
klonal expandiert und mit anti-CNTF Antikorpern angefarbt. (a) zeigt
die EGFP Expression in allen Zellen dieses Klons, (b) zeigt die
tdTomato Expression, die in allen Zellen dieser klonalen Zelllinie die
ahnlich stark ist und (c) zeigt die CNTF Expression, die in allen Zellen
des Klons in der perinuklearen Region nachweisbar ist. (d) ist das
soverlay“ von (a-c). Balken 160pum.

64



Abb.12: Eine héhere VergroBerung der Zellen aus der Kultur in Abb. 12
zeigt, dass EGFP (a) und tdTomato (b) in allen Zellen der Zelllinie
exprimiert wird. CNTF ist ebenfalls in allen Zellen nachweisbar und ist
iiberwiegend in einer perinukledren Region zu finden (c). (d) ist das
»overlay”“ von (a-c). d Balken 80um.
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CNTF/EGFP/

Abb.13: zeigt eine Kontroll-MSZ-Linie, die mit anti-CNTF Antikorpern
angefarbt wurde. Mesenchymale Stammzellen einer GFP-transgenen
Maus wurden mit pCAG-IRES-tdTomato-BSD transduziert, Zellen mit
einer starken Expression des Reportergens mittels FACS isoliert,
klonal expandiert und mit anti-CNTF Antikérpern angefarbt. Alle Zellen
in dieser klonalen Zelllinie zeigen eine Expression von EGFP (a) und
tdTomato (b). Eine Expression von CNTF ist in diesen Zellen nicht
nachweisbar (c). (d) ist das ,,overlay”“ von (a-c). Balken 35um.
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3.5 Analyse des neuroprotektiven Effekts CNTF exprimierender
mesenchymaler Stammzellen auf Photorezeptoren in der Pde6b™’ Mutante
Die genetisch modifizierten CNTF-MSZ und Kontroll-MSZ Linien wurden
intravitreal in 8 Tage alte Pde6b™’ Méause transplantiert. In ein Auge wurden
jeweils 30.000 Kontroll-MSZs injiziert, in das jeweils kontralaterale Auge
derselben Tiere 30.000 CNTF-MSZs. 7 Tage nach der Transplantation wurden
die Tiere getdtet und der neuroprotektive Effekt der transplantierten Zellen auf
die Photorezeptoren analysiert.

Um die Auswirkung der CNTF transduzierten und geklonten mesenchymalen
Stammzellen auf die Retina der Empfanger-Tiere auszuwerten, wurden die
experimentell behandelten Augen seriell geschnitten. Die Spenderzellen konnten
in diesen Gewebeschnitten aufgrund der Expression der Reportergene EGFP und
tdTomato identifiziert werden und hatten Zellschichten auf der posterioren Seite der
Linsen und der vitrealen Seite der Empfanger-Netzhaute ausgebildet (Abb.14). Die
Netzhadute wurden zudem mit anti-Recoverin Antikbrpern angefarbt, um die
Photorezeptoren sichtbar zu machen. Bereits in den Ubersichtsaufnahmen war ein
deutlicher Unterschied in der Dicke der Photorezeptorschicht zwischen den mit
Kontroll-MSZs und CNTF-MSZs behandelten Augen zu erkennen (Abb. 15). Die
mit CNTF behandelten Netzhaute wiesen Uber die ganze Lange eine dickere
Photorezeptorschicht auf als die Netzhaute der kontralateralen Kontrollaugen (Abb.
15, Abb. 16). Hohere Vergréllerungen der experimentellen Netzhdaute an
definierten Positionen bestatigen, dass die Photorezeptorschicht in den Augen mit
den transplantierten CNTF-MSZs deutlich dicker war als in den kontralateralen
Augen mit den transplantierten Kontroll-MSZs (Abb. 17, Abb. 18). Als Komplikation
konnte an einigen Augen lokale Verformungen und/oder Ablésung der Netzhaut
beobachtet werden (Abb.15, Abb.16).
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Abb.14: Eine Ubersichtsaufnahme einer Linse von einem
reprasentativen Auge mit transplantierten CNTF-MSZs. Die intravitreal
transplantierten mesenchymalen Stammzellen sind deutlich durch ihre
GFP-Expression zu erkennen und befinden sich als mehrreihige
Zellschicht auf der posterioren Seite der Linsenoberfldache.
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Abb.15: Immunhistochemische Analyse von zentralen
Netzhautschnitten eines reprasentativen Versuchstieres, das am
postnatalen Tag 15 analysiert wurde. Die Photorezeptoren in den
Netzhautschnitten wurden durch Anfarbungen mit anti-Recoverin
Antikorpern sichtbar gemacht. (a) zeigt die zentrale Retina von einem
Auge, in das CNTF-exprimierende mesenchymale Stammzellen
transplantiert wurden. (b) zeigt die Netzhaut des kontralateralen Auge
desselben Tieres, in das Kontrollzellen transplantiert wurden. Die
Photorezeptorschicht der CNTF-behandelten Netzhaut ist in allen
Bereichen der Retina deutlich dicker als die Photorezeptorschicht der
kontralateralen Kontroll-Netzhaut (vgl. a und b).

3.6 Quantitative Analyse der Neuroprotektion von Photorezeptoren

FUr eine quantitative Analyse des neuroprotektiven Effekts der CNTF-
exprimierenden mesenchymalen Stammzellen auf die Photorezeptoren in der
Pde6b™" Mutante wurden histologische Schnitte von zentralen Netzhauten mit
einem Olympus FV 1000 Confocal Mikroskop photographisch dokumentiert.
Einzelaufnahmen der retinalen Schnitte wurden mittels Photoshop CS4
Software zusammengesetzt. Mit Adobe Acrobat Pro wurden dann die Langen
der Netzhaute gemessen. Die Photorezeptoren wurden in definierten Flachen
an zwei Stellen der Netzhaute ausgezahlt. Die Netzhautbereiche zur
quantitativen Analyse lagen an definierten Positionen, die 70% und 30% der
Strecke von dem optischen Nerv bis zum nasalen Rand der Retina entsprachen

(Abb.16). An den definierten Netzhautpositionen wurden die Einzelaufnahmen
69



(Abb.17, Abb.18) in Photoshop CS4 Software gedffnet und die Zellkerne der
Photorezeptoren mit dem Zahlwerkzeug gezahlt. Fur jedes Versuchstier wurden
die Photorezeptorzahlen in dem CNTF-behandelten Auge (CNTF in Tabelle 21)
und dem kontralateralen Kontrollauge (Kontrolle in Tabelle 21) bestimmt. In den
CNTF-behandelten Augen waren deutlich mehr Photorezeptoren vorhanden als
in den Kontrollaugen (Tabelle 21). Dieser Unterschied konnte an beiden
ausgewerteten Netzhautpositionen nachgewiesen werden. In einigen
Versuchstieren war die Anzahl an Photorezeptoren in den Augen mit
transplantierten CNTF-MSZs bis zu dreimal hoher als in den Augen mit
transplantierten Kontroll-MSZs (s. Versuchstier 1, Photorezeptoren bei 30%). Im
Diagramm 1 wurde grafisch fur jedes Tier und jede Position (70% und 30%
Position) die Anzahl der Photorezeptoren als Balken dargestellt. Ein Vergleich
der Durchschnittswerte aller CNTF-behandelten Augen und aller Kontrollaugen
zeigt den deutlichen neuroprotektiven Effekt der CNTF-MSZs auf die
Photorezeptoren in der Pde6b™ Mutante (s. Diagramm 2). Auf der 30%
Position war in den Augen mit den transplantierten CNTF-exprimierenden
Zellen im Vergleich zu den Kontrollaugen etwa die doppelte Anzahl von
Photorezeptoren nachweisbar. Auf der 70% Position war ebenfalls ein
deutlicher, wenn auch etwas geringerer, neuroprotektiver Effekt der CNTF-

MSZs nachweisbar.
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Tabelle 21: Die Anzahl von Photorezeptoren auf der 30% und 70%
Position in zentralen Netzhautschnitten von CNTF-behandelten Augen
und kontralateralen Kontrollaugen.

Versuchstier
Photorezeptoren bei Photorezeptoren bei
70% 30%
1Links (Kontrolle) 236 216
1Rechts (CNTF) 396 647

5Links (Kontrolle) 408 457
5Rechts (CNTF) 784 1012
6Links (Kontrolle) 379 283
6Rechts (CNTF) 455 680

7
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Diagramm 1: Anzahl von Photorezeptoren in Pde6b™' 7 Tage nach
intravitrealer Transplantation mit CNTF exprimierenden
mesenchymalen Stammzellen oder Kontrollzellen. Jeder Balken
reprasentiert die Anzahl der Photorezeptoren (*SEM) an der 70% (rote
Balken) und 30% (griune Balken) retinalen Position. Jedes Versuchstier
ist mit einer Nummer versehen. L steht fiir ,linkes Auge” und zeigt die
Werte fiir die Kontroll-Netzhaute. R steht fiir ,rechtes Auge“ und zeigt
die Werte fur das kontralaterale CNTF-behandelte Auge. Bei allen
Versuchstieren und allen ausgewerteten retinalen Positionen sind in
den CNTF behandelten Netzhauten mehr Photorezeptoren vorhanden
als in den entsprechenden kontralateralen Kontrollaugen.
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Diagramm 2: Zusammenfassende Darstellung der Photorezeptorzahlen
in Pde6b™ 7 Tage nach intravitrealer Injektion von CNTF-
exprimierenden mesenchymalen Stammzellen und Kontrollzellen.
Photorezeptoren wurden in definierten Flachen der Netzhaut an
definierten Positionen (30% und 70% der Entfernung zwischen
optischen Nerven und Peripherie der nasalen Netzhaut) gezahlt. Die
blauen Balken zeigen die Mittelwerte fur die Augen mit transplantierten
Kontrollzellen, die roten Balken die Mittelwerte fiir die kontralateralen
Augen derselben Tiere mit transplantierten CNTF exprimierenden
Zellen. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert von 6 Versuchstieren
(£SEM).
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Abb.16: Intravitreal transplantierte CNTF-exprimierende mesenchymale
Stammzellen haben einen neuroprotektiven Effekt auf Photorezeptoren
in der Pde6b™’ Maus. Kontroll-MSZ Klone (a, b) und CNTF-MSZ Klone

(c, d) wurden intravitreal in 8 Tage alte Pde6be™’ Miuse transplantiert.

Die Augen wurden 7 Tage spater immunhistochemisch analysiert. In
den mit DAPI (a, c) oder anti-Recoverin Antikérpern angefarbten
Schnitten ist deutlich zu erkennen, dass die Photorezeptorschicht in
den CNTF-behandelten Augen (c, d) uber ihre gesamte Lange deutlich
dicker ist als die Photorezeptorschicht in den Kontrollaugen (a, b).
DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; INL, inner nuclear layer; ONL,
outer nuclear layer.
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KONTROLLE KONTROLLE

Abb.17: Netzhaute aus Augen mit intravitreal transplantierten Kontroll-
MSZs (e, f) und CNTF-MSZs (g, h) im Bereich der 30% Position. Die
Zellen wurden in 8 Tage alte Pde6b™’ Mutanten transplantiert, und die
Augen 7 Tage spater analysiert. In den DAPI- (e, g) und Recoverin- (f,
h) angefarbten Netzhauten ist deutlich zu erkennen, dass die
Photorezeptorschicht (durch weisse Pfeilspitzen in e-h markiert) in den
CNTF-behandelten Augen (g, h) signifikant dicker ist als in den
kontralateralen Kontrollauben (e, f). (e = Vergrosserung aus Abb. 16 a;
f = Vergréosserung aus Abb. 16 b; g = Vergrosserung aus Abb. 16 ¢c; h =
VergroBerung aus Abb. 16 d). DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; INL,
inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer.
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KONTROLLE KONTROLLE

Abb.18: Netzhaute aus Augen mit intravitreal transplantierten Kontroll-
MSZs (i, j) und CNTF-MSZs (k, I) im Bereich der 70% Position. Die
Zellen wurden in 8 Tage alte Pde6b™’ Mutanten transplantiert, und die
Augen 7 Tage spater analysiert. In den DAPI- (i, k) und Recoverin- (j, 1)
angefarbten Netzhauten ist deutlich zu erkennen, dass die
Photorezeptorschicht (durch weisse Pfeilspitzen in i-l markiert) in den
CNTF-behandelten Augen (k, 1) signifikant dicker ist als in den
kontralateralen Kontrollaugen (i, j). (i = VergroRerung aus Abb. 16 a; j
= VergroBerung aus Abb. 16 b; k = Vergrosserung aus Abb. 16 c; | =
Vergrosserung aus Abb. 16 d). DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole;
INL, inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer.
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3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der quantitativen Analysen mit dem t-Test ergab,

dass die Photorezeptorzahl in den CNTF-behandelten Augen im Vergleich zu

den Kontrollaugen flr die 70% Position signifikant héher war (p=0,018; Tabelle

22). Auch fur die 30% Position war die

Photorezeptoranzahl in den Augen mit

den transplantierten CNTF-MSZs signifikant hoher als in den kontralateralen

Augen mit den transplantierten Kontroll-MSZs (p=0,002; Tabelle 22). Ein

statistischer Vergleich der Gesamtzahl von Photorezeptoren (30% und 70%

Position) zwischen CNTF-behandelten Augen und Kontrollaugen ergab einen p-

Wert von 0,003 (Tabelle 22).

Tabelle 22: Statistische Auswertung der Photorezeptorzahlen in CNTF-

behandelten Augen und Kontrollaug

en

t-Test LA 70% gegen RA 70% p=0,018
t-Test LA 30% gegen RA 30% p=0,002
t-Test LA alle gegen RA alle p=0,003
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4 Diskussion

FUr neurodegenerative Erkrankungen der Netzhaut mit einem progredienten
Verlust der Photorezeptoren, wie beispielsweise Retinitis pigmentosa (RP) oder
altersbedingte Makuladegeneration (AMD), sind gegenwartig keine effektiven
Therapiemoglichkeiten verfugbar. Zu den moglichen Therapieansatzen, an
denen zur Zeit intensiv geforscht wird und deren Wirksamkeit teilweise bereits
in ersten klinischen Studien evaluiert wird, gehoren: der Stammzell-basierte
Ersatz von Photorezeptoren, die korrektive Gentherapie, die optogenetische
Therapie, die Implantation von elektronischen Sehprothesen und
neuroprotektive Ansatze (Busskamp et al., 2012; Cideciyan, 2010; Dagnelie,
2012; Schwartz et al., 2012; Smith et al., 2009; Wen et al., 2012; Wenzel et al.,
2005; West et al., 2009).

In den letzten 20 Jahren wurde eine immer noch weiter ansteigende Anzahl von
neurotrophen Faktoren und Zytokinen identifiziert, die neuroprotektive Effekte
auf retinale Nervenzellen wie Photorezeptoren und/oder retinale Ganglienzellen
aufweisen. Zu den besonders intensiv untersuchten Faktoren gehdren
beispielsweise ,glial cell line-derived neurotrophic factor® (GDNF), ,fibroblast
growth factor-2“ (FGF-2), ,brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ,pigment
epithelium derived neurotrophic factor (PEDF), ,leukaemia inhibitory factor®
(LIF) oder ,ciliary neurotrophic factor® (CNTF). In in vivo Experimenten an
Tiermodellen fur degenerative retinale Erkrankungen konnte fur eine Vielzahl
dieser Faktoren gezeigt werden, dass sie die Degeneration von
Photorezeptoren und/oder retinalen Ganglienzellen Nervenzellen verzdgern
konnen und die retinale Funktion zumindest teilweise erhalten kdnnen
(Almasieh et al., 2012; Buch et al., 2007; Lebrun-Julien und Di Polo, 2008;
Miyazaki et al., 2003; Read et al., 2010; Unsicker, 2013; Wen et al., 2012;
Wenzel et al., 2005; Wilson und Di Polo, 2012).

Trotz zum Teil beeindruckender Ergebnisse in praklinischen Studien ist eine
Anwendung von neuroprotektiven Faktoren am Auge mit mehreren
Schwierigkeiten und Komplikationen verbunden. So haben die neuroprotektiven

Faktoren gewohnlich nur kurze Halbwertzeiten und kénnen i.d.R. die Blut-
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Retina-Schranke nicht Uberqueren. Aus diesen Grinden kdnnen diese Faktoren
nicht systemisch angewandt werden. Zudem koénnen durch intraokulare
Injektionen der rekombinanten Faktoren nur geringe und kurzfristige
neuroprotektive Effekte erreicht werden (Cayouette und Gravel, 1997). Fur eine
ausgepragte und lang anhaltende Neuroprotektion ist es vielmehr erforderlich,
die Faktoren kontinuierlich und Uber lange Zeitraume Uber intraokulare
Applikationssysteme in die erkrankten Netzhaute einzuschleusen. In
praklinischen Studien wird dieses Ziel gewohnlich Uber genetische
Modifikationen endogener retinaler Zellen mit viralen oder nicht-viralen
Expressionsvektoren erreicht (Almasieh et al., 2012; Buch et al., 2007; Harvey
et al., 2006; Wenzel et al., 2005; Wilson und Di Polo, 2012).

Ein alternativer Ansatz, neuroprotektive Faktoren lokal und kontinuierlich in
dystrophe Netzhaute einzuschleusen, besteht in der intraokularen
Transplantation von Zellen, die genetisch so verandert wurden, dass sie stabil
bestimmte Faktoren sezernieren (Gamm et al., 2007; Johnson und Martin,
2013; Jung et al., 2013; Wen et al., 2012).

Solche zellbasierten Applikationssysteme weisen im Hinblick auf maogliche
klinische Anwendungen im Vergleich zu anderen Applikationsstrategien
verschiedene Vorteile auf. Diese Strategie vermeidet beispielsweise eine
genetische Modifikation endogener retinaler Zellen. Zudem kann in vitro vor der
Transplantation definiert werden, welche Mengen an neurotrophen Faktoren in
die dystrophen Netzhaute eingeschleust werden sollen. Schliel3lich kdnnen die
genetisch modifizierten Zellen vor einer Transplantation in semipermeable
Polymerkapseln verkapselt werden (Andrieu-Soler et al., 2005). Die Zellen in
solchen Kapseln werden uber das Kammerwasser ernahrt, und umgekehrt
kénnen die sezernierten Faktoren Uber das Kammerwasser in die erkrankten
Netzhaute gelangen. Aullerdem werden die Zellen Uber die Verkapselung vom
Immunsystem des Empfangers und die Empfangeraugen vor unerwinschten
Nebenwirkungen der transplantierten Zellen geschitzt. Schlie3lich kénnen die
verkapselten Zellen im Fall von Komplikationen aus den Augen explantiert

werden, was einen weiteren wichtigen Sicherheitsaspekt dieser
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Applikationsmethode darstellt (Tao, 2006; Thanos und Emerich, 2005; Wen et
al., 2012).

Tatsachlich wird das therapeutische Potential einer zellbasierten
kontinuierlichen Applikation von neurotrophen Faktoren Uber verkapselte
Zellimplantate bereits in klinischen Studien an Patienten mit Retinitis
pigmentosa oder geographischer Atrophie evaluiert (Birch et al., 2013; Kauper
et al., 2012; Sieving et al., 2006; Talcott et al., 2011; Zhang et al., 2011a).

Stammzellen eignen sich besonders fur den medizinischen Einsatz. Zum einen
lassen sie sich scheinbar unbegrenzt expandieren, zum anderen sind sie
vergleichsweise einfach genetisch zu modifizieren. Sie eignen sich deshalb flr
Zellersatzstrategien und konnen dartber hinaus auch als zellulare Vektoren
dienen, um therapeutisch relevante Genprodukte in erkrankte Gewebe
einzuschleusen. Innerhalb der gewebespezifischen Stammzellen weisen
mesenchymale Stammzellen zwei besondere Vorteile flir mdgliche
therapeutische Anwendungen auf. Sie werden vom Korper Uber die ganze
Lebenszeit produziert und kdnnen verhaltnismalig einfach gewonnen werden
(z.B. durch Knochenmarkaspiration oder durch Mobilisierung mit G-CSF
(,granulozyte-colony stimulating factor®) (Hematti et al., 2004)).

Bezuglich mdglicher therapeutischer Anwendungen von mesenchymalen
Stammzellen bei degenerativen retinalen Erkrankungen sind Untersuchungen
interessant, bei denen intravitreal transplantierte unmodifizierte MSZs im
Ped6b™'° Mausmodell iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten einen starken
vaskulotrophen und neurotrophen Effekt ausubten (Otani et al., 2004). Auch
andere Studien konnten einen neuroprotektiven Effekt von intraokular
transplantierten unmodifizierten mesenchymalen Stammzellen auf
Photorezeptoren oder auf retinale Ganglienzellen in verschiedenen
Tiermodellen fur retinale Degenerationen nachweisen (Bull und Martin, 2011;
Inoue et al., 2007; Johnson und Martin, 2013; Tzameret et al., 2014; Wang et
al., 2010b; Zhang und Wang, 2010)

Die Mechanismen, uber die unmodifizierte mesenchymale Stammzellen ihre

neuroprotektive Aktivitat auf retinale Nervenzellen ausliben, sind bislang
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ungeklart. In den meisten Publikationen wird die Hypothese vertreten, dass
mesenchymale Stammzellen ihre neuroprotektiven Effekte Uber eine
Sezernierung von endogen exprimierten Wachstumsfaktoren oder Zytokinen
vermitteln. In Einklang mit dieser Hypothese stehen Daten, die zeigen, dass
unmodifizierte  mesenchymale = Stammzellen  verschiedene  Faktoren
exprimieren, die eine nachgewiesene neuroprotektive Aktivitat auf
Photorezeptoren und/oder retinale Ganglienzellen haben (Pan et al., 2007,
Rivera et al., 2008; Wislet-Gendebien et al., 2004).

Insgesamt sind mesenchymale Stammzellen leicht isolierbar, effizient
expandierbar und weisen bereits als unmodifizierte Zellen neuroprotektive
Aktivitaten auf.

Aus diesen Grunden wurden fur die vorliegende Arbeit mesenchymale
Stammzellen aus dem Knochenmark adulter Mause isoliert und adharent in
Anwesenheit von Kalberserum kultiviert und expandiert. Um einen potentiellen
neuroprotektiven Effekt dieser Zellen auf Photorezeptoren weiter zu verstarken,
wurden die Zellen aullerdem genetisch so modifiziert, dass sie einen
neuroprotektiven Faktor mit einer starken neuroprotektiven Aktivitat auf
Photorezeptoren Uberexprimierten. Dazu wurden fir die vorliegenden Arbeit
mesenchymale Stammzellen mit einem polycistronischen lentiviralen Vektor
transduziert, der fir den neuroprotektiven Faktor ,ciliary neurotrophic factor®
(CNTF), das rot fluoreszierende Protein tdTomato und Blasticidin kodiert.

CNTF ist ein Mitglied der Interleukin-6 Zytokin Familie (Bauer et al., 2007), das
auf eine Vielzahl von Nervenzelltypen des zentralen und peripheren
Nervensystems neuroprotektive Effekte austbt (Sendtner et al., 1994). Das
Zytokin Ubt auch auf Photorezeptoren und retinale Ganglienzellen eine starke
neuroprotektive Aktivitat auf und ist der am intensivsten erforschte
neuroprotektive Faktor im Kontext degenerativer retinaler Erkrankungen
(Almasieh et al., 2012; Harvey et al., 2006; Lebrun-Julien und Di Polo, 2008;
Wen et al., 2012; Wenzel et al., 2005; Wilson und Di Polo, 2012)

Wahrend CNTF einen sehr starken neuroprotektiven Effekt auf die retinale

Morphologie hat, wird die retinale Funktion durch das Zytokin zumindest ab
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bestimmten intraokularen Konzentrationen nicht geschitzt. Die retinale
Funktion wird im Gegenteil durch intraokulare Applikationen von CNTF
reversibel und dosisabhangig negativ beeinflusst, was sich beispielsweise
durch erniedrigte Amplituden in Elektroretinogrammen auldert. Diese negativen
Effekte werden mit der Tatsache in Zusammenhang gebracht, dass das Zytokin
eine Dysregulation von zahlreichen Genen induziert, unter denen sich auch
Gene befinden, die fur Proteine der Phototransduktion kodieren (Bush et al.,
2004; Liang et al., 2001a; McGill et al., 2007; Rhee et al., 2007;
Schlichtenbrede et al., 2003; Wen et al., 2006; Wen et al., 2008; Wen et al.,
2012). Trotz dieser bekannten negativen Effekte des Zytokins auf die retinale
Funktion wird momentan das therapeutische Potential von CNTF in Patienten
mit Retinitis pigmentosa oder geographischer Atrophie evaluiert. In diesen
klinischen Studien werden verkapselte retinale Pigmentepithelzellen mit einer
ektopischen Expression von CNTF in den vitrealen Raum der Patienten
transplantiert (Birch und Kelly, 2013; Kauper et al., 2012; Sieving et al., 2006;
Talcott et al., 2011; Zhang et al., 2011a).

Far die in vivo Experimente wurden fur die vorliegende Arbeit zunachst klonale
mesenchymale Stammzelllinien mit einer starken Expression des Zytokins
etabliert. Dazu wurde ausgenutzt, dass die Expressionsstarke von CNTF von
dem polycistronischen lentiviralen Vektor proportional zur Expressionsstarke
des rot fluoreszierenden Reporter-Proteins tdTomato ist. Aus transduzierten
mesenchymalen Stammzellkulturen wurden daher einzelne Zellen mit einer
besonders hohen Expression von tdTomato mittels ,fluorescence activated cell
sorting® (FACS) isoliert und klonal expandiert. Immunzytochemische
Untersuchungen und Western Blot Analysen bestatigten eine starke und stabile
Expression des Zytokins in den klonalen Stammzelllinien Uber einen Zeitraum
von mindestens 30 Passagen (hohere Passagen wurden nicht untersucht).

Um das neuroprotektive Potential der etablierten CNTF-exprimierenden
mesenchymalen Stammzelllinien in vivo zu untersuchen, wurden die Zellen
intravitreal in Pde6b™’ Mausmutanten transplantiert. Die Pde6b™ stellt ein

Tiermodell fur eine autosomal rezessive Retinitis pigmentosa dar und ist durch
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eine frlh einsetzende und schnelle Degeneration der Photorezeptoren
charakterisiert (Chang et al., 2007; LaVail und Sidman, 1974).

Die CNTF-exprimierenden Stammzellen wurden zu Beginn der retinalen
Dystrophie am postnatalen Tag 8 intravitreal in die Mutanten injiziert und die
Tiere am postnatalen Tag 15 zu einem Alter analysiert, zu dem in
unbehandelten Mutanten bereits die meisten Photorezeptoren degeneriert sind.
In das jeweils kontralaterale Auge jedes Versuchstieres wurden mesenchymale
Stammzellen transplantiert, die mit einem Kontrollvektor transduziert wurden.
Die transplantierten mesenchymalen Stammzellen konnten in den Augen der
Pde6b™ Mutanten aufgrund der Expression des tdTomato Reportergens
eindeutig identifiziert und charakterisiert werden. Die Spenderzellen Uberlebten
wahrend des gesamten Versuchszeitraums im invitrealen Raum, wo sie als
dichter Verband von tdTomato/GFP-positiven Zellen am posterioren Pol der
Linsen und auf der vitrealen Seite der Netzhaute zu finden waren. Obwohl eine
Vielzahl von tdTomato/GFP-positiven Zellen im intravitrealen Raum
nachweisbar war, konnten keine Evidenzen fir eine Einwanderung der
Spenderzellen in die Empfanger-Netzhaute gefunden werden. Diese
Beobachtung steht im Widerspruch zu publizierten Daten, nach denen
transplantierte mesenchymale Stammzellen effizient in Empfanger-Netzhaute
integrieren (Arnhold et al., 2006). In &hnlicher Weise berichten Johnson und
Mitarbeiter, dass nach intravitrealen Transplantationen von mesenchymalen
Stammzellen in ein Rattenmodell fur das Glaukom eine kleine Anzahl der Zellen
in die Empfanger-Netzhaute einwandert (Johnson et al., 2010). Bei der
Untersuchung von Arnhold et al. an ,Royal College of Surgeons® (RCS) Ratten
wurde zudem eine Differenzierung der transplantierten mesenchymalen
Stammzellen in retinale Pigmentepithelzellen beschrieben (Arnhold et al.,
2006). Ob es sich hierbei allerdings um eine sogenannte ,Transdifferenzierung®
eines mesodermalen Zelltyps in einen ektodermalen Zelltyp handelt oder
lediglich um eine Zellfusion (Alvarez-Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002;
Vassilopoulos und Russell, 2003; Wang et al., 2003; Ying et al., 2002) der
transplantierten Stammzellen mit endogenen RPE Zellen ist noch ungeklart.

Obwohl eine fehlende Integration der transplantierten Zellen in die Empfanger-
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Netzhaute hinsichtlich mdglicher therapeutischer Anwendungen positiv zu
bewerten ist, verursachten die transplantierten Zellen eine andere Komplikation.
In vielen Versuchstieren waren lokale Netzhaut-Ablésungen und lokale
Verformungen der Netzhaut zu beobachten. Diese Abloésungen und
Verformungen der Netzhaute waren haufig an Stellen zu beobachten, an denen
sich viele Spenderzellen im intravitrealen Raum zwischen Linse und Netzhaut
befanden. Diese Beobachtungen lassen daher vermuten, dass diese
morphologischen Veranderungen auf Traktionen der Spenderzellen an der
vitrealen Seite der Netzhaute verursacht werden.

Eine Analyse der experimentellen Tiere zeigte, dass in den CNTF-behandelten
Augen signifikant mehr Photorezeptoren vorhanden waren als in den
kontralateralen Kontrollaugen. In Abhangigkeit von der ausgewerteten
Netzhautregion war die Zahl der uberlebenden Photorezeptoren in den Augen
mit den transplantierten CNTF-exprimierenden mesenchymalen Stammzellen
1,5-fach bis 2-fach hoher als in den Augen mit den transplantierten
Kontrollzellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die neuroprotektive Aktivitat
unmodifizierter mesenchymaler Stammzellen durch eine ektopische Expression
eines neuroprotektiven Faktors signifikant erhéht werden kann. Die Ergebnisse
stehen weiterhin in Einklang mit anderen Studien, die ebenfalls zeigen konnten,
dass die Degeneration von Photorezeptoren oder retinalen Ganglienzellen Uber
intraokulare Transplantationen von verschiedenen Zelltypen (wie z.B. neurale
Stammzellen, retinale Pigmentepithelzellen, embryonale Stammzellen,
Schwann’sche Zellen oder mesenchymale Stammzellen) mit einer ektopischen
Expression unterschiedlicher neuroprotektiver Faktoren (wie z.B. glial cell line-
derived growth factor, brain derived neurotrophic factor, neurotrophin-4,
glucagon-like peptide-1 or ciliary neurotrophic factor) signifikant verlangsamt
werden kann (Gamm et al., 2007; Gregory-Evans et al., 2009; Harper et al.,
2011; Jung et al., 2013; Lawrence et al., 2004; Li et al., 2010; Logan et al.,
2006; Machalinska et al., 2013; Tao et al., 2002; Zhang et al., 2011b).

Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit und die publizierten praklinischen

Studien an verschiedenen Tiermodellen, dass intraokulare Transplantationen
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von genetisch modifizierten Zellen geeignet sind, kontinuierlich funktionell
relevante Mengen an neuroprotektiven Faktoren in dystrophe Netzhaute
einzuschleusen. Gleichzeitig zeigen laufende Studien an Patienten mit Retinitis
pigmentosa oder geographischer Atrophie, dass intravitreale Implantationen
von verkapselten und genetisch modifizierten Zellen eine klinisch anwendbare
Strategie darstellen, um neuroprotektive Faktoren in humane Netzhaute
einzuschleusen. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der
publizierten Daten konnten genetisch modifizierte klonale mesenchymale
Stammzelllinien ein geeignetes Werkzeug sein, um in praklinischen Studien an
geeigneten Tiermodellen das therapeutische Potential einer zellbasierten

Applikation von neuroprotektiven Faktoren zu evaluieren.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Uber intravitreale
Transplantationen von genetisch modifizierten mesenchymalen Stammzellen
mit einer ektopischen Expression von ,ciliary neurotrophic factor® die
Degeneration von Photorezeptoren in einem Mausmodell fur autosomal
rezessive Retinitis pigmentosa verzdogert werden kann. Dazu wurden
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark von EGFP-transgenen
Mausen isoliert und die Zellen mit einem polycistronischen lentiviralen Vektor
transduziert, der fur den neuroprotektiven Faktor CNTF, das Reportergen
tdTomato und das Resistenzgen Blasticidin kodiert. Erfolgreich transduzierte
Zellen wurden durch Gabe des Antibiotikums selektioniert, und aus den
resultierenden ,bulk® Kulturen wurden klonalen Stammzelllinien mit einer
starken Expression von CNTF abgeleitet. Dazu wurde ausgenutzt, dass die
Expressionsstarke von CNTF und dem Reportergen tdTomato von dem
polycistronischen Vektor proportional zueinander sind. Uber fluorescence
activated cell sorting“ (FACS) wurden daher einzelne Zellen mit einer starken
Expression des Reportergens selektinoniert und anschliessend klonal
expandiert. Analysen solcher klonalen Zelllinien zeigten, dass in den Kulturen
mit einer hoheren Expression des Reportergens auch eine erhdhte Expression
von CNTF zu beobachten war. Mesenchymale Stammzellen flr
Kontrollexperimente wurden mit einem lentiviralen Vektor transduziert, der fur
das Reportergen tdTomato und das Resistenzgen Blasticidin kodiert. Klonale
Zelllinien mit einer starken Expression des Reportergens wurden aus diesen
Kulturen wie oben beschrieben mittels FACS abgeleitet.

Um das neuroprotektive Potential der CNTF-exprimierenden klonalen
mesenchymalen Stammzelllinien in vivo zu analysieren, wurden die Zellen
intravitreal in die Pde6b™ Mutante transplantiert, einem Tiermodell fir
autosomal rezessive Retinitis pigmentosa. Als Kontrolle wurden in die jeweils
kontralateralen Augen intravitreal die Kontrollzellen transplantiert. Die
Zelltransplantationen wurden zu Beginn der Photorezeptordegeneration am
postnatalen Tag 8 durchgefuhrt. Die Netzhaute wurden am postnatalen Tag 15

analysiert, ein Alter, zu dem in unbehandelten Pde6b™’ Mutanten fast alle
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Photorezeptoren degeneriert sind. Zur Abschatzung des neuroprotektiven
Effekts wurden in zentralen Netzhautschnitten an definierten Stellen die
Photorezeptoren ausgezahlt. Die Analyse ergab, dass in den CNTF-
behandelten Augen signifikant mehr Photorezeptoren vorhanden waren als in
den kontralateralen Kontrollaugen. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass
uber intravitreale = Transplantationen  von  genetisch  modifizierten
mesenchymalen  Stammzellen  funktionell  relevante  Mengen  von
neuroprotektiven Faktoren in dystrophe Netzhaute eingeschleust werden

konnen.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkilrzung Bedeutung
BDNF brain-derived neurotrophic factor
Bsd Blasticidin
CAG cytomegalovirus enhancer/chicken B-actin
CD cluster of differentation
CMmV Cytomegalovirus
CNTF ciliary neurotrophic factor
cPPT central polypurine tract
ECT encapsulated cell technology
ES Embryonale Stammzellen
ESchG Embryonen Schutzgesetz
FGF-2 fibroblast growth factor-2
GABA y Amminobuttersaure
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor
HEK human embryonic kidney cells
hES humane Embryonale Stammzellen
HLA human leukocyte antigen
HSZ Hamatopoetische Stammzellen
iPS induzierte Pluripotente Stammzellen
IRES internal ribosome entry site
ISCT International Society for Cellular Therapy
LeGO lentiviralen ,gene ontology”
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LoxP recognition site of Cre recombinase
mES murine Embryonale Stammzellen
MSZ Mesenchymale Stammzellen

ND:Yag Laser

Neodym dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser

NSZ

Neurale Stammzellen

Pde6b Phosphodiesterase 6B

RCS royal college of surgeons

rho (-/-) Rhodopsin knockout

RPE Retinale Pigmentepithelzellen

rom rounds per minute

RRE rev-responsive element

SIN-LTR self-inactivating long terminal repeat

wPRE woodchuck hepatitis virus posttransciptional regulatory
element

Y packaging signal
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