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Finleitung

1. Einleitung

1.1. Myokardinfarkt

Der Myokardinfarkt mit Ubergang in eine ischimische Herzkrankheit ist eine der hiufigsten
Diagnosen von hospitalisierten Patienten in den Industriestaaten. In Deutschland versterben
jedes Jahr iiber 125.000 Menschen aufgrund einer ischdmischen Herzkrankheit (Muller-
Nordhorn et al., 2008) und davon {iiber 60.000 Menschen aufgrund eines akuten
Myokardinfarkts (Statistisches Bundesamt, 2010).

Grund eines akuten Myokardinfarkts ist in der Regel die abrupte Unterbrechung des
Blutflusses in einer Koronararterie. Ursache eines Verschlusses ist meist eine rupturierende
oder ulzerierende atherosklerotische Plaque, die zur lokalen wandsténdigen Thrombusbildung
an der Stelle der Plaquelésion fiihrt und das Gefall okkludiert. In einer geringeren Zahl von
Féllen kommt es auch durch Koronararterienembolien, angeborenen Fehlbildungen oder
Koronararterienspasmen zu einem Verschluss des Herzkranzgefiles und damit zu einem
akuten Myokardinfarkt. Die daraus resultierende Minderversorgung des Gewebes im
Versorgungsbereich der okkludierten Koronararterie fiihrt zu einem Verlust der Pumpfunktion
sowie zum Zusammenbruch des basalen Zellstoffwechsels. Es kommt zu einem irreversiblen
Verlust von Herzmuskelgewebe, welches durch Narbengewebe ersetzt wird. Das Ausmal} des
Gewebeuntergangs ist abhdngig von multiplen Faktoren wie der GroBe des
Versorgungsgebietes, dem  Teil- oder  Vollverschluss, der  Dauer  der
Koronararterienokklusion, der Versorgung durch Kollateralarterien, dem Sauerstoftbedarf des
Myokards sowie individuellen Faktoren. Abhéngig von der Grofe des infarzierten Areals
kann es zu einer Vielzahl von Komplikationen kommen wie zum Beispiel zur chronischen
Herzinsuffizienz durch zellulédre Umbauprozesse (,,Remodelling*) als
Kompensationsmechanismus oder zu Arrhythmien.

Priméres Ziel der Therapie ist die schnelle Reperfusion des okkludierten GefdRes. Hierfiir
stehen die Thrombolyse (pharmakologisch) und die Koronarangioplastie (mechanisch) zur
Verfiigung. Die chron. Herzinsuffizienz als eine Folge des Myokardinfarktes wird unter
anderem mit ACE-Hemmern, AT,-Antagonisten, [B-Blockern, Diuretika und
Aldosteronantagonisten nach Stufenschema therapiert (Dickstein et al., 2008). Hier nehmen
B-Blocker und ACE-Hemmer eine besondere Rolle ein, da sie das ,,Remodelling*
verlangsamen konnen. Weitere Therapiemaflnahmen umfassen antithrombotische Medikation
sowie die Reduktion bestehender Risikofaktoren. Trotz dieser groBen Fortschritte in der
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medikamentdsen als auch mikroinvasiven Therapie kann es zu einer terminalen
Herzinsuffizienz mit einer Auswurffunktion (Ejektionsfraktion) des Ventrikels unter 20
Prozent kommen. Eine Herztransplantation stellt die einzige Option mit langerfristigem
Erfolg dar, sodass die betroffenen Patienten auf Spenderherzen angewiesen sind. Diese
Option ist jedoch nur Patienten unter 65 Jahren vorbehalten. Aufgrund der Organknappheit
und langen Wartezeiten versterben 25 Prozent der Patienten in dieser Phase. Zahlreichen
Patienten konnte geholfen werden, wenn andere Mdoglichkeiten der Organregeneration zur
Verfiigung stiinden.

In den letzten Jahren wird die stammzellbasierte Zelltherapie als eine Alternative zur
konventionellen = Organtransplantation  diskutiert.  Hierfiir =~ wurden  verschiedene
Zellpopulationen vorgeschlagen, die neonatale Kardiomyozyten, skelettale Myoblasten, aus
embryonalen Stammzellen differenzierte Kardiomyozyten und adulte Stammzellen
einschlieBen (Rubart und Field, 2008). Voraussetzung einer Stammzelltherapie zur Reparatur
krankheitsbedingter kardialer und vaskuldrer Schiaden ist zum einen die Differenzierung der
Stammzellen zu reifen gewebstypischen Zellen und zum anderen die Integration ins

geschidigte Gewebe und die Verbesserung der Organfunktion.

1.2. Stammzelltherapie fur die Herzregeneration

Die Definition von Stammzellen beinhaltet folgende Eigenschaften:

1. Stammzellen konnen sich iiber einen unbestimmten Zeitraum teilen und behalten
dabei ihre urspriinglichen Eigenschaften. Dieses wird als Selbsterneuerung bezeichnet
(,,self-renewal*)

2. Unter geeigneten Umgebungsbedingungen oder bei Stimulation koénnen sich
Stammzellen in mindestens einen spezifischen, erwachsenen Korperzelltyp mit dessen
charakteristischer Morphologie und Funktion differenzieren (Kirschstein und Skirboll,
2001).

Stammzellen konnen {iiber verschiedene Klassifikationssysteme eingeteilt werden. Eine
bedeutende Einteilung orientiert sich an dem Differenzierungsspektrum der Zellen, d.h. dem
Potential, verschiedene Gewebe zu bilden. Man unterscheidet totipotente, pluripotente,
multipotente und unipotente Stammzellen. Totipotente (lat. totus = ganz, ungeteilt) Zellen
konnen einen ganzen Embryo mit seinen drei Keimbléttern sowie extraembryonales Gewebe
wie Plazenta und Nabelschnur bilden. Die befruchtete Eizelle und die Blastozystenzellen bis

zum Achtzellstadium sind totipotent und konnen somit zu einem Embryo mit
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extraembryonalen Gewebe heranreifen (Boheler et al., 2002). Der Begriff Pluripotenz (lat.
plures = Mehrzahl) wird fiir Zellen verwendet, die sich in alle Gewebe der drei Keimblatter
entwickeln konnen, aber keine Fahigkeit zur Bildung von extraembryonalem Gewebe
aufzeigen Somit kann kein kompletter Organismus mehr entstehen. Multipotente (lat. multi =
viele) Zellen haben die Fahigkeit, sich in Abkommlinge verschiedener Gewebe zu
differenzieren, jedoch nicht in alle drei Keimblétter. Unipotente (lat. unus = eins, ein einziger)
Zellen sind in der Lage, sich innerhalb einer Linie zu differenzieren. Des Weiteren wurden
Stammzellen aufgrund ihres Ursprungs eingeteilt. Man unterscheidet embryonale
Stammzellen (embryonic stem cells, ESCs), die aus der Blastozyste (frithestes
Entwicklungsstadium des Embryos) entnommen werden, und adulte Stammzellen, die in
multiplen Geweben des Organismus zu finden sind.

Bislang vorliegende Befunde weisen darauf hin, dass im Herzen residente Stammzellen (c-
kit+, Sca-1+, Isl-1+) vorliegen, die sich in Kardiomyozyten, GefaBBmuskelzellen und
Endothelzellen differenzieren konnen (Beltrami et al., 2003; Oh et al., 2003; Laugwitz et al.,
2005). Prinzipiell ist das Potenzial fiir kardiale Reparaturvorgéinge durch das Vorhandensein
solcher Zellpopulationen angelegt. Offensichtlich zeigt sich jedoch, dass diese intrinsischen
Reparaturmechanismen nach Ischéimie oder kardialer Uberbelastung nicht in der Lage sind, zu
einer addquaten Wiederherstellung der Funktion beizutragen.

Weitere neue Arbeiten weisen darauf hin, dass adulte und embryonale Stammzellen in
Kardiomyozyten ausdifferenzieren konnen und somit in kardialer Organregeneration

Verwendung finden konnten.

1.2.1. Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen werden aus dem Blastozystenstadium von Embryonen gewonnen.
Die Blastozyste bezeichnet das Enwicklungstadium des Embryos vor der Nidation
(Implantation in Uteruswand). In diesem Stadium besteht der Embryo aus einer &uferen
Hiille, dem Trophoblast, einer fiissigkeitsgefiillten Hohle (Blastocoel) und einem inneren
Zellhaufen (inner cell mass, ICM), dem Embryoblast. Aus diesem Embryoblast konnen
pluripotente ESCs isoliert werden (Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981). Embryonale
Stammzelllinien aus Sdugetieren konnten bis heute von Méusen (Evans und Kaufman, 1981;
Martin, 1981), von Affen (Thomson et al., 1995; Thomson und Marshall, 1998), von
Menschen (Thomson et al., 1998) und erst kiirzlich auch von Ratten (Buehr et al., 2008; Li P
et al., 2008; Li C et al., 2009) gewonnen werden. ESCs der Maus (mESCs) bendtigen zur
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Kultivierung entweder eine Kokultur mit speziellen Zellen wie embryonalen Fibroblasten der
Maus (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) (Wobus et al., 1984; Wobus et al., 1991), STO
Zellen (Evans und Kaufman, 1981) oder eine Kultivierung unter Differentionsinhibitoren wie
z.B. ,leukemia inhibitory factor** (LIF) (Williams et al., 1988; Burdon et al., 1999). ESCs
sind pluripotente Stammzellen.

Um ESCs genauer definieren zu kdnnen, wurden spezifische Kriterien eingefiihrt. Eine Liste
von wesentlichen Merkmalen wurde von Forschern um Austin Smith aufgestellt. Die
wichtigsten Kriterien sind die Herkunft aus Embryoblast/Epiblast der Blastozyste, die
Fahigkeit flir unbegrenzte Teilung ohne Differenzierung (,,long-term self-renewal* Langzeit
Selbsterneuerung), Zellen aller drei Keimblétter (Ekto-, Endo- und Mesoderm) zu bilden, sich
in fetales Gewebe wihrend der Entwicklung zu integrieren, eine genetisch identische Kolonie
aus einer einzelnen ESC zu bilden (,,Clonogenic* Klonogenitit), ein spezifisches
Expressionsmuster (z.B. Oct4 Expression) aufzuweisen sowie Teratome nach Transplantation
in immundefiziente Méuse wie z.B. SCID-Méuse zu bilden.

Durch intensive Forschung der letzten Jahre konnte die in-vitro-Differenzierung von mESCs

in Zellen aller drei Keimblatter sowie Keimzellen gezeigt werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Differenzierungsmoglichkeiten von mESCs in vitro

Vorldufergewebe | Zell Typ Referenz
Ektoderm Neuronen (Bain et al., 1995; Strubing et al., 1995)
Astrozyten (Fraichard et al., 1995)
Oligodendrozyten (Brustle et al., 1999; Liu et al., 2000)
Keratinozyten (Bagutti et al., 1996; Yamashita et al., 2000)
Mesoderm Herzmuskelzellen (Doetschman et al., 1985; Maltsev et al., 1993)
Skelettmuskelzellen (Rohwedel et al., 1994)
Glatte Muskelzellen (Yamashita et al., 2000)
Héamatopoetische (Wiles und Keller, 1991; Nakano et al., 1996;
Zellen Nishikawa et al., 1998)
Adipozyten (Dani et al., 1997)
Chondrozyten (Kramer et al., 2000; Hegert et al., 2002)
Osteoblasten (Buttery et al., 2001)
Endoderm Pankreaszellen (Lumelsky et al., 2001)
Hepatozyten (Chinzei et al., 2002; Kuai et al., 2003)
Keimzellen Oozyten (Hubner et al., 2003)
Spermien (Nayernia et al., 2006)

Auch konnte eine in-vitro-Differenzierung in Kardiomyozyten aus mESCs gezeigt werden
(Tabelle 1). Diese differenzierten Zellen zeigten FEigenschaften von funktionellen
Kardiomyozyten wie eine spontane kontraktile Aktivitdt, Expression von kardialen

elektrophysiologische
4
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Potenziale (Doetschman et al., 1985; Wobus et al., 1991; Maltsev et al., 1993; Wobus et al.,
1995). Die aufgereinigten Kardiomyozyten zeigten nach Applikation in Mauseherzen eine
funktionelle Integration in das Myokard (Klug et al., 1996). Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass nicht nur aus mESCs, sondern auch aus humanen ESCs (hESCs) funktionelle
Kardiomyozyten generiert werden konnen. Diese mit fetalen oder embryonalen
Kardiomyozyten vergleichbaren Zellen zeigten ebenso wichtige kardiale Marker und eine
spontane Kontraktilitdt (Kehat et al., 2001; Xu et al., 2002). Auch konnten Kardiomyozyten
mit einem atrialen, ventrikuldren oder schrittmacherdhnlichen elektrophysiologischen
Phéanotyp unterschieden werden (He et al., 2003). Weitere in-vitro-Studien zeigten, dass aus
hESCs gewonnene Kardiomyozyten strukturell und elektromechanisch sowohl mit
Rattenmyozyten als auch mit Spenderkardiomyozyten funktionell interagieren (Kehat et al.,
2004; Xue et al., 2005).

Somit stellen aus hESCs differenzierte Kardiomyozyten nach Transplantation ins
Patientenherz und mechanischer und elektronischer Kopplung mit den Wirtskardiomyozyten
eine mogliche Quelle fiir eine stammezellbasierte Transplantationstherapie dar, um

untergegangenes Herzmuskelgewebe zu regenerieren

1.2.2. Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen konnten in multiplen differenzierten Geweben wie beispielsweise Blut,
Knochenmark, Gehirn, Leber und Hoden gefunden werden. Sie zeigen wie alle Stammzellen
mindestens zwei Eigenschaften. Sie besitzen die Fahigkeit, sich iiber einen ldngeren Zeitraum
zu vermehren, ohne ihre urspriinglichen Eigenschaften zu verlieren, und sie konnen sich zu
spezifischen, erwachsenen Korperzellen mit deren charakteristischer Morphologie und
Funktion differenzieren. Adulte Stammzellen sind multipotent oder unipotent. Weiterhin
wurde gezeigt, dass adulte Stammzellen sich nicht nur in das Gewebe, aus dem sie stammen,
sondern auch in andere Arten von Gewebe differenzieren konnen. Die Differenzierung von
Stammzellen konnte innerhalb eines Keimblattes als auch von Stammzellen aus einem der
drei Keimblitter zu einem anderen Keimblatt gezeigt werden. So konnen beispielsweise aus
dem Knochenmark gewonnene mesenchymalen Stammzellen (mesenchymal stem cells,
MSCs) sowohl in Gewebe mesodermalen Ursprungs wie Skelettmuskel (Ferrari et al., 1998;
Gussoni et al., 1999) als auch ektodermalen Ursprungs wie neuronales Gewebe (Brazelton et
al., 2000; Mezey et al., 2000) differenzieren. Diese Eigenschaft wird als ,,Plastizitét™,
,unorthodoxe Differenzierung oder ,, Transdifferenzierung* (Kirschstein und Skirboll, 2001)

bezeichnet.
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Besondere Beachtung fanden aus Knochenmark isolierte hdmatopoetische Stammzellen
(haematopoietic stem cells, HSCs). HSCs sind im Organismus zur kontinuierlichen
Regeneration von Blutzellen erforderlich. Sie sind die am lidngsten beschriebenen
Stammezellen. Verschiedene Publikationen weisen auf eine Plastizitét dieser Zellen hin. Orlic
et al. beschreiben eine HSC-Population (lin-, c-kit+), die, injiziert in die Randzone eines
Myokardinfarktes bei Mausen, zu einer Differenzierung dieser Zellen in Kardiomyozyten,
Gefillendothelzellen und glatten Muskelzellen und somit zu einer iiber 60%igen Regeneration
des geschidigten Ventrikels fiihrt (Orlic et al., 2001).

Weitere Publikationen zeigen eine Transdifferenzierung der HSCs (Jackson et al., 2001;
Kajstura et al., 2005), wohingegen andere Untersuchungen das Transdiffernzierungspotenzial
in Frage stellen (Balsam et al., 2004; Murry et al., 2004; Nygren et al., 2004) und von Zell-
Zell-Fusionseffekten ausgehen (Alvarez-Dolado et al., 2003; Nygren et al.,, 2004).
Untersuchungen in den letzten Jahren mit vielseitigen Methoden und unterschiedlichen
Stammzellpopulationen ohne genetische Modifikation unterstiitzen die These, dass
Transdifferenzierung, wenn iiberhaupt, ein sehr seltenes Ereignis ist (Alvarez-Dolado et al.,
2003).

Uber die ebenfalls aus dem Knochenmark isolierten MSCs ist weit weniger bekannt. Sie
stellen eine weniger gut beschriebene Population von adulten Stammzellen dar. Jedoch wurde
thnen in den letzten Jahren aufgrund vielversprechender Erfolge vermehrt Aufmerksamkeit
gewidmet. Eine Auswahl der bis heute erreichten Differenzierungsergebnisse von humanen

und nicht-humanen MSCs ist in der Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Differenzierung von humanen und nicht-humanen MSCs in vitro und in vivo

Human Nicht-Human
invitro | Adipozyten, Chondrozyten, Osteozyten | Adipozyten, Chondrozyten,
(Pittenger et al., 1999) Osteoblasten, Tenozyten (Pereira et al.,
Neuronale Zellen (Sanchez-Ramos et 1995; Prockop, 1997)
al., 2000; Woodbury et al., 2000) Astrozyten, Neurone (Sanchez-Ramos
et al., 2000)
Skelettmuskelzellen (Wakitani et al.,
1995)
invivo | Kardiomyozyten (Toma et al., 2002) Kardiomyozyten (aus SP) (Jackson et

Myozyten, Knochenmark-Stromazellen,

Thymus-Stromazellen (Liechty et al.,

2000)
Purkinjefasern (Airey et al., 2004)

al., 2001)
Glatte Muskelzellen, Endothelzellen
(Al-Khaldi et al., 2003)
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1999 wurde erstmals bei aus humanem Knochenmark isolierten MSCs eine Differenzierung in
Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten gezeigt (Pittenger et al., 1999). Verschiedene
Publikationen zeigen eine Regenerationsfahigkeit und Funktionsverbesserung des Herzens
nach MSC-Applikation. Tomita et al. konnten am Rattenmodell zeigen, dass sich
vorbehandelte MSCs nach einem Myokardinfarkt in das Herz integrieren, zum Narbengewebe
beitragen und die kardiale Funktion verbessern (Tomita et al., 1999). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass hMSCs nach Injektion in infarzierte Herzen von Méusen sich zu Zellen mit
Kardiomyozyteneigenschaften differenzieren (Toma et al., 2002). Dennoch zeigte sich in
diesen und weiteren Untersuchungen trotz hoher applizierter Zellzahl nur eine sehr geringe
Integration dieser Zellen (Wang et al., 2000; Toma et al., 2002).

Es wurde weiterhin gezeigt, dass hMSCs in fetale Schafsherzen appliziert, sich in
Purkinjezellen differenzieren und zu iiber 40% zum Purkinjefasersystem beitragen (Airey et
al., 2004). Anhand dieser Ergebnisse zeigen hMSCs eine hohe Plastizitdt mit hohem Wert fiir
die spitere klinische Anwendung. Eine Differenzierung von hMSCs in Kardiomyozyten in

vitro konnte bis heute nicht nachvollzogen werden.

1.2.3. Chancen und Risken von ESCs im Vergleich mit adulten Stammzellen

ESCs stellen aufgrund ihrer Pluripotenz eine vielversprechende Zellquelle fiir neue
Therapieansitze dar. Dennoch zeigen sich auch problematische Seiten in der Forschung mit
hESCs. Einige Punkte seien hier aufgefiihrt.

1. Um hESCs zu gewinnen, miissen Ei- und Samenzelle in vitro miteinander verschmelzen
und einen neuen Embryo bilden. Aus der so gewonnenen Blastozyste werden die hESCs
isoliert. Damit ergibt sich aber, dass die gewonnenen Zellen immer fremdes (allogenes)
Zellmaterial darstellen und somit nach Differenzierung, wenn sie in einen neuen
Organismus verpflanzt wiirden, zu einer AbstoBungsreaktion fiihren.

2. Humane ESCs besitzen ein teratogenes Potenzial. Werden sie in einen Organismus
appliziert, kann es zur Tumorentstehung kommen.

3. Wie unter Punkt eins beschrieben, benétigt man zur hESC-Gewinnung Ei- und
Samenzelle. Die Gewinnung von humanen Oozyten flir evtl. spitere therapeutische
Anwendung stellt ein bis jetzt nicht gelostes Problem dar und fithrt in Teilen der
Bevolkerung zu ethischen Vorbehalten gegeniiber der embryonalen Stammzellforschung.

Weiterhin bestehen Angste des Missbrauchs von hESCs.
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4. In Deutschland ist die Gewinnung von hESCs durch das Stammzellgesetz seit dem
28.06.2002 verboten (Stammzellgesetz, 2002). Eine Kompromissreglung erlaubt jedoch
die Forschung an im Ausland hergestellten und importierten hESCs unter strengen
Auflagen. Diese miissen aufgrund von gesetzlichen Vorgaben vor dem 01.05.2007

gewonnen worden sein (Gesetz zur Anderung des Stammzellgesetzes, 2008).

Neben den hESCs gibt es die humanen adulten Stammzellen, die allerdings ein geringeres
Differenzierungspotenzial aufweisen. Dennoch haben die adulten Stammzellen im Vergleich
zu ESC einige Vorteile: Humane adulte Stammzellen konnen bei betroffenen Patienten z.B.
aus dem Knochenmark isoliert werden, sind autolog und =zeigen damit keine
Abstofungsreaktionen. Die so gewonnenen adulten Stammzellen haben ein geringes
teratogenes Potenzial. Weiterhin bestehen keine ethischen Vorbehalte. Allerdings zeigen die
adulten Stammzellen ein eingeschrinktes Differenzierungspotenzial. Die
Differenzierungsmdglichkeit in die kardiovaskuldre Richtung konnte von adulten Stammellen
nicht oder nur sehr eingeschrankt gezeigt werden (Guan und Hasenfuss, 2007). Die direkte
Applikation von humanen adulten Stammzellen wie z.B. Knochenmarkstammzellen nach
Myokardinfarkt zeigt in klinischen Studien eine nur geringe bis keine kardiale
Funktionsverbesserung (Meyer et al., 2006; Schachinger et al., 2006), die kontrovers
diskutiert wird. Sie wird eher als ein positiver parakriner Effekt der applizierten Zellen auf
iiberlebende Kardiomyozyten gesehen, als eine Transdifferenzierung in funktionelle

Kardiomyozyten.

1.2.4. Konversion von somatischen Zellen zu pluripotenten Stammzellen

Die Herstellung von autologen pluripotenten Stammzellen ist ein entscheidender Punkt fiir die
potenzielle Anwendung von Stammzellen in der regenerativen Medizin. Diese
patientenspezifischen  Zellen sollten hinsichtlich ihres Differenzierungspotenzials
Eigenschaften von ESCs aufweisen, um eine effiziente Differenzierung in die gewlinschte
Zellpopulation zu ermoglichen. In letzter Zeit wurden Wege zur Gewinnung von
pluripotenten Stammzellen mit empfangerspezifischem Chromosomensatz beschrieben. Drei
verschiedene Moglichkeiten werden heutzutage diskutiert: die therapeutische Klonierung
mittels nukledrer Transfertechnik, die Uberexpression von pluripotenz-induzierenden
Faktoren in somatischen Zellen und die Fusion von Stammzellen mit somatischen

Korperzellen.
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Bei der Klonierung wird bei einer Eizelle der Zellkern entfernt und mittels eines somatischen
Zellkerns  ersetzt. Dieser somatische Zellkern beinhaltet seinen spezifischen
Chromosomensatz und bestimmt damit die genetischen Eigenschaften der neu entstandenen
Zelle. Die Eizelle hat nach Stimulation die Eigenschaften einer normal befruchteten Eizelle.
Sie kann sich teilen und zu einer Blastozyste entwickeln (Wilmut et al., 1997). Die sich
entwickelnde Blastozyste kann in einen Uterus implantiert werden und ein neuer Organismus
kann geboren werden (Wilmut et al., 1997). Aus der Blastozyste konnen jedoch auch ESCs
gewonnen werden. Diese haben den Chromosomensatz der somatischen Kernspenderzelle
aber die Eigenschaften von ESCs. Diese Zellen konnten fiir die regenerative Medizin ohne
Abstofungsreaktionen verwendet werden. Jedoch konnten diese Erfolge noch nicht mit
humanen Zellen bestitigt werden. Auch hierbei wiirden die Bedenken hinsichtlich
Oozytenspende und dementsprechend ethische Vorbehalte bestehen bleiben.

Diese Bedenken konnten mit der Induktion von pluripotenten Stammzellen mittels
Uberexpression von Transkriptionsfaktoren umgangen werden. 2006 wurde erstmals von der
Gruppe um Yamanaka beschrieben, dass die Uberexpression von vier Transkriptionsfaktoren
(Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) in Fibroblasten der Maus diese in pluripotente Stammzellen
reprogrammieren kann, Diese werden als induzierte pluripotente Stammzellen (induced
pluripotent stem cells, iPSCs) bezeichnet (Takahashi und Yamanaka, 2006; Okita et al.,
2007). 2007 zeigten die Gruppen um Thomson und Yamanaka, dass auch humane
Fibroblasten reprogrammiert werden konnen (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). Fiir die
Reprogrammierung der somatischen Zellen wurden die vier Transkriptionsfaktoren (Oct4,
Sox2, KIf4, c-Myc oder Oct4, Sox2, Nanog, Lin28) mittels viraler Transfektion in die Zellen
gebracht. Nachteilig an dieser Methode sind die Uberexpression von potenziellen Tumor-
Genen in der Zelle und die virale Integration im Chromosom.

Alternativ resultiert die Fusion von ESCs mit somatischen Kdorperzellen ebenfalls in Zellen,
die Eigenschaften von pluripotenten Zellen aufweisen. Dieses konnte sowohl fiir Zellen der
Maus (Tada et al., 2001; Terada et al., 2002; Ying et al., 2002) als auch fiir humane Zellen
(Cowan et al., 2005) nachgewiesen werden. Die pluripotenten Eigenschaften dieser Zellen
beschrianken sich nicht nur auf das fusionierte Zytoplasma und den Zellkern der ESCs,
sondern es kommt auch zu einer Reprogrammierung des somatischen Zellkerns (Tada et al.,
2001). Jedoch besitzen die so entstandenen Zellen einen vierfachen Chromosomensatz, was

sie fiir den therapeutischen Einsatz unbrauchbar macht.
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1.2.5. Keimbahnstammzellen

Eine weitere bedeutende Stammzellpopulation stellen die Keimbahnstammzellen dar. Diese
Stammzellen konnen sowohl aus embryonalem als auch aus adultem Gewebe isoliert werden.
Um eine lebenslange Aufrechterhaltung der Spermatogenese beim Mann und die Anlage der
Oozyten bei der Frau zu gewéhrleisten, sind Keimbahnzellen als deren Ursprung von grof3er
Bedeutung. Keimbahnstammzellen entwickeln sich aus dem Epiblast wéhrend der
Gastrulation am 7. Tag (day post coitum, dpc) bei der Maus und werden zu diesem Zeitpunkt
als Urkeimzellen (primordial germ cells, PGCs) bezeichnet (Ginsburg et al., 1990). Im
weiteren Verlauf der Entwicklung erreichen die PGCs um den Tag 12 dpc die Genitalfalte
und werden bei ménnlichen Tieren dort von sich differenzierenden Sertolizellen
eingeschlossen. Ab diesem Zeitpunkt dndert sich die Morphologie der Keimbahnstammzellen,
und sie werden als Gonozyten bezeichnet. Nach der Geburt wandern beim Mann die
Gonozyten zur Basalmembran der Hodenkanélchen (Tubuli seminiferi) und differenzieren
sich zu Typ-A-Spermatogonien, den spermatogonialen Stammzellen (Spermatogonial stem
cells, SSCs). Diese Zellen haben einen diploiden Chromosomensatz und die Féahigkeit, sich
selbst zu erneuern. Die SSCs konnen sich zu Spermatogonien, Spermatiden und Spermien
differenzieren und sind damit beim Mann bis ins hohe Alter fiir die Spermatogenese
verantwortlich.

Keimbahnstammzellen konnen zu verschiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung isoliert
werden. PGCs konnten am Tag 8,5 dpc aus der Keimbahn der Maus isoliert und in vitro
gehalten werden (Matsui et al., 1992) (Abb. 1). Diese kultivierten Zellen werden als
embryonale Keimbahnstammzellen (embryonic germ cells, EGCs) bezeichnet. EGCs
benotigen zur Kultivierung MEF- bzw. STO-Zellen sowie den Stammzellfaktor (stem cell
factor, SCF). Diese Zellen zeigen die Eigenschaften des ,long-term self-renewal*, der
Klonogenitit und der Differenzierung in alle drei Keimblétter. Dariiber hinaus exprimieren sie
spezifische Markergene und kdnnen somit als pluripotente Zellen angesehen werden.

Des Weiteren konnten SSCs bei Méusen nach der Geburt isoliert und fiir lange Zeit in Kultur
gehalten werden (Kanatsu-Shinohara et al., 2003; Nagano et al., 2003; Kanatsu-Shinohara et
al., 2005). Diese Zellen haben das Potenzial zur Spermatogenese in vivo (Kanatsu-Shinohara
etal., 2003; Ogawa T et al., 2004; Kubota et al., 2004a).

Aus neonatalen Mdusen isolierte SSCs (1-3 dpp) konnen unter definierten Kulturbedingungen
zu multipotenten Keimbahnstammzellen (multipotent germline stem cells, mGSCs)
dedifferenziert werden (Kanatsu-Shinohara et al., 2004a; Kanatsu-Shinohara et al., 2008)

(Abb. 1). Diese neonatalen mGSCs zeigen hinsichtlich Morphologie, Proliferation, ,,long-
10
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term self renewal*, Klonogenitit und Expression von Pluripotenzmarkern starke Ahnlichkeit
zu mESCs. Weiterhin kdnnen diese Zellen in vitro und in vivo in funktionelle Zellen aller drei
Keimblitter differenzieren und tragen nach Blastozysteninjektion bei der Maus zu lebendem

Nachwuchs bei.

In vive In vitro

Geburt

Abb. 1: Ubersicht tiber den Ursprung verschiedener Stammzellen

Aus der befruchteten Eizelle entwickelt sich die ICM, von welcher die in vitro kultivierten
ESCs abstammen. In vivo differenziert sich die ICM in somatische Zellen (Soma), welche
adulte Stammzellen enthalten konnen und Keimbahnstammzellen (PGCs, Gonozyten und
SSCs). Unter speziellen Kulturbedingungen kdnnen aus PGCs und neonatalen SSCs in vitro
EGCs und mGSCs generiert werden.

1.3. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung adulter pluripotenter Stammzellen. Aufgrund dessen soll
sich diese Arbeit im ersten Teil mit der Charakterisierung von MSCs im Vergleich zu ESCs
hinsichtlich ihres Potenzials zur Pluripotenz beschéftigen. Dariiber hinaus sollen MSCs durch
Fusion mit ESC-Zytoplasmafragmenten reprogrammiert werden. Im zweiten Teil der Arbeit
sollen als alternative Stammzellpopulation adulte SSCs der Maus isoliert und charakterisiert
werden und deren Potenzial zur Reprogrammierung durch Kulturbedingungen untersucht

werden.

11



Material / Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Medien und Substanzen fur die Zellkultur

1.

A

10.

11.

12.

13.

14.

15.

PBS ,,Dulbecco’s Phosphate buffered Salt Solution* ohne Ca*" und Mg** (Invitrogen).
HBSS “Hanks' Balanced Salt Solution” ohne Ca* und Mg*" (Invitrogen)
Trypsinlosung: 0,2% Trypsin (Invitrogen) in PBS.

EDTA-L6sung: 0,02% EDTA (Serva) in PBS.

Trypsin-EDTA-Losung: Trypsin : EDTA =1 : 1, zum Abldsen der Zellen.
Gelatine-Losung: 1% Gelatine (Fluka) in Aqua bidest, autoklaviert und 1 : 10 mit PBS
verdiinnt (= 0,1%).

Gelatinebeschichtung: 60 mm Zellkulturschalen (Nunc) ohne oder mit sterilen
Deckglédsern (18x18 mm, Menzel-Glédser) wurden mit jeweils 2 ml 0,1% Gelatine {iber
Nacht bei 4°C behandelt.

Mitomycin C Puffer: 2 mg Mitomycin C (MMC, Serva) in 10 ml PBS (=
Stammldsung) 16sen, sterilfiltrieren, 300 pl MMC Stammldsung in 6 ml Medium
geben (= MMC Puffer) zur Hemmumg der Zellteilung. MMC Stammldsung kann bei
4°C Lagerung eine Woche verwendet werden.

B-Mercaptoethanol (B-ME, Serva): Stammlosung: 7 ul B-ME in 10 ml PBS,
sterilfiltriert (bei 4°C lagern).

Nichtessentielle Aminosduren (NEAA): 100x Stammldsung (Invitrogen), bei 4°C
aufbewahren.

Bovine Albumin Fraktion V Solution (BSA): 7,5% BSA (Sigma) wurde mit PBS auf
Konzentrationen von 1% bzw. 0,1% BSA verdiinnt.

Kulturmedium I: Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 g/l D-
Glucose (Invitrogen) versetzt mit 15% fotalem Kélberserum (FKS, Invitrogen) zur
Kultivierung von MEFs.

Kulturmedium II: DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose versetzt mit 15% FKS, 1x NEAA, -
ME (1 ml Stammlsung/ 100 ml Medium) und LIF, (Millipore, 10° Einheiten/ 100 ml
Medium) zur Kultivierung von undifferenzierten pluripotenten Stammzellen der Maus.
Kulturmedium I1I: DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose versetzt mit 20% FKS, 1x NEAA,
und B-ME (1 ml Stammldsung/ 100 ml Medium) zur Kultivierung von hMSCs.
Kulturmedium IV: DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose versetzt mit 10% FKS, 1x NEAA
und B-ME (1ml Stammlésung/ 100 ml Medium) zur Kultivierung von mMSCs.

12



Material / Methoden

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

Kulturmedium V: DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose versetzt mit 15% FKS, 1x NEAA
und B-ME (1 ml Stammldsung/ 100 ml Medium) zur Kulturtestung von SSCs.
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep., Sigma P4333) 1:100 verwendet.

Basic Fibroblast Growth Factor, human recombinant (bFGF): 50 pg bFGF
(PeproTech) in 500 pul 5 mM Tris-HCl pH6,7 150 mM NaCl geldst (100 ug/ml),
alliquotiert, bei —20°C gelagert als Stockldsung, Arbeitskonzentration; 10 pg/ml (mit
0,1% BSA verdiinnt).

Glial Derived Neurotrophic Factor, rat recombinant (GDNF): 10 ug GDNF
(PeproTech) in 100 pul 0,1% BSA gelost (100 pg/ml), alliquotiert, bei -20°C gelagert
als Stocklosung, Arbeitskonzentration; 2 pg/ml (mit 0,1% BSA verdiinnt).
Lymphozyten Separations-Medium (PAA).

Paraformaldehyd (PFA): 0,8 g PFA (Sigma) wurden in 20 ml PBS bei 100°C fiir 20
Minuten geldst (= 4% PFA).

Triton X-100 (Sigma): Triton X-100 wurde 1:500 mit PBS verdiinnt.

DAPI: 5 mg DAPI (Sigma) in 5 ml sterilem Aqua bidest geldst (= 1 mg/ml), bei 4°C
gelagert, 1:1000 verdiinnt eingesetzt.

PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit (Sigma) mit 10 ml Diluent C und 0,1 ml
PKH26 Linker.

Ficoll PM400: Ficoll PM400 (Amersham Biosciences) wurde in Aqua bidest 1 : 1
(w/w) iiber Nacht mittels Magnetriihrer geldst (50%ige Ficolllosung), autoklaviert, bei
—20°C gelagert, verdiinnt auf End-Konzentrationen von 25%, 17% ,16%, 15% und
12,5% mittels DMEM.

Cytochalasin B (Cyto B): 5 mg Cytochalasin B (Sigma) in 0,5 ml Dimethylsulfoxid
(DMSO, Sigma) geldst, bei 4°C gelagert.

Polyethylen Glykol (PEG) 1450: PEG (Sigma) wurde mit 75 mM HEPES =1 : 1
(w/v) gemischt, autoklaviert.

6x Loading Puffer: 0,25% Bromophenolblau (Sigma), 0,25% Xylencyanol FF
(Sigma), 30% Glycerol (Serva) in autoklaviertem Wasser.

13
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2.2. Stammzellkultivierung
2.2.1. Zellen

Die Studie wurde mit folgenden Zellen durchgefiihrt:

1. hMSCs, gewonnen aus Knochenmark. Diagnostisch gewonnene
Knochenmarksproben wurden nach Ausschluss einer pathologischen Verdanderung
und nach Freigabe fiir wissenschaftliche Zwecke, verwendet. Diesbeziiglich
bestanden keine ethischen und rechtlichen Bedenken seitens der Ethikkommission
(Antragsnummer: 14/2/01).

2. mMSCs aus Knochenmark des Femur und der Tibia von zwei Monate alten
CD1/NMRI Méusen.

3. mESCs der Linie MPI-II (freundlich iiberlassen von Prof. Gruss, Max-Planck-Institut
fiir biophysikalische Chemie, Gottingen).

4. mSSCs von vier bis sechs Wochen alten transgenen Maiusen, die eine Stra8-
getriebenes verstirktes griin fluoreszierendes Protein (eGFP) tragen und einem

gemischt genetischen Hintergrund aufweisen (FVB/C57B16/129Sv).

2.2.2. Isolation und Kultivierung von embryonalen Fibroblasten der Maus

15 bis 17 Tage alte Embryonen wurden schwangeren Méusen (CD 1 / NMRI) entnommen, in
PBS gespiilt und von Plazenta und Fruchtblase befreit. Nach erneuter Spililung wurden Kopf,
Leber und Herz entfernt und in 0,2% Trypsinldsung tiberfiihrt. Embryonales Gewebe wurde
in 5 ml frischem Trypsin zerkleinert, in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und fiir 25 bis 45
Minuten auf einem Magnetriihrer geriihrt (abhidngig von embryonaler Entwicklung). Das
geloste Gewebe wurde durch ein Sieb filtriert, 10 ml Kulturmedium I hinzugefiigt und bei
2000 rpm (~800g) abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 3 ml Medium I resuspendiert und in
100 mm Zellkulturschalen (Nunc, 2x10° Zellen pro 100 mm Schale) mit 10 ml Medium I
gegeben und bei 37°C, 5% CO, fiir 24 Stunden inkubiert. Mediumwechsel erfolgte nach
einem Tag, um Zellreste, Erythrozyten und nicht angeheftete Zellen zu entfernen. Nach ein
bis zwei Tagen der Kultivierung wurden die MEFs mit Trypsin geldst und im Verhiltnis 1:2
bis 1:3 auf neue 100 mm Zellkulturschalen gegeben (Passage I) und fiir weitere ein bis drei
Tage in Kulturmedium I kultiviert. MEFs in Passage I bis IV wurden mit MMC Puffer fiir
zwei bis drei Stunden behandelt, nach Entfernung des MMC Puffers dreimal mit PBS gespiilt,

zum Ablosen trypsiniert und in Kulturmedium I auf 60 mm Gelatine-beschichtete (0,1%)
14



Material / Methoden

Zellkulturschalen umgesetzt. MEFs wurden zur Kultivierung von mESCs und mSSCs im

Zeitraum von ein bis zwei Tagen nach MMC Behandlung eingesetzt.

2.2.3. Kultivierung von undifferenzierten embryonalen Stammzellen der Maus

Die undifferenzierten mESCs der Linie MPI-II wurden auf konfluent wachsenden MEFs in
Kulturmedium II bei 37°C, 5% CO, kultiviert (Voss et al., 1997), um die mESCs in
undifferenziertem Zustand zu halten. Alle 24-48 Stunden erfolgte die Passagierung der Zellen
auf Gewebekulturschalen (60 mm) mit neuen MEFs.

Zundchst wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 3 ml Trypsin-EDTA-L&sung ersetzt.
Nach einer Einwirkzeit von 30 bis 60 Sekunden bei Raumtemperatur wurde die Losung
vorsichtig entfernt und die sich 16senden Zellen mit einer Glaspipette in 2 ml Kulturmedium
IT resuspendiert und im Verhiltnis 1:3 bis 1:6 auf die zuvor vorbereiteten MEFs (60 mm)

gegeben.

2.2.4. Isolation und Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen des Menschen und
der Maus

Fiir die Isolation von hMSCs wurde das von Pittenger et al. beschriebene Protokoll verwendet
(Pittenger et al., 1999). Die hMSCs wurden aus humanem Knochenmark isoliert. Hierfiir
wurden 10-20 ml Knochenmark im Verhiltnis 1:2 bis 1:3 (abhingig von der Viskositét des
Knochenmarks) mit DMEM gemischt. In ein steriles 50 ml Zentrifugenrohrchen (Sarstedt)
wurden 20 ml Lymphozyten-Separations-Medium gegeben und dariiber vorsichtig 20 ml des
verdiinnten Knochenmarks geschichtet. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 800g ohne
Abbremsen wurden an der Lymphozyten-Separations-Mediums-Grenze die mononukledren
Zellen abpipettiert und zweimal mit der dreifachen Menge DMEM gewaschen (Abb. 2). Die
gewonnenen Zellen wurden mit Kultivierungsmedium III resuspendiert und in 100 mm
Zellkulturschalen (2x10” Zellen pro 100 mm Schale) mit 10 ml Kulturmedium III, 10 ng/ml
bFGF gegeben und bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Mediumwechsel erfolgte nach drei Tagen,
um Zellreste, Erythrozyten und nicht angeheftete Zellen zu entfernen.

Fiir die Isolation von mMSCs wurde das Protokoll von Pereira et al. in modifizierter Form
verwendet (Pereira et al., 1995). Zur Gewinnung von mMSCs wurde nach zervikaler
Dislokation Femur und Tibia freigelegt und in eine 100 mm Petrischale mit PBS und 10%

FKS tiberfiihrt. Nach dem Auswaschen des Knochenmarks mittels Spritze und Kaniile wurden
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die Zellen abzentrifugiert, in 2 ml Kulturmedium IV resuspendiert und mit Femur- und Tibia-
Knochenstiicken auf 100 mm Zellkulturschalen (2x10° Zellen pro 100 mm Schale) mit 10 ml
Kulturmedium IV, 10 ng/ml bFGF gegeben und bei 37°C, 5% CO;, inkubiert.
Mediumwechsel erfolgte nach drei Tagen, um Knochen-, Zellreste, Erythrozyten und nicht

angeheftete Zellen zu entfernen.

KM
Knochenmark (KM) vom Beckenkamm
Ficoll Gradient 800g
v  Zentrifugation —_—
15 min
Mononukleéire Zellen (MNCs)
Ficoll MNCs
A J

Kultivierung fiir 7 bis 10 Tage

A J

Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

Abb. 2: Isolation von hMSCs aus dem Knochenmark

Die hMSCs und mMSCs wurden bis zum Erreichen einer konfluenten Zellschicht kultiviert
und im Verhéltnis 1:3 bis 1:5 umgesetzt. Hierfiir wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit
Trypsin/EDTA fiir zwei Minuten geldst und in FCS-haltigem Medium resuspendiert. Nach
einem weiteren Waschgang in PBS wurden die hMSCs und mMSCs auf frische 100 mm-
Zellkulturschalen mit Kulturmedium II bzw IV und 10 ng/ml bFGF gegeben. Die
Kultivierung der hMSCs und mMSCs erfolgte abhéngig von der Morphologie bis zur 8.

Passage.

2.2.5. Isolation von spermatogonialen Stammzellen der Maus

Fiir die Isolation von SSCs wurden vier bis sechs Wochen alte transgene Mause mit einem
Stra8-getriebenen eGFP verwendet. Die Isolation wurde nach einem modifizierten Protokoll
durchgefiihrt (Bellve, 1993; Guan et al., 2006). Hier ein kurzer Uberblick iiber das Prozedere:
Nach zervikaler Dislokation der Tiere wurden die Hoden frei pripariert, entnommen und in
HBSS gewaschen. Nach Entfernung der Tunica albuginea wurde der Hoden durch zwei
Pinzetten leicht zerkleinert und mit Collagenase IV fiir 15-25 Minuten bei 37°C inkubiert. Die

vereinzelten Tubules wurden in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und bei 450g, fiinf
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Minuten zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde dreimal mit HBSS gewaschen und
nachfolgend mit Trypsin/EDTA fiir zwei Minuten bei 37°C unter leichtem Schiitteln weiter
verdaut. Der Verdau wurde mit 15% FKS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellen wurden
durch Resuspendieren vereinzelt und nach Zentrifugation in frisches Medium {iberfiihrt.
Isolierte SSCs wurden fiir ein bis zwei Wochen auf Gelatine-beschichteten Schalen kultiviert
und dann nach Stra8-positiven Zellen mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung
(fluorescence activated cell sorting, FACS) anhand des Stra8 gekoppelten eGFP sortiert.

Stra8” SSCs wurden von der Arbeitsgruppe Prof. W. Engel in Busulfan behandelte Miuse

injiziert, um das Beitragen zur Spermatogenese zu belegen.

2.2.6. Kulturtestung zur Konversion von SSCs und Etablierung von Zelllinien

Stra8-eGFP positive Zellen wurden fiir ein bis zwei Wochen unter Kulturmedium V versetzt
mit 4 ng/ml GDNF vermehrt. Die Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA vereinzelt und in
einem Verhiltnis 1:3 alle vier bis fiinf Tage passagiert. AnschlieBend wurden Stra8" SSCs
einer Testung verschiedener Kulturbedingungen unterzogen. Getestet wurden Kondition 1
(Kulturmedium V), Kondition 2 (Kulturmedium V + LIF 10° Einheiten/ml), Kondition 3
(Kulturmedium V + MEFs) und Kondition 4 (Kulturmedium V + LIF 10° Einheiten/ml +
MEFs). Die so kultivierten Zellen wurden einer morphologischen Auswertung unterzogen.
Zellen mit einer mESC-dhnlichen Morphologie wurden zur Etablierung neuer Zelllinien

mechanisch aus der Kultur entfernt, auf neue MEFs gesetzt und weiter kultiviert.

2.3. Semi-quantitative RT-PCR-Analyse

Zur Charakterisierung von hMSCs, mMSCs und mSSCs wurde die Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktions (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)-

Analyse angewendet (Wong et al., 1994).
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2.3.1. Primer

Die im Rahmen der RT-PCR-Analyse verwendeten Primer sind in Tabelle 3 und Tabelle 4

zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Primer zur Charakterisierung humaner Stammzellen

Name Primer Sequenzen (5'--- 3") GroBe Annealing Zyklen Referenz
(bp) (°C)
GACAACAATGAAAATCTTCAGGAG (Kehat et
OCT4 I TCTGGCGCCGGTTACAGAACCA 219 59 AL, 2001
AGTCCCAAAGGCAAACAACCCACTTC Eivencs
NANOG ATCTGCTGGAGGCTGAGGTATTTCTGTCT 164 64 43 La“ior
C
ATGCACCGCTACGACGTGA (Ginis et
SOX2 CITTTGCACCCCTCCCATTT 437 56 2004
Nestin  CAGCTGGCGCACCTCAAGATG 209 66 . gf;lkekov
AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG 1909)
GGCCTCAATCCCTACGGTTA Eigenes
NKX25  CACGAGAGTCAGGGAGCTGT 327 65 S Labor
GGTAACACAGGCGGTCTGAT Eigenes
MEF2C T 1GTTGAAATGGCTGATGGA 349 62 31 Labor
AGACATCGCACTGACTGAGAAC (Kehat et
GATA4 G ACGGGTCACTATCTGTGGAAC 475 61 4 A, 2000)
Osteo-  CCACCGAGACACCATGAGAG 419 60 35 (fs’i‘tsuml
calcin CCATAGGGCTGGGAGGTCAG ; 0?) 1)
Osteo-  CTAGGCATCACCTGTGCCATACC 373 6l . (fs?tsuml
pontin  CAGTGACCAGTTCATCAGATTCATC ;031")
Brach-  CATGTACTCTTCTTGCTGG 313 51 33 Eigenes
yury GGTCTCGGGAAAGCAGTGGC Labor
ppaR  CATTCTGGCCCACCAACTT 372 54 2 g;“s“ml
CCTTGCATCCTTCACAAGCA -3
2001)
AGAGGCAGGGATGATGTTCT Eigenes
GAPDH 1 TGCTGATGCCCCCATGTT 282 35 34 Labor
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Tabelle 4: Verwendete Primer zur Charakterisierung von Zellen der Maus

Name Primer Sequenzen (5'--- 3”) GroBe Annealing Zyklen Referenz
(bp) (°0)

Octa GGCGTTCTCTTTGCAAAGGTGTTC 314 61 18 Elienes
CTCGAACCACATCCTTCTCT abor
AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG (Mitsui et

Nanog  cAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG 363 66 3%, 2003)
GATGTCCCGGTGACTACGTCT Eigenes

utfl TCGGGGAGGATTCGAAGGTAT 643 37 28 abor
ATAAGCTTGATCTCGTCTTCC Eigenes

Esgl CTTGCTAGGATGTAACAAAGC 501 59 28 | abor
GGCCAGTCCAGAATACCAGA Eigenes

Rex1 GAACTCGCTTCCAGAACCTG 232 59 28 Labor
GCCAGAATGTATTCCGAGAA Eigenes

Strag CTCACTCTTGCTCAGGAAAC 649 60 38 Labor

. AGTGTGAAGGCAAAGATAGC (Ginis et

Nestin TCTGTCAGGATTGGGATGGG 311 55 39 4l 2004)
GCTGTGACTGCCTACCAGAATG (Ginis et

Brachyury - GAGAGAGAGCGAGCCTCCAAAC 231 52 3L, 2004)

Osteo- GCAGCTTGGTGCACACCTAG 145 60 20 (?glawa R

calcin ACCTTATTGCCCTCCTGCTT ctal,

2004a)
(Ogawa R

Osteo- CATTGCCTCCTCCCTCCCGGTG als s 0 on

pontin GCTATCACCTCGGCCGTTGGGG s

2004a)

Poar GCCTTGCTGTGGGGATGTC 530 60 24 (?glawa R

P TCCTTGGCCCTCTGAGATGAG ctal,
2004b)
GCAGTGGCAAAGTGGAGATT Eigenes
Gapdh TCTCCATGGTGGTGAAGACA 249 36 3L Labor

2.3.2. Vorbereitung des Zellmaterials

Um eine Trennung von MEFs und den auf ihnen kultivierten Stammzellen fiir die PCR-

Probennahme zu erreichen, wurden diese einem ,,Preplating unterzogen.

Hierfiir wurden die auf MEFs kultivierten Stammzellen mittels Trypsin/EDTA gelost, mit

FCS-haltigem Kulturmedium II die Trypsinierung abgestoppt und nach Resuspendieren auf

eine neue 60mm Gelatine-beschichtete (0,1%) Zellkulturschale gegeben. Nach 60 Minuten

hatten sich die MEFs an die Zellkulturschale angeheftet und die sich noch in Suspension
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befindlichen Stammzellen wurden abgenommen, zentrifugiert, zweimal mit PBS gewaschen
und in 400 pl Lysis Puffer (Promega) geldst.
Mesenchymale Stammzellen wurden zundchst zweimal in PBS gewaschen und anschlie3end

in 400 pl Lysis Puffer gelost. Alle Proben wurden bei —80°C gelagert.

2.3.3. RNA-Isolation

Die zur RNA-Isolierung angewandte FEinzelschritt-Extraktionsmethode basiert auf der
Anwendung eines Agens (Guadinin Thiozyanat), welches Ribonukleasen inaktiviert
(Chomczynski und Sacchi, 1987). Die hierflir verwendeten Materialen und Agenzien wurden
von der Firma Promega bezogen. Zur Vorbereitung wurde das Lysat (400 pl) aufgetaut, die
Halfte entnommen und in einem 1,5 ml Eppendorfgefdl erneut mit 150 pl Lysis-Puffer
versetzt.

Die sich anschliefenden Schritte der RNA-Isolation wurden anhand des SV Total RNA
Isolation Kits durchgefiihrt. Die so gewonnene RNA wurde in 100 pl Nuklease freiem Wasser
geldst und bei -80°C gelagert.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei
260 nm mit dem Photometer (Gene Quant II, Pharmacia Biotech). Hierzu wurden 5 ul RNA
der einzelnen Proben mit jeweils 70 pul DEPC-H,O verdiinnt. Anhand der ermittelten
Messwerte wurden alle Proben mittels DEPC-H,O auf eine RNA-Konzentration von 50 ng/pl

eingestellt.
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2.3.4. Reverse Transkription (RT)

Alle fiir die RT sowie PCR erforderlichen Agenzien wurden fertig geliefert (Applied
Biosystems). Die RT wurde mit einem Volumen von 20 pl pro 0,5 ml Reaktionsgefal3

(Eppendorf) durchgefiihrt. Es enthielt folgende Komponenten:

RNA 4,0 ul (200 ng)
DEPC-H,0 6,2 ul
10 x PCR Puffer 11 2,0 ul
(100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI)

MgCl, (25 mM) 4,0 ul
dNTPs 0,8 pl
(Mix aus dGTP, dATP, dCTP und dTTP, je 25 mM)

RNase Inhibitor 1,0 ul
Oligo d(T)6 (50 uM) 1,0 pl
MulLyv reverse transkriptase (50 U/ul) 1,0 pl
Gesamtvolumen 20 pl

Die RT erfolgte unter folgenden Bedingungen im Thermocycler (Mastercycler Gradient,
Eppendorf): 10 Minuten bei 22°C, 50 Minuten bei 42°C, 10 Minuten bei 95°C und
Abkiihlung auf 4°C. Danach wurde das RT-Reaktionsprodukt bei -20°C gelagert.
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2.3.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit einem Volumen von 50 pl pro 0,5 ml Reaktionsgefdll durchgefiihrt.

Folgende Komponenten waren darin enthalten:

cDNA (RT-Reaktionsprodukt) 2,0 ul
DEPC-H,0O 31,4 ul
10 x PCR-Puffer 11 4,8 ul
MgCl, 3,6 ul
dNTPs 3,2 ul
(Mix aus dGTP, dATP, dCTP und dTTP, je 25 mM)

Sense primer 2,0 ul
Antisense primer 2,0 ul
AmpliTag® DNA polymerase 0,5 ul
DMSO 0,5 pul
Gesamtvolumen 50 ul

Die fiir die PCR notwendige Zyklenzahl (28-45 Zyklen) sowie die Reaktionsbedingungen
waren abhingig von den verwendeten Primern (siche Tabelle 3 undTabelle 4). Folgende
Standardbedingungen wurden jedoch immer zugrunde gelegt: Denaturierung bei 94°C iiber 15
Sekunden, Annealing bei 54-66°C {iiber 15 Sekunden und Extension bei 72°C iiber 30
Sekunden. Nach Ablauf aller Zyklen erfolgte die Abkiihlung der PCR-Maschine auf 4°C.

2.3.6. Elektrophorese und quantitative Auswertung der Genexpression

Zur Vorbereitung der Elektrophorese wurden die PCR-Proben mit je 10 pl 6x Loading Puffer
versetzt. 15 pl jeder Probe wurden auf ein 1,5% Agarosegel (DNA Agar™, MBI) aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt. Die unter UV-Licht fluoreszierenden Banden wurden
mittels Multimage™ Light Cabinet digital aufgenommen und durch AlphaEase Software
(Version 5.1) quantitativ ausgewertet. Dabei wurde die Intensitit der von den Banden

ausgehenden Fluoreszenzsignale quantitativ erfasst und in prozentuale Werte umgerechnet.
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Die Genexpressionsdaten der einzelnen Gene wurden jeweils aus mindestens drei

unabhéngigen Experimenten ermittelt.

2.4. Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurden verschiedene Zelltyp-spezifische
Markerproteine von mMSCs, hMSCs, mESCs, mSSCs und MEFs detektiert. Die dazu
verwendeten Antikorper sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgelistet. Die Zellen wurden ein bis
drei Tage zuvor auf 18x18 mm sterile Gelatine-beschichtete (0,1%) Deckgldser in
Zellkulturschalen gegeben. ESCs und SSCs der Maus wurden auf mit MEFs bewachsenen

Deckgldsern fiir einen Tag kultiviert.

Tabelle 5: Fir Immunfluoreszenz verwendete Antikdrper

Zell- Name des Isotyp Stamm- Verdinnung  Herkunft
Spezifische Klones I6sung
Antigene
SSEA1 MC-480 Maus IgM Kultur- unverdiinnt Developmental
iiberstand Studies
Hybridoma Bank,
USA
SSEA3 MC-631 Maus IgM Kultur- 1:1 Developmental
iiberstand Studies
Hybridoma Bank,
USA
SSEA4 MC-813-70 Maus IgG; Kultur- unverdiinnt Developmental
iiberstand Studies
Hybridoma Bank,
USA
OCT4 9E3 Maus IgG; 1 mg/ml 1:100 MAB4305,
Chemicon Int.,
USA,
OCT4 40/Oct3 Maus IgG, 250 pg/ml 1:50 611203, BD
Biosciences
NANOG Kaninchen ab 21603, Abcam,
- polyclonal 400 pg/ml 1:200 UK
SOX2 Kaninchen AB5603 Millipore
- polyclonal 1,2 mg/ml 1:1500
Nestin Maus IgG 1 mg/ml 1:400 ab7659, Abcam,
} UK
c-kit PE-gelabelt 1:100 Becton Dickinson
Sca-1 PE-gelabelt 1:100 Becton Dickinson
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Thyl PE-gelabelt 1:100 Becton Dickinson
Terl19 PE-gelabelt 1:100 Becton Dickinson
CD34 PE-gelabelt 1:100 Becton Dickinson
Ki67 MIB-5 Maus IgG, 190 mg/1 1:50 DakoCytomation,
DK
GFP Kaninchen Antiserum Ab290, Abcam,
} polyclonal UK

Tabelle 6: Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Sekundarantikorper

Produkt Konzentration Verdinnung Herkunft

Sheep Anti-mouse Fluorescein 1.4 mg/ml 1:400 Jackson

IgG (H+L) (FITC) 1:200 ImmunoResearch
Laboratories

Sheep Anti-mouse Cy3™ 1.4 mg/ml 1:600, 1:400 Jackson

IgG (H+L) ImmunoResearch
Laboratories

Goat Anti-mouse  Fluorescein 1.5 mg/ml 1:200 Jackson

IgM (FITC) ImmunoResearch
Laboratories

Goat Anti-mouse ~ Cy3™ 1.5 mg/ml 1:400 Jackson

IgG+IgM (H+L) ImmunoResearch
Laboratories

Goat Anti-rabbit  Fluorescein 1.5 mg/ml 1:200 Jackson

IgG (H+L) (FITC) ImmunoResearch
Laboratories

Goat Anti-rabbit Cy3™ 1.5 mg/ml 1:400 Jackson

IgG (H+L) ImmunoResearch
Laboratories

Das Zellmaterial wurde zunichst zweimal mit PBS gespiilt anschlieBend mit 4% PFA fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Fiir nukleér
lokalisierte Marker wie OCT4, NANOG, SOX2 und Ki67 wurden die Zellen initial
permeabilisiert. Hierflir wurden die Zellen in 0,2% Triton X-100 fiir 10 Minuten inkubiert
und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen.

Um unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, wurden die Zellen fiir 60 Minuten
in 10% Ziegenserum (Chemicon) oder 4% BSA bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung des
Ziegenserums bzw. BSAs wurden 60 pul des 1. Antikdrpers appliziert und fiir 60 Minuten bei
37°C belassen. Hierauf folgte eine dreifache Spiilung mittels PBS. Als 2. Antikdrper wurden
die in Tabelle 6 aufgefiihrten Antikorper in Abhdngigkeit des Primirantikorpers eingesetzt.
Die Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten bei 37°C. Nach erneuter dreifacher Spiilung erfolgte
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die Zellkernfirbung zur Zelldetektion mit 50 pl 1,0 uM DAPI fiir fiinf Minuten. Nach
Wiederholung des Waschvorganges wurde das Deckglas auf einen Objekttriger mit
“Vectashield Mounting Medium* (Vector Laboratories) gegeben und durch Nagellack an den

Rindern fixiert.

Die Auswertung der Prédparate erfolgte an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovert
200, Zeiss) mit Verwendung von Emissionsfiltern fiir DAPI (Exitation 365, Beamsplitter FT
395, Emission BP 445/50), Cy3™ (Exitation BP 546/12, Beamsplitter FT 580, Emission LP
590) und FITC (Exitation BP 470/40, Beamsplitter FT 495, Emission BP 525/50) Farbstoffe.

2.5. Durchflusszytometrie

Zur quantitativen Analyse Zelltyp-spezifischer Markerproteinen von mMSCs, hMSCs,
mESCs, mSSCs und MEFs wurden durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt.

2.5.1. Vorbereitung des Zellmaterials

Zur Trennung von MEFs und den darauf kultivierten Zellen wurde das Verfahren des
,Preplatings* angewendet.

Die von MEFs befreiten Zellen wurde zunédchst zweimal mit PBS gespiilt anschlieend mit
4% PFA fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen.
Bei der Untersuchung von nukledr lokalisierten Markern, wurden die Zellen initial
permeabilisiert. Hierfliir wurden die Zellen in 0,1% Triton X-100 fiir 10 Minuten inkubiert
und anschliefend zweimal mit PBS gewaschen.

Um unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, wurden die Zellen fiir 60 Minuten
in 10% Ziegenserum oder 4% BSA bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung des Ziegenserums
bzw. BSAs wurden 60 ul des 1. Antikorpers appliziert und fiir 60 Minuten bei 37°C belassen.
Hierauf folgte eine dreifache Spiilung mittels PBS. Als 2. Antikdrper wurden die in Tabelle 6
aufgefiihrten Antikorper in Abhéngigkeit des Primérantikorpers eingesetzt. Die 2. Antikorper
waren mit FITC oder Cy3™ gekoppelt. Die Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten bei 37°C.
Nach dreifacher Wiederholung des Waschvorganges wurden die Zellen fiir die

Durchflusszytometrie in 500 pl 0,1% BSA aufgenommen.
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2.5.2. Auswertung mittels Durchflusszytometrie

Die Messungen erfolgten an einem Duchflusszytometer (Becton Dickinson) mittels eines UV
Lasers. Eingesetzt wurden die Antikdrper-gekoppelten Farbstoffe FITC, PE oder Cy3™. Bei
jeder Bestimmung wurden 1x10* Zellen in dem FACScan-Durchflusszytometer und mit Hilfe
des Programms CellQuest (Becton Dickinson, New Jersey, USA) erfasst und mit der
Anwendungssoftware WinMDI (Win MDI 2.8, Joseph Trotter) ausgewertet. Die Messwerte
wurden graphisch in einem zweidimensionalen Koordinatendiagramm dargestellt, wobei die

Abszisse (x) die Zellgroe und die Ordinate (y) die Fluoreszenzintensitéit angab.

2.6. Alkalische Phosphatase

Die unter den Kulturbedingungen 1-4 gehaltenen SSCs wurden hinsichtlich ihrer alkalischen
Phosphatase-Aktivitdt als ein Pluripotenzcharakteristikum untersucht. Hierfir wurde das
alkalische Phosphatase-Farbe-Kit von Sigma-Alrich (86R) verwendet. Hier ein kurzer
Uberblick iiber das Prozedere: Die Zellen wurden zu Beginn von Medium befreit und
zweimal mit PBS gewaschen. Die sich anschlieende Fixierung der Zellen fiir 30 Sekunden
erfolgte mittels Citrat/Aceton/Formaldehyd aus dem Kit bei Raumtemperatur. Nach einem
Waschschritt mit destilliertem Wasser wurden die Zellen mit der alkalischen Firbelosung fiir
15 Minuten gefirbt. Die Gegenfarbung mittels Hédmatoxylin erfolgte nach zwei
Waschschritten mit destilliertem Wasser. AbschlieBend wurden Reste des Hamatoxylins
mittels Leitungswasser abgespiilt. Die Auswertung der Firbung erfolgte am

Durchlichtmikroskop.

2.7. Isolation von Zytoplasma-Fragmenten
2.7.1. Vorbereitung der ESCs

Die embryonalen Stammzellen wurden einen Tag zuvor von MEFs getrennt (,,Preplating*)
(siche 2.3.2.). ESCs wurden anschlieend auf eine 100 mm Gelatine-beschichtete (0,1%)
Zellkulturschale gegeben. Nach 24 Stunden Kultivierung wurden die Zellen zur
Proliferationspravention der spéter isolierten Zytoplasmafragmente mit MMC-Puffer fiir zwei
bis drei Stunden behandelt, nach Entfernung des MMC-Puffers dreimal mit PBS gespiilt,
durch Trypsin/EDTA abgelost und mit FCS-haltigem Kulturmedium I die Trypsinierung
abgestoppt und in Suspension tiberfiihrt.
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2.7.2. Zellmarkierung von ESCs

Zur Markierung von Zellkern und Zytoplasma wurden die mESCs mittels
Fluoreszenzfarbstoffen behandelt. Eingesetzt wurden die Farbstoffe DAPI zur
Zellkerndetektion sowie der Zytoplasmatarbstoff PKH26.

In Suspension befindliche Zellen wurden nach Zentrifugation bei 2000 rpm (~800g) einmal
mit DMEM gewaschen, gezihlt und auf eine Konzentration von 1x10” Zellen pro ml PBS
verdiinnt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension mit 20 pul DAPI (1 mg/ml) pro ml versetzt
und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur an einem dunklen Ort inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.

Die Zytoplasma Markierung wurde mit dem PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit
(Sigma) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen mit 1 ml Dilutent C und 2 ul PKH26 pro
1x107 Zellen versetzt und fiir vier Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde der Firbevorgang
mit 1 ml fetalem Kélberserum pro 1x10” Zellen gestoppt und die Zellen dreimal mit DMEM
gespiilt.

2.7.3. Zytoplasmafragmentisolation

Die Zytoplasmafragmentisolation erfolgte nach der modifizierten Ficoll-Dichtegradienten-
Methode von Wigler und Weinstein (1975). Hierfiir wurde einen Tag zuvor ein 13 ml
Ultrazentrifugenrohrchen (Beckmann, No.331372) mit 2 ml 25% Ficoll, 2 ml 17% Ficoll, 0,5
ml 16% Ficoll, 0,5 ml 15% Ficoll und 2 ml 12,5% Ficoll jeweils 12 pg/ml Cytochalasin B
enthaltend beschichtet und bei 4°C steril gelagert. Die mit PKH26 und DAPI geférbten Zellen
wurden in einer Konzentration von maximal 2x10° Zellen mit 12,5% Ficoll und 12 pg/ml
Cytochalasin B gemischt. Je 5 ml der Suspension wurden auf die vorbereiteten
Ultrazentrifugenrohrchen geschichtet und bei 100.000 g, 31 °C fiir 100 Minuten in einer
Ultrazentrifuge (Beckmann Optima L-70) mit einem Ausschwingrotor (Beckmann SW 41 Ti)
zentrifugiert. Die Zytoplasmafragmente wurden bei der sichtbaren Bande an der Trennphase
zwischen 11% und 12,5% sowie 12,5% und 15% durch eine Pasteurpipette abgenommen,
zweimal mit DMEM gewaschen und je 10 Minuten bei 3360 g abzentrifugiert. Der Erfolg der

Zytoplasmafragmentisolation wurde fluoreszenzmikroskopisch iiberpriift.
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2.8. Fusion von Zytoplasmafragmenten mit mesenchymalen Stammzellen

Die Zytoplasma-Zell-Fusion erfolgte nach der modifizierten Methode von Davidson und
Gerald mittels PEG 1450 (Davidson und Gerald, 1976).

Hierfiir wurde einen Tag vor Versuchsbeginn 1,5x10° hMSCs bzw. 1,8x10° mMSCs auf
35mm-Gelatine-beschichtete  (0,1%)  Zellkulturschalen  kultiviert. Die aus der
Zytoplasmaisolation gewonnenen Fragmente wurden im Verhéltnis 1:20 bis 1:130 auf die mit
MSC:s kultivierten Schalen mit 1,5 ml Kulturmedium II, 15 pl Penicillin/Streptomycin und 10
ng/ml bFGF gegeben. Nach zwei Tagen Inkubation wurde das Medium vorsichtig entfernt,
Zellen mit 1 ml 22°C warmen PEG 1450 fiir 60 Sekunden behandelt, dreimal mit 2 ml
DMEM gewaschen und weiter in 1,5 ml Kulturmedium II, 15 pl Penicillin/Streptomycin und
10 ng/ml bFGF bei 37°C, 5% CO; kultiviert. Nach vier bis sieben Tagen wurden die Zellen
gelost, ein Drittel wurde fiir PCR-Proben verwendet, der Rest wurde auf MEFs

Gewebekulturschalen (60 mm) umgesetzt und weiter kultiviert.
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3. Ergebnisse

3.1. Reprogrammierung von MSCs zu pluripotenten Stammzellen
3.1.1. Charakterisierung von mMSCs im Vergleich zu mESCs

Die direkt aus dem Knochenmark gewonnenen mononukledren Zellen wurden mit
Kulturmedium IV in einer Gelatine-beschichteten Kulturschale kultiviert. Nach drei bis finf
Tagen waren sich ausbreitende mMSC-Kolonien erkennbar, die plastikadhédrente
Eigenschaften und eine fiir MSCs typische Fibroblasten-dhnliche Morphologie zeigten (Abb.
3a). Im Gegensatz dazu wachsen mESCs auf MEFs in runden, erhabenen, scharf abgegrenzten
Kolonien (Abb. 3b). Bei weiterer Kultivierung zeigten die mMSCs eine Zellverdopplungsrate
von ca. 0,5 pro Tag gegeniiber 1,7 pro Tag bei mESCs.

-“mMSCs ﬁ‘

Abb. 3: Morphologie von isolierten und kultivierten mMSCs und mESCs.

Isolierte mMSCs sind plastikadhdrent und zeigen eine Fibroblasten-dhnliche Morphologie (a).
mESCs kultiviert auf MEFs wachsen in runden, erhabenen und scharf abgegrenzten Kolonien
(b). GroBenstandard: 100 pm.

Zur weiteren Charakterisierung der isolierten und kultivierten mMSCs wurde eine
Expressionsanalyse von embryonalen Stammzellmarkern (Oct4, Nanog, Utfl), des ,,multi-
lineage progenitor* Zellmarkers Nestin und des frithen mesodermalen Markers Brachyury
mittels semiquantitativer RT-PCR durchgefiihrt.

Die untersuchten embryonalen Stammzellmarker Oct4, Nanog, und Utfl zeigten keine
Genexpression bei MSCs isoliert aus drei unabhdngigen Mausen. Eine deutliche Expression
von Oct4, Nanog und Utfl konnte in mESCs gezeigt werden. Oct4, ein Transkriptionsfaktor
der POU Familie (Donovan, 2001), und der Homeobox Transkriptionsfaktor Nanog
(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003) sind zur Selbsterneuerung von ESCs notwendig.
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Utfl, ein embryonaler Zelltranskriptionsfaktor in undifferenzierten Zellen, wird als ein
weiterer Marker der Pluripotenz angesehen (Okuda et al., 1998).

Fiir das als ,,multi-lineage progenitor Marker angesehene Intermediarfilament Nestin (Wiese
et al., 2004) konnte eine leichte Genexpression bei zwei von drei mMSCs nachgewiesen
werden. Diese war jedoch gegeniiber mESCs stark erniedrigt. Eine Expression von Brachyury
konnte bet mMSCs im Gegensatz zu mESCs nicht festgestellt werden (Abb. 4).

MSCs konnen in Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten differenziert werden. Zur
Charakterisierung unserer isolierten mMSCs wurde eine semiquantitative RT-PCR fiir
typische Marker von Adipozyten (Ppar) und Osteozyten (Osteopontin, Osteocalcin)
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich bei allen drei unabhédngigen Proben eine deutliche
Expression fiir alle untersuchten Gene. Im Gegensatz dazu exprimierten mESCs Ppar und
Osteopontin schwach bei dhnlich starker Expression fiir Osteocalcin (Abb. 4).

Die Ergebnisse zeigen, dass mMSCs keine Expression von Pluripotenzmarkern auf mRNA
Ebene aufzeigen und sich damit von pluripotenten mESCs unterscheiden. Dariiber hinaus

konnte eine fiir mMSCs typische Expression von Osteogenese und Adipozytenmarker gezeigt

werden.
a b
Oct4
Nanog
Utf1 Ppar
Nestin Osteopontin
Brachyury Osteocalcin
Gapdh Gapdh

Abb. 4: RT-PCR-Analyse der Genexpression von Stammzell- (a) und osteopoetischen
bzw adipoetischen Differenzierungsmarkern (b) bei mMSCs und mESCs.

Zur Analyse der Expression stammzellspezifischer Marker auf Proteinebene wurde eine
Immunfluoreszenzanalyse mittels Antikorper gegen OCT4, Nestin und Ki67 durchgefiihrt.

Abbildung 5 zeigt die Expression von OCT4 und Nestin als Doppelfarbung. In mESCs
konnten deutlich OCT4- (Abb. 5a) und Nestin-Signale (Abb. 5c) detektiert werden. Auch
mMSCs exprimieren die Proteine OCT4 (Abb. 5b) und Nestin (Abb. 5d). In den als
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Negativkontrolle dienenden MEFs konnte kein OCT4 bzw. Nestin nachgewiesen werden

(Abbildung nicht gezeigt).

-

Abb. 5: Immunfluoreszenzanalyse von OCT4, Nestin und Ki67 in mESCs und mMSCs
mESCs (a, ¢, €) und mMSCs (b, d, f) wurden hinsichtlich ihrer Proteinexpression von OCT4
(rot; a, b), Nestin (griin; c, d) sowie Ki67 (rot; e, f; Pfeil) untersucht. Zur Zellkerndetektion
wurde der Farbstoff DAPI (blau) eingesetzt. GroBenstandard: 50 pm.
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Zur Untersuchung der Zellteilungsaktivitdt wurden die Zellen auf die Proteinexpression von
Ki67 getestet. Der nukledre Transkriptionsfaktor Ki67 wird wéhrend des Zellzyklus in den
Phasen Gy, S, G, und M exprimiert und ist in der Zellruhephase (Gy) nicht vorhanden. Damit
kann Ki67 als ein Markerprotein fiir sich aktiv im Zellzyklus befindliche Zellen angesehen
werden (Gerdes et al., 1984). Im Gegensatz zu der hohen Ki67-Expression in mESCs (Abb.
5e) konnte in mMSCs nur eine geringe Ki67-Expression detektiert werden (Abb. 5f). Die als
Negativkontrolle verwendeten MMC-behandelten MEFs zeigten keine Ki67-Expression.

Des Weiteren wurden die Immunfluoreszenzdaten quantitativ mittels Durchflusszytometrie
bestdtigt. In drei unabhingigen Versuchen wurden jeweils 10.000 Zellen untersucht. Als
Negativkontrolle wurden MMC-behandelte MEFs eingesetzt.

Mittels Durchflusszytometrie konnte eine signifikant erhdhte Anzahl von OCT4-
exprimierenden mMSCs (11,6%) gegeniiber MEFs (1,5%, p<0,05) festgestellt werden. Jedoch
zeigte sich im Vergleich zu 55,3% OCT4-exprimierenden mESCs eine signifikante

Herabregulation von OCT4 bei mMSCs (p<0,001) (Abb. 6, Abb. 7).

Des Weiteren konnte in nur 4,8% der mMSCs eine Nestin-Expression nachgewiesen werden,
was im Vergleich zu mESCs (78,4%) mit einer Signifikanz von p<0,001 deutlich erniedrigt
war, im Vergleich zu den MEFs (1,4%) allerdings nicht signifikant erhéht war.
Untersuchungen beziiglich des Proliferationsmarkers Ki67 zeigten 19,5% positive mESCs,
1,7% positive mMSCs und 0,2% positive MEFs. Eine Signifikanz konnte im t-Test jedoch
nicht nachgewiesen werden (Abb. 6, Abb. 7)
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Abb. 6: Analyse von Markerproteinen in mESCs und mMSCs mittels
Durchflusszytometrie.

Die mMCSs und mESCs wurden mit Cy3™ gekoppelten Antikérpern gegen OCT4, Nestin,
Ki67, SSEA1 und SSEA3 behandelt und mit je 10.000 Zellen pro Zelllinie und Antikorper
mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
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Abb. 7: Quantitative Analyse der Expression von Markerproteinen bei MEFs, mMSCs
und mESCs.

Die Zellen wurden mit Cy3™ gekoppelten Antikorpern gegen OCT4, Nestin, Ki67, SSEA1
und SSEA3 behandelt und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet. Die Darstellung erfolgte
als prozentualer Anteil von positiven Markerproteinen auf 100 Zellen. Die Daten wurden an 3
unabhingigen Versuchen mit einer Zellzahl von je 10.000 Zellen erhoben.

Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Abweichungen der Expression von
Markerproteinen gegeniiber MEFs wurden mit dem t-Test auf ihre statistische Signifikanz
gepriift. Signifikante Unterschiede sind mit (***) fiir p < 0,001, (**) fiir p < 0,01 und (*) fir p
< 0,05 markiert.

Weiterhin wurde auf das ,,Stage Specific Embryonic Antigen 1 und 3“ (SSEA1, SSEA3)
untersucht. SSEA1, ein Marker fiir undifferenzierte mESCs, wird auf der Zelloberflache
exprimiert. Bet mESCs kommt es wéhrend der frithen Differenzierung zu einem Verlust. Im
Gegensatz dazu zeigen undifferenzierte hESCs keine SSEA 1-Expression. Bei Differenzierung
kommt es bei ihnen jedoch zu einer SSEA1-Expression (Solter und Knowles, 1978). SSEA3,
ein Marker fiir undifferenzierte hESCs, wird wie SSEA1 auf der Zelloberfliche exprimiert.
Bei Differenzierung kommt es zu einem Verlust von SSEA3. Demgegeniiber kommt es bei
mESCs zu einer Expressionszunahme bei Differenzierung ohne Expression im

undifferenzierten Zustand.
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Eine signifikant erhohter Anteil SSEA1-exprimierender mESCs mit 92,5% konnte gegeniiber
0,9% mMSCs (p<0,001) beobachtet werden. Allerdings war der Anteil der SSEAIl
exprimierender MEFs mit 0,5% dhnlich gering.

Untersuchung beziiglich des Oberflichenmarkers SSEA3 resultierten in 2,9% positiven
mESCs, 1,3% mMSCs und 0,4% MEFs. Eine Signifikanz konnte im t-Test nicht

nachgewiesen werden

3.1.2. Charakterisierung von hMSCs im Vergleich zu mMSCs

Fiir die Isolation von hMSCs wurde das von Pittenger et al. (1999) beschriebene Protokoll
angewendet. Die aus Knochenmark isolierten mononukledren Zellen wurden in einer
Zellkulturschale fiir sieben bis zehn Tage kultiviert. Nach drei bis fiinf Tagen zeigten sich in
der Kulturschale ausbreitende hMSC-Kolonien, die wie mMSCs plastikadherente
Eigenschaften und eine Fibroblasten-dhnlichen Morphologie zeigten und somit keinen
Unterschied zu mMSCs aufwiesen (Abb. 8, Vergl. Abb. 3). Bei weiterer Kultivierung zeigten
die hMSCs eine dhnliche Zellverdopplungsrate wie mMSCs.

Abb. 8: Morphologie von isolierten und kultivierten hMSCs.

Isolierte hMSCs sind auf Zellkulturschalen adhdrent und zeigen eine Fibroblasten-dhnliche

Morphologie. GroBenstandard: 100 pm.

In Anlehnung an die untersuchten mMSCs erfolgte die Analyse des Expressionsprofils von

hMSCs hinsichtlich embryonaler Stammzellmarker und Differenzierungsmarker fiir Kardio-,

Adipo- und Osteozyten.

Hierbei zeigte sich eine kontinuierliche Expression der Stammzellmarker OCT4, NANOG,

SOX2, LIN28 und Nestin bei vier unabhéngigen Versuchen (Abb. 9a). Jedoch zeigte sich eine

deutlich geringere Expression der Stammzellmarker OCT4, NANOG, SOX2 und LINZ28

gegeniiber hESCs (Abb. 9a). Bei der Analyse der frilhen mesodermalen und
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Kardiogenesemarker konnte eine kontinuierliche Expression von Brachyury und eine variable
Expression von NKX2.5 und MEF2c gesehen werden. Jedoch konnte der wichtige
Kardiogenesefaktor GATA4 nicht nachgewiesen werden. Die Marker der Osteogenese,
Osteocalcin und Osteopontin, und der Adipogenesemarker, PPAR wurden durchgingig
exprimiert (Abb. 9b).

Die Ergebnisse zeigen, dass hMSCs eine deutlich geringere Expression von
Pluripotenzmarkern auf mRNA Ebene aufzeigen und sich damit von pluripotenten hESCs
unterscheiden. Allerdings konnte eine variable und deutlich geringere Expression von
frithkardialen Markern gezeigt werden. Dariiber hinaus zeigen hMSCs eine Expression von

Osteogenese und Adipozytenmarkern.
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Abb. 9: RT-PCR-Analyse der Genexpression von Pluripotenzmarkern (a), frihen
kardialen, osteopoetischen und adipoetischen Differenzierungsmarkern (b) in hMSCs,
hESCs und MEFs.

Die Expression von Stammzellmarkern auf Proteinebene wurde mittels Immunfluoreszenz
analysiert. Als Kontrolle wurden mESCs und MEFs verwendet.

Bei hMSCs zeigte sich insgesamt eine sehr variable Expression der Markerproteine. Es
konnte eine Expression von OCT4 und Nestin gezeigt werden (Abb. 10a, b), die jedoch nicht
konstant, sondern nur bei einzelnen hMSC-Reihen nachzuweisen war. Eine Expression von
Ki67 konnte mit starken Schwankungen bei allen hMSC-Reihen gezeigt werden (Abb. 10d).
SSEAL, als ein Marker fiir sich differenzierende pluripotente Zellen, konnte bei hMSCs in der
Immunfluoreszenz nicht detektiert werden, wohingegen eine vereinzelte Expression von
SSEA3 und 4 zu sehen war (Abb. 11). SSEA4 ist wie SSEA3 ein Marker fiir humane
undifferenzierte, pluripotente Zellen. Gegensétzlich verhélt sich SSEA4 bei Zellen der Maus,
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wo er wie SSEA3 auf undifferenzierten Zellen nicht exprimiert wird und erst bei

differenzierenden Zellen erscheint.

Abb. 10: Analyse der Expression der Markerproteine OCT4, Nestin und Ki67 in hMSCs
durch Immunfluoreszenzmikroskopie.

hMSCs und MEFs wurden mittels Antikérpern gegen Nestin (griin, a, ¢) und OCT4 (rot, b, ¢),
sowie Ki67 (rot, d) gefirbt. Zur Zellkerndetektion wurde der Farbstoff DAPI (blau)
eingesetzt. In hMSCs konnte Nestin (a), OCT4 (b) sowie Ki67 (d) detektiert werden. Die als
Negativkontrolle dienenden MEFs waren OCT4 und Nestin negativ (¢). GroBenstandard: 50
pum.

Somit zeigt sich auf Proteinebene eine partielle Expression von Pluripotenzmarkern. Um die
erhaltenen Ergebnisse der Immunfluoreszenz quantitativ zu verifizieren, wurden hMSCs
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Es wurden Antikorper gegen OCT4, Nestin, Ki67,
SSEA1 und SSEA3 verwendet. Die Untersuchung erfolgte an drei unabhidngigen Versuchen
mit einen Zellzahl von je 10.000 Zellen. Als Kontrolle fiir hMSCs wurden MEFs eingesetzt.

Die Ergebnisse wurden mit denen der Durchflusszytometrie von mMSCs verglichen.
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hMSCs MESCs

} 50 pm

Abb. 11: Analyse der Expression von Markerproteinen in hMSCs im Vergleich mit
MESCs durch Immunfluoreszenzmikroskopie.

Die Proteine SSEA 1 (a-b), SSEA3 (c-d) und SSEA 4 (e-f) wurden mittels Immunfluoreszenz
(rot) an hMSC:s (a, ¢, e) und mESCs (b, d, f) dargestellt. h\MSCs waren negativ fiir SSEA1(a)
im Gegensatz zu stark positiv gefarbten mESCs (b). Im Gegensatz dazu konnten SSEA3 und
4 vereinzelt in hMSCs (c, e) sowie in mESCs (d, f) detektiert werden. Zur Zellkerndetekion
wurde DAPI (blau) eingesetzt. GroBenstandard: 50 pm.
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Hierbei zeigte sich ein dhnliches Expressionsmuster von hMSCs und mMSCs (Abb. 12). Eine
nahezu identische Anzahl positiver Zellen fiir die Marker Nestin und Ki67 zeigte sich in
hMSCs und mMSCs. 3,7% der hMSCs exprimieren Nestin, was den 4,8% mMSCs sehr
ahnlich ist. Der Proliferationsmarker Ki67 zeigte sich bei hMSCs in 1,9% der Félle gegentiiber
1,7% bei mMSCs. Somit stimmen die Proliferationsmarkerergebnisse mit dem Wachstum der
Zellen iiberein. OCT4 konnte nur in 2,5% der hMSCs detektiert werden im Gegensatz zu

11,6% in mMSCs. Jedoch konnte im t-Test keine Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Vergleich der Expression von Markerproteinen bei mMSCs und hMSCs
mittels Durchflusszytometrie.

Die Zellen wurden mit Cy3-gekoppelten Antikorpern gegen OCT4, Nestin, Ki67, SSEA1 und
SSEA3 behandelt und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet. Die Darstellung erfolgte als
prozentualer Anteil von Markerprotein-positiven Zellen auf 100 Zellen. Die Daten wurden an
drei unabhingigen Versuchen mit einer Zellzahl von je 10.000 Zellen erhoben. Die
Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
mMSCs und hMSCs konnten im t-Test nicht nachgewiesen werden.

Anteil positiver Zellen in Durchflusszytometrie (%)

) 0 )

Die Oberflaichenmarker fiir undifferenzierte, pluripotente Zellen der Maus (SSEA1) und des
Menschen (SSEA3) zeigten eine geringe Expression. 1,8% der hMSCs exprimierten SSEA3
gegenibber 0,9% SSEA1 bei mMSCs. Im Gegensatz dazu standen die frithen
Differenzierungsmarker fiir humane Zellen (SSEA1) und Zellen der Maus (SSEA3). 4,3% der
hMSCs exprimierten SSEA1 gegeniiber 1,3% SSEA3 bei mMSCs. Jedoch konnte bei hoher
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Variabilitit der Einzelergebnisse keine Signifikanz im t-Test festgestellt werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass hMSCs und mMSCs im Vergleich zu in der Literatur beschriebenen
pluripotenten Zellen eine quantitativ deutlich geringere Expression von Pluripotenzmarkern
auf Proteinebene aufweisen. Weiterhin unterscheiden sich hMSCs nicht signifikant von
mMSCs hinsichtlich der untersuchten Pluripotenzmarker.

Um jedoch die Ergebnisse der Immunfluoreszenz einem quantitativen Vergleich zugénglich
zu machen, wurden an jeweils drei unabhdngigen Versuchen acht Gesichtsfelder ausgezihlt
und die erhaltene Zahl positiver Zellen auf 100 Zellen bezogen. Dieses erfolgte fiir hMSCs
und mMSCs. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden denen der Durchflusszytometrie in der
Tabelle 7 gegeniibergestellt. Trotz leichter Schwankungen der Ergebnisse zeigten sich im t-
Test keine signifikanten Unterschiede, so dass die Ergebnisse der Durchflusszytometrie

bestdtigt werden konnten.

Tabelle 7: Vergleich Durchflusszytometrie vs. Immunfluoreszenz

MEFs hMSCs mMSCs

Flow IF Flow IF Flow IF
OCT4 1,5£0,6 0,0£00 [25+1,0 0,0+0,0 11,6+43 94+52
Nestin 1,4+0,5 3,0£2,1 3,7+1,9 0,8+0,6 48+1,7 7,6+3.,8
Ki67 02+02 2,6+26 1,9+07 29+1.,5 1,7+0,9 11,3+11,2
SSEA1 0,5+0,3 0,0+0,0 43+19 0,0+ 0,0 0,9+0,3 0,0+ 0,0
SSEA3 0,4+0,2 0,7+0,4 1,8+0,7 0,0+ 0,0 1,3+0,5 0,5+0,3

Vergleichende Darstellung von Durchflusszytometrie (Flow) vs. Immunfluoreszenz (IF) bei
MEFs, hMSCs und mMSCs. Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei unabhidngigen
Versuchen und der Standardfehler.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl hMSCs als auch mMSCs nicht

pluripotent sind und sich beziiglich dieser Eigenschaften nicht signifikant unterscheiden.

3.1.3. Reprogrammierung von MSCs

In diesem Teil der Arbeit sollte nach einer geeigneten Methode gesucht werden, um MSCs zu
reprogrammieren. Hierfiir sollten mESC-Zytoplasmafragmente isoliert und mit MSCs
fusioniert werden. Die so gewonnenen Zellen sollten einer Charakterisierung unterzogen
werden.

Zur Isolierung von Zytoplasmafragmenten von mESCs musste eine Markierung von dem zu
gewinnenden Zytoplasma und dem zu trennenden Zellkern stattfinden. PKH 26 wurde fiir die

Zellmembran- und DAPI fiir die Zellkernmarkierung in Form einer Doppelfarbung eingesetzt
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(Abb. 13c). PKH 26 ist ein lipophiler, sich in die Zellmembran integrierender roter, DAPI ein
DNA-bindender blauer Fluoreszenzfarbstoff. Die Membran der mESCs konnte mit dem rot
fluoreszierenden PKH26 mit variierender Intensitidt in ca. 80-90% der Zellen detektiert

werden (Abb. 13a). Im Gegensatz dazu waren 100% der Zellkerne DAPI positiv (Abb. 13b).

PEH + DAFI

Abb. 13: Doppelfarbung von mESCs mit PKH 26 und DAPI.

Féarbung mit PKH zur Markierung der Zellmembran (a) sowie DAPI zur Zellkerndetektion
(b). Die Doppelfirbung zeigt, dass liber 80% der Zellen positiv fiir beide Farbungen sind (c).
GroBenstandard: 50 um.

Zur Isolierung von mESC-Zytoplasmafragmenten musste ein geeignetes Verfahren etabliert
werden. Hierfiir wurde die Ficoll-Dichtegradienten-Methode von Wigler und Weinstein fiir
mESCs modifiziert (Abb. 14a) (Wigler und Weinstein, 1975). In diesem Verfahren wurde
Cytochalasin B, ein Metabolit des Pilzes Drechslera dermatioideum, eingesetzt, welches die
Bildung von kontraktilen Mikrofilamenten blockiert und damit unter anderem zur
Zellkernextrusion fiihrt (Carter, 1967; Krishan, 1972; Prescott et al., 1972). Die Zellkerne der
so behandelten Zellen wurden durch das Auftreten von Scherkriften bei der
Ultrazentrifugation vom Zytoplasma getrennt. Im Ficoll-Dichtegradienten zeigten sich

Zytoplasmafragmentbanden bei den Trennphasen zwischen 11% und 12,5% sowie 12,5% und
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15% (Abb. 14a, b). Beide Banden =zeigten einen Gehalt von mehr als 95% von
Zytoplasmafragmenten und weniger als 5% Zellkernen und ganzen Zellen. In der Trennphase
zwischen 17% und 25% sammelten sich Zellkerne und nicht entkernte Zellen (Abb. 14a, c).
Diese 5%ige Verunreinigung fiihrte bei der weiteren Kultivierung zu einem Uberwachsen der
Kultur durch noch intakte mESCs. Aufgrund dessen erfolgte eine Proliferationsblockade der

Zellkerne vor Enukleation. Hierfiir wurden mESCs mittels MMC behandelt.

a mESCs in1l %%
Ficoll mit Cyio B

Ficoll
1% 1 / 11-12,5% 100,
l2i% 1 100.000 g /
15% 4 . .
160 | 100 min
17% _

25 ':'/_5__'

PO} gy 1

Abb. 14: Zytoplasma-Isolation mittels Ficoll-Entkernung.

Doppelgefarbte mESCs (Zytoplasma = rot, Zellkern = blau) wurden auf Ficollgradienten
geschichtet und ultrazentrifugiert (a). Trennphasen zwischen 11% und 12,5% sowie 12,5%
und 15% zeigten hohen Prozentsitze (>95%) an Zytoplasmafragmenten (b). In der
Trennphase zwischen 17% und 25% sammelten sich Zellkerne und ganze Zellen (c).
GroBenstandard: 100 pm.

Die gewonnenen mESC-Fragmente sollten darauthin mit MSCs fusioniert werden. Dafiir
wurde die spontane Fusion und die PEG 1450 induzierte Fusion auf Zellkulturschalen
verglichen. PEG wurde 1975 von Pontecorvo erstmals zur Zellfusion von Séugetierzellen
eingesetzt (Pontecorvo, 1975).

MESC-Zytoplasmafragmente wurden auf subkonfluent kultivierte MSCs gegeben und mit
bzw. ohne PEG-Behandlung fiir zwei Tagen kultiviert und hinsichtlich der Fusionsrate

ausgewertet. Hierbei zeigte sich eine hohe Spontanfusionsfihigkeit (> 70%) der mMSCs.
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Direkt nach Zytoplasmazugabe sind die Fragmente gut abgrenzbar und keine Fusionen zu
erkennen (Abb. 15a, b). Nach Kultivierung fiir zwei Tage wurden die mESC-
Zytoplasmafragmente vollstindig in die Zellen integriert (Abb. 15c, d). Dieses ist gut an
inkorporierten, rot fluoreszierenden mESC-Zytoplasmafragmenten erkennbar, welche sich in
der ganzen fusionierten Zelle verteilten und den Zellkern aussparten. Bei der PEG-induzierten
Fusion zeigten mMSCs positive Ergebnisse (Abb. 15e, f). Fusionsraten von 70-80% wurden
bei mMSCs erreicht. Nichtfusionierte Fragente konnten wie bei Spontanfusion nach PEG-
induzierter Fusion nicht gesehen werden. Jedoch zeigte sich keine deutliche Steigerung der
Fusionsrate  gegeniiber  Spontanfusion. Nachteilig wirkte sich PEG auf die
Uberlebensfihigkeit der Zellen aus. Ein Teil der Zellen starb unter der Behandlung ab und
iiberlebende Zellen zeigten teilweise eine verdnderte, abgeflachte Morphologie (Abb. 15¢, f)
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Abb. 15: Vergleich der Spontanfusion vs. PEG-Fusion von mMSC- mit mESC-
Zytoplasma.

Dargestellt sind mMSCs und mESC-Zytoplasmafragmente nach Inkubation liber Nacht (a, b),
nach zwei Tagen Spontanfusion (c, d) und nach PEG-Applikation (e, f). Rot fluoreszierende
Zytoplasmafragmente liegen vor Fusion auf mMSCs auf (a, b). Nach Spontanfusion wurden
die rot fluoreszierenden Zytoplasmafragmente in das Zytoplasma von mMSCs integriert (c,
d). Eine Steigerung der Fusionsrate von 70% konnte durch PEG-Applikation nicht erreicht
werden (e, f). Jedoch zeigte sich unter PEG-Behandlung eine Verschlechterung der
Morphologie. GroBenstandard: 100 pm (a, b), 50 um (c-f).
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Humane MSCs zeigen gegeniiber mMSCs eine sehr geringe Spontanfusionsrate (< 5%). Die
Zytoplasmafragmente konnten nicht in die Zellen integriert werden, sondern befanden sich
weiterhin auf den Zellen aufliegend. Dieses ldsst sich gut an der Abb. 16a und Abb. 16¢
erkennen, wo die rot angefirbten Zytoplasmafragmente nicht in das Zytoplasma
aufgenommen wurden. Demgegeniiber stand die PEG-induzierte Fusion bei hMSCs. Hierbei
konnten Fusionsraten von 40-50% erreicht werden. Jedoch auch hier zeigte sich, dass einzelne
Fragmente nicht zur Fusion mit hMSCs kamen (Abb. 16e, f). Weiterhin zeigte sich wie bei
mMSCs eine Schiadigung der Zellen nach PEG-induzierter Fusion mit verdnderter,
abgeflachter Morphologie. Diese traten aber im Vergleich zu mMSCs weniger ausgepragt auf.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die nachfolgenden Untersuchungen fiir mMSCs mittels
Spontanfusion und hMSCs mittels PEG-induzierter Fusion durchgefiihrt. Die durch Fusion

erhaltenen Zellen wurden als fusionierte mesenchymale Zellen (FMCs) bezeichnet.
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Abb. 16: Vergleich der Spontanfusion vs. PEG-Fusion von hMSC- mit mESC-
Zytoplasma.

Dargestellt sind hMSCs und mESC-Zytoplasmafragmente nach Inkubation iiber Nacht (a, b),
nach zwei Tagen Spontanfusion (c, d) und nach PEG-Applikation (e, f). Rot fluoreszierende
Zytoplasmafragmente liegen vor Fusion auf hMSCs auf (a, b). Nach Spontanfusion zeigt sich
eine nur geringe Fusionsrate (<5%). Rot fluoreszierende Zytoplasmafragmente wurden nach
PEG-Applikation in das Zytoplasma von hMSCs integriert (c-f). Einzelne Fragmente kamen
jedoch nicht zur Fusion (Pfeil). PEG vermittelte Fusion zeigte eine Effizienz von 40 Prozent.
GroBenstandard: 100 pm (a, b), 50 pm (c-f).
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Die so gewonnen FMCs wurden fiir fiinf bis sieben Tage weiter kultiviert und dann auf MEFs
umgesetzt. Nach Fusion verdnderten die mFMCs leicht ihre Morphologie, indem die initial
flach-spindelformigen mFMCs zu einer kompakt-spindelformigen Morphologie wurden. Bei
hFMCs konnte diese morphologische Veridnderung nicht registriert werden.

In der weiteren Kultivierung erschienen sowohl bei FMCs der Maus als auch bei FMCs des
Menschen vereinzelt Kolonien von abgerundeten Zellen, die ein dreidimensionales
Wachstumsverhalten zeigten (Abb. 17a). Diese sich neu gebildeten Kolonien waren mESCs
dhnlich (Abb. 17b). Nach Auftauchen solcher Kolonien kam es nach drei bis sieben Tagen zu
einem Wachstumsstopp dieser Zellen. Eine Weiterkultivierung und Vermehrung dieser

Kolonien konnte nicht erreicht werden. Nach zwei bis drei Wochen starben diese Zellen ab.

hFMCs - mESCs

Abb. 17: Kolonie von fusionierten mesenchymalen Zellen (FMCs) im Vgl. zu mESCs.
Nach Fusion von mESC-Zytoplasma mit MSCs zeigten sich nach sechs Tagen bis drei
Wochen vereinzelt Kolonien von abgerundeten Zellen (a), die eine embryonale Stammzell-
dhnliche Morphologie aufwiesen. Als Vergleich ist eine mESC-Kolonie abgebildet (b).
GroBenstandard: 50 um.

Zur Charakterisierung der FMCs erfolgte die Expressionsanalyse mittels semiquantitativer
RT-PCR. Hierfiir wurden MSCs und den nach Fusion mit Zytoplasmafragmenten aus ihnen
hervorgegangenen FMCs gegeniiber gestellt. Fiir mFMCs wurden die Gene Oct4, Nanog,
Utf1, Nestin und Brachyury untersucht. Weder die mFMCs noch die mMSCs exprimierten die
ESC-Marker Oct4, Nanog, Utfl oder Brachyury (Abb. 18a). Fiir Nestin konnte eine leichte
Zunahme der Expression bei mFMCs gegeniiber mMSCs verzeichnet werden, welche
allerdings nach Abgleich mit dem internen Standard Gapdh im t-Test bei insgesamt sechs
Proben statistisch nicht signifikant war (Abb. 18b)
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Abb. 18: Genexpression von mFMCs im Vergleich zu mMSCs.

Dargestellt sind mFMCs und deren Ursprungs-mMSCs (I, II, III). Die Pluripotenzmarker
Oct4, Utfl und Nanog, sowie Brachyury wurden weder in mFMCs noch in mMSCs
exprimiert, wohingegen die Expression von Nestin in mFMCs leicht erhoht ist (a). Diese
Erhohung zeigte bei n=6 keine statistische Signifikanz (b). Gapdh wurde als interner Standard
verwendet. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.

Humane FMCs wurden hinsichtlich der Genexpression von OCT4, NANOG, Nestin und
Osteopontin untersucht (Abb. 19). Hier zeigte sich sowohl in den hMSCs als auch bei hFMCs
eine deutliche Expression von OCT4 und Nestin allerdings ohne statistische Signifikanz im t-
Test (n=6) (Abb. 19a, b). Eine variable Expression von Osteopontin bei hFMCs gegeniiber
hMSCs konnte in sechs Proben ohne statistische Signifikanz beobachtet werden (Abb. 19a,

b).
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Abb. 19: Genexpression von hFMCs im Vergleich zu hMSCs
Dargestellt sind hFMCs und deren Ursprungs-hMSCs (I, II, III in a, relative Expression in b).
Der Pluripotenzmarker NANOG wurde weder in hFMCs noch in hMSCs exprimiert (a),
wohingegen es zu einer leichten Expression von OCT4 und Nestin ohne signifkanten
Unterschiede kam. Ein leichter Abfall der Osteopontin-Expression in hFMCs gegeniiber
hMSCs konnte in weiteren Proben (n=6) nicht bestitigt werden (b). GAPDH wurde als
interner Standard verwendet. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Zur weiteren Charakterisierung der FMCs wurden Immunfluoreszenzanalysen von
fusionierten und unfusionierten MSCs mit derselben Herkunft gegeniiber gestellt. Die
Auswertung erfolgte bei mFMCs an drei, bei hFMCs an zwei unabhingigen Versuchen. Es
zeigte sich bei mFMCs ein Anstieg der Anzahl Oct4- (9,4% auf 11,3%), Nestin- (7,6% auf
21,6%) und Ki67-positiver Zellen (11,3% auf 17,2%). SSEA3 (0,5% auf 0,7%) blieb
unverdndert. Eine SSEA1 Expression konnte bei mFMCs sowie bei mMSCs nicht beobachtet
werden (Abb. 20). Die Abweichung der Expression von Markerproteinen bei mFMCs
gegeniiber mMSCs wurde mit dem t-Test auf ihre statistische Signifikanz gepriift. Es zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 20: Prozentualer Anteil von Markerproteinen bei mMSCs vs. mFMCs mittels
Immunfluoreszenz.

Die Zellen wurden mit Antikorpern gegen OCT4, Nestin, Ki67, SSEA1 und SSEA3 behandelt
und mittels Immunfluoreszenz ausgewertet. Die Darstellung erfolgte als prozentualer Anteil
von positiven Markerproteinen auf 100 Zellen. Die Daten wurden an drei unabhdngigen
Versuchen erhoben. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Eine Signifikanz
konnte im t-Test nicht nachgewiesen werden.

Die Analyse der Expression von Markerproteinen bei hFMCs zeigte einen mittleren Anstieg
gegeniiber hMSCs von OCT4 (0% auf 2,2%) und Nestin (0,8% auf 1,9%), eine Abnahme von
Ki67 (2,9% auf 2,5%), sowie gleich bleibende Werte von SSEA1 (0%) und SSEA3 (0%)
(Abb. 21).
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Abb. 21: Analyse der Expression von Markerproteinen bei hMSCs vs. hFMCs mittels
Immunfluoreszenz.

Die Zellen wurden mit Antikorpern gegen OCT4, Nestin, Ki67, SSEA1 und SSEA3 behandelt
und mittels Immunfluoreszenz ausgewertet. Die Darstellung erfolgte als prozentualer Anteil
von positiven Markerproteinen auf 100 Zellen. Die Daten wurden an zwei unabhéngigen
Versuchen erhoben. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ESC-Zytoplasmafragmente erfolgreich
gewonnen und mit MSCs fusioniert werden konnen. Eine Reprogrammierung in pluripotente

Stammzellen konnte allerdings nicht gezeigt werden.
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3.2. Gewinnung von pluripotenten Stammzellen aus adulten SSCs der Maus
3.2.1. Isolation und Kultivierung von mSSCs

Fir die Isolation von adulten mSSCs und die spitere Gewinnung von pluripotenten
Stammzellen aus adulten SSCs wurde ein Verfahrensprotokoll aufgestellt. Dieses ist in Abb.

22 schematisch dargestellt.

[ Adulter Hoden der Maus j

'

[ [solation von testikuldren Zellen j

'

[ Anreicherung von SSCs durch ]

Kultur und FACS

T

Transplantation von SSCs in . .
K SSCs GSC
[ Busulfan-behandelte Miuse j [ onversion von smmat Sj

Identifizieren und Vermehren
von maGSCs

'

[ Charakterisierung von maGSCs j

Abb. 22: Schematische Darstellung der Isolation von SSCs und maGSCs

Hoden von vier bis sechs Wochen alten Madusen wurden zur Isolation von testikuléren Zellen
verwendet. Die sich in der testikuldren Zellpopulation befindlichen mSSCs wurden durch
Kultivierung und FACS angereichert. Die gewonnenen adulten mSSCs standen zur
Uberpriifung der Spermatogenesefihigkeit in Busulfan-behandelten Miusen sowie fiir die
Generierung von pluripotenten Stammzellen (maGSCs) zur Verfiigung.

Fiir die Isolation von SSCs aus adulten Hoden wurden transgene Méuse verwendet, die den
Spermatogonien-spezifischen Marker Stra8 an ein eGFP gekoppelt enthielten. Die Isolation

der testikuldren Zellen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach Bellvé (Bellve,

1993). Hierbei konnten nach enzymatischem Verdau testikulire Zellen auf Einzelzellebene
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gewonnen werden. Um eine Anreicherung der SSCs nach Isolation zu erreichen, wurden sie
fiir ein bis zwei Wochen in Kulturmedium V mit 4ng/ml GDNF auf Gelatine-beschichtete
Schalen kultiviert. Innerhalb dieser Zeit formten sich kleine, runde Zellkolonien (Abb. 23) mit

typischer SSC-Morphologie.

Abb. 23: Typische SSC-Kolonie nach
Isolation.

Dargestellt ist eine typische SSC-Kolonie 11
Tage nach Isolation auf MEFs. Die Zellen
wachsen in traubenartigen Kolonien, wobei
einzelne Zellen noch abgrenzbar sind und ein
leuchtendes Erscheinungsbild zeigen.
Grofenstandard: 50 pm.

Um eine weitere Anreicherung der SSCs zu erzielen, wurden diese Zellen nach dem
Spermatogonien-spezifischen Marker Stra8 mittels FACS anhand des transgenen Stra8-eGFP
sortiert. Somit konnte eine hoch angereicherte SSC-Population erhalten werden. Zur
eindeutigen Identifizierung der so gewonnenen Zellen als SSCs wurde die
Spermatogenesefahigkeit {iberpriift. Hierflir wurden die Zellen in Busulfan-behandelte Miuse
und damit SSC-depletierte Hoden injiziert (In Kooperation mit Prof. Dr. Engel aus der Abtl.
Humangenetik unserer Universitdt). Dabei konnte die Wiederherstellung der Spermatogenese
gezeigt und damit das Vorliegen von funktionellen SSCs bestitigt werden (Guan et al., 2006;
Guan et al., 2009).

Diese Zellen wurden als Ausgangspunkt fiir die weitere Kultivierung und Generierung von

pluripotenten Keimbahnstammzellen verwendet.

3.2.1. Etablierung und Charakterisierung von maGSCs

Zur Etablierung eines Protokolls zur Generierung von pluripotenten Stammzellen aus adulten
SSCs wurden vier verschiedene Kulturbedingungen getestet. Hierbei zeigte sich unter
Kulturmedium V (Kondition 1) eine epiblastendhnliche Morphologie (Abb. 24a). Wurden die
Zellen jedoch unter Kulturmedium V versetzt mit LIF kultiviert (Kondition 2), zeigten sich
nach zwei bis drei Passagen eng in einer Kolonie zusammenliegende Zellen (Abb. 24b), die
morphologisch mESCs sehr dhnlich sind. Die gleiche Morphologie erhielt man unter der
Kultivierung mit Kulturmedium V auf MMC-behandelten MEFs (Kondition 3). Ebenfalls
konnten unter der Kondition 4, Kulturmedium V mit LIF + MEFs, wie bei Kondition 2 und 3
ESC-dhnliche Morphologien beobachtet werden (Abb. 24c, d). Unter dieser Kondition
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wurden die Zellen bei einer Verdiinnung von 1:3 bis 1:6 pro Tag sehr gut expandiert. Mittels
dieses Protokolls haben wir drei Zelllinien (SSC5, SSC6, und SSC10) aus zehn Méiusen
gewonnen, woraus sich eine Effizienz von 30% ergibt.

Um die so gewonnenen Zellen weiter zu charakterisieren, wurden alkalische Phosphatase-
(AP) Farbungen angefertigt. Hierbei zeigte sich bei den unter Kondition 1 gewonnenen Zellen
schwach AP positive Signale (Abb. 24e). Unter Kondition 2 und 3 (MEF bzw. LIF
Kultivierung) kam es zu einem deutlichen Anstieg der AP in Teilen der Kolonien (Abb. 24f,
g). Die stirkste AP Expression konnte bei der Kultivierung der Zellen auf MEFs mit LIF-
Substitution (Kondition 4) beobachtet werden (Abb. 24h).
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Abb. 24: Morphologle und alkalische Phosphataseaktlwtat von SSCS unter
verschiedenen Kulturbedingungen.

Epiblasten-dhnliche Kolonie unter basalem Kulturmedium (Kondition 1, a), ESC-&hnliche
Kolonien unter Kondition 2, 3 und 4 (b-d), Typische Kolonie unter Kondition 4 nach Passage
30 (d), e-h: Alkalische Phosphatasefarung von SSCs unter Kondition 4 mit stark positivem
Signal (h), SSCs unter Kondition 2 und 3 mit gemischter Aktivitét (f, g) und unter Kondition
1 mit schwach positiver Aktivitdt (¢).GroBBenstandard: 50 um.
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Weiterhin wurden Genexpressionsanalysen von Zellen, die unter den beschriebenen vier
verschiedenen Kulturbedingungen wuchsen, im Vergleich zu mESCs und MEFs
durchgefithrt. Es wurden wichtige Transkriptionsfaktoren fiir undifferenzierte ESCs
untersucht. Eine dhnlich starke Expression von Oct4, Nanog, Utfl, Esgl und Rexl wie in
mESCs zeigte sich fiir alle eGFP'-SSCs. Hingegen wurde Stra8 in eGFP" SSCs unter LIF
(Kondition 2 und 4) stirker exprimiert als unter den Konditionen 1 und 3 (Abb. 25).

@
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Gapdh

Abb. 25: RT-PCR-Analyse von SSCs unter verschiedenen Kulturbedingungen.
RT-PCR-Analyse von Pluripotenzmarkern in SSCs unter Kulturbedingung 1-4 sowie ESCs
und MEFs. Wichtige Pluripotenzmarker wurden bei SSCs (1-4) dhnlich wie bei ESCs
exprimiert. Als Negativkontrolle wurden MEFs verwendet.

AnschlieBend wurde die Proteinexpression von eGFP" SSCs, die unter Kondition 4 kultiviert
wurden, mittels Immunfluoreszenz untersucht. Hierbei wurden Firbungen gegen GFP,
SSEA1, OCT4, SOX2 und NANOG angefertigt. Dabei konnte Stra8 indirekt iliber die
Expression von eGFP nachgewiesen werden (Abb. 26a, c). Auch zeigte sich eine deutliche
Expression fiir SSEA1, welches auf der Oberfliche der unter Kondition 4 kultivierten Zellen
exprimiert wurde (Abb. 26b, c). SSEA3 konnte unter Kondition 4 nicht detektiert werden, war
jedoch unter Kondition 2 und 3 vereinzelt nachweisbar (Abb. 26d-f). Die als
Schliisselregulatoren der Pluripotenz geltenden Transkriptionsfaktoren OCT4, SOX2 und
NANOG konnten bei den so kultivierten SSCs im Kern nachgewiesen werden (Abb. 26g-0).

56



Ergebnisse

b
h
k
N

c

1

Abb. 26: Immunfluoreszenzfarbung von SSCs unter Kondition 4.

Indirekter Nachweis von Stra8 durch Antikorper gegen GFP (griin) von SSCs unter Kondition
4 (a, c, d), 2 (e) und 3 (f). SSCs unter Kondition 4 zeigen eine Farbung gegen SSEAT1 (rot) (b,
¢) jedoch nicht gegen SSEA3 (d). Demgegeniiber stehen SSCs unter Kondition 2 (e) und 3 (f)
mit einer partiellen Farbung gegen SSEA3 (rot). Nachweis von OCT4 (h, 1), NANOG (k, 1)
und SOX2 (n, o) (rot) bei SSCs unter Kondition 4. Zur Zellkerndetekion wurde DAPI (blau)
eingesetzt (g, 1, j, I, m, 0). GroBenstandard: 25 um.

57



Ergebnisse

Um vergleichende Aussagen auf Proteinebene treffen zu koénnen, wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen angefertigt. Hierbei wurden mESCs mit eGFP'-
SSCs unter den vier Kulturbedingungen verglichen. Untersucht wurden die Marker eGFP,
SSEA1, SSEA3, SSEA4, OCT4, c-kit, Thyl, Ter119, Sca-1 und CD34. Hierbei stellt eGFP
einen indirekten Marker fiir Stra8 dar. Es zeigte sich eine kontinuierliche Expression von
eGFP bei allen vier Kulturbedingungen gegeniiber mESCs (Abb. 27a). Des Weiteren waren
sowohl die mESCs als auch die eGFP"-SSCs unter allen vier Kulturbedingungen stark positiv
fiir OCT4 und SSEA1, sowie leicht positiv flir SSEA4 und den Lymphozytenmarker Sca-1.
EGFP" SSCs zeigten unter den Kulturbedingungen 3 und 4 wie mESCs keine SSEA3
Expression, jedoch konnten einzelne Zellen unter Kondition 1 und 2 als SSEA3 positiv
detektiert werden. Der fiir differenzierende Spermatogonien charakteristische Marker c-kit
konnte unter Kulturbedingung 1 und 2 stdrker detektiert werden als unter Kondition 3 und 4.
Der Oberflaichenmarker Thyl konnte nur auf Zellen detektiert werden, die ohne LIF kultiviert
worden sind (Kondition 1 und 3). Unter allen vier Kulturbedingungen konnte bei mESCs
sowie auch bei eGFP' SSCs der Erythrozytenmarker Ter119 und der hidmatopoetische
Stammzellmarker CD34 nicht nachgewiesen werden (Abb. 27b).

Diese Daten zeigen, dass SSCs unter Kondition 4 morphologisch, auf mRNA und
Proteinebene mESCs stark dhneln und somit Pluripotenz aufweisen. Diese Daten sind in Guan
et al. 2006 publiziert (Guan et al., 2006).

Unter Kondition 4 kultivierte SSCs wurden in unserer Arbeitsgruppe weiter charakterisiert. In
vitro konnte eine Differenzierung in funktionale Abkommlinge aller drei Keimblétter belegt
werden (Guan et al., 2006; Guan et al., 2007; Streckfuss-Bomeke et al., 2009). In-vivo-
Versuche zeigten nach Injektion in immundefiziente Maiuse (SCID-Méuse) eine
Teratombildung mit mesodermalen, ektodermalen und endodermalen Abk&mmlingen.
Dariiber hinaus kam es nach Blastozysteninjektion der Zellen zu einer Beteiligung in
verschiednen Organe sowie zur Keimbahntransmission (Guan et al., 2006). Somit zeigte sich,
dass SSCs durch Kulturbedingungen in pluripotente Stammzellen reprogrammiert werden

konnten.
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Abb. 27: Flowzytometrische Analyse von SSCs unter Kulturbedingungen 1-4 im
Vergleich zu mESCs.

Dargestellt sind SSCs unter Kondition 1-4 im Vergleich zu ESCs gefarbt fiir die Marker
SSEAL, 3 und 4, OCT4, c-kit, Thyl, Ter119, Sca-1 und CD34. Die analysierten Zellen sind
entsprechend ihrer Intensitit auf einer logarithmischen Skala aufgetragen und rot
gekennzeichnet. Die Negativkontrolle ist transparent dargestellt.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene adulte Stammzellpopulationen
untersucht und der Versuch der Reprogrammierung in einen pluripotent-dhnlichen Zustand
unternommen.

Der erste Teil der Arbeit hat sich mit der Charakterisierung und Reprogrammierung von
MSCs der Maus und des Menschens beschiftigt. Hierbei zeigte sich, dass MSCs sowohl
erfolgreich aus Knochenmark der Maus als auch des Menschen isoliert und kultiviert werden
konnten. Die gewonnenen Zellen zeigten typische Eigenschaften fiir MSCs. Eine eindeutige,
kontinuierliche Expression von Pluripotenzmarkern konnte nicht nachgewiesen werden. Nach
erfolgreicher Etablierung eines Protokolls zur Isolation von Zytoplasmafragmenten aus
mESCs konnten diese mit MSCs fusioniert werden. Die so gewonnenen Zellen zeigten keine
vollstindige Reprogrammierung in pluripotente Zellen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten mSSCs in pluripotente Stammzellen reprogrammiert
werden. Hierfiir konnten mSSCs aus adulten Hoden isoliert und kultiviert werden. Nach
erfolgreicher Kulturtestung konnte ein Protokoll zur Reprogrammierung von mSSCs in
pluripotente Stammzellen etabliert werden. Die so gewonnen Zelllinien waren positiv fiir alle

untersuchten Pluripotenzmarker.

4.1. MSCs der Maus und des Menschen zeigen keine Pluripotenz

Zu Beginn der Arbeit wurden mMSCs hinsichtlich ihres Pluripotenzpotenzials im Vergleich
zu mESCs charakterisiert. ESCs der Maus wurden erstmals 1981 hergestellt (Evans und
Kaufman, 1981; Martin, 1981) und sind seitdem eine gut untersuchte pluripotente
Zellpopulation.

Die kultivierten mMSCs zeigten eine typische flache, spindelférmige Fibroblasten-dhnliche
Morphologie im Vergleich zu mESCs, welche erhaben, in scharf begrenzten, kompakten,
unter Phasenkontrast leuchtenden Kolonien wuchsen. Viele somatische Stammzellen zeigen
im Gegensatz zu ESCs eine geringe Proliferationsrate und verbleiben zu einem Grofteil in der
Interphase des Zellzyklus (Tam und Lim, 2008). Dieses konnte auch bei mMSCs beobachtet
werden. Hier zeigte sich eine Zellverdopplungsrate von ca. 0,5 pro Tag gegeniiber den
deutlich schneller proliferierenden ESCs mit 1,7 Zelldopplungen pro Tag. Diese Ergebnisse

konnten durch immunzytochemische Férbungen gegen Ki67 bestitigt werden. Ki67 ist ein
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nukleédres Protein, welches in den Zellzyklusphasen Gy, S, G, und M exprimiert wird und als
Proliferationsmarker beschrieben ist (Gerdes et al., 1984; Scholzen und Gerdes, 2000).
Hierbei zeigte sich eine deutlich erhohte Aktivitit in mESCs gegeniiber mMSCs, was in der
Durchflusszytometrie bestitigt werden konnte.

ESCs der Maus expremieren eine Vielzahl von molekularen Markern der Pluripotenz wie
SSEA1, OCT4, NANOG, SOX2, UTF1 (Solter und Knowles, 1978; Niwa et al., 2000; Loh et
al., 2006). Im Vergleich zu mESCs konnte keine Expression von Pluripotenzmarkern in
mMSCs nachgewiesen werden. Die untersuchten Transkriptionsfaktoren OCT4 und NANOG
werden in Verbindung mit SOX2 als Schliisselregulatoren der Pluripotenz angesehen, wobei
OCT4 einer der wichtigsten Regulatoren der Pluripotenz ist (Scholer et al., 1990a; Scholer et
al., 1990b). Dieser wird iiberwiegend in pluripotenten Zellen der frithen Entwicklung (ICM,
PGC) und deren Abkémmlingen in vitro (ESC, EGC) exprimiert (Nichols et al., 1998; Pesce
et al., 1998; Pesce und Scholer, 2001). In Verbindung mit SOX2 wirkt OCT4 auf den
Homeodomain Transkriptionsfaktor NANOG ein, welcher wiederum OCT4, SOX2 und sich
selbst reguliert (Boyer et al., 2005; Chew et al., 2005; Loh et al., 2006). NANOG spielt hier
wie OCT4 eine zentrale Rolle in der Erhaltung der Pluripotenz (Chambers et al., 2003; Mitsui
et al.,, 2003). Dieses fein abgestimmte Netzwerk der gegenseitigen Regulation ist
Voraussetzung flir die Erhaltung der Pluripotenz. Da weder Oct4 noch Nanog in den
untersuchten mMSCs detektiert werden konnte, scheinen mMSCs nicht pluripotent zu sein.
Um die Ergebnisse der Genexpression von Oct4 auf Proteinebene zu bestitigen, wurden
immunzytochemische Farbungen und durchflusszytometrische Untersuchungen fiir OCT4 an
mMSCs und mESCs durchgefiihrt. OCT4 wurde von einzelnen mMSCs in Abhingigkeit von
der mMSC-Isolation schwach exprimiert im Vergleich zu einer starken Expression in mESCs.
Niwa et al. berichteten, dass eine zu geringe Expression von OCT4 bei ESCs zum Verlust der
Pluripotenz und zur Differenzierung der Zellen fiihrt (Niwa et al., 2000). Ein weiterer fiir
pluripotente Zellen bedeutender Transkriptionsfaktor stellt UTF1 dar (Okuda et al., 1998).
UTF1 interagiert mit OCT4 und trdgt damit zur Erhaltung der Pluripotenz bei (Nishimoto et
al., 1999; Nishimoto et al., 2005). In den untersuchten mMSCs zeigte sich auch hierfiir keine
Expression, wohingegen mESCs stark positiv waren. Ebenso konnte mittels
Durchflusszytometrie auf Proteinebene in mMSCs keine Expression des Pluripotenzmarkers
SSEAT1 und des frithen Differnzierungsmarkers SSEA3 detektiert werden. Zusammenfassend
deuten alle Ergebnisse darauf hin, dass mMSCs kein Potenzial fiir Pluripotenz aufweisen. Die
leichte Expression von OCT4 in der immunzytochemischen Féarbung scheint nicht

auszureichen, um das Netzwerk der gegenseitigen Regulation der Pluripotenz zu aktivieren.
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Neben den Pluripotenzmarkern wurden die Zellen auf das intermedidre Filament Nestin und
den Transkriptionsfaktor Brachyury untersucht. Im Vergleich zu der starken Nestin- und
Brachyury-Expression von ESCs der Maus konnte bei mMSCs nur eine sehr schwache Nestin
und keine BrachyuryExpression detektiert werden.

Nestin wird iiberwiegend als Marker fiir neuronale Vorlduferzellen beschrieben (Lendahl und
McKay, 1990; Lendahl et al., 1990; Fraichard et al., 1995). Jedoch wird in letzter Zeit Nestin
auch als ein ,,multi-lineage progentitor Marker diskutiert, der sowohl in nicht-ektodermalem
embryonalem Gewebe als auch in regenerierendem adultem Gewebe exprimiert wird (Wiese
et al., 2004). Auch konnte die Gruppe um Phinney eine Expression von Nestin bei mMSCs
nachweisen (Baddoo et al., 2003). Auf die dargestellten Ergebnisse bezogen wiirden mMSCs
,multi-lineage progentior Potenziale aufweisen. Pittenger et al. unterstiitzten diese These,
indem er zeigte, dass MSCs sich in Adipozyten, Ostozyten und Chondrozyten differenzieren
konnen (Pittenger et al., 1999). Die in dieser Arbeit kultivierten mMSCs exprimieren
ebenfalls die typischen Marker von friihen Adipozyten und Osteozyten und bestétigen somit
die These von Pittenger. Der friihe transiente mesodermale Marker Brachyury, welcher auch
als ein kardialer Progenitormarker angesehen wird (Wu et al., 2006), konnte in mMSCs nicht
nachgewiesen werden. Somit sind mMSCs keine frithen mesodermalen Zellen.

Um die Frage zu kldren, ob es hinsichtlich von Pluripotenzeigenschaften einen Unterschied
zwischen MSCs des Menschen und der Maus gibt, wurden hMSCs aus Knochenmark isoliert,
kultiviert und anhand von Morphologie, Proliferation, mRNA- und Proteinexpression mit
mMSCs verglichen. Wie zu erwarten zeigten sich hinsichtlich Morphologie und
Proliferationsverhalten keine signifikanten Unterschiede. Die Bestitigung der Zellen als
MSCs erfolgte liber die Genexpression von frithen Osteogenese- und Adipozytenmarkern.
Weiterhin konnten diese Zellen in reife Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten
differenziert werden (nicht veroffentliche Daten des Labors). Bei der Untersuchung beziiglich
Pluripotenz auf mRNA-Ebene konnte eine geringe Expression fiir OCT4, NANOG, SOX2 und
LIN28 verzeichnet werden. Diese Expression ist jedoch um ein vielfaches geringer als bei
pluripotenten hESCs. Fiir das Erlangen und Aufrechterhalten von Pluripotenz ist jedoch eine
ausreichende Expression der Transkriptionsfaktoren notwendig (Niwa et al., 2000), sodass bei
dem hier gesehenen Expressionslevel nicht von einer Pluripotenz auszugehen ist. Bei der
weiteren Untersuchung des Transkriptionsfaktors OCT4 auf Proteinebene konnte auch hier
nur eine geringe Expression detektiert werden, die mit der mRNA-Expression korreliert. Eine
Korellation der Expression hinsichtlich des Alters und Geschlechtes der MSC-Spender konnte

nicht beobachtet werden.
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Eine leichte Expression von SSEA3 und 4 konnte bei hMSCs in der Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden. Durchflusszytometrische und quantitative Auszdhlungen der
Immunfluoreszenz konnten diese Befunde bestitigen. Trotz tendenziell hoherer Werte fiir
hMSCs in der Durchflusszytometrie fiir SSEA4 gegeniiber SSEA1 fiir mMSCs konnte keine
Signifikanz nachgewiesen werden. Auch zeigte der ,,multi lineage Progenitormarker® Nestin
eine kontinuierliche Expression auf RNA-Ebene und eine leichte und variable Expression auf
Protein-Ebene in der Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass hMSCs partiell Marker der Pluripotenz mit geringem Niveau im
Gegensatz zu mMSCs exprimieren. Jedoch sind diese zu gering, um einen Status der
Pluripotenz zu erreichen. Somit koénnen sowohl mMSCs als auch hMSCs als nicht
pluripotente Zellen angesehen werden.

Trotz fehlender oder nur schwach ausgeprigter Pluripotenzmarker sollte das
Differenzierungspotenzial der hMSCs in die kardiale Richtung untersucht werden. Dabei
zeigten die hMSCs eine kontinuierliche Expression fiir den friilhen Mesodermmarker
Brachyury sowie eine variable Expression fiir die kardialen Transkriptionsfaktoren NKX2.5
und MEF2c. Diese Transkriptionsfaktoren zusammen mit GATA4, TBX und HAND
(Srivastava und Olson, 2000; Olson, 2006) sind die Schliisselregulatoren fiir die frithe
kardiale Entwicklung. Jedoch konnte eine Expression fiir GATA4 nicht nachgewiesen werden.
Weiterfiihrende, tiber die Arbeit hinausgehende laborinterne Untersuchungen beschéftigten
sich ebenso mit dem Differenzierungspotenzial fir hMSCs in vitro. Dabei zeigten die
Differenzierungsversuche durch ,,Embryoid Bodies”, Zytokinen und Kokultur mit neonatalen
Rattenmyozyten keine kardiale Differenzierung (unpublizierte Daten des Labors). Andere
Gruppen zeigten allerdings nach Transplantation von MSCs in infarzierte Herzen Zellen mit
myokardialer Aktivitit oder Funktionsverbesserungen (Toma et al., 2002; Kawada et al.,
2004; Pochampally et al., 2004; Yoon et al., 2005). Auch die Gruppe um Dzau konnte eine
verbesserte kardiale Funktion nachweisen (Mangi et al., 2003). Jedoch zeigte eine weitere
Arbeit dieser Gruppe, dass die beobachtete Funktionsverbesserung eher auf einem parakrinen,
antiapoptotischen Effekt der Spenderzellen gegeniiber den geschidigten Kardiomyozyten als
auf regeneratives Wachstum beruht (Gnecchi et al., 2005). Auch wird eine Zellfusion der
Spenderzelle mit den Kardiomyozyten als Ursache der beschriebenen Differenzierung
diskutiert (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002).

Somit bleibt das kardiale Differenzierungspotenzial von hMSCs umstritten.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass MSCs der Maus und des Menschens weder eine

ausreichende Expression von Pluripotenzmarkern, noch ein Differenzierungspotenzial in
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kardiale Zellen aufweisen. Eine Pluripotenz von MSCs der Maus und des Menschen konnte

somit nicht nachgewiesen werden.

4.2. MSCs konnen nicht durch Fusion mit mESC-Zytoplasma in
pluripotente Stammzellen reprogrammiert werden

Um die MSCs zu einer pluripotenten Zellpopulation reprogrammieren zu kénnen, haben wir
diese mit mESC-Zytoplasma fusioniert. Es ist bekannt, dass pluripotente Stammzellen ein
kardiales Differenzierungspotenzial besitzen und fiir kardiale Regeneration verwendet werden
konnen.

Es wurde gezeigt, dass somatische Zellen fusioniert mit ESCs sich wie pluripotente Zellen
verhalten (Tada et al., 2001; Tada et al., 2003; Cowan et al., 2005). Hierbei wird der
somatische Zellkern durch die ESCs reprogrammiert und zeigt Eigenschaften von einer
pluripotenten Stammzelle (Tada et al., 2001; Tada et al., 2003; Cowan et al., 2005). Jedoch
besitzen diese neu entstandenen Zellen einen tetraploiden Chromosomensatz. Dieses macht
die Zellen ohne eine Entfernung des von der ESC stammenden Zellkerns fiir einen
therapeutischen Einsatz ungeeignet. Ein anderer Ansatz ist der somatische Zellkerntransfer
(somatic cell nuclear transfer, SCNT), wobei ein somatischer Zellkern in eine zuvor entkernte
Oozyte injiziert wird. Diese so neu entstandene Zelle besteht aus einem somatischen Zellkern
und Oozytenzytoplasma und hat die Féhigkeit, sich wie eine normal befruchtete Eizelle zu
entwickeln und einen Organismus oder ESCs hervorzubringen (Wilmut et al., 1997;
Wakayama et al., 1998; Kawase et al., 2000; Munsie et al., 2000; Wakayama et al., 2001). Die
Féhigkeit, den somatischen Zellkern zu reprogrammieren, scheint hierbei im Zytoplasma der
Oozyte zu liegen. Jedoch ist diese Technik stark oozytenverbrauchend. In der vorliegenden
Arbeit sollten diese beiden Techniken der Reprogrammierung miteinander verbunden werden.
Ausgehend von der Hypothese, dass die reprogrammierenden Mechanismen aus dem
Zytoplasma der Oozyte beziehungsweise der ESCs stammen, wurden ESCs entkernt und mit
MSCs der Maus und des Menschen fusioniert. Da ESCs nur wenig Zytoplasma im Verhiltnis
zum Zellkern aufweisen, musste ein anderes Verfahren als das bei SCNT verwendete etabliert
werden. Das zu diesem Zweck in der Arbeit entwickelte Verfahren basiert auf einem zuvor
beschriebenen Protokoll (Wigler und Weinstein, 1975). Die nach Fusion mit ESC-
Zytoplasmafragmenten gewonnenen fusionierten mesenchymalen Zellen wurden hinsichtlich
einer Erhohung der Pluripotenz untersucht. Weitere untersuchte Pluripotenzmarker auf RNA-

und Proteinebene bei FMCs der Maus und des Menschens zeigten keine signifikante
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Anderung. Jedoch konnte ein tendenzieller Anstieg in der Proteinexpression fiir OCT4,
Nestin, Ki67 bei mFMCs und OCT4 und Nestin bei hFMCs beobachtet werden. Auch
konnten vereinzelt Kolonien mit ESC-dhnlicher Morphologie beobachtet werden. Diese
Zellen konnten nur bis zu sieben Tagen proliferieren. Daraufthin kam es zu einem Zellarrest.
Insgesamt konnte keine Zellpopulation mit pluripotenten Eigenschaften generiert werden, was
folgende Griinde haben konnte: Zur Zellkernextrusion wurden mESCs mit dem Agens
Cytochalasin B behandelt, was zu einer Blockierung kontraktiler Mikrofilamente fiihrt
(Carter, 1967; Krishan, 1972; Prescott et al., 1972). Durch auftretende Scherkrifte einer sich
anschlieBenden Ultrazentrifugation konnten Zellkerne und Zytoplasma voneinander getrennt
werden. Hierbei ist denkbar, dass durch die Applikation von Cytochalasin B wichtige
zytoplasmatische Strukturen geschidigt worden sind. Altere Publikationen gehen jedoch von
einem reversiblen Effekt des Cytochalasin B auf das Zytoskelett aus (Copeland, 1974). Auch
konnten durch die Ultrazentrifugation wichtige Strukturen beschiddigt worden sein. Bei
frilheren Untersuchungen zur Zytoplasmagewinnung wurden Zellen mit einem hoheren
Zytoplasma/Zellkernverhédltnis verwendeten. Hierbei konnten grofere und kompaktere
Zytoplasmafragmente gewonnen werden (Roos et al., 1983). Besonders das fiir SCNT
verwendete Zytoplasma aus Oozyten war aufgrund des hohen
Zytoplasma/Zellkernverhéltnisses und der daraus resultierenden Methode in seiner Struktur
gut erhalten (Wilmut et al., 1997; Wakayama et al., 1998). Somit konnte ein fraktioniertes,
geschidigtes Zytoplasma eine Ursache fiir die nicht erfolgte Reprogrammierung darstellen.
Um eine Verunreinigung der zu 95% aufgereinigten Zytoplasmafraktion nach
Ultrazentrifugation mit nicht entkernten ESCs zu vermeiden, fiihrten wir zuvor eine
Behandlung der ESCs mit MMC durch. Dieses ist ein DNA-interkalierendes Agens und fiihrt
damit zu einer Hemmung der DNA-Synthese und Zellteilung (Tomasz et al., 1987; Tomasz,
1995). Eine zuvor angenommene spezifische Interkalierung ausschlieBlich in die nukledre
DNA wird in den letzten Jahren in Frage gestellt. Neuere Untersuchungen deuten darauthin,
dass MMC dariiber hinaus einen Effekt auf mitochondriale DNA aufweist und zu einer
Reduktion des ATP-Haushaltes der Zelle fiihrt (Pritsos und Briggs, 1996; Pritsos et al., 1997).
Eine weitere Schiadigung und negative Beeinflussung des Zytoplasmas durch MMC ist somit
nicht auszuschlieBen.

Somit liegt es nahe, dass ein wichtiger Grund fiir eine fehlende Reprogrammierung in der
Qualitdt des gewonnenen Zytoplasmas liegt. Eine bessere Giite des Zytoplasmas sollte fiir

nachfolgende Arbeiten angestrebt werden. Hierfiir sollten technische Verfahren zur
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Gewinnung eines hoheren Zytoplasmaanteils und deren Reinheit entwickelt und ein Verzicht
auf MMC erzielt werden.

Neben der Qualitidt des Zytoplasmas konnten eine zu geringe Fusionsrate sowie ein zu
geringes Zytoplasma/Zellkern Verhéltnisse als Ursache angesehen werden. Um die Effizienz
der Spontanfusion bei mMSCs (>70%) und hMSCs (< 5%) zu erhdhen, wurden die Zellen
und Zytoplasmafragmente mit PEG, einem Fusionsagens behandelt (Davidson und Gerald,
1976). Dadurch konnte die Fusionseffizienz bei hMSCs auf 40-50% erhoht werden. Eine
deutliche Erhohung der Fusionsrate konnte jedoch bei mMSCs durch PEG Behandlung nicht
erzielt werden. Jedoch konnte auch unter dieser Methode keine Reprogrammierung
beobachtet werden.

Dennoch wurden in den Kulturen einzelne Kolonien mit einer ESC-dhnlichen Morphologie
beobachtet, die jedoch in einer geringen Hé&ufigkeit auftraten. Andere Berichte iiber die
Reprogrammierung mittels Zellfusion oder Zellextrakten beschreiben jedoch eine &hnlich
geringe Effizienz (Cowan et al., 2005; Neri et al., 2007). Allerdings konnten diese ESC-
dhnlichen Kolonien nicht weiter vermehrt werden.

Anderseits ist die Bedeutung des ESC-Zellkerns bei Reprogrammierung durch Zellfusion
nicht abschlieBend geklart. Do und Schéler zeigten, dass ESC-Karyoblasten Neurosphdren
(partiell) reprogrammiern konnen. Jedoch konnte eine Reprogrammierung mittels entkerntem
ESC-Zytoplasma nicht erziehlt werden (Do und Scholer, 2004). Sie schlossen daraus, dass
das Chromatin von ESCs fiir eine Reprogrammierung notwendig ist. Egli et al. postulierten,
dass die fiir die Reprogrammierung wichtigen Faktoren in der Interphase des Zellzyklus im
Zellkern gebunden sind, jedoch durch das Aufbrechen der Zellkernhiille in der Metaphase frei
im Zytoplasma vorliegen (Egli et al., 2007). Diese Theorie steht im Einklang mit zuvor
berichteten Ergebnissen von SCNT-Versuchen. In diesen konnte eine erfolgreiche
Reprogrammierung nur in Metaphase-Oozyten gezeigt werden, wo nukledre Faktoren frei im
Zytoplasma vorkommen (Wakayama et al., 2000).

Somit bestiinde die Mdglichkeit der Reprogrammierung von somatischen Zellen nur durch
Verwendung von in der Metaphase arretiertem ESC-Zytoplasma, nicht aber in Phasen mit
intakter  Zellkernhiille. In der vorliegenden Arbeit wurden ESCs vor der
Zytoplasmagewinnung mit Mitomycin C behandelt. Jedoch fiihrt Mitomycin C vorwiegend zu
einem Arrest der Zelle in der S-und G,-Phase des Zellzyklus. In dieser Phase liegt eine
intakte Zellkernhiille vor und nukledre Faktoren sind nicht frei im Zytoplasma verfiigbar,

welches eine Ursache fiir eine fehlende Reprogrammierung darstellen konnte.
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Die Verwendung von ESCs, die in der Metaphase arretiert sind, konnte fiir nachfolgende
Projekte eine vielversprechende Modifikation der beschriebenen Arbeit darstellen. Eine
Alternative zur beschriebenen mechanischen Elimination stellt die genetische dar. Matsumura
et al. beschreibt ein Cre-basiertes Modell zur Elimination von einzelnen Chromosomen nach
Fusion. Hierbei kommt es durch Rekombination innerhalb der Schwester-Chromatiden zu
abnormalen Chromosomen, welche spontan wihrend des weiteren Zellzyklus entfernt werden
(Matsumura et al., 2007). Jedoch konnte Matsumura et al. nur die Elimination eines einzelnen

Chromosoms zeigen.

4.3. Adulte SSCs der Maus konnen durch Kulturbedingungen zu
pluripotenten Stammzellen reprogrammiert werden

Embryonale Vorlduferzellen der Gameten, sogenannte PGCs und neonatale Keimbahnzellen
haben das Potenzial, unter definierten Kulturbedingungen in vitro einen pluripotenten Status
zu erhalten (Matsui et al.,, 1992; Resnick et al., 1992; Kanatsu-Shinohara et al., 2004a).
Bislang ist jedoch ungeklért, ob auch adulte Keimbahnzellen in pluripotente Stammzellen
reprogrammiert werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass SSCs in vitro in pluripotente
Stammzellen konvertiert werden konnen. Hierbei zeigte sich, dass die Kulturbedingungen
einen wichtigen Einfluss auf die Reprogrammierung haben, so dass die Konversion in
pluripotente Stammzellen nur auf MEFs in Kombination mit LIF stattfindet.

Um zu untersuchen, ob adulte SSCs die Féhigkeit zur Reprogrammierung in pluripotente
Stammzellen besitzen, wurden verschiedene Kulturbedingungen getestet. Hierfiir wurden
SSCs der Stra8-eGFP transgenen Maus verwendet. Diese wurden aus vier bis sechs Wochen
alten Méiusen isoliert und nach eGFP sortiert. Stra8 ist ein Spermatogonien-spezifischer
Marker, welcher in den sich entwickelnden Gonaden der Maus am Tag 14.5 dpc erstmalig
exprimiert wird und anschlieend kontinuierlich aktiv ist (Oulad-Abdelghani et al., 1996). Zur
Uberpriifung der spermatogonialen Stammzelleigenschaften der isolierten und nach eGFP
sortierten Zellen wurden diese in Busulfan behandelte Méuse injiziert (Arbeitsgruppe Prof.
Dr. Engel, Humangenetik). Durch die Regeneration der Spermatogenese der zuvor
depletierten Hoden konnten die verwendeten Zellen als SSCs bestétigt werden.

Frithere Untersuchungen zeigten eine Konversion von neonatalen SSCs in pluripotente
Stammzellen. Jedoch war es ihnen nicht méglich, aus adulten Hoden ESC-dhnliche Zellen zu

gewinnen (Kanatsu-Shinohara et al., 2004a). Wir verwendeten Stra8-eGFP transgene Tiere
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zur genetischen Selektion. Dieses Verfahren ist mit einer bis zu 700-fachen Anreicherung von
undifferenzierten SSCs (Giuili et al., 2002) deutlich effizienter gegeniiber der CD9-
Antikdrperselektion (Kanatsu-Shinohara et al., 2004a; Kanatsu-Shinohara et al., 2004b). Auch
verwendeten wir gegeniiber fritheren Untersuchungen in der Initialphase der Kultivierung der
testikuldren Zellen keine Wachstumsfaktoren wie bFGF, den epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF) oder LIF, welche ein Uberwachsen der Kultur mit Fibroblasten, Endothelzellen oder
Sertoliezellen hervorrufen konnte. Trotz der wichtigen Bedeutung von GDNF fiir die
Selbsterneuerung von SSCs (Meng et al., 2000) zeigte sich, dass nach initialer Kultivierung
der SSCs unter GDNF diese fiir die weitere Generierung von maGSCs entbehrlich war.
Stattdessen war die Kultivierung LIF-abhingig.

Um eine zeitnahe Aussage iliber den Effekt der getesteten Kulturbedingungen zu erhalten,
beobachteten wir die Morphologie und AP-Aktivitit der untersuchten Zellen. Wir
postulierten, dass eine Konversion der SSCs in einen pluripotenten Status mit einer Anderung
der Morphologie in ein ESC-dhnliches Erscheinungsbild und einer Zunahme der AP-Aktivitit
einhergeht.  Hierfiir =~ sprechen  verschiedene pluripotente  Stammzellpopulationen
unterschiedlichen Ursprungs, wie mGSCs, ntESCs, PGCs, und iPSCs (Matsui et al., 1992;
Eggan et al., 2004; Kanatsu-Shinohara et al., 2004a; Takahashi und Yamanaka, 2006).

Bei den so angewendeten Kriterien zeigten sich unter Kondition 1 eine Epiblasten-dhnliche
Morphologie und eine geringe AP-Aktivitdit. Wurden die Zellen jedoch mit LIF substituiert
(Kondition 2) oder auf MEFs kultiviert (Kondition 3) zeigte sich eine ESC-dhnliche
Morphologie und eine in den Kolonien partiell erhohte AP-Aktivitdt. Unter Kondition 4 (LIF
und MEFs) zeigte sich wie bei Kondition 2 und 3 eine ESC-dhnliche Morphologie mit einer
starken AP-Aktivitdt in der Kolonie. Unter dieser Kondition konnten die Zellen kontinuierlich
kultiviert werden und mussten im Durchschnitt tiglich im Verhiltnis 1:3 passagiert werden.
Mittels dieser Kulturbedingungen gelang es uns, aus zehn Mé&usen drei Zelllinien zu
etablieren, was einer Effizienz von 30% entspricht.

Somit konnte gezeigt werden, dass der Phénotyp der SSCs von den Kulturbedingungen
abhingt. SSCs, die unter den Bedingungen 1-4 kultiviert wurden, zeigten in der
Durchflusszytometrie positive SSEA1 und OCT4-Signale. Beide Marker werden von
undifferenzierten mESCs exprimiert und sind ein Hinweis auf pluripotente Stammzellen
(Solter und Knowles, 1978; Nichols et al., 1998). SSCs, die unter Kondition 3 und 4 kultiviert
wurden, exprimierten wie mESCs kein SSEA3, jedoch zeigten einzelne Zellen unter
Kondition 1 und 2 positive Signale. Ebenso waren mehr c-kit -positive Zellen unter Kondition

1 und 2 zu detektieren als unter den Kulturbedingungen mit MEFs. C-kit wird als ein Marker
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fiir differenzierende Spermatogonien angesehen und wird nicht in undifferenzierten SSCs
exprimiert (Rossi et al., 2000). Thyl ist ein Oberflichenmarker fiir SSCs (Kubota et al.,
2004b) und wird auch auf ESCs exprimiert (Ling und Neben, 1997). SSCs kultiviert unter LIF
zeigten im Vergleich zu Kulturen ohne LIF eine Abnahme der Thyl-Expression.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass SSCs durch dufBlere Kulturbedingungen
beeinflussbar sind. Dieses steht im Einklang mit Arbeiten der Gruppe um Brinster (Nagano et
al., 2003; Kubota et al., 2004a). Unter ESC-Kulturbedingungen nahmen SSCs ESC-
Eigenschaften an. Sie zeigten morphologische, zytochemische und proliferative Ahnlichkeiten
zu mESCs. Wir nannten diese Zellen multipotente adulte Keimbahnstammzellen (multipotent
adult germline stem cell, maGSCs), um sie von SSCs abzugrenzen. Weiterhin konnte ihre
Pluripotenz auf mRNA Ebene bestitigt werden. Hierbei zeigte sich fiir alle vier
Kulturbedingungen sowie fiir mESCs eine Expression der mit Pluripotenz einhergehenden
Transkriptionsfaktoren Oct4, Nanog, Utfl, Esgl und Rexl (Scholer et al., 1990b; Ben-
Shushan et al., 1998; Okuda et al., 1998; Tanaka et al., 2002; Mitsui et al., 2003). Weiterhin
konnte eine Stra8-Expression bei mESCs und mSSCs unter allen vier Kulturbedigungen
detektiert werden. Interessanterweise zeigte sich jedoch eine Expressionszunahme unter
Konditionen mit LIF Substitution (2 und 4). Somit ist anzunehmen, dass Stra8 direkt oder
indirekt durch LIF zu beeinflussen ist. Jedoch sind mechanistische Erklarungsmodelle bis
jetzt nicht bekannt. Eine Bestitigung der RT-PCR-Ergebnisse auf Proteinebene konnte mittels
Immunfluoreszenz von maGSCs erbracht werden. Hierbei zeigten sich die Zellen fiir die
Schliisselregulatoren der Pluripotenz, OCT4, NANOG und SOX2 sowie den
Oberflaichenmarker SSEA1 positiv (Boyer et al., 2005; Chew et al., 2005; Loh et al., 2006).
Auch konnte Stra8 {iber eine indirekte Féarbung der transgenen Stra8-eGFP-Zellen
nachgewiesen werden.

Der Mechanismus der Konversion von SSCs zu pluripotenten Stammzellen ist momentan
noch nicht geklart. Denkbar wire jedoch, dass die Generierung von maGSCs auf einer
genetischen Reprogrammierung von SSCs beruht, wie es zuvor fiir die Methode des Klonens
beschrieben wurde (Wilmut et al., 1997). Alternativ konnte man annehmen, dass SSCs
multipotente Eigenschaften besitzen. Unter physiologischen Bedingungen in vivo befinden
sich SSCs an der Basalmembran der Tubuli seminiferi in einer Nische. Diese Nische, zum
Teil reguliert durch Sertolizellen, steuert die Selbsterneuerung der SSCs und gibt Zellen zur
Spermatogenese frei (de Rooij, 2009). Diese Nische konnte eine Differenzierung der SSCs in
Abkommlinge der drei Keimblitter verhindern. Werden jedoch die SSCs wie in unserem

Protokoll in Abwesenheit von Sertolizellen in vitro kultiviert, konnte es zu einem Wegfall der
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durch die Nische hervorgerufenen Inhibition kommen und zu einer Konversion in
pluripotenten Stammzellen fiihren. Dieses wire dhnlich zu der Generierung von EGCs aus
PGCs (Matsui et al., 1992).

Ein Abstammen dieser Zellen von testikuliren Teratomen, welche wiederum von
pluripotenten Stammzellen abstammen, ist nicht anzunehmen. Bei der Isolation der maGSCs
aus Méusehoden erzielten wir eine Konversionsrate von 30%. Testikuldre Teratome sind bei
Maus-Zuchtstimmen selten und treten bei dem 129Sv Stamm spontan bei 1-5% der Fille auf
(Stevens und Hummel, 1957). Miduse mit einen gemischten C57BL6/129Sv Hintergrund
zeigen seltener einen Tumor-Supressor-Gen Trp53-Defekt und entwickeln seltener testikuldre
Tumoren verglichen mit reinen 129Sv Stdmmen (Donehower et al., 1995). In unserer
Untersuchung verwendeten wir einen FVB/C57BL6/129Sv gemischten Hintergrund und
sahen bei zehn verwendeten Tieren keine testikuldren Tumore.

Nachfolgende Arbeiten in unserem Labor belegten das Differenzierungspotenzial der
maGSCs in Zellen aller drei Keimblatter in vitro und in vivo (Guan et al., 2006; Guan et al.,
2007; Streckfuss-Bomeke et al., 2009). Wurden die Zellen mit der Methode des ,,Héngenden
Tropfens* differenziert, zeigten sich nach 13 Tagen spontan, sich rhythmisch kontrahierende
Kardiomyozyten. Die Differenzierung spiegelte eine frithe kardiale Entwicklung wie bei
ESCs wieder. Die so gewonnenen Zellen zeigten typische Eigenschaften von funktionellen
Kardiomyozyten, wie funktionelle gap junctions. Weiterhin zeigten Aktionspotenzial-
Analysen die Differenzierung in Schrittmacher-, Ventrikel-, Vorhof- und Purkinje-&hnliche
Kardiomyozyten (Guan et al., 2007). Trotz der so erfolgreichen Differenzierung in
funktionelle Kardiomyozyten muss vor einer therapeutischen Anwendung die Frage der
Applikation geklart werden. Pluripotente Stammzellen kdnnen nach Injektion in Herzen zu
Tumorgenese fithren (Nussbaum et al., 2007). Bevor es zu einer therapeutischen Anwendung
kommen sollte, miissen Protokolle entwickelt werden, die eine Tumorgenese umgehen. Zu
diesem Zweck konnten maGSCs z.B. in kardiale Vorlduferzelllinien differenziert, von
pluripotenten Zellen befreit und appliziert werden. Eine mogliche Vorlduferpopulation
konnten hierbei Flk1- oder Isl1-positive Zellen darstellen (Kattman et al., 2006; Moretti et al.,
2006; Wu et al., 2006). Diese Zellen konnen sich nicht nur in Kardiomyozyten, sondern auch
fiir die Revaskularisation wichtigen Endothel- und glatten Muskelzellen differenzieren.

Die vorliegende Arbeit konnte somit eine erfolgreiche Generierung von pluripotenten
Stammzellen aus adultem Gewebe zeigen und damit eine Beitrag zur Gewinnung von
autologen pluripotenten Stammzellen ohne ethische Bedenken aufzeigen. Die Isolation von

maGSCs aus Hodenbiopsien wiirde eine Alternative zur Embryonen-verbrauchenden hESC-
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Gewinnung darstellen, welche seit 2001 durch das Embryonenschutzgesetz in Deutschland
verboten ist. Durch die Moglichkeit der autologen Anwendung konnten immunologische
Problem vermieden werden. Somit konnte auf eine lebenslange Immunsupression verzichtet
werden wie sie bei der heterologen Zellersatztherapie notwendig ist. Vor einer
therapeutischen Anwendung miissen diese Ergebnisse jedoch auf den menschlichen
Organismus iibertragen sowie Strategien der sicheren Applikation entwickelt werden.

Die Entwicklung spezifischer Kulturbedingungen fiir die Generierung von humanen SSCs
und maGSCs stellt eine herausragende Aufgabe fiir folgende Arbeiten dar. SSCs und
maGSCs konnten von Hodenbiopsien gewonnen werden und stiinden fiir die
immunkompatible, autologe Transplantation zur Verfiigung. Die aus der Generierung von
maGSCs der Maus gewonnenen Ergebnisse und Erfahrungen konnten ggf. auf humane Zellen
angewendet werden. Fiir die zu entwickelnden Regenerationsstrategien fiir humane maGSCs
konnte auf Techniken zuriickgegriffen werden, die von maGSCs der Maus sowie hESCs
stammen. Somit wiirden humane maGSCs eine ideale Zellpopulation fiir die regenerative
Medizin darstellen.

Eine weitere vielversprechende Methode fiir die Herstellung pluripotenter Stammzellen stellt
die Induktion von pluripotenten Stammzellen (iPSCs) durch die Uberexpression von
Transkriptionsfaktoren dar. Takahashi und Yamanaka konnten zeigen, dass die
Uberexpression von den vier Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, KIf4 und c-Myc zu einer
Reprogrammierung von Fibroblasten der Maus fiihrt (Takahashi und Yamanaka, 2006). Diese
Ergebnisse konnten kurze Zeit spiter auch auf humane Zellen iibertragen werden (Takahashi
et al., 2007; Yu et al., 2007). Mehrere Untersuchungen zeigten die Ahnlichkeit zu ESCs
hinsichtlich  des  Transkriptionsprofils, des  epigenetischen  Status und  der
Keimbahntransmission (Maherali et al., 2007; Okita et al., 2007; Wernig et al., 2007). Auch
konnten iPSCs aus genetisch intakten hMSCs mit sechs iiberexprimierten
Transkriptionsfaktoren gewonnen werden (Park et al., 2008). Ein Nachteil dieser Zellen
besteht z.B. in der Reaktivierung verwendeter Retroviren, welche fiir die Transfektion
eingesetzt werden. Dieses konnte in vivo zu einer Tumorentstehung fithren. Eine effiziente
Gewinnung von iPSCs ohne Verwendung von Viren konnte fiir adulte, humane Zellen nicht

gezeigt werden.
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5. Zusammenfassung

Der Myokardinfarkt mit Ubergang in eine ischimische Herzkrankheit ist eine der hiufigsten
internistischen Erkrankungen und Todesursachen der westlichen Welt. Hierbei kommt es zu
einem irreversiblen Verlust von funktionellen Kardiomyozyten und Bildung von
Narbengewebe. Pluripotente Stammzellen stellen durch ihre Féhigkeit, sich in spezifische
Zelltypen des Organismus zu differenzieren, eine mogliche Quelle fiir regenerative
Therapieverfahren dar.

Gegenstand der vorliegenden  Arbeit war die Untersuchung von  adulten
Stammzellpopulationen hinsichtlich ihrer Plastizitdt und Konversion in einen pluripotenten
Zustand. Hierfiir wurden MSCs der Maus und des Menschens charakterisiert und zum Zweck
der Reprogrammierung mit mESC-Zytoplasma fusioniert. Als weitere Stammzellpopulation
wurden SSCs der Maus kultiviert und ihr Konversionspotenzial in pluripotente Stammzellen
untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass MSCs der Maus und des Menschens nicht die
Kriterien der Pluripotenz erfiillen. Zwar zeigte sich bei der Analyse der Zellen, dass einzelne
Pluripotenzmarker, wie z.B. OCT4, exprimiert wurden, was jedoch sehr schwach und variabel
war. Auch konnte ein Differenzierungspotenzial in Kardiomyozyten nicht nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte ein Protokoll zur Isolation von mESC-Zytoplasma etabliert werden.
Die Fusion des Zytoplasmas mit MSCs zeigte allerdings keine signifikante Erhohung der
Potenz. Jedoch konnten einzelne Kolonien mit ESC-Morphologie detektiert werden. Diese
entzogen sich jedoch einer weiteren Kultivierung.

In dem sich anschlieBenden Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass SSCs der Maus durch
Kulturbedingungen beeinflussbar sind und unter LIF und in Gegenwart von MEFs in einen
pluripotenten Status konvertiert werden konnen. Die Pluripotenz dieser Zellen konnte auf
mRNA und Proteinebene sowie in weiteren Arbeiten unseres Labors durch Differenzierung in
alle drei Keimblétter in vivo und in vitro belegt werden. Die so gewonnenen Zellen wurden
von uns als maGSCs bezeichnet.

Die erfolgreiche Isolation von maGSCs aus adulten Hoden im Rahmen dieser Arbeit eroffnet
neue Perspektiven in der Stammzell-basierten, regenerativen Medizin. Hierbei stehen
besonders die Vermeidung ethischer Probleme sowie die autologe Anwendungsmoglichkeit
im Vordergrund. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob die hier beschriebenen
Ergebnisse auf die Isolation und Kultivierung von humanen maGSCs {iibertragbar sind und

gegebenenfalls neue Protokolle entwickelt werden. Um eine klinische Anwendung z.B. nach
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Myokardinfarkt zu ermoglichen, miissen gleichzeitig Verfahren zur Differenzierung,

Aufreinigung und sicheren Applikation entwickelt werden.
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