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In den letzten Jahren hat die Forschung an
und mit Stammzellen grofes Interesse auf
sich gezogen, da diese Zellen das Potenzi-
al haben, defekte oder abgestorbene Zel-
len im Organismus zu ersetzen. Je nach
Typ und Umgebung, in die sie eingebracht
werden, kénnen sich Stammzellen in ganz
unterschiedliche Zelltypen entwickeln.
Interessant ist insbesondere die An-
wendung von Stammzellen im Innenohr
[5, 17, 21]. Die Haarzellen stellen die emp-
findlichsten Elemente im Innenohr dar,
und ihre Schidigung bzw. ihr Tod ist der
héufigste Grund fiir eine Schallempfin-
dungsschwerhorigkeit. Da Haarzellen bei
Séugetieren, anders als bei manchen V6-
geln und Amphibien, nicht regenerieren,
fihrt ihr Tod zu einem irreversiblen Ge-
horsverlust. Patienten mit einem Horver-
lust aufgrund unterschiedlichster Ursa-
chen [11] verlieren an Lebensqualitét [12].
Umso wichtiger ist es daher, das geschi-
digte Ohr z. B. durch Hoérhilfen zu ver-
bessern [1, 2, 13]. In jiingster Zeit wird ein
neuer Ansatz erforscht: das Ersetzten ge-
schédigter oder abgestorbener Haarzel-
len durch Stammzellen. Kiirzlich konn-
ten Studien publiziert werden, die erfolg-
reiche Transplantationen ins Innenohr
beschreiben. So konnte gezeigt werde,
dass sich hippocampale Stammzellen von
Ratten nach Implantation in das Innenohr
neugeborener Ratten teilweise ins kochle-
are Epithel integrierten [8]. Ebenfalls ist
es gelungen, neurogene Stammzellen in
die Kochlea von gesunden und neomycin-
geschidigten Innenohren zu transplantie-
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ren [6]. Eine andere Studie konnte im Ver-
gleich mit nichttransplantierten Kontroll-
tieren zeigen, dass neurogene Stammzel-
len nach Transplantation in die ischdmie-
geschidigte Kochlea das Horvermdgen
der betroffenen Tiere verbessern konnte
[3]. In dieser Studie wollten wir untersu-
chen, wie sich frisch isolierte neurogene
Vorlauferzellen verhalten, wenn sie auf
ein Corti-Organ in vitro und in vivo trans-
plantiert werden.

Material und Methoden
Tiermodelle

Alle Tierversuche wurden gemiaf ak-
tueller Fassung des Tierschutzgesetztes
und der Richtlinien und deren Priifung
durch das Kantonale Veterindramt Zii-
rich durchgefiihrt. Fiir die In-vitro-Stu-
dien wurden 7 Tage alte CL57BL/6 Méause
(Harlan, Holland) und fiir die In-vivo-
Studie 4 Wochen alte CL57BL/6 Mause
(Harlan, Holland) verwendet.

Praparation des Innenohres

fiir die in vitro Studie

7 Tage alte CL57BL/6 Méuse wurden eu-
thanasiert, das Innenohr wurde mikro-
chirurgisch entfernt. Das Corti-Organ
wurde frei schwimmend in Dulbeccos
modifiziertem Eagle Medium (DMEM),
supplementiert und mit 10% Kilber-
serum (FBS), 25 mM HEPES (Fluka,
Schweiz) und 30 U/ml Penicillin (Invitro-
gen, Schweiz) kultiviert [18].

Gentamycin-Schadigung

der Corti-Explantate in vitro

Nach Isolation wurde das Corti-Explan-
tat zur Erholung fiir 24 h kultiviert [22].
Danach wurde eine Gentamycin-Losung
(Invitrogen, Schweiz) dazugegeben (End-
konzentration 200 uM). Bei unbehandel-
ten Kontrollexplantaten wurde ein Medi-
umwechsel vorgenommen. Die Explan-
tate wurden nun fiir 48 h kultiviert. Da-
nach wurden die Explantate gewaschen,
und es wurde serumfreies Medium zusam-
men mit N2-Supplement, 20 ng/l EGF so-
wie 50 ng/ml IGF-1 (Invitrogen, Schweiz)
dazugegeben, um die Explantate fiir die
Stammzelltransplantation vorzubereiten.

Isolation von neuralen
Vorlauferzellen

Neurale Vorlduferzellen wurden von
Eg,5 Tage alten Mausembryonen isoliert.
Fiir jedes Experiment wurden 4 schwan-
gere Miuse mittels CO, euthanasiert, die
Embryonen isoliert und in eiskalte Hanks-
Salzlosung (HBSS) zusammen mit Ca/
Mg iiberfithrt (Invitrogen, Schweiz). An-
schlieflend wurde von jedem Embryo der
Neuraltubus isoliert und in HBSS zusam-
men mit Phenolrot und Dispase tiber-
fithrt (Sigma-Aldrich Chemie, Schweiz).
Daraufhin wurden die Neuraltuben in
DMEM zusammen mit 10% FBS iiber-
fithrt und die Neuraltuben wurden ver-
daut, um eine Einzelzellsuspension zu er-
halten: 2% Trypsin/HBSS mit Phenolrot
und zentrifugiert bei 2000 rpm fiir 2 Mi-



nuten. Die Zellen wurden anschlieflend in
DMEM-Fi12 (Invitrogen, Schweiz) resus-
pendiert und supplementiert mit 25 ng/
ml bFGF (Invitrogen, Schweiz), 100 pg/ml
Transferrin (Invitrogen, Schweiz), 5 pg/ml
Insulin (Invitrogen, Schweiz), 16 pg/ml
Putrescine (Invitrogen, Schweiz), 20 nM
Progesteron (Sigma-Aldrich Chemie,
Schweiz), 30 nM Seleniousséure (Sigma-
Aldrich Chemie, Schweiz), 1 mg/ml BSA
(Sigma-Aldrich Chemie, Schweiz), 2%
B27-Supplement (Invitrogen, Schweiz)
und 10% Hithnerembryo-Extrakt (selbst
hergestellt). Die Zellen wurden in Neu-
bauer-Kammern gezahlt, und 3x10° Zel-
len wurden auf mit Fibronectin beschich-
teten Zellkulturplatten ausplattiert und
fiir 24 h bei 37°C und 1% O, sowie 5% CO,
kultiviert (B8 Abb. 1) [9].

Infektion der Vorlauferzellen
mit einem GFP-exprimierenden
Adenovirus

Die Vorlduferzellen wurden mit einem
Adenovirus infiziert, der GFP exprimiert
(s00 Viruspartikel pro Zelle); 16 Stunden
nach Infektion wurden die Zellen gewa-
schen, in PBS Losung aufgenommen und
transplantiert.

Charakterisierung der
neurogenen Vorlauferzellen

Die GFP*-neuralen Vorlauferzellen wur-
den mit 4% Paraformaldehyd in PBS fi-
xiert und mit 5% Triton X-100 in PBS
zusammen mit 10% FBS permeabilisiert.
Folgende Antikérper wurden verwendet,
um die Vorlduferzellen zu charakterisie-
ren: Nestin (Maus, monoklonal, #556309,
BD Biosciences, Schweiz) 1:200 2 h bei
Raumtemperatur, Sox-2 (Kaninchen,
monoklonal, S7693, Sigma Aldrich Che-
mie, Schweiz) 1:200 2 h bei Raumtempe-
ratur, Myosin VIIa (Ziege, polyklonal,
A-16, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA) 1:100 2 h bei Raumtempera-
tur, Tuj1 (Maus, monoklonal, C458s, Sig-
ma-Aldrich Chemie, Schweiz) 1:100 2 h
bei Raumtemperatur, Math1 (Kaninchen,
polyclonal, Abcam, Cambridge, Eng-
land) 1:100 2 h bei Raumtemperatur, Te-
xas Red X-phalloidin (Molecular Probes,
Eugene, USA) 1:300 fiir 1 h bei Raumtem-
peratur. Die entsprechenden sekundéren
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fluoreszierenden Antikorper wurden fiir
1h bei Raumtemperatur inkubiert (San-
ta Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA;
1:300). Die Zellkerne wurden mit DAPI
gefirbt (1 min). Die Zellen wurden mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Olym-
pus, Schweiz) visualisiert und photogra-
phiert (AxioCam Carl Zeiss, Schweiz;
O Abb. 2).

Transplantation von Vorlauferzellen
auf Innenorexplantate in vitro

In Zellkulturplatten, die jeweils 3 Corti-
Organe enthielten, wurden 2x104 GFP*-
neurogene Vorlduferzellen transferiert.
Die infizierten Explantate wurde darauf-
hin in serumfreiem Medium mit N2 Sup-
plement, 20 ng/ml EGE, 10 ng/ml bFGF
und 50 ng/ml IGF-1 fiir 7 Tage kultiviert.

Immunhistochemie

Nach der Kultivierung wurden die In-
nenohrexplantate zusammen mit den ad-
harenten GFP*-Vorlauferzellen in 4% Par-
aformaldehyd fixiert und mittels 5% Tri-
ton X-100 in PBS zusammen mit 10% FBS
permeabilisiert. Anschlieffend erfolgte die
Inkubation der Corti-Explantate mit Te-
xas Red X-phalloidin (1:300; Molecular
Probes, Eugene, USA) fiir 1 h bei Raum-
temperatur. Die Explantate zusammen
mit den Vorlduferzellen wurden mittels
einem Inversions-Fluoreszenzmikroskop
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Abb. 1 < Entnahme

o T > der neuralen Vorlaufer-
zellen von E9,5 Tage al-

l Sofort ten Mausembryonen.

Danach Infektion mit

GRAFTING einem GFP-exprimie-

renden Adenovirus

(Olympus, Schweiz) visualisiert und Bil-
der mittels einer AxioCam (Carl Zeiss,
Schweiz) aufgenommen (8 Abb. 3).

Gentamycin-Injektion in
das Maus-Mittelohr

Fiinf 4 Wochen alte CL57BL/6 Mause
wurden durch eine Inhalationsnarko-
se mittels Isofluran (400 ml/Min) und
Sauerstoff (300 ml/min; Abbot Labora-
tories, Schweiz) andsthetisiert. Danach
wurde den Tieren mit einer Mikronadel
(0,33 mm 29 G; BD Biosciences, Schweiz)
50 pl einer 100 mM Gentamycin-Losung
transtympanal ins rechte Mittelohr inji-
ziert. Nach erfolgter Injektion wurden die
Narkosegase abgestellt und das Tier er-
hielt reinen Sauerstoff, bis es vollstindig
wach war. Die Tiere wurden in die Ka-
fige iiberfithrt und fiir 2 Tage genau be-
obachtet. Sie zeigten ein normales Ver-
halten und es gab keine Hinweise fiir ei-
ne Infektion.

Transplantation von
neurogenen Vorlauferzellen
ins Mausinnenohr in vivo

Zwei Tage nach Gentamycin-Injektion ins
Mittelohr wurden die Miuse erneut anés-
thetisiert. Danach wurde iiber einen en-
dauralen Zugang mittels einer feinen Na-
del (0,33 mm 29 G) transpromontorial
50 pl einer Suspension neurogener Vor-

lauferzellen (3x104 GFP* Zellen in PBS)
ins rechte Innenohr appliziert. Die Wun-
de wurde dann mittels 6-o Seide ver-
schlossen. Wihrend der Narkose starb 1
Tier von 5, die restlichen Tiere erholten
sich gut und zeigten keine Hinweise fiir
Schmerzen oder sonst ein auffilliges Ver-
halten iiber 11 Tage.

Immunhistochemische Analyse
der transplantierten Zellen,
HE-Farbung der Felsenbeine

Die Tiere wurden 11 Tage nach Implanta-
tion der Vorlauferzellen euthanasiert und
das Corti-Organ wurde bei 50% der Tiere
entfernt und aufgearbeitet. Die Fixation
der Organe und die Farbung mit Texas
Red X-phalloidin sowie mit DAPI wur-
den wie frither beschrieben [18] durch-
gefithrt. Die Vorlduferzellen wurden mit
einem Antikorper gegen GFP (Kanin-
chen, polyklonal, Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz, USA) in einer Verdiin-
nung von 1:100 dargestellt. Die Organe
zusammen mit den Vorlduferzellen wur-
den mittels eines Inversions-Fluoreszenz-
mikroskopes (Olympus, Schweiz) visua-
lisiert und Bilder mittels einer AxioCam
(Carl Zeiss, Schweiz) aufgenommen
(B Abb.4). Bei den anderen 50% der
Tiere wurde, nach Perfusion derselben
mit 4% Paraformaldehyd, das Felsenbein
entkalkt, geschnitten und mit HE einge-
farbt (8 Abb. 5).

Ergebnisse

Charakterisierung der
neurogenen Vorlauferzellen

Frisch isolierte neurogene Vorlduferzel-
len der Maus (9,5d) exprimieren 1 Tag
nach viraler Infektion die Stammzellmar-
ker Nestin und Sox-2, den Marker Tuj1 fiir
unreifes neuronales Gewebe und GFP als
Zeichen der erfolgten viralen Transfekti-
on (B Abb. 2). Der Haarzellmarker My-
osin VIIa wird nicht exprimiert, ebenso
lasst sich keine Anfiarbung mit Texas Red
X-phalloidin nachweisen. Die hier ver-
wendete Konzentration von Texas Red X-
phalloidin ist so gewahlt, dass es nur die
Haarzellen mit stark gebiindeltem F-Ak-
tin in den Stereozilien anfirben wiirde,
andere Zellen mit tieferem F-Aktin Ge-
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halt werden durch die niedrige Konzent-
ration nicht gefirbt (8 Abb. 2).

Neurogene Vorlauferzellen
setzten sich in vitro aufs
geschadigte Corti-Organ

Frisch isolierte neurogene Vorlduferzel-
len iiberleben, wenn sie auf ein gescha-
digtes Corti-Organ aufgebracht werden
tiber 7 Tage (B Abb. 3). Interessanter-
weise finden sich die Zellen nicht zufillig
tiber das Organ verteilt, sondern in einer
linearen Anordnung parallel zu den Haar-
zellreihen.

Nachweis neurogener
Vorlauferzellen in der Kochlea
nach Transplantation

Elf Tage nach Transplantation von
neuralen Vorlduferzellen ins Gentamy-
cin-geschédigte Innenohr finden sich
GFP*-Zellen im Bereich des Corti-Or-
gans neben den Haarzellen. Daneben
zeigt sich das die Gentamycin-Applikati-
on viele Haarzellen geschadigt hat; es las-
sen sich nur die inneren Haarzellen sowie
die zweite und dritte Reihe der dufleren
Haarzellen abgrenzen (8 Abb. 4). Inter-
essanterweise finden sich die GFP* Zel-
len an den Stellen, wo sich sonst Haarzel-
len befunden haben. Allerdings zeigt die
Kernfirbung mit DAPI, dass die Kerne
der Vorlduferzellen sich nicht auf Hohe
der Haarzellkerne finden, sondern etwa
auf Hohe der Haarzell-Stereozilien. Im
Innenohr von transplantierten Mausen
zeigt sich kein Hinweis fiir eine Entziin-
dungsreaktion oder eine Alteration des
Corti-Organs.

Das Innenohr von transplantierten
Miusen zeigt keine Hinweise auf eine In-
filtration von Entziindungszellen bis am
11. Tag nach der Transplantation. Eben-
falls zeigen sich eine intakte Basilar- und
Reissner-Membran (B8 Abb.5).

Diskussion

In dieser Studie zeigen wir, dass frisch
isolierte neurogene Vorlduferzellen in der
Lage sind, sich auf einem geschiadigten
Corti-Organ in vitro niederzulassen und
dass sich nach In-vivo- Transplantation
von neurogenen Vorlduferzellen in ein
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die Stammzelltherapie ist ins-
besondere im Hinblick auf eine Applikati-

on im Innenohr interessant, da die Haarzel-
len nicht regenerieren. Einmal abgestorbene
Haarzellen werden nicht ersetzt, es kommt
zu einem irreversiblen Horverlust. In den ver-
gangenen Jahren konnten Stammzellen mit
wechselndem Erfolg ins Innenohr appliziert
werden, zum Teil haben sie sich zu Innenohr-
zellen entwickelt. In der vorliegenden Studie
wollten wir untersuchen, wie sich neuronale
Vorlauferzellen verhalten, wenn sie in vit-

ro und in vivo auf ein geschadigtes Innenohr
aufgebracht werden.

Methoden. Neuronale Vorlauferzellen wur-
den von E9,5 Tage alten Mausembryonen
isoliert und danach mit einem Virus, der das
griin fluoreszierende Protein (GFP) expri-
miert, infiziert. In der Folge wurden die GFP*-
neuralen Vorlauferzellen sowohl auf ein ge-
schadigtes Corti-Organ in vitro aufgebracht
als auch Mausen ins zuvor geschadigte In-
nenohr in vivo appliziert. AnschlieBend wur-
den die Vorlauferzellen bzw. ihr Bezug zum
Corti-Organ analysiert.

Ergebnisse. Sowohl auf ein geschadigtes
Corti-Organ aufgebrachte GFP*-neurale Vor-
lauferzellen als auch in vivo in geschadigte
Innenohren transplantierte GFP*-neurale
Vorlauferzellen konnten nach Transplantation
nachgewiesen werden. Interessanterweise
haben sich die GFP*-neuralen Vorlduferzellen
nicht zufallig auf dem Organ niedergelassen,
sondern ein gewisses Muster gezeigt. Insbe-
sondere konnte nach der In-vivo-Applikati-
on gesehen werden, dass die GFP*-neuralen
Vorlduferzellen sich im Bereich des Corti-Or-
gans in der Region von abgestorbenen Haar-
zellen angesiedelt haben.

Schlussfolgerung. Neuronale Vorlauferzel-
len haben ein groBes Potenzial, einmal abge-
storbene Haarzellen zu ersetzen. Allerdings
braucht es noch intensive Forschung bis zur
klinischen Anwendung.

Schliisselworter
Corti-Organ - Gehdrsverlust - Innenohr -
Kochlea - Regeneration - Stammzellen

Transplantation of neural stem cells into the cochlea

Abstract

Background. Stem cell therapy is especial-
ly interesting for inner ear related diseases,
since the hair cells are very sensitive and do
not regenerate. Hair cell loss is therefore ir-
reversible and is accompanied by hearing
loss. In the last few years, different research
groups have transplanted stem cells into the
inner ear with promising results. In the pre-
sented study, our aim was to gain insight into
how neuronal stem cells behave when they
are transplanted, both in vitro and in vivo, in-
to a damaged inner ear.

Methods. Neuronal stem cells from E9.5 day
old mouse embryos were collected and in-
fected with an adenoviral vector encoding
green fluorescent protein (GFP). GFP+ cells
were then transplanted into a damaged or-

gan of Corti in vitro or into a damaged mouse
inner ear in vivo.

Results. We were able to detect GFP+ cells
close to the organ of Corti in vitro and in the
organ of Corti in vivo. The GFP+ cells do not
seem to be randomly distributed in either the
in vitro or in vivo situation. Most interestingly,
GFP+ cells could be detected close to places
where hair cells had been lost in vivo.
Conclusion. Neuronal stem cells are interest-
ing candidates to replace lost hair cells. How-
ever, a great deal of research is still needed
before they can enter clinical trials.

Keywords

Organ of Corti - Hearing loss - Inner ear -
Cochlea - Regeneration - Stem cell therapy
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Abb. 2 A Die neuralen Vorlduferzellen sind positiv fiir Nestin (gelb) und Sox-2 (rot, zwei Stammzellmarker) sowie fiir Tuj1 (griin, ein Marker fiir unreifes
neurales Gewebe) und fiir GFP (grtin, als Zeichen fiir die virale Transduktion). Die Zellen sind negativ fiir den Haarzellmarker Myosin Vlla und farben sich
nicht mit Texas Red X-phalloidin (farbt F-Aktin). Die Zellkerne sind mit DAPI geférbt (blau)

geschidigtes Innenohr sogar Vorlaufer-
zellen an Orten finden, an denen sich zu-
vor Haarzellen befunden haben. Daneben
zeigt sich, dass es auch nach 11 Tagen nach
Transplantation zu keiner Entziindungs-
reaktion im Innenohr gekommen ist.
Bisher konnten verschiedene For-
schungsgruppen tiber erfolgte Transplan-
tationen von embryonalen Stammzellen
ins Innenohr berichten. Die transplan-
tierten Zellen konnten sogar noch nach
mehreren Wochen im Innenohr nachge-
wiesen werden [6]. Kirzlich ist berichtet
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worden, dass die Zellen sich 9 Wochen
nach Transplantation in der Scala media
nachweisen lieflen, allerdings ist es zu kei-
ner Integration ins Corti-Organ gekom-
men, deshalb konnte auch keine Horver-
besserung im transplantierten Ohr im
Vergleich zur unbehandelten Gegenseite
nachgewiesen werden [4]. Obwohl wir in
dieser Arbeit keine Daten iiber eine Inte-
gration der Vorlduferzellen ins Corti-Or-
gan der Méuse haben, halten wir dies eher
fiir unwahrscheinlich.

Viele Gruppen habe embryonale
Stammezellen {iber lingere Zeit kulti-
viert, weshalb es moglich ist, dass die
Zellen einen Teil ihrer Differenzierungs-
moglichkeiten verloren haben. Wir ha-
ben, um diese Moglichkeit auszuschlie-
en, die Vorlduferzellen fiir jedes Expe-
riment frisch isoliert. Es wurden bereits
Stammzellen aus dem Innenohr isoliert
und transplantiert [14, 16, 20]. Wir haben
uns jedoch aufgrund der besseren Iso-
lierbarkeit fiir neurogene Vorlauferzellen
entschieden. Arbeiten zeigen, dass neu-



rogene Vorlduferzellen das Potenzial ha-
ben konnten, sich in Haarzellen zu diffe-
renzieren [10].

Um sich ins Corti-Organ integrieren
zu kénnen, miissen die Stammzellen in
der kaliumreichen Endolymphe tiberle-
ben kénnen. Dies scheint, wie die erfolg-
reichen Transplantationsexperimente zei-
gen, der Fall zu sein. Auch die frisch iso-
lierten Vorlduferzellen in unserem Expe-
riment konnten in der Endolymphe iiber-
leben, weil wir sie 11 Tage nach Transplan-
tation nachweisen konnten.

Je nach Applikationsort miissen die
Zellen die Féhigkeit haben, vom pe-
rilymphatischen in den endolympha-
tischen Raum zu gelangen, d. h. sie miis-
sen die Lamina reticularis, die die eigent-
liche Barriere zwischen diesen beiden
Kompartimenten darstellt, iberwinden
konnen. Ob die Zellen in unserem Fall
die Lamina passieren mussten, ist un-
klar, da wir die Zellen transpromontori-
al ins Innenohr appliziert haben und so
die Moglichkeit einer direkten Inokulati-
on in den endolymphatischen Raum be-
steht. Die Lamina reticularis stellt norma-
lerweise wegen ihren zahlreichen ,tight
junctions® eine Barriere dar. Allerdings
ist diese Barriere nicht statisch, so konnte
zum Beispiel demonstriert werden, dass
es nach Lairmtrauma zu einer Rearrangie-
rung von ,,tight junctions“ kommt [19]. Es
scheint durchaus moglich, dass Stamm-
zellen unter gewissen pathologischen Be-
dingungen durchaus die Lamina passie-
ren konnen.

Interessant ist die Lokalisation, wo wir
die transplantierten Vorlduferzellen beob-
achten konnten: So zeigen sich nach In-
vitro-Transplantation die GFP*-Zellen in
einem gewissen Abstand und fast paral-
lel zum Corti-Organ, wihrend sich die
Zellen nach In-vivo-Transplantation im
Bereich des Corti-Organs finden. Was
ist dafiir verantwortlich? Arbeiten haben
gezeigt, dass fiir die Differenzierung der
Stammzellen in verschiedene Zelltypen
die Umgebung, respektive das Milieu, in
dem sich die Zellen finden, entscheidend
ist. Offenbar fiihrt das Zellkulturmedium
zusammen mit dem Corti-Organ zur be-
obachteten Lokalisation in vitro, wihrend
das aminoglykosidgeschidigte Corti-Or-
gan in vivo eine andere Lokalisation der
GFP* Zellen bewirkt.

Abb. 3 A Die griin leuchtenden GFP* Vorlduferzellen (Pfeil) finden sich nach In-vivo-Transplantation in
linearer Anordnung und parallel zu den Haarzellreihen des durch Gentamycin geschadigten Corti-Or-
gans (rot geférbt mit Texas Red X-phalloidin)

HNO 11 - 2007 ‘ 867
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Abb. 4 A Nach Transplantation von Vorlduferzellen in ein geschéddigtes Innenohr einer Maus in vivo zeigen sich die griin gefarbten GFP*-Vorlduferzellen (a,
Pfeil) an den Stellen, wo sich zuvor die Haarzellen befunden haben. Rot (Texas Red X-phalloidin) farben sich die mit Gentamycin geschéadigten Haarzellen
an (b, Stern). Die Zellkerne sind mit DAPI blau gefirbt (c). Die Kerne der Vorlauferzellen befinden sich auf Hohe der Haarzellstereozilien (Pfeil). d Uberlap-

pung der GFP* und Texas-Red-X-phalloidin-Férbung

In den meisten Studien wurden die
Stammzellen tiber einen retroaurikularen
Zugang und nach Exposition der audito-
rische Bulla ins Innenohr appliziert [4,
7]. Dieser Zugang eignet sich fiir grofle-
re Labortiere, wie z. B. Meerschweinchen.
Wir habe in unserer Studie 4 Wochen al-
te Mause verwendet, um die embryonalen
Mausstammvorlduferzellen nicht auf ei-
ne andere Spezies iibertragen zu miissen.
Aufgrund der schlecht ausgebildeten Bul-
la in diesem Alter haben wir die Vorldu-
ferzellen direkt iiber einen endauralen Zu-
gang transpromontorial ins Innenohr ap-
pliziert. Der Nachteil dieser Methode ist,
dass die Zellen nicht in definierte Stellen
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des Innenohres gelangen und dass dabei
die otische Kapsel verletzt wird.

Wir haben die neuralen Vorlauferzel-
len vor der Transplantation charakteri-
siert. Die Vorlduferzellen exprimieren —
wie erwartet — Tuj1 als Marker fiir unreifes
neurales Gewebe sowie die Stammzell-
marker Nestin und Sox-2, waren aber ne-
gativ fiir den Haarzellmarker MyoyA und
fiir das Zytoskelett Protein F-Aktin. Die
frisch isolierten neuralen Vorlduferzel-
len exprimieren auch den Marker Mathi.
Ab E13,5 erscheinen die ersten Mathi-
exprimierenden Zellen in der Kochlea.
Diese Zellen entwickeln sich zu Haarzel-
len des Innenohrs, die Mathi-Expression
ist notwendig fiir die Regulation des sen-

sorischen Epithels [23]. Unsere neuro-
genen Vorlduferzellen stammen aus dem
Neuralrohr von Eg,5 alten Mauseembry-
onen. Hier ist Math1 ein Marker fiir dor-
sale Interneuron-Vorlauferzellen, die sich
wahrscheinlich weiter teilen.

Zu beachten ist, dass wir nach Trans-
plantation keine Abstoflungsreaktion im
Innenohr beobachtet haben. Dies ist in
Ubereinstimmung mit der Literatur; so
beobachtete Hildebrand auch nach Xe-
notransplantation (Mausstammzellen
in Meerschweinchen) keine immunolo-
gische Reaktion des Innenohres auf die
eingebrachten Stammzellen [4]. Es wird
spekuliert, dass die Blut-Kochlea-Schran-
ke allenfalls zum Teil fur diese Beobach-



tung verantwortlich ist. Die Blut-Kochlea-
Schranke soll im Innenohr ein Komparti-
ment schaffen, das der systemischen Im-
munitét nicht leicht zuganglich ist, sodass
die zarten Innenohrstrukturen vor einem
Angriff des Immunsystems geschiitzt sind
[15].

Fazit fiir die Praxis

Die Anwendung von Stammzellen als Er-
satz fiir abgestorbene Haarzellen stellt
eine sehr interessante Anwendung von
Stammzellen dar. Es braucht aber noch
viel Forschung, bis eine klinische Anwen-
dung in greifbare Nahe riickt.
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