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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Definition und Eigenschaften von Stammzellen

1.1.1 Embryonale und adulte Stammzellen

Stammzellen sind charakterisiert durch ihre Fahtgiieh Gber Teilung selbst zu erhalten
(Immortalitat) und durch die Moéglichkeit speziadigie Zelltypen zu generieren. Sie selbst
bleiben unspezialisiert (National Institutes of Hea2005). Der Teilungsmechanismus ist
sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch moglicioéMontoya et al., 2005):
Wahrend bei der symmetrischen Division beide Taceieen denselben
Stammzellcharakter aufweisen, detektiert man bei aymmetrischen Division eine
Stammzelle und eine differenzierte Zelle.

Man unterscheidet zwei verschiedene Stammzellarten:

Embryonale Stammzellemerden aus der inneren Zellmasse der Blastozgstien ersten
Tagen der embryonalen Entwicklung gewonnen. Dieste fir humane Zellen erstmals
von Thomson et al. 1998 gezeigt werden. EmbryoBSédéenmzellen zeigem vitro eine
pluripotente Differenzierung, d.h. sie kénnen Zelkdler drei Keimblatter - Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm - bilden.

Adulte Stammzellekommen in fast allen Geweben vor und sind fir eliesrwiegend
spezifisch. Man unterscheidet sie anhand der Mibkditen sich in verschiedene Zell- und
Gewebetypen zu differenzieren. Die hamatopoetis@tammzellen zum Beispiel sind im
Knochenmark lokalisiert und kénnen in alle Zellees Blutsystems differenzieren. Daher
wurden sie zunachst als multipotente Stammzellerzeibknet mit diversen
Differenzierungsmadglichkeiten in Zellen des mesouden Keimblattes. Jedoch konnte
unter anderen von Lagasse et al. 2000 gezeigt weddss hamatopoetische Stammzellen
auch Zellen anderer Keimblatter generieren kon&em.besitzen zusatzlich die Fahigkeit
zur Differenzierung in ektodermale und entodernzaiitypen (Heike et al., 2004), was als
Plastizitdt (Eisenberg et al., 2003; Quesenberry abf 2004) bezeichnet wird.
Hamatopoetische Stammzellen haben also pluripoteigenschaften.

Seither konnten weitere pluripotente Stammzellenaolten Organismus (Jiang et al.,
2002; Young, 2004) gefunden werden. So zeigten&Kaisal. 2004, dass Stammzellen aus
den exokrinen Drusen des Pankreas typische Starng®zelexprimieren und Zellen aller

drei Keimblatter generieren kdnnen.
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Neben den definierten Kriterien (National Institutef Health, 2005) kdnnen Stammzellen
anhand verschiedener Marker charakterisiert werdeneinigen Zusammenfassungen
wurde versucht Marker allgemeingultig fir alle Stapellen zu definieren, was bis dato
nicht gelungen ist. Zwar wurde in vergleichenderud&n zwischen embryonalen,
hamatopoetischen und neuronalen Stammzellen uméeder gleiche Gene gefunden,
jedoch beim Vergleich der einzelnen Studien mitedtea fehlt der gewiinschte Uberblick
von Genen, die in allen Stammzellen vorkommen (@varet al., 2002; Ramalho-Santos et
al., 2002; Fortunel et al., 2003).

Es gibt fur einige Stammzellpopulationen Markere diir sie charakteristisch sind. In
embryonalen Stammzellen lassen sich charaktehstsd RNA- und Proteinebene die
Marker Nestin, Oct-4, CD9, alkalische Phosphatasas¢ et al., 1979; Palmieri et al.,
1994; Kanatsu-Shinohara et al., 2004; Wiese et 2004) und andere nachweisen.
Wahrend zum Beispiel bei den Stammzellen aus denockenmark haufig die
Oberflachenproteine CD34, CD44, CD115 positiv sind.

Bei der Charakterisierung vieler adulter Stammyeéh jedoch gestaltet es sich schwierig
zelleigene Proteine als stammzelltypisch zu deddan. Hier bleibt nur die Mdoglichkeit
auf die Marker der embryonalen Stammzellen zurigtaten. Dies erscheint teilweise
problematisch, da sich embryonale von den adultam®zellen in ihren Eigenschaften

sowohlin vivo als auchn vitro unterscheiden (siehe auch 1.1.2).

1.1.2 Differenzierung von Stammzellen

In vivo differenzieren Stammzellen zum Erhalt des Gewealaeh Zellverlust. Abhangig
vom Zellumsatz sind sie im stetigen (z.B. in derkiglea des Magen-Darm-Traktes) oder
im gelegentlichen Teilungsprozess (z.B. in der kkeb#&e nach Potential bilden sie einen
(z.B. unipotente Fibroblasten), mehrere (z.B. rpoliente Stammzellen der Haut) oder alle
(pluripotente Stammzellen) Zelltypen des Organisntie befinden sich laut Theorie
inaktiv in Nischen von differenzierten Geweben (vet al., 2006).

Im Gegensatz dazu sind Stammzelienvitro keinen Nischen-isolierten Bedingungen
ausgesetzt und differenzieren spontan und ungetigmtsprechend ihres Potentials. Die
Forschungen zielen daher darauf ab, Differenziesnngu beeinflussen. Embryonale
Stammzellen werden zum Beispiel auf speziellen bi@den mit wachstumshemmenden

Faktoren kultiviert, auf denen sie undifferenzlddiben (Amit et al., 2003).




Einleitung

Adulte Stammzellen hingegen kdnnen bis dato nichindifferenzierten Stadien belassen
werden. Sie differenzieren vitro spontan in verschiedene Zelltypen.

Eine weitere Mdglichkeit Differenzierungen zu bdkigsen besteht darin mithilfe von
verschiedenen Stimulationsfaktoren bestimmte Zam#lity zu erhalten. Dies kann durch
verschiedene Kultivierungsbedingungen erzielt werdeokulturen mit anderen Zellen
und Geweben oder Kultivierungsmedien, die diverseusdfze, wie z.B.
Wachstumsfaktoren, enthalten. So konnte zum Beisgezeigt werden, dass sich
Stammzellen mit Retinsaure (Rohwedel et al., 1988 5-Azacytidin (Xu et al., 2004)
gezielt in Myozytentypen differenzieren. Auch dietidode der ,Hangenden Tropfen*®, die
dreidimensionale Zellaggregate generiert, ist eemablierte Methode embryonale
Stammzellen in ihrer Differenzierung zu beeinflussed diese zu forcieren (Wobus et al.,
1988).

1.2 Adulte Stammzellen aus dem Pankreas

1.2.1 Das Pankreas und der Diabetes mellitus

Das Pankreas ist eine Drise, die im Bauchraum e Kbnkavitdt des Dinndarms
eingebunden ist. Obwohl sie sich von der Gré3eambl sapiens und Rattus norwegicus
unterscheidet, lasst sie sich dennoch bei beidgdajput, Corpus und Cauda abgrenzen.
Das Caput -der Kopf- liegt direkt in der Duodenhlsde, wahrend der Corpus -der
Korper- mit der Cauda -dem Schwanz- schlie3lich dnsdie Milz reicht. Dorsal im
Pankreas befindet sich der Ductus pancreaticusrmdgy durch die ganze Lange der
Drise zieht und dabei kleinere Zuflisse einsamrieliniindet schlie3lich in den Darm an
dem absteigenden Teil des Dinndarms an der P&faitti.

Das Pankreas besitzt zwei Anteile:

Der Uberwiegende Anteil ist exokrin. Das Pankreasni viele Lappchen unterteilt, durch
die lockeres Bindegewebe zieht, in denen versomy&ahnen verlaufen. Jedes Lappchen
besteht aus vielen endstandigen Azini, die untargler durch kleine Gangsysteme
verbunden sind. In den Azini befinden sich Zelleiie durch die Nahrungsaufnahme
stimuliert, Enzyme sezernieren. So entlassen sier idas komplexe Gangsystem
schlie3lich in den Darm zum Beispiel Lipase fur degit-, Trypsin flir den Protein- und

Amylase fur den Kohlenhydratabbau.
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Der endokrine Anteil der Bauchspeicheldrise stalit knapp 5 % des Organs dar. Er
besteht aus den Langerhans-Inseln, die als rumdlEpithelkomplexe in mitten der
Drisenlappchen zu finden sind. Drei verschiedenktygen produzieren hier Insulin,
Glukagon und Somatostatin, die alle fur den Glustugvechsel im Korper eine grofRe
Rolle spielen (Schiebler et al., 2002).

Seit einiger Zeit wird vermutet, dass Stammzellas dem adulten Pankreas uber eine
hohe Plastizitat verfiigen. So konnte bereits imgem Tierversuchen gezeigt werden, dass
nach einer induzierten Pankreatitits massive Nduhgen von Zellen einsetzen
(Zimmermann et al, 2002). Unklar ist bis heute a@s sich dabei um
Transdifferenzierungen handelt, ein Umwandlungsggez/on einem Zelltyp des Pankreas
in einen anderen, der bereits in verschiedenen riftRpeten gezeigt werden konnte
(azinare Zellen in Gangzellen, Zimmermann et &02 Inselzellen in Gangzellen, Yuan
et al., 1996), oder ob Stamm- oder Progenitorzplifetionen, die sich in die bendtigten
Zelltypen differenzieren, fur die Regenerationenaméwortlich sind (Bonner-Weir, 2002;
Holland, 2004).

Trotz der Regenerationsfahigkeit der Bauchspeichistd kann sie bei einigen
Erkrankungen die notwenige Zellpopulation nichtradfiterhalten. Diabetes mellitus ist
eine zentrale Erkrankung in der regenerativen MediRa der Korper die Homoostase
zwischen abgestof3enen insulinproduzierendefellen und maoglichen Regenerationen
nicht erhalten kann, sind Patienten auf eine umbrdehene, exogene Insulingabe
angewiesen. Heute sind bereits TransplantationenLamgerhans-Inseln mdglich, wobei
fur eine Unabhangigkeit der exogenen Insulinzufiiei Pankreas Spender verfligbar sein
missen (Ryan et al., 2001). Daher ist ein Forsctriag moglicherweise mit autolog
entnommenen Stammzellen effiziente Inselzellpoparianin vitro herzustellen, die dann

in denselben Patienten injiziert werden kdnnten.

1.2.2 Das Potential von Stammzellen des Pankreas

In diesem Zusammenhang wurden bereits untersctiedIStammzellpopulationen aus
dem Pankreas isoliert, die unterschiedliche Paknéufweisen.

Choi et al. isolierten 2004 Inselzellen aus der $jadie sie bis zu 80 % anreichern
konnten. Diese wurden so kultiviert, dass sie fgjtagate bildeten. Die Zellaggregate

sezernierten nach Stimulation mit Laminin -einertfi4aauf der die Zellen wachsen-
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Glukagon und Insulin. Bei einer Stimulation mit fhektin jedoch konnten Marker fir
eine stattgefundene Nervenzelldifferenzierung ggzeerden. Die Autoren postulierten
daher einen multipotenten Stammzelltyp, der sictias ektodermale und das entodermale
Keimblatt differenzieren kann. Entsprechende Ergeden lieferte im selben Jahr die
Arbeitsgruppe um Seaberg et al. (2004). Sie zeagte kleine Zellpopulation, sowohl aus
den Inseln als auch den Gangsystemen gewonnengeuginzelzelllinien generiert
werden konnten, die ebenfalls in die erwdhnten Kéitter differenzierten. Dass bis zu
diesem Zeitpunkt, eine Differenzierung in das mesale Keimblatt nicht gelungen war,
wurde mit einem moglichen gemeinsamen embryonalesprungs des Pankreas
(entodermal) mit dem Gehirn (ektodermal) erklagggerg et al., 2004).

Schliel3lich konnte gezeigt werden, dass azinareZelicht nur Stammzellcharakteristika
aufweisen (unbegrenzte Proliferation, Regeneratiomsd Differenzierungspotential),
sondern dass sie auch in Zellen aller drei Keindal&tifferenzieren kénnen (Kruse et al.,
2004 und 2006). Somit wurden zum ersten Mal plugpte Stammzellen aus dem adulten

Pankreas beschrieben.

Man nimmt also heute an, dass das Pankreas tatsé&tthmmzellen beherbergt. Es bleibt
jedoch unklar, wo diese sigfenaubefinden. Obwohl die genannten Gruppen verscheden
Quellen fur ihre Isolationen beschrieben, ist dievaeitesten verbreitete Theorie, dass sich
Stammzellnischen in den Gangsystemen der Drisadssfi Zwar erscheinen auch die
Azini als mdgliche Quelle, da exokrines Gewebe bgier Préaparation nie ganzlich
entfernt werden kann, dennoch bleiben die Scheiliést der genannten Gruppen
wahrscheinlich die Gangepithelien.

Bestatigt wird dies durch eine kurzlich vertffectie Publikation, in der
Stammzellisolationen aus den Gangepithelien beswini werden (Seeberger et al., 2006).
Die isolierten Zellen konnten in zellularen Aggresgaspontan in Zellen des Mesoderm
und des Entoderm differenzieren.
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1.3 Regenerative Medizin mit Stammzellen beim Myokainfarkt

1.3.1 Regenerative Medizin

Seit Beginn der Charakterisierung der Stammzellard wderen magliche Klinisch-
therapeutische Bedeutung diskutiert. Im Mittelpunkter Anwendungsmaoglichkeiten
stehen vor allem degenerative Erkrankungen, widison, Diabetes mellitus oder die
Muskeldystrophie nach akutem Myokardinfarkt. Die rtiesuffizienz als mdgliche
Spatfolge des Myokardinfarkts stellt eine besondégeausforderung dar, da sie zu einer
der fuhrenden Todesursachen der westlichen Welbrg€¢American Heart Association,
2005).

Die regenerative Medizin beschaftigt sich vor allent der Méglichkeit mit Stammzellen
oder ausdifferenzierten Zellen auf Matricésque engineeringuntergegangenes, defektes

Gewebe wiederherzustellen.

1.3.2 Der Myokardinfarkt

Aufgrund der Minderperfusion durch Stenose odersvleiuss einer Koronararterie kommt
es zur Nekrose der Kardiomyozyten, die durch eigBeparaturmechanismen nicht
regeneriert werden kdnnen. Die Umwandlung des tiskieen Gewebes in Narbengewebe
fuhrt zu Einbulen in der Kontraktionsfahigkeit. &uind des verminderten
funktionsfahigen Gewebes kann das Blut nicht meféigaat aus dem Herzen gepumpt
werden, was zu Muskelschwéche und gesteigerter dirngi (Vorwartsversagen) oder
Wassereinlagerungen in verschiedenen Organen (Riitdwersagen) fihren kann
(Herold, 2006). Der Patient ist in seiner Belastiagigkeit stark eingeschrankt.

Die Leistung des Herzen wird unter anderem mitEjektionsfraktion (EF) beschrieben,
die sich auf das bei einem Schlag ausgeworfene Biat Verhaltnis zum
Gesamtblutvolumen in der Kammer bezieht und deremifereich bei 70 % liegt. Ist die
EF unter 30 % gesunken handelt es sich um eineesehiunktionseinschrankung, bei der
Organtransplantationen meist unabdingbar sindeft&in mit EF Gber 30 % sind ihr Leben
lang auf eine symptomatische Therapie mit Medikaerenwie z.B. ACE-Hemmer oder
Beta-Blocker, angewiesen (Herold, 2006; McMullen &asumarthi, 2007). Wahrend der

akute Myokardinfarkt operativ in Form eines Bypassaler einer Stent-Implantation
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mittels Herzkatheterisierung in seiner Atiologiehhadelt wird, kann die Nekrose von

Kardiomyozyten nur teilweise verhindert werden.

1.3.2 Stammzellen zur Therapie des Myokardinfarktes

Seit verschiedene Stammzellen in mehreren Orgatesifiziert worden sind, besteht die
gro3e Hoffnung darin, sie in degenerative Gewebentegrieren, damit sie Gewebe
langfristig wieder funktionsfahig machen.

Einige Forschungsergebnisse deuten bereits hetdefdan, dass eine Stammzelltherapie

in Zukunft potentiell vielen betroffenen Patientéailung bringen kann.

Wissenschaftler haben bis jetzt einige potenti8l@mmzellquellen fur die Regeneration
von myokardialem Gewebe gefunden. Es konnten inig&in Tierexperimenten

Stammzellen im Herzen gefunden werden, die als1Scand c-Kif-Zellen bezeichnet

werden (Beltrami et al., 2003; Matsuura et al., 0M®iese Zellen liegen in Nischen
isoliert vom Ubrigen Gewebe und werden vom KorpeSiresssituationen, zum Beispiel
durch parakrin sezernierte Hormone, aktiviert (Lyagk et al., 2007). Bei stetigem
Verlust von Kardiomyozyten kdnnten diese Stammnpe#leentuell adaquat regenerieren,
bei einem akuten Verlust von Gewebe hingegen, Weine ausreichende Menge an
Stammzellen rekrutiert werden. Koénnte man durchsal@edene Methoden, wie zum
Beispiel einfache Gabe von Stimulantien (z.B. Zytekoder Wachstumsfaktoren) diese
Rekrutierung verstarken, konnten diese Zellen aushakuten Fall ausreichend zur

Verfligung stehen.

Man konnte bereits nachweisen, dass Stammzellen dam Knochenmark
(hamatopoetische und/oder mesenchymale), die dwdbilisierung und Homing
zwischen Knochenmark, Blutbahn und Geweben wandsch, bei myokardialem Stress
im Herzgewebe einfinden. Man konnte noch nicht mesben, dass diese mobilisierten
Stammzellen funktionelle Aufgaben Ubernehmen, aleescheinen sich in das Gewebe zu
integrieren und vor allem BlutgefaRe zu generigf@ric et al., 2001; Dawn and Boalli,
2005). Hier konnte man durch die Gabe von versemdeaktoren (z.B. G-CSF oder GM-
CSF) (Seiler et al.,, 2001), die zum Beispiel auai Her Vorbereitung auf eine

Knochenmarkspunktion vor einer Chemotherapie reati@élig durchgefihrt wird, das
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Mobilisieren der Stammzellen aus dem Knochenmarkideen. Die Patienten zeigten
einen signifikanten Anstieg an koronarem Blutflaesn Infarktgewebe.

Der Einsatz dieser beiden Mdglichkeiten als Stashdlarder regenerativen Medizin wére
insofern von Vorteil, als das er keinen invasivemg&ff mit sich bringt.

Da die Isolierung von embryonalen und adulten Staelien bereits etabliert ist, kann
man Stammzellen aus dem friihen Embryo und verseh&dadulten Geweben gewinnen
und sie unterschiedlich vorbehandelt schlie3lich igthéamisches Myokardgewebe

injizieren (McMullen and Pasumarthi, 2007).

In embryonalen Stammzellexperimenten zeigte siahs dich Stammzellen nachdem sie in
.Hangenden Tropfenémbryoid bodiegeformt haben, in Kardiomyozyten differenzieren
(Boheler et al., 2002; Ulloa-Montoya et al., 200Babei zeigten die Herzzellan vitro
ihre Funktionalitat durch verschiedenes rhythmiscRailsieren, das Kontraktionen des
Myokardgewebes, unterteilt in atriale, ventrikul@red Purkinje-Zellen, &hnlich ist (He et
al., 2003). Kardiomyozyten kénnen dann zum Beisgirchand von vorausgehenden
Transfektionen der embryonalen Stammzellen mit dasgienen aus einer Zellkultur
isoliert werden, sodass eine reine Kardiomyozytéuokinergestellt werden kann (Klug et
al., 1996). Problematisch bei weiteren Forschungestaltet sich der Umgang mit
ethischen Bedenken beziglich der Anwendung von womnlaten Stammzellen im
humanen Organismus. Zusatzlich besteht die Gefahir dratombildung (Geschwiire mit
entarteten Zellen), die von undifferenzierten erohglen Stammzellen auszugehen
scheint (McMullen and Pasumarthi, 2007). Bei D#fezierung der Zellen in
Kardiomyozyten ist nicht auszuschlie3en, dass diegeiomyozyten nicht transformiert
werden, das bedeutet, dass sie wieder in ein @ndifziertes Stadium zurickkehren und
damit ebenso zu einer Onkogenese fuhren kdnntegeSzhen gestaltet sich eine Injektion
von differenzierten oder undifferenzierten embryenaStammzellen in ischamisches
Myokardgewebe des Menschen bis heute als nichtetiear und wurde bis dato nicht

durchgefunhrt.

In adulten Stammzellforschungen wurden einige Staefiguellen in adulten Organen des
Menschen nachgewiesen. Neben den Stammzellen desh&mmarks konnten noch
zahlreiche in anderen Organen und Geweben deteltenden (z.B. Skelettmuskulatur,
Fettgewebe, Haarfollikel) (Gaustad et al., 2004nigky et al., 2005; Kruse et al., 2006).
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Bisher konnten Differenzierungen in Kardiomyozytervitro vor allem von Stammzellen
aus dem Knochenmark gezeigt werden. Die Stimulgerwarde aktiviert durch diverse
Kulturbedingungen, vor allem mit Wachstumsfaktor®bwohl die differenzierten Zellen
durch verschiedene Nachweismethoden und auch @mditiin Form von autonomen
Kontraktionen als kardiomyogen bezeichnet werdemka, konnten bis heute keine sich
kontrahierenden Zellen ohne forcierte Differenzigyinergestellt werden.

Bei den in vivo Anwendungen werden nicht vordifferenzierte Stanlhame in
Herzinfarktgewebe injiziert. Stammzellen aus deno&trenmark zum Beispiel werden
isoliert (Sortierung nach mononukledren Zellen, sne€D34) und in das Gewebe
transplantiert (Strauer et al., 2002 und 2005)bRroatisch ist die bisher nicht mdgliche
reine Kultur an z.B. CD34Zellen, damit kann auch bis heute nicht ganzlich
ausgeschlossen werden, dass andere mitinjiziettenZgéen Organismus schadigen oder
beeinflussen. Zusatzlich konnte bereits in eini§&mdien gezeigt werden, das zwar eine
Verbesserung der Herzaktion im Vergleich zur Plagelpppe zu sehen ist (Strauer et al.,
2002 und 2005), man letztlich aber noch nicht nagb@n konnte, dass die transplantierten
Zellen sich in das Gewebe funktionell einfligen. Désiteren hat man auch in anderen

Organen transplantierte Zellen wieder finden kénnen

Die Methode der Injektion der Stammzellen ist keretabliert. Man unterscheidet drei
verschiedene Arten: Die intrakoronare Infusion dieldirekte intramyokardiale Injektion
werden beide invasiv in einer offenen Herzoperatiorygenommen. Dahingegen bietet die
Katheterinjektion die Mdoglichkeit eines nicht inw&mn, nicht narkotischen, fir den
Patienten also wesentlich angenehmeren Eingribes Stammzellen werden hierbei tber
den Ballonkatheter injiziert, der einen Ruickflusser d Zellen entgegen der
Injektionsrichtung verhindert (Zur Veranschaulicgueiehe Abb. 4.2.a). Eine weitere
Moglichkeit der Applikation von Stammzellen wurdérklich von Miyahara et al. (2006)
vorgeschlagen. Hier wurden mesenchymale Stammzalleéeine aus Isopropylacrylamid
bestehende Tragersubstanz ausgesat undelisheetauf das ischamische Herzgewebe

aufgetragen.

Man kann also zusammenfassen, dass sich verschi&ige fir die regenerative Medizin
beim Myokardinfarkt formulieren lassen, bei denembeyonale oder adulte Stammzellen

eingesetzt werden kdnnten. Daflr missen folgendgerr geklart werden:
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Wie kann man bei der Anwendung von embryonalen Bizelien die Teratombildung

ausschlieRen? Woher kann man die embryonalen Stellemzgewinnen, wenn weiterhin
ethische Restriktionen bestehen?

Wie kann man bei der Anwendung von adulten Stamiezetine ausreichende, reine
Stammzellkultur praparieren? Sollten die Stammaetievitro vordifferenziert in defektes

Myokardgewebe injiziert werden? Wie konnte man koemgene Stammezellen
mobilisieren?
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Abb. 4.2.a Veranschaulichung der

regenerativen Moglichkeiteri hschamisch-

nekrotischem Myokardgeweld@) zeigt verschiedene Zellen die injiziert werdemikign.
(B) stellt dar, welche Vorversuche gemacht werdemkan bevor die Stammzellen auf

drei verschiedene Arten transplantiert werden.

[Die Abbildung wurde entnommen aus einer Verofiiehting von Dimmeler et al., 2005]
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1.4 Die Wirkung von 5-Azacytidin auf die Differenzerung von Stammzellen in

Kardiomyozyten

1.4.1 Differenzierung von Stammzellen aufgrund verhiedener Mechanismen

Zur gezielten Differenzierung von Stammzellpopwiaén werden verschiedene
Substanzen und Substanzmischungen eingesetzt. Didaclee Zugabe von

Wachstumsfaktoren, wie z.B. ddibroblast growth facto(FGF), in Kultivierungsmedien

bewirken Differenzierungen in Zelltypen, z.B. Fetten (Kakudo et al., 2007). Auch
Retinsaure oder 5-Azacytidin hat in diversen Expenten eine Ausdifferenzierung von
Stammzellen bewirkt (Rohwedel et al., 1999; Xulgt204).

Diese Substanzen wirken mit unterschiedlichen Meishaen auf die DNA der

Stammzellen, so dass Gene an- oder abgeschalnver

1.4.2 DNA-Methylierung

DNA-Methylierung ist ein epigenetisches Phanomeas diranskriptionsfahigkeiten von
Genen beeinflusst ohne Basensequenzen zu veramdrai werden Cytosine, die in der
DNA an Guanosine gebunden sind, durch die DNA-Métaysferase in 5-Methylcytosin
umgewandelt. Tritt diese methylierte Base vermehnrh Beispiel in Promotorbereichen
auf, kann es zu Funktionsverlusten von Genen komi®erkonnte in einigen Neoplasien
gezeigt werden, dass eine standige Methylierungtuororassoziierten Genen, wie zum
Beispiel den Tumorsuppressorgenen, zu deren Inakiivg fuhrt. Tumorsuppressorgene,
die einem Entarten von Zellen entgegen wirken, kéindann nicht mehr synthetisiert
werden und es kommt zum Verlust der Zellzykluskalfgrder betroffenen Zelle und sie
entartet selbst (Jones et al., 1999).

Umgekehrt kann es bei einer Hypomethylierung imiorbereichen zu einer vermehrten
Expression von Genen kommen. Hier kbnnen zum Bdi§pnkogene vermehrt exprimiert
werden, die ein Tumorwachstum fordern.

Die Auswirkungen von DNA-Methylierungen sind alsoielféaltig. Seitdem 5-
Methylcytosin 1948 zum ersten Mal entdeckt wurdeot@ikiss, 1948), wird die
regulatorische Funktion der DNA-Methylierung aunrder embryonalen Entwicklung und
Zelldifferenzierung diskutiert. Auch wenn davon gegangen wird, dass der
Methylierungsstatus einer genomischen Region Ullg@herationen erhalten bleiben

kann, konnte man feststellen, dass standige (DekyMerungen stattfinden (Singal et al.,

12
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1999). Vor allem wahrend der Embryogenese &andeoh dethylierungsmuster
kontinuierlich und eine signifikante genomweite DBhylierung tritt auf (Monk et al.,
1987). Es kann davon ausgegangen werden, dassfisgezi Demethylierungen in
embryonalen Stammzellen zu erforderlichen Veranugen der Genexpression fuhren, die

damit bestimmte Zelltypen generieren (Reik et29Q1).

1.4.3DNA-Methylierung als Differenzierungsstimulation fir Stammzellen

Das Cytosin-Analogon 5-Azacytidin ist ein Methyliagsinhibitor, der als Pharmakon bei
Neoplasien des blutbildenden Systems eingesetzt. wir verhindert die DNA-
Methylierung an spezifischen Onkogenen und gleitigz&rdert er die Expression von
Tumorsuppressorgenen. Durch seinen moéglichen Witkar@smus in der Embryogenese
ist 5-Azacytidin auch in der Stammzellforschungditsr zum Einsatz gekommen. So
konnten Makino et al. 1999 nachweisen, dass sichin@uStammzellen aus dem
Knochenmark mit Hilfe des Methylierungsinhibitorsermehrt in Kardiomyozyten
differenzierten (Makino et al., 1999). Dabei voliem sie die Differenzierungsstimulation
mit klonalen Zelllinien, die sie 24 Stunden mit Zakytidin (3 pumol/l) inkubierten.
Differenzierte Kardiomyozyten konnten danach mitalgtischen Methoden detektiert
werden. Es wurden auch schlagende Areale in déereliizierten Zellkulturen beobachtet.
Andere Arbeitsgruppen konnten ahnliche Ergebnisgeammalen Stammzellen erzielen
(Hakuno et al., 2002; Rangappa et al., 2003).

Xu et al. konnten nachweisen, dass auch humanen&telen aus dem Knochenmark sich
mit Hilfe des Methylierungsinhibitors vermehrt inaKliomyozyten differenzieren (Xu et
al, 2004). Dabei inkubierten sie mesenchymale Stzeflen fir 24 Stunden mit 5-
Azacytidin (10 pmol/l), bFGF (10 pg/l) und Antibikh-Zusatzen. Wahrend hier keine
schlagenden Zellen gefunden wurden, konnten spentagthmische Kalziumstrome nach

Stimulation mit Kaliumchlorid gemessen werden.
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1.5 Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Aysd einer klonalen Zelllinie

pankreatischer Stammzellen. Dafiir wurde die bersitiéerte primare Rattenzelllinie Z29
verwendet. Der Nachweis diverser Marker erfolgtétets Immunzytochemie und PCR,
wobei Stammzellproteine und solche aller drei Kditibr gezeigt wurden. Besonderer
Fokus lag auf Markern des mesodermalen Keimblaited genauer auf denen der
Muskulatur, da ein weiteres Ziel die Differenzieguin Kardiomyozyten war. Schlief3lich
sollte eine spontane Differenzierung dieser Zefiklan organoid bodiesrfolgen, die mit

der Methode der ,Hangenden Tropfen* stimuliert wardes wurden die gleichen
Stammzellmarker getestet und anschlieRend Vergleichden Ergebnissen der Zellklone

durchgefunhrt.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Zellklone solltgezielte, verstarkte
Differenzierungen in kardiomyogene Zelltypen eréoig Dafir war die Etablierung eines
Kokultursystems mit myokardialen Biopsien ein weteZiel. Ein Protokoll wurde erstellt
und anschliel3end seine Funktionalitat zun&chspamkreatischen Stammzellen der Ziege
und allogenem Herzgewebe getestet. Hierflr wurddrndmunzytochemie zur Auswertung
hinzugezogen.

Anschlie3end sollte das Protokoll zur gezielterfddénzierung auf humane Stammzellen
Ubertragen werden. Daflr wurden zun&chst humanieag8iammzellen aus dem Pankreas
isoliert und kultiviert. Die Kokultivierung erfolgtmit humanem Myokardgewebe. Fir die

folgenden Analysen wurden Immunzytochemie und Pagewendet.

Es sollte eine weitere Moglichkeit der forciertenff@enzierung von pankreatischen
Stammzellen in Kardiomyozyten getestet werden. Dalerde in Anlehnung an
kardiomyogene Differenzierungen mithilfe des Meirgingshemmers 5-Azacytidin in
mesenchymalen Stammzellen (Makino et al. 1999; Xuae 2004) versucht, diese
Methode auf pankreatische Stammzellen anzuwendém. die Auswertung wurde

ebenfalls Immunzytochemie und PCR zur Hilfe genomme
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

2.1.1 Chemikalien und Hersteller
Aceton

Agarose

Aminosauren, nicht essentiell
Amphotericin

5-Azacytidin

Antikorper (siehe Tab. 2.1.a)
APAAP-Komplex

Borsaure

bFGF

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenol Blau

Cy 3-Zweitantikorper (Ziege, Anti-Maus IgG)

DAPI

Dubecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMSO

dNTP (10 mM)

DTT (0,1 M)

EDTA

Ethidiumbromidlésung

First strand buffer

FKS

Fluorescein (FITC; Ziege, Anti-Kann. 1gG)

Gelatine 0,1 %
Glutamin
Glycerin

Hamalaun

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GIBCO, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
SIGMA, Steinheim

Chemicon, Hameshi K
Dako, Hamburg

Merck, Darmstadt
SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim
Serva, Heidelberg

JackstmmunoResearch,
Cambridgeshire, UK
Roche, Mannheim

GIBCO BRKarlsruhe
Sigma, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching, A

JacksbnmunoResearch,
Cambridgeshire, UK
Fluka, Neu-Ulm
PAA, Pasching, A
Merck, Darmstadt

Dako, Hamburg
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HEPES Roth, Karlsruhe
Iscove MDM Biochrom, Berlin
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Kollagenase Serva, Heidelberg
Magnesiumchlorid Fermentas, St. Leon-Rot
MEM-Earle Biochrom, Berlin
-Mercaptoethanol SIGMA, Steinheim
Methanol Roth, Karlsruhe
Molekularbiol. Wasser; AccuGENE Cambrex, Versjdas
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstad
Normalserum (Ziege) Vector, Burlingame, USA
NucleoSpin RNA I Machery & Nagel, Duren
Oligo-dT Invitrogen, Karlsruhe
PCR-Marker, 100 bp DNA Leiter New England Biokab
Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching, A
Primer (siehe Tab. 2.1.b) Eurogentec, San Dig§A
Ringer-L6sung DeltaSelect, Pfullingen
RNA (human, Herz) Ambion, Cambridgeshire, UK
Superscript RT 1I-RNase H Invitrogen, Karlsruhe
Tag-Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot
Trasylol Bayer, Leverkusen
Tris BIOMOL, Hamburg
Triton X 100 Fluka, Neu-Ulm
Trypsin PAA, Pasching, A
Tyrode Salzlésung SIGMA, Steinheim
Vectashield-Einbettmedium Vector Laboratories,

Burlingame, CA
Xylencyanol (Turkis) SIGMA, Steinheim
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Tab. 2.1.aAuflistung der verwendeten Antikorper

Antikérper bezogen von Marker fir Keimblatt
Anti-alkalische R&D Systems, Zellmembran von
Phosphatase Wiesbaden Stammzellen
Anti-Amylase Calbiochem, Amylase produzierende| Entoderm
Schwalbach Zellen
Anti-GFAP Dako, Hamburg Gliale Zellen Ektoderm
Anti-Insulin SIGMA, Steinheim Insulin produzierende | Entoderm
Zellen
Anti-Nanog Chemikon, Hamshire, | Stammzellen
UK
Anti-Nestin Chemikon, Hampshire, | (neuronale)
UK Stammzellen
Anti-NF Serotec, Dusseldorf Neurone Ektoderm
Anti-Kollagen Il DSHB, USA Knorpelzellen Mesoderm
Anti-Oct-4 Chemikon, Hampshire, | Stammzellen
UK
Anti-PDX 1 Chemikon, Hampshire, | Pankreaszellen Entoderm
UK
Anti-sarkomerisches DSHB, USA Muskelzellen Mesoderm
Myosin (MF 20)
Anti-SMA Dako, Hamburg Muskelzellen Mesoderm
Anti-SSEA-1 Chemion, Hampshire, | Stammzellen
UK
Anti-Troponin | Dako, Hamburg Herzmuskelzellen Mdsaon

Tab. 2.1.bAuflistung der verwendeten Primer

Target-/Kontrollgen Primersequenz (5’-3) Temperatur Produktgrof3e (bp)

(Homo sapiens)

Troponin | links: 61,3°C 311
aggcaaaagtcaccaagaaca
rechts:
aggggcagtaggcaggaag

Troponin T2 Isoform 1| |.; gattctggctgagaggagga | 62,6° C 197
r.: tggagactttctggttatcgttg

Beta Myosin, schweres |.: gccccacatcttctccatct 61,3°C 179

Polypeptid 7 r.: ggctctggtccttcttgcet

Alpha Aktin |.: gtgtgacgacgaggagacca | 62,6° C 154
r.: cttctgacccatacccacca

Desmin l.: ctgtcectcccacctetgt 62,6°C 250
r.: agcccctgctttctaagtcc

GAPDH l.: gagtcaacggatttggtcgt 58,8°C 213
r.: ggaagatggtgatgggattt
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Target-/Kontrollgen | Primersequenz (5’-3") Temperatur Produktgrof3e (bp)

(Ratte)

Amylase |.: ggtctctccacccaatgaaa | 59,3° C 173
r.; tgacagcatccacataaatcc

BMP-2 l.: tgacgcttttctcgtttgtg 59°C 178
r.: atgggtttgtggtggaagtg

CD-9 l.: ggtttcctgggetgetgt 59,1° C 220
r.: ggatggctttgagtgtttcc

GAPDH l.: tgatgctggtgctgagtatg 60° C 477
r.: ggggtaggaacacggaagg

GFAP l.: agaaaaccgcatcaccattc | 58,5° C 188
r.: gcacacctcacatcacatcc

Glukagon l.: atcgtggctggattgtttgt 58,5°C 161
r.: gtgaatgtgccctgtgaatg

Nestin l.: agaccactgacacccacaga| 62,7° C 150
r.: ggaggagggagaggaagaa

NF l.; agtggttcaaatgccgctac 58,5°C 228
r.: gctgctggatggtgtect

Oct-4 l.: tggagaagtgggtggaggaa | 62° C 396
r..ccgagtagagtgtggtgaaatgg

2.1.2 Geréate und Hersteller

Brutschrank

Elektrophorese-System

Fluoreszenzmikroskop

Geldokumentationssystem

Inkubationsschrank

Lichtmikroskop Axiovert

Mastercycler

PC-Programm Axio Vision 3.0

PC-Programm PCBAS
Photometer, Ultrospec 3100

pH-Meter

Schittelinkubator

Vortex
Waage
Wasserbad

Zentrifugen

- Kiihizentrifuge

- Minifuge

- Zellkultur-Zentrifuge

BINDER, Tuttlingen
Bio-Rad, Minchen

Zeiss, Hamburg

Intas, Gottingen

Heraeus, Hannover

Zeiss, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Carl Zeiss Vision GmbH

Hallbergmoos

Raytest, Langenzersdorf, A
GE Healthcare Eurgiimchen
Mettler Toledo, Giel3en
GFL, GroRRburgwedel

IKA, Staufen

Kern, Balingen

Memmert, Schwabach

Eppendorf, Hamburg
Kisker, Steinfurt

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Zellen und Gewebe

2.2.1 Zelllinien

Zelllinie | Zell-/ Gewebeart Kultivierungsmedium Refaenz

Z29 P8 Stammzellen aus | DMEM mit 10 % FKS und | Kruse et al., 2004
dem exokrinen 1 % Penicillin/Streptomycin
Pankreas der Ratte

Zlpan 1b | Stammzellen aus | DMEM mit 10 % FKS und | Kruse et al., 2004
dem exokrinen 1 % Penicillin/Streptomycin
Pankreas der Ziege

CEpan 3b| Stammzellen aus | DMEM mit 10 % FKS und | Kruse et al., 2004
dem humanen 1 % Penicillin/Streptomycin
exokrinen Pankreas

CEpan 6b| Stammzellen aus | DMEM mit 10 % FKS und | Kruse et al., 2004
dem humanen 1 % Penicillin/Streptomycin
exokrinen Pankreas

HeP 2 Tumorzellen aus Iscove MDM mit Moore et al., 1955
einem humanen 10 % FKS und 1 %
Larnyxkarzinom Penicillin/Streptomycin

Die Zelllinien Z29, Zlpan 1b und HeP 2 wurden frdlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. rer. nat. Charli Kruse zur Verfuguyestellt. Die humanen Zelllinien wurden

selbst prapariert (siehe 2.4.1).

2.2.2 Pankreas

Das humane Pankreasgewebe wurde dankenswertemeisker chirurgischen Klinik des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus &gk zur Verfigung gestellt. Bei
Patienten mit Pankreatitis wurden die entzindetemneiBhe des Pankreas mit einem
Sicherheitssaum entfernt. Es wurde nur nicht emdeiss Gewebe aus dem
Sicherheitssaum fur die Praparation verwendet.

(Ethische Beglaubigung durch das ethische Komie=eUhiversitatsklinikums Schleswig-

Holstein Campus Lubeck; AZ: 03-065)
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2.2.3 Myokard

Das verwendete humane myokardiale Gewebe verdacikeder Herzchirurgie des
Universitatsklinikums  Schleswig-Holstein  Campus &dk. Einerseits  wurde
abgeschnirtes Gewebe verwendet, das durch EinsatHerz-Lungen Maschine am
rechten Vorhof entsteht. Das Gewebe kann entfeeni@n, da es sonst nekrotisiert und fur
die weitere Herzleistung des Patienten irrelevsint i

Andererseits wurde Papillarmuskulatur verwendeg @ei Herzklappen-Operationen
anfiel.

(Ethische Beglaubigung durch das ethische Komie=eUhiversitatsklinikums Schleswig-
Holstein Campus Lubeck; AZ: 05-206)

2.3 Medien

2.3.1 Kultivierungsmedium fur Stammzellen
450 ml DMEM-Medium wurde mit 45 ml FKS und 5 ml Ralin/Streptomycin versetzt.
Die Gesamtkonzentration von Penicillin/Streptomyamspricht einem Volumenprozent.

2.3.2 Kultivierungsmedium fur humane Tumorzellen

450 ml Iscove-Medium wurde mit 45 ml FKS und 5 rehRillin/Streptomycin versetzt.

2.4 Grundlegende Methoden

2.4.1 Praparation und Isolation von Acini des exoknen Pankreas des Menschen
Die Isolierung der Acini und damit die Gewinnungwglandularen Stammzellen wurde in
Anlehnung an die Methode von Grosfils et al., 20 chgefiihrt. Dabei kamen folgende

Puffer und Medien zum Einsatz:

HEPES-Stammldsung: 2,383 g HEPES auf 100 ml Aduesh pH 7,6

HEPES-Eagle-Medium: 90 ml MEM
10 ml HEPES-Stammldsung
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Isolationsmedium: 32 ml HEPES-Eagle-Medium, p# 7,
8 ml 5% BSA
200 ul 0,1 M Cacl
100 pl Trasylol

Digestionsmedium: 20 ml Isolationsmedium, pH 7,4

4 mg Kollagenase

Isolations- und Digestionsmedium wurden unmittelar der Verwendung mit Carbogen
begast und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Die Praparation des humanen Pankreasgewebes wand€hirurgen der medizinischen
Universitat zu Lubeck durchgefiihrt; die Ubergabs @ewebes erfolgte in steriler Ringer-
LOsung.

FUr die Isolation wurden zunachst hartere Bereietieeinem Skalpell abgetrennt und
verworfen, davon ausgehend, dass es sich um natolljes Bindegewebe handelt. Die
weichen Anteile wurden in Digestionsmedium aufgenmn, mit einer sterilen Schere
fein zerkleinert und anschlieBend mit Carbogen sedaanach erfolgte eine Inkubation
bei 37° C in einem Schiittler mit zweihundert Zykjgmo Minute. Das Digestionsmedium
wurde abgesaugt und das Gewebe zweimal mit IsakEmedium gewaschen. Das Gewebe
wurde erneut in Digestionsmedium aufgenommen, weigekleinert und wieder begast.
Anschliel3end fand eine erneute Inkubation auf dehuiler fur finfzehn Minuten statt.

Im Anschluss daran wurde das Gewebe durch mehdagb&iehen in Glaspipetten mit
absteigendem Innendurchmesser (10 ml, 5 ml, 2 reljewmechanisch zerkleinert. Die
Zellsuspension wurde dann durch einen Gazefiltezinnl5 ml Réhrchen gesiebt und bei
800 U/min fuinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstamtirde vorsichtig abgesaugt, um das
Pellet dann in 10 ml DMEM aufzunehmen und erneugzentrifugieren. Dieser Vorgang
wurde entsprechend der Pelletgrof3e zweimal wietterbas Zellpellet wurde nach der
letzten Zentrifugation wieder in DMEM aufgenommardun eine kleine Zellkulturflasche
gegeben. Die Inkubation der Acini-Zellen erfolgtei B7° C und 5 % C@©zunéchst fur
zwei Tage, bis ein deutliches Zellwachstum aus Aleni zu erkennen war. Dann wurde

der erste Mediumwechsel vorgenommen um letzte uimesehte Zelltrimmer zu
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entfernen. Die Zellen wurden CEpan 3b und 6b benand entsprechend der folgenden
Erlauterungen kultiviert, passagiert und kryokomisat.

2.4.2 Kultivierung der Zellen

Die Kaultivierung erfolgte je nach Wachstumsgescldigkeit in entsprechenden
Zellflaschen mit dem Kultivierungsmedium (siehe)2\W8obei in der Regel alle drei Tage
ein Mediumwechsel vorgenommen wurde. Die Zellflaschvurden im Brutschrank bei

37° C mit einer C@Konzentration von 5 % gehalten.

2.4.3 Passagieren von Zellkulturen

Die Zellen hafteten adhéarent und lberlagernd auof wiéeschichteten Plastikbdden der
Zellflaschen. Nach Begutachtung der Gefal3e unter tekroskop wurden die Zellen
dann passagiert, wenn der Eindruck entstand, d&s® d&ich nicht mehr ausreichend
entfalten konnten und zu dicht beieinander lageas Medium wurde dann von den Zellen
entfernt; die Zellflasche mit PBS gewaschen undchliefiend mit Trypsin 4 Minuten
inkubiert, so dass sich die Zellen vom Boden ablisDas Trypsin wurde mit einer
doppelten Menge an Medium neutralisiert und diep8asion anschlie3end bei 1000 U
fur 5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pdil@inte nach eigenem Ermessen auf
zwei oder mehr Kulturflaschen aufgeteilt und mitr dentsprechenden Menge an

Kultivierungsmedium befillt werden.

2.4.4 Kryokonservierung von Zellkulturen

Die Zellen wurden zunéachst entsprechend Punkt 2miB Trypsin abgelést und
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlie3end mkiggtem Einfriermedium (90 % FKS
und 10 % DMSO) resuspendiert und sofort bei -20°g&lagert. Nach kurzzeitiger
Lagerung im -80° C Gefrierschrank wurden die ZeiteStickstoff (-196° C) uberfuhrt.

2.4.5 Fixierung der Zellen aufChamber Slides

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis Rooteinen wurden trypsinierte
Zellen mit einer Dichte von ca. 50 Zellen/ul aGhamber Slidesmit jeweils zwei
Kammern ausgesat. Dies geschah mit 1000 pl Kufttimgsmedium. Die Inkubation
erfolgte wie gewohnt bis die Zellen auf dem Objelger adharierten. Zur Fixierung

wurden die Zellen zunachst zweimal mit PBS gewaschachdem das Medium mit einer
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Automatik-Pipette abgesaugt wurde. Ein MethanoltdeeGemisch in  einem
Konzentrationsverhaltnis von 7:3 wurde mit DAPI1A00) auf dieChamber Slides
gegeben. Bei Raumtemperatur wurden die Zellen Sutdim fixiert. AnschlieRend wurde
die Suspension abgesaugt. Die Zellen wurden dremialPBS gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung bei 4° C aufbewabhrt.

2.4.6 Klonale Analyse der Zelllinie Z 29
Fur die klonale Analyse, d.h. die Generierung ei@etllinie entstanden aus einer

Einzelzelle, wurde Passage 8 der pankreatischenn$tallen der Ratte verwendet.

Es wurde fir die Kultivierung der Einzelzelle undirer Tochterzellen folgendes
Nahrmedium verwendet:

395 ml DMEM

100 ml FKS

5 ml Penicillin/Streptomycin

Die Zellen wurden durch Trypsinierung vom Boden d&llflasche abgelost und

anschlie3end mit Kultivierungsmedium in Suspengjehalten. Es wurde die Zellzahl der
Suspension pro 200 ul bestimmt. Aufgrund der Z&llkannte errechnet werden, wie weit
die Suspension mit Medium verdinnt werden musstdass galt: eine Zelle/200 pl.

FUr das Ausplattieren wurden 96-Kammer-Platten eedet. Bereits einen Tag nach dem
Start wurde mit Hilfe des Lichtmikroskops jede Kaesmauf eine Einzelzelle Gberpruift.

Bei den Kammern, die eine Einzelzelle enthielteryrden taglich Medienwechsel

vollzogen und die Teilungsrate notiert. Somit kenrtusatzliche Gewissheit erlangt
werden, dass die wachsende Population tatsachlishemer Einzelzelle entstanden ist
(1=2=4=8 etc.).

16 Tage nach Versuchsstart waren einige Kammergitbdtonfluent mit adhéarierenden

Zellen bewachsen, so dass ein erstes Trypsiniardriberfiihren in 12-Kammer-Platten
durchgefuhrt wurde.

Weitere 6 Tage spater konnten erste Zellklone @kl Kulturflaschen Uberfthrt werden.
Von nun an wurde fir die weitere Kultivierung DMEMedium mit 10 % FKS (siehe

2.3.1) verwendet.
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2.5 Methoden zur spontanen Differenzierung

2.5.1 Spontane Differenzierung durch ,Hangende Trofen*“

Mit Hilfe der ,Hangenden Tropfen® bilden Zellen Zajgregate, so genannteganoid
bodies in denen vermehrt spontane Differenzierungen udibha In diesem Versuch
wurden besonders gut wachsende Zellklone (20BlrlYeldinie Z 29 verwendet.

Fur die Differenzierung wurde folgendes Medium aejet:

380 ml DMEM
100 ml FKS (vorher fur 30 min bei 54° C inaktivjer
je 5 ml Additive:

- L-Glutamin

- 3,5 ul -Mercaptoethanol auf 5 ml PBS

- nicht essentielle Aminosauren

- Penicillin/Streptomycin

Fur die Kultivierung wurden Gelatine-beschichtetaltdrschalen bendtigt, die einen Tag
zuvor angesetzt werden mussten. Dafur wurden dial&c mit 0,1 % Gelatine bei 4° C

beschichtet. Die noch fliissige Gelatine wurde diefdbnd abgesaugt.

Zuerst wurden bakteriologische Petrischalen mit ejesv 15 ml PBS befillt. Die
abtrypsinierten Zellen wurden mit Differenzierungsiium resuspendiert und so verdinnt,
dass galt: 2000 Zellen pro 20 pl. Mit einer Glaspie wurden anschlieRend 20 pl Tropfen
auf die Deckel der Petrischalen gegeben, die damsiohtig auf die mit PBS geflllten
Schalen gestulpt wurden.

Nach zwei Tagen hatten sich bereits sichtbeganoid bodiesgeformt, die dann mit
Néahrmedium (20 % FKS) von den Deckeln gespult waindied daraufhin fir weitere vier
Tage inkubierten.

Die organoid bodies wurden zur Weiterzucht einzeln in Gelatine-bedueite
Kulturschalen tberfuhrt, wobei sie erneut mit Diéfiezierungsmedium kultiviert wurden.

Nach einigen Tagen konnten dieganoid bodiesweiter in herkbmmlichen Zellflaschen
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und mit dem Kultivierungsmedium (2.3.1) wachsene Bpontane Differenzierung fand
weiter statt und die Zellaggregate liel3en sichRvienarzellen behandeln.

2.6 Methoden zu Differenzierung in Kardiomyozyten

2.6.1 Differenzierung mit Hilfe von Myokardgewebe

Das bei der Operation gewonnene Gewebestiick wardRinger-L6sung aufgenommen
und unter sterilen Bedingungen in kleinere Stuekel¥4 mm) geschnitten. Diese wurden
in eine unbeschichtete mittlere Zellflasche gegebad 3-5 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Als das Myokardgewebe fest am Boden #atea wurden trypsinierte und in

Kultivierungsmedium resuspendierte Zellen in di@s€Ehe gegeben. Zwei Tage nach
Inkubation wurden die Gewebestlcke entfernt und Zedlen aliquotiert um sie zu

verschiedenen Zeitpunkten nach Kokultivierung zalgsieren. Die Zellen CEpan 3b

befanden sich in Passage 14 und die Zellen CEpaim Gtassage 4, als sie mit dem
Myokardgewebe inkubiert wurden.

Fur die Stimulierungsversuche glandularer Stamrerell der Ziege wurden

speziesspezifische Myokardgewebestiicke verwendet.

2.6.2 Differenzierung mit 5-Azacytidin
Fur die gezielte Differenzierung der pankreatiscl&ammezellen in Kardiomyozyten

wurde folgendes Differenzierungsmedium verwendet:

500 ml DMEM-Medium
5 umol 5-Azacytidin

5 pg bFGF

0,125 mg Amphotericin

Nach Trypsin-Behandlung wurden die Zellen resusigehdnd einmal mit der Tyroden
Salzlésung gewaschen. Anschlieend wurden die rZelle Kultivierungsmedium
aufgenommen und mit einer Dichte von 1 x 103 inndePetrischalen (Durchmesser 5 cm)
ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewkechdas jetzt statt
Penicillin/Streptomycin Amphotericin, bFGF und 5&&ytidin (10 pmol/l) enthielt.
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Dieses Medium wurde 24 Stunden auf den Zellen betgsdann abgesaugt. Die Zellen
wurden erneut einmal mit der Tyroden Salzlésung agalven und folgend weiter in
Kultivierungsmedium inkubiert. Die weitere Kultivieng erfolgte nach obigen Angaben
(siehe 2.4.2). Jeweils 2 und 4 Wochen nach 5-AmdioyBehandlung wurden die Zellen
auf Chamber Slidesfir Immunfluoreszenzfarbungen und Petrischalen dén PCR-

Nachweis aliquotiert.

2.7 Analyse-Methoden

2.7.1 Immunfluoreszenzfarbung

Fur die Detektion und Markierung bestimmter Pradibver Immunzytochemie wurden die
fixierten Zellen auf derChamber Slideserwendet. Zunachst wurde das PBS abgesaugt,
um dann 20 Minuten mit Normalserum der Ziege unidisehe Bindungen abzusattigen.
Damit werden Proteine, die mdglicherweise auch ldalie Antikdrper gebunden werden
konnten, zuvor mit unspezifischen Antikérpern ddegé blockiert, die spater nicht
angefarbt werden.

Die Erstantikorper, die von der Maus oder dem Kemém stammen, wurden in der
angegebenen Konzentration des Herstellers in TBITHOBSA verdunnt, auf die Zellen
gegeben und eine Stunde bei 37° C im Brutschramkkibiert. Dabei war einem
Austrocknen der Zellen durch eventuelles Verdunstetyegen zu wirken, weshalb die
Chamber Slides eine feuchte Kammer gelegt wurden.

Anschliel3end wurden di€hamber Slidesnit PBS dreimal gewaschen und daraufhin ein
fluoreszenzmarkierter Zweitantikdrper auf dieseedm. Der Zweitantikdrper Cy 3 (Anti-
Maus) wurde 1:400, der Zweitantikdrper FITC (Antkinchen) 1:200 in PBS verdinnt.
Nach erneuter einstindiger Inkubation bei 37° C dneimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen zuletzt mit Aqua dest. gewas$ait.die weitere Aufbewahrung wurden
die Objekttrager von den Kammern befreit und mit ctdshield-Einbettmedium

eingedeckt.
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2.7.2 Alkalische Phosphatase-

antialkalische Phosphatase-Komplex (APAAP)-Farbung
Die APAAP-Farbung wurde zum Nachweis des Proteingpdnin | verwendet. Daflr
wurde auf die fixierten Zellen zunachst wie unteunk 2.7.1 Normalserum und
Primarantikorper gegeben, um sie dann mit dem ssthpnden ZweitantikGrper eine
Stunde zu inkubieren. AnschlieBend wurde der APAWPaplex aufgetragen in
geeigneter Verdinnung entsprechend der Anweisurdgsh Herstellers und dreilig
Minuten inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wméderholtem Auftragen des
APAAP-Komplexes wurden die Zellen schlie3lich minex chromogenen Substratlésung
fur alkalische Phosphatase (Naphtol/Neofuchsinarege inkubiert, bis die gewinschte
Farbintensitdt mit dem Kontrastfarbstoff Hamalaurreieht war. Fur die weitere
Aufbewahrung wurden die Objekttrager ebenfalls Vieittashield-Einbettmedium
eingedeckt.

2.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.7.3.a RNA-Praparation

Fur die RNA-Praparation wurde eine kleine voll gelasene Petrischale bendtigt. Die
adharenten Zellen wurden vom Medium befreit und PBS feucht gehalten. Mit einem
Zellschaber konnten die Zellen dann vom Boden afagekwerden. Anschliel3end wurde
die Suspension funf Minuten in einem Rohrchen B€10U/min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in ein kleines Eppendorf-Réhrchen tberfuhmtd un der Mikrozentrifuge bel
10000 U/min far zwei Minuten erneut zentrifugieRie Praparation wurde mit dem

NucleoSpin-Kit von Machery & Nagel und gemal3 dekateitung durchgefihrt.

2.7.3.b Reverse Transkription

Vor Beginn wurde eine photometrische Bestimmung clagefihrt, bei der die

Konzentration der praparierten RNA gemessen wibies ist wichtig da fiur den Versuch
der Reversen Transkription 500 ng RNA eingesetaidere Die Reverse Transkription
bewirkt eine Umschreibung der praparierten RNA DN&. Wéahrend der RT-Reaktion
lief eine Negativkontrolle mit, um spater eine mélgeé Verunreinigung durch Uberreste
von DNA identifizieren zu konnen. Die Negativkoriteo wurde nicht in cDNA

umgeschrieben. Die RT der Proben erfolgte ansaniéunter Einsatz der Superscript
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Reverse Transkriptase und Oligo dT Primern gemaf Addeitung des Herstellers.
Abschlie3end konnten die Proben bei -20° C furRidymerase-Kettenreaktion gelagert

werden.

2.7.3.c PCR

Ein Zwanzigstel des RT-Reaktionsproduktes wurdemvierwendung der Polymerase und
spezifischer Primer bei zuvor ausgetesteten Termmyeraamplifiziert (siehe Tab. 2.1.b).

Der verwendete Zyklus wurde wie folgt programmi&%° C fur 40 sec — ausgetestete
Temperatur fur 40 sec — 72° C fur 40 sec. Die Zykéhl variierte zwischen 38 und 42,

abhéangig von der bestmaoglich erreichbaren Intendié& amplifizierten Proteine in den

Agarose-Gelen der Kontrollbanden.

2.7.3.d Agarose-Gelelektrophorese
Ein 2 %iges Agarose-Gel diente schlie3lich der gsalder Ergebnisse der PCR.
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3. Ergebnisse

3.1 Stammzellcharakterisierung der priméaren Zellklanlinie Z29 20B11 und den aus

ihr generierten organoid bodies

3.1.1 Klonale Analyse der Zelllinie Z29

Fur die Generierung von Zellklonen aus einer Prkuldnr der Rattenzelllinie Z29 wurden
20 Platten mit je 96 Kammern ausplattiert. Die Kamization wurde so gewahlt, dass sich
bei visueller Auswertung im Mittel eine Zelle indgr Kammer befand (1 Zelle/200 ul).
Nach 16 Tagen waren in 23 Kammern (1 %) konflueathgende Zellklone entstanden,
die nach den bekannten Kultivierungsbedingungeratd¢t wurden (siehe 2.4). Nach
weiteren zwei Wochen zeigten schlief3lich nur nockeBklonlinien (0,5 %) unlimitiertes
Wachstum, das sie auch beim weiteren Passagiereibehgdten. Fur die

Stammzellcharakterisierung wurde die Primérzellkive Z29 20B11 verwendet.

3.1.2 Generierung vororganoid bodiesaus der Zellklonlinie Z29 20B11

Da durch die ,Hangenden Tropfen“ die spontane béffieierung forciert wird, wurden fur
die Stammzellcharakterisierungesrganoid bodies (OBspeneriert. Dafur wurde die
Primarzellklonlinie Z29 20B11 verwendet. Zur Chagalsierung ihrer Eigenschaften
wurden Ergebnisse beider Kulturen (Primar- undOB-Kultur) in
Immunfluoreszenzfarbungen und RT-PCR herangezogen.

7 -
254

=

Abb. 3.1.a Generierteorganoid bodiesin einer bakteriologischen Schale nach dem
Herunterspulen aus den ,Hangenden Tropfea® if). Nachdem diese auf Gelatine-
beschichtete Zellschalen uberfihrt wurden, wucheaerhalb weniger Tage Zellen aus
den Aggregaten heraus.
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3.1.3 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

Die Stammzellmarker SSEA-1 und Nestin konnten imigein Primarzellklonen
nachgewiesen werden. Jedoch wurden in den zur apemtDifferenzierung gebrachten
OB-Kulturen diese Proteine vermehrt angefarbt. SSE&tlauf der Oberflache von
Stammzellen zu finden und daher punktuell anfarkgdob. 3.1.b/c, Bild &)). Nestin
hingegen ist ein Intermediarfilament und stellhsiaher im Zytoplasma dar (Abb. 3.1.b/c,
Bild (b)). Der Stammzellmarker Nanog konnte nur in dermBrzellklonen gefunden
werden (Abb. 3.1.b, Bildc}). Nanog ist ein Transkriptionsfaktor, der kerrdb&iert ist.
Das Protein findet sich in dieser Aufnahme jedogioasmatisch und filamentar,
weshalb dieses Ergebnis noch zu diskutieren bl&btfanden sich in de®@B-Kulturen
Zellen positiv fur die Stammzellmarker alkalischeoBphatase und Oct-4, die in den
Primarzellklonen nicht detektierbar waren. Alkalisd®hosphatase ist ein Enzym, welches
punktuell dargestellt, mit der Zellmembran verankst (Abb. 3.1.c, Bild ¢)). Oct-4 als
Transkriptionsfaktor findet sich in embryonalen Btazellen im Zellkern, wurde in
diesem Zusammenhang jedoch im Zytoplasma der Zatigefarbt (Abb. 3.1.c, Bildl}).

Tab. 3.1.a Quantitative Einschéatzung der getesteten Marker Zellen der priméaren
Zellklonkultur und de©B-Kultur.

Getesteter Marker Anzahl positiv markierter Anzahl positiv markierter
Zellen in der priméren Zellen in derOB-Kultur
Zellklonkultur Z29 20B11 | generiert aus Z29 20 B11
Alkalische Phosphatase o/- 0
Amylase 0 ++
GFAP - 0
Kollagen 1l 0 0
Nanog o/- -
Nestin o/+ +
NF - ++
Oct-4 - 0
PDX-1 + ++
SMA ++ ++
SSEA-1 o/- 0
(++) = sehr viele positive Zellen
(+) = viele positive Zellen
(0) = vereinzelt positive Zellen
) = keine positiven Zellen
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Ein Nachweis fur die spontane Differenzierung votansnzellen ist moglich mit
verschiedenen Markern, die jeweils fur Zellen dexi Keimblatter spezifisch sind. Die
getesteten ektodermalen Marker GFAP und NF, diedifferenzierten Nervenzellen
wichtige Strukturproteine darstellen, konnten im geimaren Zellklonen nicht detektiert
werden, wohl aber in den aus ihnen generie@8Kulturen. Diese Proteine stellten sich
vor allem filamentar dar (Abb. 3.1. c, Bilddr) (und @)). Wahrend GFAP nur vereinzelt in

einigen Zellen zu finden war, zeigte sich NF inlemeZellen deOB-Kultur positiv.

Auf Zellen des mesodermalen Keimblattes wurdenkdiguren mit den Antikorpern far
SMA und Kollagen Il getestet, die in beiden Kultusgark nachweisbar waren. SMA farbt
das Aktin-Zytoskelett im Zytoplasma von Muskelzellan (Abb. 3.1.b, Bild d);
Abb. 3.1.c, Bild {,g)). Der Antikérper Kollagen Il markiert ein Strukprotein, das als

Sekret in Knorpelzellen produziert wird und sich4iytoplasma der Zellen befindet.

Entodermale Marker, wie Amylase und PDX-1, konrgbenso in Zellen beider Kulturen
gezeigt werden, wobei in de@B-Kulturen gré3ere Areale auffindbar waren. Amylase
spaltet als Enzym Kohlenhydrate und ist daher akred in Zellen nachweisbar
(Abb. 3.1.b, Bild f), Abb. 3.1.c, Bild {)). Es wird in den exokrinen Anteilen des Pankreas
produziert. PDX-1 hingegen findet sich in den endwn Anteilen der
Bauchspeicheldrise und ist ein Transkriptionsfakfisar die Hormone Insulin und
Glukagon. PDX-1 ist nuklear auffindbar (Abb. 3.1Bild (g); Abb. 3.1.c, Bild V).
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Abb. 3.1.b Immunfluoreszenzfarbungen der primaren Zellkloned Z20B11. Die
Stammzellmarker SSEA-R), Nestin p) und Nanog &) lie3en sich in einzelnen Zellen
nachweisen. Die mesodermalen Marker Kollagend)l ynd SMA €) waren deutlich
vermehrt detektierbar. AmylasB (nd PDX-1 §) -Marker des entodermalen Keimblattes-
stellten sich ebenso in einigen Zellen positiv daie ektodermalen Marker (NF und
GFAP) konnten in den Farbungen nicht gefunden wettel sind daher nicht dargestellt.
Die Zellkerne wurden in jeder Abbildung mit DAPIdh) angefarbt.
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Abb. 3.1.c Immunfluoreszenzfarbungen déB-Kultur, generiert aus den primaren
Zellklonen Z29 20B11.
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Abb. 3.1.c Immunfluoreszenzfarbungen dé&B-Kultur, generiert aus den primaren
Zellklonen Z29 20B11Die Stammzellmarker SSEA-1a)( Nestin D, rot), alkalische
Phosphatasec) und Oct-4 ) konnten sich sowohl in Einzelzellen als auch in
Zellaggregaten darstellen lassen. Die mesodermddéeker Kollagen 11 €) und SMA ¢, g,
rot) wurden ebenso detektiert. Amylad® (nd PDX-1 () -Marker des entodermalen
Keimblattes- stellten sich in einigen Zellen undlaggregaten positiv dar. In d€B-
Kultur konnten die entodermalen Marker GFAR ¢rin) und NFd, grin) nachgewiesen
werden. Die Zellkerne wurden in jeder Abbildung DAPI (blau) angefarbt.

3.1.4 Ergebnisse der PCR

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen sindzom Teil Gbereinstimmend mit
den Ergebnissen der PCR fir die cDNAs der primdsdiklonlinie 20B11 und den aus ihr
generierterorganoid bodies

Die Funktionalitat der Primer und die bestmdglichemperatur und Zyklenzahl wurde
anhand der embryonalen cDNA getestet (siehe Talb)2Diese wird daher aul3erdem als
Positivkontrolle gewertet. Als Kontaminationskoniigovurden die RT-PCR-Ansétze ohne
Superscript in der PCR ebenfalls getestet. Sieyaieden in den meisten Fallen keine
Banden und sind deshalb nicht dargestellt. Obwdhldie Reverse Transkription die
gleiche Menge an RNA eingesetzt wird, wurden digbEn auf das Haushaltsgen GAPDH
untersucht. Dies gab zuséatzliche Evidenz fir eunentjtativ gleiche Basis beider Proben,
weshalb die weiteren Ergebnisse auch quantitatigleehbar waren (Abb. 3.1.d).

Fur die Stammzellmarker Oct-4, CD9 und Nestin kergine mRNA-Expression mittels
RT-PCR in beiden untersuchten Ansétzen nachgewiegserden. Es zeigten sich
quantitativ nur for den Stammzellmarker Oct-4 Ustbiede: Die zur spontanen
Differenzierung gebracht®B-Kultur zeigte eine etwas verminderte Expression.

Fur das mesodermale Keimblatt wurde der Marker BMdretestet. Dieses Protein stellt
die fruhe Entwicklung von embryonalen Zellen in €&styten dar und ist in den
untersuchten Zellen deutlich detektierbar.

Als ektodermale Marker wurden Neurofilamente (NRdUuGFAP amplifiziert, aber es
konnte nur GFAP gezeigt werden. GFAP ist ein MafkerVorlaufer von glialen Zellen,
NF von neuronalen Zellen. Quantitative Unterschieddiesen Expressionen waren nicht

auszumachen.
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FUr das entodermale Keimblatt konnte die Expressimm Amylase dargestellt werden,
jedoch nur deutlich in dearganoid bodiesDie Expression von Glukagon konnte nicht

nachgewiesen werden (Abb. 3.1.d).
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Abb. 3.1.d Darstellung der PCR-Ergebnisse der cDNAs von deém@ren Zellklonlinie
Z29 20B11 und den aus ihr generierteganoid bodiesDie embryonale cDNA wurde zur
Kontrolle mit den getesteten Targetgenen amplifizie
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3.2 Stimulationsversuch pankreatischer Stammzelleder Ziege mit Myokard

3.2.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

FUr die Versuche an humanen Stammzelllinien gimg eirste Immunfarbung mit denen
der Ziege voraus. Damit sollte prinzipiell die Ftiokalitat des Protokolls (siehe 2.6.1)
bestatigt werden. Die pankreatischen StammzellenZoege wurden fir zwei Tage mit
einem Myokardstiick der gleichen Spezies @himber Slidesnkubiert. Direkt danach
wurden die Zellen fixiert und die Farbungen durdhibg. Die kokultivierten Zellen waren
deutlich positiv fur das Protein sarkomerisches MydMF 20), wobei auch die Kontrolle,
die ohne Myokardsttick inkubiert worden war, einpgsitive Zellen zeigte (Abb. 3.2.a).
Der Antikorper stellt filamentare Strukturen dan denen teilweise eine sarkomere
Querstreifung auszumachen ist (Abb. 3.2.a). Quaititwurde geschatzt, dass der
Kokultur-Versuch 80 %, wéhrend die Kontrolle 309%4Qoositive Zellen aufwies.

Abb. 3.2.a Immunfluoreszenzfarbungen pankreatischer Stammzelkr Ziege nach
48-stundiger Inkubation mit Myokardgewebae, @) und Kontrollinkubation « d).
Quantitativ sind in der Kokultur deutlich mehr il fir das Protein MF 20 positiv als in
der Kontrolle. [DAPI: blau; MF 20: rot]
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3.3 Stimulationsversuch humaner pankreatischer Stamzellen mit Myokard

3.3.1 Ergebnisse der Immunzytochemie fur MF 20 undroponin |

Fur die Darstellung des muskelspezifischen ProteiR20 wurden humane pankreatische
Stammzellen zunachst direkt nach 48-stiindiger lakab mit humanem Myokardgewebe
fixiert und gefarbt.

a

Abb. 3.3.almmunfluoreszenzfarbungen des Proteins MF(2Dzeigt lichtmikroskopisch
Myokardgewebe, das mit humanen pankreatischen Staftem fur 48 Stunden
kokultivierte. In @) erkennt man einen Gradienten an detektierbarer2®Fler von dem
Ort des urspringlich gelegenen Myokardgewebes (Mdyeht. ¢, d) zeigen MF 20 (rot) in
den kokultivierten Zellen im Vergleich zu den unhetelten Zelleng, f). [DAPI: blau]
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Es zeigten sich im Vergleich zu nicht kokultiviertZellen deutlich angefarbte Bereiche,
die in einem Gradienten von dem haftenden Myokéo#tstusgingen (Abb. 3.3.a). Die
Gesamtheit der kokultivierten Zellen mit dem angdatién Protein MF 20 konnte auf circa
65 % beziffert werden. Im Gegensatz dazu zeigtem deutlich weniger positive Zellen in
der Kontrolle (~10 %).

Zur Kontrolle wurde ein kryogeschnittenes Myokaiid&t ebenfalls mit Antikdrper fur
MF 20 gefarbt und es zeigte sich deutlich positikbl{. 3.3.b). Die beiden
Kontrollversuche, bei denen Fibroblasten und mdsgnale Stammzellen mit

Myokardgewebe inkubiert wurde, stellten sich hiregegegativ dar (Abb. 3.3.b).

Abb. 3.3.b Kontrollversuche fiir das Protein MF 2@®ls Positivkontrolle galt ein
Myokardgewebeschnitt, der mit dem MF 20-Antikorpgefarbt wurde &). Fur den
Nachweis, dass Sarkomere nicht aus Myokardgewebkoaultivierte Zellen Ubertragen
wurden, wurden Kokulturen mit Fibroblasteb) (und mesenchymalen Stammzellen (
angefertigt, die negativ waren. [MF 20: rot; DABlau]

Um nachweisen zu konnen, fur wie lange die Differerung anhalt und detektierbar ist,
wurden immunzytochemische Farbungen finf Wochenhn&tart der Kokulturen
angefertigt. Die Zellen wurden bis zur Analyse inltKir gehalten und passagiert. Nach
funf Wochen bestanden keine signifikanten Unteesddi mehr zwischen den
kokultivierten Zellen und ihrer Kontrollen (Abb.3c). In den behandelten Zellen konnten
nur noch wenige positive Zellen detektiert werdeil5 %). Die Kontrolle zeigte im

Verlauf der finf Wochen ebenso einen Abfall der RBFpositive Zellen (~3-5 %).
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Abb. 3.3.c Immunfluoreszenzfarbung des Proteins MF 20 nach fi#ochen. Die
kokultivierten Zellen zeigten nach einigen Passageniger detektierbares MF 28, (0)
im Vergleich zur Analyse direkt nach Inkubation miiyokardgewebe. Die Kontrollgruppe
zeigte vereinzelt Zellen mit angefarbtem MF 20d). [MF 20: rot; DAPI: blau;]

Fur den Nachweis des Proteins Troponin | mittels @€AAP-Farbung wurden
kokultivierte Zellen und ihre Kontrollen direkt fratnkubation mit Myokardgewebe fixiert
und analysiert. Hier konnten grof3e Bereiche gefanderden, in denen sich Troponin |
anfarben lie3. Die Kontrollzellen zeigten annaheikealn detektierbares Troponin |
(Abb. 3.3.d).

a . b

200pm 200pm

Abb. 3.3.d APAAP- Farbung des Proteins Troponinih. den unbehandelten Zellen) (
lie3 sich das Muskelprotein nicht nachweisen. In Kekultivierten Zellenl§) erschienen
mehrere Zentren in denen Troponin | nachweisbar war

[Troponin I: rot; Hamatoxylin: blau]
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3.3.2 Ergebnisse der PCR

Fur die mRNA-Expressionsanalysen der Gengktin, Desmin, Myosin, Troponin | und

Troponin T2 wurden vier unterschiedliche Versucheurcdgefihrt. Humane

Herzmuskulatur wurde fir 48 Stunden mit humanen kpatischen Stammzellen

inkubiert, bevor die Zellen weitere zwei Wochen tikugrt und daraufhin analysiert

wurden. Die pankreatischen Stammzellen unterschied&eh in Ursprung und

Passagenzahl (Abb. 3.3.e).

Die angefertigten cDNAs wurden zunadchst auf das sHaltisgen Glyceraldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) getestet um, fir gpeteren Vergleich zwischen
kokultivierten Zellen und deren Kontrollen, von igleen Mengen ausgehen zu kdnnen.
Die Banden, die sich fur GAPDH detektieren lieRenflllten diese Vorraussetzung
(Abb. 3.3.e). Proben, bei denen keine Reverse Krigmion durchgefihrt wurde, zeigten

nach Auftragen auf das Agarose-Gel anndhernd kBemeden, weshalb man von fast
reinen praparierten RNA-Proben ausgehen durfteefbaicht gezeigt).

Die Targetgene Troponin | und Myosin konnten iremlVersuchen in ihrer Expression
nicht eindeutig detektiert werden, da sie diffuse wusétzliche unspezifische Banden
erzeugten (Daten nicht gezeigt). Fur den Verlauf weiteren PCR-Analysen konnten

diese Primer daher nicht verwendet werden.

Desmin

PR NS AR oo 12
oo = | | es |« B
e e e B c/e0-

Abb. 3.3.e PCR- Ergebnisse fir die Targetgene Desmin, Tropofn -Aktin und
GAPDH In vier verschiedenen Ansatzen wurden jeweilsukbkerte mit unbehandelten
Zellen auf diese Proteine untersucht und verglichen
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Wahrend die Genexpression vorAktin in nur der Halfte der Versuche ausgemacht
werden konnte, lieBen sich Desmin und Troponin Tigégen in allen RT-PCR-
Experimenten nachweisen (Abb. 3.3.e).

In einem Versuch (M3) konnte-Aktin in den unter gleichen Bedingungen kultivesrt
Kontrollzellen deutlich starker gezeigt werden ialslen kokultivierten Zellen. Berechnet
man die optische Dichte der Banden im Gel faAktin und eicht die Bande der
Kontrollzellen auf einen Nullwert, so handelt eshsin den kokultivierten Zellen um eine
prozentualen Abnahme der (od-BkG)/mm (optischerhi@ieninus Hintergrund/ mm) von
81 % (Abb. 3.3.f). In einem anderen Versuch (Mlhite ein entgegen gesetzter Effekt
ausgemacht werden; hier zeigte sich das Targetgiktin in den behandelten Zellen um
38 % starker exprimiert. In den Versuchen M2 und kéfhnte auch nach wiederholten
Tests -Aktin in den praparierten RNAs nicht gefunden vesrd

Fur die Analysen der Targetgene Desmin und TropdFn konnte jeweils in drei
kokultivierten Proben eine deutlich starkere Expi@s festgestellt werden. Die Spanne
der Verbesserung reicht von 3 % bis 100 % bei Desmd 47 % bis 70 % bei Troponin
T2 (Abb. 3.3.f). In jeweils einer Probe jedoch zergsich diese exprimierten Gene in den
Banden der Kontrollzellen deutlicher, weshalb estagistische Auswertung wenig sinnvoll
erschien. Standardabweichungen waren groRer alsgktliche Mittelwert.

densitometrische Auswertung

100
80
60 -
40

20 | oM1

m M2
% o M3

1 |

mM4

-20
-40
_60 n
-80 -

-100

Angaben in Prozent (%)

Abb. 3.3.f Darstellung der prozentualen Unterschiede von deggkn Proteinen zwischen
behandelten und unbehandelten Zelléne Banden der Kontrollzellen fir die Primer
Desmin (), Troponin T2 2) und -Aktin (3) wurden densitometrisch ausgewertet und auf
einen Nullwert geeicht. AnschlieRend konnten anhdeddensitometrischen Auswertung
der kokultivierten Zellen prozentuale Unterschiedeoben werden.
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Tab. 3.3.aAuswertung der optischen Dichte der Gelbanden iatixen und prozentualen
Vergleich. Die Targetgene Desmin, Troponin T2 uneAktin wurden anhand ihrer
optischen Dichte in den Gelbanden zwischen M1-M4ghehen. Die jeweiligen
Kontrollzellen wurden auf einen Nullwert geeichtdudie prozentualen Unterschiede der
behandelten Zellen prozentual angegeben.

(od- Bkg)/ mm der Targetgene

Desmin Troponin T2 -Aktin
CEpan 3b P14 9351.96 +3 % 7049.62 +70% 4179.65 +38 %
+ Myokard P1
CEpan 3b P15 9099.06 0% 2160.33 0 % 2578.06 0%
CEpan 3b P2 1758.47 +100 %| 3971.62 -259%  0.00 0%
+ Myokard P2vi2
CEpan 6b P4 0.00 0% 5264.26 09 0.00 0%
CEpan 6b P4 3748.03 +72 % 10106.46 +66 % 1912.34 -81 %
+ Myokard PIM3
CEpan 6b P5 1061.44 0% 3410.81 0% 10178.40 0%
CEpan 6b P5 1422.93 -68 % 7106.54 +47 % 0.00 0%
+ Myokard P2Vi4
CEpan 6b P7 4416.74 0% 3756.18 0% 0.00 0%

3.3.3 Morphologie der stimulierten Zellen

Beim Beobachten der Zellen nach Stimulierung dutaR Myokardgewebe konnte man
zeitlich unkoordiniert die Entstehung von netzatigkomplexen finden (Abb. 3.3.g).

Diese entstanden erst, wenn die Zellen adharergnmvand sich flachendeckend auf der
Zellflasche ausgebreitet hatten. Lichtmikroskopisgkannte man myofibrillar-ahnliche

Strukturen, die sich ineinander zu verweben schierigie netzartigen Komplexe

verschwanden ohne Eingreifen oder nach Trypsingeumd Neu-Aussaat und erschienen
nur teilweise wieder. Sie zeigten keinerlei Bewagumd lieRen sich auch durch eine
verdunnte Kaliumchlorid-Losung (1:5) nicht zur Kaaktion induzieren. In den jeweiligen

Kontrollen konnten mitunter ahnliche Komplexe gefan werden, jedoch im Verhaltnis

deutlich weniger.

3.3.4 Schlagende Areale in den Stammzellkulturen
Durch mechanisches Abschaben der Zellen, eine kligit - neben dem Trypsinieren -
Zellen vom Boden der Zellflasche zu lésen, konnezeggt werden, dass sich die

netzartigen Komplexe zusammenziehen. Nach Absauggnabgeschabten Komplexe
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wurden die Bereiche aufgezeichnet, die im verbheloe PBS-Flissigkeitsfilm noch
erhalten waren. Man konnte sehen, dass die Berdigleabgelost, teils fest haftend, sich
mit einer Frequenz von ~ 0,3 Hz kontrahierten. &snken sowohl rhythmische, als auch
arrhythmische Komplexe detektiert werden. Die Bewggkonnte fir wenige Minuten
(5-7 min) beobachtet werden und erschopfte sichndd&tine Wiederaufnahme der
Komplexe in Medium fihrte zu keinem Anwachsen deshamorphologisch verédnderten
Zellen. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellenteun gleichen Bedingungen
abgeschabt. Auch hier zeigten sich Areale, die aittonom mit der gleichen Frequenz

kontrahierten. Jedoch waren es weniger und kleiAezale.

Abb. 3.3.gFotografien aus den Aufnahmen der sich kontrahiéeaernKardiomyozyten.
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Abb. 3.3.gFotografien aus den Aufnahmen der sich kontrahigéeaerKardiomyozyten.
Schematisch an einem Raster dargestellt sind diégsv€@&anderungen der sich
kontrahierenden Zellarealea)(und ) zeigen die Verschiebungen einzelner Zellen
innerhalb von drei Sekunden. Insgesamt konntefgieguenz von 20 Schlagen pro Minute
festgestellt werdenc) zeigt die beiden Bilder Ubereinander gelagertdeém unscharfen
Bereiche eine Bewegung ausdricken. Vor der Stinomater Kontraktion wurden in den
Zellkulturen Netzstrukturen gefundedh)

3.4 Stimulationsversuch humaner pankreatischer Stamzellen mit 5-Azacytidin

3.4.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

Fir den Nachweis des Proteins MF 20 in der Immanéiszenz wurden die behandelten
Zellen und ihre Kontrollen am 21. Tag nach Versbelgsnn fixiert. Hier zeigten sich im
Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede. Es kemnnur die Zellkerne angefarbt
werden (Abb. 3.4.a). Zwei Wochen darauf (am 35.)Vagrde von den weiter in Kultur
gehaltenen Zellen erneut eine Farbung gemachtdaseProtein MF 20 ebenfalls nicht

darstellte (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.4.almmunfluoreszenfarbung der pankreatischen Stamemz€Epan 3b P14 mit
5-Azazytidin behandelt und deren KontrollekRs zeigten sich keine Unterschiede in der
Fluoreszenz zwischen den behandelten Zeleb)(und der Kontrolleq, d). [MF 20: rot;
DAPI: blau]
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3.4.2 Ergebnisse der PCR

Die Zellen CEpan 3b in Passage 14 mit 24-stindig@zacytidin-Behandlung wurden
nach siebzehn Tagen Kultivierung mittels PCR anaity/s

Durch den Nachweis des Haushaltsgens GAPDH (Aldbh.3 konnte gezeigt werden, dass
umgeschriebene cDNA in gleichen und damit zu veegenden Mengen vorlag.

Die Expression der TargetgeneAktin, Desmin und Troponin T2 konnten in den
Kontrollzellen nachgewiesen werden, wohingegenen gtimulierten Zellen nur Desmin
und Troponin T2 gezeigt werden konnte. WahrendBdiede fir das Gen Desmin bei den
stimulierten Zellen starker erscheint, zeigen dedén anderen Banden schwéchere
Ergebnisse. Eine densitometrische Auswertung zedgss nur das Gen Desmin in den
stimulierten Zellen zu 29 % starker detektierbarals in der Kontrolle (Tab. 3.4.a). Die
anderen Targetgene stellten sich auch im Vergléeshoptischen Dichten der Gelbanden

in den stimulierten Zellen vermindert exprimiert.da

GAPDH

-Actin

Troponin T2

Desmin

Abb. 3.4.b PCR- Ergebnisse der stimulierten humane pankrdaiscStammzellen mit
5-Azacytidin.Es zeigten sich keine deutlichen Unterschiedecdwveis den stimulierten und
unbehandelten Zellen. Wahrend das Gen Desmin in denulierten wenig starker
exprimiert zu sein scheint, zeigten sich beim Gehktin entgegengesetzte Phanomene.
Troponin T2 war in beiden Banden &hnlich stark kietebar.
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Tab. 3.4.a Densitometrische Auswertung der mit 5-Azacytidimsiierten und
unbehandelten Stammzelldgs zeigten sich keine eindeutigen Tendenzen bienider
Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen tmeriKontrollen.

(od-Bkg)/mm
-Aktin Troponin T2 Desmin
CEpan 3b P14 615.08 -54 %| 4879.66 -7% 2654.33 +29 P
+ 5-Azacytidin
CEpan 3b P15 1339.26 5263.12 1872.50
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4. Diskussion

4.1 Stammzellcharakterisierung der primaren Zellklanlinie Z29 20B11 und den aus

ihr generierten organoid bodies

Adulte pankreatische Stammzellen besitzen die k&ltigich spontan in Zellen aller drei
Keimblatter zu differenzieren (Kruse et al., 20@hoi et. al.,, 2004; Seeberger et al.,
2006). Der Ursprung dieser potenten Zellen istabiglungeklart. Wahrend Zellen aus dem
endokrinen Anteil des Pankreas Zellen des entodemmand ektodermalen Keimblattes
generieren kdnnen (Choi et al., 2004; Seaberg.e2@04), konnte gezeigt werden, dass
solche isoliert aus den Gangsystemen auch ZellsnmiEsodermalen Ursprungs bilden
konnen (Seeberger et al.,, 2006). Die hier verwendstethode zur Isolierung
pankreatischer Stammzellen ist eine etablierteaffiiente Methode (Kruse et al., 2004),
die Uberwiegend exokrine Anteile in die Praparatioit einbezieht. Nichtsdestotrotz
wurden in frischpraparierten Zellen nur 80-90 % Aasg-positive Zellen gefunden. Es
wird angenommen, dass sich auch Zellen aus Gamrgsgatund periazinaren Bereichen in
den Praparationen befanden. Da es sich daher atseeri um ein Gemisch von
Préaparationsgewebe handelt, kann der genaue Ugsglieser Zellen noch nicht geklart
werden.

Neben den spontanen Differenzierungen zeigen aghatkreatische Stammzellen des
azindren Drisengewebes auch eine lange Lebensédihigknd ein hohes
Wachstumspotential. Sie lassen sich in ZellkultutenRatte bis zu tGber 140 Passaigen
vitro kultivieren ohne an Vitalitat zu verlieren. Es isinen moglich auch in hohen
Passagen noch dreidimensionale Zellaggregatmnoid bodieszu bilden.OBs zeigen
erstaunliche Eigenschaften: Einerseits finden imeten dieser Korperchen vermehrte
Differenzierungen statt, andererseits kdnnen sisagenanntetissue bodiesggregieren
(Kruse et al, 2006). In einer kirzlich erschieneReblikation konnte gezeigt werden, dass
einige diesettissuebodies(TBg Oozyten-ahnliche Zellen an ihre Oberflache esdas
konnen (Danner et al., 2006). Nur wenige andereltead8tammzellen zeigen die

Eigenschaft Keimzellen zu generieren (Dyce e2806).

Zusatzlich zu diesen erstaunlichen Fahigkeitenereigdulte pankreatische Stammzellen
sowohl in Primar- als auch i©B-Kulturen diverse Proteine, die in embryonalen

Stammzellen gefunden werden (Kruse et al., 20042006).
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeagsdadulte pankreatische Stammzellen
der Ratte auch klonierbar sind. Nach den defini@&mmzellkriterien (National Institutes
of Health, 2005) ist es einer Stammzelle mdglichEahzelzelle eine Kultur zu generieren.
Die hier durchgefuhrte klonale Analyse zeigte, da&% der ausplattierten Einzelzellen
eine eigene Kultur bilden konnten. Dass also numniges Stammzellen in einer Zellkultur
zu sein scheinen, ist stimmig mit immunzytochemescBaten von Primarzellen, in denen
der Uberwiegende Anteil der Zellkultur bereits in differenziertes Stadium Ubergegangen
war (Kruse et al., 2004). Differenzierte Zellen kén sich in der Regel nicht mehr teilen

und gehen oftmals nach erstem Trypsinieren zugrtunde

Die verwendete Zellklonlinie Z29 20B11 konnte biseti 25 Passagen kultiviert werden
und zeigte auf Protein- und RNA-Ebene aquivalentgeischaften zu den beschriebenen
Primar- und OB-Kulturen (Kruse et al., 2004). In dieser Arbeitlltgo zur weiteren
Charakterisierung der pankreatischen Stammzellens ader Zellklonkultur
dreidimensionale Zellaggregate gebildet werden, rdie den primaren Zellklonen auf
diverse Stammzellmarker und Marker fur ausdiffereme Zellen getestet werden sollten.
Die dafur angewendete Methode der ,Hangenden Tndpist eine fir embryonale
Stammzellen etablierte (Wobus et al., 1988) unchik®problemlos auf die pankreatischen

Zellklone Ubertragen werden.

Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen und PCR-Amalysvurden die beiden
Zellpopulationen dann analysiert. Prinzipiell zemgtsich im Vergleich keine Unterschiede
bezuglich des Vorhandenseins der getesteten Markedoch bezuglich der
Expressionsstarke. Auf eine Auszahlung der Zellemrde in dieser Untersuchung
verzichtet, dennoch zeichneten sich einige dénglidnterschiede ab, auf die im Weiteren

eingegangen werden soll.

Die embryonalen Stammzellmarker SSEA-1 und alkaésPhosphatase konnten mittels
Immunfluoreszenzfarbungen in Zellen nachgewiesemdeve Wéahrend Oct-4 nur in

einzelnen Zellen der Farbungen positiv war, zettigePCR eine deutliche Genexpression.
Der Antikorper Oct-4 soll nach Beschreibung dessitédlers zwar nuklear in Stammzellen
zu finden sein, jedoch scheint der Transkriptiokisfiaje nach Expressionszeitpunkt auch

im Zytoplasma darstellbar zu sein, wie bereitsgarrbeitsgruppen auch in embryonalen
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Stammzellen zeigten (Cauffman et al., 2005). Dass dhargestellte Ergebnis, namlich
Oct-4 im Zytoplasma, ist reproduzierbar. Die datgiten Ergebnisse fur das Protein
Nanog, ebenso ein Transkriptionsfaktor, sind dadwpen nicht reproduzierbar und kénnen
daher nicht weiter verwendet werden. Es gibt k&helien dartber, dass das Protein auch
zytoplasmatisch vorkommen kann.

Nestin, ein Stammzell- und Progenitormarker, konnteeiden Analyseverfahren in den
Zellen detektiert werden. Zusatzlich wurde allemi¢ der PCR der Marker CD9 getestet,
der mit den anderen Ergebnissen zusammen eine rizvitie das Vorhandensein von
Stammzellen in den untersuchten Kulturen gab.

Bei diesen untersuchten Markern zeigten sich werlijgerschiede zwischen den
Zellklonen und demrganoid bodiesDa die Bildung de©Bsdie spontane Differenzierung
und die Proliferation anregen soll war dies nichtlexs zu erwarten. Die Stammzellen

erhalten sich trotz Teilung und Spezialisierundpsie{National Institutes of Health, 2005).

Im weiteren Verlauf sollte untersucht werden, wah slie Zellen im Bezug auf Marker der
drei Keimblatter verhalten. Hierfir wurden die 2ell zunachst auf die entodermalen
Marker getestet. Das, aus dem exokrinen Pankraasrsnde, fur die Verdauung wichtige
Enzym Amylase konnte sowohl auf Protein-, als aauthRNA-Ebene nur in deorganoid
bodiesgefunden werden. Dies bedeutet, dass die Aggoegati den dreidimensionalen
Korpern den Zellen einen unbekannten Stimulus gagdimben muss, ahnlich wie im
Organismus, in dem die Amylase-Produktion durchléwimydratreiches Essen stimuliert
wird (Herold, 2006). Der Transkriptionsfaktor PDX-der die Expression der endokrinen
Hormone Insulin und Glukagon des Pankreas stelerinte immunzytochemisch in
beiden untersuchten Zellpopulationen nachgewiesamndem, jedoch konnte dieses
Ergebnis anhand der PCR-Analysen nicht bestétigtleve Da die PCR fir das Hormon
Glukagon anhand der embryonalen starken Bande ghtiBphorese-Gel funktionierte,
muss davon ausgegangen werden, dass zu dem ZeitgpentAnalyse tatsachlich kein
Glukagon exprimiert worden war. Dies kénnte zumsB&l bedeuten, dass zwar der
Transkriptionsmechanismus der Hormone zu dem Wntbrsigszeitpunkt angeschaltet
war, nicht aber der Translationsmechanismus. Daeml posttranskriptionale Regulation
ist es moglich, dass die Zellen nicht stimulierteva die Hormone zu produzieren.
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Die mesodermalen Markerproteine SMA, in der glatiaskulatur vorkommend, und
Kollagen Il, ein Marker fur Knorpelzellen, konntém den immunzytochemischen Daten
Uberzeugend dargestellt werden. In der PCR wurde Gien BMP-2 getestet und die
Ergebnisse zeigten seine Expression in beiden &alliationen. Somit konnte die Existenz
von Zellen des mesodermalen Keimblattes nachgewieseden. Unterschiede zwischen
den beiden untersuchten Zelllinien konnten niclsgamacht werden.

Fur das ektodermale Keimblatt wurden nervenspehiésProteine getestet. Wéahrend die
immunzytochemischen Daten nur in demganoid bodiesein Vorhandensein des
Nervenmarker NF zeigten, wurde in beiden Zellen @kazellmarker GFAP nicht oder
nur sehr wenig gefunden. Die Gen-Nachweise jedaslgten eine Transkription des
GFAP-Gens und erstaunlicherweise keine ExpressaanNF-Gens. Da mittels PCR die
mittlere Kette des NF-Gens amplifiziert und in déarbungen ein Pan-Neurofilament
Antikorper verwendet wurde, lasst dies darauf efdd@h, dass es sich um eine
unterschiedliche Genexpression der drei moglichetied des NFs handeln muss (Kruse
et al., 2006). Desweiteren ist bislang vollig umkiaie die unterschiedlichen Bedingungen
im Verlauf der Analysen auf die Zellen wirken. Nidbekannt ist zum Beispiel welche
Einflusse das Aussaen der Zellen a@hamber Slidesbesitzt und welche Rolle
unterschiedliche Passagen spielen. Tatsachlichirgacbge eine Evidenz dafir zu geben,

dass in unterschiedlichen Passagen verschiedetarfertranskribiert werden oder nicht.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass aus ghegipotenten pankreatischen
Stammzelllinie der Ratte Zellklone generiert werddwnnten, die ebensolche
Eigenschaften besitzen, wie bereits in primarenkpetischen Stammzellen dargestellt
(Kruse et al., 2004 und 2006). Die aus der Zelllklo@ mittels der Methode der

.Hangenden Tropfen* kultiviertelmrganoid bodieszeigten gleiche Eigenschaften. Zwar
gab es einige Unterschiede in Bezug auf die Exjmes®n Proteinen, dennoch sind auch
hier Proteine aller drei Keimblatter und Stammzallker nachweisbar. Durch die
Zellaggregation konnten einige Proteine verstagfuigden werden, was die Methode als

solche bestéatigt, da mit ihr eine forcierte Diffezeerung erzielt werden soll.

Fur den Verlauf der weiteren Arbeit war besondeesBtobachtung wichtig, dass sich die

untersuchten Zellen auch spontan in Muskelzelléfierénzieren. Dies gab Anlass zu der
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Arbeitshypothese, dass auch Herzmuskelzellen spoditierenzieren und dass diese
Differenzierung durch verschiedene Mechanismenddraverden konnte.

4.2 Differenzierung humaner pankreatischer Stammzén in Kardiomyozyten
mithilfe von myokardialen Biopsien

Adulte Stammzellen haben ein erhebliches Differemzigspotential einschliel3lich der
vitro Differenzierung in Kardiomyozyten. Wahrend bei adgnbryonalen Stammzellen die
Differenzierung in dreidimensionalen Zellaggregatgmontan ablauft (Boheler et al.,
2002), bendétigen adulte Stammzellen in der Regadrde Stimulationsmechanismen. Es
konnte gezeigt werden, dass humane adulte Stamanzalls dem Fettgewebe nach Kultur
mit Extrakten aus Rattenherzen einen kardiomyogeR&dnotypen bilden kdnnen
(Gaustad et al., 2004). Die differenzierten Zelrmmgen neben diversen kardiomyogenen
Proteinexpressionen auch spontane KontraktionenBwzrelzellen. Humane endotheliale
Progenitorzellen hingegen, isoliert aus peripheBiut, differenzieren in Kardiomyozyten
nach Kokultur mit neonatalen Ventrikelzellen aug drRatte (Badorff et al., 2003).
Wahrend auch andere Stimulanzien wie zum BeispAgdcytidin (Xu et al., 2004) einen
kardiomyogenen Phanotypen generieren kdénnen, deliése Ergebnisse daraufhin, dass
Herzzellen wichtige Stoffe fur ihre eigene Diffezeerung und Erhaltung sezernieren
(Ancey et al., 2002).

Die Ergebnisse zu den Eigenschaften von pankréatisstammzellen aus der Ratte halfen
bei der Planung fur folgende Untersuchungen, jedwgtde aus diversen Grinden weiter
mit pankreatischen Stammzellen der Ziege b. zdas Menschen gearbeitet. Zurzeit gibt
es kein funktioniertes Rattenmodell an der Univétsiso dass spétene vivo-Versuche
schwierig zu verwirklichen waren. Stattdessen gé&die Moglichkeit in Kooperation mit
der Herzchirurgie des UKSH Campus Lubeck an Ziegevivo-Versuche zu realisieren.
Die Arbeit mit humanen pankreatischen Stammzellarrde vor allem wegen eines

maoglichen spateren therapeutischen Einsatzes forcie

Nachdem humane pankreatische Stammzellen auf taranszelleigenschaften untersucht

wurden (Kruse et al., 2004), zeigten sie ahnliclgeiischaften in den vitro Kultur, wie
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die Stammzellen der Ratte (4.1). Eine spontane eiffzierung in Zelltypen des
mesodermalen Keimblattes ist ebenso mdglich. Diéfef@nzierung in Zellen mit

kardiomyogenem Phanotyp konnte hier erstmals diglifeserden (Guldner et al., 2006).
Die Tatsache, dass die Generierung von wenigenzdiken spontan ablauft, ist eine
interessante Beobachtung beim Vergleich mit andariten Stammzellen, bei denen
spezifische Induktionen notwendig sind.

Im Hinblick auf die mdgliche klinische Anwendunglisen Methoden entwickelt werden,
die Differenzierung in Kardiomyozyten zu forciereldm den physiologischen
Bedingungenin vivo gerecht zu werden, wurde die Idee der Kokultur Badpsien aus
dem Myokard entwickelt. Im Gegensatz zu anderen ukakVersuchen, in denen
semipermeable Membranen verwendet wurden (Li e2806), um nur einen Austausch
von Molekilen zu ermoglichen, wurden hier MyokardduStammzellen im direkten
Kontakt miteinander kultiviert. Mit dieser Methodauss man sich der Diskussion stellen,
ob tatsachlich Differenzierungen stattfinden oderes sich bei spéater zu detektierenden
Kardiomyozyten um fusionierte Zellen handelt. Esikie bereits gezeigt werden, dass
vivo nach intramyokardialen Injektionen von Stammzellmde Phanomene auftreten
(Zhang et al., 2004). Da fusionierte Zellen defedénzierten Zellen in ihrer Funktionalitat
keinen Abbruch tun, war es viel wichtiger eimevivo Umgebung, die der im Herzen
ahnelt, zu imitieren. Zusatzlich wurde mit einenfachen Methode eine Zellfusion fast

vollstandig ausgeschlossen (siehe unten).

Erste Versuche wurden mit pankreatischen Stammmeelkr Ziege durchgefuhrt. Die
Isolierung und Kultivierung konnte nach den etabdie Bedingungen fir humane
pankreatische Stammzellen erfolgen. Nachdem zeddie Myokardstlicke auf dem
Boden der Zellflasche anhafteten, wurden die Stagllenz darauf gegeben und fur 48
Stunden kokultiviert. Nach dem Entfernen des Gewekbairde Immunzytochemie
durchgefuhrt und die Zellen auf das muskelspefiés@rotein sarkomerisches Myosin
(MF 20) getestet. Die gleichzeitig angefertigtennkollfarbungen zeigten im Vergleich,
dass durch den Kontakt mit dem Myokard ein positsmulus auf die Differenzierung in
Myozyten erfolgt war. Da das Protein Myosin im katilen Apparat mit Aktin

zusammen in allen Muskelzellen vorkommt (Lodishlgt2001) kann mit diesem Ergebnis

keine Aussage Uber die Differenzierung in Kardiomyen getétigt werden.
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Darauf aufbauend wurden humane pankreatische Stallemanit humanem Myokard fur
48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden direkt ddmdixiert und immunzytochemisch
analysiert. Auch hier waren deutlich mehr Stamnereih myogene Zellen differenziert als
in der Kontrolle. Zuséatzlich konnte ein Gradient differenzierten, Myosin-positiven
Zellen ausgehend von der urspriinglichen StelleMigskards beobachtet werden. Dieser
Gradient kann bedingt sein durch:

Einerseits das Auswachsen von sich schnell regeneaden Zellen aus dem Myokard mit
anschlieBender Zellfusion. Diese Theorie konnteogadausgeschlossen werden. Daflr
wurde Myokard fur 48 Stunden unter denselben Bedliggn einer Kokultur aber ohne
pankreatische Stammzellen inkubiert. Nach 48 Stundaren keine herauswachsenden
Zellen detektierbar.

Andererseits durch das Ausschwemmen von Sarkonarerdem Myokard, die sich auf
den Stammzellen ablagern und falsch positive Erngsbnerzeugen. Daflr wurden
Kokulturen mit Fibroblasten und mesenchymalen Staallen unter gleichen
Bedingungen angesetzt. Sie zeigten beide nachmteunzytochemischen Farbung keine
positiven Zellen fur das Muskelprotein.

Der Gradient konnte also ein Produkt sein von &séjzten Faktoren, die das Myokard an

die umliegenden Zellen an der Kontaktstelle ab@phtakrine Sekretion).

Da das Protein MF 20 generell in allen Muskelzellgarhanden ist, wurden
immunzytochemische Farbungen fiur das kardial siseh# Protein Troponin |
durchgefuhrt. In den Kokulturen zeigte eine dehtlgesteigerte Anzahl an Zellen eine
Proteinexpression von Troponin I. Troponin | wirdagtitativ im Blut bei Verdacht auf
einen Myokardinfarkt bestimmt und wird von gesclyéein Herzmuskelzellen freigesetzt.
Nicht auszuschlie3en ist, dass auch hier Tropoauee der Myokardbiopsie freigesetzt
werden, da Kardiomyozyten durch die PraparatiorchisEdigt werden. Daher wurde fur
weitere Evidenz, dass sich Kardiomyozyten differenzatten, zusatzlich PCR-Analysen
fur Gene des kontraktilen Apparates durchgefuhie die These einer vermehrten

Differenzierung durch Kokultivierung verstarkten.

Es zeigte sich in den meisten Versuchen, dass aligelgene Desmin und Troponin T in
den kokultivierten Zellen starker exprimiert wurdddie densitometrische Auswertung

zeigte jedoch, dass sich die verschiedenen Versactien prozentualen Ergebnissen sehr
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voneinander unterschieden. Damit war vor allem estetistische Auswertung nicht
sinnvoll, da die Standardabweichungen tGber deneMidrten gelegen hatten. Die grof3en
Varianzen liegen wahrscheinlich darin begriindessdér jeden Versuch unterschiedliche
Zelllinien und Passagenzahlen verwendet wurden effig statistische Auswertung dieser
Versuche sollte man also Zelllinie und Passagenzeathten, die Anzahl an Versuchen
erhohen und eventuell auf eine quantitative rt-PQRickgreifen.

Die Expression des GensAktin konnte nur in zwei Versuchen detektiert wamd Die
Expressionsstarken widersprachen sich, so dase Kendenz auszumachen ist. Es bleibt
weiter zu testen, ob in den beiden anderen Versukbm -Aktin-Gen aktiviert ist, oder
ob das Gen unter diesen Bedingungen nicht detbktiest. Die Primer flr die Gene
Myosin und Troponin | konnten fir die Analyse deffatenzierten Zellen nicht weiter
verwendet werden. Die Auswertung der PCR mittelsEbektrophorese zeigte diffuse und
unspezifische Banden auch nach mehrmaligem Testemd uverdnderten
Arbeitsbedingungen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sad@&shimuskelspezifische Desmin als
auch das herzmuskelspezifische Troponin T in kokatten Zellen tendenziell verstarkt
exprimiert wird. Damit ist eine forcierte Differeiezung in Kardiomyozyten mit Hilfe der

Kokultur nachgewiesen worden.

Die PCR-Analysen wurden im Durchschnitt zwei Wocheach Kokultivierung
durchgefuhrt, um eine ausreichende Menge an zuap&ipnder RNA zu erhalten. Der
weniger deutliche Unterschied zwischen kokultiearund unbehandelten Zellen kénnte
darin begriindet sein, dass die Differenzierung andkomyozyten mit der Zeit riicklaufig
ist. Dass differenzierte Zellen sich auch wiedsdifferenzieren konnen, das bedeutet in
ithren urspringlichen Zustand zurickzukehren, wuodeeits postuliert (Gardiner und
Bryant, 1996). Dies wirde auch erklaren, warummimunzytochemischen Farbungen flnf
Wochen nach Kokultur das Protein MF 20 in den reeistokultivierten Zellen nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Aul3er einer hypotihets&elifferenzierung ist auch
maoglich, dass differenzierte Zellen apoptotisch deer Es ist bekannt, dass sich
differenzierte Zellen schlecht in der Zellkulturtea und dass sie zum Beispiel durch das

Passagieren mit Trypsin so stark beschadigt werbess sie absterben kénnen.
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Einen funktionellen Nachweis erbrachten die diffeierten Kardiomyozyten, als sie nach
Anderung der Kulturbedingungen und mechanischen@étion spontan kontrahierten.
Zwar zeigten sich in den Kontraktionen (20 Schlége) zwischen kokultivierten und
unbehandelten Zellen im Wesentlichen keine Untéeseh jedoch konnte beobachtet
werden, dass sich in den Kokulturen deutlich grél¥ellareale autonom kontrahierten.
Dass auch die unbehandelten Zellen kontrahiersererklarbar damit, dass pankreatische
Stammzellen auch spontan in Kardiomyozyten diffeienen. Bislang konnten
Kontraktionen von differenzierten Kardiomyozytenrnin Tierexperimenten gezeigt
werden (Winitsky et al., 2005). Lediglich bei hureanadulten Stammzellen aus dem
Fettgewebe konnte gezeigt werden, dass nach Imsukidler kardiomyogenen
Differenzierung wenige Kontraktionen auslosbar wg@austad et al., 2003).

Die lichtmikroskopisch erkennbaren netzartigen a&gregate, die an myofibrillar
ineinander verwebte Fasern erinnerten, schienereneipositiven Effekt auf die
Kontraktionen zu besitzen, wenn diese nicht sogar mnen ausgingen. Die Tatsache,
dass Kontraktionen in embryonalen Stammzellen vdema in dreidimensional

organisierten Zellaggregaten stattfinden (Bohetel.e2002), unterstitzt diese These.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dassé@pankreatische Stammzellen
das Potential besitzen, sich spontan in Kardiomyoryzu differenzieren. Durch die
Etablierung eines Kokultur-Systems mit humanem Mydgewebe konnte man die
Anzahl der sich differenzierenden Kardiomyozyterstérken.

Die Anzahl der differenzierten Zellen nahm jedochdarhalb von einigen Wochen ab. Um
eine Rdlifferenzierung im Laufe der Zeit zu verhindern,llteo die humanen
pankreatischen Stammzellan vivo nach Applikation einer permanenten Stimulation
durch umliegendes Myokard ausgesetzt werden. Dhduténnten pankreatische
Stammzellen dauerhaft differenziert bleiben undh siunktionell in das defekte
Myokardgewebe integrieren.

Da bereits intramyokardial adulte Stammzellen irfekies Myokardgewebe injiziert
werden (Strauer et al., 2002 und 2005), kdnnte beargleichem Vorgang bewirken, dass
sich die differenzierten humanen pankreatischen m®izellen durch ihre

Kontraktionsfahigkeit tatséchlich an der Herzarbeiteiligen.
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Fur die Isolierung der pankreatischen Stammzellarew in Zukunft bereits routinemalig
durchgefuhrte minimale invasive retroperitonealee@ponen von Noten. Dieser Eingriff
ist risikotrachtiger als zum Beispiel die einfacBrRitabnahme fur die Gewinnung von
hamatopoetischen Stammzellen.

Wirde sich aber die Theorie der versteckten Immardaz von Stammzellen bestatigen,
konnte man hingegen sogar universale Donorzellese&ien, die zum Beispiel von
jungen, gesunden Menschen gewonnen werden konntehiu,( 2005). Eine
vielversprechende Theorie, die ethisch jedoch gkudieren ware.

Zu Diskutieren bleibt auch, ob die Kokultivierungsien vitro durchgefihrt werden sollte,
bevor die differenzierten Zellen in defektes Myakanjiziert werden. Dabei muss auch
bedacht werden, ob differenzierte Zellen isoligtenin einem Zellgemisch transplantiert
werden sollten. Bei einer direkten Injektion vonnkweatischen Stammzellen ohne

Vordifferenzierung kdénnte die Differenzierung eig&mdigin vivo ablaufen.

4.2 Differenzierung humaner pankreatischer Stammzén in Kardiomyozyten

mithilfe von 5-Azacytidin

Zur Forcierung der kardiomyogenen Differenzieruramlpeatischer Stammzellen wurde
neben der Kokultur myokardialer Biopsien eine weitdlethode getestet werden. Die
Zugabe von diversen Chemikalien kann einen positi&imulus auf eine bestimmte
Differenzierung haben. Der Methylierungshemmer &@zidin ist sowohl in Versuchen
mit embryonalen als auch mit mesenchymalen Stantemzbkreits erfolgreich eingesetzt
worden. Wahrend die embryonalen Stammzellen irdanginsionalen Zellaggregaten mit
der Chemikalie behandelt wurden (Yoon et al., 2086égten mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark sowohl aus dem Menschen alb aus der Maus eine
kardiomyogene Differenzierung in Primarkulturen (@al., 2004; Makino et al., 1999).

Als problematisch gestalten sich die eingesetztenzkntrationen von 5-Azacytidin, die
fur die einzelnen Stammzellpopulationen untersdililedzu sein scheinen. Fur diese
Arbeit wurde eine Konzentration von 10 uM gewahltAnlehnung an das Protokoll fur
humane Zellen von Xu et al. (2004). Ferner wurderrhaBehandlungsdauer und

Kulturbedingungen Gbernommen.

56



Diskussion

Die behandelten Stammzellen zeigten in der immuthgmischen Farbung des
Muskelproteins MF 20 fast keine positiven Zellemtéischiede zwischen den behandelten
Zellen und ihren Kontrollen konnten nicht ausgemaetrden. Die Tatsache, dass auch in
den Kontrollzellen das Protein nicht detektierbaarwzeigt wie sehr verschiedene
Passagen und Kaultivierungsdauer die Differenzierbeginflussen. Die unbehandelten
pankreatischen Stammzellen zeigen in der Regel Expeession des muskelspezifischen
Proteins (4.2).

PCR-Analysen bestatigten die Ergebnisse der Imntankgmie. Hier wurde noch einmal
deutlich, dass pankreatische Stammzellen das Ratebesitzen sich spontan in
kardiomyogene/myogene Zelltypen zu differenzierd@ul@ner et al., 2006). Die
Expressionsstarke der mit 5-Azacytidin stimulier&iammezellen jedoch war vermindert.
Wahrend das herzspezifische Troponin T2 in denmdleen Zellen nur gering weniger
detektierbar war als in der Kontrolle, zeigte sfih das Targetgen—Actin ein starker
Abfall der Expression. Bei dem Targetgen Desmin ritengezeigt werden, dass die

Expression in den behandelten Zellen zugenommee. hat

In der Summation muss festgestellt werden, dassn#tigbation humaner pankreatischer
Stammzellen mit 5-Azacytidin keine verstarkte Diffiezierung in Kardiomyozyten
bewirkt. Der Einsatz der Konzentration von 10 uNMAZacytidin scheint gegenteilige
Effekte auf die Differenzierung zu haben. Liu et(2003) bestatigen diese Ergebnisse. Sie
kultivierten mesenchymale Stammzellen der Ratteumiérschiedlichen Konzentrationen
von 5-Azacytidin (3, 5 und 10 uM), in unterschietdken Passagen und variierten die
Inkubationslangen. Sie zeigten in allen Versuchdass morphologisch und funktionell
keine Herzzellen entstanden waren. Sie konnten fallenkeine herzspezifischen
Genexpressionen mittels Immunzytochemie und We&krnAnalysen detektieren (Liu et
al.,, 2003). Es muss kritisch festgehalten werdeassdin dieser Arbeit nur mit der
Konzentration von 10 uM gearbeitet wurde. Dies maar in Anlehnung an die Versuche
mit humanen Stammzellen gemacht worden (Xu e2@D4), dennoch sind die Einflisse
von verschiedenen Faktoren an Stammzellen nochgwerforscht. Weitere Versuche mit
veranderten Konzentrationen und Kulturbedingungeinnken also durchaus den

erwunschten Erfolg erbringen.
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Bei der eingesetzten Konzentration erscheint dethiMierungshemmer 5-Azacytidin eher
einen toxischen denn einen stimulierenden Effekthamane pankreatische Stammzellen
zu haben. Die toxische Eigenschaft von 5-Azacytikamnte von Choi et al. gezeigt
werden, die embryonale Karzinomzellen auf ihre @#hzierung in Kardiomyozyten
Uberpriften und dabei unterschiedliche Konzentnatioeinsetzten (Choi et al., 2004). Sie
schlossen aus ihren Ergebnissen, dass ab einerseiatgen Konzentration von 5 uM die
Zellen nekrotisch werden. Trotz der Verwendung t\amanen adulten Stammzellen und
einer 5-Azacytidin-Konzentration von 10 puM, kénriees eine Begriindung daflr sein,
dass sogar weniger Zellen als in der Kontrolle #n dAnalysen zu finden waren.
Theoretisch kdonnte also das 5-Azacytidin zu einestarken Hypomethylierung der DNA
gefuhrt haben, die dann eine Differenzierung indi@nyozyten unterbunden hat. Es
bleibt festzuhalten, dass weitere Versuchsansaigendig sind um klar formulieren zu
kbnnen, ob 5-Azacytidin einen stimulierenden Effeluf die kardiomyogene
Differenzierung von humanen pankreatischen Stanierzékesitzt.
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