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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 Fihigkeit sich iiber Teilung selbst zu erhalten
(Immortalitidt) und durch die Moglichkeit spezialisierte Zelltypen zu generieren. Sie selbst
bleiben unspezialisiert (National Institutes of Health, 2005). Der Teilungsmechanismus ist
sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch moglich (Ulloa-Montoya et al., 2005):
Wihrend bei der symmetrischen Division beide Tochterzellen denselben
Stammzellcharakter aufweisen, detektiert man bei der asymmetrischen Division eine
Stammzelle und eine differenzierte Zelle.

Man unterscheidet zwei verschiedene Stammzellarten:

Embryonale Stammzellen werden aus der inneren Zellmasse der Blastozyste in den ersten
Tagen der embryonalen Entwicklung gewonnen. Dies konnte fiir humane Zellen erstmals
von Thomson et al. 1998 gezeigt werden. Embryonale Stammzellen zeigen in vitro eine
pluripotente Differenzierung, d.h. sie konnen Zellen aller drei Keimblitter - Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm - bilden.

Adulte Stammzellen kommen in fast allen Geweben vor und sind fiir diese vorwiegend
spezifisch. Man unterscheidet sie anhand der Moglichkeiten sich in verschiedene Zell- und
Gewebetypen zu differenzieren. Die himatopoetischen Stammzellen zum Beispiel sind im
Knochenmark lokalisiert und konnen in alle Zellen des Blutsystems differenzieren. Daher
wurden sie zundchst als multipotente Stammzellen bezeichnet mit diversen
Differenzierungsméglichkeiten in Zellen des mesodermalen Keimblattes. Jedoch konnte
unter anderen von Lagasse et al. 2000 gezeigt werden, dass himatopoetische Stammzellen
auch Zellen anderer Keimblitter generieren konnen. Sie besitzen zusitzlich die Fahigkeit
zur Differenzierung in ektodermale und entodermale Zelltypen (Heike et al., 2004), was als
Plastizitit (Eisenberg et al., 2003; Quesenberry et al., 2004) bezeichnet wird.
Hamatopoetische Stammzellen haben also pluripotente Eigenschaften.

Seither konnten weitere pluripotente Stammzellen im adulten Organismus (Jiang et al.,
2002; Young, 2004) gefunden werden. So zeigten Kruse et al. 2004, dass Stammzellen aus
den exokrinen Driisen des Pankreas typische Stammzellgene exprimieren und Zellen aller

drei Keimblitter generieren konnen.
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Neben den definierten Kriterien (National Institutes of Health, 2005) konnen Stammzellen
anhand verschiedener Marker charakterisiert werden. In einigen Zusammenfassungen
wurde versucht Marker allgemeingiiltig fiir alle Stammzellen zu definieren, was bis dato
nicht gelungen ist. Zwar wurde in vergleichenden Studien zwischen embryonalen,
hidmatopoetischen und neuronalen Stammzellen untereinander gleiche Gene gefunden,
jedoch beim Vergleich der einzelnen Studien miteinander fehlt der gewiinschte Uberblick
von Genen, die in allen Stammzellen vorkommen (Ivanova et al., 2002; Ramalho-Santos et
al., 2002; Fortunel et al., 2003).

Es gibt fiir einige Stammzellpopulationen Marker, die fiir sie charakteristisch sind. In
embryonalen Stammzellen lassen sich charakteristisch auf RNA- und Proteinebene die
Marker Nestin, Oct-4, CD9, alkalische Phosphatase (Hass et al., 1979; Palmieri et al.,
1994; Kanatsu-Shinohara et al., 2004; Wiese et al., 2004) und andere nachweisen.
Wihrend zum Beispiel bei den Stammzellen aus dem Knochenmark héufig die
Oberflidchenproteine CD34, CD44, CD115 positiv sind.

Bei der Charakterisierung vieler adulter Stammzelltypen jedoch gestaltet es sich schwierig
zelleigene Proteine als stammzelltypisch zu deklarieren. Hier bleibt nur die Moglichkeit
auf die Marker der embryonalen Stammzellen zuriickzugreifen. Dies erscheint teilweise
problematisch, da sich embryonale von den adulten Stammzellen in ihren Eigenschaften

sowohl in vivo als auch in vitro unterscheiden (siehe auch 1.1.2).

1.1.2 Differenzierung von Stammzellen

In vivo differenzieren Stammzellen zum Erhalt des Gewebes nach Zellverlust. Abhingig
vom Zellumsatz sind sie im stetigen (z.B. in der Mukosa des Magen-Darm-Traktes) oder
im gelegentlichen Teilungsprozess (z.B. in der Leber). Je nach Potential bilden sie einen
(z.B. unipotente Fibroblasten), mehrere (z.B. multipotente Stammzellen der Haut) oder alle
(pluripotente Stammzellen) Zelltypen des Organismus. Sie befinden sich laut Theorie
inaktiv in Nischen von differenzierten Geweben (Moore et al., 2006).

Im Gegensatz dazu sind Stammzellen in vitro keinen Nischen-isolierten Bedingungen
ausgesetzt und differenzieren spontan und ungerichtet entsprechend ihres Potentials. Die
Forschungen zielen daher darauf ab, Differenzierungen zu beeinflussen. Embryonale
Stammzellen werden zum Beispiel auf speziellen Niahrboden mit wachstumshemmenden

Faktoren kultiviert, auf denen sie undifferenziert bleiben (Amit et al., 2003).
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Adulte Stammzellen hingegen konnen bis dato nicht in undifferenzierten Stadien belassen
werden. Sie differenzieren in vitro spontan in verschiedene Zelltypen.

Eine weitere Moglichkeit Differenzierungen zu beeinflussen besteht darin mithilfe von
verschiedenen Stimulationsfaktoren bestimmte Zelltypen zu erhalten. Dies kann durch
verschiedene Kultivierungsbedingungen erzielt werden: Kokulturen mit anderen Zellen
und Geweben oder Kultivierungsmedien, die diverse Zusidtze, wie z.B.
Wachstumsfaktoren, enthalten. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass sich
Stammzellen mit Retinsdure (Rohwedel et al., 1999) oder 5-Azacytidin (Xu et al., 2004)
gezielt in Myozytentypen differenzieren. Auch die Methode der ,,Héngenden Tropfen®, die
dreidimensionale Zellaggregate generiert, ist eine etablierte Methode embryonale
Stammzellen in ihrer Differenzierung zu beeinflussen und 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 Driise, die im Bauchraum in die Konkavitit des Diinndarms
eingebunden ist. Obwohl sie sich von der Grée in Homo sapiens und Rattus norwegicus
unterscheidet, ldsst sie sich dennoch bei beiden in Caput, Corpus und Cauda abgrenzen.
Das Caput -der Kopf- liegt direkt in der Duodenalschleife, wihrend der Corpus -der
Korper- mit der Cauda -dem Schwanz- schlieBlich bis an die Milz reicht. Dorsal im
Pankreas befindet sich der Ductus pancreaticus major, der durch die ganze Léinge der
Driise zieht und dabei kleinere Zufliisse einsammelt. Er miindet schlieBlich in den Darm an
dem absteigenden Teil des Diinndarms an der Papilla Vateri.

Das Pankreas besitzt zwei Anteile:

Der iiberwiegende Anteil ist exokrin. Das Pankreas ist in viele Lappchen unterteilt, durch
die lockeres Bindegewebe zieht, in denen versorgende Bahnen verlaufen. Jedes Lippchen
besteht aus vielen endstindigen Azini, die untereinander durch kleine Gangsysteme
verbunden sind. In den Azini befinden sich Zellen, die durch die Nahrungsaufnahme
stimuliert, Enzyme sezernieren. So entlassen sie iiber das komplexe Gangsystem
schlieBlich in den Darm zum Beispiel Lipase fiir den Fett-, Trypsin fiir den Protein- und

Amylase fiir den Kohlenhydratabbau.
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Der endokrine Anteil der Bauchspeicheldriise stellt nur knapp 5 % des Organs dar. Er
besteht aus den Langerhans-Inseln, die als rundliche Epithelkomplexe in mitten der
Driisenldppchen zu finden sind. Drei verschiedene Zelltypen produzieren hier Insulin,
Glukagon und Somatostatin, die alle fiir den Glucosestoffwechsel im Korper eine grofle
Rolle spielen (Schiebler et al., 2002).

Seit einiger Zeit wird vermutet, dass Stammzellen aus dem adulten Pankreas iiber eine
hohe Plastizitit verfiigen. So konnte bereits in einigen Tierversuchen gezeigt werden, dass
nach einer induzierten Pankreatitits massive Neubildungen von Zellen einsetzen
(Zimmermann et al., 2002). Unklar ist bis heute ob es sich dabei um
Transdifferenzierungen handelt, ein Umwandlungsprozess von einem Zelltyp des Pankreas
in einen anderen, der bereits in verschiedenen Experimenten gezeigt werden konnte
(azindre Zellen in Gangzellen, Zimmermann et al., 2002; Inselzellen in Gangzellen, Yuan
et al., 1996), oder ob Stamm- oder Progenitorzellpopulationen, die sich in die bendtigten
Zelltypen differenzieren, fiir die Regenerationen verantwortlich sind (Bonner-Weir, 2002;
Holland, 2004).

Trotz der Regenerationsfihigkeit der Bauchspeicheldriise kann sie bei einigen
Erkrankungen die notwenige Zellpopulation nicht aufrechterhalten. Diabetes mellitus ist
eine zentrale Erkrankung in der regenerativen Medizin. Da der Korper die Homoostase
zwischen abgestoBenen insulinproduzierenden -Zellen und moglichen Regenerationen
nicht erhalten kann, sind Patienten auf eine ununterbrochene, exogene Insulingabe
angewiesen. Heute sind bereits Transplantationen von Langerhans-Inseln moglich, wobei
fiir eine Unabhingigkeit der exogenen Insulinzufuhr drei Pankreas Spender verfiigbar sein
miissen (Ryan et al., 2001). Daher ist ein Forschungsziel moglicherweise mit autolog
entnommenen Stammzellen effiziente Inselzellpopulationen in vitro herzustellen, die dann

in denselben Patienten injiziert werden konnten.

1.2.2 Das Potential von Stammzellen des Pankreas

In diesem Zusammenhang wurden bereits unterschiedliche Stammzellpopulationen aus
dem Pankreas isoliert, die unterschiedliche Potentiale aufweisen.

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

sezernierten nach Stimulation mit Laminin -einer Matrix auf der die Zellen wachsen-
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Glukagon und Insulin. Bei einer Stimulation mit Fibronektin jedoch konnten Marker fiir
eine stattgefundene Nervenzelldifferenzierung gezeigt werden. Die Autoren postulierten
daher einen multipotenten Stammzelltyp, der sich in das ektodermale und das entodermale
Keimblatt differenzieren kann. Entsprechende Ergebnisse lieferte im selben Jahr die
Arbeitsgruppe um Seaberg et al. (2004). Sie zeigte eine kleine Zellpopulation, sowohl aus
den Inseln als auch den Gangsystemen gewonnen, aus der Einzelzelllinien generiert
werden konnten, die ebenfalls in die erwidhnten Keimblitter differenzierten. Dass bis zu
diesem Zeitpunkt, eine Differenzierung in das mesodermale Keimblatt nicht gelungen war,
wurde mit einem moglichen gemeinsamen embryonalen Ursprungs des Pankreas
(entodermal) mit dem Gehirn (ektodermal) erklért (Seaberg et al., 2004).

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass azinédre Zellen nicht nur Stammzellcharakteristika
aufweisen (unbegrenzte Proliferation, Regenerations- und Differenzierungspotential),
sondern dass sie auch in Zellen aller drei Keimblitter differenzieren konnen (Kruse et al.,
2004 und 2006). Somit wurden zum ersten Mal pluripotente Stammzellen aus dem adulten

Pankreas beschrieben.

Man nimmt also heute an, dass das Pankreas tatsdchlich Stammzellen beherbergt. Es bleibt
jedoch unklar, wo diese sich genau befinden. Obwohl die genannten Gruppen verschiedene
Quellen fiir ihre Isolationen beschrieben, ist die am weitesten verbreitete Theorie, dass sich
Stammzellnischen in den Gangsystemen der Driise befinden. Zwar erscheinen auch die
Azini als mogliche Quelle, da exokrines Gewebe bei einer Priparation nie gédnzlich
entfernt werden kann, dennoch bleiben die Schnittstellen der genannten Gruppen
wahrscheinlich die Gangepithelien.

Bestdtigt wird dies durch eine kiirzlich verdffentliche Publikation, in der
Stammzellisolationen aus den Gangepithelien beschrieben werden (Seeberger et al., 2006).
Die isolierten Zellen konnten in zelluldren Aggregaten spontan in Zellen des Mesoderm

und des Entoderm differenzieren.
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1.3 Regenerative Medizin mit Stammzellen beim Myokardinfarkt

1.3.1 Regenerative Medizin

Seit Beginn der Charakterisierung der Stammzellen wird deren mogliche klinisch-
therapeutische Bedeutung diskutiert. Im Mittelpunkt ihrer Anwendungsmoglichkeiten
stehen vor allem degenerative Erkrankungen, wie Parkinson, Diabetes mellitus oder die
Muskeldystrophie nach akutem Myokardinfarkt. Die Herzinsuffizienz als mogliche
Spitfolge des Myokardinfarkts stellt eine besondere Herausforderung dar, da sie zu einer
der fiihrenden Todesursachen der westlichen Welt gehort (American Heart Association,
2005).

Die regenerative Medizin beschiftigt sich vor allem mit der Moglichkeit mit Stammzellen
oder ausdifferenzierten Zellen auf Matrices (tissue engineering) untergegangenes, defektes

Gewebe wiederherzustellen.

1.3.2 Der Myokardinfarkt

Aufgrund der Minderperfusion durch Stenose oder Verschluss einer Koronararterie kommt
es zur Nekrose der Kardiomyozyten, die durch eigene Reparaturmechanismen nicht
regeneriert werden konnen. Die Umwandlung des nekrotischen Gewebes in Narbengewebe
fihrt zu EinbuBen in der Kontraktionsfihigkeit. Aufgrund des verminderten
funktionsfihigen Gewebes kann das Blut nicht mehr addquat aus dem Herzen gepumpt
werden, was zu Muskelschwiche und gesteigerter Ermiidung (Vorwértsversagen) oder
Wassereinlagerungen in verschiedenen Organen (Riickwirtsversagen) fithren kann
(Herold, 2006). Der Patient ist in seiner Belastungsfahigkeit stark eingeschrinkt.

Die Leistung des Herzen wird unter anderem mit der Ejektionsfraktion (EF) beschrieben,
die sich auf das bei einem Schlag ausgeworfene Blut im Verhiltnis zum
Gesamtblutvolumen in der Kammer bezieht und deren Normbereich bei 70 % liegt. Ist die
EF unter 30 % gesunken handelt es sich um eine schwere Funktionseinschrinkung, bei der
Organtransplantationen meist unabdingbar sind. Patienten mit EF iiber 30 % sind ihr Leben
lang auf eine symptomatische Therapie mit Medikamenten, wie z.B. ACE-Hemmer oder
Beta-Blocker, angewiesen (Herold, 2006; McMullen and Pasumarthi, 2007). Wihrend der

akute Myokardinfarkt operativ in Form eines Bypasses oder einer Stent-Implantation
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mittels Herzkatheterisierung in seiner Atiologie behandelt wird, kann die Nekrose von

Kardiomyozyten nur teilweise verhindert werden.

1.3.2 Stammzellen zur Therapie des Myokardinfarktes

Seit verschiedene Stammzellen in mehreren Organen identifiziert worden sind, besteht die
groe Hoffnung darin, sie in degenerative Gewebe zu integrieren, damit sie Gewebe
langfristig wieder funktionsfidhig machen.

Einige Forschungsergebnisse deuten bereits heute darauf hin, dass eine Stammzelltherapie

in Zukunft potentiell vielen betroffenen Patienten Heilung bringen kann.

Wissenschaftler haben bis jetzt einige potentielle Stammzellquellen fiir die Regeneration
von myokardialem Gewebe gefunden. Es konnten in einigen Tierexperimenten
Stammzellen im Herzen gefunden werden, die als Sca-1"- und c-Kit"-Zellen bezeichnet
werden (Beltrami et al., 2003; Matsuura et al., 2004). Diese Zellen liegen in Nischen
isoliert vom iibrigen Gewebe und werden vom Korper in Stresssituationen, zum Beispiel
durch parakrin sezernierte Hormone, aktiviert (Lyngbaek et al., 2007). Bei stetigem
Verlust von Kardiomyozyten konnten diese Stammzellen eventuell addquat regenerieren,
bei einem akuten Verlust von Gewebe hingegen, kann keine ausreichende Menge an
Stammzellen rekrutiert werden. Konnte man durch verschiedene Methoden, wie zum
Beispiel einfache Gabe von Stimulantien (z.B. Zytokine oder Wachstumsfaktoren) diese
Rekrutierung verstirken, konnten diese Zellen auch im akuten Fall ausreichend zur

Verfiigung stehen.

Man konnte Dbereits nachweisen, dass Stammzellen aus dem Knochenmark
(hamatopoetische und/oder mesenchymale), die durch Mobilisierung und Homing
zwischen Knochenmark, Blutbahn und Geweben wandern, sich bei myokardialem Stress
im Herzgewebe einfinden. Man konnte noch nicht nachweisen, dass diese mobilisierten
Stammzellen funktionelle Aufgaben iibernehmen, aber sie scheinen sich in das Gewebe zu
integrieren und vor allem Blutgefile zu generieren (Orlic et al., 2001; Dawn and Bolli,
2005). Hier konnte man durch die Gabe von verschieden Faktoren (z.B. G-CSF oder GM-
CSF) (Seiler et al., 2001), die zum Beispiel auch bei der Vorbereitung auf eine

Knochenmarkspunktion vor einer Chemotherapie routineméfig durchgefiihrt wird, das
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Mobilisieren der Stammzellen aus dem Knochenmark forcieren. Die Patienten zeigten
einen signifikanten Anstieg an koronarem Blutfluss zum Infarktgewebe.

Der Einsatz dieser beiden Moglichkeiten als Standard in der regenerativen Medizin wire
insofern von Vorteil, als das er keinen invasiven Eingriff mit sich bringt.

Da die Isolierung von embryonalen und adulten Stammzellen bereits etabliert ist, kann
man Stammzellen aus dem frithen Embryo und verschiedenen adulten Geweben gewinnen
und sie unterschiedlich vorbehandelt schlieBlich in ischamisches Myokardgewebe

injizieren (McMullen and Pasumarthi, 2007).

In embryonalen Stammzellexperimenten zeigte sich, dass sich Stammzellen nachdem sie in
,Hdngenden Tropfen‘ embryoid bodies geformt haben, in Kardiomyozyten differenzieren
(Boheler et al., 2002; Ulloa-Montoya et al., 2005). Dabei zeigten die Herzzellen in vitro
ihre Funktionalitit durch verschiedenes rhythmisches Pulsieren, das Kontraktionen des
Myokardgewebes, unterteilt in atriale, ventrikuldre und Purkinje-Zellen, dhnlich ist (He et
al., 2003). Kardiomyozyten konnen dann zum Beispiel anhand von vorausgehenden
Transfektionen der embryonalen Stammzellen mit Fusionsgenen aus einer Zellkultur
isoliert werden, sodass eine reine Kardiomyozytenkultur hergestellt werden kann (Klug et
al., 1996). Problematisch bei weiteren Forschungen gestaltet sich der Umgang mit
ethischen Bedenken beziiglich der Anwendung von embryonalen Stammzellen im
humanen Organismus. Zusitzlich besteht die Gefahr der Teratombildung (Geschwiire mit
entarteten Zellen), die von undifferenzierten embryonalen Stammzellen auszugehen
scheint (McMullen and Pasumarthi, 2007). Bei Differenzierung der Zellen in
Kardiomyozyten ist nicht auszuschlieBen, dass diese Kardiomyozyten nicht transformiert
werden, das bedeutet, dass sie wieder in ein undifferenziertes Stadium zuriickkehren und
damit ebenso zu einer Onkogenese fithren konnten. So gesehen gestaltet sich eine Injektion
von differenzierten oder undifferenzierten embryonalen Stammzellen in ischdmisches
Myokardgewebe des Menschen bis heute als nicht vertretbar und wurde bis dato nicht

durchgefiihrt.

In adulten Stammzellforschungen wurden einige Stammzellquellen in adulten Organen des
Menschen nachgewiesen. Neben den Stammzellen des Knochenmarks konnten noch
zahlreiche in anderen Organen und Geweben detektiert werden (z.B. Skelettmuskulatur,

Fettgewebe, Haarfollikel) (Gaustad et al., 2004; Winitsky et al., 2005; Kruse et al., 2006).
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Bisher konnten Differenzierungen in Kardiomyozyten in vitro vor allem von Stammzellen
aus dem Knochenmark gezeigt werden. Die Stimulierung wurde aktiviert durch diverse
Kulturbedingungen, vor allem mit Wachstumsfaktoren. Obwohl die differenzierten Zellen
durch verschiedene Nachweismethoden und auch funktionell in Form von autonomen
Kontraktionen als kardiomyogen bezeichnet werden konnen, konnten bis heute keine sich
kontrahierenden Zellen ohne forcierte Differenzierung hergestellt werden.

Bei den in vivo Anwendungen werden nicht vordifferenzierte Stammzellen in
Herzinfarktgewebe injiziert. Stammzellen aus dem Knochenmark zum Beispiel werden
isoliert (Sortierung nach mononukleiren Zellen, meist CD34") und in das Gewebe
transplantiert (Strauer et al., 2002 und 2005). Problematisch ist die bisher nicht mogliche
reine Kultur an z.B. CD34"-Zellen, damit kann auch bis heute nicht ginzlich
ausgeschlossen werden, dass andere mitinjizierte Zellen den Organismus schidigen oder
beeinflussen. Zusitzlich konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden, das zwar eine
Verbesserung der Herzaktion im Vergleich zur Placebogruppe zu sehen ist (Strauer et al.,
2002 und 2005), man letztlich aber noch nicht nachweisen konnte, dass die transplantierten
Zellen sich in das Gewebe funktionell einfiigen. Des Weiteren hat man auch in anderen

Organen transplantierte Zellen wieder finden konnen.

Die Methode der Injektion der Stammzellen ist bereits etabliert. Man unterscheidet drei
verschiedene Arten: Die intrakoronare Infusion und die direkte intramyokardiale Injektion
werden beide invasiv in einer offenen Herzoperation vorgenommen. Dahingegen bietet die
Katheterinjektion die Moglichkeit eines nicht invasiven, nicht narkotischen, fiir den
Patienten also wesentlich angenehmeren Eingriffes. Die Stammzellen werden hierbei iiber
den Ballonkatheter injiziert, der einen Riickfluss der Zellen entgegen der
Injektionsrichtung verhindert (Zur Veranschaulichung siehe Abb. 4.2.a). Eine weitere
Moglichkeit der Applikation von Stammzellen wurde kiirzlich von Miyahara et al. (2006)
vorgeschlagen. Hier wurden mesenchymale Stammzellen auf eine aus Isopropylacrylamid
bestehende Trigersubstanz ausgesit und als cell sheet auf das ischdmische Herzgewebe

aufgetragen.

Man kann also zusammenfassen, dass sich verschiedene Ziele fiir die regenerative Medizin
beim Myokardinfarkt formulieren lassen, bei denen embryonale oder adulte Stammzellen

eingesetzt werden konnten. Dafiir miissen folgende Fragen geklart werden:
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Wie kann man bei der Anwendung von embryonalen Stammzellen die Teratombildung
ausschlieBen? Woher kann man die embryonalen Stammzellen gewinnen, wenn weiterhin
ethische Restriktionen bestehen?

Wie kann man bei der Anwendung von adulten Stammzellen eine ausreichende, reine
Stammzellkultur priparieren? Sollten die Stammzellen in vitro vordifferenziert in defektes
Myokardgewebe injiziert werden? Wie konnte man korpereigene Stammzellen

mobilisieren?
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Abb. 4.2.a Veranschaulichung der regenerativen Maoglichkeiten bei

ischimisch-

nekrotischem Myokardgewebe. (A) zeigt verschiedene Zellen die injiziert werden konnten.
(B) stellt dar, welche Vorversuche gemacht werden konnen, bevor die Stammzellen auf

drei verschiedene Arten transplantiert werden.

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

Kardiomyozyten

1.4.1 Differenzierung von Stammzellen aufgrund verschiedener Mechanismen

Zur gezielten Differenzierung von Stammzellpopulationen werden verschiedene
Substanzen und Substanzmischungen eingesetzt. Die einfache Zugabe von
Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem fibroblast growth factor (FGF), in Kultivierungsmedien
bewirken Differenzierungen in Zelltypen, z.B. Fettzellen (Kakudo et al., 2007). Auch
Retinsdure oder 5-Azacytidin hat in diversen Experimenten eine Ausdifferenzierung von
Stammzellen bewirkt (Rohwedel et al., 1999; Xu et al., 2004).

Diese Substanzen wirken mit unterschiedlichen Mechanismen auf die DNA der

Stammzellen, so dass Gene an- oder abgeschaltet werden.

1.4.2 DNA-Methylierung

DNA-Methylierung ist ein epigenetisches Phianomen, das Transkriptionsfihigkeiten von
Genen beeinflusst ohne Basensequenzen zu veridndern. Dabei werden Cytosine, die in der
DNA an Guanosine gebunden sind, durch die DNA-Methyltransferase in 5-Methylcytosin
umgewandelt. Tritt diese methylierte Base vermehrt zum Beispiel in Promotorbereichen
auf, kann es zu Funktionsverlusten von Genen kommen. So konnte in einigen Neoplasien
gezeigt werden, dass eine stindige Methylierung von tumorassoziierten Genen, wie zum
Beispiel den Tumorsuppressorgenen, zu deren Inaktivierung fiithrt. Tumorsuppressorgene,
die einem Entarten von Zellen entgegen wirken, konnen dann nicht mehr synthetisiert
werden und es kommt zum Verlust der Zellzykluskontrolle der betroffenen Zelle und sie
entartet selbst (Jones et al., 1999).

Umgekehrt kann es bei einer Hypomethylierung in Promotorbereichen zu einer vermehrten
Expression von Genen kommen. Hier konnen zum Beispiel Onkogene vermehrt exprimiert
werden, die ein Tumorwachstum fordern.

Die Auswirkungen von DNA-Methylierungen sind also vielféltig. Seitdem 5-
Methylcytosin 1948 zum ersten Mal entdeckt wurde (Hotchkiss, 1948), wird die
regulatorische Funktion der DNA-Methylierung auch in der embryonalen Entwicklung und
Zelldifferenzierung diskutiert. Auch wenn davon ausgegangen wird, dass der
Methylierungsstatus einer genomischen Region iiber Zellgenerationen erhalten bleiben

kann, konnte man feststellen, dass standige (De-)Methylierungen stattfinden (Singal et al.,
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1999). Vor allem wihrend der Embryogenese #ndern sich Methylierungsmuster
kontinuierlich und eine signifikante genomweite Demethylierung tritt auf (Monk et al.,
1987). Es kann davon ausgegangen werden, dass spezifische Demethylierungen in
embryonalen Stammzellen zu erforderlichen Verdnderungen der Genexpression fiihren, die

damit bestimmte Zelltypen generieren (Reik et al., 2001).

1.4.3 DNA-Methylierung als Differenzierungsstimulation fiir Stammzellen

Das Cytosin-Analogon 5-Azacytidin ist ein Methylierungsinhibitor, der als Pharmakon bei
Neoplasien des blutbildenden Systems eingesetzt wird. Er verhindert die DNA-
Methylierung an spezifischen Onkogenen und gleichzeitig fordert er die Expression von
Tumorsuppressorgenen. Durch seinen moglichen Wirkmechanismus in der Embryogenese
ist 5-Azacytidin auch in der Stammzellforschung bereits zum Einsatz gekommen. So
konnten Makino et al. 1999 nachweisen, dass sich murine Stammzellen aus dem
Knochenmark mit Hilfe des Methylierungsinhibitors vermehrt in Kardiomyozyten
differenzierten (Makino et al., 1999). Dabei vollzogen sie die Differenzierungsstimulation
mit klonalen Zelllinien, die sie 24 Stunden mit 5-Azacytidin (3 pumol/l) inkubierten.
Differenzierte Kardiomyozyten konnten danach mit analytischen Methoden detektiert
werden. Es wurden auch schlagende Areale in den differenzierten Zellkulturen beobachtet.
Andere Arbeitsgruppen konnten dhnliche Ergebnisse mit animalen Stammzellen erzielen
(Hakuno et al., 2002; Rangappa et al., 2003).

Xu et al. konnten nachweisen, dass auch humane Stammzellen aus dem Knochenmark sich
mit Hilfe des Methylierungsinhibitors vermehrt in Kardiomyozyten differenzieren (Xu et
al, 2004). Dabei inkubierten sie mesenchymale Stammzellen fiir 24 Stunden mit 5-
Azacytidin (10 pmol/l), bFGF (10 pg/l) und Antibiotika-Zusédtzen. Wihrend hier keine
schlagenden Zellen gefunden wurden, konnten spontane, rhythmische Kalziumstrome nach

Stimulation mit Kaliumchlorid gemessen werden.
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1.5 Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Analyse einer klonalen Zelllinie
pankreatischer Stammzellen. Dafiir wurde die bereits isolierte primire Rattenzelllinie Z29
verwendet. Der Nachweis diverser Marker erfolgte mittels Immunzytochemie und PCR,
wobei Stammzellproteine und solche aller drei Keimblitter gezeigt wurden. Besonderer
Fokus lag auf Markern des mesodermalen Keimblattes und genauer auf denen der
Muskulatur, da ein weiteres Ziel die Differenzierung in Kardiomyozyten war. Schliellich
sollte eine spontane Differenzierung dieser Zellklone in organoid bodies erfolgen, die mit
der Methode der ,Hingenden Tropfen* stimuliert wurde. Es wurden die gleichen
Stammzellmarker getestet und anschlieBend Vergleiche zu den Ergebnissen der Zellklone

durchgefiihrt.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Zellklone sollten gezielte, verstirkte
Differenzierungen in kardiomyogene Zelltypen erfolgen. Dafiir war die Etablierung eines
Kokultursystems mit myokardialen Biopsien ein weiteres Ziel. Ein Protokoll wurde erstellt
und anschlieBend seine Funktionalitit zunichst mit pankreatischen Stammzellen der Ziege
und allogenem Herzgewebe getestet. Hierfiir wurde die Immunzytochemie zur Auswertung
hinzugezogen.

Anschlielend sollte das Protokoll zur gezielten Differenzierung auf humane Stammzellen
iibertragen werden. Dafiir wurden zunédchst humane adulte Stammzellen aus dem Pankreas
isoliert und kultiviert. Die Kokultivierung erfolgte mit humanem Myokardgewebe. Fiir die

folgenden Analysen wurden Immunzytochemie und PCR angewendet.

Es sollte eine weitere Moglichkeit der forcierten Differenzierung von pankreatischen
Stammzellen in Kardiomyozyten getestet werden. Daher wurde in Anlehnung an
kardiomyogene Differenzierungen mithilfe des Methylierungshemmers 5-Azacytidin in
mesenchymalen Stammzellen (Makino et al. 1999; Xu et. al. 2004) versucht, diese
Methode auf pankreatische Stammzellen anzuwenden. Fiir die Auswertung wurde

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

2.1 Chemikalien und Geriite

2.1.1 Chemikalien und Hersteller
Aceton

Agarose

Aminosiuren, nicht essentiell
Amphotericin

5-Azacytidin

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

Borsédure

bFGF

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenol Blau

Cy 3-Zweitantikorper (Ziege, Anti-Maus 1gG)

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. IgG)

Gelatine 0,1 %
Glutamin
Glycerin

Hamalaun

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

GIBCO, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

SIGMA, Steinheim
Chemicon, Hampshire, UK
Dako, Hamburg

Merck, Darmstadt
SIGMA, Steinheim
SIGMA, Steinheim

Serva, Heidelberg

Jackson, ImmunoResearch,
Cambridgeshire, UK
Roche, Mannheim

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

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching, A
Jackson, ImmunoResearch,
Cambridgeshire, UK
Fluka, Neu-Ulm

PAA, Pasching, A

Merck, Darmstadt

Dako, Hamburg
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HEPES

Iscove MDM

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kollagenase

Magnesiumchlorid

MEM-Earle

B-Mercaptoethanol

Methanol

Molekularbiol. Wasser; AccuGENE
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Normalserum (Ziege)
NucleoSpin RNA 1T

Oligo-dT

PCR-Marker, 100 bp DNA Leiter
Penicillin/Streptomycin

Primer (siehe Tab. 2.1.b)
Ringer-Losung

RNA (human, Herz)

Superscript RT 1I-RNase H
Taqg-Polymerase

Trasylol

Tris

Triton X 100

Trypsin

Tyrode Salzlosung

Vectashield-Einbettmedium

Xylencyanol (Tiirkis)

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Fermentas, St. Leon-Rot
Biochrom, Berlin
SIGMA, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Cambrex, Verviers, B
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Vector, Burlingame, USA
Machery & Nagel, Diiren
Invitrogen, Karlsruhe
New England BioLabs,
PAA, Pasching, A
Eurogentec, San Diego, USA
DeltaSelect, Pfullingen
Ambion, Cambridgeshire, UK
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Bayer, Leverkusen
BIOMOL, Hamburg
Fluka, Neu-Ulm

PAA, Pasching, A
SIGMA, Steinheim
Vector Laboratories,
Burlingame, CA

SIGMA, Steinheim
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Tab. 2.1.a Auflistung der verwendeten Antikorper

Antikorper bezogen von Marker fiir 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, Diisseldorf Neurone Ektoderm
Anti-Kollagen II 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 I Dako, Hamburg Herzmuskelzellen Mesoderm
Tab. 2.1.b Auflistung der verwendeten Primer
Target-/Kontrollgen | Primersequenz (5°-3’) Temperatur Produktgrofie (bp)
(Homo sapiens)
Troponin [ links: 61,3°C 311
aggcaaaagtcaccaagaaca
rechts:
aggggcaglaggcaggaag
Troponin T2 Isoform 1 | 1.: gattctggctgagaggagga 62,6° C 197
r.: tggagactttctggttatcgttg
Beta Myosin, schweres | 1.: gccccacatcttctccatet 61,3°C 179
Polypeptid 7 r.: ggetetggtecttettget
Alpha Aktin l.: gtgtgacgacgaggagacca 62,6° C 154
I.: cttctgacccatacccacca
Desmin L.: ctgtcecteccacctetgt 62,6° C 250
I.. agcecctgetttctaagtce
GAPDH L.: gagtcaacggatttggtcgt 58,8° C 213
.. ggaagatggtgatgggattt
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Target-/Kontrollgen | Primersequenz (5°-3’) Temperatur Produktgrofie (bp)

(Ratte)

Amylase L.: ggtctetccacccaatgaaa 59,3°C 173
I.. tgacagcatccacataaatcc

BMP-2 L.: tgacgcttttctcgtttgtg 59°C 178
I.: atgggtttgtggtggaagtg

CD-9 L.: ggtttcctgggetgetgt 59,1°C 220
I.: ggatggctttgagtgtttce

GAPDH L.: tgatgctggtgctgagtatg 60° C 477
I.: ggggtaggaacacggaagg

GFAP 1.: agaaaaccgcatcaccattc 58,5°C 188
r.: gcacacctcacatcacatcc

Glukagon L.: atcgtggctggattgtttgt 58,5°C 161
r.: gtgaatgtgecctgtgaatg

Nestin 1.: agaccactgacacccacaga 62,7° C 150
I.. ggaggagggagaggaagaag

NF L.: agtggttcaaatgccgetac 58,5°C 228
I.. gctgetggatggtgtect

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

2.1.2 Geriite 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
Schiittelinkubator
Vortex
Waage
Wasserbad
Zentrifugen

- Kiihlzentrifuge

- Minifuge

- Zellkultur-Zentrifuge

BINDER, Tuttlingen
Bio-Rad, Miinchen

Zeiss, Hamburg

Intas, Gottingen

Heraeus, Hannover

Zeiss, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss Vision GmbH,
Hallbergmoos

Raytest, Langenzersdorf, A
GE Healthcare Europe, Miinchen
Mettler Toledo, Giefien
GFL, Grof3burgwedel

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 Referenz
729 P8 Stammzellen aus DMEM mit 10 % FKS und Kruse et al., 2004
dem exokrinen 1 % Penicillin/Streptomycin

Pankreas der Ratte

ZlIpan 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, ZIpan 1b und HeP 2 wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. rer. nat. Charli Kruse zur Verfiigung gestellt. Die humanen Zelllinien wurden

selbst pripariert (siehe 2.4.1).

2.2.2 Pankreas

Das humane Pankreasgewebe wurde dankenswerterweise von der chirurgischen Klinik des
Universitétsklinikums Schleswig-Holstein Campus Liibeck zur Verfiigung gestellt. Bei
Patienten mit Pankreatitis wurden die entziindeten Bereiche des Pankreas mit einem
Sicherheitssaum entfernt. Es wurde nur nicht entziindetes Gewebe aus dem
Sicherheitssaum fiir die Priparation verwendet.

(Ethische Beglaubigung durch das ethische Komitee des Universitédtsklinikums Schleswig-
Holstein Campus Liibeck; AZ: 03-065)
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2.2.3 Myokard

Das verwendete humane myokardiale Gewebe verdanke ich der Herzchirurgie des
Universitédtsklinikums ~ Schleswig-Holstein ~ Campus  Liibeck.  Einerseits = wurde
abgeschniirtes Gewebe verwendet, das durch FEinsatz der Herz-Lungen Maschine am
rechten Vorhof entsteht. Das Gewebe kann entfernt werden, da es sonst nekrotisiert und fiir
die weitere Herzleistung des Patienten irrelevant ist.

Andererseits wurde Papillarmuskulatur verwendet, die bei Herzklappen-Operationen
anfiel.

(Ethische Beglaubigung durch das ethische Komitee des Universitédtsklinikums Schleswig-
Holstein Campus Liibeck; AZ: 05-206)

2.3 Medien

2.3.1 Kultivierungsmedium fiir Stammzellen
450 ml DMEM-Medium wurde mit 45 ml FKS und 5 ml Penicillin/Streptomycin versetzt.

Die Gesamtkonzentration von Penicillin/Streptomycin entspricht einem Volumenprozent.

2.3.2 Kultivierungsmedium fiir humane Tumorzellen

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

2.4 Grundlegende Methoden

2.4.1 Priparation und Isolation von Acini des exokrinen Pankreas des Menschen
Die Isolierung der Acini und damit die Gewinnung von glanduldren Stammzellen wurde in
Anlehnung an die Methode von Grosfils et al., 2003, durchgefiihrt. Dabei kamen folgende

Puffer und Medien zum Einsatz:

HEPES-Stammlosung: 2,383 g HEPES auf 100 ml Aqua bidest, pH 7,6

HEPES-Eagle-Medium: 90 ml MEM
10 ml HEPES-Stammldsung
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Isolationsmedium: 32 ml HEPES-Eagle-Medium, pH 7,4
8 ml5 % BSA
200 pl1 0,1 M CaCl2
100 ul Trasylol

Digestionsmedium: 20 ml Isolationsmedium, pH 7,4

4 mg Kollagenase

Isolations- und Digestionsmedium wurden unmittelbar vor der Verwendung mit Carbogen

begast und auf einen pH-Wert von 7.4 eingestellt.

Die Priparation des humanen Pankreasgewebes wurde von Chirurgen der medizinischen
Universitit zu Liibeck durchgefiihrt; die Ubergabe des Gewebes erfolgte in steriler Ringer-

Losung.

Fiir die Isolation wurden zunichst hirtere Bereiche mit einem Skalpell abgetrennt und
verworfen, davon ausgehend, dass es sich um nicht gewolltes Bindegewebe handelt. Die
weichen Anteile wurden in Digestionsmedium aufgenommen, mit einer sterilen Schere
fein zerkleinert und anschlieend mit Carbogen begast. Danach erfolgte eine Inkubation
bei 37° C in einem Schiittler mit zweihundert Zyklen pro Minute. Das Digestionsmedium
wurde abgesaugt und das Gewebe zweimal mit Isolationsmedium gewaschen. Das Gewebe
wurde erneut in Digestionsmedium aufgenommen, weiter zerkleinert und wieder begast.
Anschlieend fand eine erneute Inkubation auf dem Schiittler fiir fiinfzehn Minuten statt.

Im Anschluss daran wurde das Gewebe durch mehrfaches Aufziehen in Glaspipetten mit
absteigendem Innendurchmesser (10 ml, 5 ml, 2 ml) weiter mechanisch zerkleinert. Die
Zellsuspension wurde dann durch einen Gazefilter in ein 15 ml Rohrchen gesiebt und bei
800 U/min fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, um das
Pellet dann in 10 ml DMEM aufzunehmen und erneut zu zentrifugieren. Dieser Vorgang
wurde entsprechend der Pelletgroe zweimal wiederholt. Das Zellpellet wurde nach der
letzten Zentrifugation wieder in DMEM aufgenommen und in eine kleine Zellkulturflasche
gegeben. Die Inkubation der Acini-Zellen erfolgte bei 37° C und 5 % CO, zunichst fiir
zwei Tage, bis ein deutliches Zellwachstum aus den Acini zu erkennen war. Dann wurde

der erste Mediumwechsel vorgenommen um letzte unerwiinschte Zelltrimmer zu
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entfernen. Die Zellen wurden CEpan 3b und 6b benannt und entsprechend der folgenden

Erlduterungen kultiviert, passagiert und kryokonserviert.

2.4.2 Kultivierung der Zellen

Die Kaultivierung erfolgte je nach Wachstumsgeschwindigkeit in entsprechenden
Zellflaschen mit dem Kultivierungsmedium (siehe 2.3), wobei in der Regel alle drei Tage
ein Mediumwechsel vorgenommen wurde. Die Zellflaschen wurden im Brutschrank bei

37° C mit einer CO,-Konzentration von 5 % gehalten.

2.4.3 Passagieren von Zellkulturen

Die Zellen hafteten adhirent und iiberlagernd auf den unbeschichteten Plastikbdden der
Zellflaschen. Nach Begutachtung der Gefde unter dem Mikroskop wurden die Zellen
dann passagiert, wenn der Eindruck entstand, dass diese sich nicht mehr ausreichend
entfalten konnten und zu dicht beieinander lagen. Das Medium wurde dann von den Zellen
entfernt; die Zellflasche mit PBS gewaschen und anschlieend mit Trypsin 4 Minuten
inkubiert, so dass sich die Zellen vom Boden ablosten. Das Trypsin wurde mit einer
doppelten Menge an Medium neutralisiert und die Suspension anschlieBend bei 1000 U
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet konnte nach eigenem Ermessen auf
zwei oder mehr Kulturflaschen aufgeteilt und mit der entsprechenden Menge an

Kultivierungsmedium befiillt werden.

2.4.4 Kryokonservierung von Zellkulturen

Die Zellen wurden zunichst entsprechend Punkt 2.4.3 mit Trypsin abgelost und
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend mit gekiihltem Einfriermedium (90 % FKS
und 10 % DMSO) resuspendiert und sofort bei -20° C gelagert. Nach kurzzeitiger
Lagerung im -80° C Gefrierschrank wurden die Zellen in Stickstoff (-196° C) tiberfiihrt.

2.4.5 Fixierung der Zellen auf Chamber Slides

Fiir die Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis von Proteinen wurden trypsinierte
Zellen mit einer Dichte von ca. 50 Zellen/ul auf Chamber Slides mit jeweils zwei
Kammern ausgesit. Dies geschah mit 1000 pl Kultivierungsmedium. Die Inkubation
erfolgte wie gewohnt bis die Zellen auf dem Objekttriger adhérierten. Zur Fixierung

wurden die Zellen zunidchst zweimal mit PBS gewaschen, nachdem das Medium mit einer
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Automatik-Pipette abgesaugt wurde. FEin Methanol/Aceton-Gemisch in einem
Konzentrationsverhiltnis von 7:3 wurde mit DAPI (1:1000) auf die Chamber Slides
gegeben. Bei Raumtemperatur wurden die Zellen 5 Minuten fixiert. Anschlieend wurde
die Suspension abgesaugt. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung bei 4° C aufbewahrt.

2.4.6 Klonale Analyse der Zelllinie Z 29
Fiir die klonale Analyse, d.h. die Generierung einer Zelllinie entstanden aus einer

Einzelzelle, wurde Passage 8 der pankreatischen Stammzellen der Ratte verwendet.

Es wurde fiir die Kultivierung der Einzelzelle und ihrer Tochterzellen folgendes
Niéhrmedium verwendet:

395 ml DMEM

100 ml FKS

5 ml Penicillin/Streptomycin

Die Zellen wurden durch Trypsinierung vom Boden der Zellflasche abgelost und
anschliefend mit Kultivierungsmedium in Suspension gehalten. Es wurde die Zellzahl der
Suspension pro 200 ul bestimmt. Aufgrund der Zellzahl konnte errechnet werden, wie weit
die Suspension mit Medium verdiinnt werden musste, so dass galt: eine Zelle/200 ul.

Fiir das Ausplattieren wurden 96-Kammer-Platten verwendet. Bereits einen Tag nach dem
Start wurde mit Hilfe des Lichtmikroskops jede Kammer auf eine Einzelzelle iiberpriift.
Bei den Kammern, die eine FEinzelzelle enthielten, wurden tédglich Medienwechsel
vollzogen und die Teilungsrate notiert. Somit konnte zusitzliche Gewissheit erlangt
werden, dass die wachsende Population tatsdchlich aus einer Einzelzelle entstanden ist
(1=2=4=8 etc.).

16 Tage nach Versuchsstart waren einige Kammern bereits konfluent mit adhérierenden
Zellen bewachsen, so dass ein erstes Trypsinieren und Uberfiihren in 12-Kammer-Platten
durchgefiihrt wurde.

Weitere 6 Tage spiter konnten erste Zellklone in kleine Kulturflaschen iiberfiihrt werden.
Von nun an wurde fiir die weitere Kultivierung DMEM-Medium mit 10 % FKS (siehe

2.3.1) verwendet.
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2.5 Methoden zur spontanen Differenzierung

2.5.1 Spontane Differenzierung durch ,,Hingende Tropfen‘
Mit Hilfe der ,,Hingenden Tropfen* bilden Zellen Zellaggregate, so genannte organoid
bodies, in denen vermehrt spontane Differenzierungen ablaufen. In diesem Versuch

wurden besonders gut wachsende Zellklone (20B11) der Zelllinie Z 29 verwendet.

Fiir die Differenzierung wurde folgendes Medium angesetzt:

380 ml DMEM
100 ml FKS (vorher fiir 30 min bei 54° C inaktiviert)
je 5 ml Additive:

- L-Glutamin

- 3,5 pul B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS

- nicht essentielle Aminosiuren

- Penicillin/Streptomycin

Fiir die Kultivierung wurden Gelatine-beschichtete Kulturschalen benétigt, die einen Tag
zuvor angesetzt werden mussten. Dafiir wurden die Schalen mit 0,1 % Gelatine bei 4° C

beschichtet. Die noch fliissige Gelatine wurde anschlieend abgesaugt.

Zuerst wurden bakteriologische Petrischalen mit jeweils 15 ml PBS befiillt. Die
abtrypsinierten Zellen wurden mit Differenzierungsmedium resuspendiert und so verdiinnt,
dass galt: 2000 Zellen pro 20 ul. Mit einer Glaspipette wurden anschlieBend 20 ul Tropfen
auf die Deckel der Petrischalen gegeben, die dann vorsichtig auf die mit PBS gefiillten
Schalen gestiilpt wurden.

Nach zwei Tagen hatten sich bereits sichtbar organoid bodies geformt, die dann mit
Nédhrmedium (20 % FKS) von den Deckeln gespiilt wurden und daraufhin fiir weitere vier
Tage inkubierten.

Die organoid bodies wurden zur Weiterzucht einzeln in Gelatine-beschichtete
Kulturschalen iiberfiihrt, wobei sie erneut mit Differenzierungsmedium kultiviert wurden.

Nach einigen Tagen konnten die organoid bodies weiter in herkommlichen Zellflaschen
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und mit dem Kultivierungsmedium (2.3.1) wachsen. Die spontane Differenzierung fand

weiter statt und die Zellaggregate lieBen sich wie Primérzellen behandeln.

2.6 Methoden zu Differenzierung in Kardiomyozyten

2.6.1 Differenzierung mit Hilfe von Myokardgewebe

Das bei der Operation gewonnene Gewebestiick wurde in Ringer-Losung aufgenommen
und unter sterilen Bedingungen in kleinere Stiicke (4x4x4 mm) geschnitten. Diese wurden
in eine unbeschichtete mittlere Zellflasche gegeben und 3-5 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Als das Myokardgewebe fest am Boden anhaftete, wurden trypsinierte und in
Kultivierungsmedium resuspendierte Zellen in die Flasche gegeben. Zwei Tage nach
Inkubation wurden die Gewebestiicke entfernt und die Zellen aliquotiert um sie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Kokultivierung zu analysieren. Die Zellen CEpan 3b
befanden sich in Passage 14 und die Zellen CEpan 6b in Passage 4, als sie mit dem
Myokardgewebe inkubiert wurden.

Fir die Stimulierungsversuche glanduldrer Stammzellen der Ziege wurden

speziesspezifische Myokardgewebestiicke verwendet.

2.6.2 Differenzierung mit 5-Azacytidin
Fir die gezielte Differenzierung der pankreatischen Stammzellen in Kardiomyozyten

wurde folgendes Differenzierungsmedium verwendet:

500 ml DMEM-Medium
5 umol 5-Azacytidin

5 ug bFGF

0,125 mg Amphotericin

Nach Trypsin-Behandlung wurden die Zellen resuspendiert und einmal mit der Tyroden
Salzlosung gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in Kultivierungsmedium
aufgenommen und mit einer Dichte von 1 x 103 in kleine Petrischalen (Durchmesser 5 cm)
ausgesdt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt, das jetzt statt

Penicillin/Streptomycin  Amphotericin, bFGF und 5-Azacytidin (10 umol/l) enthielt.
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Dieses Medium wurde 24 Stunden auf den Zellen belassen, dann abgesaugt. Die Zellen
wurden erneut einmal mit der Tyroden Salzlosung gewaschen und folgend weiter in
Kultivierungsmedium inkubiert. Die weitere Kultivierung erfolgte nach obigen Angaben
(siehe 2.4.2). Jeweils 2 und 4 Wochen nach 5-Azacytidin-Behandlung wurden die Zellen
auf Chamber Slides fir Immunfluoreszenzfiarbungen und Petrischalen fiir den PCR-

Nachweis aliquotiert.

2.7 Analyse-Methoden

2.7.1 Immunfluoreszenzfiarbung

Fiir die Detektion und Markierung bestimmter Proteine iiber Inmunzytochemie wurden die
fixierten Zellen auf den Chamber Slides verwendet. Zunichst wurde das PBS abgesaugt,
um dann 20 Minuten mit Normalserum der Ziege unspezifische Bindungen abzusittigen.
Damit werden Proteine, die moglicherweise auch durch die Antikorper gebunden werden
konnten, zuvor mit unspezifischen Antikorpern der Ziege blockiert, die spéter nicht
angefirbt werden.

Die Erstantikorper, die von der Maus oder dem Kaninchen stammen, wurden in der
angegebenen Konzentration des Herstellers in TBST+0,1 % BSA verdiinnt, auf die Zellen
gegeben und eine Stunde bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Dabei war einem
Austrocknen der Zellen durch eventuelles Verdunsten entgegen zu wirken, weshalb die
Chamber Slides in eine feuchte Kammer gelegt wurden.

AnschlieBend wurden die Chamber Slides mit PBS dreimal gewaschen und daraufhin ein
fluoreszenzmarkierter Zweitantikorper auf diese gegeben. Der Zweitantikorper Cy 3 (Anti-
Maus) wurde 1:400, der Zweitantikorper FITC (Anti-Kaninchen) 1:200 in PBS verdiinnt.
Nach erneuter einstiindiger Inkubation bei 37° C und dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen zuletzt mit Aqua dest. gewdssert. Fiir die weitere Aufbewahrung wurden
die Objekttrager von den Kammern befreit und mit Vectashield-Einbettmedium

eingedeckt.
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2.7.2 Alkalische Phosphatase-
antialkalische Phosphatase-Komplex (APAAP)-Firbung

Die APAAP-Fiarbung wurde zum Nachweis des Proteins Troponin I verwendet. Dafiir
wurde auf die fixierten Zellen zunidchst wie unter Punkt 2.7.1 Normalserum und
Primirantikorper gegeben, um sie dann mit dem entsprechenden Zweitantikdrper eine
Stunde zu inkubieren. AnschlieBend wurde der APAAP-Komplex aufgetragen in
geeigneter Verdiinnung entsprechend der Anweisungen des Herstellers und dreiflig
Minuten inkubiert. Nach mehreren Waschschritten und wiederholtem Auftragen des
APAAP-Komplexes wurden die Zellen schlieBlich mit einer chromogenen Substratlosung
fiir alkalische Phosphatase (Naphtol/Neofuchsin) solange inkubiert, bis die gewiinschte
Farbintensitdit mit dem Kontrastfarbstoff Hidmalaun erreicht war. Fiir die weitere
Aufbewahrung wurden die Objekttriger ebenfalls mit Vectashield-Einbettmedium

eingedeckt.

2.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.7.3.a RNA-Priparation

Fiir die RNA-Priparation wurde eine kleine voll gewachsene Petrischale benétigt. Die
adhérenten Zellen wurden vom Medium befreit und mit PBS feucht gehalten. Mit einem
Zellschaber konnten die Zellen dann vom Boden abgekratzt werden. AnschlieBend wurde
die Suspension fiinf Minuten in einem Rohrchen bei 1000U/min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in ein kleines Eppendorf-Rohrchen iiberfithrt und in der Mikrozentrifuge bei
10000 U/min fiir zwei Minuten erneut zentrifugiert. Die Priparation wurde mit dem

NucleoSpin-Kit von Machery & Nagel und geméll deren Anleitung durchgefiihrt.

2.7.3.b Reverse Transkription

Vor Beginn wurde eine photometrische Bestimmung durchgefiihrt, bei der die
Konzentration der priparierten RNA gemessen wurde. Dies ist wichtig da fiir den Versuch
der Reversen Transkription 500 ng RNA eingesetzt werden. Die Reverse Transkription
bewirkt eine Umschreibung der préparierten RNA in cDNA. Wihrend der RT-Reaktion
lief eine Negativkontrolle mit, um spiter eine mogliche Verunreinigung durch Uberreste
von DNA identifizieren zu konnen. Die Negativkontrolle wurde nicht in cDNA

umgeschrieben. Die RT der Proben erfolgte anschlieBend unter Einsatz der Superscript
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Reverse Transkriptase und Oligo dT Primern gemif der Anleitung des Herstellers.
Abschlieend konnten die Proben bei -20° C fiir die Polymerase-Kettenreaktion gelagert

werden.

2.7.3.c PCR

Ein Zwanzigstel des RT-Reaktionsproduktes wurde unter Verwendung der Polymerase und
spezifischer Primer bei zuvor ausgetesteten Temperaturen amplifiziert (siche Tab. 2.1.b).
Der verwendete Zyklus wurde wie folgt programmiert: 95° C fiir 40 sec — ausgetestete
Temperatur fiir 40 sec — 72° C fiir 40 sec. Die Zyklenzahl variierte zwischen 38 und 42,
abhidngig von der bestmoglich erreichbaren Intensitdt der amplifizierten Proteine in den

Agarose-Gelen der Kontrollbanden.

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

3.1 Stammzellcharakterisierung der primiren Zellklonlinie Z29 20B11 und den aus

ihr generierten organoid bodies

3.1.1 Klonale Analyse der Zelllinie 729

Fiir die Generierung von Zellklonen aus einer Primirkultur der Rattenzelllinie Z29 wurden
20 Platten mit je 96 Kammern ausplattiert. Die Konzentration wurde so gewihlt, dass sich
bei visueller Auswertung im Mittel eine Zelle in jeder Kammer befand (1 Zelle/200 pl).
Nach 16 Tagen waren in 23 Kammern (1 %) konfluent wachsende Zellklone entstanden,
die nach den bekannten Kultivierungsbedingungen behandelt wurden (siehe 2.4). Nach
weiteren zwei Wochen zeigten schlieBlich nur noch 9 Zellklonlinien (0,5 %) unlimitiertes
Wachstum, das sie auch beim weiteren Passagieren beibehielten. Fiir die

Stammzellcharakterisierung wurde die Primérzellklonlinie Z29 20B11 verwendet.

3.1.2 Generierung von organoid bodies aus der Zellklonlinie Z29 20B11

Da durch die ,,Hingenden Tropfen* die spontane Differenzierung forciert wird, wurden fiir
die Stammzellcharakterisierungen organoid bodies (OBs) generiert. Dafiir wurde die
Primérzellklonlinie Z29 20B11 verwendet. Zur Charakterisierung ihrer Eigenschaften

wurden Ergebnisse beider Kulturen (Primaér- und OB-Kultur) in

Immunfluoreszenzfarbungen und RT-PCR herangezogen.

Abb. 3.1.a Generierte organoid bodies in einer bakteriologischen Schale nach dem
Herunterspiilen aus den ,,Héngenden Tropfen* (a, b). Nachdem diese auf Gelatine-
beschichtete Zellschalen iiberfiihrt wurden, wuchsen innerhalb weniger Tage Zellen aus
den Aggregaten heraus.
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3.1.3 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

Die Stammzellmarker SSEA-1 und Nestin konnten in einigen Primirzellklonen
nachgewiesen werden. Jedoch wurden in den zur spontanen Differenzierung gebrachten
OB-Kulturen diese Proteine vermehrt angefiarbt. SSEA-1 ist auf der Oberfliche von
Stammzellen zu finden und daher punktuell anfirbbar (Abb. 3.1.b/c, Bild (a)). Nestin
hingegen ist ein Intermedidrfilament und stellt sich daher im Zytoplasma dar (Abb. 3.1.b/c,
Bild (b)). Der Stammzellmarker Nanog konnte nur in den Primirzellklonen gefunden
werden (Abb. 3.1.b, Bild (¢)). Nanog ist ein Transkriptionsfaktor, der kernlokalisiert ist.
Das Protein findet sich in dieser Aufnahme jedoch zytoplasmatisch und filamentir,
weshalb dieses Ergebnis noch zu diskutieren bleibt. Es fanden sich in den OB-Kulturen
Zellen positiv fiir die Stammzellmarker alkalische Phosphatase und Oct-4, die in den
Primérzellklonen nicht detektierbar waren. Alkalische Phosphatase ist ein Enzym, welches
punktuell dargestellt, mit der Zellmembran verankert ist (Abb. 3.1.c, Bild (c)). Oct-4 als
Transkriptionsfaktor findet sich in embryonalen Stammzellen im Zellkern, wurde in

diesem Zusammenhang jedoch im Zytoplasma der Zellen angeféarbt (Abb. 3.1.c, Bild (d)).

Tab. 3.1.a Quantitative Einschdtzung der getesteten Marker auf Zellen der primdren
Zellklonkultur und der OB-Kultur.

Getesteter Marker Anzahl positiv markierter | Anzahl positiv markierter
Zellen in der priméren Zellen in der OB-Kultur
Zellklonkultur Z29 20B11 | generiert aus Z29 20 B11
Alkalische Phosphatase o/- 0
Amylase 0 ++
GFAP - 0
Kollagen II 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 fiir die spontane Differenzierung von Stammzellen ist moglich mit
verschiedenen Markern, die jeweils fiir Zellen der drei Keimblitter spezifisch sind. Die
getesteten ektodermalen Marker GFAP und NF, die in differenzierten Nervenzellen
wichtige Strukturproteine darstellen, konnten in den priméren Zellklonen nicht detektiert
werden, wohl aber in den aus ihnen generierten OB-Kulturen. Diese Proteine stellten sich
vor allem filamentér dar (Abb. 3.1. ¢, Bilder (b) und (g)). Wihrend GFAP nur vereinzelt in

einigen Zellen zu finden war, zeigte sich NF in vielen Zellen der OB-Kultur positiv.

Auf Zellen des mesodermalen Keimblattes wurden die Kulturen mit den Antikorpern fiir
SMA und Kollagen II getestet, die in beiden Kulturen stark nachweisbar waren. SMA férbt
das Aktin-Zytoskelett im Zytoplasma von Muskelzellen an (Abb. 3.1.b, Bild (e);
Abb. 3.1.c, Bild (f,g)). Der Antikorper Kollagen II markiert ein Strukturprotein, das als

Sekret in Knorpelzellen produziert wird und sich im Zytoplasma der Zellen befindet.

Entodermale Marker, wie Amylase und PDX-1, konnten ebenso in Zellen beider Kulturen
gezeigt werden, wobei in den OB-Kulturen grolere Areale auffindbar waren. Amylase
spaltet als Enzym Kohlenhydrate und ist daher als Sekret in Zellen nachweisbar
(Abb. 3.1.b, Bild (f), Abb. 3.1.c, Bild (h)). Es wird in den exokrinen Anteilen des Pankreas
produziert. PDX-1 hingegen findet sich in den endokrinen Anteilen der
Bauchspeicheldriise und ist ein Transkriptionsfaktor fiir die Hormone Insulin und

Glukagon. PDX-1 ist nukledr auffindbar (Abb. 3.1.b, Bild (g); Abb. 3.1.c, Bild (i)).

31



Ergebnisse

Abb. 3.1.b Immunfluoreszenzfirbungen der primdiren Zellklone 729 20BI11. Die
Stammzellmarker SSEA-1 (a), Nestin (b) und Nanog (¢) lieBen sich in einzelnen Zellen
nachweisen. Die mesodermalen Marker Kollagen II (d) und SMA (e) waren deutlich
vermehrt detektierbar. Amylase (f) und PDX-1 (g) -Marker des entodermalen Keimblattes-
stellten sich ebenso in einigen Zellen positiv dar. Die ektodermalen Marker (NF und
GFAP) konnten in den Fiarbungen nicht gefunden werden und sind daher nicht dargestellt.
Die Zellkerne wurden in jeder Abbildung mit DAPI (blau) angefarbt.
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Abb. 3.1.c Immunfluoreszenzfirbungen der OB-Kultur, generiert aus den primdren
Zellklonen Z29 20B1 1.
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Abb. 3.1.c Immunfluoreszenzfirbungen der OB-Kultur, generiert aus den primdren
Zellklonen 729 20B11. Die Stammzellmarker SSEA-1 (a), Nestin (b, rot), alkalische
Phosphatase (¢) und Oct-4 (d) konnten sich sowohl in Einzelzellen als auch in
Zellaggregaten darstellen lassen. Die mesodermalen Marker Kollagen II (e) und SMA (f, g,
rot) wurden ebenso detektiert. Amylase (h) und PDX-1 (i) -Marker des entodermalen
Keimblattes- stellten sich in einigen Zellen und Zellaggregaten positiv dar. In der OB-
Kultur konnten die entodermalen Marker GFAP (b, griin) und NF (g, griin) nachgewiesen
werden. Die Zellkerne wurden in jeder Abbildung mit DAPI (blau) angefirbt.

3.1.4 Ergebnisse der PCR

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfiarbungen sind nur zum Teil tibereinstimmend mit
den Ergebnissen der PCR fiir die cDNAs der priméren Zellklonlinie 20B11 und den aus ihr
generierten organoid bodies.

Die Funktionalitidt der Primer und die bestmogliche Temperatur und Zyklenzahl wurde
anhand der embryonalen cDNA getestet (siehe Tab. 2.1.b). Diese wird daher au3erdem als
Positivkontrolle gewertet. Als Kontaminationskontrolle wurden die RT-PCR-Ansétze ohne
Superscript in der PCR ebenfalls getestet. Sie produzierten in den meisten Fillen keine
Banden und sind deshalb nicht dargestellt. Obwohl fiir die Reverse Transkription die
gleiche Menge an RNA eingesetzt wird, wurden die Proben auf das Haushaltsgen GAPDH
untersucht. Dies gab zusitzliche Evidenz fiir eine quantitativ gleiche Basis beider Proben,
weshalb die weiteren Ergebnisse auch quantitativ vergleichbar waren (Abb. 3.1.d).

Fiir die Stammzellmarker Oct-4, CD9 und Nestin konnte eine mRNA-Expression mittels
RT-PCR in beiden untersuchten Ansidtzen nachgewiesen werden. Es zeigten sich
quantitativ nur fiir den Stammzellmarker Oct-4 Unterschiede: Die zur spontanen
Differenzierung gebrachte OB-Kultur zeigte eine etwas verminderte Expression.

Fiir das mesodermale Keimblatt wurde der Marker BMP-2 getestet. Dieses Protein stellt
die friihe Entwicklung von embryonalen Zellen in Osteozyten dar und ist in den
untersuchten Zellen deutlich detektierbar.

Als ektodermale Marker wurden Neurofilamente (NF) und GFAP amplifiziert, aber es
konnte nur GFAP gezeigt werden. GFAP ist ein Marker fiir Vorldufer von glialen Zellen,
NF von neuronalen Zellen. Quantitative Unterschiede in diesen Expressionen waren nicht

auszumachen.
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Fiir das entodermale Keimblatt konnte die Expression von Amylase dargestellt werden,
jedoch nur deutlich in den organoid bodies. Die 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 der primdren Zellklonlinie
Z29 20B11 und den aus ihr generierten organoid bodies. Die embryonale cDNA wurde zur
Kontrolle mit den getesteten Targetgenen amplifiziert.
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3.2 Stimulationsversuch pankreatischer Stammzellen der Ziege mit Myokard

3.2.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen

Fiir die Versuche an humanen Stammzelllinien ging eine erste Immunfirbung mit denen
der Ziege voraus. Damit sollte prinzipiell die Funktionalitdt des Protokolls (siehe 2.6.1)
bestdtigt werden. Die pankreatischen Stammzellen der Ziege wurden fiir zwei Tage mit
einem Myokardstiick der gleichen Spezies auf Chamber Slides inkubiert. Direkt danach
wurden die Zellen fixiert und die Farbungen durchgefiihrt. Die kokultivierten Zellen waren
deutlich positiv fiir das Protein sarkomerisches Myosin (MF 20), wobei auch die Kontrolle,
die ohne Myokardstiick inkubiert worden war, einige positive Zellen zeigte (Abb. 3.2.a).
Der Antikorper stellt filamentdre Strukturen dar, in denen teilweise eine sarkomere
Querstreifung auszumachen ist (Abb. 3.2.a). Quantitativ wurde geschitzt, dass der

Kokultur-Versuch 80 %, wihrend die Kontrolle 30-40 % positive Zellen aufwies.

Abb. 3.2.a Immunfluoreszenzfirbungen pankreatischer Stammzellen der Ziege nach
48-stiindiger Inkubation mit Myokardgewebe (a, b) und Kontrollinkubation (c, d).
Quantitativ sind in der Kokultur deutlich mehr Zellen fiir das Protein MF 20 positiv als in
der Kontrolle. [DAPI: blau; MF 20: rot]
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3.3 Stimulationsversuch humaner pankreatischer Stammzellen mit Myokard

3.3.1 Ergebnisse der Immunzytochemie fiir MF 20 und Troponin I
Fiir die Darstellung des muskelspezifischen Proteins MF 20 wurden humane pankreatische
Stammzellen zunéchst direkt nach 48-stiindiger Inkubation mit humanem Myokardgewebe

fixiert und geférbt.

a

200pm

S50um 20um

Abb. 3.3.a Immunfluoreszenzfidrbungen des Proteins MF 20. (a) zeigt lichtmikroskopisch
Myokardgewebe, das mit humanen pankreatischen Stammzellen fiir 48 Stunden
kokultivierte. In (b) erkennt man einen Gradienten an detektierbaren MF 20, der von dem
Ort des urspriinglich gelegenen Myokardgewebes (M) ausgeht. (¢, d) zeigen MF 20 (rot) in
den kokultivierten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (e, f). [DAPI: blau]
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Es zeigten sich im Vergleich zu nicht kokultivierten Zellen deutlich angefirbte Bereiche,
die in einem Gradienten von dem haftenden Myokardstiick ausgingen (Abb. 3.3.a). Die
Gesamtheit der kokultivierten Zellen mit dem angeféarbten Protein MF 20 konnte auf circa
65 % beziffert werden. Im Gegensatz dazu zeigten sich deutlich weniger positive Zellen in
der Kontrolle (~10 %).

Zur Kontrolle wurde ein kryogeschnittenes Myokardstiick ebenfalls mit Antikorper fiir
MF 20 gefarbt und es =zeigte sich deutlich positiv (Abb. 3.3.b). Die beiden
Kontrollversuche, bei denen Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen mit

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

Abb. 3.3.b Kontrollversuche fiir das Protein MF 20. Als Positivkontrolle galt ein
Myokardgewebeschnitt, der mit dem MF 20-Antikorper gefdrbt wurde (a). Fiir den
Nachweis, dass Sarkomere nicht aus Myokardgewebe auf kokultivierte Zellen iibertragen
wurden, wurden Kokulturen mit Fibroblasten (b) und mesenchymalen Stammzellen (c)
angefertigt, die negativ waren. [MF 20: rot; DAPI: blau]

Um nachweisen zu konnen, fiir wie lange die Differenzierung anhélt und detektierbar ist,
wurden immunzytochemische Firbungen fiinf Wochen nach Start der Kokulturen
angefertigt. Die Zellen wurden bis zur Analyse in Kultur gehalten und passagiert. Nach
fiinf Wochen bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den
kokultivierten Zellen und ihrer Kontrollen (Abb. 3.3.c). In den behandelten Zellen konnten
nur noch wenige positive Zellen detektiert werden (~15 %). Die Kontrolle zeigte im

Verlauf der fiinf Wochen ebenso einen Abfall der MF 20-positive Zellen (~3-5 %).

38



Ergebnisse

Abb. 3.3.c Immunfluoreszenzfirbung des Proteins MF 20 nach fiinf Wochen. Die
kokultivierten Zellen zeigten nach einigen Passagen weniger detektierbares MF 20 (a, b)
im Vergleich zur Analyse direkt nach Inkubation mit Myokardgewebe. Die Kontrollgruppe
zeigte vereinzelt Zellen mit angefarbtem MF 20 (c, d). [MF 20: rot; DAPI: blau;]

Fir den Nachweis des Proteins Troponin 1 mittels der APAAP-Firbung wurden
kokultivierte Zellen und ihre Kontrollen direkt nach Inkubation mit Myokardgewebe fixiert
und analysiert. Hier konnten grole Bereiche gefunden werden, in denen sich Troponin I

anfirben lieB. Die Kontrollzellen zeigten annihernd kein detektierbares Troponin I

(Abb. 3.3.d).

a - b

200pum 200pm

Abb. 3.3.d APAAP- Firbung des Proteins Troponin I. In den unbehandelten Zellen (a)
lie} sich das Muskelprotein nicht nachweisen. In den kokultivierten Zellen (b) erschienen
mehrere Zentren in denen Troponin I nachweisbar war.

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

Fiir die mRNA-Expressionsanalysen der Gene a-Aktin, Desmin, Myosin, Troponin I und
Troponin T2 wurden vier unterschiedliche Versuche durchgefiihrt. Humane
Herzmuskulatur wurde fiir 48 Stunden mit humanen pankreatischen Stammzellen
inkubiert, bevor die Zellen weitere zwei Wochen kultiviert und darauthin analysiert
wurden. Die pankreatischen Stammzellen unterschieden sich in Ursprung und
Passagenzahl (Abb. 3.3.e).

Die angefertigten cDNAs wurden zunidchst auf das Haushaltsgen Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) getestet um, fiir den spéteren Vergleich zwischen
kokultivierten Zellen und deren Kontrollen, von gleichen Mengen ausgehen zu konnen.
Die Banden, die sich fiir GAPDH detektieren lieBen, erfiillten diese Vorraussetzung
(Abb. 3.3.e). Proben, bei denen keine Reverse Transkription durchgefiihrt wurde, zeigten
nach Auftragen auf das Agarose-Gel annihernd keine Banden, weshalb man von fast

reinen praparierten RNA-Proben ausgehen durfte (Daten nicht gezeigt).

Die Targetgene Troponin I und Myosin konnten in allen Versuchen in ihrer Expression
nicht eindeutig detektiert werden, da sie diffuse und zusitzliche unspezifische Banden
erzeugten (Daten nicht gezeigt). Fir den Verlauf der weiteren PCR-Analysen konnten

diese Primer daher nicht verwendet werden.

I e e X o

Abb. 3.3.e PCR- Ergebnisse fiir die Targetgene Desmin, Troponin T2, a-Aktin und
GAPDH. In vier verschiedenen Ansidtzen wurden jeweils kokultivierte mit unbehandelten
Zellen auf diese Proteine untersucht und verglichen.
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Wihrend die Genexpression von o-Aktin in nur der Hilfte der Versuche ausgemacht
werden konnte, lieBen sich Desmin und Troponin T hingegen in allen RT-PCR-
Experimenten nachweisen (Abb. 3.3.e).

In einem Versuch (M3) konnte a-Aktin in den unter gleichen Bedingungen kultivierten
Kontrollzellen deutlich stirker gezeigt werden als in den kokultivierten Zellen. Berechnet
man die optische Dichte der Banden im Gel fiir a-Aktin und eicht die Bande der
Kontrollzellen auf einen Nullwert, so handelt es sich in den kokultivierten Zellen um eine
prozentualen Abnahme der (od-BkG)/mm (optischen Dichte minus Hintergrund/ mm) von
81 % (Abb. 3.3.f). In einem anderen Versuch (M1) konnte ein entgegen gesetzter Effekt
ausgemacht werden; hier zeigte sich das Targetgen a-Aktin in den behandelten Zellen um
38 % stirker exprimiert. In den Versuchen M2 und M4 konnte auch nach wiederholten
Tests a-Aktin in den priparierten RNAs nicht gefunden werden.

Fir die Analysen der Targetgene Desmin und Troponin T2 konnte jeweils in drei
kokultivierten Proben eine deutlich stirkere Expression festgestellt werden. Die Spanne
der Verbesserung reicht von 3 % bis 100 % bei Desmin und 47 % bis 70 % bei Troponin
T2 (Abb. 3.3.f). In jeweils einer Probe jedoch zeigten sich diese exprimierten Gene in den
Banden der Kontrollzellen deutlicher, weshalb eine statistische Auswertung wenig sinnvoll

erschien. Standardabweichungen wiren groBer als der eigentliche Mittelwert.

densitometrische Auswertung
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Abb. 3.3.f Darstellung der prozentualen Unterschiede von detektierten Proteinen zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen. Die Banden der Kontrollzellen fiir die Primer
Desmin (1), Troponin T2 (2) und a-Aktin (3) wurden densitometrisch ausgewertet und auf
einen Nullwert geeicht. Anschlieend konnten anhand der densitometrischen Auswertung
der kokultivierten Zellen prozentuale Unterschiede erhoben werden.
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Tab. 3.3.a Auswertung der optischen Dichte der Gelbanden im relativen und prozentualen
Vergleich. Die Targetgene Desmin, Troponin T2 und o-Aktin wurden anhand ihrer
optischen Dichte in den Gelbanden zwischen MI1-M4 verglichen. Die jeweiligen
Kontrollzellen wurden auf einen Nullwert geeicht und die prozentualen Unterschiede der
behandelten Zellen prozentual angegeben.

(od- Bkg)/ mm der Targetgene

Desmin Troponin T2 o-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 -25% | 0.00 0%
+ Myokard P2 M2
CEpan 6b P4 0.00 0% 5264.26 0% 0.00 0 %
CEpan 6b P4 3748.03 +72 % 10106.46 +66 % | 1912.34 -81 %
+ Myokard P1 M3
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 P2 M4
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 durch das Myokardgewebe konnte man
zeitlich unkoordiniert die Entstehung von netzartigen Komplexen finden (Abb. 3.3.g).
Diese entstanden erst, wenn die Zellen adhdrent waren und sich flichendeckend auf der
Zellflasche ausgebreitet hatten. Lichtmikroskopisch erkannte man myofibrilldr-dhnliche
Strukturen, die sich ineinander zu verweben schienen. Die netzartigen Komplexe
verschwanden ohne Eingreifen oder nach Trypsinierung und Neu-Aussaat und erschienen
nur teilweise wieder. Sie zeigten keinerlei Bewegung und lieBen sich auch durch eine
verdiinnte Kaliumchlorid-Losung (1:5) nicht zur Kontraktion induzieren. In den jeweiligen
Kontrollen konnten mitunter dhnliche Komplexe gefunden werden, jedoch im Verhiltnis

deutlich weniger.

3.3.4 Schlagende Areale in den Stammzellkulturen
Durch mechanisches Abschaben der Zellen, eine Moglichkeit - neben dem Trypsinieren -
Zellen vom Boden der Zellflasche zu 16sen, konnte gezeigt werden, dass sich die

netzartigen Komplexe zusammenziehen. Nach Absaugen der abgeschabten Komplexe
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wurden die Bereiche aufgezeichnet, die im verbliebenen PBS-Fliissigkeitsfilm noch
erhalten waren. Man konnte sehen, dass die Bereiche, teils abgelost, teils fest haftend, sich
mit einer Frequenz von ~ 0,3 Hz kontrahierten. Es konnten sowohl rhythmische, als auch
arrhythmische Komplexe detektiert werden. Die Bewegung konnte fiir wenige Minuten
(5-7 min) beobachtet werden und erschopfte sich dann. Eine Wiederaufnahme der
Komplexe in Medium fiihrte zu keinem Anwachsen der auch morphologisch verdnderten
Zellen. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Zellen unter gleichen Bedingungen

abgeschabt. Auch hier zeigten sich Areale, die sich autonom mit der gleichen Frequenz

kontrahierten. Jedoch waren es weniger und kleinere Areale.

Abb. 3.3.g Fotografien aus den Aufnahmen der sich kontrahierenden Kardiomyozyten.
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Abb. 3.3.g Fotografien aus den Aufnahmen der sich kontrahierenden Kardiomyozyten.
Schematisch an einem Raster dargestellt sind die Ortsverdnderungen der sich
kontrahierenden Zellareale. (a) und (b) zeigen die Verschiebungen einzelner Zellen
innerhalb von drei Sekunden. Insgesamt konnte eine Frequenz von 20 Schldgen pro Minute
festgestellt werden. (c¢) zeigt die beiden Bilder iibereinander gelagert, in dem unscharfen
Bereiche eine Bewegung ausdriicken. Vor der Stimulation der Kontraktion wurden in den
Zellkulturen Netzstrukturen gefunden (d).

3.4 Stimulationsversuch humaner pankreatischer Stammzellen mit 5-Azacytidin

3.4.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen

Fiir den Nachweis des Proteins MF 20 in der Immunfluoreszenz wurden die behandelten
Zellen und ihre Kontrollen am 21. Tag nach Versuchsbeginn fixiert. Hier zeigten sich im
Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede. Es konnten nur die Zellkerne angefirbt
werden (Abb. 3.4.a). Zwei Wochen darauf (am 35. Tag) wurde von den weiter in Kultur

gehaltenen Zellen erneut eine Farbung gemacht, die das Protein MF 20 ebenfalls nicht

darstellte (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.4.a Immunfluoreszenfirbung der pankreatischen Stammzellen CEpan 3b P14 mit
5-Azazytidin behandelt und deren Kontrollen. Es zeigten sich keine Unterschiede in der
Fluoreszenz zwischen den behandelten Zellen (a, b) und der Kontrolle (¢, 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-stiindiger 5-Azacytidin-Behandlung wurden
nach siebzehn Tagen Kultivierung mittels PCR analysiert.

Durch den Nachweis des Haushaltsgens GAPDH (Abb. 3.4.b.) konnte gezeigt werden, dass
umgeschriebene cDNA in gleichen und damit zu vergleichenden Mengen vorlag.

Die Expression der Targetgene o-Aktin, Desmin und Troponin T2 konnten in den
Kontrollzellen nachgewiesen werden, wohingegen in den stimulierten Zellen nur Desmin
und Troponin T2 gezeigt werden konnte. Wihrend die Bande fiir das Gen Desmin bei den
stimulierten Zellen stirker erscheint, zeigen die beiden anderen Banden schwéchere
Ergebnisse. Eine densitometrische Auswertung zeigte, dass nur das Gen Desmin in den
stimulierten Zellen zu 29 % stirker detektierbar ist als in der Kontrolle (Tab. 3.4.a). Die

anderen Targetgene stellten sich auch im Vergleich der optischen Dichten der Gelbanden

in den stimulierten Zellen vermindert exprimiert dar.

Troponin T2

Desmin

Abb. 3.4.b PCR- Ergebnisse der stimulierten humane pankreatischen Stammzellen mit
5-Azacytidin. Es zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zwischen den stimulierten und
unbehandelten Zellen. Wihrend das Gen Desmin in den stimulierten wenig stdrker
exprimiert zu sein scheint, zeigten sich beim Gen a-Aktin entgegengesetzte Phianomene.
Troponin T2 war in beiden Banden dhnlich stark detektierbar.
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Tab. 3.4.a Densitometrische Auswertung der mit 5-Azacytidin-stimulierten und
unbehandelten Stammzellen. Es zeigten sich keine eindeutigen Tendenzen beziiglich der
Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen und ihrer Kontrollen.

(0od-Bkg)/mm
a-Aktin Troponin T2 Desmin
CEpan 3b P14 615.08 -54 % | 4879.66 -7 % | 2654.33 +29 %
+ 5-Azacytidin
CEpan 3b P15 1339.26 5263.12 1872.50
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4. Diskussion

4.1 Stammzellcharakterisierung der primiren Zellklonlinie Z29 20B11 und den aus

ihr generierten organoid bodies

Adulte pankreatische Stammzellen besitzen die Fihigkeit sich spontan in Zellen aller drei
Keimblitter zu differenzieren (Kruse et al., 2004; Choi et. al., 2004; Seeberger et al.,
2006). Der Ursprung dieser potenten Zellen ist bislang ungeklart. Wihrend Zellen aus dem
endokrinen Anteil des Pankreas Zellen des entodermalen und ektodermalen Keimblattes
generieren konnen (Choi et al., 2004; Seaberg et al., 2004), konnte gezeigt werden, dass
solche isoliert aus den Gangsystemen auch Zellen des mesodermalen Ursprungs bilden
konnen (Seeberger et al., 2006). Die hier verwendete Methode zur Isolierung
pankreatischer Stammzellen ist eine etablierte und effiziente Methode (Kruse et al., 2004),
die iiberwiegend exokrine Anteile in die Préparation mit einbezieht. Nichtsdestotrotz
wurden in frischprédparierten Zellen nur 80-90 % Amylase-positive Zellen gefunden. Es
wird angenommen, dass sich auch Zellen aus Gangsystemen und periazindren Bereichen in
den Priparationen befanden. Da es sich daher also immer um ein Gemisch von
Priparationsgewebe handelt, kann der genaue Ursprung dieser Zellen noch nicht geklért
werden.

Neben den spontanen Differenzierungen zeigen adulte pankreatische Stammzellen des
azindren Driisengewebes auch eine lange Lebensfihigkeit und ein hohes
Wachstumspotential. Sie lassen sich in Zellkulturen der Ratte bis zu tiber 140 Passagen in
vitro kultivieren ohne an Vitalitdt zu verlieren. Es ist ithnen moglich auch in hohen
Passagen noch dreidimensionale Zellaggregate, organoid bodies, zu bilden. OBs zeigen
erstaunliche Eigenschaften: Einerseits finden im Inneren dieser Korperchen vermehrte
Differenzierungen statt, andererseits konnen sie zu sogenannten tissue bodies aggregieren
(Kruse et al, 2006). In einer kiirzlich erschienenen Publikation konnte gezeigt werden, dass
einige dieser tissue bodies (TBs) Oozyten-dhnliche Zellen an ihre Oberfldache entlassen
konnen (Danner et al., 2006). Nur wenige andere adulte Stammzellen zeigen die

Eigenschaft Keimzellen zu generieren (Dyce et al., 2006).

Zusiatzlich zu diesen erstaunlichen Fahigkeiten zeigen adulte pankreatische Stammzellen
sowohl in Primédr- als auch in OB-Kulturen diverse Proteine, die in embryonalen

Stammzellen gefunden werden (Kruse et al., 2004 und 2006).
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass adulte pankreatische Stammzellen
der Ratte auch klonierbar sind. Nach den definieren Stammzellkriterien (National Institutes
of Health, 2005) ist es einer Stammzelle moglich als Einzelzelle eine Kultur zu generieren.
Die hier durchgefiihrte klonale Analyse zeigte, dass 0,5 % der ausplattierten Einzelzellen
eine eigene Kultur bilden konnten. Dass also nur wenige Stammzellen in einer Zellkultur
zu sein scheinen, ist stimmig mit immunzytochemischen Daten von Primirzellen, in denen
der iiberwiegende Anteil der Zellkultur bereits in ein differenziertes Stadium iibergegangen
war (Kruse et al., 2004). Differenzierte Zellen konnen sich in der Regel nicht mehr teilen

und gehen oftmals nach erstem Trypsinieren zugrunde.

Die verwendete Zellklonlinie Z29 20B11 konnte bis iiber 25 Passagen kultiviert werden
und zeigte auf Protein- und RNA-Ebene dquivalente Eigenschaften zu den beschriebenen
Primédr- und OB-Kulturen (Kruse et al., 2004). In dieser Arbeit sollte zur weiteren
Charakterisierung der  pankreatischen  Stammzellen aus der Zellklonkultur
dreidimensionale Zellaggregate gebildet werden, die mit den primidren Zellklonen auf
diverse Stammzellmarker und Marker fiir ausdifferenzierte Zellen getestet werden sollten.

Die dafiir angewendete Methode der ,Hingenden Tropfen* ist eine fiir embryonale
Stammzellen etablierte (Wobus et al., 1988) und konnte problemlos auf die pankreatischen

Zellklone iibertragen werden.

Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen und PCR-Analysen wurden die beiden
Zellpopulationen dann analysiert. Prinzipiell zeigten sich im Vergleich keine Unterschiede
beziiglich des Vorhandenseins der getesteten Marker, jedoch beziiglich der
Expressionsstirke. Auf eine Auszdhlung der Zellen wurde in dieser Untersuchung
verzichtet, dennoch zeichneten sich einige deutliche Unterschiede ab, auf die im Weiteren

eingegangen werden soll.

Die embryonalen Stammzellmarker SSEA-1 und alkalische Phosphatase konnten mittels
Immunfluoreszenzfarbungen in Zellen nachgewiesen werden. Wiahrend Oct-4 nur in
einzelnen Zellen der Firbungen positiv war, zeigte die PCR eine deutliche Genexpression.
Der Antikorper Oct-4 soll nach Beschreibung des Herstellers zwar nukleédr in Stammzellen
zu finden sein, jedoch scheint der Transkriptionsfaktor je nach Expressionszeitpunkt auch

im Zytoplasma darstellbar zu sein, wie bereits einige Arbeitsgruppen auch in embryonalen
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Stammzellen zeigten (Cauffman et al., 2005). Dass hier dargestellte Ergebnis, ndmlich
Oct-4 im Zytoplasma, ist reproduzierbar. Die dargestellten Ergebnisse fiir das Protein
Nanog, ebenso ein Transkriptionsfaktor, sind dahingegen nicht reproduzierbar und kénnen
daher nicht weiter verwendet werden. Es gibt keine Studien dariiber, dass das Protein auch
zytoplasmatisch vorkommen kann.

Nestin, ein Stammzell- und Progenitormarker, konnte in beiden Analyseverfahren in den
Zellen detektiert werden. Zusitzlich wurde alleine mit der PCR der Marker CD9 getestet,
der mit den anderen Ergebnissen zusammen eine Evidenz fiir das Vorhandensein von
Stammzellen in den untersuchten Kulturen gab.

Bei diesen untersuchten Markern zeigten sich wenige Unterschiede zwischen den
Zellklonen und den organoid bodies. Da die Bildung der OBs die spontane Differenzierung
und die Proliferation anregen soll war dies nicht anders zu erwarten. Die Stammzellen

erhalten sich trotz Teilung und Spezialisierung selbst (National Institutes of Health, 2005).

Im weiteren Verlauf sollte untersucht werden, wie sich die Zellen im Bezug auf Marker der
drei Keimblitter verhalten. Hierfiir wurden die Zellen zunichst auf die entodermalen
Marker getestet. Das, aus dem exokrinen Pankreas stammende, fiir die Verdauung wichtige
Enzym Amylase konnte sowohl auf Protein-, als auch auf RNA-Ebene nur in den organoid
bodies gefunden werden. Dies bedeutet, dass die Aggregation in den dreidimensionalen
Korpern den Zellen einen unbekannten Stimulus gegeben haben muss, dhnlich wie im
Organismus, in dem die Amylase-Produktion durch kohlenhydratreiches Essen stimuliert
wird (Herold, 2006). Der Transkriptionsfaktor PDX-1, der die Expression der endokrinen
Hormone Insulin und Glukagon des Pankreas steuert, konnte immunzytochemisch in
beiden untersuchten Zellpopulationen nachgewiesen werden, jedoch konnte dieses
Ergebnis anhand der PCR-Analysen nicht bestitigt werden. Da die PCR fiir das Hormon
Glukagon anhand der embryonalen starken Bande im Elektrophorese-Gel funktionierte,
muss davon ausgegangen werden, dass zu dem Zeitpunkt der Analyse tatsdchlich kein
Glukagon exprimiert worden war. Dies konnte zum Beispiel bedeuten, dass zwar der
Transkriptionsmechanismus der Hormone zu dem Untersuchungszeitpunkt angeschaltet
war, nicht aber der Translationsmechanismus. Durch eine posttranskriptionale Regulation

ist es moglich, dass die Zellen nicht stimuliert waren, die Hormone zu produzieren.
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Die mesodermalen Markerproteine SMA, in der glatten Muskulatur vorkommend, und
Kollagen II, ein Marker fiir Knorpelzellen, konnten in den immunzytochemischen Daten
tiberzeugend dargestellt werden. In der PCR wurde das Gen BMP-2 getestet und die
Ergebnisse zeigten seine Expression in beiden Zellpopulationen. Somit konnte die Existenz
von Zellen des mesodermalen Keimblattes nachgewiesen werden. Unterschiede zwischen

den beiden untersuchten Zelllinien konnten nicht ausgemacht werden.

Fiir das ektodermale Keimblatt wurden nervenspezifische Proteine getestet. Wihrend die
immunzytochemischen Daten nur in den organoid bodies ein Vorhandensein des
Nervenmarker NF zeigten, wurde in beiden Zellen der Gliazellmarker GFAP nicht oder
nur sehr wenig gefunden. Die Gen-Nachweise jedoch zeigten eine Transkription des
GFAP-Gens und erstaunlicherweise keine Expression des NF-Gens. Da mittels PCR die
mittlere Kette des NF-Gens amplifiziert und in den Féarbungen ein Pan-Neurofilament
Antikorper verwendet wurde, ldsst dies darauf schlieBen, dass es sich um eine
unterschiedliche Genexpression der drei moglichen Ketten des NFs handeln muss (Kruse
et al., 2006). Desweiteren ist bislang vollig unklar, wie die unterschiedlichen Bedingungen
im Verlauf der Analysen auf die Zellen wirken. Nicht bekannt ist zum Beispiel welche
Einfliisse das Aussden der Zellen auf Chamber Slides besitzt und welche Rolle
unterschiedliche Passagen spielen. Tatsédchlich scheint es eine Evidenz dafiir zu geben,

dass in unterschiedlichen Passagen verschiedene Proteine transkribiert werden oder nicht.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass aus einer pluripotenten pankreatischen
Stammzelllinie der Ratte Zellklone generiert werden konnten, die ebensolche
Eigenschaften besitzen, wie bereits in primidren pankreatischen Stammzellen dargestellt
(Kruse et al., 2004 und 2006). Die aus der Zellklonlinie mittels der Methode der
,Hédngenden Tropfen kultivierten organoid bodies zeigten gleiche Eigenschaften. Zwar
gab es einige Unterschiede in Bezug auf die Expression von Proteinen, dennoch sind auch
hier Proteine aller drei Keimblitter und Stammzellmarker nachweisbar. Durch die
Zellaggregation konnten einige Proteine verstirkt gefunden werden, was die Methode als

solche bestitigt, da mit ihr eine forcierte Differenzierung erzielt werden soll.

Fiir den Verlauf der weiteren Arbeit war besonders die Beobachtung wichtig, dass sich die

untersuchten Zellen auch spontan in Muskelzellen differenzieren. Dies gab Anlass zu der
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Arbeitshypothese, dass auch Herzmuskelzellen spontan differenzieren und dass diese

Differenzierung durch verschiedene Mechanismen forciert werden konnte.

4.2 Differenzierung humaner pankreatischer Stammzellen in Kardiomyozyten

mithilfe von myokardialen Biopsien

Adulte Stammzellen haben ein erhebliches Differenzierungspotential einschlielich der in
vitro Differenzierung in Kardiomyozyten. Wihrend bei den embryonalen Stammzellen die
Differenzierung in dreidimensionalen Zellaggregaten spontan ablduft (Boheler et al.,
2002), benodtigen adulte Stammzellen in der Regel diverse Stimulationsmechanismen. Es
konnte gezeigt werden, dass humane adulte Stammzellen aus dem Fettgewebe nach Kultur
mit Extrakten aus Rattenherzen einen kardiomyogenen Phénotypen bilden konnen
(Gaustad et al., 2004). Die differenzierten Zellen zeigen neben diversen kardiomyogenen
Proteinexpressionen auch spontane Kontraktionen von Einzelzellen. Humane endotheliale
Progenitorzellen hingegen, isoliert aus peripherem Blut, differenzieren in Kardiomyozyten
nach Kokultur mit neonatalen Ventrikelzellen aus der Ratte (Badorff et al., 2003).
Wihrend auch andere Stimulanzien wie zum Beispiel 5-Azacytidin (Xu et al., 2004) einen
kardiomyogenen Phénotypen generieren konnen, deuten diese Ergebnisse darauthin, dass
Herzzellen wichtige Stoffe fiir ihre eigene Differenzierung und Erhaltung sezernieren

(Ancey et al., 2002).

Die Ergebnisse zu den Eigenschaften von pankreatischer Stammzellen aus der Ratte halfen
bei der Planung fiir folgende Untersuchungen, jedoch wurde aus diversen Griinden weiter
mit pankreatischen Stammzellen der Ziege b. z. w. des Menschen gearbeitet. Zurzeit gibt
es kein funktioniertes Rattenmodell an der Universitit, so dass spitere in vivo-Versuche
schwierig zu verwirklichen wiren. Stattdessen gébe es die Moglichkeit in Kooperation mit
der Herzchirurgie des UKSH Campus Liibeck an Ziegen in vivo-Versuche zu realisieren.
Die Arbeit mit humanen pankreatischen Stammzellen wurde vor allem wegen eines

moglichen spéteren therapeutischen Einsatzes forciert.

Nachdem humane pankreatische Stammzellen auf ihre Stammzelleigenschaften untersucht

wurden (Kruse et al., 2004), zeigten sie dhnliche Eigenschaften in der in vitro Kultur, wie
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die Stammzellen der Ratte (4.1). Eine spontane Differenzierung in Zelltypen des
mesodermalen Keimblattes ist ebenso moglich. Die Differenzierung in Zellen mit
kardiomyogenem Phinotyp konnte hier erstmals dargestellt werden (Guldner et al., 2006).
Die Tatsache, dass die Generierung von wenigen Herzzellen spontan ablauft, ist eine
interessante Beobachtung beim Vergleich mit anderen adulten Stammzellen, bei denen

spezifische Induktionen notwendig sind.

Im Hinblick auf die mogliche klinische Anwendung sollten Methoden entwickelt werden,
die Differenzierung in Kardiomyozyten zu forcieren. Um den physiologischen
Bedingungen in vivo gerecht zu werden, wurde die Idee der Kokultur mit Biopsien aus
dem Myokard entwickelt. Im Gegensatz zu anderen Kokultur-Versuchen, in denen
semipermeable Membranen verwendet wurden (Li et al., 2006), um nur einen Austausch
von Molekiilen zu ermdglichen, wurden hier Myokard und Stammzellen im direkten
Kontakt miteinander kultiviert. Mit dieser Methode muss man sich der Diskussion stellen,
ob tatsdchlich Differenzierungen stattfinden oder ob es sich bei spiter zu detektierenden
Kardiomyozyten um fusionierte Zellen handelt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in
vivo nach intramyokardialen Injektionen von Stammzellen beide Phinomene auftreten
(Zhang et al., 2004). Da fusionierte Zellen den differenzierten Zellen in ihrer Funktionalitét
keinen Abbruch tun, war es viel wichtiger eine in vivo Umgebung, die der im Herzen
dhnelt, zu imitieren. Zuséitzlich wurde mit einer einfachen Methode eine Zellfusion fast

vollstiandig ausgeschlossen (siehe unten).

Erste Versuche wurden mit pankreatischen Stammzellen der Ziege durchgefiihrt. Die
Isolierung und Kultivierung konnte nach den etablierten Bedingungen fiir humane
pankreatische Stammzellen erfolgen. Nachdem zerkleinerte Myokardstiicke auf dem
Boden der Zellflasche anhafteten, wurden die Stammzellen darauf gegeben und fiir 48
Stunden kokultiviert. Nach dem Entfernen des Gewebes wurde Immunzytochemie
durchgefiihrt und die Zellen auf das muskelspezifische Protein sarkomerisches Myosin
(MF 20) getestet. Die gleichzeitig angefertigten Kontrollfirbungen zeigten im Vergleich,
dass durch den Kontakt mit dem Myokard ein positiver Stimulus auf die Differenzierung in
Myozyten erfolgt war. Da das Protein Myosin im kontraktilen Apparat mit Aktin
zusammen in allen Muskelzellen vorkommt (Lodish et al., 2001) kann mit diesem Ergebnis

keine Aussage iiber die Differenzierung in Kardiomyozyten getitigt werden.

52



Diskussion

Darauf aufbauend wurden humane pankreatische Stammzellen mit humanem Myokard fiir
48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden direkt danach fixiert und immunzytochemisch
analysiert. Auch hier waren deutlich mehr Stammzellen in myogene Zellen differenziert als
in der Kontrolle. Zusitzlich konnte ein Gradient an differenzierten, Myosin-positiven
Zellen ausgehend von der urspriinglichen Stelle des Myokards beobachtet werden. Dieser
Gradient kann bedingt sein durch:

Einerseits das Auswachsen von sich schnell regenerierenden Zellen aus dem Myokard mit
anschlieBender Zellfusion. Diese Theorie konnte jedoch ausgeschlossen werden. Dafiir
wurde Myokard fiir 48 Stunden unter denselben Bedingungen einer Kokultur aber ohne
pankreatische Stammzellen inkubiert. Nach 48 Stunden waren keine herauswachsenden
Zellen detektierbar.

Andererseits durch das Ausschwemmen von Sarkomeren aus dem Myokard, die sich auf
den Stammzellen ablagern und falsch positive Ergebnisse erzeugen. Dafiir wurden
Kokulturen mit Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen unter gleichen
Bedingungen angesetzt. Sie zeigten beide nach der immunzytochemischen Farbung keine
positiven Zellen fiir das Muskelprotein.

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

die umliegenden Zellen an der Kontaktstelle abgibt (parakrine Sekretion).

Da das Protein MF 20 generell in allen Muskelzellen vorhanden ist, wurden
immunzytochemische Firbungen fiir das kardial spezifische Protein Troponin I
durchgefiihrt. In den Kokulturen zeigte eine deutlich gesteigerte Anzahl an Zellen eine
Proteinexpression von Troponin I. Troponin I wird quantitativ im Blut bei Verdacht auf
einen Myokardinfarkt bestimmt und wird von geschidigten Herzmuskelzellen freigesetzt.
Nicht auszuschlieBBen ist, dass auch hier Troponine aus der Myokardbiopsie freigesetzt
werden, da Kardiomyozyten durch die Priparation beschiddigt werden. Daher wurde fiir
weitere Evidenz, dass sich Kardiomyozyten differenziert hatten, zusitzlich PCR-Analysen
fir Gene des kontraktilen Apparates durchgefiihrt, die die These einer vermehrten

Differenzierung durch Kokultivierung verstirkten.

Es zeigte sich in den meisten Versuchen, dass die Targetgene Desmin und Troponin T in
den kokultivierten Zellen stirker exprimiert wurden. Die densitometrische Auswertung

zeigte jedoch, dass sich die verschiedenen Versuche in den prozentualen Ergebnissen sehr
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voneinander unterschieden. Damit war vor allem eine statistische Auswertung nicht
sinnvoll, da die Standardabweichungen iiber den Mittelwerten gelegen hitten. Die gro3en
Varianzen liegen wahrscheinlich darin begriindet, dass fiir jeden Versuch unterschiedliche
Zelllinien und Passagenzahlen verwendet wurden. Fiir eine statistische Auswertung dieser
Versuche sollte man also Zelllinie und Passagenzahl beachten, die Anzahl an Versuchen

erhohen und eventuell auf eine quantitative rt-PCR zuriickgreifen.

Die Expression des Gens o-Aktin konnte nur in zwei Versuchen detektiert werden. Die
Expressionsstiarken widersprachen sich, so dass keine Tendenz auszumachen ist. Es bleibt
weiter zu testen, ob in den beiden anderen Versuchen kein o-Aktin-Gen aktiviert ist, oder
ob das Gen unter diesen Bedingungen nicht detektierbar ist. Die Primer fiir die Gene
Myosin und Troponin I konnten fiir die Analyse der differenzierten Zellen nicht weiter
verwendet werden. Die Auswertung der PCR mittels Gel-Elektrophorese zeigte diffuse und
unspezifische Banden auch nach mehrmaligem Testen und verdnderten

Arbeitsbedingungen.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sowohl das muskelspezifische Desmin als
auch das herzmuskelspezifische Troponin T in kokultivierten Zellen tendenziell verstérkt
exprimiert wird. Damit ist eine forcierte Differenzierung in Kardiomyozyten mit Hilfe der

Kokultur nachgewiesen worden.

Die PCR-Analysen wurden im Durchschnitt zwei Wochen nach Kokultivierung
durchgefiihrt, um eine ausreichende Menge an zu préiparierender RNA zu erhalten. Der
weniger deutliche Unterschied zwischen kokultivierten und unbehandelten Zellen konnte
darin begriindet sein, dass die Differenzierung in Kardiomyozyten mit der Zeit riicklaufig
ist. Dass differenzierte Zellen sich auch wieder redifferenzieren konnen, das bedeutet in
thren urspriinglichen Zustand zuriickzukehren, wurde bereits postuliert (Gardiner und
Bryant, 1996). Dies wiirde auch erkldren, warum in immunzytochemischen Fiarbungen fiinf
Wochen nach Kokultur das Protein MF 20 in den meisten kokultivierten Zellen nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Aufler einer hypothetischen Redifferenzierung ist auch
moglich, dass differenzierte Zellen apoptotisch werden. Es ist bekannt, dass sich
differenzierte Zellen schlecht in der Zellkultur halten und dass sie zum Beispiel durch das

Passagieren mit Trypsin so stark beschiddigt werden, dass sie absterben konnen.
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Einen funktionellen Nachweis erbrachten die differenzierten Kardiomyozyten, als sie nach
Anderung der Kulturbedingungen und mechanischer Stimulation spontan kontrahierten.
Zwar zeigten sich in den Kontraktionen (20 Schldge/min) zwischen kokultivierten und
unbehandelten Zellen im Wesentlichen keine Unterschiede, jedoch konnte beobachtet
werden, dass sich in den Kokulturen deutlich grolere Zellareale autonom kontrahierten.
Dass auch die unbehandelten Zellen kontrahierten, ist erkldarbar damit, dass pankreatische
Stammzellen auch spontan in Kardiomyozyten differenzieren. Bislang konnten
Kontraktionen von differenzierten Kardiomyozyten nur in Tierexperimenten gezeigt
werden (Winitsky et al., 2005). Lediglich bei humanen adulten Stammzellen aus dem
Fettgewebe konnte gezeigt werden, dass nach Induktion der kardiomyogenen
Differenzierung wenige Kontraktionen auslosbar waren (Gaustad et al., 2003).

Die lichtmikroskopisch erkennbaren netzartigen Zellaggregate, die an myofibrilldr
ineinander verwebte Fasern erinnerten, schienen einen positiven Effekt auf die
Kontraktionen zu besitzen, wenn diese nicht sogar von ihnen ausgingen. Die Tatsache,
dass Kontraktionen in embryonalen Stammzellen vor allem in dreidimensional

organisierten Zellaggregaten stattfinden (Boheler et al., 2002), unterstiitzt diese These.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass humane pankreatische Stammzellen
das Potential besitzen, sich spontan in Kardiomyozyten zu differenzieren. Durch die
Etablierung eines Kokultur-Systems mit humanem Myokardgewebe konnte man die
Anzahl der sich differenzierenden Kardiomyozyten verstirken.

Die Anzahl der differenzierten Zellen nahm jedoch innerhalb von einigen Wochen ab. Um
eine Redifferenzierung im Laufe der Zeit zu verhindern, sollten die humanen
pankreatischen Stammzellen in vivo nach Applikation einer permanenten Stimulation
durch umliegendes Myokard ausgesetzt werden. Dadurch konnten pankreatische
Stammzellen dauerhaft differenziert bleiben und sich funktionell in das defekte

Myokardgewebe integrieren.

Da bereits intramyokardial adulte Stammzellen in defektes Myokardgewebe injiziert
werden (Strauer et al., 2002 und 2005), konnte man bei gleichem Vorgang bewirken, dass
sich die differenzierten humanen pankreatischen Stammzellen durch ihre

Kontraktionsfihigkeit tatsdchlich an der Herzarbeit beteiligen.
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Fiir die Isolierung der pankreatischen Stammzellen wiren in Zukunft bereits routineméfig
durchgefiihrte minimale invasive retroperitoneale Operationen von Noten. Dieser Eingriff
ist risikotrdchtiger als zum Beispiel die einfache Blutabnahme fiir die Gewinnung von
himatopoetischen Stammzellen.

Wiirde sich aber die Theorie der versteckten Immuntoleranz von Stammzellen bestétigen,
konnte man hingegen sogar universale Donorzellen einsetzen, die zum Beispiel von
jungen, gesunden Menschen gewonnen werden konnten (Chiu, 2005). Eine
vielversprechende Theorie, die ethisch jedoch zu diskutieren wire.

Zu Diskutieren bleibt auch, ob die Kokultivierung erst in vitro durchgefiihrt werden sollte,
bevor die differenzierten Zellen in defektes Myokard injiziert werden. Dabei muss auch
bedacht werden, ob differenzierte Zellen isoliert oder in einem Zellgemisch transplantiert
werden sollten. Bei einer direkten Injektion von pankreatischen Stammzellen ohne

Vordifferenzierung konnte die Differenzierung eigenstindig in vivo ablaufen.

4.2 Differenzierung humaner pankreatischer Stammzellen in Kardiomyozyten

mithilfe von 5-Azacytidin

Zur Forcierung der kardiomyogenen Differenzierung pankreatischer Stammzellen wurde
neben der Kokultur myokardialer Biopsien eine weitere Methode getestet werden. Die
Zugabe von diversen Chemikalien kann einen positiven Stimulus auf eine bestimmte
Differenzierung haben. Der Methylierungshemmer 5-Azacytidin ist sowohl in Versuchen
mit embryonalen als auch mit mesenchymalen Stammzellen bereits erfolgreich eingesetzt
worden. Wihrend die embryonalen Stammzellen in dreidimensionalen Zellaggregaten mit
der Chemikalie behandelt wurden (Yoon et al., 2006), zeigten mesenchymale Stammzellen
aus dem Knochenmark sowohl aus dem Menschen als auch aus der Maus eine

kardiomyogene Differenzierung in Primérkulturen (Xu et al., 2004; Makino et al., 1999).

Als problematisch gestalten sich die eingesetzten Konzentrationen von 5-Azacytidin, die
fiir die einzelnen Stammzellpopulationen unterschiedlich zu sein scheinen. Fiir diese
Arbeit wurde eine Konzentration von 10 uM gewihlt in Anlehnung an das Protokoll fiir
humane Zellen von Xu et al. (2004). Ferner wurden auch Behandlungsdauer und

Kulturbedingungen iibernommen.
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Die behandelten Stammzellen zeigten in der immunzytochemischen Féarbung des
Muskelproteins MF 20 fast keine positiven Zellen. Unterschiede zwischen den behandelten
Zellen und ihren Kontrollen konnten nicht ausgemacht werden. Die Tatsache, dass auch in
den Kontrollzellen das Protein nicht detektierbar war, zeigt wie sehr verschiedene
Passagen und Kultivierungsdauer die Differenzierung beeinflussen. Die unbehandelten
pankreatischen Stammzellen zeigen in der Regel eine Expression des muskelspezifischen
Proteins (4.2).

PCR-Analysen bestitigten die Ergebnisse der Immunzytochemie. Hier wurde noch einmal
deutlich, dass pankreatische Stammzellen das Potential besitzen sich spontan in
kardiomyogene/myogene Zelltypen zu differenzieren (Guldner et al., 2006). Die
Expressionsstiarke der mit 5-Azacytidin stimulierten Stammzellen jedoch war vermindert.
Wihrend das herzspezifische Troponin T2 in den behandelten Zellen nur gering weniger
detektierbar war als in der Kontrolle, zeigte sich fiir das Targetgen a—Actin ein starker
Abfall der Expression. Bei dem Targetgen Desmin konnte gezeigt werden, dass die

Expression in den behandelten Zellen zugenommen hatte.

In der Summation muss festgestellt werden, dass die Inkubation humaner pankreatischer
Stammzellen mit 5-Azacytidin keine verstirkte Differenzierung in Kardiomyozyten
bewirkt. Der Einsatz der Konzentration von 10 uM 5-Azacytidin scheint gegenteilige
Effekte auf die Differenzierung zu haben. Liu et al. (2003) bestitigen diese Ergebnisse. Sie
kultivierten mesenchymale Stammzellen der Ratte mit unterschiedlichen Konzentrationen
von 5-Azacytidin (3, 5 und 10 uM), in unterschiedlichen Passagen und variierten die
Inkubationslidngen. Sie zeigten in allen Versuchen, dass morphologisch und funktionell
keine Herzzellen entstanden waren. Sie konnten ebenfalls keine herzspezifischen
Genexpressionen mittels Immunzytochemie und Western Blot Analysen detektieren (Liu et
al.,, 2003). Es muss kritisch festgehalten werden, dass in dieser Arbeit nur mit der
Konzentration von 10 uM gearbeitet wurde. Dies war zwar in Anlehnung an die Versuche
mit humanen Stammzellen gemacht worden (Xu et al., 2004), dennoch sind die Einfliisse
von verschiedenen Faktoren an Stammzellen noch wenig erforscht. Weitere Versuche mit
verdnderten Konzentrationen und Kulturbedingungen konnten also durchaus den

erwiinschten Erfolg erbringen.
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Bei der eingesetzten Konzentration erscheint der Methylierungshemmer 5-Azacytidin eher
einen toxischen denn einen stimulierenden Effekt auf humane pankreatische Stammzellen
zu haben. Die toxische Eigenschaft von 5-Azacytidin konnte von Choi et al. gezeigt
werden, die embryonale Karzinomzellen auf ihre Differenzierung in Kardiomyozyten
tiberpriiften und dabei unterschiedliche Konzentrationen einsetzten (Choi et al., 2004). Sie
schlossen aus ihren Ergebnissen, dass ab einer eingesetzten Konzentration von 5 puM die
Zellen nekrotisch werden. Trotz der Verwendung von humanen adulten Stammzellen und
einer 5-Azacytidin-Konzentration von 10 uM, konnte dies eine Begriindung dafiir sein,
dass sogar weniger Zellen als in der Kontrolle in den Analysen zu finden waren.
Theoretisch konnte also das 5-Azacytidin zu einer zu starken Hypomethylierung der DNA
gefiihrt haben, die dann eine Differenzierung in Kardiomyozyten unterbunden hat. Es
bleibt festzuhalten, dass weitere Versuchsansitze notwendig sind um klar formulieren zu
konnen, ob 5-Azacytidin einen stimulierenden Effekt auf die kardiomyogene

Differenzierung von humanen pankreatischen Stammzellen besitzt.
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