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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden humane Zellen aus exokrinem Pankreas- (hPSC) und
exokrinem Speicheldriisen-Gewebe (hSGSC) anhand ihrer Proliferationskapazitat, ihres
Expressionsprofils und ihres Differenzierungspotential auf Gemeinsamkeiten und ihres
maoglichen Stammzellpotentials untersucht. Als Referenz dienten humane mesenchymale
Stammzellen aus dem Knochenmark. Dabei zeigten die adulten Stammzellen aus
Pankreas und Speicheldrise einen dhnlichen Phanotyp wie mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark und besaBen wie diese eine hohe, aber begrenzte
Proliferationskapazitat. Die Zunahme der GroBe, das Verkirzen der Telomere und die
Expression von SA-B-Galaktosidase wiesen auf eine kultivierungsbedingte replikative
Seneszenz hin. Sie waren in der Lage, spontan in unterschiedliche Zelltypen zu
differenzieren, welche den drei embryonalen Keimblattern zugeordnet werden konnten.
Nach gezielter Induktion zeigten pankreatische Stammzellen chondrogene und
osteogene Differenzierbarkeit. Die Stammzellen aus der Speicheldriise differenzierten
nach Induktion in chondrogene, osteogene und adipogene Richtung. Die in dieser
Arbeit charakterisierten Stammzellen aus Pankreas und Speicheldrise besitzen somit
ahnliche Eigenschaften wie mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark.
Aufgrund dessen konnten diese Stammzellen mesenchymale Stammzellen des
jeweiligen Gewebes darstellen, wie es auch schon fir Stammzellen anderer Gewebe

postuliert wurde.

Durch die Immortalisierung der Stammzellen aus der Speicheldriise mit dem Enzym
Telomerase konnte eine stabile Stammzelllinie generiert werden. Nach ektopischer
Expression der Telomerase proliferierten die Zellen schneller, waren nicht mehr
seneszent, exprimierten weiterhin Stammzellmarker und erlangten nach kultivierungs-

bedingtem Verlust ihre adipogene Differenzierbarkeit wieder zuriick.

Zur quantitativen Analyse der adipogenen Differenzierung wurde ein automatisierter
Algorithmus zur Bildverarbeitung entwickelt, mit dessen Anwendung die adipogene
Differenzierungsrate bestimmt werden kann. Der Ansatz beruht auf der groBflachigen
Aufnahme von Hellfeld- und Fluoreszenzbildern adipogen differenzierter Kulturen. Die
hier entwickelte automatisierte Bildverarbeitung ist die einzige Methode, mit der die
adipogene Differenzierung raumlich aufgeldst und gleichzeitig qualitativ und quantitativ

bestimmt werden kann.



Summary

Summary

In this study isolated cells from human exocrine pancreas and exocrine salivary gland
tissue have been comparatively characterised for their proliferation capacity, their
expression profile, their differentiation potential and their possible stem cell potential

opposing mesenchymal stem cells derived from human bone marrow.

The adult stem cells derived from pancreas and salivary gland showed a similar
phenotype to human mesenchymal stem cells derived from bone marrow and had a
high, but limited proliferation capacity. The increase in size, the reduction of telomeres
and the expression of SA-B-galactosidase indicated a cultivation dependent replikative
senescence. The cells were able to differentiate spontaneously into variable cell types,
representing the three embryonic germ layers. After induction pancreatic stem cells
differentiated into chondrogenic and osteogenic lineages. The stem cells of the salivary
gland differentiated into chondrogenic, osteogenic and adipogenic lineages. The stem
cells of pancreas and salivary gland characterised in this study show similar properties to
mesenchymal stem cells of the bone marrow. These stem cells could present

mesenchymal stem cells of the respective tissue as shown for other tissues already.

By immortalisation of stem cells derived from the salivary gland with the enzyme
telomerase a stable stem cell line could be generated. After ectopic expression of
telomerase, the cells proliferated faster, were not senescent anymore, continued to
express stem cell markers and gained back their adipogenic differentiation potential

after its cultivation dependent loss.

In order to perform a quantitative analysis of the adipogenic differentiation, an
automated algorithm for image processing had been developed, which enabled the
determination of adipogenic differentiation rates. This approach is based on large-scale
bright field and fluorescence images of the adipogenic cultures. The image processing
developed here is the only method to determine spatial resolution of the adipogenic

differentiation, being at the same time qualitative and quantitative.
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1 Einleitung

1.1 Embryonalentwicklung

Wahrend der Embryonalentwicklung der Sduger entsteht aus der befruchteten Eizelle,
der Zygote, ein Vvielzelliger, komplexer Organismus mit Uber 200 eindeutig
unterscheidbaren Zelltypen. Dabei nimmt die Potenz der Zellen von der totipotenten
Eizelle Gber die pluripotenten embryonalen Stammzellen, den bis im adulten Kérper
enthaltenen multipotenten adulten Stammzellen, bis zu den terminal differenzierten

somatischen Zellen stetig ab.

Trotz der Komplexitdt der Embryonalentwicklung kann sie in finf grundlegende
Prozesse unterteilt werden, die sich gegenseitig Uberlagern und beeinflussen '°. Zu
Beginn steht eine Phase schneller Zellteilungen, den Furchungsteilungen, zwischen
denen es kein Zellwachstum gibt. Wahrend der anschlieBenden Musterbildung
entstehen dann raumliche und zeitliche Anordnungen im Embryo, die Grundlage fur
eine geordnete Struktur und damit flr den gesamten Korperbauplan sind. Wichtig ist
dabei die Entstehung der Kérperachsen, wobei die von Kopf bis Schwanz verlaufende
Hauptkorperachse (anterior-posterior) sowie die im rechten Winkel verlaufende Achse,
welche Vorder- und Rickseite des Organismus (dorso-ventral) bestimmt, festgelegt
werden. Als Vorbereitung fir die folgende Zelldifferenzierung und Gewebebildung
entwickeln sich die drei Keimblatter (Abb. 1).

dorsal

Keimblatt Organ

Endoderm | Darm, Leber, Lunge, Pankreas, Endothel
Mesoderm | Skelett, Muskel, Niere, Herz, Blut

Ektoderm | Haut, Nervensystem

ventral

Abb. 1 Verteilung der Keimblatter wahrend der Embryonalentwicklung
Schematischer Querschnitt durch einen Sauger-Embryo mit der Lage der Keimblatter. Aus den

embryonalen Keimblattern Endoderm, Mesoderm und Ektoderm gehen die unterschiedlichen Gewebe mit
ihren spezialisierten Zelltypen hervor. Abbildung nach Wolpert 1999 7.
Dabei entstehen das innere Endoderm, das duBere Ektoderm sowie das dazwischen

liegende Mesoderm. Das Endoderm bildet den Darm mit den davon abgeleiteten

1



Einleitung

Organen, wie z. B. Leber und Pankreas. Aus dem Mesoderm entwickeln sich das Skelett,
die Muskulatur und die inneren Organe. Aus dem Ektoderm entstehen u.a. die
Epidermis und das Nervensystem. Bei dem Prozess der Morphogenese steht die
Gastrulation im Mittelpunkt, wahrend derer Zellen von der AuBenseite nach Innen
wandern und der Darm gebildet wird. Durch die Zelldifferenzierung entwickeln sich
Zellen strukturell und funktionell zu véllig unterschiedlichen Zelltypen, wobei bis zur
vollen Ausdifferenzierung mehrere Zellteilungen durchlaufen werden. Das Wachstum
des Embryos kann durch Zellvermehrung, durch Zunahme der ZellgréBe, aber auch
durch Ablagerung extrazellularen Materials wie bei der Knochenbildung erfolgen und

findet verstarkt in der spaten Embryonalentwicklung statt.

Diese funf Entwicklungsprozesse bilden aus einfachen Zellgruppen durch das hohe
Potential der frihen embryonalen Zellen zur Proliferation und Differenzierung,
organisierte und funktionelle Strukturen. Diese Prozesse sind weder unabhdngig

voneinander noch folgen sie in strikter Reihenfolge aufeinander '’°.

1.2 Stammzellen

Stammzellen sind Uber ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung, der Differenzierung in
verschiedene Zelltypen und der Repopulation eines Gewebes in vivo definiert ', Ist das
Differenzierungspotential auf einen Zelltyp beschrankt, sind die Zellen unipotent. Bei
Beschrankung auf ein bestimmtes Gewebe werden sie als multipotent und bei
unbeschranktem Differenzierungspotential als pluripotent bezeichnet. Kann aus der
Zelle ein ganzer Organismus entstehen, gilt die Zelle als totipotent. Totipotent sind
ausschlieBlich die befruchtete Eizelle, die Zygote und die durch symmetrische Teilung
daraus hervorgehenden Zellen bis zum Achtzellstadium. Prinzipiell kbnnen Stammzellen
sich symmetrisch und asymmetrisch teilen. Bei der symmetrischen Zellteilung entstehen
zwei gleichwertige Stammzellen. Bei der asymmetrischen Zellteilung entstehen eine
Stammzelle und eine Vorlduferzelle, aus der durch weitere Teilungen eine groB3e Zahl
von somatischen Zellen generiert werden kann. Die asymmetrischen Teilungen dienen
vor allem dem Wachstum und dem Gewebeerhalt bei gleichzeitigem Erhalt eines

Stammazellpools.
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1.2.1 Embryonale Stammzellen

Wahrend der humanen Embryonalentwicklung entsteht aus der befruchteten Eizelle
durch mehrere Teilungen die Zellkugel Morula, aus der sich die Blastozyste entwickelt.
Die Blastozyste besteht aus einer duBBeren Zelllage, dem Trophoblasten und der inneren
Zellmasse (inner cell mass - ICM), dem Embryoblasten. Die lIsolierung embryonaler
Stammzellen erfolgt durch die Dissoziation der inneren Zellmasse. Erstmals wurde die
unlimitierte, undifferenzierte Kultivierung von pluripotenten embryonalen Stammzellen
aus der Maus (mES) 1981 beschrieben * 2. 1998 konnten Thomson et al. auch aus
humanen Blastozysten Zellen isolieren und kultivieren, welche ein uneingeschranktes
Proliferations- und Differenzierungpotential zeigten . Wurden die Zellen unter die
Haut immundefizienter Mause injiziert, bildeten diese ein Teratom mit Zellen der drei
Keimblatter aus, ein Merkmal fur Pluripotenz. Wichtig zur erfolgreichen Kultivierung ist
die Unterdrickung des hohen spontanen Differenzierungspotentials der embryonalen
Stammzellen. Dies kann entweder durch die Kultivierung mit einer Feederzellschicht,
bestehend aus inaktivierten embryonalen Mausfibroblasten (MEF) erfolgen oder wie bei
den mES durch die Kultivierung mit speziellen Faktoren wie LIF (leukemia inhibitory
factor). Da humane embryonale Stammzellen (hES) Proteine exprimieren, die adulte
Zellen nicht exprimieren, wurden diese Proteine als Marker fir embryonale Stammzellen
definiert. hES zeigen eine hohe Telomeraseaktivitat und sind positiv fir embryonale
Marker, wie SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-60 und Tra-1-81 sowie Alkaline Phosphatase.
Transkriptionsfaktoren, welche die Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung der
embryonalen Stammzellen regulieren, sind hauptsachlich Oct-4 (octamer 4) und Nanog
(Abb. 2) 3% 88 113.121
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Abb. 2 Regulation der Selbsterneuerung in murinen embryonalen Stammzellen (mES)

Drei Signalwege zur Aufrecherhaltung der Selbsterneuerung der mES sind bekannt: Der LIF abhéngige
JAK/STAT3-Signalweg sowie die Signalgebung Gber Nanog und Oct-4. Im Gegensatz dazu unterbindet die
MEK/ERK-Signalgebung die Selbsterneuerung der meES. Die Uberexpression von Oct-4 fuhrt zur
endodermalen Differenzierung. Aus Czyz et al. 2003, verandert nach Cavaleri und Scholer 33 38,

1.2.2 Induzierte pluripotente Stammzellen

Bis heute (August 2009) ist die Quelle der humanen embryonalen Stammzellen, die
humane Blastozyste, ethisch bedenklich. Es handelt sich meist um CUberzahlige
Blastozysten aus der In-vitro-Fertilisation. Seit 1998 wurden zwar aus einer Vielzahl
adulter Geweben Stammzellen isoliert, allerdings konnten fir keine dieser adulten
Stammzellen bisher die Eigenschaften der hES, wie unlimitiertes Wachstum in vitro,
nachgewiesen werden. Diese Eigenschaften konnten Yamanaka et al. durch das
Einbringen von DNA-Sequenzen, welche vier Transkriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, c-Myc
and Klf4) kodieren, in murinen (2006) und humanen (2008) Fibroblasten induzieren und
nannte diese induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) "'® ™°. Der Gruppe um John
Dimos gelang es, die Hautzellen einer 82-jahrigen Patientin, welche an Amyotropher
Lateralsklerose litt (eine degenerative Erkrankung von Motoneuronen), durch retrovirale
Transduktion von vier Genen (Oct4, Sox2, c-Myc and Klf4) zu iPS zu reprogrammieren
und diese anschlieBend zu Neuronen und Gliazellen zu differenzieren *. Der

Einsatzbereich dieser Zellen kénnte somit die autologe Zell-Therapie zur Regeneration

von geschadigten Geweben sein. Zhou et al. konnten Zellen des exokrinen Pankreas der

4
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Maus durch das Einbringen von drei Genen, welche die B-Zellentwicklung steuern
(Ngn3, Pdx1 und Mafa), direkt in B-Zellen umprogrammieren '®. Die behandelten Zellen
sahen anschlieBend nicht nur morphologisch aus wie B-Zellen, sondern waren auch in

der Lage Insulin zu produzieren.

Aufgrund der Tatsache, dass c-Myc in der folgenden Generation tumorinduzierend ist
und die Retroviren selbst mutagen sein kénnen, fokussierte sich die Forschung auf Oct4.
Der Gruppe um Hans Scholer gelang es 2008, durch das Einbringen von nur zwei Genen
(Oct4 und KIf4) und 2009 sogar nur durch das Einbringen von Oct4 aus neuronalen
Stammzellen iPS zu generieren ® °. Aber auch das Einbringen von Oct4 erfolgte mittels
eines viralen Vektors, womit virale Gene in die Zellen eingebracht wurden und sich diese
far die anschlieBende therapeutische Verwendung nicht mehr eigneten. Die beiden
Gruppen um Knut Woltjen und Andreas Nagy veroffentlichten 2009 gemeinsam das
virusfreie Einbringen der vier Sequenzen fir Oct4, Sox2, c-Myc and Klf4 mittels
Transfektion eines Multiprotein-Expressionsvektors # 7. Damit konnten sie die Repro-
grammierung von murinen und humanen Fibroblasten zu iPS steuern, und es gelang
ihnen sogar anschlieBend, den eingebrachten Vektor wieder zu entfernen. Dadurch lag
erstmals eine Methode vor, mit der somatische Zellen virusfrei zu iPS modifiziert werden
konnten bei gleichzeitiger Verringerung der unvorhersehbaren genetischen
Fehlfunktion. 2009 gelang es den Gruppen von Hans Schéler und Sheng Deng, sogar
nur durch die wiederholte Zugabe rekombinanter Proteine, den Transkriptionsfaktoren
Oct4, Sox2, KlIf4 und c-Myc und Valproinsaure, iPS zu generieren '®. Die zu iPS
programmierten embryonalen murinen Fibroblasten zeigten auch in Langzeitstudien die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und waren in vitro und in vivo pluripotent. Die Tatsache,
dass die Promotorregionen von Oct4 und Nanog in den iPS demethyliert waren,
wahrend sie in den unbehandelten Fibroblasten hypermethyliert waren, zeigt, dass die
Behandlung mit den rekombinanten Proteinen und Valproinsaure zur Reaktivierung des
pluripotenten Transkriptionsprogramms gefthrt haben koénnte. Allerdings bleibt die
therapeutische Nutzung von Zellen, welche mit Chemikalien wie Valproinsaure generiert
wurden, problematisch, da Valproinsaure durch Azetylierungen von Histonen in das

epigenetische System eingreift.

Dagegen konnten kirzlich die Gruppen um Kwang-Soo Kim und Robert Lanza aus
humanen Fibroblasten iPS generieren, ohne Chemikalien oder Viren zu benutzen. Sie
brachten die rekombinanten Proteine (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc) mittels CPP (cell

5
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penetrating peptide) in die Zellen, wodurch diese in ihrer Morphologie, Proliferations-
und Differenzierungspotential sowie der Expression embryonaler Stammzellmarker,
humanen embryonalen Stammzellen glichen . Chin et al. konnte zeigen, dass sich iPS
in ihrem Genexpressionsprofil nicht nur von hES unterscheiden, sondern auch ihr
eigenes Profil wahrend ihrer Kultivierung verandern **. Mit zunehmender Kultivierungs-
zeit wird das Genexpressionsprofil der iPS ahnlicher dem hES. Dies deutet auf eine

fortlaufende Reprogrammierung wahrend der Kultivierung der iPS hin.

Mittlerweile konnten zwei unabhdngige Gruppen aus China (Qi Zhou und Shaorong
Gao) aus murinen iPS fertile Mause erzeugen * '®. Beide Wissenschaftler brachten wie
Yamanaka et al. 2006 durch virale Transduktion die Gene Oct4, Sox2, KlIf4 und c-Myc in
embryonale murine Fibroblasten und erzeugten so iPS. Durch die Fusion zweier Zellen
eines frihen Embryos erzeugten sie eine tetraploide Blastozyste. Aus dieser entwickelt
sich u. a. die Plazenta, aber nicht die embryonalen Stammzellen, die den Embryo bilden.
In diese tetraploide Blastozyste injizierten sie die iPS. Nach dem Transfer dieser
Blastozyste in eine Leihmutter wurde nach 20 Tagen eine Maus geboren. Die Erfolgsrate
dieser Prozedur lag allerdings bei nur 3,5 und 1,1 %. Die niedrige Effizienz kann bisher
kaum erklart werden. Allerdings erkannte Qi Zhou, dass nur Zellen, welche nach
14 Tagen iPS-Kolonien bildeten, nach der Injektion in tetraploide Blastozysten zu
lebenden Embryonen fihrten. Bisher waren embryonale Stammzellen die einzigen
Zellen, die nach der Injektion in eine tetraploide Blastozyste Mduse erzeugten. Die
Tatsache, dass dies nun auch mit iPS moglich ist, zeigt wie ahnlich diese den
embryonalen Stammzellen sind. Neben der Untersuchung der niedrigen Erfolgsrate, gilt
es als nachstes herauszufinden, inwiefern diese Prozedur auch mit adulten Zellen

durchgefihrt werden kann.

Kann in Zukunft gezeigt werden, dass die reprogrammierten Zellen genetisch stabil und
nicht mutagen sind, kénnte die iPS eine Quelle fUr patientenspezifische pluripotente
Stammzellen fur die therapeutische Anwendung im Bereich der regenerativen Medizin
sein. Vor allem deren Differenzierung in vitro und ihre anschlieBende Verwendung

in vivo sind aufgrund des hohen Differenzierungspotentials vielversprechend.
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1.2.3 Adulte Stammzellen

Im Gegensatz zur Embryonalentwicklung findet im adulten Organismus Zellteilung
hauptsachlich zum Erhalt der Gesamtzellzahl statt, also um tote oder geschadigte Zellen
zu ersetzen. Dabei kann nach Leblond et al. zwischen drei Geweben unterschieden
werden ' Gewebe mit statischer Zellpopulation, in der keine oder nur sehr wenige
Zellteilungen stattfinden, wie in Nerven, Skelettmuskeln oder Gelenkknorpel. Gewebe
mit wenig Zellerneuerungen wie in der Leber und Gewebe mit permanenten
Zellteilungen wie im hamatopoetischen System oder verschiedenen Epithelien, in denen
die Zellen eine kurze Lebenszeit besitzen und regelmaBig durch Stammzellen und

Vorlauferzellen ersetzt werden.

Adulte Stammzellen kénnten Teil des natirlichen Systems der Gewebereparatur sein.
Dabei kdnnte nach einer Verletzung folgendes Szenario ablaufen. Zellproliferation und
Zelldifferenzierung der endogenen stammzellartigen Zellen stellen den initialen Schritt
dar. Nachdem diese stammzellartigen Zellen aufgebraucht sind, werden nicht-
hamatopoetische Stammzellen des Knochenmarks zur Verletzung rekrutiert. Die
Reparatur kann durch verschiedene Mechanismen erreicht werden: durch Differen-
zierung zu einem benotigten Zelltyp, durch Bereitstellen von Zytokinen oder anderen
Faktoren und durch Zellfusion, um maoglicherweise eine Differenzierung der Stamm-

zellen zu beschleunigen 2.

In den letzten Jahren konnten aus den unterschiedlichsten adulten Geweben wie
Knochenmark, Fett, Leber, Pankreas, Nabelschnurblut, Zahnmark, Haut und anderen

Stammzellen isoliert werden 52 6996 105,130,145, 181, 185

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark

Das Stroma des Knochenmarks besteht aus einem heterogenen Gemisch von Zelltypen
wie Adipozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, hamatopoetischen Stammzellen (HSC)
sowie den mesenchymalen Stammzellen (MSC). Humane mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark sind zusammen mit den hamatopoetischen Stammzellen die am
intensivsten untersuchten adulten Stammzellen. Bereits 1974 konnte Friedenstein et al.
zeigen, dass eine Population von Knochenmarkzellen, welche in serumhaltigem Medium
kultiviert wird, Kolonien adharenter Zellen mit fibroblastenartiger Morphologie bilden

51

und in Osteoblasten und Adipozyten differenzieren In der Folge konnten

mesenchymale Stammzellen in vitro in Zelltypen verschiedener Gewebe wie Knochen,

7
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Knorpel, Fett, Muskel oder Hepatozyten und Neuronen differenziert werden 3% 138 163.170

(Abb. 3).

Motiviert durch das hohe Differenzierungspotential der MSC erfolgten zahlreiche
Studien in vivo, in denen die Verteilung der injizierten MSC in immunodefizienten
Mausen und die Regeneration eines verletzten Gewebes untersucht wurde. Dabei waren
die intravenos injizierten MSC hauptsachlich in den geschadigten Geweben zu finden. In
den Madusen ohne induzierte Verletzungen verteilten sich die injizierten MSC

gleichméBig Uber den ganzen Koérper M.

Weiterhin kann bei mesenchymalen Stammzellen, im Gegensatz zu hamatopoetischen
Stammzellen, ein Ruckgang ihres Anteils im Knochenmark wahrend der Lebenszeit
beobachtet werden. Ist bei Neugeborenen noch eine von 10* kernhaltigen Zellen im
Knochenmark eine MSC, so ist es bei Jugendlichen nur noch eine von 10° und bei alten
Menschen nur noch eine von 10° Diese Abnahme des Anteils von MSC entspricht der

Abnahme von Frakturheilungen mit zunehmender Lebenszeit .

@ Mesenchymal stem cell
MSC proliferation

Proliferation B - T P Y

e o EN i 0
Osteogenesis Chondrogenesis Myogenesis Marrow stroma Tendogen Other
igamenfogenesis
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Transitory Transitory Myoblast Transitory Transitory
ostecblast chondrocyte stromal cell fibroblast
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Osteoblast Chondrocyte Myoblast fusion
Differentiation = C s
i $ Unique micro-niche
-
—— \M.‘»’ ge—— ™|
Maturation - M"’i‘ﬁgﬁ
=
e £
Osteocyte Hypertrophic IMyotube Stromal cell T/L fibroblast Adipocytes, dermal
chondrocyte and other cells
Bone Cartilage Muscle Marrow Tendon/ligament  Connective tissue

Abb. 3 Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen

Vereinfachte schematische Darstellung des schrittweisen zelluldren Ubergangs von der mesenchymalen
Stammzelle zum differenzierten, ausgereiften Phanotyp. Nach Caplan et al. 2001 °.
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Das Expressionsprofil humaner MSC wurde erstmals von Pittenger et al. 1999
charakterisiert. Dabei zeigte er, dass MSC negativ fir die hdmatopoetischen Marker
CD34 wund CD45 sind, aber in hohem MaBe CD29 (Integrin-B1), CD44
(Hyaluronsaurerezeptor), CD73 (ecto-5'-nucleotidase), CD90 (thymocyte differentiation
antigen 1), CD105 (Endoglin) und CD106 (vascular cell adhesion molecule-1)
exprimierten "*°. Spater erfolgte der Nachweis der Expression von CD9 (Tetraspanin-29),
CD81 (Tetraspanin-29), CD271 (Neurotrophin Rezeptor) und Stro-1 (ein Glykoprotein)
auf MSC, wobei sie negativ fir CD117 (C-kit-Rezeptor) und CD133 (Prominin 1) waren

9, 27,40,79

Aufgrund der Vielzahl von Beschreibungen unterschiedlicher MSC aus dem
Knochenmark hat das Stammzellkomitee der Internationalen Gesellschaft fur
Zelltherapie (ISCT) 2006 Minimalkriterien fir MSC definiert °. Danach mussen die Zellen
auf Plastik adhdrieren, die Oberflachenproteine CD105, CD73 und CD90 exprimieren,
dabei aber negativ fur die hdmatopoetischen Marker CD45, CD34, CD14 und HLA-DR
sein.  Weiterhin mussen sie in Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten
differenzierbar sein. Zusatzlich erfolgte die Isolierung von Zellen mit diesen oder
ahnlichen  Eigenschaften aus anderen adulten Geweben wie Zahnmark,
Nabelschnurblut, Muskel- und Fettgewebe, oder Pankreas > % 19% 45 180189 " Ayfgrund
ihrer Eigenschaften wurden diese Zellen ebenfalls als adulte mesenchymale Stammzellen
bezeichnet. Bisher existiert fir mesenchymale Stammzellen aus den verschiedenen
adulten Geweben kein einheitlicher spezifischer Marker, weshalb die meisten
beschriebenen Zellisolierungen unterschiedliche Vorlaufer- und Stammzellpopulationen
darstellen und ihr Vergleich schwierig ist. Zellen mit diesen Eigenschaften kénnten als
Uberrest der Embryonalentwicklung zur Aufrechterhaltung der Gewebe und zu

Regenerationszwecken Uber den ganzen Koérper verteilt sein.

Pankreatische Stammazellen

Das Pankreas ist eine endokrine und exokrine Drlse, die wahrend der Embryonal-
entwicklung aus dem endodermalen Darmrohr entsteht. Der exokrine Teil des Pankreas
besitzt die Funktion durch die Zellen der Azini Verdauungsenzyme wie Gastrin oder
Pepsin zu sezernieren, welche von den epithelialen Gang-Zellen in den Dinndarm
geleitet werden. Die endokrinen Zellen der Langerhansschen Inseln (a-, B-, 8- und

PP-Zellen) sezernieren die Blutzuckerspiegel regulierenden Enzyme Glukagon und Insulin
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sowie die Verdauungsenzyme regulierenden Somatostatin und pankreatisches Poly-

peptid.

Die haufigste Stérung im Pankreas, die Insuffizienz der Insulin-Produktion mit dem
Krankheitsbild Diabetes betrifft weltweit 200 Millionen Menschen ™. Trotz der
therapeutischen Gabe von Insulin leiden diese Menschen an den Auswirkungen von
Diabetes wie Retinopathie, Nephropathie, Neuropathie, Arteriosklerose und
Herzkrankheiten. Eine mdgliche Ldsung dieser Probleme stellt die erfolgreiche
Transplantation der B-Zellen enthaltenden Langerhansschen Inseln dar. Diese ist aber
aufgrund des Spendermangels fur eine so groBe Anzahl von Menschen nicht zu
realisieren. So richtete sich die Hoffnung in den letzten Jahren auf die Regenerative
Medizin und somit die Stammzellen. Die bei Diabetes Typ 1 zerstorten Insulin-bildenden
B-Zellen der Langerhansschen Inseln kénnten dabei durch potente selbsterneuernde
Stammzellen ersetzt werden, in der Hoffnung, dass diese in der Nische der
Langerhansschen Inseln in B-Zellen differenzieren. Alternativ kénnten Stammzellen
in vitro zu Insulin-produzierenden B-Zellen differenziert werden, um anschlieBend in die

Langerhansschen Inseln transplantiert zu werden.

Aus endodermalen Geweben wie dem exokrinen und endokrinen Teil des Pankreas, der
fotalen Leber oder dem Magen-Darm-Trakt konnten adulte Stammzellen zwar isoliert,
aber bisher nur in vitro zu Insulin-produzierenden Zellen differenziert werden © '# %7 183,
Dartber hinaus waren auch adulte Stammzellen aus dem Knochenmark in der Lage,
invitro zu Insulin-produzierenden Zellen zu differenzieren bzw. nach deren

/0. 76 " Diese

Transplantation in diabetische Maduse deren Hyperglykamie zu lindern
Studien zeigen das groBe Potential der adulten Stammzellen. Vor deren klinischer
Transplantation stellt aber weiterhin die Generierung Insulin-produzierenden Zellen in
ausreichender Menge sowie deren Differenzierung in reife B-Zellen eine Heraus-
forderung dar. Kann dies erreicht werden, gilt es, die Funktion der generierten B-Zellen
in vivo zu gewahrleisten sowie deren AbstoBung und autoimmunologische Zerstdérung

zu verhindern '3,

Bisher ist unklar, ob fir den endokrinen oder exokrinen Teil sowie flr das Gangepithel
eine gemeinsame pankreatische Stammzelle existiert. Auf der Suche nach der
pankreatischen Stammzelle wurden Zellen aus verschiedenen Teilen des Pankreas wie
dem Gangepithel > '** %> den exokrinen Azini " ' und den Langerhansschen Inseln

144,156, 184190 gnhand unterschiedlicher Marker und Methoden isoliert. Einige der

10
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isolierten Populationen besitzen gemeinsame Eigenschaften wie das Oberflachen-
Expressionsprofil von mesenchymalen Stammzellen °* 8" 4> 18 die Expression von Nestin

55, 144, 157, 184, 190 H
cas 17184 B0 gder in

26 81,144,156, 157,190 " dje F&higkeit in Hormon-sezernierende Zellen
Zelltypen der drei embryonalen Keimblattern zu differenzieren > > >0 101 14414 "\Weitere
Marker, mittels derer Vorlduferzellen aus dem Pankreas isoliert wurden, sind
Zytokeratine, PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), B-Galaktosidase, Tyrosine
Hydroxilase, Glukose Transporter Typ 2 oder Neurogenin 3 ' 121127143160 Dja gnhand
der jeweiligen Marker isolierten Zellen konnten in vitro expandiert und in
unterschiedliche Zelltypen des Pankreas differenziert werden. Die zahlreichen Studien
Uber Zellen, die aus dem Pankreas isoliert wurden, deuten darauf hin, dass es
verschiedene pankreatische Stamm-/Vorlauferzellen gibt. Ob es eine Ubergeordnete
Stammzelle und einen entsprechenden spezifischen Marker im Pankreas gibt, ist bisher
unklar. Aufgrund der Differenzierung in die drei Keimblatter sowie des Oberflachen-

expressionsprofils, scheinen die pankreatischen Stammzellen mit Eigenschaften ahnlich

den mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark am potentesten zu sein.

Speicheldriisen-Stammzellen

Sdugetiere besitzen mit den Ohr-, Unterkiefer- und Unterzungenspeicheldriisen drei
groBe Speicheldrisen und zusatzlich noch mehrere kleine. Speicheldrisen sind exokrine
Drisen, die aus azindren Zellen, die den Speichel produzieren, und epithelialen
Gangzellen bestehen. Die Gangzellen entlassen den produzierten Speichel, welcher
Verdauungsenzyme enthalten kann, in den Mundraum. Wahrend der Embryogenese

entstehen die Speicheldriisen wie das Pankreas aus dem endodermalen Darmrohr.

Speicheldrisen-Stammzellen (SGSC) wurden bisher aus der Maus, der adulten und
neonatalen Ratte sowie dem Menschen isoliert. Wie bei den pankreatischen
Stammzellen fehlt allerdings auch hier ein Marker, der eine einheitliche Speicheldrisen-
Stammzelle definiert. Die isolierte Nager-Zellen wurden als hochproliferativ beschrieben
und differenzierten in hepatische und endokrin pankreatische Zelltypen "> %*. Humane

Vorlauferzellen aus der Ohr- und Unterkieferspeicheldrise konnten in endokrine

0 56, 136

pankreatische Richtung ®, oder in mesenchymale Richtung differenziert werden
oder zeigten ein Oberflachen-Expressionsprofil ahnlich dem mesenchymaler Stamm-
zellen aus dem Knochenmark % %1% Andere SGSC bildeten nach Injektion in Thymus-

aplastische Mause azinare Drisenstrukturen sowie das Verdauungsenzym Amylase '*.

1M1
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Nach einer Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich leiden Patienten durch die therapie-
bedingte irreversible Zerstérung der regenerationsunfahigen Speicheldrisen oft an einer
ausgepragten Mundtrockenheit. Die Eigenschaft von Speicheldrisen-Stammzellen,
Enzym sezernierende DrUsenstrukturen zu bilden, kénnte fir mogliche therapeutische

Anwendungen bei der Regeneration zerstorter Speicheldrisen hilfreich sein.

1.24 Embryonale Stammzellen versus adulte Stammazellen

Die Ergebnisse der verschiedenen Stammzellstudien der letzten Jahre zeigen die hohe
Potenz embryonaler und adulter Stammzellen. Sie unterscheiden sich aber anhand
wesentlicher Merkmale und Eigenschaften. Humane embryonale Stammzellen (hES),
isoliert aus Blastozysten, sind pluripotent, d. h. sie kdnnen in vitro in alle Zelltypen
differenzieren und sogar in Keimbahnzellen. Zur Unterdrickung ihrer stark aus-
gepragten spontanen Differenzierung missen sie mit murinen embryonalen Fibroblasten
kultiviert werden. Ungeachtet dessen treten bei ihrer Kultivierung spontan differenzierte
Zellbereiche auf, welche taglich beseitigt werden mussen. Werden humane embryonale
Stammzellen in Mause injiziert, transformieren sie und bilden maligne Tumore. Diese
Eigenschaft sowie die Immunvertraglichkeit durch ihre allogene Verwendung erschwert
die therapeutische Nutzung humaner embryonaler Stammzellen. Weiterhin sind hES
aufgrund der Co-Kultivierung mit MEF mit murinen Viren kontaminiert, was ebenfalls
ihre therapeutische Verwendung verhindert. Nicht zuletzt ist ihre Herkunft, die
menschliche Blastozyste, ethisch bedenklich und gesellschaftlich umstritten. Zur
Erforschung grundlegender Vorgange in Stammzellen wie z.B. der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung oder Differenzierungsprozesse stellen hES jedoch ein konkurrenzloses

Studienobjekt dar.

Im Gegensatz zu den hES kénnen adulte Stammzellen aus fast allen adulten Geweben
far autologe Therapien gewonnen werden und zeigen bisher kein malignes Verhalten
in vivo. lhr Differenzierungspotential in vitro variiert, abhangig vom Gewebe und den
Kultivierungsbedingungen von uni- bis pluripotent. Die meisten adulten Stammzellen
besitzen im Vergleich zu hES eine klrzere Lebenszeit in vitro '**. Die Kultivierung von
adulten Stammzellen erfolgt auf Polystyrol-Oberflachen, welche mit Proteinen, meist
Proteine der extrazellularen Matrix, beschichtet werden (Tab. 1). Da bisher aber keine

spezifischen Marker fur adulte Stammzellen bekannt sind, missen bei jeder Isolierung
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aus neuen Quellen (Geweben) mit neuen Isolierungs- oder neuen Kultivierungs-

methoden die Zellen ausfthrlich charakterisiert werden.

Durch die unterschiedliche Kultivierung der embryonalen und adulten Stammzellen ist
unklar, welche Eigenschaften der Zellen allein auf die Kultivierungsbedingungen zurlck-
zufUhren sind. Bei der Kultivierung der hES geben die MEF neben den Faktoren, die die

spontane Differenzierung unterdriicken, zusatzlich auch andere lebenswichtige Faktoren

ab.

Tab. 1 Eigenschaften humaner embryonaler und humaner adulter Stammzellen

Merkmale humane embryonale Stammzellen | humane adulte Stammzellen

Isolierung aus der inneren Zellmasse von aus vielen adulten Geweben
Blastozysten

Kultivierung Unterdrlckung der spontanen auf Polystyrol, teilweise mit Protein-

Differenzierung durch die Kultivierung
mit murinen embryonalen Fibroblasten,
Mediumzusatze: fétales Kalberserum

Beschichtungen,
Mediumzusatze: fotales Kalberserum,
teilweise Wachstumsfaktoren

Differenzierung

Spontane Differenzierung im
~embryoid body"”, Dissoziation des
~embryoid bodies”, Verstarkung der
spontanen Differenzierung durch
Kultivierung mit unterschiedlichen
Faktoren

Induktion der Differenzierung durch
Kultivierung mit unterschiedlichen
Faktoren

Potenz

pluripotent

uni- bis pluripotent

Marker

Oct-4 und Nanog, Telomeraseaktivitat

keine spezifischen Marker bekannt

Transformation

in vivo tumorinduzierend

keine Transformation in vivo

maogliche Verwendung

allogen

autolog

Die Frage nach der besseren Eignung der adulten oder embryonalen Stammzellen fur die
regenerativen Therapien oder das Tissue Engineering ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht zu
beantworten. Vorstellbar wdre aber der Einsatz beider, adulter und embryonaler
Stammzellen. So kénnten embryonale Stammzellen vorzugsweise in vitro differenziert
und beim Tissue Engineering eingesetzt werden, wahrend autologe adulte Stammzellen
eher fir die Injektion bevorzugt benutzt werden kdnnten, um geschadigte Gewebe
nach Verletzungen oder Krankheiten zu regenerieren "**. Im Unterschied zu den hES

wurden humane adulte Stammzellen bereits in ersten klinischen Studien verwendet.

13
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1.3 Regenerative Medizin und Tissue Engineering

Unser Korper verflgt Uber eine Vielzahl von verschiedenen Stamm- und Vorlauferzellen
und damit Uber ein erstaunlich hohes, aber trotzdem begrenztes Regenerations-
vermogen. So werden vor allem in stark beanspruchten Bereichen des Korpers wie der
Haut, dem Darm aber auch dem hamatopoetischen System, taglich viele Milliarden
funktionelle Zellen aus Stamm- und Vorldauferzellen neu gebildet. Andererseits gibt es
aber auch Gewebe wie den Gelenk-Knorpel, in dem keine, oder das Gehirn und das
Herz, in denen wenig Regeneration stattfindet. Verletzungsbedingte oder pathologische
funktionale Ausfalle in diesen Geweben fihren dementsprechend zu erheblichen

Einschrankungen des Betroffenen oder im Extremfall zum Tod.

Die Regenerative Medizin befasst sich mit dem Ersatz von geschadigten oder verloren
gegangenen Zellen, Geweben oder Organen. Dabei sind die Proliferationskapazitat
sowie das hohe Differenzierungspotential von Stammzellen hilfreich und fir viele

Ansatze in der Regenerativen Medizin sogar essentiell.

Dabei kénnen Stammzellen direkt in die geschadigte Region injiziert oder Gber das
BlutgefaBsystem verabreicht werden, um in die geschadigte Region zu gelangen. Dort
kdénnen die Stammzellen durch Proliferation, Differenzierung oder Zellfusion geschadigte
Zellen ersetzen, womit im optimalen Fall auch verloren gegangene Funktionen wieder-
erlangt werden. Diese Art der Zelltherapie wird im Fall von Infarkten (Herzinfarkt,
Schlaganfall) oder bei Leukamien durch die Knochenmarktransplantation angewandt.
Nach Herzinfarkten wurden in klinischen Studien vor allem Vorlduferzellen aus dem
Knochenmark (bone marrow plasma cells - BMPC) intrakoronar injiziert. So wurden in
der deutschen klinischen Studie (BOOST) innerhalb einer Woche nach einem Herzinfarkt
30 Patienten mit autologen BMPC behandelt, wahrend 30 Patienten mit herkémmlicher
Methode behandelt wurden. Nach 6 Monaten konnte mit Hilfe der Magnetresonanz-
tomographie in der mit BMPC behandelten Gruppe eine geringe, aber signifikante
Erhohung des Auswurfvolumens des linken Ventrikels festgestellt werden . Aufgrund
der Erhéhung des Auswurfvolumens in der Kontrollgruppe innerhalb der folgenden
12 Monate, konnte nach insgesamt 18 Monaten kein signifikanter Unterschied zwischen
der BMPC und der Kontrollgruppe festgestellt werden *°. Diese Ergebnisse deuten auf
eine schneller ablaufende Selbstheilung, z. B. durch die Abgabe bestimmter Faktoren
der BMPC, des Infarktbereichs in der BMPC behandelten Gruppe hin. Auch in anderen
klinischen Studien wie REPAIR AMI oder ASTAMI konnte keine Erhdéhung des
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Auswurfvolumens des linken Ventrikels festgestellt werden. Positive Auswirkungen der
BMPC Injektionen nach Herzinfarkt waren eine verringerte InfarktgroBe sowie eine

verbesserte Herzwandbewegung ”’.

Die Idee des Tissue Engineerings ist die Generierung von Kérperteilen und Organen
ex vivo. Dies reicht von der Herstellung artifizieller Herzklappen Uber die Konstruktion
von nasalem Knorpel bis zum kompletten Organersatz wie der Harnblase '/, Aufgrund
der alternden Gesellschaft erhoéht sich die Zahl degenerativen Krankheiten, womit das
Tissue Engineering in den Mittelpunkt der Regenerativen Medizin rickt. Eine dieser
degenerativen Erkrankungen ist die nicht therapierbare Osteoarthrose. Dabei waren
Patienten bisher meist auf ein kinstliches Ersatzgelenk angewiesen. Eine Alternative
bietet die Transplantation von Chondrozyten in den Gelenkbereich #*. Dabei wird
arthroskopisch autologer Knorpel entfernt, daraus werden Chondrozyten isoliert und
in vitro vermehrt. AnschlieBend werden die Chondrozyten in den erkrankten Knorpel
injiziert. Mit dieser Methode wurden seit 1987  bereits hunderte von Patienten
behandelt ?*. Das begrenzte Angebot an autologen Chondrozyten sowie die vielen
Komplikationen bei der Gewinnung des autologen Knorpels sind jedoch wesentliche
Nachteile dieser Methode. Deshalb koénnten Stammzellen mit ihrer hohen
Proliferationskapazitdt und Differenzierungspotential zur Regeneration des Knorpels
benutzt werden. Bisher konnte die Heilung von Knorpelschdden mit adulten

Stammzellen jedoch nur im Tiermodel gezeigt werden '*°.

Ahnliche Ansatze werden auch bei Krankheiten oder Verletzungen des Knochens
verfolgt. Ist der zu regenerierende Bereich im Knochen gréBer als die Regenerations-
fahigkeit der ansassigen Zellen, koénnen dreidimensionale Tragermaterialien wie
Hydroxyapatit oder Trikalziumphosphat, welche mit mesenchymalen Stammzellen
bewachsen sind, in den zu regenerierenden Bereich transplantiert werden (Abb. 4). Vor
Ort differenzieren die Stammzellen dann zu Osteoblasten, produzieren Proteine der

extrazelluldaren Matrix, sorgen flr deren Kalzifizierung und damit fir Knochenaufbau ".
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Abb. 4 Méglicher Einsatz von Stammzellen in der regenerativen Medizin

Beispielhaft und schematisch ist eine mdgliche Anwendung von adulten Stammzellen bei der
Regeneration von Knochen dargestellt. Nach der Isolierung und der Expansion der Stammzellen werden
diese auf einer Matrix in die geschaddigte Region gebracht. Dort differenzieren die Stammzellen zu
Osteoblasten und regenerieren den geschadigten Knochen. Nach Bianco et al. 2001 ™.

14 Gerichtete Differenzierung

1.4.1 Fettgewebe und adipogene Differenzierung

Nahezu alle Lebewesen, einschlieBlich Pflanzen, Tieren aber auch Hefen und
Prokaryonten, speichern neutrale Lipide in Form von Lipidtropfen. Da Lipidtropfen eine
Rolle bei der Membransynthese, im Cholesterinmetabolismus, dem Lipidtransport und
dem Energiehaushalt zukommt, kommen Lipidtropfen in den meisten Zellen zu einem
bestimmten Zeitpunkt ihrer Entwicklung vor. Beim Menschen haben Fehlfunktionen bei
der Lipidspeicherung Krankheiten wie Fettleber, Fettleibigkeit, Arteriosklerose und
Diabetes Typ 2 zur Folge. Zelltypen, in denen Lipidspeicherung eine herausragende Rolle
spielt, sind Hepatozyten in der Leber, Enterozyten im Darm, Adipozyten im Fettgewebe
und Steroid-bildende Zellen in Ovarien, Hoden und der Nebenniere. Lipidtropfen
bestehen aus einem Kern neutraler Lipide, umgeben von einem Monolayer aus

Phospholipiden, welche mit membranstandigen Proteinen durchzogen sind ''®.
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In den Adipozyten des Fettgewebes dient die Lipidspeicherung vor allem der
Langzeitspeicherung von Energie. Dabei wird zwischen weiBem und braunem
Fettgewebe unterschieden. Braunes Fettgewebe dient neugeborenen Saugetieren und
Winterschlafern zur Thermogenese, wahrend weiBBes Fettgewebe als Energiespeicher
dient. Die Entstehung von weiBBem Fettgewebe beginnt beim Menschen bereits vor der
Geburt. Direkt nach der Geburt beginnt dessen Expansion durch Zunahme des

Volumens und der Anzahl der Adipozyten *

. Ohne den genauen entwicklungs-
biologischen Ursprung der Adipozyten zu kennen, wird angenommen, dass die
Adipozyten-Linie von embryonalen Stammzellvorldaufern mit der Kapazitat in die
mesodermalen Zelltypen Adipozyten, Chondrozyten, Osteoblasten und Myozyten zu

differenzieren, abstammen ©°

. Durch die Erkenntnisse, dass Adipozyten des weiB3en
Fettgewebes Faktoren sezernieren, welche bei der Immunantwort, GefaBkrankheiten
und Appetit-Regulation beteiligt sind, wird die Rolle des weiBen Fettgewebes komplexer

und dynamischer.

In vitro erfolgte die Studie der zelluldren und molekularen Mechanismen der adipogenen
Differenzierung vor allem an Kulturen von Praadipozyten, wie z. B. den aus murinen
embryonalen Fibroblasten entstandenen 3T3-L1-Zellen " *®. Dazu wurde eine Vielzahl
von Protokollen mit unterschiedlichen Mediumzusatzen entwickelt. Die Haupt-
indikatoren der adipogenen Differenzierung sind Glukokortikoide wie das kunstliche
Dexamethason, IBMX (Isomethylbutylxantin), ein Phosphodiesterase Inhibitor, IGF-1
(insulin-like growth factor) und Insulin. Wobei Dexamethason den Transkriptionsfaktor
C/EBP-B (CCAAT/enhancer binding protein B) aktiviert und IBMX die Phosphodiesterase
inhibiert, was zu einer Erhdhung von intrazelluldrem cAMP fahrt und ebenfalls zur
Aktivierung von C/EBP-6. C/EBP-B und -8 aktivieren ihrerseits C/EBP-a. und PPAR-y
(peroxisome proliferator-activated receptor y). C/EBP-a und PPAR-y beeinflussen den
Wachstumsstillstand der Praadipozyten, der Vorraussetzung fur die Differenzierung zu
reifen Adipozyten ist * '®°. Weiterhin aktivieren diese Transkriptionsfaktoren Adipozyten-
spezifische Gene und dienen gleichzeitig als frthe Marker der adipogenen
Differenzierung. Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor |6st mehrere Kinase-
Kaskaden, eine Serie von Phosphorylierungen aus und fuhrt zur Aufnahme von Glukose
in die Zelle (Abb. 5).

In der frhen Adipozytendifferenzierung werden Lipidtropfen vom endoplasmatischen

Retikulum abgeschnirt. Lipidtropfen sind Triglyzeridkorper, welche an der Oberflache
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von dem Protein ADRP (adipose differentiation-related protein) umgeben sind 2.
Wahrend der weiteren Differenzierung wird ADRP durch Perilipin ersetzt *°. Dabei
Ubernimmt Perilipin mehrere Funktionen. Perilipin spielt zum einen eine Rolle bei der
Lipidtropfen Entstehung, regelt aber auch die Lipolyse. Als umhullende Schicht schitzt
Perilipin die Lipidtropfen vor Lipolyse, kann aber nach hormoneller Aktivierung zur
Lipidmobilisierung, Lipasen den Zugang zu den Triglyzeriden erlauben. Im Laufe der
weiteren adipogenen Differenzierung vereinigen sich die Lipidtropfen und kénnen
dadurch eine GréBe von 100 pym erreichen . Damit dient Perilipin zusammen mit dem
Fettsdure-bindenden aP2 (adipocyte protein 2) als Marker der spaten adipogenen

Differenzierung > '°.

A Preadipocyte B Adipocyte

Insulin

Secreted Factors:
adiponectin
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..........
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& »
TcA MFf_..f Al )1y~ PPARY ‘\h
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Abb. 5 Regulation der Adipogenese

Mit den Zusatzen IBMX, Dexamethason und Insulin kénnen Stammzellen oder Praadipozyten zur
adipogenen Differenzierung stimuliert werden. Dabei erhéht IBMX, als Phosphodiesterase Inhibitor, den
intrazelluldren cAMP Spiegel, Dexamethason bindet an den Glukokortikoid-Rezeptor und Insulin an den
Insulin Rezeptor, wodurch die Transkriptionsfaktoren fir Adipozyten-spezifische Gene, wie PPARy und
C/EBP Familie, aktiviert werden (A). Diese Adipozyten-spezifischen Gene codieren sezernierte Faktoren,
Insulin Rezeptoren und Proteine welche, bei der Synthese und Bindung von Fettsdauren beteiligt sind. Von
Chemicon International, www.millipore.com.

1.4.2 Knorpel und chondrogene Differenzierung

Knorpelgewebe zeichnet sich durch seine hohe Druck- und Biegungselastizitat aus und
bildet zusammen mit Knochen eine besondere Form des Bindegewebes, das
Statzgewebe. Knorpel besteht aus Chondrozyten und der wassereinlagernden
Interzellularsubstanz (extrazelluldre Matrix). Die extrazellulare Matrix setzt sich aus einem
Netzwerk von Kollagen zusammen, in das Proteoglykan-Aggregate eingelagert sind. Die
Proteoglykane bilden das Kernprotein, an welchem federartig Glykosaminoglykane wie

Chondroitinsulfat, Heparinsulfat und Keratansulfat kovalent gebunden sind. Hunderte
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dieser Strukturen sind Uber Verbindungs-Proteine ebenfalls federartig an Hyaluronsaure
gekoppelt und bilden zusammen Aggregate, die bis zu 5 pm lang werden kdnnen
(Abb. 6).

Proteoglykan
:/'
= - }_é Chondroitin-
< 2 sulfat
Keratansulfat 4 o
- r ,++ Verbindungs-
. [ Y » o Protein
Hyaluron- . = =

saure &\

Abb. 6 Aufbau eines Proteoglykan Aggregats
Schematische Darstellung eines Proteoglykan-Aggregats der extrazelluldren Matrix. Proteoglykane bilden

zusammen  mit  Glykosaminoglykanen  (Chondroitinsulfat, Heparinsulfat ~oder  Keratansulfat)
Untereinheiten, welche Uber Verbindungs-Proteine an ein zentrales Hyaluronsaure-Filament gebunden
sind. Aus Buckwalter et al. 1983 2°.

Generell wird anhand der Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix zwischen
elastischem Knorpel, Faserknorpel und hyalinem Knorpel unterschieden. Der elastische
Knorpel besitzt wenig Kollagen und zusatzlich noch elastische Fasern in Form von
Netzen. Er kommt z. B. in der Ohrmuschel vor. Der in Zwischenwirbelscheiben oder in
Gelenkzwischenscheiben vorkommende Faserknorpel enthalt wenig Proteoglykane, viele
Kollagenfasern und ist somit weniger elastisch als die anderen beiden Formen. Die
haufigste Knorpelart ist der als Gelenkknorpel, Rippenknorpel sowie als Knorpelgewebe
des Atemtrakts vorkommende hyaline Knorpel. Er besteht aus einer homogenen Matrix,

in die Kollagen Typ 2-Fibrillen eingelagert sind.

Wahrend der Embryonalentwicklung entstehen Chondrozyten aus Chondroblasten und
diese aus dicht zusammengerickten Mesenchymzellen. Dies sind die gleichen
mesenchymalen Vorldufer, aus denen auch Osteoblasten, Adipozyten und Myozyten
entstehen. Durch das Ausscheiden der extrazelluldren Matrix riicken die Chondrozyten
in kleinen Gruppen auseinander, der Knorpel wachst interstiziell. Spater, beim

Erwachsenen, wachst der Knorpel nur noch appositionell, also von seiner Oberflédche
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dem zellreichen Perichondrium aus. Das Perichondrium umgibt den Knorpel, ist gefaB3-
und nervenreich und sorgt Gber Diffusion fir die Ernahrung des Knorpels. Da es
Gelenkknorpel an Perichondrium fehlt, kann dieser nicht neu gebildet werden und seine
Erndhrung erfolgt durch die GelenkflUssigkeit. Knorpel erfahrt wahrend des ganzen
Lebens einen sehr langsamen Umbau, bei dem Chondrozyten resorptiv wie auch

sekretorisch aktiv sind.

Die transkriptionellen Mechanismen, welche die chondrogene Differenzierung
regulieren, sind nicht vollstandig bekannt. Zwei chondrozyten-spezifische Transkriptions-
faktoren konnten bisher identifiziert werden: SOX9 (sex determining region Y-box 9),
ein Mitglied der SOX-Familie, und Scleraxis, ein Mitglied der “basic Helix-Loop-Helix" -

Transkriptionsfaktoren ' %

SOX9 reqguliert Kollagen Typ 2, das meistverbreitete
Kollagen im Knorpel und verstarkt die Enhancer/Promotor-Aktivitat von Aggrekan, das
am haufigsten vorkommende Proteoglykan im Knorpel '*°. Die SOX9-Expression

wiederum wird von Dexamethason, dem synthetischen Glykokortikoid, verstarkt '’

In vitro fordern die zellulare Kondensation (Pelletkulturen), in Kombination mit
Wachstumsfaktoren wie TGF-B und Hormonen wie Dexamethason die chondrogene
Differenzierung. Weitere Faktoren, welche bei der Chondrogenese unterstitzend wirken
sind L-Ascorbinsaure, das die Proteoglykan Synthese erhéht oder der Serumersatz ITS
(Insulin, Transferrin, Selenit), der die Proliferation erhéht. Insgesamt kommt es bei der
Chondrogenese darauf an, ein Gleichgewicht zwischen Zellwachstum und der Synthese

der extrazelluldren Matrix-Proteine zu schaffen 3.

Alle drei Isoformen von TGF-B induzieren die Chondrogenese in humanen
mesenchymalen Stammzellen. TGF-B2 und TGF-B3 sind allerdings effektiver als TGF-B1,
da sie fur eine schnellere und starkere Einlagerung von Glykosaminoglykanen und
Kollagen Typ 2 sorgen 8. Bei der In-vitro-Chondrogenese werden weitere Proteine der
extrazelluldren Matrix des Knorpelgewebes hochreguliert. Dazu gehéren Versican,
Fibromodulin, Aggrekan, Decorin, Biglykan und das Link Protein, die zusammen mit

Kollagen Typ 2 als chondrogene Marker dienen &,

1.4.3 Knochen und osteogene Differenzierung

Der Korper aller Wirbeltiere wird durch ein Skelett aus Knochen gestitzt. Knochen
bestehen aus Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten und der Interzellularsubstanz

(extrazelluldre Matrix). Diese Zellen produzieren und regulieren die Zusammensetzung
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der extrazellularen Matrix. Aufgrund deren Anordnung kénnen Geflechtknochen von
den haufiger vorkommenden Lamellenknochen unterschieden werden. Die Osteozyten
liegen mit ihren langen Fortsatzen in Knochenhodhlen der extrazellularen Matrix, deren
Kollagenfasern durch anorganische Hydroxyapatitkristalle vernetzt sind und damit zur
Festigkeit des Knochens beitragen. Die Fortsatze der Osteozyten sorgen fir den Kontakt
zu den BlutgefaBen und ermdéglichen damit einen Nahrstoff- und Sauerstoffaustausch.
Knochen sind plastisch, d.h. sie unterliegen einem standigen Abbau durch
phagozytierende Osteoklasten und Wiederaufbau durch Osteoblasten. Dabei
sezernieren Osteoblasten die organischen Anteile, die Kollagenfasern und andere
Proteine. Die Knochen bestehen etwa zu 50 % aus Mineralien, zu je 25 % aus Wasser
und organischer Substanz. Der Hauptanteil der Mineralien sind Kalziumverbindungen
wie Kalziumphosphat (Kalzium-Hydroxylapatit, Kalzium-Carbonatapatit) und Kalzium-

karbonat. Die organische Substanz besteht zum groBen Teil aus Kollagen.

Knochen entsteht entweder durch desmale oder durch chondrale Ossifikation. Zu
Beginn der desmalen Ossifikation verdichtet sich das Mesenchym, wobei Mesenchym-
zellen durch VergréBerung in Knochenvorlauferzellen umgewandelt werden. Nach
weiterer ZellvergroBerung, bedingt durch Vermehrung der Zellorganellen und der
Ausbildung von Fortsdtzen entstehen daraus Osteoblasten. Diese bilden das Osteoid,
eine homogene Grundsubstanz, in die Kollagenfibrillen eingelagert werden. Spéter
geben die Osteoblasten Matrixvesikel ab, welche sich auf den Kollagenfasern anlagern
und kristallisieren. Dieses verkalkte, faserreiche Bindegewebe wird als Geflechtknochen

bezeichnet. Desmale Ossifikation findet bei platten Knochen z. B. im Schadel statt.

Die chondrale Ossifikation, welche typisch fur die Entwicklung von Lamellenknochen ist,
geht hingegen von einer Knorpelmatrize aus und kann mit den Teilvorgangen
perichondrale und enchondrale Ossifikation beschrieben werden. Die perichondrale
Ossifikation findet im Bereich der Diaphyse statt. Aus der Knorpelmatrize entsteht, wie
bei der desmalen Ossifikation ein Geflechtknochen. Die enchondrale Ossifikation findet
dann in dem Bereich zwischen Diaphyse und Epiphyse statt. Diese wird als Umbauzone,
Wachstumsfuge oder Metaphyse bezeichnet und lasst sich von der Epiphyse her in vier
Zonen gliedern. Auf die aus hyalinem Knorpel bestehende Reservezone folgt die
Proliferationszone. Darauf folgt die Reifungszone, in der Blasenknorpel vorliegt. In der

anschlieBenden Verkndcherungszone kommt es zu Kalkablagerungen in den von
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Osteoblasten gebildeten Geflechtknochen. Die Raume zwischen den Knochenbalckchen

werden von BlutgeféaBen und Mesenchym ausgefllt (Abb. 7).
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Abb. 7 Knochenaufbau mit Wachstumszone und enchondrale Verknécherung
Schematische Darstellung eines Langsschnitts durch einen Lamellenknochen von Wirbeltieren. In der

Diaphyse hat bereits Knochen den Knorpel ersetzt. Zwischen Epiphyse und Diaphyse befindet sich die
knorpelige Wachstumszone, an der weiterhin Knochen hinzugefigt wird. Aus Wolpert 1999 '7¢.

Wahrend der Knochenbildung findet also eine Differenzierung von Stammzellen, Uber
verschiedene Vorlauferstadien, bis hin zu den knochenbildenden Osteoblasten statt
(Abb. 8). Die transkriptionelle Kontrolle dieser Vorgange ist kaum verstanden. Eine
zentrale Rolle nimmt dabei der Transkriptionsfaktor Cbfa1 (core binding factor alpha 1)
ein. Cbfal steuert wahrscheinlich das komplexe Zusammenspiel von Genregulation,
Einfluss von Hormonen und der Extrazelluldren Matrix sowie das Zellwachstum. Der
Transkriptionsfaktor Cbfa1 ist Teil der Transkriptorenfamilie Runx/Cbfa/Aml/PEBPaa und
besitzt eine Runt DNA-Bindestelle. Er ist essentiell fir die Knochenbildung in vivo und
reguliert auch die Osteoblasten-Differenzierung. Die genaue Rolle von Cbfal im
multifaktoriellen osteogenen Signalweg ist bisher unklar. Allerdings zeigen Cbfa1-
defiziente Mause keine Knochenbildung und unreife Osteoblasten ohne Osteopontin-
und Osteocalcin-Produktion, was die essentielle Rolle von Cbfal in der Osteogenese

hervorhebt. Osteocalcin ist wahrend der spaten Knochenbildung stark exprimiert und

22



Einleitung

aufgrund der Cbfa1 Bindestellen in seiner Promotorregion wird ein Einfluss von Cbfa'
auf Osteocalcin vermutet. Der Ablauf der osteogenen Differenzierung wird von
Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie (transforming growth factor-8) wie BMP-2 (bone
morphogenic protein 2) und TGF-B1, Steroidhormonen wie Dexamethason, 1a,25-

Dihydroxy-Vitamin D, und Ostrogenen beeinflusst *" . Vor allen den BMPs wird die

Fahigkeit zur Induktion der osteogenen Differenzierung zugesprochen > ',
: Matrix :

Proliferation : Entwicklung Mineralisierung

L S
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Stammzelle Vorlaufer Oste@:blast Osteoblast Osteoblast Osteozyt

Abb. 8 Verlauf der osteogenen Differenzierung

Die multipotente Stammzelle verliert auf ihrem osteogenen Differenzierungsweg an Potenzial zur
Selbsterneuerung und differenziert dabei zum Osteozyten. Nach Owen et al. 1990 '#°.

1.5 Transforming Growth Factor-B-Signalweg

Die “Transforming Growth Factor-B”-Familie (TGF-B) setzt sich aus multiplen Formen
von Peptiden meist in Form von Wachstumsfaktoren zusammen, welche viele Zellen des
K&rpers beeinflussen. Abhangig vom zelluldren Kontext kann TGF-B die Proliferation der
Zelle, deren Differenzierung oder die Synthese der extrazellularen Matrix beeinflussen.
So kann TGF-B die Synthese von Kollagen induzieren, als Suppressor der T- und B-
Lymphozyten-Aktivitat wirken, ein chemotaktisches Agens fir Monozyten/Makrophagen
sein, oder mitogen auf Osteoblasten wirken. Eine wichtige Rolle nimmt TGF-B auch
wahrend der Embryonalentwicklung der Sauger, vor allem bei der Chondrogenese,

ein "
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Abb. 9 TGF-B Signalweg
Die Bindung des Liganden (TGF-B, BMP) fuhrt zur Dimerisierung des Rezeptors Typ 2 und Typ 1 und

dessen Phosphorylierung. Nach Phosphorylierung der RSMADs (SMAD2/3 oder SMAD1/5/8) kommt es zu
einer Konformationsanderung, wodurch die RSMADs frei werden, mit SMAD4 komplexieren und im Kern
die Transkription beeinflussen. Je nach Ligand findet die Vermittlung tber SMAD2/3 (TGF-B) oder Uber
SMAD1/5/8 (BMP) statt. Aus ten Dijke P. und Arthur H.M. 2007 ',

Der Prozess des TGF-B3-Signalwegs beginnt mit der Bindung eines Liganden (BMP, GDNF,
AMH, Aktivin, Nodal, TGF-B) an den Typ 2-Rezeptor, eine Serin/Threonin-Rezeptor-
Kinase, welche die Phosphorylierung des Typ 1-Rezeptors katalysiert. Der Typ 1-Rezeptor
phosphoryliert Rezeptor-regulierte SMADs (R-SMADs), welche mit Hilfe von SARA an
den Typ 1-Rezeptor binden. Durch die Phosphorylierung kommt es zu einer
Konformationsanderung, wodurch sich R-SMAD vom Rezeptor/SARA-Komplex [6st.
Aufgrund der hohen Affinitat zu coSMAD bilden R-SMAD und coSMAD einen Komplex
miteinander. Der phosphorylierte R-SMAD/coSMAD-Komplex dringt in den Zellkern ein,
wo er an Transkriptionsfaktoren oder Cofaktoren bindet und die Transkription von

chondrogenen und osteogenen Genen beeinflusst (Abb. 9).

Es gibt zwei intrazelluldre Signalwege, an denen R-SMADs beteiligt sind. Die Liganden
TGF-B, Activin, Nodal und einige GDF werden Uber SMAD2/3 vermittelt, wahrend BMP,
AMH und einige GDF SMAD1/5/9 vermittelt sind.
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1.6 Zellulare Seneszenz

Das Altern eines Organismus ist ein irreversibler Prozess, dies gilt auch fir einzelne
Zellen. Die dem Gewebeerhalt dienenden adulten Stammzellen bewirken durch ihren
altersabhdngigen Rickgang in der Replikation das Altern des Organismus. Wir altern
also, weil unsere Stammzellen aufgrund intrinsischer Faktoren wie DNA-Schaden,
aufgrund extrinsischer, umweltbedingter und stochastischer Faktoren altern. Adulte
Stammzellen befinden sich im Gewebe in einem Ruhezustand. Sie kénnen aber mittels
extrazellularer Signale in den Zellzyklus zurlckkehren. Dann teilen sie sich asymetrisch in
eine Stammzelle, die wieder in den Ruhezustand zuriickkehrt und in eine Vorlauferzelle,
die Uber mehrere Zellzyklen somatische Zellen erzeugt. Dieses hierarchische
Differenzierungsschema dient dem Gewebeerhalt durch die Produktion hoher
somatischer Zellzahlen aus einer einzelnen Stammzelle. Dies ist in Bereichen mit einem
hohen Zelldurchsatz wie dem Knochenmark oder dem Darm auch nétig. Gleichzeitig
schutzt diese Strategie die Stammzelle vor Schaden hoher replikativer Aktivitat. Da
adulte Stammzellen in ihrem Ruhestadium kaum metabolisch aktiv sind, werden sie
auch nicht von den metabolischen Nebenprodukten wie ROS (reactive oxygen species)
geschadigt. Um ihre genomische Integritat aufrecht zu erhalten, verfigen adulte
Stammpzellen Gber multiple Mechanismen. Treten Mutationen auf, verhindern potente
Tumorsupressor-Mechanismen wie Seneszenz und Apoptose die Weitergabe des
malignen Potentials durch limitierte replikative Expansion. Diese Tumorsupressor-
Mechanismen fuhren zu Stammzellarrest, Stammzellverlust und damit zum Altern eines
Organismus. Zelluldare Seneszenz beschreibt den postmitotischen Zustand (Wachstums-
Arrest) von metabolisch verdnderten, aber aktiven Zellen. Dabei kann zwischen
telomerunabhangiger, durch akuten Stress induzierte pramature Seneszenz und der
telomerabhangigen Seneszenz wie z.B. der replikativen Seneszenz unterschieden
werden.

Das Ergrauen von Haaren zum Beispiel, resultiert aus der Abnahme von Melanozyten-

Stammzellen '%°

. Die Proliferation der Insulin-produzierenden B-Zellen der Langer-
hanschen Inseln im Pankreas nimmt ebenfalls im Alter ab und tragt damit, zumindest zu
einem Teil, zur Erkrankung Diabetes mellitus Typ 2 bei. Dies steht im Gegensatz zu der
bisherigen Annahme, dass Diabetes mellitus Typ 2 eine metabolische Krankheit ist, bei
der die altersbedingte Unfahigkeit der Muskel-, Fett- und Leberzellen auf Insulin zu

reagieren die Ursache darstellt . Unklar bleibt dabei, welcher Teil des Pankreas altert.
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Ist es die B-Zelle selbst, oder eine mdgliche pankreatische Stammzelle, oder ein anderes

Gewebe, welches die B-Zell-Proliferation beeinflusst '*°.
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Abb. 10 Verdnderung in Stammzellen und ihre Folgen
Mutagene Ereignisse kdnnen zu Transformation, Seneszenz, Apoptose und Fehlfunktionen fiihren. Dabei

kdnnen Mutationen des Proto-Onkogens RAS und des Tumorsupressors p53 zu Transformation der
Stammzellen und damit zu Krebs fuhren. Telomerverkirzungen kénnen zu Seneszenz und unreparierte
Doppelstrangbriiche (DSB) zu Apoptose fihren. Der Verlust des Y-Chromosoms oder des langen Arms des
Chromosoms 5 fuhrt zu Fehlfunktionen in hdmatopoetischen Stammzellen und z.B. zum
Myelodysplastisches Syndrom (MDS). Nach Sharpless und DePinho 2007 .

Obwohl verschiedene Mechanismen, mit denen zelluldres Altern erklart werden soll,
diskutiert werden, beweisen verschiedene unabhangige Studien, dass DNA-Schaden zur
Aktivierung von Tumorsuppressor-Mechanismen wie Seneszenz fihren und damit
Stammzellfunktionen im Alter reduzieren ®* . Die Expression von Seneszenz Markern
wie SA-B-Galaktosidase und p16 nehmen mit dem Alter in vielen Geweben

verschiedener Sauger-Arten zu .

DNA st tdglich spontanen und extrinsischen
schadigenden Ereignissen ausgesetzt und trotz einer exzellenten Reparaturkapazitat
kénnen DNA-Schadigungen auftreten. Nicht reparierte oder ungenau reparierte
genomische Schaden akkumulieren Gber die Zeit im Stammzellkompartiment. Ab einem
gewissen Punkt stéren die angereicherten Schaden die normale Stammzellbiologie und
bringen Stammzellen zur Transformation, Seneszenz, Apoptose oder Fehlfunktion (Abb.
10). Dies hat den Verlust zur Fahigkeit Nachkommen zu erzeugen (Proliferation) oder die
Beeintrachtigung des Differenzierungpotentials zur Folge. Auf Dauer kénnen aufgrund
dieser Fehlfunktionen die Stammzellkompartimente ihre regenerativen Aufgaben im

Gewebe nicht mehr Gbernehmen und verlieren dadurch ihre selbstregulierenden
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Funktionen, was zu Gewebeschaden bzw. deren Funktionsverlust fiihrt. Wenn DNA-
Schaden ausgeldst durch Onkogene, akkumulieren, flhrt die Selbsterneuerung dieser
Zellen zur Selektion von Populationen mit diesen Schaden und damit zu Krebs. Deshalb
kénnen beide Prozesse, Altern und Krebs als Folge akkumulierter DNA-Schaden in

selbsterneuernden Kompartimenten betrachtet werden.

Eine spezielle Form von DNA-Schaden stellt die Telomerverkiirzung dar. Die Telomere
mit der repetitiven TTAGGG-Sequenz und den assoziierten Proteinen schitzen die
Chromosomenenden vor Degradierung. Humane Telomere sind ca. 10-15 kb lang. Der
Verlust von TTAGGG-Wiederholungen wahrend der Zellteilung auf Grund unvoll-
standiger Replikation der linearen Chromosomen durch die DNA-Polymerase, wird ,,End-
Replikations-Problem” genannt. In der Abwesenheit addquater Telomeraseaktivitat
erfolgt die Telomerverkirzung unaufhaltsam bei jeder Zellteilung, eventuell um eine
Veranderung in der Telomerstruktur anzustoBen, welche von der Zelle als DNA-
Dopplestrang-Bruch  wahrgenommen wird '°. Wie auch immer, da kritische
Telomerlangen zu Chromosomen-Instabilitat und Verlust der Zellviabilitat fthren, wird
die Verklrzung von Telomeren als einer der molekularen Mechanismen des Alterns
angesehen (Abb. 11). Dies kann durch die Aktivitat des Enzyms Telomerase, eine reverse
Transkriptase, welche von den Genen TERT (telomerase reverse transcriptase) und TERC
(telomerase RNA component) kodiert wird und TTAGGG-Sequenzen an Chromosom-

0. Wahrend der Embryogenese wird das Enzym

enden anflgt, verhindert werden
Telomerase exprimiert und bleibt in Keimbahnzellen, Lymphozyten und frihen Stamm-
zellen aktiv. Somatische Zellen sind aufgrund der nicht vorhandenen Telomerase-
expression, daraus resultierende Telomerverklrzung und replikativer Seneszenz auf
wenige Populationsverdopplungen beschrankt. Hingegen exprimieren die meisten

Krebszellen in hohem MaBe Telomerase.

Anti-Krebs-Mechanismen wie Seneszenz und Apoptose, welche auf Telomerverkirzung,
der Aktivierung der Tumorsupressoren p53 und p16 beruhen, scheinen zellulares Altern
zu fordern. Man kann Altern also als Folge einer Ansammlung von Schaden in unseren
Stammzellen betrachten, die seneszent oder apoptotisch werden, um nicht Krebs
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auszulésen '*. Durch den daraus folgenden Verlust von Stammzellen ist aber die

Fahigkeit des Korpers zur Selbsterneuerung eingeschrankt und altert.
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Abb. 11 Telomerhypothese des zellularen Alterns und der Immortalisierung

Telomerase-positive Zellen, wie Keimbahnzellen kédnnen ihre Telomere aufrechterhalten, wahrend sich die
Telomere Telomerase-negativer somatischer Zellen mit jeder Zellteilung verklrzen. Bei einer kritischen
Lange durchlaufen sie die Seneszenz. Durch Aktivierung der Telomerase in somatischen Zellen kénnen
diese zu immortalen (Tumor-) Zellen transformieren. Nach Harley et al. 1992 .

1.7 Stand der Zellkultur

Die gegenwartige Zellkultur unter aseptischen Bedingungen und mit zelltypspezifischen
Medien gibt es erst seit Mitte des letzten Jahrhunderts. Sie hat sich seitdem zu der am
weitesten verbreiteten Ersatztechnik fur Tierversuche entwickelt und dient als vielseitiges
Werkzeug fur die zellbasierte Forschung. Das Verstandnis, dass durch die Erforschung
grundlegender Vorgange in der Zelle oder im Zellverband in vitro erlangt wird, hat
weitreichende Folgen fur die Medizin, z. B. bei der Medikamentenentwicklung und bei

dem Verstandnis von Krankheiten ™.

Historisch betrachtet sorgten bereits 1840 Schleich und Schwan mit der Zelltheorie fir
die Grundlage der Zell- und Entwicklungsbiologie. Bis dahin war die verbreitete
Vorstellung bestimmt durch die Praformisten, die davon ausgingen, dass der gesamte
Organismus bereits im Spermium oder der Eizelle vorgebildet sei. 1881 vertrat der
deutsche Biologe August Weismann die These, dass der Tod deshalb stattfindet, weil ein
.abgenutztes Gewebe” sich nicht selbst erneuern kann, die Selbsterneuerung also
begrenzt sei. Seine Uberlegungen waren dabei erstaunlich nahe an der heute allgemein

akzeptierten Meinung, dass zelluldres Altern (der Stammzellen) zum Altern des
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Organismus ~ fuhrt.  Weismanns Uberlegungen gerieten aber in Vergessenheit.
Jahrzehntelang war man der Auffassung, dass, wie von Carrel 1912 postuliert, Zellen in

Kultur unbegrenzt teilungsfahig sind 2.

Nach den ersten Zellkulturversuchen in Salzlésungen (Roux 1885), gelang es Harrison
1907 tierische Gewebestlcke in vitro zu kultivieren, allerdings nicht in Medium, sondern
in Lymphe. Durch Flemings Erfindung des Penizillins und die Entwicklung komplexer
Kulturmedien in den 1940er Jahren durch Earle, Hanks, Eagle, Dulbecco und Ham war
der Weg geebnet flr die Kultivierung der ersten humanen Zelllinie. Otto Gey isolierte
1952 Zellen aus einem Zervixkarzinom und generierte daraus die erste menschliche
Zelllinie (HeLa), die bis heute weltweit kultiviert wird.

Erst 1961 widerlegten Leonard Hayflick und Paul Moorhead Carels Theorie (von 1912)

¢ Sie entdecken, dass Zellen nach

der unbegrenzten Replikationsfahigkeit in vitro
spatestens 50 Verdopplungen in vitro sterben (Hayflick-Limit) ®’. Elizabeth Blackburn
entdeckte 1978 die Telomere und 1985 die Telomerase ' ®'. Und 1990 zeigte Calvin
Harley, dass sich die Telomere somatischer Zellen verkirzen und damit zum Haflick-Limit
fuhren ®. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass das Verkirzen der Telomere von
Stammzellen auch in vivo stattfindet, zum Altern der Zellen und schlieBlich auch zum

Altern des Organismus beitragt.

Die heutzutage benutzten zellspezifischen Kulturmedien beruhen auf den in den
40er Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelten Minimal- und Basalmedien. Die
Nahrmedien sind so beschaffen, dass es den Zellen Wachstum, Proliferation und
Differenzierung sowie die Austbung typischer Zellfunktionen ermdglicht. Sie enthalten
unterschiedliche Konzentrationen von Aminosauren, Glukose, Vitaminen, anorganischen
Salzen, zusatzlich Puffersysteme und pH-Indikatoren. Allerdings ist man bei ihrer
Verwendung auf einen Zusatz von Serum angewiesen. Der Anteil von Tierserum, meist
fotales Kalberserum (FKS), macht 3 - 25 % des Mediumanteils aus und ist essentiell z. B.
far die Aufrechterhaltung der Proliferation der Zellen in vitro. Die genaue
Zusammensetzung des Serums ist jedoch nicht bekannt und unterliegt groBen

Schwankungen.

Der Einsatz von tierischem Serum in der Zellkultur birgt auch die dauerhafte Gefahr der
Kontamination mit Mykoplasmen oder Viren. Durch die Nutzung serumfreier

Kulturmedien koénnten diese Probleme umgangen werden. Deshalb wird seit
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Jahrzehnten an der Entwicklung serumfreier Medien gearbeitet. Bisher kénnen aber
lediglich bestimmte Zelltypen ohne Einschrankungen serumfrei kultiviert werden. Fir die
Generierung eines synthetischen Serumersatzes musste die genaue Zusammensetzung
des Tierserums bekannt sein. Zwar enthdlt synthetisch erzeugter Serumersatz die
wichtigen Bestandteile wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Adhé&sionsmolekiile,
Zytokine, Aminosduren, Proteine und Vitamine, zusatzlich scheinen aber noch andere
Faktoren im FKS enthalten zu sein, ohne die der Serumersatz keine breite Anwendung

bei der In-vitro-Kultivierung findet.

Die gegenwartige Technologie der zweidimensionalen In-vitro-Kultivierung von Zellen in
Flaschen und Platten berUcksichtigt nur unzureichend definierte Zellnachbarschaften
und ist durch die technischen Randbedingungen der Flache limitiert und dominiert. Im
Wesentlichen dient sie dem Erhalt und der Vermehrung von Zellen auBerhalb des
Organismus. Um jedoch spezifische Eigenschaften von Zellen zu erhalten, mussen die
Plastikoberflachen mit Gelatine oder Proteinen der extrazelluldren Matrix beschichtet
werden. Um jedoch Gewebe oder Gewebe-ahnliche Strukturen in vitro zu generieren,
wie es z.B. fur das Tissue Engineering mit Stammzellen versucht wird, bedarf es
komplexerer Zellkultursysteme. Eine mogliche Alternative kdnnte eine dreidimensionale
Kultivierungsmethode sein, die Zellnachbarschaften berticksichtigt und daher eher den
physiologischen Zustanden in vivo entspricht. Ein komplett neuer Ansatz kdnnte hier die
Kultivierung, aber vor allem die Differenzierung von Stammzellen auf fltssig-flssig
Grenzflachen sein. Auf dieser Phasengrenze besitzen Zellen die dreidimensionale
Bewegungsfreiheit, die fir die Dynamik der Zellkommunikations- und Gewebe-

bildungsprozesse eventuell essentiell sind.

Neben der Oberfldche und dem Mediumzusatz ist auch die Kultivierungsatmosphére ein
wichtiger Aspekt bei der In-vitro-Kultivierung. Ublicherweise werden Zellen in einer
Feuchtigkeit gesattigten Atmosphare mit 5- 10 % Kohlendioxid und atmospharischem
Sauerstoff (ca. 20 %) bei 37 °C kultiviert. Die hohe Luftfeuchtigkeit verhindert das
Verdunsten des Mediums und der Kohlendioxidanteil ist an das Puffersystem des
Mediums angepasst. Der Anteil des Sauerstoffs ist aber nicht reguliert, sondern
entspricht dem Anteil in der Luft. Der genaue Bedarf der Zellen an Sauerstoff ist zwar
nicht bekannt, jedoch ist davon auszugehen, dass die physiologische Sauerstoff-

Konzentration im Gewebe deutlich geringer ist als bei der Kultivierung mit 20 %.
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So konnte fir MEF (murine embryonic fibroblasts) und fur Rinderfibroblasten gezeigt
werden, dass sie sich nach Kultivierung mit einem O,-Gehalt von 2 - 3 % 5-mal so oft
teilten, stabilere Telomere hatten und nicht oder spater seneszent wurden, im Vergleich

zur Kultivierung mit 20 % 0O, '» 1%

. Auch humane Fibroblasten zeigen bei der
Kultivierung mit geringerem Sauerstoffgehalt (1, 6 und 12 % O,) eine durchschnittlich
erhohte Proliferationskapazitat von 22 % sowie eine spater auftretende Seneszenz "’
Die Kultivierung in 20 % O, beschleunigt also Seneszenz in humanen Fibroblasten. In
einer anderen Studie konnte die Proliferation von einzelnen humanen Fibroblasten nach
Zellklonierung in Umgebung mit niedrigem Sauerstoffgehalt gezeigt werden, was bei
20 % O, nicht moglich war *°. Diese Studien zeigen, dass die Ublicherweise benutzten
20 % Sauerstoff zu hoch fur die Kultivierung von Fibroblasten in vitro sind und
wahrscheinlich eine Zelltyp- und Medium-angepasste Sauerstoffkonzentration zur

optimalen Kultivierung gewahlt werden musste.

Die Randbedingungen bei der In-vitro-Kultivierung von Zellen, wie die Wachstums-
oberflache, das Serum oder der Sauerstoffgehalt, beeinflussen die Zellen in ihrem
Proliferations-, Expressions- und Differenzierungsverhalten *” ' '>*  Durch die hohe
Variation dieser Faktoren in den unterschiedlichen Laboratorien ist der Vergleich der
veroffentlichten Ergebnisse zu adulten Stammzellen nur schwer moglich 4> 3% %8 Die
Einfihrung standardisierter Laborbedingungen fur die In-vitro-Kultivierung von Stamm-

zellen ist daher unumganglich.

1.8 Entwicklung einer automatisierten Bildverarbeitung

Ein intensiv untersuchter Differenzierungsweg in adulten Stammzellen ist die
Adipogenese, deren grundlegenden biochemischen Prozesse an 3T3-L1 Praadipozyten
erforscht wurden ® *>. Das wesentliche Merkmal der adipogenen Differenzierung ist die

intrazelluldre Akkumulation von Lipiden in Form von Tropfen.

Die Quantifizierung der Adipogenese auf molekularer Ebene erfolgt dGblicherweise durch
die Analyse der Expression adipogen spezifischer Gene mittels real-time PCR oder durch
die Quantifizierung der enzymatischen Glyzerol-3-phosphat-Dehydrogenase (GPDH)
Aktivitat 3" 1% 74 Beiden Methoden fehlen jedoch die rdumliche Auflésung und die
absolute Quantifizierung des Anteils der Adipozyten. Auf zelluldrer Ebene konnen die
Lipidtropfen mit fettléslichen Farbstoffen, wie Oil red O (ORO) oder Nile red, gefarbt und

mittels Mikroskopie visualisiert und gezahlt, mittels Durchflusszytometrie quantifiziert,
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oder wie beim Adipogenesis-Assay der akkumulierte Anteil des Farbstoffs quantifiziert
werden #4184 \on allen Methoden liefert nur die Quantifizierung mittels Durchfluss-
zytometrie eine absolute Differenzierungsrate, wahrend bei der Verwendung des
Adipogenesis-Assays, dem GPDH-Assays oder der real-time PCR ausschlieBlich relative
Werte erhalten werden. Aussagen Uber die Qualitat der adipogenen Differenzierung
und Uber die rdumliche Auflésung liefern hingegen nur lichtmikroskopische
Untersuchungen der gefarbten Zellen. In Bezug auf die statistische Relevanz muss aber,
vor allem bei heterogenen Differenzierungen, eine hohe Anzahl von Zellen bewertet

werden und somit werden automatisierte Methoden benétigt.

Es gibt nur einige wenige Studien Uber automatisierte Herangehensweisen fiur die
Charakterisierung und Quantifizierung der adipogenen Differenzierung. Sottile und
Seuwen berichten Uber die Automatisierung des GPDH-Assays, durch den Transfer des
gesamten Ablaufs des Assays in Kavitdaten von Mikrotiterplatten, wodurch die
Quantifizierung des GPDH auch fir Hochdurchsatzverfahren geeignet war '°. Koopman
et al. beschreibt eine Methode zur automatisierten Quantifizierung von Lipiden in
Kombination mit einer Immunfluoreszenz-Gegenfarbung *°. Dabei wurden die mit ORO
gefarbten Zellen mittels Epifluoreszenz-Mikroskopie unter Verwendung eines 540 bis
580 nm Texas red Exzitations-/Emissionsfilters betrachtet. Durch diese Filterung konnte
trotz der Verwendung von Graustufenbildern die Hintergrundfarbung, vor allem die der
Membranen, effektiv unterdrickt werden. Auch andere Autoren berichten von
Hintergrundfarbungen, welche sie durch Modifikation des urspringlichen Farbe-
protokolls, basierend auf Isopropanol als Losungsmittel, durch das Umstellen auf andere
Losungsmittel wie Propylenglykol und Triethylphosphat umgingen % 1% 34 | etztendlich
wurde jedoch bislang noch kein vollautomatisierter, auf hochauflésenden groB3flachigen
Farbbildern fundierender Ansatz berichtet. Generell mangelt es bei nahezu allen
Differenzierungsnachweisen an automatisierten Verfahren, d. h. Nachweismethoden,

die frei von subjektiven Eindriicken und Prozessschritten sind.

Eine stabile und verlassliche Methode zur automatisierten Quantifizierung der
adipogenen Differenzierung adharenter Zellen, ohne auf die rdumliche Auflésung zu

verzichten, fehlt bisher.
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1.9 Fragestellung

Adulte Stammzellen sind aufgrund ihres Proliferations- und Differenzierungspotentials
hoch interessant fir die Regenerative Medizin. Die Mdglichkeit der einfachen Isolierung
aus verschiedenen Geweben sowie ihre autologe Nutzung machen sie derzeit zu den
aussichtsreichsten Kandidaten fir eine klinische Nutzung. Stammzellen variieren in ihren
Eigenschaften aufgrund der Spender, unterschiedlichen Isolierungs- und Kultivierungs-
methoden sowie unterschiedlichen Charakterisierungs- und Differenzierungsprotokollen
erheblich. Dies macht den Vergleich der vielen adulten Stammzellpopulationen

untereinander sehr schwierig.

Am Anfang der Arbeit wurde als Arbeitshypothese postuliert, dass es sich bei den
benutzten humanen Zellen aus Pankreas (hPSC) und Speicheldrise (hSGSC) um adulte
Stammzellen handelt. Um dies zu dberprifen, mussten die hPSC und hSGSC
vergleichend charakterisiert werden. Dabei sollten ihr Stammzellpotential anhand von
Proliferations-, ~ Genexpressions-,  und  Proteinexpressionsstudien  sowie  ihr
Differenzierungspotential bestimmt werden. Dazu sollten die hPSC- und hSGSC-
Populationen mit den identischen Methoden isoliert und kultiviert sowie mit denselben
Protokollen charakterisiert und differenziert werden. Zum Vergleich und der Einordnung
der Ergebnisse sollten die humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark als Referenz dienen, da hier auf umfangreiche Literaturdaten

zurlckgegriffen werden kann.

Um isolierungsbedingte und spenderabhangige Schwankungen bei der Isolation von
adulten Stammzellen zu umgehen, sollte der Versuch unternommen werden, eine
Stammzelllinie zu generieren, die langer, am besten unbegrenzt in vitro kultivierbar ist
und dabei trotzdem Stammzelleigenschaften besitzt. Dies sollte durch die stabile
Integration der enzymatischen Untereinheit der humanen Telomerase, hTERT, in
Speicheldrisen-Stammzellen (hSGSC) erfolgen. Die Eigenschaften dieser Stammzelllinie
wie Proliferationskapazitat, Expressionsprofil und Differenzierungspotential sollten in

Langzeitstudien untersucht werden.

Gleichzeitig war es das Ziel dieser Arbeit, Problemfelder zu identifizieren und
Losungsansatze zu erarbeiten. Dabei sollten vor allem methodische Verbesserungen, die

zum Objektivieren von Ergebnissen beitragen, ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Reagenzien und Kits

Hersteller

Agar

Agarose

Alpha-MEM

Alizarinrot S

Alzianblau 8GX

Ampizillin

Azeton

B-Glyzerolphosphat
B-Mercaptoethanol

BMP-2

Bromphenolblau

BSA, Fraktion V

CASYton

Chloroform

DAPI-Reagenz

DEPC

Dexamethason
DNA-Ladepuffer, 6 x
DNA-Standard, Gene Ruler 50 bp
DMEM, 4,5 mg/ml Glukose
DMSO

EDTA

Eindeckmedium mit DAPI, Vectashield
Essigsaure

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Fixierungs-/Permeabilisierungs Kit
FACS-Flow, -Clean, -Rinse
Fotales Kalberserum (FKS)
Formalin, 37%

Formamid, deionisiert
Glyzerin

Glukose

Hefeextrakt

HEPES, 1 M

[BMX

IGF-1

Insulin (human)
Indomethazin

Isopropanol

ITS

Kollagenase

Kernechtrot

L-Prolin

L-Ascorbinsaure

LDS751

Methanol

MOPS (3-Morpholinopropansulfonsaure)
Mycoplasmen Detection Kit

Becton Dickinson, Heidelberg
Peqglab, Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natutec, Frankfurt

Serva, Heidelberg

PAA, Marburg

Innovatis, Reutlingen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Vecta Lab., Burlingame (USA)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

MoBiTec, Gottingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
PAA, Marburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natutec, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Minerva Biolabs (VenorGem)
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Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Natriumpyruvat, 100 mM

Qil red O

Paraformaldehyd

PBS

Penizillin/Streptomyzin
Pferdeserum

Plasmid Kit, midi

Polybrene

Primer (sequenzspezifisch)
QuantiTect RT Kit

QuantiFast SYBR Green PCR Kit
QuantiTect Primer-Assays
RNase A

RNase Inhibitor, RNase |
RNeasy Mini Kit

Senescence Cells Histochemical Staining Kit
Sensiskript RT Kit

Sonde Telo-PNA-FITC
Silbernitrat

Taq PCR Core Kit

Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAPlus-Assay
TGF-B3

Tranfektionsreagenz, Optifect
Tris-Base (Tris-hydroxymethyl-aminoethan)
Triton X-100

Trypsin/EDTA

Trypton/Pepton

Tween20

Ziegenserum

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Panagene, Liege (Belgien)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Natutec, Frankfurt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

2.1.2 Allgemeine Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

15 ml, 50 ml Réhrchen
Drigalski-Spatel
Einmalpipetten, verschiedene GréBen

Eppendorf-ReaktionsgefaBe, verschiedene GréBen

FACS-R6hrchen

Glaswaren

Impfosen

Kanulen
Klonierungs-Zylinder
Kryo-Réhrchen (2 ml)
KulturgefaB mit Glasboden
KUvetten, UVette 220-1600 nm
Lochplatten

Objekttrager, silanisiert
Parafilm

Pipetten

Plastikpetrischalen

Spritzen, verschiedene GroéBen
ZellkulturgefaBe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Assistent, Sondheim/Réhn
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Schott, Mainz

Greiner Bio-One, Frickenhausen
B. Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
American National Can. Co.,
Chicago (U.S.A))

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
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2.1.3

Gerat

Gerate

Hersteller

Analysenwaage, CP64

Begasungsbrutschrank, BBD6220
Durchflusszytometer, FACS Calibur

Fireboy

Gefrierschrank (-20 °C)

Gefriermikrotom, CM3050
Geldokumentationssystem

Horizontales Elektrophorese-System, Midi easy cast
Inkubationschuttler, C24

Kdhlschrank (4 °C)

Mikrobiologischer Brutschrank, BK4029
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse2
Mikrowelle, MW 723

Mikroskop, IX70 und IX81, inverse Durchlicht-Mikroskope
mit Phasenkontrast- und Fluoreszenzfilter und SIS CC12
CLR Farbkamera

Mikroskop, Axiophot, Durchlichtmikroskop mit
Phasenkontrast- und Fluoreszenzfilter
Objekttrager Strecktisch

PCR Detektionssystem, MyiQ

PCR Thermoblock, UNO I

Photometer, Bio

Schittel-/Mischgerat, REAX top
Spannungsquelle, PP 3000

Spektrometer, SpectraFluor

Thermocyler, UNO Il

Thermomixer, Compact 5350

TiefkUhlschrank (-80 °C), HFU 486 HERA freeze
Wasserbad

Zellzahlbestimmung, CASY-TT

Zentrifuge, 3K18

Zentrifuge, Biofuge Pico

Zentrifuge, Biofuge R

Computer-Software

Sartorius, GOppingen

Thermo Scientific, Langenselbold
Becton Dickinson, Heidelberg
Integra Biosciences, Fernwald
Liebherr, Biberach a. d. Riss
Leica, Wetzlar

Intas, Gottingen

PeglLab, Erlangen

New Brunswick Scientific, NUrtingen
Liebherr, Biberach a. d. Riss
Ehret, Emmendingen

BDK, Sonnenbihl-Genkingen
Ciatronic

Olympus, Hamburg

Zeiss, Jena

Medite, Burgdorf

Biorad, Munchen

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Heidolph instruments, Schwabach
Biometra, Goéttingen

Tecan, Crailsheim

Biometra, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Langenselbold
Julabo Labortechnik, Seelbach
Innovatis, Reutlingen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thermo Scientific, Langenselbold
Thermo Scientific, Langenselbold

Hersteller

AnalySIS Pro 5.1. und CellP
CellQuest Pro

Axiovision rel.4.5

Magellan

Vision Development Module
LabView

MyiQ, optical system software

2.14

Medien der Zellkultur
Kulturmedium der hPSC, hSGSC und HEK-293T:

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS 10 % (V/V)

in DMEM (4,5 mg/ml Glukose)

Olympus-SIS, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Zeiss, Jena

Tecan, Crailsheim

National Instruments, Minchen
National Instruments, Minchen
Biorad, Mlnchen

Medien, Lésungen und Pufferzusammensetzungen
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Kulturmedium der hMSC:

Penizillin
Streptomyzin
FKS

in alpha-MEM

Einfriermedium:

FKS
DMSO

50 U/ml
50 pg/ml
15 % (V/v)

90 % (V/V)
10 % (V/V)

Chondrogenes Differenzierungsmedium:

Penizillin

Streptomyzin
Dexamethason
L-Ascorbinsaure
Natriumpyruvat

ITS

L-Prolin

TGF-B3

in DMEM (1 mg/ml Glukose)

50 U/ml
50 pg/ml
100 nM
280 uM
T mM
1x

40 pg/ml
10 ng/ml

Osteogenes Differenzierungsmedium:

Penizillin

Streptomyzin

Dexamethason
L-Ascorbinsaure
B-Glycerolphosphat

BMP2

FKS, hitzeinaktiviert

in DMEM (4,5 mg/ml Glukose)

50 U/ml
50 pg/ml
100 nM
280 uM
5mM
100 ng/ml
10 % (V/v)

Adipogenes Differenzierungsmedium:

Penizillin

Streptomyzin

Dexamethason

[BMX

Indomethazin

Insulin

oder

IGF-1

FKS, hitzeinaktiviert

in DMEM (4,5 mg/ml Glukose)

Kontrollmedium der chondrogenen Differenzierung:

Penizillin

Streptomyzin
Natriumpyruvat

L-Prolin

FKS, hitzeinaktiviert

in DMEM (1 mg/ml Glukose)

50 U/ml
50 pg/ml
0-100 nM
5uM

200 pM
100 ng/ml

100 nM
10 % (V/V)

50 U/ml
50 pg/ml
T mM

40 pg/ml
10 % (V/v)
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Kontrollmedium der adipogenen und osteogenen Differenzierung:

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS, hitzeinaktiviert 10 % (V/V)

in DMEM (4,5 mg/ml Glukose)

Arbeitslosungen

Alzianblau-Farbelésung:

Alzianblau 1 % (W)
in Essigsaure 3 % (v/v)

Alizarinrot-Farbeldsung:

Alizarinrot 2 % (W/hv)
in dH,0
pH 4,3 mit Natriumhydroxid (2 M)

QOil red O-Farbelésung:

Qil red O Pulver 0,3 % (W/v)
in Isopropanol

Silbernitratlésung (von Kossa):

Silbernitrat 5 % (W/v)
in dH,0

Reduktionslésung (von Kossa):

Formaldehyd 9 % (V/v)
Natriumcarbonat 5 % (W/v)
in dH,0

LB-Medium:

Trypton/Pepton aus Casein 1 % (W)
Hefeextrakt Pulver 0,5 % (w/v)
NaCl in dH,0 1 % (W)

pH 7,5 mit NaOH, 2 M
autoklavieren

LB-Platten:

Trypton/Pepton aus Casein 1 % (W)
Hefeextrakt Pulver 0,5 % (w/v)
NaCl in dH,0 1 % (W)
pH 7,5 mit NaOH

Agar 1,5 % (w/v)

autoklavieren, auf ca. 40 °C abkuhlen lassen, 100 pg/ml Ampicillin zugeben und in 10 cm Platten gieBen

DEPC-Wasser:
DEPC 0,1 % (V/V)

in H,O bei RT fur 12 h inkubieren, anschlieBend 15 min bei 121 °C autoklavieren
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FACS-Fix:

Paraformaldehyd
NaCl
in PBS pH 7,4

TAE-Puffer (10x):

Tris

EDTA
Essigsaure
pH 8,1-8,5

Telomerlangenbestimmung

Aufnahmepuffer:

BSA
HEPES-Puffer
Glukose

in dH,0

1 % (WA)
0,85 % (W)

400 mM
10 mM
180 mM

0.1 %
10 mM
5%

Hybridisierungsmix (unst und tel):

Tris
NaCl
BSA

Deionisiertes Formamid
Telo-PNA-FITC (nur in tel)

in dH,0

Waschpuffer 1:

Formamid
Tris

BSA
Tween20
in dH,0

Waschpuffer 2:

BSA
Tween20
HEPES
Glukose
in dH,0

LDS-L6sung:

LDS751
RNaseA

BSA

in PBS pH 7,4

PBSAT:

Triton
BSA
in PBS

20 mM
20 mM
1 % (W)
75 % (V/V)
0,3 pg/ml

75 % (V)
20 mM

1 % (W)
1 % (V/v)

1 % (W)
1 % (V)
10 mM

5 % (W/v)

0,1 ug/ml
10 pg/ml
1 % (W)

0,1% (v/v)
1% (W/v)
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2.1.5

Antikorper

Tab. 2: Verwendete primare Antikoérper bei der quantitativen Durchflusszytometrie

Antigen Isotyp, Wirt | Konjugation Angaben zur | Hersteller, Bestellnummer
Verwendung

CD9 lgG1, Maus |PE 1:100 BD, 555372

CD29 lgG1, Maus |PE-Cy5 1:100 BD, 559882

CD31 IgG1, Maus | PE 1:100 BD, 555446

CD44 IgG2b, Maus | PE 1:100 BD, 555479

CD45 IgG1, Maus | PE 1:100 BD, 555483

CD73 lgG1, Maus |PE 1:100 BD, 550257

CD81 IgG1, Maus | PE 1:100 BD, 555676

CD90 IgG1, Maus |PE 1:100 BD, 555596

CD105 lgG1, Maus |PE 0,5 ug Acris, SM1177R

CD106 lgG1, Maus |PE 1:100 BD, 555647

CD117 lgG1, Maus |PE 1:100 Abcam, ab11290

CD133 lgG1, Maus |PE 1:100 Miltenyi-Biotec, 130-080-801

CD271 lgG1, Maus |PE 1:100 BD, 557196

MHC1 lgG1, Maus |PE 1:100 BD, 555553

MHC2 IlgG1, Maus |PE 0,5 ug Abcam, ab34930

Nestin IgG1, Maus |PE 1:50 R & D, MAB1259

Tra-1-60 IgM, Maus | keine 0,5 ug US Biological, 78115

SSEA-3 IgM, Ratte | keine 0,5 ug US Biological, S6610

Isotyp-Kontrolle IgG1, Maus |PE 1:100 BD, 555749

Isotyp-Kontrolle IgM, Maus | PE 1:100 BD, 555584

Isotyp-Kontrolle lgG2b, Maus | PE 1:100 BD, 555743

Isotyp-Kontrolle IgG1, Maus |PE-Cy5 1:100 BD, 555750

Isotyp-Kontrolle IgM, Maus | keine 1:100 BD, 555584

Isotyp-Kontrolle IgM, Ratte | keine 0,5 ug Abcam, ab35768

Isotyp-Kontrolle IgG1, Maus |keine 1:100 BD, 555746

Tab. 3: Verwendete sekundare Antikérper bei der quantitativen Durchflusszytometrie

Antigen Isotyp, Wirt | Konjugation Verwendung Hersteller, Bestellnummer
Anti-Maus IgG, Ziege | Alexa Fluor 647 |0,5 ug Invitrogen, A21240
Sekundar Antikdrper

Anti-Maus IgG, Ziege Alexa Fluor 488 | 0,5 ug Invitrogen, A11029
Sekundar Antikorper

Anti-Ratte IgG, Ziege | Alexa Fluor 488 |0,5 ug Invitrogen, A11006
Sekundar Antikorper
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Tab. 4: Verwendete primare Antikorper bei der qualitativen Immunzytochemie

Antigen

Wirt Verdlnnung

Hersteller, Bestellnummer

Alkaline Phosphatase

Maus, monoklonal 1:50

R & D Systems, MAB 1448

Vigilin Kaninchen, polyklonal 1:200 Charli Kruse, EMB Libeck
SSEA-1 Maus, monoklonal 1:50 Chemicon, MAB4301X
Nestin Maus, monoklonal 1:100 Chemicon, MAB5326
PGP9.5 Kaninchen, polyklonal 1:2000 Chemicon, AB5925
Neurofilamente Kaninchen, polyklonal 1:500 Serotec, AHP245,
a-SMA Maus, monoklonal 1:100 DAKO, M0851

GFAP Kaninchen, polyklonal 1:100 DAKO, Z0334
Zytokeratin Maus, monoklonal 1:100 Sigma-Aldrich, C2562
1,4,5,6,8,10,13,18,19

Proteoglykan Maus, monoklonal 1:100 Chemicon, MAB2015
Kollagen Typ1 Maus, monoklonal 1:100 Sigma-Aldrich, C2456
Kollagen Typ3 Maus, monoklonal 1:100 Sigma-Aldrich, C7808

Tab. 5: Verwendete sekundare Antikorper bei der qualitativen Immunzytometrie

Antigen Isotyp, Wirt | Konjugation Verdlinnung |Hersteller, Bestellnummer
anti-Maus Ziege Cy3 1:400 Dianova, 115-165-062
Sekundar-Antikdrper

anti-Kaninchen Ziege FITC 1:200 Dianova, 111-095-144

Sekundar-Antikoérper

anti-Maus
Sekundar-Antikorper

IgG, Ziege | Alexa Fluor 488 |1:300

Invitrogen, A11029

2.1.6 Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurden freundlicherweise von Herrn PD

Dr. Uwe Martens, Universitatsklinikum Freiburg, bzw. von Herrn Prof. Dr. Tim Brimmendorf

Universitatsklinikum Hamburg zur Verflgung gestellt. Die Herkunft und die Eigenschaften der

verwendeten Plasmide sind in Tab. 6 aufgefihrt.

Tab. 6: Herkunft und Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Plasmid

Beschreibung

Herkunft

pOS-IRES-GFP

pOS Rickgrat % mit IRES-GFP Einsatz

PD Dr. Uwe Martens, Freiburg

pOS-hTERT-IRES-GFP

pOS Riickgrat % mit hTERT-IRES-GFP
Einsatz

PD Dr. Uwe Martens, Freiburg

M57/R690-5Vv40

gag kodiert Kapsidproteine,

Prof. Dr. Tim Brimmendorf,

pol kodiert reverse Transkriptase Hamburg
K85 GALV Envelope (Hullplasmid) Prof. Dr. Tim Brimmendorf,
Hamburg
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2.1.7 Zelllinien und Bakterien

Die Zelllinie Saos-2 wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) in Braunschweig gekauft. Da diese Zelllinie keine enzymatisch aktive Telomerase besitzt,
wurde sie als Negativkontrolle bei der Bestimmung der Telomeraseaktivitat verwendet.

Als Helferzelllinie zur Produktion von Viren wurde die permanente Zelllinie HEK-293T benutzt.
Diese wurde von Dr. M. Grez aus dem Georg-Speyer-Haus in Frankfurt zur Verflgung gestellt.
Zur Herstellung der Rinderthymozyten wurde frischer Rinder-Thymus zerkleinert und zu einer
Einzelzell-Suspension verarbeitet. Nach 10-minUtiger Fixierung der Thymozyten in 3,7 %
Formaldehyd wurden die Zellen zweimal mit Medium (RPMI 1640) gewaschen und anschlieBend
bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden als interner Standard fur die Telomerlangenmessungen
mit Flow-FISH verwendet.

Die zur Vervielfaltigung der Plasmide benutzten Bakterien Escherichia coli K12 XL 1Blue sind bei

der DSMZ in Braunschweig gekauft.

Allgemeine Angaben:

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter aseptischen Bedingungen, um Kontaminationen
durch Bakterien, Pilze und sonstige Mikroorganismen zu vermeiden. Die benutzten Gebrauchs-
und Verbrauchsmaterialien waren vom Hersteller steril verpackt oder fir 15 Minuten bei 121 °C
autoklaviert.

Bei Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie ReaktionsgefaBe und Pipettenspitzen benutzt.

Die benutzten Chemikalien entsprachen héchster Reinheit.

Die Hitzeinaktivierung des fotalen Kalberserums erfolgte bei 56 °C fir 30 Minuten.

In regelmdBigen Abstdanden wurden die Zellkulturen auf eine Kontamination durch

Mykoplasmen untersucht.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Kultivierung von adhérenten Zellen

Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem
Begasungsbrutschrank kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellkulturen mit PBS
gewaschen, mit Trypsin-EDTA (0,05 %) fur 4 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieBend vom
Boden der Kulturflasche gelést. Durch Zugabe von Kulturmedium wurde die Wirkung des
Trypsins inhibiert. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das Zellsediment in Kulturmedium

resuspendiert und entsprechend der weiteren Verwendung kultiviert.

Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark

Nach dem Herausschaben von trabekuldren Knochensticken und Knochenmark aus dem
Oberschenkelkopf wurden diese mittels einer Schere zerkleinert und dreimal in Medium
gewaschen. Das zellhaltige Waschmedium wurde zentrifugiert (450 x g fir 5 Minuten) und nach
Aufnahme des Zellsediments in frischem Medium auf 20 ml Sukrose pipettiert. Durch einen
30-minUtigen Zentrifugationsschritt (350 x g fr 30 Minuten) wurden die mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) von den mesenchymalen
Stammzellen getrennt. Mononukledre Zellen sammeln sich wahrend des Zentrifugierens in der
weiBen Interphase, welche entnommen und mit PBS gewaschen wurden. Nach einem
5-mindtigen  Zentrifugationsschritt bei 450 x g wurden die sedimentierten Zellen in 10 ml
Kulturmedium resuspendiert und in einer Kulturflasche mit einer GréBe von 75 ¢cm? bei 37 °C,
5% CO, und 95 % rel. Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach 3 -4 Tagen erfolgte der erste
Mediumwechsel, mit welchem nichtadhdrente Zellen (z. B. hdmatopoetische Zellen) entfernt
wurden. Die Subkultivierung der humanen mesenchymalen Stammzellen erfolgte bei einer
Konfluenz von ca. 70 % und die weitere Kultivierung mit einer Zelldichte von ca. 1000 - 2000
Zellen/cm?.  Ein Mediumwechsel erfolgte dreimal pro Woche. Die dadurch erhaltene
Zellpopulation ist noch ein heterogenes Gemisch aus groB3flachigen multipolaren somatischen
Zellen und mesenchymalen Stammzellen. Durch die eingeschrankte Teilungsfahigkeit der
somatischen Zellen wurde die Population der mesenchymalen Stammzellen wahrend der ersten
Subkultivierungen von den somatischen Zellen gereinigt.

Die Oberschenkelkdpfe waren aus dem evangelischen Krankenhaus Zweibriicken von

Dr. M. Maue und Dr. M. Hassinger erhalten.
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Humane Stammzellen aus Pankreas und Speicheldriise

Die Isolierung und Kultivierung der Stammzellen aus exokrinem Pankreas und exokriner
Unterkieferspeicheldrise erfolgte in der Einrichtung fir Marine Biotechnologie (EMB) in Libeck
wie in Kruse et al. 2004 beschrieben '°'. Daftir wurden die entnommenen Biopsien enzymatisch
und mechanisch zerkleinert und die dadurch erhaltenen exokrinen Azini und Zellen in
Kulturflaschen kultiviert. Nicht adhdrente Zellen und Gewebesticke wurden beim
Mediumwechsel nach 5 Tagen entfernt. Nach einer Woche wurden die adharenten Zellen mit
einer Zelldichte von 3000 - 4000 Zellen/cm? subkultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte dreimal
pro Woche.

Die benutzten Zellen wurden nach 5 Subkultivierungen (PD7) kryokonserviert von der
Einrichtung far Marine Biotechnologie in Libeck zur Verfigung gestellt und wie beschrieben

kultiviert.

Bestimmung der Zellzahl und ZellgroBe

Die Bestimmung der Zellzahl und der ZellgréBe erfolgte mittels impedanzbasierter
Durchflusszytometrie mit dem Gerdt CASY-TT von Innovatis. Dabei werden Einzelzellen, welche
in einer Elektrolytldsung suspendiert sind, durch eine MeBpore gesaugt. An der Pore ist ein
1 MHz getaktetes Niederspannungsfeld angelegt. Die elektrolytgefillte Messpore stellt einen
definierten elektrischen Widerstand dar. Beim Durchtritt einer Zelle verdréangt diese eine ihrem
Volumen entsprechende Menge Elektrolytlésung. Da die Zelle selbst (in erster Naherung) als
Isolator betrachtet werden kann, kommt es zu einer Widerstandserhéhung. Diese
Widerstandsanderung ist ein Mal3 fir das Volumen und damit fir die GroBe der Zelle. Tote oder
geschadigte Zellen, bei denen die Zellmembran keine elektrische Barriere darstellt, werden bei

einer intakten Kernmembran mit der GroBe Ihres Zellkerns erfasst.

Berechnung der Populationsverdopplungen

Zur Bestimmung der Populationsverdopplung (PD) wurde bei den Passagen die Zellzahl
bestimmt. Der Quotient aus der aktuellen Zellzahl und der eingesetzten Zellzahl ergab die
Vervielfachung der Zellen. Die Berechnung der Populationsverdopplung (PD) der
Zellpopulationen erfolgte mit der Formel:

PD = log,, (V)/log,, (2); V = Vervielfachung der Zellen.

3D-Aggregate der chondrogenen Differenzierung

Die Differenzierung in chondrogene Richtung erfolgte in dreidimensionalen Pellet-Kulturen.
Dazu wurden 2 x 10° Zellen bei 200 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und anschlieBend Uber
Nacht bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % rel. Luftfeuchte kultiviert. Am darauf folgenden Tag

erfolgte ein Mediumwechsel auf chondrogenes Differenzierungsmedium.
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Zellklonierung der hPSC und hSGSC

Zur Zellklonierung wurden statistisch 0,5 Zellen in die Kavitdt einer 96-Loch-Platte pipettiert. Am
darauf folgenden Tag erfolgte die mikroskopische Kontrolle aller Kavitadten. Nur diejenigen, in
denen eine einzige Zelle zu sehen war, wurden fir die Zellklonierungsstudie benutzt. Nach
erreichen einer Konfluenz von ca. 70 % erfolgte die Subkultivierung mit 3000 - 4000 Zellen/cm?.
Die Kultivierung erfolgte wahrend der ersten Woche in konditioniertem Kulturmedium mit 20 %
FKS. Konditioniertes Medium bestand aus Kulturmedium (10 % FKS), in welchem Zellen der
gleichen Linie vorher fir drei Tage kultiviert waren, und dem Zusatz von 10 % frischem FKS.
Alternativ erfolgte die Zellklonierung mit Klonierungs-Zylindern. Dazu wurden die Zellen mit
einer geringen Zellzahl in einer Petrischele kultiviert und Uber einzelne Zellen, nach
mikroskopischer kontrolle, selbstklebende Klonierungs-Zylinder gestilpt. Dadurch erfolgte die
Vereinzellung der Zellen in den Zylindern. Die weitere Kultivierung erfolgte wie oben

beschrieben.

Anfertigen von Gefrierschnitten

Von den dreidimensionalen Zellaggregaten der chondrogenen Differenzierung wurden, zur
besseren  histochemischen und immunzytochemischen Farbung und Dokumentation,
Gefrierschnitte angefertigt. Dafur wurden die Aggregate fur 30 Minuten in 4 % Formalin fixiert
und nach drei Waschschritten mit PBS in 25 % Sukrose gelagert. Zum Schneiden der Proben
wurden diese auf einen Probentrager aufgefroren und mittels eines Gefriermikrotoms 7 ym

dicke Schnitte angefertigt, welche auf gelatinisierte Objekttrager aufgenommen wurden.

2.2.2 Arbeiten mit RNA und DNA

RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy mini Kits (Qiagen) und wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Durchfihrung aller Arbeitsschritte erfolgte zligig und
bei Raumtemperatur.

Bis zu 5 x 10° Zellen wurden in 350 pl RLT-Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer enthielt 1 %
B-Merkaptoethanol und RNasen inaktivierendes Guanidin Isothiozyanat. Die Homogenisierung
erfolgte durch fanfmaliges Resuspendieren mit einer Spritze und Kanlle (& 0,9 mm).
AnschlieBend wurde die genomische DNA bei einem Durchlauf durch eine DNA bindende Saule
entfernt. Durch die Zugabe von einem Volumenanteil Ethanol (70 %) wurde die RNA gefallt.
700 pl der Probe wurden auf die Saule gegeben und fiar 15 Sekunden bei 8000 x g
zentrifugiert. Dabei band die RNA an die Membran, wahrend die restlichen Zellbestandteile
ungebunden durch die Saule liefen und verworfen wurden. Im ersten Waschschritt wurden

700 yI RW1-Waschpuffer auf die Saule aufgetragen und 15 Sekunden bei 8000 x g
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zentrifugiert, wobei Fremdstoffe und Verunreinigungen beseitigt wurden. Der Durchlauf wurde
verworfen und die Saule in ein frisches Reaktionsgefa3 Uberflhrt. Der zweite Waschschritt
erfolgte durch die Zugabe von 500 pl RPE-Waschpuffer auf die Sdule mit anschlieBender
Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 8000 x g, wobei der RPE-Waschpuffer Guanidin Salze und
Ethanol (80 %) enthielt. Der Durchlauf wurde verworfen. AnschlieBend wurde ein zweites Mal
500 pl RPE-Waschpuffer auf die Saule gegeben und 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Die
Saule wurde anschlieBend in ein frisches Reaktionsgefa3 Uberfihrt und zum Evaporieren des
Ethanols 1 Minute bei 9000 x g zentrifugiert. Nach Uberfiihren der Saule in ein frisches
Reaktionsgefal erfolgte die Elution der RNA durch die Zugabe von 30 pl RNase-freiem Wasser
auf die Saule und anschlieBender Zentrifugation fur 1 Minute bei 8000 x g. Die isolierte RNA
wurde bei =70 °C gelagert. Die Silica-Gel-Membran besitzt eine Bindekapazitat von 100 ug RNA
und bindet RNA ab einer GréBe von 200 Basen.

Bestimmung der Konzentration von Ribonukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung der Ribonukleinsauren erfolgte photometrisch. Dazu wurde die
Ribonukleinsaureprobe 1:25 in destilliertem Wasser verdiinnt und die Extinktion bei A=260 nm
far Ribonukleinsauren und bei A =280 nm fir Proteine gemessen. Aus dem Quotienten der
beiden Messwerte (OD260/0D280) kann eine Aussage Uber die Reinheit der Nukleinsaurelésung
getroffen werden. Eine reine Nukleinsaurelésung besitzt einen Quotienten von 1,8 - 2,0. Die
Extinktion von 1 entspricht bei 260 nm einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul, einer doppel-

strangigen DNA von 50 ng/ul und einer einzelstrangigen DNA von 33 ng/pl.

Reverse Transkription

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des Sensiscript RT Kits (Qiagen) und
wurde nach Anleitung durchgefihrt. Zusatzlich wurden noch ein RNase Inhibitor (Promega) und
ein sequenzspezifischer Primer (rickwarts) (Qiagen) aus der anschlieBenden PCR (Tab. 10) fur
die Reaktion eingesetzt. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis und mit eisgekihlten Losungen
durchgefihrt.

Die reverse Transkriptase wird in E. coli rekombinant exprimiert. Sie besitzt drei verschiedene
Enzymaktivitaten: eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, eine Hybrid-abhangige Exoribo-
nuklease (RNase H) und eine DNA-abhangige DNA-Polymerase. Fir die Reaktion der reversen
Transkription in vitro werden die ersten beiden Enzymaktivitaten der reversen Transkriptase
genutzt. Die RNA-abhangige DNA-Polymerase transkribiert ausgehend von einem an die RNA
hybridisierten Oligonukleotid (Primer) cDNA von der RNA Matrize. Im Anschluss degradiert die
RNase H die RNA aus den RNA/DNA-Hybridmolekulen.
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Durchfihrung:

Es wurden 8 pl der Master-Mix Lésung (Tab. 7) mit 300 ng denaturierter RNA gemischt und mit
Nuklease-freiem Wasser auf 20 pl aufgefullt. Die Reaktion erfolgte wahrend einer zweistindigen
Inkubation bei 37 °C. AnschlieBend wurde die cDNA bei —20 °C gelagert.

Tab. 7 Zutaten des RT-Master-Mix

Komponenten des Master-Mix Endkonzentration Volumen pro 20 pl Reaktionsansatz
RT-Puffer (10 x) 1 x 2yl
dNTPs (10 mM) 0,5mM 2 ul
Primer 1 uM 2 ul
RNase Inhibitor 10U 1 ul
Sensiscript reverse Transkriptase |4 U 1 ul

Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) kénnen
Nukleinsdureabschnitte exponentiell amplifiziert werden. Dabei wird die Eigenschaft einer DNA-
Polymerase genutzt, einzelstrangige DNA von einem freien 3’-OH-Ende eines kurzen
doppelstrangigen DNA Abschnitts ausgehend zu duplizieren.

Als erstes erfolgt die thermische Denaturierung der DNA in Einzelstrdnge bei 95 °C. Im zweiten
Schritt hybridisieren chemisch synthetisierte sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer) an ihre
komplementaren Sequenzen auf dem DNA Einzelstrang. Die Temperatur der Primer Anlagerung
liegt Ublicherweise 5 °C unter der Schmelztemperatur der Primer. Die Basenabfolge der Primer
ist so gewahlt, dass sie komplementar zu den flankierenden Bereichen der DNA-Sequenz ist, die
amplifiziert werden soll. Die hybridisierten Primer stellen den Startpunkt flr die Extension der
Primer durch die DNA-Polymerase dar. Dabei dient der DNA-Einzelstrang als Matrize. Die
Temperatur fur diesen Schritt ist vom Temperaturoptimum der benutzten DNA-Polymerase
abhangig. Hier wird die aus dem Eubakterium Thermophilus aquaticus stammende
hitzebestandige Tag-Polymerase mit einer optimalen Reaktionstemperatur von 72 °C verwendet.
Durch die Anzahl von n-zyklischen Wiederholungen dieser drei Schritte (Denaturierung, Primer-
Hybridisierung, Primer-Extension) kann man, von einem DNA-Molekil ausgehend, 2" Kopien
dieses DNA-Molekuls erhalten. Alle Schritte der PCR werden automatisiert in Thermocyclern
durchgefihrt.

Die Durchfihrung der PCR erfolgte mit Hilfe des Tag PCR Core Kits (Qiagen) und wurde nach
Anleitung durchgefiihrt. Die Pipettierschritte erfolgten auf Eis und mit eisgekihlten Lésungen.
Es wurden 7,5 pl der Master-Mix Lésung (Tab. 8) mit 10 ul cDNA (aus der Reaktion der reversen
Transkription) gemischt und mit sterilfiltriertem Wasser auf 50 pl aufgeftllt. In der
Negativkontrolle wurde die ¢DNA durch sterilfiltriertes Wasser ersetzt. Die eingestellten

Parameter der PCR sind in Tab. 9 dargestellt.
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Tab. 8 Zutaten des PCR-Master-Mix

Komponenten des Master-Mix Endkonzentration Volumen pro 50 pl Reaktionsansatz
PCR-Puffer (10 x) 1 x 5yl

dNTPs (10 mM) je 0,2 mM 1l

Primer (forwarts) 0,1 uM 0,5 ul
Primer (rlckwarts) 0,1 uM 0,5 ul

Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 2,5 U/Reaktion 0,5 ul
Tab. 9 Parameter der PCR

Schritt Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C
Primer Anlagerung 45 s 55-59 °C
Extension 45 s 72 °C
Finale Extension 10 min 72 °C

Temperatur des Heizdeckels: 105 °C. Die Schritte 2-4 wurden in 40 Zyklen wiederholt.

Tab. 10 Sequenzspezifische Primer

Primer Vorwarts 5’23 Riuckwarts 5 >3°
GAPDH tgcaccaccaactgctta gatgcagggatgatgttc
CD9 ttggactatggctccgattc ggcgaatatcaccaagagga
Nestin acccttccagactccactcc cacactcctcttctccctect
Octamer-4 ctgtcctggggattgagatg atgttgcctctgttcgtgtg
Nanog cctatgcctgtgatttgtgg aagtgggttgtttgcctttg
PGP9.5 aactgggatttgaggatgga gaggggaaggcgtgtctg
Bone morphogenic protein-2 atggattcgtggtggaagtg cgctgtttgtgtttggcttg
Albumin tggcacaatgaagtgggtaa ctgagcaaaggcaatcaaca

Agarosegelelektrophorese von Nukleinsduren

Mit Hilfe der Gelelektrophorese kénnen Nukleinsauren anhand der GroBe, Ladnge und Form der
Molekdle in einem Agarosegel aufgetrennt werden. Die unter elektrophoretischen Bedingungen
als Anionen vorliegenden Phosphatgruppen der Nukleinsauren bewegen sich im elektrischen
Feld von der Kathode zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsdauren ist
abhangig von der Agarosekonzentration, der angelegten Spannung, der Art des Laufpuffers und
der Anwesenheit interkalierender Farbstoffe. Zur GréBenbestimmung von Nukleinsduren werden
bei der Gelelektrophorese Standards mit eingesetzt, welche DNA-Fragmente bekannter GréBe
enthalten.

Zur Herstellung eines Agarosegels wird das Polysaccharid Agarose durch Aufkochen in TAE-
Puffer geldst. Diese Losung geliert wahrend des Abkuhlens. Vor dem Beladen eines Agarosegels
werden die zu trennenden Nukleinsauren mit einem Ladepuffer gemischt. Der Ladepuffer
enthdlt Substanzen mit hoher Dichte (z. B. Glycerin) und Farbstoffe (z. B. Bromphenolblau),
wodurch das Beladen der Geltaschen und das Verfolgen der Nukleinsduren wahrend des
Gellaufs erleichtert werden. Die Detektion der Nukleinsduren erfolgte durch Ethidiumbromid
(3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid), welches aufgrund seiner planaren

Struktur in die gestapelten Basen der Nukleinsduren interkaliert. Nach der Anregung durch UV-
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Licht emittiert das interkalierte Ethidiumbromid Licht im sichtbaren Wellenlangenbereich und die

aufgetrennten Ribonukleinsauren werden sichtbar.

Reverse Transkription und real-time PCR

Das Umschreiben der mRNA in komplementare cDNA fir den anschlieBenden Einsatz in der
real-time PCR erfolgte mit Hilfe des Quantitect RT Kits (Qiagen) und nach Angaben des
Herstellers. Die Pipettierschritte erfolgten auf Eis und mit eisgekihlten Lésungen. Nach einer
2-minUtigen Inkubation der RNA mit einem gDNA-Whipeout Puffer bei 42 °C folgte eine
30-minUtige Inkubation bei 42 °C, wahrenddessen die RNA von der reversen Transkriptase mit
Hilfe der oligo-dT- und random-Primern zu c¢DNA umgeschrieben wurde (Tab. 11). In der
Negativkontrolle wurde die reverse Transkriptase durch Wasser ersetzt. Durch einen 3-minUtigen

Inkubationsschritt bei 95 °C erfolgte die Inaktivierung der Enzyme.

Tab. 11 Zutaten der Reaktion der reversen Transkription

Komponenten des Master-Mix Volumen pro 20 pul Reaktionsansatz
Reverse Transkriptase (RT) 1 ul

RT-Puffer 4 ul

Primer-Mix 1 ul

RNA (nach gDNA Eliminierung) 14 pl

Die Durchfihrung der real-time PCR erfolgte mit Hilfe des QuantiFast SYBR Green PCR Kits
(Qiagen) und nach Angaben des Herstellers. Die Pipettierschritte erfolgten auf Eis und mit
eisgekihlten Lésungen. Es wurde ein Master-Mix hergestellt, indem 12,5 pl der PCR-Master-Mix
Losung mit 2,5 pl Primer-Mix und 8 pl Wasser je Ansatz gemischt wurden. Zu diesen 23 pl
Master-Mix wurde zu jeder Reaktion 2 pyl ¢cDNA (50 ng RNA) pipettiert. Die eingestellten
Parameter der PCR sind in Tab. 12 dargestellt. In der PCR-Master-Mix Lésung befindet sich der
Zyanin-Farbstoff SYBR-Green, welcher doppelstrdangige DNA bindet. Der entstandene Komplex
absorbiert Licht bei einer Wellenlange von 494 nm und emittiert Licht bei 521 nm. Dabei gilt die
Annahme, dass sich mit jedem Zyklus die DNA verdoppelt. Somit kann bei der real-time PCR die

amplifizierte DNA von jedem Zyklus in ,Echtzeit” gemessen werden.

Tab. 12 Parameter des real-time Cyclers

Schritt Zeit Temperatur
1. Initiale Denaturierung 5 min 95 °C
2. Denaturierung 10s 95 °C
3. Annealing/Extension 30s 60 °C
4. Finale Extension 10 min 72 °C

Die Schritte 2 und 3 wurden in 40 Zyklen wiederholt.

Nach Ablauf der 40 Zyklen wurden die Amplifikationsprodukte durch eine Schmelzkurven-
analyse auf Nebenprodukte Uberprift. Zur Normierung der Daten diente die Expression von

B-Tubulin (Normalisierungsgen).
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Abb. 12 Bestimmung des C;-Wertes

Der Zyklus, in dem die Fluoreszenzintensitat Uber den Hintergrund steigt, wird als C;-Wert bezeichnet. In
diesem Beispiel ist der Ci-Wert (Zykluszahl) 9,6.

Als C;-Wert (cycle threshold) wird der Zyklus bezeichnet, bei dem die Fluoreszenzintensitat der
DNA-Amplifikation den Schwellenwert (Hintergrund) erreicht.
Die Berechnung der Vervielféltigung der Genexpression erfolgte nach der AACT Methode:

ACT = CT (Zielgen) =~ CT (Normalisierungsgen)

AACT = ACT (Differenzierung) ~ ACT (Kontrolle)

2.2.3 Arbeiten mit Bakterien und Viren

Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Um die verwendeten Plasmidvektoren zu vervielfaltigen, wurden zunachst kompetente E. coli
des Stammes K12 XL 1 Blue mit der Plasmid-DNA transformiert. Dazu wurden in einem
ReaktionsgefaB 10 ng Plasmid DNA (10 ng/10 pl) mit 100 pl kompetenten Bakterien (XL1-Blue)
gemischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 90-sekindiger Inkubation bei 42 °C wurde
der Ansatz wieder fir 1 Minute auf Eis inkubiert (Hitzeschock Methode). Nach Zugabe von
400 pl LB-Medium erfolgte die Inkubation bei 37 °C und schittelnd bei 200 UpM fir 1 Stunde.
Auf die vorgewdrmten LB-Platten (mit Ampizillin) wurden nun verschiedene Mengen der
Bakterienkultur mithilfe eines Drigalski-Spatels ausplattiert. AnschlieBend wurden die LB-Platten
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag hatten sich Bakterienkolonien, welche die
Plasmid-DNA mit Ampizillinresistenz aufgenommen hatten, gebildet. Als Negativkontrolle
wurden nicht transformierte Bakterien ausplattiert. Zur Vermehrung der Bakterien wurde eine
auf den LB-Platten gewachsene Kolonie mit einer sterilen Ose in 100 ml LB-Medium mit
100 pg/ml Ampizillin in einen Erlenmeyer-Kolben (500 ml) Gberfihrt. Der Erlenmeyer-Kolben
wurde verschlossen und Uber Nacht (ca. 16 Stunden) bei 37 °C und 200 UpM in einem Schttler
inkubiert. Ein erfolgreiches Wachstum des Bakterien-Klons im Selektionsmedium war durch eine

TrUbung der Suspension und Schlierenbildung sichtbar.
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Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolation der Plasmid-DNA aus den amplifizierten Bakterien der Ubernachtkultur erfolgte mit
dem Plasmid midi Kit (Qiagen). Dazu wurden die pelletierten Bakterien (3500 UpM fur
15 Minuten bei 4 °C) in 4 ml Lysepuffer resuspendiert. Die homogene Lésung wurde auf Eis mit
4 ml Puffer2 versetzt, dreimal invertiert und 5 Minuten bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 4 m|
Puffer 3 und dreimaligem invertieren fielen die genomische DNA, Proteine und Zelldebris als
weiles Eluat aus. Die Proteine und die Zelldebris wurden nach einem 15-mindtigen
Inkubationsschritt auf Eis und zwei anschlieBenden Zentrifugationschritten (5000 UpM flr
30 Minuten und 25 Minuten bei 4 °C) von der Plasmid-DNA im Uberstand separiert. Der DNA
enthaltende Uberstand wurde auf eine mit 4 ml QBT-Puffer &quilibrierte Saule pipettiert,
wodurch die DNA an die Saule band. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 10 ml QC-Puffer
erfolgte die Eluation der Plasmid DNA durch Zugabe von 5 ml QF-Puffer. Zu diesem Eluat wurde
700 pl Isopropanol zugegeben, gemischt und durch einen 5-mindtigen Inkubationsschritt bei RT
und einen 10-mindtigen bei -20 °C erfolgte die Fallung der Plasmid-DNA. Die gefallte Plasmid-
DNA wurde pelletiert (13000 UpM fur 30 Minuten bei 4 °C) und mit 70%-igem Ethanol (-20 °C)
gewaschen. Nach einem erneuten Pelletieren (14000 UpM fir 10 Minuten bei 4 °C) wurde das
Ethanol abpipettiert und das Plasmid-DNA Pellet 10 Minuten getrocknet. Die Plasmid-DNA

wurde in sterilem Wasser aufgenommen und die Konzentration mittels Photometer bestimmt.

Stabile Integration

Um Vektoren stabil in das Genom der hSGSC zu integrieren, wurden die Zellen durch Retroviren
transduziert. Daflr wurden vorher die viralen Partikel in HEK-293T-Zellen generiert.

Transfektion:

Die Transfektion der HEK-293T-Zellen erfolgte mittels des Transfektionsreagenz Optifect
(Invitrogen). 8 x 10° HEK-293T-Zellen wurden in einer Petrischale (& 10 ¢cm) in Kulturmedium
ausgesat. Am darauf folgenden Tag waren die Zellen 70-80 % konfluent. Um den
Transfektionsmix herzustellen, wurden die drei Plasmide (spez. Vektor = 15 pg, M57 = 15 pg
und K85 =7 pug) in 100 pyl Medium (DMEM mit 20 mM HEPES) mit 60 pl Optifect und 40 pl
Medium (DMEM mit 20 mM HEPES) gemischt und 20 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend
folgte ein Mediumwechsel auf ein serumfreies Medium (DMEM mit 20 mM HEPES) und die
tropfchenweise Zugabe des Transfektionsmix. Nach einer Inkubation im Begasungsbrutschrank
far 4 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel auf serumhaltiges Kulturmedium. Nach weiteren 24,
36 und 48 Stunden erfolgte jeweils ein Mediumwechsel durch frisches Kulturmedium, wobei
das entnommene Medium die Pseudotypviren enthielt. Dieses wurde sterilfiltriert (0,45 um

PorengroBe), aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
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Virale Transduktion:

Zur Transduktion der hSGSC wurden 5 x 10* hSGSC1 in Kulturmedium in der Kavitat einer
12-Loch-Platte ausgesat und bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % rel. Feuchtigkeit inkubiert. Nach
1 Stunde wurde Polybrene (8 pg/ml) und 100 pl Pseudotypvirus enthaltender Medium-
Uberstand zugegeben und die Loch-Platte fir 1 Stunde bei RT und 300 x g zentrifugiert. Die
Zugabe von Polybrene und Pseudotypvirus wurde am darauf folgenden Tag wiederholt. Nach
weiteren 48 Stunden exprimierten transduzierte Zellen das grin fluoreszierende Protein (GFP)

und konnten anhand dessen mittels FACS angereichert werden.

2.2.4 Immunzytochemie

Immunzytochemische Farbungen zur qualitativen Dokumentation

Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die adhdrenten Zellen mit einem Methanol/Azeton-
Gemisch (7:3) fur 7 Minuten bei RT fixiert und permeabilisiert. Zur Farbung der Zellkerne enthielt
die Fixierungslésung DAPI-Reagenz (1 pg/ml). Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen fir 20 Minuten in einer Blockldésung (5 % Ziegenserum in PBS) inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation des Primarantikorpers in 1 % Ziegenserum fir 1 Stunde bei 37 °C. Die
Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und fir 45 Minuten bei 37 °C mit dem
entsprechenden Sekundarantikdrper inkubiert. Nach anschlieBendem dreimaligem Waschen mit
PBS wurden die gefarbten Zellen mikroskopisch dokumentiert.

Die immunzytochemischen Farbungen zum Nachweis der spontanen Differenzierung der
Stammzellen wurden von Dr. Sandra Danner in der Einrichtung flr marine Biotechnologie (EMB)
in Libeck durchgefihrt.

Zur immunzytochemischen Farbung der chondrogen differenzierten 3D-Aggregaten, wurden die
mittels Gefriermikrotom angefertigten Schnitte auf silanisierten Objekttragern aufgenommen.
Die Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und nach einer 45-mindtigen Inkubation in
PBSAT, 1 Stunde mit dem Primdrantikérper verdinnt in PBSAT bei 37 °C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation des Sekundarantikérpers verddnnt in
0.1 % Triton (in PBS) fir 35 Minuten bei 37 °C. AnschlieBend erfolgten drei Waschschritte mit
PBS und einer mit Wasser, bevor die trockenen Schnitte mit einem Deckglas und

Eindeckmedium, welches DAPI enthielt, eingedeckelt wurden.

Immunzytochemische Farbungen zur Quantifizierung im Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie bietet die Moglichkeit, den Proteinstatus einer Zellpopulation
quantitativ zu bestimmen. Dazu wird eine bestimmte Anzahl von Zellen mit einem
proteinspezifischen Antikorper inkubiert, wobei dieser direkt oder indirekt an einem

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Der gebundene Fluoreszenzfarbstoff wird mit einem Laser

52



Material und Methoden

angeregt und sendet Licht einer bestimmten Wellenldnge aus. Die Detektion dieses
Fluoreszenzlichts wird in Bezug auf die Kontrolle als ein quantitatives Signal gemessen.
Durchfihrung:

Die adharent wachsenden Zellen wurden durch eine 4-mindtige Inkubation mit Trypsin/EDTA bei
37 °C von der Oberflache des KulturgefaBes gelést und in ein Rohrchen Uberfuhrt. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 50 pl Primdrantikérperlésung (0,5 - 1 pg
Antikorper in PBS) aufgenommen und fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Ein anschlieBender
zweifacher Waschschritt mit PBS entfernte die ungebundenen Primarantikérper. Der
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper (0,5 pg) wurde in 50 pl PBS verdinnt und mit den
darin suspendierten Zellen fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in
PBS wurden die Zellen in 500 pl Fixierungslésung (FACS-Fix) aufgenommen.

Bei dem Nachweis von intrazelluldren Proteinen wurde das Fixierungs-/Permeabilisierungskit von
BD verwendet. Die Zellen wurden fur 20 Minuten in 250 pl Fixierungs-/Permeabilisierungslésung
inkubiert und nach zweimaligem Waschen in der Permeabilisierungs-/Waschlésung erfolgte der

Kopplungsschritt des Fluoreszenz markierten Primdrantikdrpers an die Proteine.
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Abb. 13 Beispielhafte Darstellung der Auswertung durchflusszytometrischer Messungen

Im linken Diagramm ist die Granularitat (SSC) gegen die GroBe (FSC) der Zellen aufgetragen. Hier wird
durch das Setzen einer Region die auszuwertende Zellpopulation festgelegt. Nach der Messung der Probe
und der Isotyp-Kontrolle kénnen beide zusammen in einer Histogramm-Darstellung Ubereinander gelegt
werden (rechts). Die hdchste Intensitdt der Isotyp-Kontrolle (grau) wird als Schwellenwert definiert. Zellen
mit einer starken Antikérperbindung (rot) gelten als positiv, wenn ihre Fluoreszenzintensitat Gber dem
Schwellenwert liegt. In dem hier dargestellten Beispiel sind 99,8 % der Zellen positiv.

Sortieren von Zellen mittels Durchflusszytometer - FACS

Mittels FACS (fluorescence activated cell sorting) lassen sich Zellen einer fluoreszenzmarkierten
Population von der Gesamtpopulation separieren. Die zu sortierende Zellpopulation wurde nach
Ablésen von der Oberflache mittels Trypsin/EDTA in PBS aufgenommen und in einem mit
Ethanol (70 %) gereinigten FACS anahnd des Markers GFP separiert. Die separierten Zellen
wurden hierbei in ein mit BSA (4 %) beschichtetes Rdhrchen, in welchem 5 ml Kulturmedium

(20 % FKS) vorgelegt war, sortiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (300 x g bei RT fir
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5 Minuten) wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und mit ca. 3000 Zellen/cm? in

Kulturflaschen kultiviert.

2.2.5 Nachweis der adipogenen Differenzierung

Oil red O-Farbung

Dient zur qualitativen Farbung eingelagerter Lipidtropfen in den Adipozyten. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 30 Minuten in Formalin (10 %) fixiert. Formalinreste
wurden durch zweimaliges Waschen mit destilliertem Wasser entfernt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit Isopropanol (60 %) fur 3 Minuten. Die Zellkerne wurden durch einen
Inkubationsschritt mit einem DAPI-Reagenz (1 pg/ml) angefarbt. Die Farbung der Lipidvakuolen
erfolgte direkt anschlieBend mit einer frisch angesetzten Oil red O-Farbelésung (0,18 %) fir
5 Minuten. Die Zellen wurden wieder mit destilliertem Wasser gewaschen und bis zur

Dokumentation in PBS bei 4 °C gelagert.

Adipogenesis-Assay

Mit Hilfe des Adipogenesis-Assays erfolgte die Quantifizierung der Oil red O-gefarbten
Adipozyten. Durch rotierendes Inkubieren der Oil red O-gefarbten Zellen mit Isopropanol (60 %)
auf einem Schittler (100 UpM far 30 Minuten bei RT) l6st sich der Oil red O — Farbstoff aus den
Lipidtropfen. AnschlieBend wurde die Absorption bei der Wellenlange 492 nm gegen eine
Referenzwellenlange von 620 nm in einer 96-Loch Platte mittels eines Photometers gemessen.
Der Wert der Absorption ist proportional zu dem gebildeten Fett in den Lipidtropfen der

adipogen differenzierten Zellen.

2.2.6 Nachweis der osteogenen Differenzierung

Alizarinrot-Farbung

Mittels Alizarinrot kann die osteogene Kalzifizierung nachgewiesen werden. Alizarinrot bildet bei
pH 4,2 mit Kalzium einen Chelatkomplex und dient so zum Nachweis von Kalzium. Die
osteogen induzierten Kulturen sowie die Medium-Kontrolle wurden mit Formalin (4 %) fixiert
und vorsichtig dreimal mit Wasser gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation fur
30 Minuten bei RT in einer 2%-igen Alizarinrot-Lésung (pH 4,2 mit 10 % Ammoniumhydroxid
eingestellt). Nach Entfernen der Alizarinrot-Lésung folgten vier Waschschritte mit Wasser und
die mikroskopische Dokumentation. Die kalzifizierte extrazelluldare Matrix der Osteoblasten

erscheint rot.

54



Material und Methoden

von Kossa-Farbung

Die von Kossa-Farbung dient dem indirekten Nachweis von Kalzium im Gewebe durch
Darstellung von Phosphaten und Karbonaten. Die in der Silbernitratiésung angebotenen
Silberionen reagieren mit den Karbonat- und Phosphationen des Kalkes und verdrangen die
Kalziumionen. Diese Silberionen werden durch Aldehyde zu metallischem Silber reduziert. Zum
Nachweis der osteogenen Kalzifizierung wurden die osteogen induzierten Proben sowie die
Medium-Kontrolle fir 10 Minuten in 4 % Formalin fixiert und dreimal vorsichtig mit Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fur 1 Stunde dunkel bei RT in einer 5 %-igen
Silbernitratlésung inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde das gebundene Silber
mittels der formaldehydhaltigen Reduktionslésung fir 1 Minute inkubiert. Durch die Reduktion
zu elementarem Silber erscheint in der Extrazelluldaren Matrix eingelagertes Kalzium dunkel

braun bis schwarz.

2.2.7 Nachweis der chondrogenen Differenzierung

Alzianblau-Farbung

Alzianblau farbt Sulfat- und Karboxylgruppen in sauren Mukopolysacchariden und
Glykoproteinen. Alzianblau ist ein wasserloslicher, basischer Phtalozyaninfarbstoff. Die blaue
Farbe ist auf das Kupfer im Molektl zurlckzufihren. Der positiv geladene Farbstoff geht eine
elektrostatische Bindung mit den sauren Gruppen der Mukopolysaccharide ein, die negativ
geladen sind. Von den 3D-Aggregaten wurden mittels Gefriermikrotom 7 pm dinne Schnitte
angefertigt. Die Gewebeschnitte wurden bei 37 °C auf einer Warmeplatte fir 10 Minuten
erwdrmt und getrocknet. Mit einem Fettstift wurden dann die Schnitte umrandet und mit 70 %
Ethanol fir 10 Minuten fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation Uber
Nacht in einer Alzianblau-Lésung (1 % Alzianblau in 3 % Essigsaure). Mit einem Waschschritt
mittels 70 %-igem Ethanol wurde die ungebundene Farbeldésung entfernt. In einer

anschlieBenden Gegenfarbung wurden die Zellkerne mit Kernechtrot gefarbt.

2.2.8 Telomerlangen- und Telomeraseaktivitdatsbestimmung

Bestimmung der Telomeraseaktivitat

Das , Telomerase Repeat Amplification Protocol” (TRAP) bietet die Moglichkeit, die Aktivitat des
Enzyms Telomerase Uber das Anflgen von Telomer-Wiederholungen (TTAGGG) zu messen und
diese relativ gegen einen internen Standard auszudrlcken. Dazu wurde das Kit , Telo TAGGG
Telomerase PCR ELISAPlus-Assay” (Roche) verwendet. Im Folgenden ist kurz das Prinzip in

2 Schritten dargestellt:
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1. Elongation und Amplifikation:

Wahrend des ersten Schrittes addiert die Telomerase der zu untersuchenden Zellen Telomer-
Wiederholungen (TTAGGG) an das 3'Ende des Biotin-markierten synthetischen P1-TS-Primers.
Diese Elongationsprodukte sowie der im gleichen Reaktionsgefd3 enthaltene Interne Standard
(IS), werden nun mittels PCR amplifiziert. Zur Verwendung kommen dabei der Biotin-markierte
Primer P1-TS und der Anker-Primer P2. Die PCR-Produkte, welche aus den Elongationsprodukten
der Telomerase resultieren, enthalten die telomerasespezifischen (TTAGGG)n Sequenzen,
wahrend der IS ein 216 bp groBes PCR-Produkt bildet.

2. Detektion durch ELISA:

Das in zwei Aliquots geteilte PCR-Produkt wird denaturiert und anschlieBend hybridisiert. Die zur
Hybridisierung benutzte Digoxigenin-(DIG)-markierte Detektions-Sonde ist entweder zum
Amplifikationsprodukt der Telomerase (P3-T) oder des IS (P3-Std) komplementir. Uber den
Biotin-markierten P1-TS Primer binden die gebildeten Produkte an die Streptavidin-markierte
Mikrotiterplatte. Der Antikdrper gegen Digoxigenin ist an Meerrettich-Peroxidase (Anti-DIG-HRP)
gebunden und kann das Peroxidase-Substrat TMB (3,3",5,5-Tetramethylbenzidin) sensitivieren
(Farbumschlag von gelb nach blau). Die Intensitdt des entstandenen Farbumschlags kann
anschlieBend am ELISA-Reader gemessen werden.

Die Bestimmung der Telomeraseaktivitat wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als
Kontrolle wurde die Telomeraseaktivitat der telomerasenegativen Saos-2 Zellen bestimmt.

Ein Pellet aus 2 x 10> Zellen wurde in 200 pl Lysepuffer resuspendiert, 30 Minuten auf Eis
inkubiert und mit 20.000 x g bei 4 °C fur 20 Minuten zentrifugiert. 175 ul des Uberstandes
wurden in ein neues steriles Reaktionsgefa3 Uberfiihrt und entweder direkt weiterverwendet
oder bei -80 °C gelagert.

Die Elongation des Primer P1-TS-Biotin durch das Enzym Telomerase und die Amplifikation der
Produkte wurden in einem PCR-Lauf durchgefihrt. Jeder Ansatz hatte ein Volumen von 50 pl

und war wie in Tab. 13 zusammengesetzt.

Tab. 13 Zusammensetzung des Elongations- und Amplifikationsansatzes

Reagenz Inhalt Volumen, 50 pl
Reaktions-Mix Telomerasesubstrat (Primer P1-Ts-Biotin), |25 pl

Anker Primer (P2), Tag-DNA-Polymerase,

Nukleotide
Interner Standard (IS) Standard, 216 bp 5 pl
H,0 17,5 ul
Zelllysat 2,5l

Von jeder Probe wurde eine Negativkontrolle durch 10-minUtiges Denaturieren der Telomerase
bei 85 °C hergestellt. AuBerdem wurde je ein Ansatz mit 1 pl Kontrolltemplate low bzw. high

verwendet, der entweder 0,001 mol/ul oder 0,1Tmol/ul einer 8 Telomerwiederholungen langen
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Kontroll-DNA enthielt. Zu diesen beiden Ansatzen wurde noch 1,5 pl Lysepuffer pipettiert. Ein

weiterer Ansatz enthielt nur 2,5 pl Lysepuffer.

Tab. 14 Parameter der PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Elongation Primer P1-Ts-Biotin 25 °C 20 min 1
Amplifikation:

Denaturierung 94 °C 30s 25
Annealing 50 °C 30s 25
Elongation 72 °C 90 s 25
Finale Elongation 72 °C 10 min 1

Fur jede Probe wurden 2 ReaktionsgefaBe mit 10 pl Denaturierungsreagenz (0,5 % NaOH)
vorbereitet und mit je 2,5 pl des Amplifikationsproduktes resuspendiert. Nach 10-minUtiger
Inkubation bei RT wurde ein Reaktionsgefa mit 100 pl Hybridisierungspuffer T (Detektions-
Probe zum Telomerase-Amplifikationsprodukt) und das andere ReaktionsgefdB mit 100 ul
Hybridisierungspuffer IS (Detektions-Probe zum IS) versetzt und die Ansatze kraftig gemischt. Die
Zubereitung der Negativkontrollen erfolgte auf die gleiche Weise mit Hybridisierungspuffer T.
Nach Uberfihrung von je 100 ul der einzelnen Ansatze auf eine Streptavidin-markierte
Mikrotiterplatte inkubierten die Ansatze fur 2 Stunden bei 37 °C unter standigem Schitteln von
300 U/min. Danach wurde der Hybridisierungsmix vollstandig entfernt und jede Kavitat dreimal
mit 250 pl Waschpuffer gewaschen. Im nachsten Schritt wurden 100 pl einer Anti-DIG-HRP-
Losung hinzugegeben und fir 30 Minuten bei RT schittelnd (300 U/min) inkubiert. Die belegten
Kavitaten der Mikrotiterplatte wurden anschlieBend finfmal mit Waschpuffer gewaschen und
die Ansdtze dann mit je 100 pyl TMB (3,3",5,5 Tetramethylbenzidin)-Substrat 15 Minuten bei RT
unter Schutteln (300 U/min) inkubiert. Ohne Entfernung des Substrats wurden 100 pl
Stoppreagenz (5 % Schwefelsdure) zugegeben. Dies sorgt fur einen Farbumschlag von blau zu
gelb. AnschlieBend wurde die Absorption (A) bei der Wellenlange 450 nm gegen eine
Referenzwellenldange von 690 nm am ELISA-Reader innerhalb der nachsten 30 Minuten
gemessen.

Berechnung Kontrolltemplate = Absorption Kontrolltemplate — Absoption Lysepuffer

Absorption des Internen Standards (IS) des Kontrolltemplates

Der Quotient muss zwischen 0,2 und 0,5 (low) bzw. 2,0 und 4,0 (high) liegen.
Es wurde immer das Kontrolltemplate ,high” fur die Auswertung verwendet, da relativ hohe

Telomeraseaktivitaten detektiert wurden.
Berechnung der relativen Telomeraseaktivitat (RTA):

(AProbe - Anegativ—KontroHe) / Ainterner Standard der Probe

RTA = x 100

(AKontroIItempIate - ALysepuffer) / AinternerStandard der Kontrolle
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Bestimmung der Telomerldnge

Die mittlere Telomerldange der Zellen wurde mit der Flow-FISH-Methode bestimmt. Das Prinzip
dieser Methode ist die Hybridisierung einer Telomersequenz-komplementaren PNA-Sonde
(CCCTAA);, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt ist, an die Telomere. Die Starke des
Fluoreszenzsignals der Sonde ist dabei proportional zur Lange der telomerischen DNA.

Die Messung erfolgte an Interphase-Zellen und die 2n-Population wurde von der 4n-Population
durch zusatzliche Farbung mit dem DNA-Farbstoff LDS751 abgegrenzt. Zur Messung der
Telomerlange wurden nur Zellen mit 2n DNA-Gehalt einbezogen. Die Messung erfolgte mit
einem Durchflusszytometer, wobei das Fluoreszenzsignal von FITC in Fluoreszenzeinheiten
(kMESF) innerhalb der 2n-Population ermittelt wurde.

Zur Bestimmung der mittleren Lange der Telomere einer Zellpopulation wurden in jedem
ReaktionsgefaB Rinderthymozyten als interne Kontrolle mitgefiihrt. Diese sind dafur besonders
gut geeignet, da ihre Population im Durchflusszytometer gegen die meisten humanen und
murinen Zellen aufgrund ihrer GréBe und Granularitat klar abgrenzbar ist. Die Telomerlange
dieser Kontrollzellen wurde zuvor mit einer unabhdngigen Methode der Telomerlangen-
bestimmung (Telomer Restriktions Fragment - TRF) gemessen und war in den hier verwendeten
Zellen 19,515 kbp.

Wird das Fluoreszenzsignal dieser Kontrollpopulation mit dem der Zellen ins Verhaltnis gesetzt,
kann die mittlere Telomerldnge ermittelt werden. Da Zellen eine Eigenfluoreszenz besitzen,
wurden die Zellen der gleichen Population ohne Sonde gemessen und deren Signal subtrahiert.
Die hSGSC wurden trypsiniert und in Aufnahmepuffer resuspendiert. Die kryokonservierten
fixierten Rinderthymozyten wurden aufgetaut und ebenfalls in Aufnahmepuffer aufgenommen.
Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgefihrt, dazu wurden drei Proben mit Sonde
(,tel” far Telomere) und drei ohne Sonde (, unst” fur nicht gefarbt) in 1,5 ml Reaktionsgefal3en
vorbereitet.

Hybridisierung der PNA-FITC-Sonde:

Jeweils 2 x 10° zu untersuchende Zellen und 1 x 10° Rinderthymozyten wurden 30 Sekunden bei
20.000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 300 pl (100 pl/1x10°)
Hybridisierungsmix ,tel” bzw. ,unst” resuspendiert. Dieser Mix enthielt sowohl deionisiertes
Formamid als auch die Hybridisierungs-Sonde (nur in ,tel”). Die ReaktionsgefdBe wurden
anschlieBend umgehend im Wasserbad fir 15 Minuten bei 87 °C inkubiert, um die DNA zu
denaturieren. Zur Hybridisierung der Sonde wurden die Proben 90 Minuten bei RT dunkel
inkubiert. Zum Entfernen der Uberschissigen Sonde wurden die Proben dreimal mit 1 ml
Waschpuffer1 gewaschen, wobei der Puffer im ersten Waschschritt ohne vorheriges Entfernen
des Hybridisierungsmixes zugegeben wurde. Nach Zugabe des Waschpuffers wurden die Zellen
resuspendiert. Die Zentrifugation zwischen den Waschschritten erfolgte mit 2.000 x g fur

5 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand wurde bei den ersten zwei Waschschritten bis auf ca. 100 pl
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abgesaugt und beim dritten Waschschritt bis auf ca. 80 pl. Diesen Schritten folgte ein vierter
Waschschritt mit 1 ml Waschpuffer2. Die Zellen wurden diesmal mit 900 x g fiir 10 Minuten bei
4 °C zentrifugiert und der Uberstand bis auf ca. 50 pl abgesaugt. Fir die DNA-Markierung
wurden die Zellen in 300 pl LDS-Lésung resuspendiert, in FACS-Rdhrchen Gberfihrt und
20 Minuten bei RT dunkel inkubiert. Bis zur Messung und wahrend der Messung wurden die
Proben dann auf Eis dunkel gelagert.

Die Fluoreszenz von LDS571 wurde im Floreszenz3-Kanal des Durchflusszytometers und die von
FITC im Floreszenz1-Kanal ermittelt.

Die mittlere Telomerlange (TL) berechnete sich wie folgt:

K562 ,unst”- K562 ,tel”
Thy ,unst”-Thy ,tel”

TL [kbp] = x 19,515 kbp (= TL Thymozyten)
Die Bestimmung der Telomeraseaktivitat und der Telomerlangen erfolgten zusammen mit
Dr. Ute Brassat in der Arbeitsgruppe Telomer-/Stammzellbiologie von Prof. Dr. T. Brimmendorf

am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf.

Senescence-Assay

Zum Nachweis von seneszenten Zellen in den Stammzellkulturen wurde das “Senescence
histochemical staining kit” (Sigma-Aldrich) benutzt. Das Prinzip beruht auf dem enzymatischen
Umsatz einer Farbeldsung durch SA-B-Galaktosidase (bei pH 6) und des daraus resultierenden
blauen Produkts. Unter den Bedingungen ist SA-B-Galaktosidase in seneszenten Zellen aber
nicht in ruhenden Zellen oder Tumorzellen nachweisbar. Dazu wurden die Zellen mit einer
Formaldehyd-Glutaraldehydldsung fur 6 Minuten bei RT fixiert und nach dreimaligem Waschen
mit PBS far 8Stunden mit der vorgewdrmten Farbelésung (Kaliumferrizyanid,
Kaliumferrozyonide, X-gal [5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside] in  DMSO,
Zitronensaure) bei 37 °C (ohne CO,) inkubiert. SA-B-Galaktosidase positive und damit

seneszente Zellen erscheinen anschlieBend blau.

2.2.9 Automatisierte Bildverarbeitung

Zur adipogenen Differenzierung wurden 2 x 10* Zellen in einem 4 cm? KulturgefdB mit
Glasboden (Becton Dickinson) ausgesat. Ab dem Erreichen der Konfluenz erfolgte die
Kultivierung mit adipogenem Differenzierungsmedium bzw. Kontrollmedium. Nach einer
Induktionszeit von 28 Tagen wurden die Zellen fixiert und mit Oil red O (ORO) und DAPI-gefarbt.
Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen mit einer Gesamtflache von je 16,8 mm x 8,0 mm wurden
mit einem motorisierten, inversen Mikroskop mit einem 10 x Objektiv und einer SIS CC12 CLR
Farbkamera (1376 x 1032 Pixel) von jedem Kulturgefd3 gerastert aufgenommen. Durch die

optische Absorption des ORO-Farbstoffs konnten die Fetttropfen und durch die Fluoreszenz
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Emision des DAPI bei 461 nm die Kerne detektiert werden. Die 192 Einzelbilder hatten je eine
native GroBe von 886 um x 665 um.

Die Berechnung der Differenzierungseffizienz erfolgte aus dem Anteil der Zellen mit einer
signifikanten Menge an Lipidtropfen in Relation zu der Gesamtzahl der detektierten Zellen. Alle
Einzelbilder wurden mit dem kommerziellen Bildverarbeitungsprogramm “Vision Development
Module” bearbeitet, der Ablauf war mit “LabView" automatisiert. Der verwendete Algorithmus

mit den originalen Vision Funktionen befindet sich im Anhang.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung humaner adulter Stammzellen aus Pankreas und

Speicheldriise

Die Identifizierung und Charakterisierung von Stammzellpopulationen hilft grund-
legende entwicklungsbiologische Prozesse besser zu verstehen. Durch das Wissen Uber
die Verteilung von adulten Stammzellen im K&rper und deren Differenzierungspotential,
wird derzeit davon ausgegangen, dass adulte Stammzellen ein ontogenetisches Relikt
embryonaler Stammzellen darstellen. Deren Funktion ist die Aufrechterhaltung und die
Regeneration bestimmter Zellpopulationen und damit die Erhaltung essentieller

anatomischer und physiologischer Funktionen des Korpers.

Das Wissen Uber Stammzellen ist immer noch begrenzt, weshalb die intensive Forschung
sowie die ausfihrliche Charakterisierung fur das Verstandnis grundlegender Vorgange in
Stammzellen zwingend notwendig sind. Unbekannt sind weiterhin die Faktoren, die fir
den Erhalt des Stammzellpotentials in vitro sorgen, oder fir die Kontrolle und Steuerung

molekularer Vorgange bei Differenzierungsprozessen.

Durch die vergleichende Charakterisierung primarer Zellen, isoliert aus exokrinem
Pankreas und exokriner Speicheldrise, sollte experimentell deren Stammzellpotential
ermittelt werden. Hierbei wurden u. a. die Proliferationskapazitat, die Expression von
Keimblatt- und Stammzellmarken und das Differenzierungspotential der Zellen
untersucht. Um die Ergebnisse der Charakterisierung und Differenzierung der
pankreatischen Stammzellen und Speicheldrisen-Stammzellen besser einordnen zu
kénnen, wurden diese den intensiv beforschten mesenchymalen Stammzellen aus dem

Knochenmark gegenlber gestellt.

3.1.1 Morphologie und Proliferationskapazitat

Die hohe Proliferationskapazitat von Stammzellen stellt in vitro ein wesentliches

Unterscheidungsmerkmal zu somatischen Zellen dar.

Stammzellen aus dem Knochenmark (hMSC), dem exokrinen Pankreas (hPSC) und der
exokrinen Speicheldrise (hSGSC) wurden mittels ihrer Fahigkeit zur Adharenz und
Proliferation selektioniert. Dazu wurden die aus dem jeweiligen Gewebe enzymatisch

und mechanisch isolierten Zellen auf Polystyroloberflachen von Standard-Kulturflaschen
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kultiviert. Nicht angehaftete sowie nicht proliferierende Zellen wurden durch die

Medienwechsel bzw. bei den Passagen entfernt.

Zur vergleichenden Charakterisierung ihrer Wachstumseigenschaften in vitro wurden
aus jedem Gewebetyp zwei Populationen isoliert und untersucht. Dabei wiesen die
Zellpopulationen aller Isolierungen eine heterogene Morphologie auf. Neben den
bipolaren, spindelférmigen Zellen, welche den groBten Teil der Populationen
ausmachten, fand sich auch ein geringer Anteil groBflachiger, multipolarer Zellen
(Abb. 14).

Abb. 14 Morphologie der hMSC (human mesenchymal stem cells), hPSC (human pancreatic stem
cells) und hSGSC (human salivary gland stem cells) in vitro

Phasenkontrastaufnahmen von je zwei hMSC (A+D), hPSC (B+E) und hSGSC (C+F) Populationen. Der
GroBenbalken entspricht 200 pm.

In Langzeitstudien wurde das Proliferationsverhalten dieser sechs Populationen
untersucht. Des Weiteren wurde bei jeder Passage die korrelierende ZellgréBe ermittelt.
Die hMSC1- und hMSC2-Populationen proliferierten 126 bzw. 116 Tage in Kultur und
verdoppelten sich dabei 36- bzw. 21-mal, bevor sie die Zellteilung einstellten. Dies
entspricht einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von 3,5 bzw. 5,5 Tagen. Wahrend
dieser Zeit nahm die durchschnittliche GréBe kontinuierlich um insgesamt 5 pm bzw.
3 um zu (Abb. 15 A+D). Die beiden hPSC-Populationen verdoppelten sich 35- bzw.
31-mal in vitro bevor sie nach 171 bzw. 228 Tagen die Teilung einstellten. Die
durchschnittliche Verdopplungszeit lag bei 4,8 und 7,3 Tagen. Ihre durchschnittliche
GroBe nahm wahrend dieser Zeit um 10 pm bzw. 7 ym zu (Abb. 15 B+E). Die aus den

Speicheldrisen isolierten hSGSC1 und hSGSC2 proliferierten 215 bzw. 255 Tage in vitro
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und verdoppelten sich dabei 51- bzw. 26-mal, wobei ihre GroBe wahrend dieser Zeit um
8 um bzw. 5 ym zunahm (Abb. 15 C+F). Die durchschnittliche Verdopplungszeit der
hSGSC wurde mit 5 bzw. 8,2 Tagen berechnet.
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Abb. 15 Wachstumseigenschaften von hMSC, hPSC und hSGSC Populationen in vitro

Dargestellt sind die kumulativen Populationsverdopplungen von jeweils zwei hMSC (A), hPSC (B) und
hSGSC (C) Populationen und deren durchschnittliche GréBe bei den Passagen (D-F) gegen die Zeit in vitro.
Die Darstellung der GréBenveranderung (D-F) wurde durch eine polynomische Trendlinie erganzt. Die
Bestimmung der GréBe der Zellen erfolgte mittels impedanzbasierter Durchflusszytometrie.

3.1.2 Zellklonierung der hPSC und hSGSC

Mit der Klonierung von Zellen wird versucht, eine homogene Zellpopulation zu
gewinnen und gleichzeitig ihre Proliferationskapazitat Uberprift. Die Proliferations-
kapazitat von Stammzellen ist ein wichtiges Merkmal hinsichtlich ihrer therapeutischen
Anwendung und damit ein essentieller Faktor bei der Regeneration eines Gewebes.

Daher wurde die klonale Proliferationskapazitat der hPSC1 und hSGSC1 anhand vier
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klonierter Einzelzellen Gberpruft. Als Ausgangspopulationen fir diese Studie dienten

Zellen nach zwélf Populationsverdopplungen (PD) in vitro.

Die hPSC1 waren in der Lage, aus einer einzelnen Zelle eine Population von 2,6 x 10°
Zellen zu bilden (Abb. 16 A-C). Dies entspricht rechnerisch 16 Verdopplungen und
ergibt zusammen mit der Ausgangspopulation eine Gesamtverdopplungszahl von 28,
welche geringfligig unter der Verdopplungszahl der unklonierten hPSC1 mit 35 PD liegt.
Einzelzellen der hSGSC1 waren nach der Zellklonierung dagegen zu 23, 25, 29 und 33
(28 £ 5) Populationsverdopplungen in der Lage, bevor sie die Teilung einstellten
(Abb. 16 D-G). Dies entspricht einer Gesamtverdopplungszahl von 35, 37, 41 und
45 (40 £ 5), womit auch die klonierten hSGCS1 eine etwas geringere Verdopplung als
die unklonierten hSGCS1 mit 52 PD erreichten (Abb. 16 H).
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Abb. 16 Zellklonierung der hPSC und hSGSC

Phasenkontrastaufnahmen der hPSC1 nach Zellklonierung und unterschiedlichen Populationsver-
dopplungen in vitro (A-C). Phasenkontrastaufnahme der hSGSC1 nach Zellklonierung und unter-
schiedlichen Populationsverdopplungen in vitro (D-G). Wachstumseigenschaften der klonierten hSGSC1
(H): Dargestellt sind die kumulativen Populationsverdopplungen gegen die Zeit in vitro von vier klonierten
hSGSC1 (schwarz, braun, blau, grin) im Vergleich zu den unklonierten hSGSC1 (rot), jeweils erganzt
durch eine polynomische Trendlinie. Der GréBenbalken entspricht in A-C 100 um und in D-G 200 um.

3.1.3 Telomerlangen, Telomeraseaktivitat und Seneszenz in hPSC und
hSGSC

Die hohe, aber begrenzte Proliferationsfahigkeit der hPSC und hSGSC sowie deren
GroBenzunahme lassen auf einen in vitro ablaufenden Alterungsprozess der Zellen

schlieBen. Eine Mdglichkeit des zelluldren Alterns ist die replikative Seneszenz. Dabei
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nimmt die Telomeraseaktivitat und deren Einfluss auf die Telomerlangen eine wichtige
Rolle ein. Beim Durchlaufen des Zellzyklus verkirzen sich die repetitiven Sequenzen der
Telomere TTAGGG aufgrund der unvollstandigen DNA-Replikation am Chromosomen-
ende (End-Replikations-Problem). Ist das Enzym Telomerase in Zellen aktiv, sorgt dieses
far eine Verldangerung bzw. Aufrechterhaltung der Telomersequenzen, wie es bei
embryonalen Stammzellen, Leukozyten und Krebszellen der Fall ist. Die meisten
somatischen Zellen besitzen keine Telomeraseaktivitat, was in vitro zu replikativer
Seneszenz und damit zu begrenzter Zellteilung fuhren kann. Um mdogliche
Auswirkungen der Seneszenz in den hPSC und hSGSC festzustellen, erfolgte die
Bestimmung der Telomerlangen, der Telomeraseaktivitdt und die Untersuchung eines

Seneszenz-Markers, der SA-B-Galaktosidase.

Wahrend der Kultivierung der hPSC1 und hSGSC1 konnte ein Verkirzen der Telomere
nachgewiesen werden. Die Telomere der hPSC1 verklrzten sich durchschnittlich um
106 + 50 Basenpaare (bp) je Populationsverdopplung Gber 17 PD, anschlieBend stag-
nierte die durchschnittliche Lange der Telomere bei ca. 6,5 kbp wahrend der restlichen
Zeit in Kultur (Abb. 17 A). Die hSGSC1 zeigten eine durchschnittliche Verkirzung um
106 + 11 bp je Populationsverdopplung wahrend 20 PD (15— 35 PD) und stagnierten
bei ca. 5,5 kbp (Abb. 17 B).
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Abb. 17 Telomerlangen der hPSC und hSGSC

Mittels Flow-FISH (fluorescence in situ hybridisation) ermittelte Telomerlangen der hPSC1 (A) und
hSGSC1 (B). Dargestellt sind die Telomerlangen in TFU (telomere fluorescence unit) als Doppelbestimmung
nach verschiedenen Populationsverdopplungen (PD) in vitro. Eine TFU entspricht 1 kbp.

* Einfachbestimmung

Mittels eines TRAP-Assays (telomere repeat amplification protocol) wurde die
Telomeraseaktivitat der hPSC1 nach 10 und 35 PD und die der hSGSC1 nach 12 und
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48 PD in vitro bestimmt. Zu keinem dieser Zeitpunkte konnte eine Telomeraseaktivitat
nachgewiesen werden. Als Referenz diente die humane Telomerase-negative epitheliale
Zelllinie SAOS-2 (sarcoma osteogenic), als positive Referenz eine aus humanen embryo-

nalen Nieren gewonnene Zelllinie HEK-293T.

Mit Hilfe eines Seneszenz-Assays konnen SA-B-Galaktosidase exprimierende Zellen durch
eine Blaufarbung nachgewiesen werden. In Stammzellen aus allen drei untersuchten
Geweben (Knochenmark, Pankreas, Speicheldrise) konnte nach wenigen Populations-
verdopplungen in vitro (bis 20 PD) keine SA-B-Galaktosidase nachgewiesen werden
(Abb. 18 A-C). Nach einer langeren Kultivierungszeit konnten allerdings seneszente
Zellen nachgewiesen werden. Nach 36 PD invitro konnte in den hMSCI
SA-B-Galaktosidase nachgewiesen werden (Abb. 18 D). Auch in den hPSC1 und
hSGSC1-Kulturen konnten nach 33 PD bzw. 47 PD SA-B-Galaktosidase positive Zellen

nachgewiesen werden (Abb. 18 E+F).
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Abb. 18 Nachweis von Seneszenz bei hMSC, hPSC und hSGSC
Hellfeldaufnahmen von hMSC1 (A+D), hPSC1 (B+E) und hSGSC1 (C+F) nach unterschiedlichen

Populationsverdopplungen (PD) in vitro und SA-B-Galaktosidase Nachweis. SA-B-Galaktosidase positive
Zellen sind blau gefarbt. Der GréBenbalken entspricht 200 um.

Die nicht vorhandene Telomeraseaktivitat, die Verklrzung der Telomere und die
SA-B-Galaktosidase positiven Zellen in Kombination mit der GréBenzunahme Uber die
Zeit der Kultivierung bestatigen die in den hPSC und hSGSC ablaufende replikative

Seneszenz.
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3.14 Expressionsprofil von Stammzell- und Keimblattmarkern

Aufgrund der heterogenen Morphologie der Stammzellpopulationen erfolgte deren
Uberprifung hinsichtlich spontan auftretender Differenzierung. Dazu erfolgte die

Untersuchung der Expression verschiedener Stammzell- und Keimblattmarker.

Charakterisierung auf mRNA Ebene

Da die Expression bestimmter Gene auf gewisse Zelltypen beschrankt ist, konnen diese
Proteine als Marker fUr bestimmte Zelltypen benutzt werden. Nach 25 PD in vitro
erfolgte die Untersuchung der mRNA-Expression hinsichtlich unterschiedlicher
Stammzell- und Keimblattmarkern in hPSC2 und hSGSC2. Die Zellen wurden auf die
Expression von Stammzellmarkern wie CD9, Nestin, Oct-4 (octamer-4) und Nanog
untersucht. Zusatzlich erfolgte die Untersuchung der Expression von Markerproteinen,
die unterschiedlichen Zelltypen der drei embryonalen Keimblatter zugeordnet werden
kénnen. Als Marker fur das ektodermale Keimblatt diente PGP9.5 (protein gene product
9.5), als mesodermaler Marker wurde BMP-2 (bone morphogenic protein-2) untersucht
und fur das endodermale Keimblatt diente das Protein Albumin als Marker. Zur internen
Kontrolle wurde die Expression des Enzyms GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) untersucht. Als Positivkontrolle und Funktionstest der individuellen

Primer diente humane RNA, isoliert aus verschiedenen fétalen und adulten Organen.

In hPSC2 und hSGSC2 konnten die Stammzellmarker CD9 und Nestin sowie die Marker

fir embryonale Stammzellen Oct4 und Nanog nachgewiesen werden.

PGP9.5, ein Protein, das von reifen Neuronen exprimiert wird, konnte in hPSC2 und
hSGSC2 als ektodermaler Marker nachgewiesen werden. hPSC2 und hSGSC2
exprimierten auch BMP-2 ein Marker fir das mesodermale Keimblatt. BMP-2 wird in
verschiedenen Organen wie der Lunge, Leber, Milz und Dinndarm exprimiert, induziert
die Knochen- und Knorpelbildung und spielt eine wichtige Rolle wahrend der

Embryonalentwicklung.

Als Marker fur das endodermale Keimblatt diente das von Hepatozyten exprimierte
Albumin. In hSGSC2 konnte die mRNA, welche das Protein Albumin kodiert,

nachgewiesen werden, wahrend die hPSC2 negativ fir diese mRNA waren (Abb. 19).
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Abb. 19 Nachweis verschiedener Stammzell- und Keimblattmarker bei hPSC und hSGSC

Dargestellt sind die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Produkte der RT-PCR. Interne Kontrolle:
GAPDH; Stammzellmarker: CD9, Nestin, Oct4, Nanog; Ektodermaler Marker: PGP9.5; Mesodermaler
Marker: BMP-2; Endodermaler Marker: Albumin; positiv Kontrolle (+K): kommerziell erhéltliche humane
RNA verschiedener fotaler und adulter Organe; negativ Kontrolle (-K): bei der Reversen Transkription nicht
transkribierte RNA.

Qualitative Charakterisierung der Proteinexpression

Nach der Untersuchung von Stammzell- und Keimblattmarkern auf mRNA-Ebene
erfolgte der Nachweis der Proteine mittels qualitativer Immunzytochemie. Daflr wurden
fixierte und permeabilisierte Zellen nach 20 -25 PD in vitro auf die Expression der
Stammzellmarker Nestin, SSEA-1 (stage-specific embrionic antigen-1) und AP (alkaline
phosphatase), der ektodermalen Marker PGP9.5 (protein gene product 9.5), NF
(neurofilament) und GFAP (glial fibrilary acidic protein), der mesodermalen Marker
a-SMA (a-smooth muscle actin), Kollagen Typ 2 sowie der endodermalen Marker
Amylase, Albumin, Zytokeratine 18 und 19 (CK18 und CK19) und pan-Zytokeratine
(CK1,2,5,6,7,8, 11,14, 16, 17 und 18) untersucht.

Zellen der hMSC1 waren positiv fir den Nachweis des von reifen Neuronen
exprimierenden Proteins NF und des Astrozyten Markers GFAP, also Zelltypen
ektodermalen Ursprungs. Die mesodermale Differenzierungsrichtung konnte durch den
Nachweis von a-SMA, CK18 und CK19 und die endodermale Differenzierung durch
den Nachweis von Albumin gezeigt werden. Alle Zellen der hMSC waren positiv fir

Vigilin, ein ubiquitares RNA-bindendes Protein des endoplasmatischen Retikulums,
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welches bei translationaler Aktivitat exprimiert wird (Abb. 20). Die Stammzellmarker
Nestin, SSEA-1 und alkaline Phosphatase konnten nicht nachgewiesen werden.
Weiterhin waren die hMSC1 negativ fir den neuronalen Marker PGP9.5, fur das
Chondrozyten-spezifische Kollagen Typ 2, das Verdauungsenzym Amylase und die

epithelialen pan-Zytokeratine.

FUr die hPSC2 und die hSGSC1 konnte nach 22 PD in vitro die Differenzierung in
ektodermale, mesodermale und endodermale Richtung nachgewiesen werden. Dabei
war ein Teil der Zellen positiv fir die Neuronen spezifische Proteine NF und PGP9.5 oder
far das Astrozyten typische GFAP. Zellen der hPSC2- und hSGSC1-Kulturen exprimierten
das mesodermale a—SMA glatter Muskelzellen und waren positiv fir die endodermalen
pan—-Zytokeratine. Weiterhin waren Zellen der hPSC2 und hSGSC1 positiv fur die
Stammzellmarker SSEA-1 und Nestin. Der Stammzellmarker AP wurde nur von einem
Teil der hPSC2, aber von allen hSGSC1 exprimiert. Das ubiquitare Vigilin wurde von allen
hPSC2 und hSGSC1 exprimiert (Abb. 20). Das von Chondrozyten produzierte Kollagen
Typ 2 sowie die endodermalen Proteine Amylase, Albumin und die Zytokeratine 18 und
19 konnten in den hPSC2 wie auch in den hSGSC1 immunzytochemisch nicht

nachgewiesen werden.

In den Populationen der hMSC, hPSC und hSGSC wurden spontane Differenzierungen
in unterschiedliche Zelltypen der drei embryonalen Keimblattern nachgewiesen.
Zusatzlich konnte in den hPSC und hSGSC die Expression verschiedener embryonaler

und adulter Stammzellmarker gezeigt werden.
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Abb. 20 Immunzytochemischer Nachweis verschiedener Stammazell- und Keimblattmarker bei
hMSC, hPSC und hSGSC

Nach 25 PD in vitro wurden bei den hMSC1 die Proteine NF und a-SMA, GFAP, Albumin, CK18, CK19
und Vigilin nachgewiesen. Die Kontrolle wurde mit Cy3- und FITC-markierten Sekundarantikorpern
inkubiert. Bei den hPSC2 erfolgte nach 22 PD in vitro ein positiver Nachweis der Proteine NF und a-SMA,
Nestin und GFAP, PGP9.5, pan-CK, AP, SSEA-1 und Vigilin. Die Kontrolle wurde mit FITC-markiertem
Sekundarantikorper inkubiert. Die hSGSC1 waren nach 20 PD in vitro positiv fir den Nachweis der
Proteine NF und a-SMA, SSEA-1, PGP9.5, Vigilin, Nestin und GFAP, pan-CK und AP. Die Kontrolle wurde
mit FITC-markiertem Sekundarantikorper inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt.
Der GroBenbalken entspricht 50 pm.
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Quantitative Charakterisierung der Proteinexpression

Um die Stammzellen aus Pankreas und Speicheldrise im Vergleich zu den
mesenchymalen Stammzellen und anderen adulten Stammzellpopulationen bezlglich
ihres Stammzellpotentials einordnen zu koénnen, erfolgte die Bestimmung ihres
Oberflachen-Expressionsprofils. Dazu wurden die hMSC1+2, hPSC1+2 und hSGSC1+2
nach 13 - 35 PD mittels Durchflusszytometrie auf die Expression bestimmter adulter und
embryonaler Stammzellmarker untersucht. Die Zellen wurden mit den jeweiligen
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern behandelt und der Anteil positiver Zellen gegen die

Isotyp-Kontrolle gemessen. Alle Untersuchungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Alle sechs hier untersuchten Populationen waren positiv fir die Tetraspanine CD9
(tetraspanine 29) und CD81 (tetraspanine 28). Dies sind Membranproteine, welche von

adulten und embryonalen Stammzellen exprimiert werden (Tab. 15) &> 117,122,124

Die Stammzellmarker CD29 (integrin beta 1), CD44 (hyaluronic acid receptor), CD73
(ecto-5'-nucleotidase), CD90 (thymocyte differentiation antigen 1), CD105 (endoglin)
und Nestin wurden in den letzten 10 Jahren auf diversen adulten Stammzellen, die aus
dem Knochenmark, dem Nabelschnurblut, dem Fettgewebe, dem Pankreas, der Milz

54, 73, 96, 106, 130, 142, 145, 165, 173 Diese

und dem Herzen isoliert waren, nachgewiesen
Stammzellmarker waren auch auf den hier untersuchten Stammzellen aus dem

Knochenmark, dem Pankreas und der Speicheldrise in hohem MaBe positiv (Tab. 15).

Weiterhin wurden die hMSC, hPSC und hSGSC auf die Anwesenheit von embryonalen
Markern Uberprtft. Das Glykolipid SSEA-3 und das Glykoprotein TRA-1-60 (tumor
rejection antigen 1-60) werden von humanen undifferenzierten embryonalen Stamm-

t 4 103 Diese drei

zellen exprimiert und bei der Differenzierung heruntergeregel
embryonalen Marker konnten weder auf den untersuchten adulten mesenchymalen,
noch auf den pankreatischen und Speicheldrisen-Stammzellen nachgewiesen werden.
Alle  untersuchten  Stammzellkulturen  waren aulBerdem negativ  fur die
hamatopoetischen Marker CD45 (protein tyrosine phosphatase, receptor type C),
CD117 (C-kit) und CD133 (prominin-1) sowie fir den Endothelzell-Marker CD31

(platelet endothelial cell adhesion molecule-1) (Tab. 15).

Die vom Haupthistokompatibilitdtskomplex codierten MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-
Proteinkomplexe spielen eine zentrale Rolle bei der Immunerkennung. Proteine der

MHC-Klasse-l wie HLA-A, -B, -C sind auf allen kernhaltigen Zellen des menschlichen
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Organismus vorhanden und dienen der Antigenprasentation fur T-Lymphozyten
(T-Killerzellen) und damit der zellvermittelten Immunantwort. HLA-DR ist ein Protein der
MHC-Klasse-Il, ein transmembranes Glykoprotein, welches hauptsachlich von Antigen-
prasentierenden Zellen wie Makrophagen, B-Lymphozyten oder Dendritischen Zellen,
exprimiert wird. In beiden Messungen waren alle sechs Populationen positiv fir die
MHC-Klasse-I Proteine HLA-A, -B, -C und negativ fur das MHC-Klasse-Il Protein HLA-DR
(Tab. 15).

Das Adhasionsprotein  CD106 (vascular cell adhesion molecule 1), welches auf
aktivierten Endothelzellen, aber auch auf mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen
wurde "% ¥ war auch auf den hier untersuchten hMSC exprimiert. Fir Stammzellen

aus Pankreas und Speicheldrise war der Nachweis fir CD106 negativ (Tab. 15).

CD271 (nerve growth factor receptor) war urspriinglich als Marker fir neuronale Zellen
des zentralen und peripheren Nervensystems beschrieben. Mittlerweile ist bekannt, dass
Zellen  mesenchymalen, epithelialen oder hamatopoetischen Ursprungs CD271
exprimieren. Auch mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe waren positiv fur
CD271 ™. In den in dieser Arbeit untersuchten hMSC konnte ebenfalls die Expression
von CD271 in einem Teil der Population nachgewiesen werden. Die pankreatischen und

Speicheldrisen-Stammzellen waren hingegen negativ fir CD271 (Tab. 15).
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Tab. 15 Expressionsprofil von hMSC, hPSC und hSGSC

hMSC1

hMSC2

hPSC1

hPSC2

hSGSC1

hSGSC2

Adulte
Stammzellmarker

CDS

++++

++++

++++

+++

++++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

++++

++++

CD81

++++

++++

++++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

CD29

++++

++++

++++

++++

++++

++++

+4+++

++++

++++

++++

++++

++++

CDh44

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

CD73

++++

++++

++++

++++

++++

++++

+4+++

++++

++++

++++

++++

++++

CD90

++++

++++

++++

++++

++++

++++

+4+++

++++

++++

++++

++++

++++

CD105

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

+4+++

++++

++++

++++

CD271

++

Nestin

++++

+4+++

+++

+4+++

++++

+4+++

++

+++

+4+++

+++

+++

+++

Embryonale
Stammzellmarker

SSEA-3

TRA-1-60

Hamatopoetische
Marker

CD45

CD117

CD133

Endotheliale
Marker

CD31

CD106

+++

++

++++

++++

MHC

HLA-A,B,C

+4+++

++++

++++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

+4+++

++++

HLA-DR

Die Zellen wurden mit dem entsprechenden Antikdrper und der korrespondierenden Isotyp-Kontrolle
gefarbt und die Fluoreszenzintensitat mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Fluoreszenz der Isotyp-
Kontrolle diente als Schwellenwert fur die Bestimmung des jeweiligen positiven Anteils. Fir jede
Zellpopulation erfolgte eine Doppelbestimmung. Der Anteil positiver Zellen wurde zusammengefasst.
(-) entspricht < 3 %; (+) entspricht 3 —25 %, (++) entspricht 26 — 50 %, (+++) entspricht 51 —75 %,
(++++) entspricht 76 — 100 % positive Zellen.

Zusammenfassend besitzen die Stammzellpopulationen aus Pankreas und Speicheldrise

ein ahnliches Oberflachen-Expressionsprofil wie die mesenchymalen Stammzellen aus

dem Knochenmark. Allerdings unterscheiden sie sich in der Expression von CD271 und

CD106.
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3.2 Induzierte Differenzierung von hMSC, hPSC und hSGSC in

mesenchymale Richtung

Neben der Proliferationsfahigkeit bestimmt das Differenzierungspotential und damit die
Fahigkeit unterschiedliche spezifische Zelltypen zu bilden, die Potenz von Stammzellen.
Nachdem die spontane Differenzierung in Zelltypen der drei embryonalen Keimblatter
far die endodermalen hPSC und hSGSC gezeigt werden konnte, erfolgte nun die
Untersuchung der gezielten Differenzierbarkeit in die mesodermale Richtung (adipogen,
chondrogen und osteogen). Als Vergleich dienten die hMSC aus dem Knochenmark,

deren hohes Differenzierungspotential in mesenchymale Richtung bekannt ist.

3.2.1 Adipogene Differenzierung

Die Di- und Triglyzeride enthaltenden Lipidtropfen in Adipozyten dienen als
Energiespeicher des Korpers. Dabei wird die fir den Stoffwechsel der Zelle nicht
benodtigte Energie zur Synthese von Fettsduren im Zytosol benutzt und diese
hauptsachlich als Triglyzeride in den Lipidtropfen gespeichert. Bei Energiebedarf werden
die Triglyzeride durch Lipolyse wieder zu Glycerin und Fettsauren hydrolisiert und damit

stehen die Fettsauren wieder der Energiegewinnung zur Verfligung.

Zur adipogenen Differenzierung wurden die hMSC1, hPSC1 und hSGSC1 bei Erreichen
der Konfluenz in adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Als Hauptinduktions-
faktoren dienten dabei IBMX, Indomethazin, Dexamethason und Insulin. Bei erfolg-
reicher adipogener Induktion stellen die Zellen die Teilungsaktivitat ein, und
differenzieren sichtbar durch die Einlagerung kleiner Fetttropfchen zu Praadipozyten.
Durch die anhaltende Einlagerung von Fettsduren und die Verschmelzung der
Fetttropfen nehmen diese im Verlauf der Differenzierung zu reifen Adipozyten an GroBe
zu. Eine weitere Folge der adipogenen Differenzierung ist die morphologische
Veranderung von der spindelférmigen Stammzelle Uber den Praadipozyten in die
spharische Form des ausgereiften Adipozyten. Mittels des fettloslichen Farbstoffs

Qil red O kénnen die Lipidtropfen rot gefarbt werden.

Bei hMSC1 zeigte nach 28-tdgiger Differenzierung ein groBer Teil der Zellen
eingelagerte Lipidtropfen, wobei die GréBe und Anzahl der Lipidtropfen in den
einzelnen Zellen wie auch die Form der differenzierten Zellen variierte (Abb. 21 A). Auch

bei hSGSC1 konnten nach 28-tdgiger Differenzierung die in Form von Fetttropfen
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eingelagerten Fettsdauren in einem Teil der Zellen nachgewiesen werden (Abb. 21 C).
Die Verteilung der adipogen differenzierten Zellen in den hSGSC- wie auch in den
hMSC-Kulturen war heterogen und erfolgte teilweise in Clustern (Abb. 36). Die Kulturen
der hPSC1 =zeigten nach 20-tdgiger adipogener Induktion keine eingelagerten
Lipidtropfen, weiterhin ihre spindelférmige Morphologie, einen Rickgang in der Zellzahl
und keine adipogene Differenzierung (Abb. 21 B). Bei der Kultivierung ohne adipogen
induzierende Faktoren konnten in allen drei Stammzellkulturen keine Lipidtropfen

nachgewiesen werden (Abb. 21 D-F).

hMSC1

hSGSC1

Abb. 21 Adipogene Differenzierung der hMSC, hPSC und hSGSC
Dargestellt sind Hellfeldaufnahmen der adipogen induzierten Kulturen von hMSC1 (28 Tage, A) und

hSGSC1 (28 Tage, C) und Phasenkontrastaufnahmen der hPSC1 (20 Tage, B) nach Fixierung und Farbung
mit Qil red O. Die adipogen differenzierten Stammzellen haben Lipidtrépfchen (rot) eingelagert (A+C). Die
Mediumkontrollen (D-F) sind negativ. Der GroBenbalken entspricht 100 pym.

Zur Quantifizierung der adipogenen Differenzierung der Stammzellen erfolgte die
Quantifizierung der mRNA-Expression der Proteine ADRP (adipose differentiation related
protein), PPARG (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) und Perilipin,
welche bei der adipogenen Differenzierung entscheidende Funktionen Ubernehmen,
mittels realtime-PCR. Dabei wurden die mRNA gegen B-Tubulin normalisiert und dann
die Erhéhung in Bezug auf die Differenzierungskontrolle berechnet. ADRP ist ein
Lipidtropfen-assoziiertes Protein, welches bereits wenige Stunden nach der adipogenen
Induktion exprimiert wird, jedoch nicht in ausgereiften Adipozyten prasent ist. Der sich
im Zellkern befindende PPARG reguliert als Transkriptionsfaktor verschiedene Gene,

welche fur den Glukose-Metabolismus der Zelle wie auch fir die Fettsdureeinlagerung
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verantwortlich sind. Hingegen umhullt das Phosphoprotein Perilipin die Oberflache der
intrazelluldren Lipidtropfen und reguliert durch die Kontrolle des Zugangs von Lipasen

zu den Fetttropfen die Lipolyse.

Nach 28-tdgiger Kultivierung in adipogenem Differenzierungsmedium zeigten die
hMSC1 dabei eine deutliche durchschnittliche Erhdhung der mRNA-Expression, welche
die Proteine ADRP (15-fach), PPARG (140-fach) und Perilipin (36700-fach) codieren
(Abb. 22).

Die hPSC1 zeigten nach 18-tagiger adipogener Induktion durchschnittlich eine 5-fache
Erhdhung der mRNA-Expression fur den frihen adipogenen Marker ADRP, eine
15-fache Erhohung der mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors PPARG, aber keine
Erhdhung der mRNA, welche das Lipidtropfen-assoziierte Perilipin kodiert (Abb. 22).

Die adipogene Differenzierung in hSGSC1 fuhrte nach 28-tagiger adipogener Induktion
zu einer durchschnittlichen Erhéhung der Genexpression der drei untersuchten Proteine,
wobei die mRNA fur ADRP 9-fach, fir PPARG 5-fach und fur Perilipin 27000-fach im
Vergleich zur Kontrolle erhéht war (Abb. 22).

Die Veranderungen der Genexpression der untersuchten mRNA in hMSC1, hPSC1 und
hSGSC1 durch die adipogene Induktion bestatigen vor allem bei dem funktionellen
Perilipin die Ergebnisse der Qil red O-Farbung (Abb. 21).
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Abb. 22 Verdnderung der Expression bestimmter Marker-Gene bei der adipogenen
Differenzierung von hMSC, hPSC und hSGSC

Dargestellt ist die Vervielfachung der mRNA nach adipogener Induktion bei hMSC1 (28 Tage, PD11),
hPSC1 (18 Tage, PD19) und hSGSC1 (28 Tage, PD19), welche ADRP, PPARG und Perilipin codieren, im

Vergleich zur Kontrolle, mittels real time-PCR. Zur Normierung der Daten diente die Expression von
B-Tubulin.
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3.2.2 Chondrogene Differenzierung

Waéhrend der Chondrogenese differenzieren Stammzellen Uber das Stadium der
Chondroblasten zu reifen Chondrozyten. Die Chondrozyten synthetisieren die Proteine
der extrazellularen Matrix wie Proteoglykane, Glykosaminoglykane und Kollagen Typ 2.
Wichtige Induktoren sind dabei die zelluldre Kondensation sowie die im Gleichgewicht
wirkenden Faktoren fir Proliferation und Synthese der extrazellularen Matrix. In vitro
geschieht dies durch die Kultivierung im Pellet und mit den Mediumzusatzen ITS,
L-Ascorbinsdure, Dexamethason und TGF-B3. Dabei wirkt der Serumersatz ITS
proliferativ, wahrend L-Ascorbinsdure, Dexamethason und TGF-B3 die Synthese der

Matrixproteine induzieren.

Die Induktion der chondrogenen Differenzierung der hMSC1, hPSC1 und hSGSCT
erfolgte in 3D-Aggregaten mit den Mediumzusatzen ITS, L-Ascorbinsaure, Dexa-
methason und TGF-B3. In Gefrierschnitten der Zellaggregate der drei untersuchten
Populationen hMSC1, hPSC1 und hSGSC1, waren nach 28-tdgiger Differenzierung die
Expression von Proteoglykanen immunzytochemisch vor allem am Rand der Aggregate
nachweisbar (Abb. 23 A-C). Erfolgte die Kultivierung der gleichen Zellen ohne
induzierende Faktoren, waren die Zellaggregate kleiner, weniger kompakt und dadurch
instabiler beim Anfertigen der Kryoschnitte. Diese Aggregate zeigten keine
Proteoglykan-Expression (Abb. 23 D-F).

Durch die Farbung mit Alzianblau kénnen Strukturen der extrazellularen Matrix wie
Glykosaminoglykane (Mukopolysaccharide) nachgewiesen werden. Nach 28-tdgiger
Kultivierung der hMSC1, hPSC1 und hSGSC1 in chondrogenem Differenzierungs-
medium zeigten die Schnitte der Aggregate aller drei Kulturen eine deutliche
Blaufarbung der Glykosaminoglykanen (Abb. 23 G-l). Die Zellkerne waren mit
Kernechtrot gegengefarbt. Deutlich lassen sich die Strukturen der extrazellularen
Matrixproteine erkennen. Die proliferierenden Bereiche, gekennzeichnet durch viele
Zellkerne, lassen sich von den differenzierten Bereichen, erkennbar durch wenige
Zellkerne und viel Matrix, unterscheiden. Erfolgte die Kultivierung der drei Kulturen ohne
induzierende Faktoren konnten keine Glykosaminoglykane nachgewiesen werden
(Abb. 23 J-L).
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hMSC1 hPSC1 hSGSC1

Abb. 23 Chondrogene Differenzierung der hMSC1, hPSC1 und hSGSC1 in 3D-Aggregaten

Die Zellen wurden fir 28 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium (A, B, C und G, H, I) oder der
Medium-Kontrolle (D, E, F, und J, K, L) kultiviert. Nach der Fixierung konnte Proteoglykan (griin) in den
Gefrierschnitten induzierter Aggregate immunzytochemisch nachgewiesen werden (A-C). Die Zellkerne
waren mit DAPI (blau) gegengefarbt. Die von Chondrozyten gebildete extrazellulare Matrix mit den sauren
Mukosasubstanzen ist durch Alzianblau blau gefarbt (G-l). Die Zellkerne waren mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Der GroBenbalken entspricht in A-F 100 pym, in G-L 200 pm.
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3.2.3 Osteogene Differenzierung

Bei der Knochenbildung scheiden die Osteoblasten Kollagene in den extrazellularen
Raum aus. In dieses Geflecht aus Kollagen geben die Osteoblasten Kalziumphosphate

und Kalziumkarbonate ab. Diese kristallisieren und bilden damit die Knochenmatrix.

Nach 28-tagiger Kultivierung der hMSC1, hPSC1 und hSGSC1 mit osteogen
induzierenden Faktoren wie BMP-2, Dexamethason, L-Ascorbinsdure und B-Glyzerol-
phosphat konnte in allen drei Kulturen das fibrillare, extrazellulare Matrixprotein
Kollagen Typ 1 immunzytochemisch nachgewiesen werden (Abb. 24 A-C). Erfolgte die
Kultivierung der gleichen Zellen ohne induzierende Faktoren, war Kollagen Typ 1 nicht
nachweisbar (Abb. 24 D-F).

hMSC1 hSGSC1

Abb. 24 Kollagenexpression von hMSC1, hPSC1 und hSGSC1
Immunzytochemischer Nachweis von Kollagen Typ 1 (A-C, grtn) in hMSC-, hPSC- und hSGSC-Kulturen

nach 28-tagiger osteogener Induktion und die Medium-Kontrolle (D-F). Die Zellkerne waren mit DAPI
(blau) gegengefarbt. Der GroBenbalken entspricht 100 pm.

Zusatzlich wurden die drei Kulturen auf die osteogene Kalzifizierung Uberprift. Zum
Nachweis der Kalzifizierung dienten die Farbungen mit Alizarinrot und von Kossa.
Alizarinrot bildet mit dem gebildeten extrazelluldren Kalzium (Kalziumphosphate und
Kalziumkarbonate) einen Chelatkomplex, welcher in der Hellfeldmikroskopie rot
erscheint. In allen drei untersuchten Kulturen konnten osteogen kalzifizierte Bereiche

anhand der Alizarinrot-Farbung nachgewiesen werden (Abb. 25 A-C). In den mit
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Kontrollmedium behandelten Kulturen war kein kalzifizierter Bereich nachweisbar
(Abb. 25 D-F).

hSGSC1

Abb. 25 Osteogene Kalzifizierung von hMSC1, hPSC1 und hSGSC1
Dargestellt sind Hellfeldaufnahmen der osteogenen Kalzifizierung von hMSC1 (8 Tage, A+G), hPSC1

(28 Tage, B+H) und hSGSC1 (17 Tage, Cund 12 Tage, 1) nach Kultivierung in osteogenem
Differenzierungsmedium. Der Nachweis erfolgte mittels Alizarinrot (A-F, rot) und der Silberfarbung von
Kossa (G-L, schwarz). Die Medium-Kontrollen sind fir die Alizarinrot- (D-F) und fur die von Kossa-Farbung
(J-L) negativ. Der GréBenbalken entspricht 100 pm.

Bei der indirekten von Kossa-Farbung werden die Kalziumionen der in der
extrazellularen Matrix eingelagerten Kalziumphosphate und Kalziumkarbonate durch
Silberionen ersetzt und diese zu elementarem Silber reduziert. Durch die positive
von Kossa-Farbung (schwarz) konnte fur die mesenchymalen, pankreatischen und

Speicheldrisen-Stammzellen die osteogene Differenzierung einschlieBlich  der

80



Ergebnisse

extrazelluldren Kalziumeinlagerung (mineralisierte Knétchen) nachgewiesen werden
(Abb. 25 G-l). Die Kultivierung der gleichen Zellen ohne osteogene Induktionsfaktoren

fahrte nicht zur Einlagerung von extrazellularem Kalzium (Abb. 25 J-L).

Die hier untersuchten hMSC, hPSC und hSGSC differenzierten spontan in verschiedene
Zelltypen der drei Keimblatter (3.1.4). Nach gezielter Induktion zeigten die
endodermalen pankreatischen Stammzellen die Differenzierung in mesodermale
Chondrozyten und Osteoblasten, wahrend die mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark und die Speicheldriisen-Stammzellen die Differenzierung in Adipozyten,

Chondrozyten und Osteoblasten zeigten.
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33 Immortalisierung von Speicheldriisen-Stammzellen mittels der

katalytischen Untereinheit der Telomerase hTERT

3.3.1 Morphologie und Proliferationskapazitat

Humane adulte Stammzellen besitzen ein groBes Potential fir die Regenerative Medizin.
Viele ihrer Eigenschaften und Merkmale wie z. B. die transkriptionelle Steuerung der
osteogenen Differenzierung sind aber immer noch nicht vollstdndig verstanden. Um
deren Eigenschaften im Detail zu ermitteln, mussen aufgrund ihrer beschrankten
Kultivierungszeit in vitro regelmaBig primare adulte Stammzellen isoliert werden. Durch
die haufigen Isolierungen unterliegen die Untersuchungen zwangslaufig spender-
abhangigen und altersabhdangigen Schwankungen. Um diese Schwankungen zu
umgehen wadre es hilfreich, Stammzelllinien zur Verfigung zu haben, welche
unbegrenzt in vitro kultiviert werden kénnen und trotzdem Stammzelleigenschaften

besitzen.

Durch die Transduktion der hSGSC1 mit der katalytischen Untereinheit der humanen
Telomerase (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) sollte eine dauerhafte
Zelllinie mit Stammzellpotential generiert werden. Nach 29 PD und 47 PD in Kultur
wurden hSGSC1 mit dem Vektorkonstrukt hTERT-GFP retroviral transduziert. Als
Kontrolle dienten hSGSC1, welche mit einem Leervektor-GFP (LV-GFP) transduziert
wurden. Anhand des Reporterproteins GFP konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie der
Erfolg der Integration des hTERT-Gens kontrolliert werden (Abb. 26 C).

Abb. 26 Morphologische Veranderung der hSGSC durch die Transduktion mit hTERT

Zu sehen sind Phasenkontrastaufnahmen von hSGSC1 nach 51 PD in vitro (A) und 15 PD nach der
Transduktion mit hTERT-GFP (B) sowie Fluoreszenzaufnahmen von hSGSC1 15 PD nach der Transduktion
mit hTERT-GFP (C). Der GréBenbalken entspricht in A+B 200 pm und in C 100 ym.

Die transduzierten Zellen proliferierten in vitro und nach zehn Populations-

verdopplungen wurden sie anhand des Reporterproteins GFP mittels Durchfluss-

82



Ergebnisse

zytometrie sortiert. Der Anteil GFP exprimierender hSGSC1-PD29-hTERT konnte von 7 %
auf 95 %, der hSGSC1-PD29-LV von 30 % auf 82 % und der hSGSC1-PD47-hTERT von
86 % auf 98 % erhdht werden. Die hSGSC1-PD47-LV hatten bereits nach 2 PD die
Proliferation eingestellt. Die Eigenschaften der GFP-sortierten transduzierten hSGSC1
wurden anschlieBend in Langzeitstudien untersucht, bevor diese nach 377 Tagen
(PD29+) bzw. 366 Tagen (PD47+) beendet wurden.

Die Morphologie der transduzierten, sortierten hSGSC1 veranderte sich vor allem bei
den hSGSC1-PD47-hTERT hin zu einem hdheren Anteil spindelférmiger, bipolarer Zellen
(Abb. 26 A+B).

Die mit dem Leervektor-transduzierten (LV-GFP) hSGSC1 wuchsen langsam und stellten
nach 14 PD (PD29+) die Proliferation ein (Abb. 27 A). Die hSGSC1-PD29-hTERT
verdoppelten sich 74-mal in 377 Tagen und hatten mit durchschnittlich 5 Tagen eine
ahnliche Verdopplungszeit wie die nativen hSGSC1 (Abb. 27 A). Dagegen verdoppelten
sich die hSGSC1-PD47-hTERT 164-mal in 366 Tagen, womit sich die durchschnittliche
Verdopplungszeit durch die Integration von hTERT auf 2,2 Tage verkirzte (Abb. 27 B).
Die Untersuchung der GroéBenentwicklung der hTERT-GFP-transduzierten hSGSC1 zeigte
far beide Kulturen eine deutliche Abnahme der durchschnittlichen ZellgréBe. Die
hSGSC1-PD29-hTERT nahmen in den ersten 100 Tagen nach der Sortierung von 24 ym
auf 25 pum zu, bevor sie in den nachsten 277 Tagen auf eine GréBe von 22 pm
abnahmen (Abb. 27 C). Die hSGSC1-PD47-hTERT verringerten kontinuierlich ihre
durchschnittliche GroéBe. In dem Zeitraum von 366 Tagen nach der Transduktion

verringerte sich deren GréBe von 22 um auf 18 um (Abb. 27 D).
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Abb. 27 Wachstumseigenschaften der hTERT-transduzierten hSGSC1 in vitro

Dargestellt sind die Populationsverdopplungen der mit hTERT-GFP (violett, A+B) und LV-GFP (schwarz, A)
transduzierten hSGSC1 Populationen in vitro gegen die Zeit, im Vergleich zu den unbehandelten hSGSC1
(rot, A+B). Die GroBenentwicklung in Suspension der beiden transduzierten hSGSC1-Populationen
(PD29+, PD47+) in vitro gegen die Zeit (violett), im Vergleich zu den unbehandelten hSGSC1 (rot) ist in C
und D dargestellt.

Die Daten zeigen die erfolgreiche Immortalisierung der hSGSC1, was durch die hohe

Zahl der Populationsverdopplungen und die lange Kultivierungszeit belegt wird.
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3.3.2 Telomeraseaktivitat, Telomerlangen und Seneszenz

Aufgrund der Abnahme der ZellgréoBe und der unbegrenzten Proliferation der
immortalisierten hSGSC1 wurde auf den Rickgang der Alterungsprozesse geschlossen.
Um dies zu bestatigen, erfolgte die Untersuchung der Telomeraseaktivitat, der

Telomerlangen sowie der Seneszenz.

Die Bestimmung der Telomeraseaktivitat mit Hilfe des “TRAPeze ELISA Telomerase
Detection Kit” erfolgte von nativen, immortalisierten und den Leervektor tragenden
hSGSC1. Als Negativkontrolle diente die Zelllinie Saos-2, eine primare Osteosarcoma-
Zelllinie, als Positivkontrolle wurden HEK-293T-Zellen verwendet. Dabei zeigten die
nativen hSGSC1-PD29 sowie die mit dem Leervektor-GFP (PD29+12 LV) transduzierten
Zellen keine Telomeraseaktivitdt. In den hSGSC1-PD29-hTERT konnte mit einem
relativen Wert von 910 (PD29+23), 1020 (PD29+34) und 500 (PD29+52)
Telomeraseaktivitdat nachgewiesen werden, diese Werte lagen alle deutlich unter dem
der positiven HEK-293T mit 1600 (Abb. 28 A). Die nativen hSGSC1-PD47 wiesen
ebenfalls keine Telomeraseaktivitdt auf. Dagegen zeigten die immortalisierten hSGSC1-
PD47-hTERT eine Telomeraseaktivitat, die mit Werten im Bereich von 500 - 600 Uber
52 PD konstant war (Abb. 28 B).

Mittels Flow-FISH wurde von den gleichen Zellen in Dreifachbestimmungen die
Telomerlange bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch die stabile
Integration von hTERT die durchschnittliche Lange der Telomere in hSGSC1-PD29 von
5,1 kbp auf 16,7 kbp, 19,2 kbp und 23,5 kbp nach 23, 34 und 52 Populations-
verdopplungen zunahm. Dies entspricht einer durchschnittlichen Verlangerung der
Telomere um 354 Basenpaare je Populationsverdopplung. Die Telomere der mit dem
GFP-Leervektor-transduzierten hSGSC1 (PD29+12 LV) lagen mit 6,5 kbp in dem Bereich
der unbehandelten Zellen (Abb. 29 A). Fir die hSGSC1-PD47 konnte eine Verlangerung
der Telomere von 6,5 kbp auf 10,2 kbp innerhalb 31 PD nach der Transduktion gezeigt
werden. Dies entspricht einer durchschnittlichen Verlangerung um 119 bp je
Populationsverdopplung. Wahrend der Kultivierung von weiteren 20 (PD47+51) und
32 PD (PD47+83) stagnierte die Lange der Telomere im Bereich von 9-12 kbp
(Abb. 29 B).
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Abb. 28 Telomeraseaktivitat der hTERT-GFP-transduzierten hSGSC

Mittels TRAP-Assay ermittelte Telomeraseaktivitdt der hTERT-GFP-transduzierten hSGSC1-Populationen
(A, PD29+ und B, PD47+) sowie Zellen, welche als Negativ- (Saos-2, -K) und Positiv- (HEK293T, +K)
Kontrolle dienten. Dargestellt ist die relative Telomeraseaktivitdt zum Zeitpunkt der Transduktion und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten danach. (*) kennzeichnet Messwerte unterhalb der Detektionsgrenze.
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Abb. 29 Telomerlangen der hTERT-GFP-transduzierten hSGSC
Mittels Flow-FISH ermittelte Telomerldngen von zwei hTERT-GFP-transduzierten hSGSC1-Populationen

(A, PD29+ und B, PD47+). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Telomerladngen in
TFU (telomer fluorescence unit) zum Zeitpunkt der Transduktion und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
danach. 1 TFU entspricht 1 kbp.

Weiterhin wurde in den immortalisierten hSGSC1 die SA-B-Galaktosidaseaktivitat
Uberprift. Die hSGSC1 waren vor der hTERT-Integration (PD29 + PD47) SA-B-Galak-
tosidase positiv. In den immortalisierten hSGSC1-Kulturen nahm mit zunehmenden
Populationsverdopplungen bei beiden, hSGSC1-PD29-hTERT und hSGSC1-PD47-hTERT,

der Anteil SA-B-Galaktosidase-positiver Zellen deutlich ab (Abb. 30).
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Abb. 30 Riickgang der Seneszenz bei hTERT-GFP-immortalisierten hSGSC1
Nachweis der SA-B-Galaktosidase als Seneszenz-Marker in hSGSC1 zum Zeitpunkt der Transduktion und

zu unterschiedlichen Zeitpunkten danach. Seneszente Zellen sind blau gefarbt. Der GréBenbalken
entspricht 200 pm.

In den Telomerase-negativen hSGSC1 konnte somit durch die Integration der
katalytischen Untereinheit hTERT die Telomerase erfolgreich aktiviert werden. Zudem
zeigten sich eine Zunahme der Telomerlangen und ein Rickgang des Anteils seneszenter

Zellen.

3.3.3 Expressionsprofil

Die aufgrund der stabilen Integration von hTERT immortalisierten hSGSC1 wurden zur

Bestimmung ihres Stammzellpotentials auf ihr Oberflachen-Expressionsprofil untersucht.

Die immortalisierten hSGSC1-PD29-hTERT wurden nach 44 PD und die hSGSC1-PD47-
hTERT nach 44, 78 und 169 PD im Durchflusszytometer auf die quantitative Expression
verschiedener (Stammzell-)Marker untersucht. Dabei zeigte sich flr die adulten
Stammzellmarker CD9, CD81, CD29, CD44, CD73 und CD90 keine Veranderung zu den
unbehandelten Zellen (Tab. 16). Alle Marker wurden in hohem MaBe von den
immortalisierten hSGSC1-PD29-hTERT und hSGSC1-PD47-hTERT exprimiert. Durch die
Transduktion unverdndert blieb auch die Expression der embryonalen Stammzellmarker
SSEA-1 und Tra-1-60 und der Marker fur mesenchymale Stammzellen CD271. Alle drei
Proteine waren nicht nachweisbar. Auch die Expression der hamatopoetischen Marker
CD45, CD117 und CD133 sowie der endothelialen Marker CD31 und CD106 blieben
unverandert und waren auch nach der ektopischen Telomerase-Expression nicht

nachweisbar. Ebenfalls unverdndert durch die Immortalisierung blieb die hohe
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Expression der MHC-Klasse-l Proteine HLA-A, -B, -C und das nicht exprimierte MHC-
Klasse-Il Protein HLA-DR auf den hSGSC1 (Tab. 16).

Tab. 16 Veranderung des Expressionsprofils bei hSGSC1 nach der Immortalisierung durch hTERT

hSGSC1 hSGSC1 hSGSC1 hSGSC1 hSGSC1
PD21-PD31 PD29+44 PD47+44 PD47+78 PD47+169
hTERT hTERT hTERT hTERT

adulte
Stammzellmarker
CD9 98+ 1% 97 % 97 % 99 % 97 %
CD81 98+ 1% 99 % 99 % 99 % 99 %
CD29 99+1% 99 % 99 % 99 % 99 %
CD44 9+1% 99 % 99 % 99 % 99 %
CD73 99+1% 99 % 99 % 99 % 99 %
CD90 95+5 % 99 % 99 % 99 % 99 %
CD105 92+5 % 73 % 78 % 91 % 60 %
CD271 0+0% 0% 0% 0% 0 %
Nestin 80+10 % 56 % 95 % 97 % 96 %
embryonale
Stammzellmarker
SSEA-3 0+0 % 0 % 0% 0 % 0 %
Tra-1-60 0+0 % 0 % 0% 0% 0 %
hamatopoetische
Marker
CD45 0+0 % 0% 0% 0 % 0%
cD117 0+£0% 0 % 0 % 0% 0 %
CD133 0+0% 0% 0% 0% 0 %
endotheliale
Marker
CD31 0+0 % 0% 0% 0 % 0%
CD106 0+0 % 0 % 0% 0% 0 %
MHC
HLA-A,B,C 99+1% 99 % 95 % 99 % 99 %
HLA-DR 0+0 % 0% 0% 0 % 0%

Die Zellen wurden mit dem entsprechenden Antikérper und der korrespondierenden Isotyp-Kontrolle
gefarbt und die Fluoreszenzintensitat mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Bestimmung des
jeweiligen Anteils positiver Zellen erfolgte gegen die Isotyp-Kontrolle. Die Werte entsprechen dem Anteil
positiver Zellen in Prozent, auf ein Prozent gerundet.

Das Typ1 Membran Glykoprotein CD105 (Endoglin) ist Teil des TGF-B-Rezeptor-
Komplexes und ist an der Bindung der Wachstumsfaktoren TGF-B1 und TGF-B3 sowie
BMP2 und BMP7 beteiligt und damit Teil des TGF-B-Signalwegs. CD105 ist an der
Organisation des Zytoskeletts beteiligt und wurde bisher auf Endothelzellen,
Makrophagen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und adulten Stammzellen
verschiedenen Ursprungs nachgewiesen. Die Expression von C105 auf den hSGSC1-

hTERT schwankte. Von einer einheitlich hohen Expression vor der hTERT-Integration
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(92 £ 5 %) sank der Anteil CD105-exprimierender Zellen in der hSGSC1-PD47-hTERT im
Zeitraum bis 44 PD nach der hTERT-Integration auf 78 %. Nach weiteren 34 PD
exprimierten 91 % der hSGSC1-PD47-hTERT CD105. Nach insgesamt 169 PD nach der
hTERT-Integration lag der Anteil CD105 positiver Zellen bei 60 %. Bei den hSGSC-PD29-
hTERT nahm die Expression von CD105 nach 44 PD auf 73 % ab (Tab. 16).

Das Intermediadrfilament Nestin, welches in unterschiedlichen adulten Stammzellen
exprimiert wird und oft auf Stammzellen aus dem Pankreas nachgewiesen wurde,
konnte nach einer hohen Expression (80 + 10%) in den unbehandelten hSGSC1 auf
95 %, 97 % und 96 % der hSGSC1-PD47-hTERT nachgewiesen werden. In den
hSGSC1-PD29-hTERT sank der Anteil Nestin exprimierender Zellen nach 44 PD auf 56 %
(Tab. 16).

Auch nach der Immortalisierung durch die stabile Integration von hTERT und die daraus
resultierende ektopische Expression der Telomerase zeigen die hSGSC1 weiterhin den

Phanotyp adulter Stammzellen.

334 Adipogene Differenzierung

Da die hSGSC1 auch nach der Immortalisierung ein Expressionsprofil von Stammzellen
zeigen, wurde exemplarisch anhand der adipogenen Differenzierung Uberprift,
inwiefern sie weiterhin auch noch Differenzierungspotential besitzen. Dazu wurden
hSGSC1 vor (PD29 und PD47) und zu unterschiedlichen Zeiten nach der Integration von
hTERT (PD29+24, PD29+62 und PD47+41, PD47+120, PD47+172) fur 28 Tage in
adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Der Nachweis der von Adipozyten
gebildeten Lipidtropfen erfolgte mittels Oil red O-Farbung. Die hSGSC1-PD29-hTERT
konnten nach verschiedenen Populationsverdopplungen nicht adipogen differenziert
werden, sie zeigten keine Einlagerung von Lipidtropfen (nicht gezeigt). In hSGSC1, nach
47 PD in vitro, konnten nach adipogener Induktion nur sehr kleine Lipidtropfen
nachgewiesen werden (Abb. 31 A). Nach deren Immortalisierung zeigten die Zellen mit
zunehmender Kultivierungszeit und zunehmenden Populationsverdopplungen auch
einen deutlicheren adipogenen Phanotyp. Die GroBe der Lipidtropfen nahm zu und die
Morphologie einiger adipogen differenzierter Zellen verdnderte sich von einer
spindelférmigen hin zu einer spharischen (Abb. 31 C, D). Erfolgte die Kultivierung der
gleichen Kulturen in adipogenem Kontrollmedium, war keine Einlagerung von Lipiden

und damit keine adipogene Differenzierung nachweisbar (Abb. 31 E-H).
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Abb. 31 Adipogene Differenzierung der hTERT-transduzierten hSGSC1
Nach 28-tdgiger Kultivierung in adipogenen Differenzierungsmedium wurden die Zellen fixiert und mit

Oil red O gefarbt. Dargestellt sind Hellfeldaufnahmen der transduzierten hSGSC1 vor (A+E, PD47) und
verschiedene PD nach der Transduktion (B+F, PD47+41; C+G, PD47+120; D+H, PD47+172). Die von den
Adipozyten eingelagerten Lipidtropfen sind rot gefarbt. Der GroBenbalken entspricht 100 um.

Die Ergebnisse der histochemischen Oil red O-Farbungen wurden durch eine Hoch-
regulation der Expression adipogener Gene bestatigt. Ebenfalls nach 28-tagiger adipo-
gener Induktion erfolgte die Untersuchung der Expression des Transkriptionsfaktors
PPARG, des frihen adipogenen Markerproteins ADRP sowie des Lipidtropfen-
assoziierten Proteins reifer Adipozyten, Perilipin. Die Expressionserhéhung der drei Gene
nach adipogener Induktion gegentber der im Kontrollmedium kultivierten hSGSC1
wurde ermittelt. In hSGSC1 konnte nach 29 PD eine Expressionserhéhung aller drei
Gene nachgewiesen werden. Nach deren Immortalisierung war zwar die Expression der
frthen Marker ADRP und PPARG durch die adipogene Induktion erhéht, eine Erhéhung
des funktionellen Perilipin konnte aber weder 24 PD noch 62 PD nach der

Immortalisierung in einem relevanten Bereich gezeigt werden (Abb. 32 A-C).

Die hSGSC1 zeigten nach 47 PD durch die adipogene Induktion eine starke
Expressionserhdhung der frihen Marker ADRP und PPARG, aber keine Erhéhung des
Lipidtropfen-assoziierten Perilipin. Erst durch die Immortalisierung kam es nach 41 PD zu
einer leichten (209-fach) und nach 120 PD zu einer starken (27500-fach) Zunahme der
Expression von Perilipin (Abb. 32 D-F).
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Abb. 32 Genexpressionsveranderung durch die adipogene Differenzierung bei hTERT-GFP-
transduzierten hSGSC

Dargestellt ist die mittels real-time PCR ermittelte Vervielfachung der Genexpression von Perilipin, PPARG
und ADRP nach 28-tdgiger adipogener Induktion der hSGSC1. Die Bestimmung erfolgte vor der
Transduktion (PD29 und PD47) und nach unterschiedlichen Populationsverdopplungen nach der
Transduktion mit hTERT-GFP (PD29+24, PD29+62 und PD47+41, PD47+120).

Der Verlauf der adipogenen Differenzierung ist in Abb. 33 zusammengefasst. Die
Quantifizierung der adipogenen Differenzierung durch drei verschiedene Methoden
(real-time PCR, Adipogenesis-Assay, automatisierte Bildverarbeitung) zeigt einen
replikativen Verlust der adipogenen Differenzierbarkeit der hSGSC1. Waren nach 19 PD
noch ca. 9 % der Zellen differenzierbar, lag der Anteil nach 31 PD nur noch bei ca. 1 %
und nach 47 PD bei 0-0,5 % (Abb. 33 C). Durch die Immortalisierung der hSGSC
anderte sich die adipogene Differenzierungsrate wahrend der ersten 41 PD nicht (0 %).
Erst nach der Kultivierung Uber weitere 79 PD (120 PD nach der Immortalisierung)
erlangten die hSGSC ihre Differenzierbarkeit zurick und 7 % der Zellen konnten
adipogen differenziert werden (Abb. 33 (). Durch weitere Kultivierung der
immortalisierten hSGSC1 (172 PD) wurde sogar die Differenzierungsrate von 9 %,

entsprechend der von hSGSC1 nach 19 PD, erreicht (nicht gezeigt).
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A) real time PCR
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C) Bildverarbeitung
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Abb. 33 Verlauf der adipogenen Differenzierung

Zeitlicher Verlauf der adipogenen Differenzierung der hSGSC1 vor und nach der Immortalisierung durch
hTERT visualisiert durch drei verschiedene Nachweismethoden. Dargestellt sind die Expressionserhéhung
von Perilipin ermittelt mittels real-time PCR (A), die optische Dichte des Lipid-gebundenen Qil red O des
Adipogenesis Assays (B) sowie die adipogene Differenzierungsrate ermittelt mittels automatisierter
Bildverarbeitung (C) gegen die Populationsverdopplungen in vitro. Die Induktion der adipogenen
Differenzierung erfolgte Gber 4 Wochen. (*) kennzeichnet Messwerte unterhalb der Darstellungsgrenze.
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34 Entwicklung einer automatisierten Bildverarbeitung zur

Quantifizierung der adipogenen Differenzierung

Der Nachweis der adipogenen Differenzierung erfolgt Gblicherweise qualitativ durch
hochauflésende optische Mikroskopie, wobei in der Regel nur wenige Zellen des
Bildfeldes berlcksichtigt werden. Der quantitative Nachweis der Genexpressions-
veranderung, der Aktivitat von Glyzerolphosphat oder des gespeicherten Lipidvolumens
dagegen liefert keine Informationen Uber die rdumliche Verteilung der Adipozyten und
der Adipogenese. FlUr die qualitative und quantitative Analyse der adipogenen
Differenzierung bei gleichzeitiger raumlicher Auflésung wurde daher eine automatisierte
Bildverarbeitung fur hochaufgeldste groBflachige Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen

entwickelt.

Zur Untersuchung der Entwicklung der Adipogenese wurden von einer hSGSC1-Kultur
PD19 wahrend der vierwdchigen adipogenen Differenzierung (mit 100 nM
Dexamethason und 100 nM IGF-1) periodisch groBflachige Phasenkontrastaufnahmen
gemacht. In Abb. 34 ist der Verlauf der Adipogenese bei hSGSC1 an den
entsprechenden Tagen flr einen exemplarischen Ausschnitt dargestellt. Lipidtropfen
waren in dem hier gewahlten Ausschnitt ab dem 9. Tag der Differenzierung sichtbar
(Abb. 34 B), in anderen Bereichen bereits nach 4 Tagen. Diese Lipidtropfen nahmen
wahrend des weiteren Differenzierungsverlaufs an GréBe und Anzahl zu, wobei sich die
Morphologie der differenzierenden Zellen von ihrer spindelférmigen Form hin zu einer
spharischen veranderte. Nach 28 Tagen der Differenzierung waren keine Veranderungen
mehr zu erkennen und die Studie wurde mit der Fixierung, Oil red O- und DAPI-Farbung
der Zellen beendet (Abb. 34 L).

Fur die Entwicklung der automatisierten Bildverarbeitung und deren Prifung wurden
verschiedene adipogene Differenzierungsansatze gewahlt. Ansatze mit hSGSC1 nach
19PD und 31PD in Kultur, zwei Induktionsfaktoren (IGF-1 und Insulin) in der
Kombination mit drei unterschiedlichen Dexamethason Konzentrationen (0, 10, und
100 nM) und die Differenzierungskontrolle als doppelter Ansatz resultierten in

insgesamt 28 einzelnen Proben.
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Diese wurden in Kultivierungskammern mit 4 cm? Wachstumsflache fur 28 Tage mit
entsprechendem Medium kultiviert, anschlieBend fixiert und mit Qil red O- und DAPI-
gefarbt. Von allen 28 Ansatzen erfolgte die automatisierte Aufnahme von je 192

Hellfeld- und Fluoreszenzbildern mit einem 10x Objektiv.

Abb. 34 Zeitlicher Verlauf der Adipogenese bei hSGSC

Dargestellt sind Phasenkontrastaufnahmen des gleichen Ausschnitts wahrend der Kultivierung der
hSGSC1 mit adipogenem Differenzierungsmedium zu unterschiedlichen Zeitpunkten (7 - 28 Tage; A-J).
Hellfeldaufnahme der Oil red O-gefarbten Kultur (K) und Gbereinander gelegte Hellfeld- und Fluoreszenz-
aufnahmen nach QOil red O- und DAPI-Farbung (L). Der GréBenbalken entspricht 100 ym.
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Abb. 35 Funktionsweise der automatisierten Bildverarbeitung
Die Hellfeldaufnahme nach Oil red O-Farbung (A) zeigt drei rote Bereiche und einige kleinere rote

Objekte. Der schwarze Pfeil zeigt einen rot gefarbten Bereich, welcher nicht von dem folgenden RGB-
Schwellenwert-Filter (rot-gelb-blau) ausgewahlt wird (A). Das Ergebnis nach Anwendung des RGB-Filters
(B) enthalt noch kleine rote Objekte (weie Pfeile in B), welche von dem folgenden GréBen-Filter entfernt
werden. Offene Bereiche in den roten Objekten werden geflllt und anschlieBend Hellfeld- und
Fluoreszenzbild (DAPI) fusioniert (C). Rahmen 1 zeigt Details der Bildverarbeitung in D und E
(automatisches Trennen sich berGhrender Kerne), Rahmen 2 in F (Schnittfeld von roten Objekten und
Kernen). Der GroBenbalken entspricht 100 um.

Die Verarbeitung der Einzelbilder erfolgte in einer Abfolge von Bearbeitungsschritten in
der Umgebung des kommerziell erhdltlichen Bildverarbeitungsprogramm “Vision
Development Module”, der Ablauf war mit “LabView” automatisiert (Details siehe
Anhang). Die Bildverarbeitung beinhaltet den RGB-Farben-Schwellenwert (rot 150 - 255,
gelb 0 -92, blau 0 - 92) fur die Hellfeldaufnahmen, um die hellrot gefarbten Artefakte
zu unterdrlcken (Abb. 35 A, schwarzer Pfeil). Die erhaltenen Objekte wurden basierend
auf der durchschnittlichen GroBe der Adipozyten gefiltert, wobei zu kleine und zu groBe
Objekte unterdrtickt wurden (Abb. 35 B, weil3e Pfeile). Es resultierte die Anzahl der
roten Cluster N,4. Die Fluoreszenzbilder der DAPI gefarbten Zellkerne wurden ebenfalls

anhand der durchschnittlichen GréBe der Zellkerne gefiltert, wobei Uberlappende
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Zellkerne getrennt wurden und in N, resultierten (Abb. 35 D+E). AnschlieBend wurden
die Hellfeld- und Fluoreszenzbilder Ubereinander gelegt (Abb. 35 C) und die Anzahl
gemeinsamer Schnittflachen von Adipozyten und Zellkernen berechnet. Dieser Wert
wurde als N, bezeichnet. Wenn ein rotes Cluster mit mehr als einem Zellkern
Uberlappte, erhdhte sich N, entsprechend (Abb. 35 F). Fir den in Abb. 35 (A-C)
dargestellte Bildausschnitt wurde die Anzahl der Kerne N, mit 118, die der roten Cluster

N4 mit 3 und die Anzahl von Adipozyten N_,. mit 4 berechnet.

Abb. 36 Heterogenitat der adipogenen Differenzierung bei hSGSC
Hellfeld- (A+C) und Fluoreszenzaufnahmen (B+D) der hSGSC1 nach Kultivierung fur 28 Tage in

adipogenem Differenzierungsmedium (100 nM Dexamethason und 100 ng/ml Insulin) und anschlieBender
QOil red O- und DAPI-Farbung. Je 192 Einzelbilder wurden zu den Ubersichtsaufnahmen zusammengefigt
(A+B). Der GroBenbalken entspricht 2 mm (A+B) und 200 um (C+D).

Mit der Aufnahme einer Flache der GroéBe 16,8 mm x 8,0 mm verschiedener
Differenzierungskulturen sollten eine hohe Zellzahl erfasst und detaillierte Informationen
zum Verhaltensmuster der adipogenen Differenzierung erhalten werden. Anhand der
Fluoreszenzaufnahmen der DAPI gefarbten Zellkerne wurde die Zelldichte mit
24.325 Zellen/cm? +/-5 % (PD19) und 16.416 Zellen/cm? +/- 8 % (PD31) bestimmt.
Beispielhaft sind die Qil red O und DAPI gefarbten Einzelbilder einer hSGSC1 Kultur nach
28-tagiger adipogener Induktion und die aus 192 Einzelbildern zusammengefligten

Ubersichtsaufnahmen in Abb. 36 dargestellt. Dabei kénnen verschiedene Muster und
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Dichten der Zellen erkannt werden. Vor allem ist zu erkennen, dass die adipogene

Differenzierung der hSGSC sich heterogen in Clustern vollzieht (Abb. 36 A+C).

Mittels der automatisierten Bildverarbeitung wurde von den Einzelbildern die Anzahl der
Oil red O gefarbten Zellen und Cluster (N, und die Anzahl der blau gefarbten
Zellkerne (N,) bestimmt. Der Anteil der adipogen differenzierten Zellen erfolgte aus dem
Quotienten aus N, /N, (Abb. 37 A+B). Dabei zeigen die Kulturen der Mediumkontrolle
(MK) (PD19 und PD31) wie auch die vier Differenzierungen mit 0 nM Dexamethason
(PD19, PD31 und je Insulin und IGF-1) Anteile adipogen differenzierter Zellen unterhalb
des Detektionsgrenze (100 ppm). Die Kulturen der hSGSC PD19, welche mit Insulin und
10 nM bzw. 100 nM Dexamethason behandelt wurden, hatten einen Anteil adipogen
differenzierter Zellen im Bereich von 7 = 10 %. Die mit IGF-1 und 10 nM bzw. 100 nM
Dexamethason behandelten hSGSC wiesen einen Anteil im Bereich von 6 — 7 % auf. Die
hSGSC-Kulturen PD31 zeigten fur alle vier Mediumkombinationen (10 nM bzw. 100 nM
und je Insulin oder IGF-1) einen Anteil adipogen differenzierter Zellen im Bereich von
1 %.

Zur Evaluation der durch die automatisierte Bildverarbeitung erhaltenen Ergebnisse
erfolgte die Quantifizierung des eingelagerten Lipidvolumens mittels Adipogenesis-Assay
derselben Proben, sowie die manuelle Auszahlung der Adipozyten und Zellkerne von 10
zuféllig gewahlten Einzelbildern durch drei Personen. Zur Quantifizierung wurde der rote
Farbstoff der Lipidtropfen extrahiert und die Absorption bei 492 nm gemessen
(Abb. 37 C+D). Zusatzlich zur Medium-Kontrolle (MK) wurde ein leeres KulturgefaB,
welches wie die Kulturen selbst Qil red O gefarbt war, als Hintergrundkontrolle (HK)
benutzt, um die vom KulturgefaB selbst gebundenen Farbstoff zu messen. Die
Hintergrundkontrolle wurde als Schwellenwert benutzt. Die Ergebnisse der hSGSC PD19
liegen fur alle Medium-Kombinationen mit Dexamethason (10 nM und 100 nM und je
Insulin und IGF-1) deutlich Gber dem Schwellenwert (HK) und der Medium-Kontrolle
(MK) (Abb. 37 C). Die Ergebnisse der hSGSC PD31 liegen fir alle Medium-
Kombinationen im Bereich der Medium-Kontrolle und des Schwellenwerts (Abb. 37 D).
Die Ergebnisse der manuellen Auszahlung der adipogenen Differenzierung deckten sich

mit den Ergebnissen der hier entwickelten Bildverarbeitung.
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Abb. 37 Quantifizierung der adipogenen Differenzierung mittels automatisierter
mikroskopischer Auswertung und dem Adipogenesis-Assay.

Auswertung der Oil red O- und DAPI-gefarbten hSGSC1 (19 und 31PD) nach 28-tdgiger adipogener
Differenzierung fur verschiedene Medium-Kombinationen (Insulin oder IGF-1 mit 0 nM, 10 nM, 100 nM
Dexamethason). Die Ergebnisse der automatisierten Bildverarbeitung (A+B) zeigen den Quotienten aus
erkannten Adipozyten (N.) und den Zellkernen (N,). Beim Adipogenesis-Assay (C+D) ist die optische
Dichte der Hintergrund Kontrolle (HK), der Medium-Kontrolle (MK) zusammen mit den Ergebnissen der
induzierten Differenzierung mit Insulin und IGF-1 mit unterschiedlichen Dexamethason Konzentrationen
(0, 10 und 100 nM) dargestellt. (*) kennzeichnet die Medium-Kontrolle (MK) ohne Differenzierungs-
faktoren und jeweils die induzierten Differenzierungen mit 0 nM Dexamethason mit einem Anteil unter
0,01%. Die dunkelgrauen und hellgrauen Balken zeigen die Doppelbestimmung.

Fur alle Kulturen konnte mit der automatisierten Bildverarbeitung die gleiche
Differenzierungsrate in den Doppelbestimmungen erreicht werden (p < 0.05). In Tab. 17
sind exemplarisch Ergebnisse fir die Experimente der hSGSC 19 PD nach Kultivierung
mit verschiedenen Medien im Vergleich dargestellt. Beide Ansatze, kultiviert mit Insulin
oder IGF-1 ohne Zugabe von Dexamethason, konnten die Differenzierungsrate im
Vergleich zur Kontrolle nicht erhéhen (p < 0.05). Bei den Kombinationen mit Insulin und
Dexamethason nahm die Differenzierungsrate mit zunehmender Dexamethason-
Konzentration zu (p < 0.05). Eine Erhdhung der Dexamethason-Konzentrationen von
10 nM auf 100 nM in Kombination mit IGF-1 konnte die Differenzierungsrate nicht
signifikant erhdhen (p < 0.05). Zusatzlich entsprechen alle auf der automatisierten

Bildverarbeitung basierenden Ergebnisse den manuellen Auszahlungen.
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Tab. 17 Differenzierungsraten fiir hSGSC mittels automatisierter Bildverarbeitung bestimmt.

Induktion Differenzierungsrate [%]
Kontrolle 0,00 + 0,00
Insulin (100 ng/ml) 0,01 =+ 0,07
Insulin (100 ng/ml) + Dexamethason (10 nM) 727 + 439 7
Insulin (100 ng/ml) + Dexamethason (100 nM) 953 + 522 "¢
IGF-1 (100 nM) 0,01 =+ 0,07

IGF-1 (100 nM) + Dexamethason (10 nM) 6,38 + 3,99 °°¢
IGF-1 (100 nM) + Dexamethason (100 nM) 6,86 =+ 421 °

Mittelwerte + Standardabweichung von 192 ausgewerteten Bildern.
“vs. Kontrolle, " vs. Insulin, ® vs. Insulin + 10 nM Dexamethason,
$vs. IGF-1; p < 0.05.

Adipogene Differenzierungsraten der hSGSC1 PD19 nach unterschiedlicher Induktion. Die Berechnung der
Differenzierungsraten erfolgte mit der automatisierten Bildverarbeitung, die Signifikanz anhand des
t-Tests.

Um die Heterogenitat des adipogenen Differenzierungsmusters abschatzen zu kénnen,
und um die GroBe der aufgenommen Bildflache zu optimieren, wurden verschieden
groBBe Regionen, bestehend aus 1 bis 192 Einzelbildern, betrachtet. Exemplarisch wurde
der Variationskoeffizient (definiert als die Standardabweichung dividiert durch den
Mittelwert) verschiedener Differenzierungskulturen der hSGSC PD19 in Prozent
berechnet (Abb. 38). Dabei sinkt, mit zunehmender GréBe der betrachteten Region, der
Variationskoeffizient fur die unterschiedlichen Kulturen von 55 -65 % bei einem Bild

auf unter 15 % bei 192 betrachteten Bildern.
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Abb. 38 Variationskoeffizient der adipogenen Differenzierung in Regionen unterschiedlicher
GroBe

1,6, 12, 24, 48, 96 und 192 Einzelbilder der PD19 Proben wurden gruppiert und mit der entwickelten
Bildverarbeitung ausgewertet. Dargestellt ist der Variationskoeffizient der Differenzierungsrate in Prozent
gegen die Anzahl der gruppierten Einzelbilder (logarithmisch).
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Hier konnte erfolgreich eine automatisierte Bildverarbeitung zur gleichzeitigen
qualitativen und quantitativen Bestimmung der adipogenen Differenzierung entwickelt
und getestet werden. Die Heterogenitat der adipogenen Differenzierung der hSGSC1
erfordert es, hohe Zellzahlen zu untersuchen. Die verschiedenen Differenzierungsansatze
lieferten vergleichbare Ergebnisse wie der Adipogenensis-Assay und die manuellen
Auszahlungen. Dies unterstreicht die Stabilitdt des hier gewadhlten automatisierten

Ansatzes der Bildverarbeitung.
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4 Diskussion

Stammzellen sind Uber ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung, der Differenzierung in
verschiedene Zelltypen und der Repopulation eines Gewebes in vivo definiert '7?. Dabei
reicht das Differenzierungspotential von ,unipotent”, das heiBt der Differenzierung in
einen einzigen Zelltypen, Uber ,multipotent”, der Beschrankung der Differenzierung
innerhalb  eines Gewebes, bis hin zu ,pluripotent”, der unbeschrankten
Differenzierungsfahigkeit. Embryonale Stammzellen sind pluripotent, also unbegrenzt
teilungsfahig und in jeden Zelltyp differenzierbar. Diese Eigenschaften pradestinieren
embryonale Stammzellen fur den Einsatz in der regenerativen Medizin und dem Tissue
Engineering. Stammzellen kénnen direkt in eine geschadigte Region injiziert oder Gber
das BlutgefaBsystem verabreicht werden, und so in die geschadigte Region gelangen.
Dort kénnen die Stammzellen durch Proliferation, Differenzierung oder Zellfusion
verloren gegangene Zellen ersetzen, womit auch verloren gegangene Funktionen
wiedererlangt werden kénnen. Im Falle des Tissue Engineering werden Stammzellen
in vitro differenziert oder zu funktionellen Einheiten konstruiert und erst anschlieBend in
den Koérper implantiert, um dort geschadigte Bereiche zu ersetzen. Aufgrund der
Tumorbildung bei der Verwendung humaner embryonaler Stammzellen in vivo und der
Immununvertraglichkeit durch die allogene Verwendung werden humane embryonale
Stammzellen bisher nicht klinisch eingesetzt. Zusatzlich ist ihre Isolierung aus humanen

Blastozysten ethisch bedenklich und gesellschaftlich umstritten.

Adulte Stammzellen hingegen besitzen ein beschranktes Proliferations- und
Differenzierungspotential. Allerdings konnte fir Stammzellen aus dem Knochenmark die
Keimblatt Gberschreitende gezielte Differenzierung in Zelltypen der drei embryonalen
Keimblatter gezeigt werden. Somit kénnen sie als pluripotent eingeordnet werden.
Weiterhin zeigen adulte Stammzellen keine Transformation in vivo und sind aus vielen
Geweben isolierbar. Damit sind sie leicht und ethisch unbedenklich gewinnbar und
kénnen auch autolog eingesetzt werden. All diese Vorteile sprechen fur die bevorzugte
Verwendung adulter Stammzellen in der regenerativen Medizin. Vor ihrem
therapeutischen Einsatz steht jedoch die Charakterisierung in vitro sowie im Tiermodell.
In vitro kann das Potential adulter Stammzellen anhand der Proliferationskapazitat, des

Differenzierungspotentials und des Expressionsprofils bestimmt werden.
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Besitzen Zellen isoliert aus Pankreas und Speicheldriise Stammzellpotential?

Die hier untersuchten humanen Zellen aus Pankreas- (hPSC) und Speicheldrisen-
Gewebe (hSGSC) lagen, bezogen auf ihre Proliferationskapazitdt, im Bereich
mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark, konnten aber fast doppelt so
lange kultiviert werden. Bekannte Studien Uber Stammzellen aus Pankreas und
Speicheldrise konzentrierten sich meist auf deren Differenzierungspotential und
Phanotyp, weshalb bisher keine anderen Daten Uber die Proliferationskapazitat oder die
Kultivierungsdauer dieser Zellen bekannt sind > 74 8! 110. 140,136,184 = Allerdings zeigen
adulte Stammzellen aus anderen Geweben wie dem Fettgewebe, der Zahnpulpa, dem
Amnion, dem Nabelschnurblut oder der fotalen Leber eine ahnliche

t #2502 9% 15 Eg st nicht geklart, ob schnell oder langsam

Proliferationskapazita
proliferierende Zellen bei gleicher Proliferationskapazitdt, potenter oder besser geeignet
sind fur den Einsatz in der Regenerativen Medizin. Es wird allerdings davon
ausgegangen, dass Stammzellen in vivo sich nur sehr selten teilen und somit trotz ihrer
begrenzten Proliferationskapazitat lebenslang aktiv sein kénnen. Im Knochenmark z. B.
schwinden wahrend der Lebenszeit sowohl die Anzahl mesenchymaler Stammzellen, wie

auch deren Proliferationskapazitat .

Adulte Stammzellen besitzen in vitro eine beschrankte Proliferationskapazitat und altern
mit zunehmender Zeit in Kultur, u. a. aufgrund der fehlenden Telomeraseaktivitdt und
der daraus resultierenden Telomerverklirzungen. Die Verklrzung der Telomere als Kon-
sequenz des “End-Replikations-Problems” fuhrt zu einer kritischen Telomerlange °® "%,
Wird diese kritische Lange erreicht bzw. unterschritten, wird die Zelle seneszent oder
apoptotisch ® '*°. Telomerverkiirzung kann also als mitotische Uhr, welche die Anzahl

%0 Apoptose oder Seneszenz, als

der Zellteilungen kontrolliert, bezeichnet werden
Antwort auf kritisch kurze Telomere, kann in eukaryotischen Zellen durch die
Aktivierung des Enzyms Telomerase, umgangen werden. Das Enzym Telomerase ist eine
reverse Transkriptase, welche die Telomere verlangert. Der Ribonukleoproteinkomplex
nutzt seine RNA-Komponente TERC (telomerase RNA component) als Template fir die
Synthese der repetitiven Telomersequenzen durch die katalytische Untereinheit TERT
(telomerase reverse transcriptase). Die Variablen, die entscheidend fir die Lange der
Telomere sind, sind u.a. die initiale Telomerlange, die Telomerverkirzungsrate je

Zellteilung und die Telomerase Expression.
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Die Kultivierung der hPSC und hSGSC ging einher mit einer GréBenzunahme, einer nicht
vorhandenen Telomeraseaktivitat, den daraus resultierenden Telomerverklrzungen und
einer zunehmenden SA-B-Galaktosidase Expression. Diese Merkmale weisen auf eine

in vitro ablaufende replikative Seneszenz hin 2% **,

Humane somatische Zellen besitzen keine detektierbare Telomeraseaktivitat, was zu
sukzessiven Telomerverklrzungen und damit zu reduzierter Proliferationskapazitat
in vitro und in vivo fihrt ®. Telomeraseaktivitdt und damit stabile Telomere besitzen
Keimbahnzellen, embryonale Stammzellen sowie die meisten Tumorzellen und gelten
damit als immortal " # ' Bei adulten humanen Stammzellen wurde eine niedrige
Telomeraseaktivitat fir Zellen aus der Haut, dem Darm und dem Blut beschrieben 2* %
"2 Im Gegensatz dazu besitzen hMSC aus dem Knochenmark keine Telomerase-
aktivitat ~ * '8 Die hier untersuchten hPSC und hSGSC besaBen ebenfalls keine
Telomeraseaktivitat. Dementsprechend verkirzten sich wahrend der Kultivierung ihre
Telomere um ca. 2 kb auf die kritische Telomerlange von 5-7 kb und wurden

seneszent. Diese Telomerverkidrzung mit Seneszenz als Folge wurde auch schon fir

mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark beschrieben ' '

Hinsichtlich der Nutzung in der regenerativen Medizin ist neben der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung vor allem das Differenzierungspotential adulter Stammzellen von
groBer Bedeutung. Die hier untersuchten endodermalen hPSC und hSGSC zeigten
spontane Differenzierung in verschiedene Zelltypen der drei Keimblatter. hMSC aus dem
Knochenmark sind hingegen als Zellen beschrieben, welche keine spontane

130 Die in dieser Arbeit als Referenz

Differenzierung bei ihrer Kultivierung zeigen
benutzten hMSC zeigten aber wie die hPSC und hSGSC spontane Differenzierung in
Zelltypen der drei Keimblatter. Ursache fir die spontane Differenzierung eines geringen
Anteils der untersuchten Stammzellen kénnte deren Kultivierung in FKS-enthaltendem
Kulturmedium und die asymmetrische Teilung der Stammzellen sein. Dabei teilt sich eine
Stammzelle in eine Stammzelle und eine Vorlauferzelle. Die Stammzelle besitzt weiter
ein hohes Proliferations- und Differenzierungspotential, wahrend die Vorlauferzelle
diesbezlglich eingeschrankt ist. Die Vorlauferzelle teilt sich weiterhin, dabei nimmt aber
mit jeder Zellteilung sowohl ihr Proliferations- wie auch Differenzierungspotential ab.
Dabei ist sie dem Einfluss verschiedener Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren,

welche sich im FKS-Anteil des Mediums befinden, ausgesetzt. Diese Faktoren spielen
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eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung in vitro, kénnen in

Zellen aber auch verschiedene Differenzierungen induzieren.

Nach gezielter Induktion differenzierten die pankreatischen und Speicheldrisen-
Stammzellen in chondrogene und osteogene Richtung. Adipogene Stimulation flhrte
nur bei hSGSC zur Einlagerung von Lipidtropfen und damit zur Differenzierung zu
Adipozyten. Die hPSC differenzierten nicht zu einem adipogenen Phanotyp. Fir hMSC
war auch hier, wie Pittenger et al. bereits 1999 nachgewiesen hatte, die gezielte
Differenzierung in alle drei mesenchymale Richtungen mdglich "°. Aufgrund der
ahnlichen Proliferationskapazitdt und des ahnlichen Expressionsprofils zu den
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark war auch die Differenzierbarkeit in
adipogene Richtung erwartet worden. Fir hMSC konnte DiGirolamo et al. zeigen, dass
die adipogene Differenzierungsrate von PD4 zu PD15 von 70 - 90 % auf 0 % abnimmt,
dabei aber die osteogene Differenzierungsrate konstant hoch bleibt *2. Da die ersten
Differenzierungsversuche mit hPSC aufgrund der Verflgbarkeit ab PD7 mit hPSC PD12
durchgefihrt wurden, kénnten die hPSC also aufgrund der Kultivierungszeit bereits
ihre adipogene Differenzierbarkeit verloren haben. Im Gegensatz zu den von
DiGirolamo et al. beschriebenen hMSC, die nach PD15 nicht nur ihre adipogene
Differenzierbarkeit verloren, sondern auch seneszent wurden und ihre Teilung
einstellten, proliferierten die hPSC noch weitere 23 Verdopplungen, bevor sie ihre

Teilung einstellten.

Untersuchungen des Phanotyps der hPSC und hSGSC zeigten mit CD9*, CD29*, CD44",
CD73*, CD81*, CD90*, CD105* und Nestin* und CD45, CD117 und CD133 ein zu den
hMSC aus dem Knochenmark dhnliches Oberflachen-Expressionsprofil, unterschieden
sich aber bei der Expression von CD106 und CD271. Dieses Expressionsprofil ist auch
auf anderen adulten Stammzellen aus dem Nabelschnurblut, der Leber, dem
Fettgewebe, dem Pankreas und der Speicheldriise nachgewiesen 28 9 106 130. 140, 145,189,
weshalb es als gewebelbergreifender Phanotyp adulter Stammzellen bezeichnet werden
kénnte. CD271 konnte bisher nur auf mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark nachgewiesen werden und gilt damit als selektiver Marker fir diese
hMSC ?’. Das Adhéasionsprotein und Integrin-Rezeptor CD106 wird von mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmark, aber nicht von adulten Stammzellen, isoliert aus
Fettgewebe oder Nabelschnurblut, exprimiert ® ° 3% 18 Dje Beschrankung der

Expression von CD106 und CD271 auf hMSC konnte mit den Untersuchungen hier
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bestatigt werden. Die hMSC waren positiv fir CD106 und CD271, wahrend hPSC und

hSGSC beide Proteine nicht exprimierten.

Urspringlich wurde angenommen, dass die Expression von Oct4 und Nanog auf
Gewebe und Zellen embryonalen Ursprungs beschrankt ist oder diese sogar Marker fur
Totipotenz darstellen '?* '#. Oct4, Sox2 und Nanog kontrollieren die Pluripotenz und
Selbsterneuerung von hES Uber die Bindung der Promotorregion einer Vielzahl von
Genen, die wichtige Transkriptionsfaktoren codieren. Nachdem Oct4 aber auch in
Stammzellen des Knochenmarks (MAPC), des Fruchtwassers und hamatopoetischen
Stammzellen nachgewiesen wurde, galt es auch als Marker fir pluripotente adulte
Stammzellen & 3% ™8 Taj et al. konnte zeigen, dass Oct4 von verschiedenen adulten
Stammzellen aus Niere, Brustepithel, Pankreas, Mesenchym, Leber und des
Verdauungstrakts exprimiert wird, nicht aber in deren differenzierten somatischen
Nachkommen. Fir Tai et al. war die Tatsache, dass Oct4 auch in Krebszellen exprimiert
wird, ein Beweis daflr, dass die Entstehung von Krebs auf entartete Stammzellen und

nicht auf entartete somatische Zellen zurtickzufihren ist.

Das hohe Proliferationspotential sowie das Potential spontan wie auch gezielt Keimblatt-
Ubergreifend zu differenzieren, zeigt die hohe Potenz der endodermalen Stammzellen
aus Pankreas und Speicheldrise. Dazu kommen die Expression embryonaler Marker
sowie ein den mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark &hnliches
Expressionsprofil. Diese Eigenschaften charakterisieren die hier untersuchten Zellen aus

exokrinem Pankreas und exokriner Speicheldrise als multipotente adulte Stammzellen.

Behalten Stammzellen nach Immortalisierung ihre Potenz?

Sowohl fir die Grundlagenforschung in vitro, aber vor allem fir den spenderabhdngigen
Einsatz beim Tissue Engineering sind hohe Zellzahlen erforderlich. Um diese hohen
Zellzahlen zu erreichen, ist es unbedingt erforderlich, die Fahigkeit der adulten
Stammzellen zur Selbsterneuerung zu erhéhen. Dies kann zum einen durch die
genetische Modifikation der Zellen erfolgen, oder durch die Identifikation der Faktoren,
die fur die Aufrechterhaltung der Proliferation in vivo zustandig sind und deren Nutzung
unter optimierten in vitro Kulturbedingungen. Bei der Optimierung der Kultur-
bedingungen gab es kaum einen Fortschritt in den letzten Jahren. Trotz groBer

Chargenschwankungen ist aufgrund der enthaltenen Zytokine und Wachstumsfaktoren
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fotales Kalberserum (FKS) weiterhin essentieller Mediumbestandteil. Zwar wurden
Zellen, auch adulte Stammzellen, in serumfreiem Medium kultiviert und charakterisiert,
ohne jedoch eine Erhdéhung der Proliferationskapazitat oder des Differenzierungs-

potentials zu bewirken.

Die Verldngerung der Lebensfahigkeit von Zellen in vitro kann durch das Einbringen
viraler Onkogene wie des humanen Papillomavirus Type 16 E6/E7 Gen, des Simian Virus
40 large T Antigens oder dss Gens fiur die katalytische Untereinheit der Telomerase
(hTERT) erreicht werden 7> % 162 778 Uberexpression von hTERT verlangert die Lebenszeit
in vitro, indem sie der Telomerverkirzung entgegenwirkt. Dies konnte fur Fibroblasten,
retinale Epithelzellen, Osteoblasten, mesenchymale und hamatopoetische Stammzellen

gezeigt Wel’den 17,151, 152,182, 188

Durch die Integration der katalytischen Untereinheit hTERT konnte in beiden
Telomerase-negativen hSGSC-Populationen (hSGSC1-PD29-hTERT und hSGSC1-PD47-
hTERT) erfolgreich Telomerase aktiviert werden. Dabei zeigten beide immortalisierten
Populationen bis zum Abschluss der Studien eine unbegrenzte Proliferation Uber
420 Tage. Wahrend dieser Zeit verhielten sich die beiden hSGSC1-Populationen
unterschiedlich. Die zu einem spateren Zeitpunkt transduzierten hSGSC1-PD47-hTERT
teilten sich doppelt so oft wie die hSGSC1-PD29-hTERT, obwohl sie eine nur halb so
hohe Telomeraseaktivitat zeigten. Die hohe Telomeraseaktivitat der hSGSC1-PD29+
kénnte der Grund fur die dauerhafte kontinuierliche Verlangerung der Telomere
gegenliber der minimalen Verldngerung bei den hSGSC1-PD47-hTERT sein. Bei der
gezeigten Telomerverklrzung von ca. 100 bp je Zellteilung reicht eine niedrige
Telomeraseaktivitat fur den Ausgleich des Verlusts. Hingegen konnte eine hohe
Telomeraseaktivitat wie bei den hSGSC1-PD29+ nach Ausgleich des Verlusts zusatzlich

noch fur eine Verlangerung der Telomere sorgen.

Unbeeinflusst von der Immortalisierung blieb die Expression der meisten
Stammzellmarker, womit die hSGSC1 weiterhin ein Expressionsprofil ahnlich den hMSC
zeigten. Lediglich die Expression von CD105 nahm in beiden Populationen ab. Hingegen
nahm die Expression von Nestin in den hSGSC1-PD47-hTERT zu, wahrend sie in den
hSGSC1-PD29-hTERT abnahm.

Die Unterschiede der beiden Populationen nach der Immortalisierung koénnen

verschiedene Grinde haben. Zum einen ist unklar, wie oft hTERT durch die Retroviren in
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das Genom der Zellen eingebaut wurde. Zum anderen kann auch der Ort der Insertation
des hTERT-Gens von Zelle zu Zelle, und damit die Expression, variieren *°. Ebenfalls
relevant koénnte die Lebenszeit in vitro zum Zeitpunkt der Transduktion sein. Im
Gegensatz zu den hSGSC1 nach 29 Populationsverdopplungen zeigten die PD47 bereits
Anzeichen von Seneszenz und ihre Telomere hatten eine kritische Lange erreicht.
Obwohl die hSGSC durch die stabile Integration von hTERT keine Anzeichen von
Fehlfunktionen oder Transformation zeigten, bleibt das Problem des zufalligen Einbaus
der viralen Gene in das Genom und das dadurch erhohte Risiko der Mutation anderer

Gene.

Wahrend der Kultivierung zeigten die hSGSC1 einen replikativen Verlust der adipogenen
Differenzierung, wie dies auch schon fir hMSC beschrieben wurde . Der Verlauf der
Differenzierung wahrend der Kultivierung konnte quantitativ durch die Expression des
Lipidtropfen-assoziierten Proteins Perilipin, mittels Adipogenesis-Assay sowie einer selbst
entwickelten automatisierten Bildverarbeitung gezeigt werden. Die entwickelte
Bildverarbeitung beruht auf groBflachigen Aufnahmen der adipogen differenzierten
Kulturen. Nach Farbung der von Adipozyten eingelagerten Fetttropfen und der Zell-
kerne, kann die Anzahl adipogen differenzierter Zellen sowie die Gesamtzellzahl

bestimmt und damit die Differenzierungsrate berechnet werden.

Die drei quantifizierenden Methoden zeigten ein vergleichbares Ergebnis, wobei
ausschlieBlich die entwickelte Bildverarbeitung eine absolute Differenzierungsrate zum
Ergebnis hat. Die damit ermittelten Differenzierungsraten nahmen von 9 % (PD19) auf
1 % (PD31) und 0,5 % (PD47) ab, bevor die hSGSC1 ihre Teilung einstellten. Nach der
Immortalisierung zeigten die hSGSC1-PD29-hTERT keine detektierbare adipogene
Differenzierung. Die hSGSC1-PD47-hTERT zeigten 40 PD nach der stabilen hTERT-
Integration ebenfalls keine Differenzierung. Nach 120 PD differenzierten jedoch 7 %
und nach weitern 52 PD sogar 9 % der hSGSC1-PD47-hTERT zum adipogenen
Phanotyp. Im Gegensatz zu den von Simonsen et al. beschriebenen immortalisierten
hMSC, konnten hier die hSGSC1 nicht ohne den Verlust des Differenzierungspotentials
immortalisiert werden ™. Dafur erlangten die hSGSC-hTERT-PD47 ihre zwischenzeitlich
verloren gegangene Fahigkeit zur adipogenen Differenzierung wieder zurlck. Ein
weiterer Unterschied zu den Studien von Simonson war der Zeitpunkt der hTERT-
Integration. Simonson transduzierte die hMSC bereits nach 12 PD. Zu diesem Zeitpunkt

hatten die hMSC noch ihre volle Differenzierungsfahigkeit. Die hier durchgefihrte
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Transduktion bei den hSGSC erfolgte nach 29 und 47 PD in vitro. Zu diesem Zeitpunkt
konnten bereits Telomerverkirzungen, Seneszenz und Rickgang der Differenzierbarkeit

gezeigt werden.

Wie =zuverlassig ist die entwickelte automatisierte mikroskopische

Quantifizierung der adipogenen Differenzierung?

Herkdmmlich  verwendete Methoden zur Quantifizierung der adipogenen
Differenzierung erméglichen nur die relative Quantifizierung oder berlcksichtigen nur
eine geringe Zellzahl und somit einen kleinen Bereich der Population. Im Gegensatz zu
molekularbiologischen Methoden wie real-time PCR und Enzymaktivitatsbestimmungen
(GPDH) zeigt die hier entwickelte automatisierte Bildverarbeitung einen ortsaufgeldsten
Zusammenhang zwischen der Gesamtzellzahl und der Anzahl mit adipogenem
Phanotyp. Durch die groBflachige Aufnahme von 192 Einzelbildern erfolgte die

Untersuchung einer hohen Zellzahl im Bereich von 30.000.

Die mittels automatisierter Bildverarbeitung berechneten Differenzierungsraten stimmen
im Rahmen der Messgenauigkeit mit der optischen, manuellen Auszdhlung von zehn
zufallig gewahlten Einzelbildern von jedem der 28 Kultivierungsansadtze Uberein. Auch
die Ergebnisse des Adipogenesis-Assay unterstlitzen die Ergebnisse, wobei die hier
entwickelte Bildverarbeitung eine hohere Sensitivitat aufweist. Dies wird vor allem bei
niedrigen Differenzierungsraten deutlich. Wie von Koopman et al. und Kinkel et al.
beschrieben, konnte auch hier eine unspezifische rosa Hintergrundfarbung festgestellt
werden, die zur Detektion von ,falsch-positiven” Ereignissen fuhren kann °" . Durch
den hier verwendeten variablen RGB-Schwellenwert konnte im Gegensatz zu der
Graustufenauswertung von Koopman et al. die Hintergrundfarbung effektiv unterdrtickt

werden %°.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit von Dexamethason eine Vorraussetzung
far die adipogene Differenzierung der hSGSC1 darstellt. Dabei liegt die optimale
Dexamethason-Konzentration zwischen 10 und 100 nM, da der Einsatz von 100 nM
nicht zu einer entsprechenden Erhéhung der Differenzierungsrate fuhrt. Dies stimmt mit
den Daten aus der Literatur fir murine 3T3-L1 Prdadipozyten und humane
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark tberein ° . Die benutzten Insulin-

und IGF-1-Konzentrationen zeigten einen vergleichbaren Einfluss auf die adipogene
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Differenzierung. Aus den Ergebnissen last sich also keine Praferenz fur Insulin oder IGF-1

fdr ein optimiertes adipogenes Differenzierungsprotokoll fir hSGSC ableiten.

Die hier entwickelte Bildverarbeitung fihrte bei allen Ansdtzen zu vergleichbaren
Ergebnissen. Dies unterstreicht die Stabilitdt des Ansatzes, wobei die hohe
Standardabweichung auf die Heterogenitat der adipogenen Differenzierung in hSGSC
zurlckzufUhren ist. Das Verhalten des Variationskoeffizienten zeigt die Notwendigkeit
einer groBflachigen Untersuchung. Ein einzelnes Bild kann nur zum qualitativen
Nachweis der Differenzierung, aber nicht zu einer Aussage Uber Quantitat,
Differenzierungseffizienz und Differenzierungsheterogenitat genutzt werden. Die
groBflachigen Aufnahmen waren Vorraussetzung, um Aussagen Uber das
Differenzierungsverhalten bezilglich der Zellverteilung machen zu k&nnen. Deutlich
konnten unterschiedlich dichte Zellbereiche und verschiedene Muster der rot gefarbten
Adipozyten erkannt werden, was auf eine heterogene adipogene Differenzierung der
hSGSC in Clustern schlieBen last. Dies konnte auf die klonale Entstehung der Zellcluster
aus sehr potenten hSGSC zurlckzufihren sein. Zusatzlich kénnte der induzierende
Einfluss der differenzierten Zellen auf ihre Nachbarn zu der Clusterbildung beigetragen

haben.

Weiterhin ist durch einfaches Anpassen der benutzten Filter und Parameter die
entwickelte Bildverarbeitung auch fir andere Zellen und Differenzierungen anwendbar.
Dies konnte z.B. durch die Bestimmung der adipogenen Differenzierungsrate von
humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark gezeigt werden. So
konnte die hier entwickelte automatisierte Bildverarbeitung auch zur Bestimmung der
adipogenen  Differenzierungsrate bei mesenchymalen Stammzellen aus dem

Knochenmark eingesetzt werden.

Zusammenfassend konnten die in dieser Arbeit untersuchten Zellen aus Pankreas und
Speicheldrise aufgrund ihrer hohen Proliferationskapazitat, ihres Stammzell-
Expressionsprofils und ihres Keimblatt-Ubergreifenden Differenzierungspotentials als
zueinander dhnliche multipotente adulte Stammzellen charakterisiert werden. Aufgrund
der ontogenetischen Entstehung der beiden Gewebe aus dem embryonalen Darmrohr
kdnnte eine gemeinsame endodermale Stammzelle der Ursprung der hPSC und hSGSC
darstellen. Durch die Uberexpression von hTERT konnten die Stammzellen aus der
Speicheldrise zu einer  Stammzelllinie  immortalisiert ~ werden. Mit ihren

charakteristischen Stammzelleigenschaften und der unbegrenzten Proliferationskapazitat
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stellen sie damit ein dauerhaft zu verwendendes Studienobjekt fur die Untersuchung
adulter Stammzellen dar. Desweiteren wurden methodische Verbesserungen auf dem
Gebiet der Bildauswertung zur Charakterisierung des Differenzierungspotentials

entwickelt und erfolgreich angewandt.
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Ausblick

Der potentielle Nutzen von embryonalen wie auch adulten Stammzellen fur die
Regenerative Medizin ist unumstritten. Adulte Stammzellen werden aufgrund ihrer
autologen Verwendung und leichten Zuganglichkeit bereits in klinischen Studien
eingesetzt. Durch die Generierung induzierter pluripotenter Stammzellen (iPS) wird seit
2006 an einer moglichen Alternative zu den ethisch problematischen humanen
embryonalen Stammzellen gearbeitet. Mittlerweile konnte auch der letzte Beweis ihrer
Pluripotenz durch die Erzeugung fertiler M&use aus murinen iPS erbracht werden > %
Die Mdglichkeit, aus somatischen Zellen iPS zu generieren, ertffnet ein neues

Forschungsgebiet und eventuell auch neue Madglichkeiten fir die Regenerative Medizin.

Den in dieser Arbeit charakterisierten adulten Stammzellen hPSC und hSGSC konnte ein
hohes Differenzierungspotential in die mesodermale Richtung nachgewiesen werden. In
weiterfihrenden Studien mdissen sie allerdings intensiver hinsichtlich ihres
Differenzierungspotentials in endodermale und ektodermale Richtung untersucht
werden, um ihr gesamtes Potential einschdtzen zu ko&nnen. Bezlglich ihrer
regenerativen Fahigkeiten in vivo sind auBerdem Studien im Tiermodell nétig. Dadurch
kénnte unter anderem die Repopulation von zerstérten Drisen und die Produktion
exokriner Sekrete untersucht werden. Vor allem erfillen die Stammzellen aus der
Speicheldrise (hSGSC) mit ihrem hohen Differenzierungspotential und der leichten
Zuganglichkeit wichtige Kriterien fur ihren zukUnftigen, autologen, therapeutischen

Einsatz und sind daher fur In-vivo-Versuche bevorzugt einzusetzen.

Um die durch stabile Integration von hTERT generierten Stammzelllinien hSGSC1-hTERT
hinsichtlich Veranderungen aufgrund der Immortalisierung naher zu charakterisieren,
sollten Untersuchungen der Genexpression mittels eines Genchips durchgefihrt werden.
AuBerdem muss deren Differenzierbarkeit in Zelltypen der endodermalen und
ektodermalen Keimblatter Uberprift werden. Unabhdngig davon stellt diese
Stammzelllinie  mit ihren charakteristischen Stammzelleigenschaften und der
unbegrenzten Proliferationskapazitat ein dauerhaft zu verwendendes Studienobjekt fur
die Untersuchung adulter Stammzellen dar. Bei der Charakterisierung adulter
Stammzellen fehlen neben spezifischen Markern auch generell gut charakterisierte,

Spender unabhangige, langzeitstabile Vergleichskulturen.
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Bei der Generierung neuer Stammzellpopulationen, wie z. B. den hochpotenten iPS, ist
eine Charakterisierung zwingend notwendig. Um neue Populationen beztglich ihres
Differenzierungspotentials einordnen zu koénnen, ist vor allem der Einsatz
quantifizierender Methoden sinnvoll. Zur detaillierten Untersuchung der adipogenen
Differenzierung kann z. B. die in dieser Arbeit entwickelte Bildverarbeitung eingesetzt
werden. Das automatisierte Verfahren bietet neben der qualitativen und quantitativen
Analyse der adipogenen Differenzierungen, ortsaufgeléste Informationen  der

Adipogenese sowie eine standardisierte Auswertung.
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Automatisierte Bildverarbeitung:
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Im Folgenden ist der Algorithmus anhand der originalen Vison-Funtionen in LabView dargestellt.
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Abb. 39 Bearbeitungsschritte der Fluoreszenzaufnahmen (DAPI-Bilder)
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Abb. 40 Bearbeitungsschritte der Hellfeldaufnahmen (ORO-Bilder)



Anhang

Histogramme der quantitativen Durchflusszytometrie:
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Abb. 41 Histogramme der Durchflusszytometrie der hMSC

Fluoreszenzintensitat

Dargestellt sind die Auswertungen der durchflusszytometrischen Messungen nach immunzytochemischer
Farbung der hMSC1 als Histogramm. Die Zellen wurden mit der Isotyp-Kontrolle behandelt (grau) oder mit

dem Antikorper gegen das Ziel Protein (grin).
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Fluoreszenzintensitat

Abb. 42 Histogramme der Durchflusszytometrie der hPSC

Dargestellt sind die Auswertungen der durchflusszytometrischen Messungen nach immunzytochemischer
Farbung der hPSC1 als Histogramm. Die Zellen wurden mit der Isotyp-Kontrolle behandelt (grau) oder mit
dem Antikorper gegen das Ziel Protein (blau).
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Abb. 43 Histogramme der Durchflusszytometrie der hSGSC

Dargestellt sind die Auswertungen der durchflusszytometrischen Messungen nach immunzytochemischer
Farbung der hSGSC1 als Histogramm. Die Zellen wurden mit der Isotyp-Kontrolle behandelt (grau) oder
mit dem Antikdrper gegen das Ziel Protein (rot).
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