mzuriCh ETH Library

Stammzellen der Neuralleiste im
Gastrointestinaltrakt

Ansatz zur kausalen Therapie des Morbus
Hirschsprung?

Journal Article

Author(s):
Sommer, L.

Publication date:
2007

Permanent link:
https://doi.org/https://doi.org/10.3929/ethz-b-000008475

Rights / license:
In Copyright - Non-Commercial Use Permitted

Originally published in:
Der Pathologe 28(2), https://doi.org/10.1007/s00292-007-0891-0

This page was generated automatically upon download from the ETH Zurich Research Collection.
For more information, please consult the Terms of use.



https://doi.org/https://doi.org/10.3929/ethz-b-000008475
http://rightsstatements.org/page/InC-NC/1.0/
https://doi.org/10.1007/s00292-007-0891-0
https://www.research-collection.ethz.ch
https://www.research-collection.ethz.ch/terms-of-use

Schwerpunkt: Gastrointestinale Motilitatsstorungen

Pathologe 2007 - 28:125-130

DOI 10.1007/500292-007-0891-0
Online publiziert: 3. Februar 2007
© Springer Medizin Verlag 2007

Stammzellen sind ein Schwerpunktthe-
ma in der heutigen biomedizinischen For-
schung, denn man erhofft sich, dass die-
se vielfaltigen Zellen in der Zukunft fiir
Zell- und Gewebeersatztherapien ein-
gesetzt werden konnten [9]. Stammzel-
len sind Zellen, die sich selbst erneuern
und sich in unterschiedliche Gewebezel-
len entwickeln kénnen. Diese Fihigkeiten
sind die Grundlage fiir 2 Therapieansitze,
deren Umsetzung zurzeit untersucht wird
(B Abb. 1):
== Ein erster denkbarer Therapieansatz
besteht darin, korpereigene Zellen im
Patienten zur Teilung anzuregen und
krankhaftes oder verletztes Gewebe
zu ersetzen.
== Ein zweiter Therapieansatz beschif-
tigt sich damit, Stammzellen oder aus
Stammzellen gewonnene Zelltypen in
krankhaftes oder verletztes Gewebe
zu transplantieren.

Beide Therapieansitze konnen aber nur
dann zum Erfolg fithren, wenn die Me-
chanismen bekannt sind, die Vermeh-
rung und Differenzierung von Stammzel-
len steuern.

Potenzielle Anwendungsgebiete
von Stammzellen

Méogliche Einsatzgebiete von Stammzel-
len sind die Behandlung von Krankheiten
oder Verletzungen des Herzmuskels (wie
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z. B. nach einem Infarkt) oder des Ner-
vensystems (wie z. B. bei M. Parkinson,
M. Hirschsprung oder Riickenmarkver-
letzungen). Entsprechende Vorversuche,
in denen das Potenzial embryonaler, feta-
ler und adulter Stammzellen vor allem in
Tiermodellen untersucht wurde, sind viel-
versprechend. Um aber solche Vorkennt-
nisse fiir eine effiziente Zellersatztherapie
nutzen zu kénnen, miissen noch etliche
offene Fragen geklart werden.
Insbesondere gilt es herauszufinden,
wie Stammzellen undifferenziert expan-
diert werden kénnen und wie sie dazu ge-
bracht werden konnen, die diversen Zell-
typen eines gewiinschten Organs zu er-
zeugen. Ein sehr geeignetes Modellsys-
tem, um diese Fragen anzugehen, sind
die so genannten Neuralleistenstamm-
zellen, die man nur in Wirbeltieren fin-
det [8]. Wihrend der Embryonalentwick-
lung entstehen Neuralleistenstammzel-
len am dorsalen Rande des Neuralrohrs
(8 Abb. 2). Von dort wandern sie an ver-
schiedene Orte des Embryos aus, um eine
Vielfalt an Zelltypen auszubilden. Darun-
ter fallen die sensorischen Neurone in Spi-
nalganglien, sympathische und parasym-
pathische Neurone des vegetativen Ner-
vensystems, Schwann-Zellen und die Zel-
len des enterischen Nervensystems. Zu-
dem entwickeln sich Neuralleistenstamm-
zellen zu Gesichtsknorpel und Knochen-
gewebe, Bindegewebe, bestimmten Zel-

len der glatten Muskulatur in den grofien
Blutgefifien und zu Pigmentzellen.

Interessanterweise persistieren Stamm-
zellen der Neuralleiste in Hautstrukturen
sowie im Darm des Erwachsenen, dndern
aber ihr Potenzial, ihre Fahigkeit sich zu
erneuern und das Ansprechen auf Signale
und Wachstumsfaktoren.

Entwicklungswege
der Stammzellen

Wihrend der Entwicklung werden
Stammzellen auf ihrer Wanderung oder
am Ort ihrer Differenzierung verschie-
denen Signalfaktoren ausgesetzt. Diese
Faktoren konnen als sezernierte extrazel-
luldre Molekiile vorliegen oder durch di-
rekten Kontakt mit Nachbarzellen vermit-
telt werden. Neuere Daten zeigen, dass es
die kombinatorische Wirkung multipler
Signale ist, die den Entwicklungsweg ei-
ner Stammzelle bestimmt.

Ein experimenteller Weg, die Identitét
der beteiligten Faktoren zu bestimmen,
besteht darin, Vermehrung und Differen-
zierung von Stammzellen in Zellkulturex-
perimenten zu untersuchen. Dies ermog-
licht es, das Entwicklungspotenzial einzel-
ner Stammzellen zu verfolgen. So konn-
te man nachweisen, dass viele Neural-
leistenzellen sich selbst erneuern kon-
nen und multipotent sind, d. h. dass aus
einer einzigen Zelle verschiedenste Zell-
typen gebildet werden (8 Abb. 3). Eben-
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Faktoren

Stammzellen
oder
Stammzellderivate

so konnte mit solchen Methoden gezeigt
werden, dass es sowohl im zentralen wie
auch im peripheren Nervensystem auch
in spéteren Entwicklungsstadien, ja sogar
im adulten Organismus noch Zellen mit
Stammzelleigenschaften gibt. SchliefSlich
wurden so auch Wachstumsfaktoren iden-
tifiziert, welche die Entstehung bestimm-
ter Zelltypen fordern (8 Abb. 3; [7]).

Eine isolierte Neuralleistenstammzel-
le bildet unter dem Einfluss von TGF-f
(»transforming growth factor ) glatte
Muskulatur, aber keine neuralen Zellen.
In Gegenwart der Faktoren Notch und
Neuregulin werden nur Gliazellen gebil-
det. Die Behandlung der Zellen mit BMP2
(»bone morphogenic protein 2%) fithrt zur
Bildung autonomer Neuronen, wihrend
die Aktivitdt des Signalfaktors Wnt die
sensorische Neurogenese fordert.

Die Verwendung von Zellkultursys-
temen erlaubte aber auch den Nachweis,
dass die Aktivitdt solcher Wachstums-
faktoren durch weitere Signale der Um-
gebung stark beeinflusst werden kann.
Zell-Zell-Interaktionen beeinflussen z. B.
die Wirkung von TGF-f, sodass je nach
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Abb. 2 A Neuralleistenzellen entspringen wéhrend der Embryonalentwick-
lung von Vertebraten dem dorsalen Neuralrohr und wandern an verschie-
dene Orte des Embryos, um sich dort in Glia und Neurone des peripheren
Nervensystems, aber auch in nichtneurale Zelltypen wie z. B. Pigmentzellen,
bestimmte glatte Muskulaturzellen und kranialen Knorpel und Knochen zu
entwickeln (Graphik Leimeroth und Sommer)

Abb. 1 €< Mdgliche Therapieansdtze zum Einsatz von Stammzellen als Zell-
und Gewebeersatz. Beim 1. Therapieansatz werden korpereigene Stamm-
zellen (in diesem Beispiel des Gehirns) angeregt, sich zu teilen und in die ge-
wiinschten Zelltypen zu differenzieren. Beim 2. méglichen Ansatz werden
Stammzellen oder deren Derivate in das verletzte oder krankhafte Gewe-

be transplantiert. Fiir die Umsetzung beider Therapieansatze miissen Grund-
kenntnisse tiber die Faktoren erlangt werden, die die Stammzellvermehrung

und Differenzierung steuern (Graphik Buchstaller, Bonneick und Sommer)

Konzentration des Faktors entweder glatte
Muskulatur oder Neuronen gebildet wer-
den oder aber programmierter Zelltod
induziert wird. Neueste Studien haben
zudem gezeigt, dass BMP2 und Wnt als
Einzelfaktoren die Entstehung bestimm-
ter neuronaler Subtypen fordern, in der
Kombination Wnt plus BMP2 aber jegli-
che Differenzierung unterdriickt und da-
fiir die Beibehaltung von Stammzelleigen-
schaften ermoglicht wird [4].

Die Kenntnis, wie man Stammzellen
undifferenziert vermehren kann, ist nicht
nur von Interesse fiir die Grundlagenwis-
senschaft, sondern auch wichtig in Bezug
auf eine mogliche Anwendung, wenn es
darum geht, eine geniigende Anzahl einer
bestimmten Stammzelle herzustellen. Zu-
dem zeigen diese Beispiele, dass Stammzel-
len fahig sind, verschiedene Umgebungs-
signale zu integrieren. Es ist leicht einzuse-
hen, dass die Vielfalt der zu integrierenden
Signale im lebenden Organismus noch viel
hoher ist als in der Zellkulturschale. Um
diese Komplexitit verstehen zu konnen,
wird also noch bedeutende Forschungsar-
beit geleistet werden miissen.

Modulierende Signalwege

Zellkulturexperimente liefern vor allem
Hinweise darauf, welche Signalmole-
kiile die Entwicklung von Stammzellen
steuern konnten. Die eigentliche biolo-
gische Funktion von regulatorischen Fak-
toren muss aber mit weiteren Analysen ge-
priift werden. Dazu sind auch Tiermodel-
le unerlasslich, um die Rolle von Genpro-
dukten in vivo zu studieren. Insbesonde-
re kann in gentechnologisch verinderten
Maiusen die Aktivitdt bestimmter Fak-
toren ausgeschaltet oder umgekehrt auch
iiberstimuliert werden.

Haufig steuern im Organismus be-
stimmte Signalfaktoren verschiedene Pro-
zesse. Es stehen uns heute gentechnolo-
gische Verfahren zur Verfiigung, die es
erlauben, die Rolle von wichtigen Genen
in spezifischen Geweben oder zu ganz
bestimmten Zeitpunkten zu untersuchen,
ohne Entwicklung und Funktion anderer
Organe zu beeintréachtigen. So hat die Mo-
dulation bestimmter Faktoren spezifisch
in neuralen Stammzellen zur Entdeckung
einiger Schliisselfaktoren der Stammzell-



biologie gefiihrt. Darunter fallen Signal-
molekiile, welche die Selbsterneuerung
von Stammzellen oder deren Differenzie-
rung steuern.

Stammzellen beim
M. Hirschsprung

Mit den oben genannten Verfahren hat
man u. a. den Transkriptionsfaktor Soxio
als Schliisselfaktor in der Entwicklung von
Neuralleistenstammzellen identifizieren
kénnen. Soxio wird in allen Neuralleis-
tenstammzellen und in Gliazellen des zen-
tralen und des peripheren Nervensystems
exprimiert. Zellkulturexperimente haben
gezeigt, dass Soxio vielfiltige Funktionen
im peripheren Nervensystem iibernimmt.
Soxio reguliert in Neuralleistenstammzel-
len die Multipotenz, das Uberleben und
die Entwicklung in Gliazellen [1, 5]. Sox10
nimmt seine verschiedenen Funktionen
offenbar aufgrund unterschiedlicher In-
teraktionen mit anderen Transkriptions-
faktoren wahr.

Von biomedizinischer Bedeutung ist
die Tatsache, dass Mutationen im Gen, das
fir Sox1io kodiert, mit M. Hirschsprung
in Verbindung gebracht worden sind. Der
M. Hirschsprung ist definiert als konge-
nitale, selten vererbbare Fehlbildung mit
fehlender Ausbildung des Plexus myente-
ricus {iber ein distales Darmsegment vari-
abler Lange. Die molekulare Genese ist im
Mausmodell untersucht worden, und es
sind nebst SOX10-Mutationen auch Mu-
tationen in RET, GDNF und einer Reihe
weiterer Gene identifiziert worden [2].

Die Atiologie von M. Hirschsprung
kann auf mehrere Faktoren zuriickgefithrt
werden, und entsprechend komplex ist
das Vererbungsmuster dieser Krankheit.
Auch wenn gezeigt werden konnte, dass
nebst SOX10 noch weitere Gene beteiligt
sind, war bis vor kurzem unklar, wie ge-
nau das Krankheitsbild zustande kommt.
Die Moglichkeit, die Krankheit im Tier-
modell zu studieren, hat aber wesentlich
dazu beigetragen, die Krankheitsursache
besser zu verstehen. Das enterische Ner-
vensystem leitet sich von Stammzellen der
Neuralleiste ab, die wihrend der Embryo-
nalentwicklung in den frithen Darm ein-
wandern und fortschreitend in der Darm-
wand angelegt werden, bis sich schlief3-
lich auch im letzten Darmabschnitt, dem

Mastdarm, multipotente Stammzellen
finden (B Abb. 4). Einmal angelegt, ent-
wickeln sich diese neuralen Stammzellen
zu den verschiedenen Nervenzellen des
enterischen Nervensystems.

Das Fehlen des Nervensystems in be-
stimmten Darmabschnitten von Pati-
enten mit Hirschsprung-Krankheit kann
also mehrere Ursachen haben. Es konnte
durch fehlerhaftes Wandern oder Ab-
sterben, aber auch durch missgeleitete
Entwicklung der neuralen Stammzellen
im Darm erkldrt werden. Insbesondere
konnte also M. Hirschsprung auf defekte
Funktionen der Stammzellen der Neural-
leiste zuriickgefithrt werden. In der Tat
werden Gene, die mit M. Hirschsprung in
Verbindung gebracht werden konnten, in
Neuralleistenstammzellen des enterischen
Nervensystems exprimiert. Es stellt sich
daher die Frage, ob die Stammzellfunkti-
on dieser Gene bei der Krankheitsentste-
hung wichtig ist.

In Versuchen mit Méusen, denen eine
Kopie des Sox10-Gens fehlt, konnte dieser
Frage nachgegangen werden [6]. Das he-
terozygote Sox10*~-Mausmodell zeigt ei-
ne Aganglionose des enterischen Nerven-
systems. Es fehlen hierbei die Neurone
des distalen Intestinaltrakts bereits im
Embryonalstadium E17, und es kommt
postnatal zur Ausbildung eines Megako-
lons, wie beim M. Hirschsprung.

Ist die Entwicklung von Neuralleisten-
stammzellen im Soxi0*/"-Tiermodell feh-
lerhaft? Bei Sox10*/-heterozygoten Mu-
tanten ist die Anzahl der Neuralleisten-
stammzellen reduziert. Die Reduktion
der Stammzellen in der Mutante betréagt

zwischen 33 und 50% bei Zahlung isolier-
ter Stammzellen.

Wie kann diese Reduktion erklart wer-
den? Die Neuralleistenzellen verlieren zwar
Stammzelleigenschaften, sind aber immer
noch im Darm der Soxio*-mutanten
Tiere vorhanden. In der Expressionsanaly-
se fiir das neuronale Protein PGP9.5 konn-
te gezeigt werden, dass Sox10*"-Zellen im
Darm verfriiht zu Neuronen ausdifferen-
zieren, also einen falschen Entwicklungs-
weg einschlagen, statt weitere Stamm-
zellen zu bilden. Daraus lésst sich schlie-
L3en, dass Soxio die Erhaltung von Neural-
leistenstammzellen reguliert. Es ist wahr-
scheinlich, dass die Reduktion des Stamm-
zellpools zu einer Reduktion der Zellen
fithrt, welche migrieren kénnen. In der
Folge kann der distale Gastrointestinal-
trakt wahrend der Entwicklung nicht voll-
standig mit enterischen Vorlduferzellen ko-
lonisiert werden, und dies resultiert in ei-
ner Hypo- oder Aganglionose (@ Abb. 4).

Stimulation Sox10-positiver
Stammzellen

Wie Soxio die Selbsterneuerung von
Neuralleistenstammzellen steuert, bleibt
abzukldren. Die Erkenntnis, dass Neural-
leistenstammzelldefekte zur Ausbildung
der Krankheit beitragen koénnen, hilft
aber, mogliche Therapien anzudenken.
Ein Therapieansatz konnte darin beste-
hen, endogene Sox1io-positive Stamm-
zellen des enterischen Nervensystems zu
stimulieren. Wie oben besprochen, kont-
rolliert die Faktorkombination Wnt und
BMP die Vermehrung von Neuralleisten-

Hier steht eine Anzeige.
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Zusammenfassung

Stammzellen sind selbsterneuernde Zell-
elemente mit dem Potenzial, verschiedene
Zelltypen hervorzubringen. Der mensch-
liche Kérper benétigt Stammzellen zum Auf-
bau der Organe wéhrend der Embryonalent-
wicklung. Nach Abschluss der Organentwick-
lung sind Stammzellen auch zur Gewebeer-
haltung (,Homdostase”) und zur Gewebe-
erneuerung notwendig. Angesichts der viel-
faltigen Funktionen von Stammzellen er-
staunt es nicht, dass Stammzellfehlentwick-
lungen zu Krankheiten fiihren kdnnen, wie
z.B. zu M. Hirschsprung, einer Krankheit des
enterischen Nervensystems mit komplexer
Atiologie. Ob Stammzellen zur Regeneration
von krankhaften Organen eingesetzt werden
konnten, wie dem enterischen Nervensystem
bei M. Hirschsprung, ist Gegenstand inten-
siver Forschung.

Schliisselworter
Stammzellen - M. Hirschsprung - Experimen-

Neuralleistenstammzellen

B
=

Wnt oder
BMP2

—

Neurone

NRG1

-

Glia

TGFB

.

Glatte
Muskelzellen

Abb. 3 A Verschiedene Wachstumsfaktoren beeinflussen die Entwicklung von Neuralleistenstamm-
zellen: Wnt unterstiitzt in Kombination mit BMP die Selbsterneuerung, wéhrend Wnt allein die senso-
rische und BMP allein die autonome Neurogenese induzieren. NRG1 fordert die Gliogenese und TGF-f8
die Entstehung glatter Muskulatur

telle Therapie - Enterales Nervensystem

Stem cells of the enteric nervous

system: causal therapy for Normaler Darm, Abb. 4 < Neuralleisten-

stammzellen des ente-

Hirschsprung’s disease? Darm SOK10 Mutation

Abstract

Stem cells are self-renewing cells with the
potential to generate different cell types.
The human organism depends on stem cells
for organ development during embryoge-
nesis. Upon completion of organogenesis,
stem cells are also necessary for organ main-
tenance (“homeostasis”) and for tissue re-
generation. In view of the manifold func-
tions of stem cells, it is not surprising that
their malfunction results in diseases like
Hirschsprung’s disease, a disorder of the en-
teric nervous system of complex etiology. Po-
tential stem cell application for the regener-
ation of diseased organs, such as the enteric
nervous system in Hirschsprung'’s disease, is
currently a focus of intense research.

Keywords
Stem cells - Hirschsprung's disease - Experi-
mental therapy - Enteric nervous system
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Diinndarm

Dickdarm

N

Sox10-positive Neuralleistenstammzellen,
Nervenzellen im gesamten Intestinaltrakt

keine Neuralleistenstammzellen,
fehlende Nervenzellen im distalen Intestinaltrakt

Megakolon

rischen Nervensys-
tems exprimieren den
Transkriptionsfaktor
Sox10. Im gesunden
Darm sind geniigend
Sox10-positive Neural-
leistenstammzellen
vorhanden, sodass
Nervenzellen {iber die
gesamte Darmlange
angelegt werden kon-
nen. Im Sox10*/~
heterozygoten Tier-
modell und bei Patien-
ten mit einer Muta-
tion in SOX10 verrin-
gert sich die Anzahl an
Neuralleistenstamm-
zellen, und der distale
Darmabschnitt bleibt
ohne Nervenzellen
(Pfeil). (Graphik nach
Paratore, Eichenberger
und Sommer, Bulletin
ETHZ)



stammzellen (B8 Abb. 3). Eine Beeinflus-
sung dieser Signalwege bei M. Hirsch-
sprung kénnte also dazu beitragen, den
Stammzellpool im enterischen Nervensys-
tem zu vergroflern, wodurch der gesamte
Gastrointestinaltrakt mit enterischen Vor-
lduferzellen kolonisiert werden konnte.

Ein zweiter denkbarer Therapieansatz
bestiinde in der Transplantation von gesun-
den Stammzellen in den krankhaften Darm.
Welche Stammzellen konnten hierzu geeig-
net sein? Die transplantierten Zellelemente
miissen bestimmten Anforderungen genii-
gen: Es miissen ausreichend viele Zellen
tiberleben. Die Zellen miissen die richtigen
und nur die richtigen Zelltypen hervorbrin-
gen, und diese Zelltypen miissen sich funk-
tionell in das Gewebe integrieren.

Als Quelle fiir zu transplantieren-
de Stammzellen kommen zunéchst em-
bryonale Stammzellen infrage. Sie besit-
zen das grofite erreichbare Entwicklungs-
potenzial, und es gibt erste Hinweise, dass
auch Neuralleistenzellen aus embryonalen
Stammzellen gewonnen werden konnen.
Embryonale Stammzellen sind aber kor-
perfremde Zellen und ihre Gewinnung
muss strengen ethischen Richtlinien fol-
gen. Stammzellen des erwachsenen Orga-
nismus besitzen zwar ein geringeres Ent-
wicklungs- und Differenzierungspotenzial,
ihre Gewinnung unterliegt jedoch keinen
ethischen Einschrankungen, und sie wer-
den nicht als korperfremd abgestofien.

Idealerweise sollten defekte Neuralleis-
tenstammzellen des enterischen Nerven-
systems wiederum durch Neuralleisten-
stammzellen ersetzt werden. Womoglich
sind hierzu adulte, von der Neuralleiste
abstammende Stammzellen aus muriner
und menschlicher Haut geeignet. Solche
Zellen wurden kiirzlich entdeckt, isoliert
und charakterisiert [3, 10]. Sie sind leicht
zugénglich, und es gelten fiir ihre Ver-
wendung keine ethischen Bedenken. Die
Potenzialanalyse dieser kutanen adulten
Stammzellen ergibt zumindest in der Kul-
tur ein grofles Vermehrungs- und Ent-
wicklungspotenzial. Ob diese Zellen mit
Eigenschaften von Neuralleistenstamm-
zellen allerdings auch enterische Neu-
rone produzieren und vor allem in vivo in
einem Krankheitsmodell ein enterisches
Nervensystem funktionell ausbilden kon-
nen, muss noch untersucht werden.

10. Wong CE, Paratore C, Dours-Zimmermann MT et al.
(2006) Neural crest-derived cells with stem cell fea-
tures can be traced back to multiple lineages in the
adult skin. J Cell Biol 175: 1005-1015

Fazit fiir die Praxis

Multipotente Stammzellen sind wesent-
lich an Organogenese und Organerhal-
tung beteiligt. Stammzellfehlfunktio-
nen kénnen zu Erkrankungen, wie z. B.
M. Hirschsprung, fiihren. Die Erforschung
der Signalwege, welche Wanderungsfa-
higkeit, Uberleben und neuronale Diffe-
renzierung von Stammzellen der Neural-
leiste steuern, konnte zukiinftige the-
rapeutische Einsatzmoglichkeiten von
Stammzellen auch bei M. Hirschsprung
eroffnen.
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